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“Uno no puede pensar bien, amar bien, dormir bien, si no ha comido bien”.
Virginia Wolf.

Para Lucas. Para mama.

Para mis abuelas.






“Tiger got to hunt, bird got to fly;

Man got to sit and wonder 'why, why, why?'
Tiger got to sleep, bird got to land;

Man got to tell himself he understand”

Kurt Vonnegut, Cat's Cradle


https://www.goodreads.com/author/show/2778055.Kurt_Vonnegut
https://www.goodreads.com/work/quotes/1621115
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Capitulo 1

RESUMEN'Y OBJETIVOS PRINCIPALES

1.1 Resumen

La comprension del fendmeno bioldgico ha sido, desde siempre, uno de los principales retos
para la ciencia. Tradicionalmente, la teoria evolutiva se ha impuesto como la perspectiva mds
adecuada e idiosincrdética de lo vivo, explicando las propiedades bioldgicas desde un punto de vista
histérico y colectivo. No obstante, la visiéon organizacional - que busca definir los principios
generales que subyacen a los organismos individuales - estd ganando importancia en los ultimos
afos. La tension entre la perspectiva fisiolégica-organizacional y la perspectiva histérico-evolutiva
sobresale especialmente en al &mbito de Origen de la Vida, en el que el cldsico escenario evolutivo
no es suficiente a la hora de explicar la transiciéon de un dominio quimico (moléculas) a uno
bioldgico (células). Los intentos de unificar ambas perspectivas en una teoria general de la
organizacion bioldgica han sacado a relucir la necesidad de buscar algunos conceptos y principios
adicionales que permitan avanzar en esta vision mds integradora. Utilizando el marco conceptual de
la teoria de la autonomia bioldgica [Ruiz-Mirazo & Moreno 2012; Moreno & Mossio 2015] este
ensayo propone una estrategia genealdgica como modelo para abordar la complejidad bioldgica.
Esta estrategia consiste en explorar a lo largo de una evoluciéon molecular prebidtica sistemas con

un organizacion bésica progresivamente mas cercana a la de los seres vivos. En este contexto nos



encontramos ante un escenario quimico que puede ser encarado empiricamente a través de la nueva
disciplina llamada “quimica de sistemas”, cuyo objetivo es el estudio de mezclas moleculares y sus

comportamientos colectivos emergentes (dindmicos y evolutivos).

A partir de una aproximacién empirica basada en el desarrollo de un modelo protocelular lipo-
peptidico centrado en las dindmicas de auto-organizacidon y de auto-ensamblaje de mezclas de
especies moleculares sencillas y asumiendo la auto-produccion como una caracteristica necesaria
para la definicion de vida, en esta tesis se reflexiona sobre las raices fisico-quimicas de conceptos
fundamentales en biologia como funcion o individualidad. La exploracién del paso de la quimica a
la biologia es posible a través de la investigacion del comportamiento dindmico de mezclas
quimicas complejas, unido a una reflexion tedrica centrada en una "lectura en términos biolégicos"

de las propiedades organizativas emergentes.

Este trabajo pretende ser, por un lado, una contribucion al reciente campo de investigacion
con protocélulas como terreno fértil para explorar las conexiones entre la quimica de sistemas y la
biologia sintética y, por el otro, una llamada a la transdisciplinariedad en la ciencia. El trabajo
experimental desarrollado durante esta tesis fue disefiado en base a un modelo tedrico previo, éste a
su vez basado en una reflexion filoséfica en torno al problema del origen de la vida. Con esto se
pretende llamar la atencidn sobre el peso que la correcta canalizacidon de un trabajo filos6fico puede
tener para reforzar la ciencia - y viceversa. En breve, esta tesis puede considerarse un ejemplo que
ilustra una nueva concepcion de la filosofia de la ciencia como ‘filosofia para la ciencia’ [Wimsatt
2007; Griesemer 2008], de acuerdo a la cual se demuestra que hay espacio para la fusion entre

ambas y que esto puede ser una de las claves para el avance epistemoldgico en el futuro.



1.2 Objetivos generales

Los objetivos generales de esta tesis doctoral son los siguientes:

1. Bisqueda de principios generales para la construccion de una teoria de la
organizacion bioldgica realizada a partir de una aproximacion genealdgica en torno a sistemas

autonomos.

Este trabajo de tesis se suma al esfuerzo epistemoldgico general de construir una teoria de la
organizacion biolégica desde una comprension de la vida como propiedad sistémica. Para ello, se
propone una via de investigacion diferente a la actual -liderada principalmente por la Biologia de
Sistemas- que consiste en la simplificacion del esquema biolégico autbnomo mediante el estudio de

las diferentes capas de complejidad adquiridas durante el proceso de origen de la vida.

2. Naturalizacion de conceptos biologicos fundamentales (individualidad, funcion,

agencia, identidad) desde un escenario quimico prebiético.

Desde un escenario prebidtico (quimico) se quiere contribuir a la naturalizacion de algunos de
los conceptos clave de la teoria biolégica -como son la idea de funcién, individualidad, el caracter
agencial de los seres vivos o su propia identidad- asi como comprender el tipo de organizacion

quimica que pudo dar origen al fenémeno de la vida.

3. Exploracion un nuevo campo de investigacion “entre la quimica y la biologia”.
Generacion de lazos entre la biologia de sistemas y la biologia sintética a través de la quimica

de sistemas.

Las nociones tedricas establecidas en torno a la quimica clésica y la bioquimica (biologia)
parecen insuficientes para explicar el escenario prebidtico y la emergencia de lo vivo. Por eso se
propone la exploraciéon de conceptos y principios adicionales aplicables a una ‘“quimica-dirigida-
hacia-la-biologia” mediante la utilizaciéon de la Quimica de Sistemas y la fabricacién de

protocélulas auto-productivas.



4. Realizacion empirica de un modelo protocelular como ‘caso-estudio” de este tipo de

aproximacion y reflexion tedrica de los resultados.

Se desarrolla un ejemplo concreto de la via de investigacion propuesta mediante 1) la
implementacién en el laboratorio, “in-vitro”, de un modelo “in-silico" protocelular lipido-peptidico
previo a través de la funcionalizaciéon de membranas vesiculares a partir de mezclas de acidos
grasos y aminodcidos y ii) el posterior andlisis critico, tedrico-filoséfico, del tipo de organizacion

fisico-quimica obtenida.

5. Apoyo a la transdisciplinariedad y fomento de la aproximacion a los problemas

cientificos desde diferentes prismas

Esta tesis pretende ilustrar la utilidad de la investigacion transdisciplinar en la ciencia
destacadamente en la transicién quimica-biologia, -dada su gran complejidad- mediante la
realizacién de un trabajo a caballo entre la reflexion filoséfica, el modelado tedrico y la realizacién

empirica.



Capitulo 2

INTRODUCCION Y METODOLOGIA

2.1. Definicion del problema y marco tedrico

2.1.1. Un programa de naturalizacion para clarificar nociones
bioldgicas

Palabras como autonomia, funcién, identidad, agencia o informacién tienen una raiz
etimoldgica (un origen histérico) en el dmbito de las ciencias sociales y las humanidades para
explicar nociones y caracteristicas causales ligadas a la actividad y la intencionalidad humana
(capacidades cognitivas, interactivas y tecnoldgicas). Sin embargo actualmente y a lo largo del
mundo estas palabras han pasado a formar parte del lenguaje diario en la ciencia. Una bi6loga de
cualquier laboratorio de biologia molecular o bioquimica se preguntard “;qué funcion tendrd esta
proteina?” o se dispondré a “identificar un gen que contiene informacion para tal enzima”. También

“aislard centros activos” o sera capaz de “seleccionar y re-organizar secuencias codificadoras”.

Se puede interpretar que la utilizacidn de estos conceptos, en la préctica, se hace en forma de
metafora o de 'atajo' para dar cuenta de un proceso biolégico complejo. Sin embargo, la hip6tesis de
esta tesis se basa en pensar que estos no son Unicamente metdforas sino conceptos que pueden ser

naturalizados y fundamentados en sus raices moleculares y explicarse a nivel (o al menos desde el
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nivel) biolégico, o incluso quimico. Es decir, ya no utilizar (tomar prestados) estos conceptos para
describir procesos naturales sino buscar las condiciones y procesos que justifiquen la necesidad o

pertinencia de este tipo de nociones en las explicaciones cientificas (quimicas o bioldgicas).

Esta tesis se enmarca en un contexto tedrico relativo a la teoria de la autonomia bioldgica
[Ruiz-Mirazo & Moreno 2004, 2012; Ruiz-Mirazo, Peret6 & Moreno 2004; Moreno et al. 2008;
Moreno & Mossio 2015]. El término autonomia significa, literalmente, 'norma propia'. Ha sido
utilizado en muchos dominios (filosofia politica, ética, biologia, robdtica...) sin conocerse del todo
su origen y se entiende como la capacidad de actuar de acuerdo a principios auto-generados y como
la habilidad de reconocer y respetar esa aptitud en alguien. De manera mas general, también puede
significar que cierto dmbito/nivel tiene relativa independencia respecto a otros debido a la posesion
de normas propias. Sin embargo, en los afios 70, se da un giro naturalizador de este concepto, que
pasa de ser un concepto abstracto, consecuencia del razonamiento humano, a explicar este tltimo (y
en general la vida y la cognicién) como consecuencia de la propia autonomia. El foco de las
investigaciones deja entonces de estar en las acciones provocadas por la autonomia para centrarse

en los procesos y condiciones de posibilidad necesarios para generarla [Moreno et al. 2008].

Ya en 1790, Kant propuso una teleologia propia de los seres vivos muy relacionada con la
nocién de autonomia, al entender los seres vivos como “propdsitos naturales provenientes de la
auto-organizacion de la materia”. Los sistemas vivos se autoorganizan de acuerdo a unas normas,
siendo esta autoorganizacion la que genera, a su vez, estas normas en relacion a un propdsito natural
procedente de la estructura global. Hans Jonas, en su libro “The phenomenom of life” [1966],
concreta esta intuicion mediante la identificacién del metabolismo como la esencia de la vida. El
metabolismo es el encargado de mantener tanto los procesos internos como las interacciones con el
ambiente y la continua interdependencia entre estos procesos internos y externos seran la clave de la

constitucion recursiva de la identidad del sistema (es decir, la vida).

Maturana y Varela, posteriormente, son los encargados de formular una teoria mucho mas
completa (aunque también mucho mads abstracta) respecto al fendmeno vida: la teoria de la
autopoiesis. La autopoiesis resalta la capacidad de auto-produccion del sistema como caracteristica
definitoria de los seres vivos [Varela et al. 1974; Maturana & Varela 1980]. La autopoiesis se
fundamenta en una red continua de produccion de componentes (una abstraccion del metabolismo)
y en la formaciéon de un borde y de unas condiciones de frontera que diferencien al sistema de su
ambiente (la generacion de individualidad). Un sistema autopoiético regenera constantemente su red
de procesos y dindmicas responsables de su propia constitucién y la de una frontera fisica con el

ambiente, estableciendo, a su vez, las condiciones de intercambio necesarias para que el sistema
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pueda seguir regenerandose. En los sistemas autopoiéticos, la accion (lo que hace) y la constitucién
(lo que es) forman un todo: el sistema hace su propio ser, que a su vez no es otro que ese mismo
hacer. El aspecto ‘activo-transformativo’ (la accion) y el material (la constitucién) no pueden
separarse ya que son, en realidad, dos caras de la misma moneda. Las normas para la obtencion de
su propdsito (un comportamiento que asegure el auto-mantenimiento) no estdn decididas a priori
sino que surgen espontidneamente de la propia (auto)organizacion de la materia y de las dindmicas

resultantes en el sistema [Barandiaran & Egbert 2014].

2.1.1(1) La autonomia como una herramienta heuristica para la

naturalizacion

Tradicionalmente, ha habido dos vias conceptualmente diferentes para la caracterizacion de
la vida y el estudio de su origen. En la concepcion evolutiva de la vida, los seres vivos son sistemas
que se auto-reproducen y tienen, potencialmente, una capacidad de cambio indefinidamente abierta,
sin limite [Orgel & Joyce 1999]. Los trabajos en este &mbito se centran, principalmente, en entender
como es capaz de crecer, replicarse y evolucionar un sistema y, por ello, estdn especialmente
interesados en la abiogénesis de moléculas que puedan servir de plantilla informacional y en los
mecanismos por los cuales estas moléculas mutan y distribuyen sus ‘“adaptaciones” entre la
poblacién (cominmente y como se presenta en el capitulo 4, se trata de moléculas de RNA).
Recientemente Ben Shirt-Ediss [2016] ha llamado a esta concepcion diacronica, por caracterizar los
sistemas vivos desde un punto de vista histérico (en términos de reproducciéon y capacidad de

evolucionar).

No cabe duda de que la reproduccion y la capacidad evolutiva son caracteristicas que poseen
todas las formas de seres vivos que podemos encontrar en la Tierra (al menos potencialmente o en
algiin momento de su ciclo vital: pensemos sino en los animales castrados como los bueyes, o
estériles como las mulas o, jnuestros abuelos!) pero si queremos caracterizar a los seres vivos desde
un punto de vista sincrénico, caracterizarlos por lo que realmente son, aqui y ahora, tendremos que
hacerlo de otra manera. Todos los seres vivos que conocemos hacen cosas, y hacen cosas por algo;
es decir, tienen un propdsito. Desde una bacteria moviéndose hacia concentraciones mads altas de
glucosa, un caracol escapando de una cubeta con sal, un ave cazando o un humano haciendo la
compra en el supermercado, todos tienen un propdsito. El objetivo de este propdsito, como vemos
también en los anteriores ejemplos (ya sea comer, cazar, escapar de un peligro,...) estd siempre

enfocado a su propio mantenimiento, a auto-mantenerse como sistema en el ambiente. Los seres
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vivos son sistemas auténomos que, ademds, manipulan el ambiente para conseguir estos objetivos
(son sistemas agente). Kant ya anticipd la fundamentacion de esta teleologia caracteristica de los
seres vivos (en su terminologia, propdsitos naturales) en la propia auto-organizacién de la materia,
sembrando las semillas de las ideas de auto-organizacion y de emergencia, al mismo tiempo [Weber
& Varela, 2002]. Un agente auténomo puede ser definido como un sistema (i) con capacidad de
(re)generar las normas que determinan su comportamiento y (ii) que dirige este comportamiento
hacia una actividad continua y beneficiosa para la supervivencia del sistema a lo largo de un periodo
suficientemente largo de tiempo. En principio, uno podria pensar que dentro de esta definicion de
agente autébnomo es posible incluir no sélo a los organismos vivos sino también agentes auténomos
artificiales creados por el hombre, como los robots autonomos con capacidades de aprendizaje
Kephera, los coches auto-conducidos de Google o Tesla, el rover marciano Curiosity o algunos
virus de ordenador. Y es que dentro de la clasificacion general de agentes autonomos puede hacerse
una subdivision atendiendo a las dos dimensiones principales de la autonomia. La primera, la
dimension interactiva (o conductual), la poseen todos los agentes autonomos y es aquella que trata
la agencialidad y la manipulacién del entorno por parte del sistema. Esta agencialidad, en su dltimo
término, estd ligada al ambiente y moldeada por funciones 'exteriorizadas', interactivas (que el
sistema serd capaz de aprovechar para si). La segunda, la dimensién constitutiva (o fisiologica) es
propiamente bioldgica. Los seres vivos no sélo interaccionan y responden a estimulos del ambiente
sino que también se auto-definen en el ambiente, construyéndose recursivamente. No obstante, a
diferencia de los robots auténomos, que interaccionan con su entorno de acuerdo a unas normas pre-
programadas por su creador, los seres vivos generan estas normas (en forma de circularidad de
componentes que producen constricciones). Esta dimension constitutiva tan caracteristica de los
seres vivos resalta el cardcter (activo-)transformativo de los seres vivos, como parte esencial de su
ontogenia. En palabras de Hans Jonas: el ser es el hacer. La concepcion evolutiva de los seres vivos,
focalizada en la historia pasada de estos, no contempla este tipo de elementos sincrénicos,

referentes a su funcionamiento actual y universal.

La dimension constitutiva de los seres vivos estd muy bien recogida por la teoria de la
autopoiesis. En su libro 'De maquinas y seres vivos' [Maturana & Varela 1973; 1995] los autores
definen los sistemas autopoiéticos (maquinas autopoiéticas) como “[...] maquinas organizadas
(definidas como unidad) como una red de procesos de produccion (transformacion y destruccion) de
los componentes que producen los componentes los cuales: (I) [...] continuamente regeneran y
rehacen la propia red de procesos que los produjeron y (ii) constituyen el sistema como una unidad
concreta en el espacio [...] especificando el dominio topoldgico de la realizacion de dicha red”. Un

sistema auténomo (en sentido autopoiético) regenera sus procesos internos y sus condiciones de
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contorno para seguir constituyéndose como sistema. A primera vista esto podria parecer una idea
similar a la replicacion contemplada por algunos modelos de la concepcion evolutiva (por ejemplo,
la maquina autémata de Von Neumann) pero la diferencia es cualitativamente diferente: los sistemas
replicativos fabrican una copia de si mismos mientras que los sistemas autopoiéticos regeneran
recursivamente todo el sistema para mantener su unidad (su identidad, entendida como una forma
de organizacion caracteristica) y lo hacen a expensas de que se produzcan innumerables cambios

moleculares en su interior.

Sin embargo, los seres vivos no son los tnicos sistemas capaces de auto-realizarse. Dentro
de esta descripcion podemos encontrar también cualquier sistema quimico autocatalitico que realice
cierre organizacional. De hecho, la autopoiesis ha sido interpretada recientemente como un cierto
tipo de cierre [Mossio 2013]. En un cierre organizacional puede ser un conjunto de moléculas y
reacciones en donde cada molécula es creada por, al menos, una reaccién del conjunto, y cada
reaccion es catalizada por, al menos, una molécula del conjunto [Kauffman 1986; Hordijk & Steel
2004]. Entender la autopoiesis mediante un esquema de su cierre organizacional resulta prictico.
Las reacciones entre componentes se ponen en un contexto naturalizado y eso resuelve, en cierta
manera, la abstraccion del esquema autopoiético. Sin embargo, este esquema no es capaz de
describir el resto de fendmenos fisico-quimicos que no son parte de un cierre catalitico pero que si
resultan esenciales para que se dé el cierre organizacional propio de los organismos vivos:
acoplamientos energéticos, fenomenos de crowding molecular, la formaciéon de estructuras
supramoleculares o la creacion de gradientes. De una manera mds general, puede describirse el
sistema autopoiético como un sistema de cierre de constricciones [Montévil & Mossio 2015] en el
cual son una serie de procesos (de diferentes tipos y a diferentes escalas temporales) los que
establecen una dependencia mutua, de tal manera que todos dependen y contribuyen al

mantenimiento de los demas.

La autonomia bdsica, en un sentido naturalizado, ha sido definida [Ruiz-Mirazo & Moreno
2004] como la “capacidad del sistema para gestionar los flujos de materia y energia de manera que
el sistema pueda, a la vez, regular, modificar y controlar tanto los procesos internos auto-
constitutivos como los procesos externos de interaccidn e intercambio con el ambiente”. El sistema
tendrd que ser capaz de generar y regenerar todas las constricciones (incluyendo sus fronteras) que
lo definen como sistema que interacciona con su ambiente. La interdependencia entre las
constricciones internamente generadas que gestionan los flujos de energia y materia provenientes
del exterior y la modulacion de estos flujos (necesarios para la regeneracion de las constricciones)
serdn, de hecho, las claves del asunto. Este panorama de entradas, salidas y gestiones internas de

materia y energia se presentard tan complejo que el organismo necesitard algin tipo de
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“infraestructura” [Bickhard 2004] que organice las dindmicas del sistema en sub-sistemas
coordinados. La naturalizacion de una organizacion funcional aparece de forma evidente cuando el
sistema fisico-quimico ha alcanzado determinado grado de complejidad material. La individualidad
(como unidad generada como consecuencia de esta organizacion funcional) permitird al sistema
mantener unas fronteras y separarse del ambiente, conservando un sistema propio y
contextualizando qué procesos son beneficiosos para su supervivencia como tal (funciones). El
objetivo global del sistema como un todo serd funcionar para mantener su individualidad; en
palabras de Simondon, como veremos mds adelante, los seres vivos son “individuos

individuandose” continuamente [Simondon 1995; 2005].

2.1.2. Por qué "individualidad" y "funcién"

En la seccion anterior hemos visto como la nocién de autonomia resulta una herramienta
conceptual adecuada para enmarcar el estudio de las propiedades esenciales de la vida. Més
concretamente, es la dimension constitutiva de la autonomia (concepto estrechamente relacionado
con el de autopoiesis), la que es especialmente caracteristica de los organismos vivos. Los sistemas
bioldgicos producen la mayor parte de los componentes que los integran, incluyendo los necesarios
para captar recursos del ambiente, estos que no sintetizan por si mismos (como por ejemplo, el
mismo agua). A partir de la produccion de estos componentes, los seres vivos serdn capaces de
manejar los estimulos y los flujos de materia y energia provenientes del ambiente para continuar su
mantenimiento como unidades diferenciadas. En definitiva, es la capacidad de autoproduccion la
que los diferencia de otros tipos de sistemas auto-organizados y auto-mantenidos (como, por

ejemplo, las estructuras disipativas o los robots automatas).

Los conceptos de individualidad y funcion se encuentran en el centro de la concepcion de un
sistema auto-producido y por ello pueden explicarse de manera reciproca. Los componentes
generados por el sistema se organizardn en funciones (acciones distinguibles en virtud de la
contribucién a la continuacién del sistema) [Mossio et al. 2009; Moreno & Ruiz-Mirazo 2009] una
vez alcanzada cierta complejidad. El sistema tratard de mantenerse como tal, como unidad
(individuo o identidad) alejada del equilibrio, ordenada y separada de su ambiente mediante la
realizacion de estas funciones. Si falla, se desintegrara (es decir, perderd su integracion, su
individualidad). La desintegracién del individuo por la detencién de la realizacidn de sus funciones
(que, en ultima instancia, se concentran en s6lo una, la funcién mantenimiento) hard de éste un

sistema en equilibrio con su ambiente y, como consecuencia, formard a pasar parte de €l: en otras
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palabras, el sistema habrd muerto.

A continuacion, se hard un repaso de las nociones de individualidad y funcién segin se ha
tratado historicamente en biologia y en quimica. A lo largo de este capitulo se revisaran los
enfoques realizados sobre estos dos conceptos y en qué manera encajan o no en la perspectiva
autbnoma tomada en esta tesis. Se tratard, ademds, de buscar paralelismos en torno a esta
perspectiva, en la quimica y la biologia, con el objeto de encontrar una continuidad y un posible
origen comun. En definitiva, en esta tesis exploro hasta qué punto estos conceptos son inseparables
y pertenecientes al dominio de lo vivo o, tal y como sucede con otras caracteristicas bioldgicas,
pueden ser encontrados también en el campo de la quimica. El propdsito de esto no es otro que el de
estudiar las raices de tales nociones en un ambito fisico-quimico prebidtico para poder entender su
origen y su importancia en la aparicion de la vida y, como consecuencia, su importancia dentro de la

biologia actual.

2.1.2(1) Individualidad e Identidad en la Biologia

Aunque el concepto de individualidad tiene un papel central en la biologia, no existe un
consenso generalizado sobre el criterio a seguir para definir un individuo (distincién espacial,
integracion fisiol6gica, homogeneidad genética, autonomia metabdlica, desarrollo a partir de un

cuello de botella unicelular. .. entre otros).

Idealmente, atendiendo a los principales papeles que el concepto de individualidad tiene en
diferentes ciencias de la vida, recientemente se han diferenciado 9 objetivos que el concepto de

individuo biolégico debe poder cumplir [Di Frisco 2017]:

1. Contabilizar la descendencia para medidas de fitness reproductivo

Constituir unidades para medidas demogréficas de tamafio poblacional

Ayudar a distinguir la reproduccién del desarrollo y el crecimiento

Ser guia para la eleccion apropiada de modelos (por ejemplo, selecciéon multinivel)

Organizar una teoria de transiciones evolutivas

A i

Proveer de tipos bioldgicos que puedan ser usados para una clasificacion y una
generalizacion inductiva.

7. Determinar un sistema de referencia para poder caracterizar los rasgos evolutivos
relevantes

8. Determinar un sistema de referencia para definir qué roles causales de sus partes son
funciones bioldgicas
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9. Determinar unidades de interaccion ecoldgica
En términos muy generales, las diferentes explicaciones del concepto de individualidad en
biologia se han dado bien de manera evolutiva o bien de manera no-evolutiva, siendo la primera

corriente la mas comun. Seguidamente hago un breve resumen de ambas.

2.1.2.(1/i) Corrientes evolutivas

La preocupacién de las corriente evolutivas, mayoritariamente, estriba en articular un
concepto que ayude en la busqueda de la unidad de seleccidn, sobre la cual tengan efecto los

procesos evolutivos.

En buena parte gracias el trabajo del zodlogo y tedrico evolutivo August Weismann
(1834-1914), aunque previamente reivindicado por Darwin en ‘El origen de las especies’, el
organismo se plantea, clasicamente, como unidad de seleccion. Weismann trabajo, principalmente,
en el problema del desarrollo y resalté que todos los organismos multicelulares provienen de una
sola célula y son, por tanto, genéticamente homogéneos. El descubrimiento de la diferenciacion
celular dejaba a la gran mayoria de las células (las células somadticas) sin capacidad alguna de
variaciéon o de herencia; como no todas las células pueden heredar, la seleccion no puede operar
aisladamente sobre ellas ergo la seleccion opera sobre todo el individuo. La teoria de la Sintesis
Moderna, formulada de manera pionera por Fisher, Haldane y Wright en los afios 20, explica el
proceso evolutivo en dos tiempos: el primero es la generacion aleatoria de variedad heredable
encarnada en la diversidad de individuos en una poblacion y el segundo es la retencion de
determinados organismos (determinados conjuntos genéticos homogéneos) por seleccidon natural.
Aunque mas tarde se ha matizado, criticado y corregido detalladamente el trabajo de Weismann, es
indudable la enorme influencia que éste tuvo sobre el resto de tedricos evolutivos hasta nuestros
dias (Ernst Mayr lo consider6 el segundo tedrico evolutivo més importante del siglo XIX después
de Darwin). Esto, unido a la popularidad ganada en los siglos XIX y XX por la teoria de la
Seleccion Natural y por la genética mendeliana, ha hecho de las corrientes evolutivas las mas
atractivas en el contexto de las teorias bioldgicas de la individualidad. Muchas de estas teorias estan

resumidas en [Clarke 2013] y s6lo se mencionan algunas a continuacion.

La capacidad de reproduccion ha sido uno de los criterios mas populares para establecer la
unidad de seleccion. Al igual que en la teoria de Weismann, donde tnicamente las células
germinales podian heredar (y, por tanto, se excluia cualquier tipo de reproduccién asexual o por

injertos), esta manera de definir individuo deja fuera a la mayoria de organismos multicelulares
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existentes. Sin embargo, al mismo carro se apuntan aquellos que definen el sexo como principio
individuador (Huxley 1852, Janzen 1977, Cook 1979) o los partidarios del cuello de botella
[Szathmary & Maynard Smith 1995; Godfrey-Smith 2009] los cuales consideran individuo al
momento unicelular de un ciclo de vida (asociado directamente a la reproduccion pero un poco mas
flexible con ciertas formas de reproduccion asexual, como la partenogénesis). La homogeneidad
genética determina como tunico individuo a cualquier clon reproducido por partenogénesis o injerto.
Otras maneras de definir individuo serian los poseedores de un mecanismo de control (definido en
ultimo término como mejoras en el fitness; la segregacion Mendeliana se consideraria aqui un

mecanismo de control evolucionado para imponer justicia en la meiosis).

También existen propuestas no tan restrictivas que otorgan protagonismo al organismo como
unidad de seleccion y que se abren a otras posibilidades. Este es el caso de la teorfa de la
cooperacion y el conflicto de Queller y Strassmann [2009] en la que los individuos se definen como
sub-unidades en cooperacion que han alcanzado tal grado de integracion que ya no podemos
diferenciar sus limites. Su idea es la de desenfatizar la indivisibilidad fisica de los individuos para
poder incluir ejemplos tales como los insectos sociales (que comparten un objetivo de fitness comun
y serian, por tanto, considerados como un unico individuo). En la misma linea estaria la definicién
codispersiva [Frank 1997, 2003] en el cual distintas entidades pueden pasar a ser partes de un
mismo individuo si sus intereses reproductivos comparten un mismo destino evolutivo. Esto es lo
que Folse y Roughgarden [2010] han llamado 'alineacion de componentes de fitness' y en el cual
podria incluirse el origen y evolucién de la mitocondria. Esta, a pesar de no reproducirse a la misma
tasa de velocidad que el resto de la célula, mantiene constante su nimero gracias a mecanismos de

autofagia controlados por los lisosomas de la célula hospedadora.

2.1.2.(1/ii) Corrientes fisiologicas

Las corrientes fisiologicas, mds relacionadas con la bisqueda de una teoria del organismo
(ver capitulo 3) buscan la individuacion de entidades en términos de propiedades estructurales y
composicionales no directamente definibles evolutivamente. Dentro de estas corrientes no-
evolutivas podemos distinguir tres principales [Di Frisco 2017] : la individualidad fisioldgica, la del

desarrollo y la ecoldgica.

La individualidad ecoldgica individua sus unidades via nodos en una red tréfica, loci densos
en flujos de materia y energia ecosistémicos o roles causales como la descomposicién o la
produccién primaria. Los individuos ecoldgicos pueden, incluso, incluir partes del sistema abidtico

ambiental como extensiones del fenotipo [Dawkins 1982], por ejemplo, la arafia y su tela de arafa o
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el pdjaro y su nido (es decir, procesos de “construccion de nicho”). La individualidad ecoldgica es, a
veces, relacionada con el concepto de interactor de David Hull [1980] segun el cual “un interactor
es una entidad que interacciona directamente con su ambiente, como un todo cohesivo, de manera
que se puede diferenciar en €l una replicacion” (no especifica la replicacion de “qué”). Por ejemplo,
la asociacion mutualistica existente entre algunas plantas y las bacterias fijadoras de nitrégeno o la
relacion entre un humano y su microbiota intestinal podrian formar un solo interactor o individuo
ecologico. Estos individuos, en la mayoria de casos, no coinciden con el individuo evolutivo, pues
no son transmitidos verticalmente de la misma fuente y se reproducen independientemente. Sin
embargo, pensar en términos de individualidad ecoldgica ha resultado muy practico para definir
procesos ecologicos, como ha demostrado la modelizacion de ecosistemas basada en los individuos
[Grimm & Railsback 2005] donde pueden obtenerse generalizaciones a nivel de ecosistema a partir

de sus individuos ecoldgicos en interaccion.

Un individuo “del desarrollo” puede definirse como un subconjunto (o un superconjunto) de
individuos ecoldgicos, fisioldgicos y evolutivos producido tras una serie de divisiones celulares
pasando por un evento de cuello de botella, de injerto o de fragmentacion. Tipicamente, se
caracterizan por una transmisién vertical (y no horizontal) de sus rasgos, altos niveles de
homogeneidad genética y una determinacion enddgena del destino celular mediante mecanismos
regulatorios inter-celulares [Arnellos et al. 2014]. Por su conservadurismo se encuentra en un punto
intermedio, superpuesto con la descripcion de un individuo evolutivo y, por tanto, esta nocién
resulta muy préctica para describir la duracion de la vida de sistemas multicelulares y, por supuesto,

para realizar estudios comparativos y diferenciar homologias taxondmicas.

La perspectiva fisioldgica a la hora de individuar entidades ha sido comunmente descrita
mediante una cohesién mecanistica o causal entre partes. De esta forma, se ha determinado un
individuo fisioldgico cuando las interacciones entre las partes son mas fuertes y/o mas frecuentes
entre ellas que con otras partes del ambiente [Collier 2000, 2004]. El criterio de cohesién resulta,
sin embargo, demasiado general para tratar de explicar otros aspectos organizativos de la
individualidad biolégica. Para ello resulta mucho mds adecuado un criterio funcional como el
establecido por la medida del grado de cooperaciéon y conflicto entre las partes [Queller &

Strassmann 2009].

En esta tesis, se adopta un criterio de individualidad de tipo funcional algo mds estricto que el
definido por la mera colaboracion entre partes, contextualizado en la teoria de la autonomia de los
sistemas bioldgicos. La individualidad bioldgica estard caracterizada por un cierre organizacional,

en el cual, cada elemento constringente de una dindmica metabdlica es producido y mantenido por
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la accion de otro elemento constringente endégenamente producido [Moreno & Mossio 2015]. La
descripcion del individuo de manera fisiologica, aludiendo a la integracion funcional y la
autonomia, ha sido explicitamente criticada por autores como Ellen Clarke [Clarke 2013], que
considera estas definiciones demasiado vagas e inconmensurables. Sin embargo, veremos que esta
definicion de individualidad si puede ser adoptada por un contexto material, en forma de definicion
de funciones como elementos materiales diferenciados (y, por tanto, mensurables) pertenecientes a
dicha organizacién (ver siguiente seccion). Uno de los objetivos principales de esta tesis es,
precisamente, el de naturalizar esta definicion de individualidad a través de la biisqueda material,

desde la quimica, de sus elementos funcionales.

keksk

Tras revisar brevemente las dos perspectivas generales mas populares a la hora de definir
individualidad bioldgica, incluidos los importantes matices que se encuentran dentro de cada una de
ellas, nos encontramos con que el problema tiene una doble dimensién epistemoldgica. Cuando se
trata de entender y comparar las cualidades de los sistemas vivos de hoy en dia, podemos apelar a la
visién evolutiva que, por supuesto, serd de enorme utilidad para explicar las propiedades bioldgicas
de la vida tal y como la conocemos ahora, tras ese proceso evolutivo. Sin embargo, si lo que se
desea es indagar en su aspecto fisioldgico y sincrénico, en la propia organizacién de la materia que
lo define como un individuo, la dimension histdrica-evolutiva no ayuda tanto. Esto adquiere un
sentido mds radical cuando nos aproximamos, precisamente, al origen de este tipo de sistemas.
Previo al origen de la vida, la historia evolutiva simplemente no existia. ;Cémo puede, entonces,
explicarse el origen de la individualidad en relacién a un proceso que no existe? La pregunta

demuestra que debe haber otra manera de darle una explicacion.

Leo Buss, precisamente, realizé un importante trabajo en torno a esta problematica [Buss
1987]. Buss hizo una revisién al trabajo de August Weismann reivindicando lo limitado de su
aplicacion. Ademas, trat6 de darle una perspectiva fisioldgica a la teoria de la evolucién, en una
investigacion sobre como la evoluciona afecta al desarrollo de los individuos y viceversa. La critica
de Buss comienza mostrando que el modelo de individuo de Weissmann es sélo aplicable a
organismos que presentan un desarrollo de tipo preformacionista, en el cual el destino de las células
embrionarias (cuales son germinales y cuales somdticas) se define de manera irreversible en un
estadio muy temprano del desarrollo. No obstante, existen otros dos modelos de desarrollo
embrionario que coinciden con los dos tipos de reproducciéon que Weismann deja fuera en su teoria
(reproduccion asexual y reproduccién por injertos): la embriogénesis somdtica (en cualquier

momento del ciclo se puede generar un organismo nuevo a partir de ciertos tejidos) y el desarrollo

15



epigenético (indiferenciacion de algunos tejidos hasta estadios muy avanzados). Estos dos modelos
de desarrollo engloban, sin embargo, a la mayoria de organismos multicelulares conocidos, entre
ellos todas las plantas, los hongos y protistas multicelulares, ciertos tipos de esponjas, celenterados
(medusas, corales,...) y gusanos. No obstante, la aportacion mas importante del trabajo de Leo Buss,
ademads de dar cuenta de la insuficiencia de la nocién de individuo evolutivo en la Sintesis Moderna
para cubrir la diversidad multicelular, es el descubrimiento de la heredabilidad de la variacion
suborganismica. Este hecho cambia por completo la vision de la dindmica evolutiva propia de los
individuos de la Sintesis; la evolucion se vera afectada por el patron de desarrollo
(preformacionista, epigenético o embriogénesis somdtica) que se convierte en el indicador y
caricter de ciertas dindmicas evolutivas. De esta forma, Leo Buss, consigue llevar la dimension
evolutiva a la dimensién fisiologica (la ontogenia del individuo actual) indagando en los
mecanismos subyacentes a los organismos y proponiendo una definicién de individuo, de unidad de
seleccion, no Unicamente guiada por la evolucion y la seleccidon natural sino por el tipo de
organizacion del sistema. Esta es la teoria desarrollada por la nueva vision evolutiva de la
‘Extended Synthesis’ (ver capitulo 3). A pesar de que ésta es una teoria también inscrita en la
tradicion de pensamiento evolutivo, la perspectiva es significativamente diferente: la concepcion de
individuo emana de su organizacion caracteristica y, después, se inscribe dentro de un programa

evolutivo; no es el programa evolutivo el que explica al individuo.

La aplicacion de la evolucion darwinista se vuelve confusa en algunos contextos. Véase el
ejemplo previamente citado de los organismos incapaces de reproducirse (estériles, aislados o que
han perdido la capacidad de reproducirse) o, como es el caso que aqui nos concierne, el origen de la
vida. Aunque hay autores que definen el origen de la vida como el origen de una molécula auto-
replicativa sometida a Seleccion Natural (ver capitulo 4), la hipétesis de esta tesis sugiere que,
previo a la adquisicion de moléculas tan complejas como las auto-replicativas, como el ADN o
ARN, tuvo que integrarse un sistema suficientemente robusto como base sobre la cual construir en
complejidad. Estos primeros sistemas funcionalmente integrados serian sistemas protocelulares (ver
capitulos 4, 5, 6 y 7). Durante las transiciones prebidticas que sucedieran a partir de las primeras
protocélulas, otro tipo de evolucién (de cardcter competitivo pero no estrictamente darwinista)
selecciond los sistemas quimicos hasta incrementar su complejidad y dar lugar, finalmente, a la
hipercomplejidad de la vida (ver figura 2.1). La nocién de individualidad, bajo este contexto, tenia
que existir previamente a la aparicion de los genes y la evolucion darwinista; las unidades de
seleccion se explicarian asi en términos de integracion funcional e incremento de robustez y

autonomia.
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Vida

(hipercomplefidad)

Quimica e

compleja

Figura 2.1. Etapas prebidticas a través de las cuales la quimica escald en complejidad hasta alcanzar la
hipercomplejidad de lo vivo.

En relacién a la problemdtica de la definicion de individuacion, recientemente estd re-
apareciendo una visién articulada en torno a la figura de Gilbert Simondon, un filésofo que, a
principios del siglo XIX, trat6 la individualidad de una manera mas organismica, sistémica y
fenomenoldgica. Segin este autor, la individuaciéon comienza en los objetos fisicos y continda
después, en su verdadera forma, a partir de la producciéon de una membrana en los sistemas
bioldgicos: “los procesos de individuacion [...] se construyen [...] sobre un fondo de individuacién
vital que, a su vez, se construye sobre un fondo de individuacién fisica” [Simondon, 1995; 2005].
La continuidad que este autor propone entre el mundo fisico y el mundo biolégico y la importancia
de la auto-produccion de una frontera fisica en su descripcion de individualidad hace su perspectiva
particularmente interesante para el tipo de propuesta que aqui es presentada. En el capitulo 6
veremos en mayor profundidad esta concepcion fenomenoldgica de la individuacidn, junto con las
de Helmuth Plessner, en torno a la nocién de “posicionalidad” (“ser, estar y tomar el espacio”), y la
“liberacion de la forma” de Hans Jonas, segun la cual los sistemas biolégicos se auto-distinguen del

entorno fisico-quimico.
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2.1.2 (2) Individualidad e Identidad en la Quimica

La quimica clésica de los sistemas en equilibrio ha seguido tradicionalmente el esquema
sustancialista del atomismo griego que considera al ser, los individuos, como consistentes en su

unidad, dados a si mismo e indivisibles.

Quiza el primer tipo de pensamiento formal sobre los individuos atomicos-moleculares
como elementos indivisibles proviene de la teoria atomista de John Dalton. A partir de un estudio
sobre los gases, en el cual intentaba explicar por qué un mismo volumen de agua no era capaz de
admitir volumenes iguales de diferentes gases, llegd a la conclusiéon de que la cantidad ultima de
particulas constituyentes de los diferentes gases debia ser distinta en tamaiio y peso. En su libro “Un
nuevo sistema de filosofia quimica” (1808) los compuestos son enumerados como binarios,
ternarios, cuaternarios, etc, en funcion del nimero de dtomos que el compuesto tiene en su forma
mas simple, la forma empirica (ver Fig 2.2). Esto le llevé a formular la ley de las proporciones
multiples, segin la cual, el producto de la mezcla de cualquiera de los elementos podria

cuantificarse mediante un nimero entero.

En general, la teoria atdmica se puede resumir en estos cinco puntos:

1. Los elementos estdn hecho de particulas muy pequenas llamadas d&tomos.

2. Los atomos de un elemento dado son iguales en tamafio, masa y otras propiedades; los
atomos de distintos elementos difieren en tamafio, masa y otras propiedades

3. Los dtomos no pueden ser subdivididos, creados o destruidos.

4. Los 4atomos de distintos elementos se combinan en numeros enteros para formar
componentes quimicos.

5. En las reacciones quimicas, los &tomos son combinados, separados y re-organizados.

Otra de las contribuciones mds importantes en la historia de la quimica en la bisqueda a de
unidades irreducibles de la materia fue la hipédtesis de Avogadro, desarrollada por Amadeo

Avogadro en 1811 y que decia que:

“Volumenes iguales de distintas sustancias gaseosas, medidos en las mismas condiciones de

presion y temperatura, contienen el mismo niimero de particulas” .

Estas particulas son entendidas como dtomos o moléculas (distincién indefinida en la época),
particulas indivisibles, en definitiva. La hipétesis no fue aceptada hasta la celebracion del famoso
congreso de Karlsruhe (1860) en el cual, finalmente, se establecié la diferencia entre dtomos y

moléculas y comenz0 la sistematizacion de la quimica y lo que hoy se conoce como la “Quimica
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Moderna”. De la hipétesis de Avogadro se desprende la definicién de molécula, como el
agregado mds pequefio de dtomos, iguales o diferentes, capaces de existir independientemente y
poseer las propiedades de la sustancia que se encuentra constituida por un conjunto de moléculas.
No obstante, el principio de Avogadro fue unicamente demostrado empiricamente un siglo mas
tarde, cuando las investigaciones del fisico-quimico francés Jean Perrin probaron, a través de hasta
trece métodos diferentes y con una asombrosa coincidencia en los resultados de todos ellos, la
existencia del Numero de Avogadro: nimero de dtomos que contiene un mol de un determinado
compuesto. La exactitud de los valores (todos alrededor de 6 y 7 x 102%) no podia ser una
coincidencia y, la creencia en la existencia de las moléculas (y los 4tomos) dejé de ser una ficcion
[Diéguez 1995]. Perrin obtuvo el premio Nobel de fisica en 1926 por sus “treinta afios de trabajo al

servicio de las ideas atomistas” [Oseen 1926].

Las sustancias se juntan para, tras una transformacion, dar lugar a otras sustancias (otros
entes individuales). Este esquema, llevado a la quimica actual, supone enormes problemas a la hora
de definir cuales son las unidades bdésicas de la materia, json las moléculas, los atomos, las

particulas subatomicas o agregados de todo lo anterior?

El ejemplo paradigmético de todo esto es el agua. El agua es H>O, pero no siempre. O no

unicamente. La microestructura de las moléculas depende radicalmente del contexto. Asi, en el caso
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sencillo del agua ésta serd una mezcla con iones Na* y OH- disueltos, ademds de otras 'impurezas'
en forma de is6topos del agua (agua pesada y otros is6topos) que irdn variando constantemente por
la influencia de la dindmica del resto de moléculas adyacentes. Otro ejemplo muy evidente es el del
carboncillo y el diamante, dos sustancias completamente distintas formadas por un unico tipo de
molécula alotrépica (mismo elemento que puede presentar diferentes estructuras, en este caso, el
carbono). Para definir una sustancia pura se han intentado en quimica diferentes aproximaciones,
todas de cardcter instrumentalista (no podemos olvidar que la quimica, en su base, es una ciencia
eminentemente experimental). Las dos definiciones de sustancia pura quizd mas influyentes son (1)
aquella que, bajo las mismas condiciones de presién y temperatura presenta igual comportamiento
durante una transicién de fase y (2) aquella que no puede ser dividida tras ser sometida a diferentes
métodos de purificacion. Sin embargo, existen muchos ejemplos que rebaten estas dos definiciones
(ya de por si bastante vagas). Dos enantiomeros de una misma molécula tienen exactas propiedades
termodindmicas, comportamientos de fase y velocidades de reaccion y, sin embargo, diferente
quiralidad. Esta diferencia hace que los dos enantiomeros de una misma molécula encajen de
manera diferente en un enzima bioquimico, cambiando por completo el resultado de la reaccién
,son entonces sustancias diferentes? Para sustancias mds complejas (de mas de un componente) la
idea es atin mds complicada: metales, sales, electrolitos, dcidos o bases no pueden ser clasificados
unicamente por el tipo de sustancia (la molécula). Para su clasificacion se utiliza el tipo de actividad
que llevan a cabo y ésta es casi siempre compartida por muchos tipos de molécula diferentes
(realizabilidad multiple). En el caso de las estructuras moleculares mds grandes (polimeros,
enzimas, virus...), la situacion se complica ain més. En definitiva, la enorme variedad de moléculas
y combinaciones de las mismas que existen y pueden existir en la naturaleza presentan un panorama

demasiado problemadtico a la hora de tratar a éstas como unidades bdsicas de la materia.

Ante este panorama de confusién conceptual (confusién también quizd lingiiistica, como
apunta Joseph Earley sobre la polisemia de palabras como “elemento” o “sustancia” utilizadas con
diferentes significados, segin los contextos [Earley 2005]) algunos autores han propuesto el
concepto mas general de stuff quimico (algo asi como un algo quimico). El stuff quimico es una
unidad quimica que no es lo mismo que las partes de las que estd compuesto; el discurso en cuanto
al stuff no habla sobre las sustancias sino sobre las propiedades de estas sustancias [van Brakel
2012]. La filosofia de Van Brakel encaja muy bien con el cambio conceptual que ha ocurrido en los
ultimos afios en la filosofia de la quimica respecto a las nociones de sustancia, unidad basica e
identidad quimica. Esta nueva corriente de fildsofos de la quimica (ver [Scerri & Mclntyre 2015])
afirma que, mientras que la filosofia europea y el lenguaje formal han presupuesto tradicionalmente

una ontologia de los individuos, la ontologia propia de la quimica deberia establecerse sobre una
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vision alternativa: un mundo en el que una vaga masa de diferentes materiales (diferentes tipos de

algo) estan en constante cambio debido a su interaccién con el ambiente (es decir, con otros algo).

Asi, en los ultimos afios parece haberse dado un giro conceptual muy importante desde una
quimica estdtica, dominada por la influencia de la mecénica cudntica y caracterizada por la
busqueda de entidades fijas y la jerarquizacion de la materia, hacia una quimica mas 'dindmica’, en
interaccion con el ambiente y sobre entidades en continuo cambio, formando redes y mostrando
comportamientos emergentes y sistémicos, donde las clasificaciones no son jerdrquicas y las
explicaciones experimentales (al contrario que en la quimica anterior, basada en el descubrimiento,

en la descripcidn) se basan en la sintesis, en el hacer (ver tabla 2.1).

static chemistry “more dynamic” chemistry
quantum mechanics networks
look for entities look for processes
hierarchization no hierarchization
experimental approach: discovery experimental approach: synthesis
natural pure substance artificial pure substances
substances defining relations relations defining substances
properties are static properties as potential dispositions

Tabla 2.1. Comparacién entre las caracteristicas de una quimica con un enfoque maés cldsico, estatico y sustancialista
y una quimica con un enfoque dindmico y procesual, propia cambio de paradigma observado recientemente en las
ciencias quimicas.

Joachim Schummer [Schummer 1998] es uno de los quimicos pioneros en producir este
cambio de paradigma, abriendo las puertas a nuevas e interesantes ideas. Este autor concibe la
quimica como la ciencia de la transformacion. Ademds, destaca la relacion asimétrica dada en la
reaccion quimica entre las sustancias reactivas y las sustancias producto, diferentes estas tltimas a
la simple agregacion de las primeras (reaccidon quimica como cambio de identidad). En el ejemplo
previo del agua, la formacién de la molécula de H>O afecta a los elementos que la componen; las
propiedades guimicas de ese H y ese O van ser muy diferentes a las propiedades fisicas que tenian
en su forma libre. Esto, por otra parte, ha sido también defendido como prueba de la aparicion de
comportamientos emergentes e, incluso, de “causacién hacia abajo” (“downward causation”) sin
necesidad de apelar a nada que no sean las leyes fisicas (en contraposicién a la critica de

McLaughlin a los procesos emergentes en quimica) [Luisi 2002].
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Las sustancias quimicas ya no son entendidas como objetos aislados. La concepcion
propuesta por Schummer tiene forma de red (con las sustancias quimicas en los nodos y las
reacciones como enlaces) y funciona mejor como aproximacion a las entidades quimicas existentes
en la naturaleza. Las sustancias puras realmente no existen en el medio natural (y asi se desenreda el
problema de su busqueda y reduccion a &tomos o moléculas), inicamente se fabrican artificialmente
en los laboratorios de quimica por métodos de separacion (curiosamente, en alemén la palabra
“quimica” se traduce como scheikunde que significa, literalmente, el conocimiento y arte de la
separacion). La definicién de sustancia pura, zanja Schummer, es una definicion hipotética y

Unicamente de cardcter pragmaético para la quimica.

En esta nueva tradicién, la identidad quimica, por tanto, no serd discreta sino que se
difuminara siempre en relaciéon a otros y dentro del sistema. Las identidades quimicas, por su
naturaleza, estin ademads en continuo cambio, lo que dificulta en gran medida su definicién [Daza &
Bernal 2010]. Al contrario que en el modelo corpuscular de Boyle, seguido en el esquema
tradicional, donde las leyes (fisicas) son simétricas y las relaciones entre sustancias dependen de las
propiedades de la entidad, en la quimica las leyes son asimétricas (como ya apuntaba Schummer) y
son las relaciones las que definen a las entidades (éstas no serian nada sin estar relacionadas).
Joseph Earley propone entender los individuos quimicos como entidades dindmicas o como
coherencias quimicas : reagrupaciones de estructuras o disposiciones reiterativas (él las llama
'closures') que son efecto y firma de su cierre [Earley 2005]. Esta nueva nocion de individualidad es
mads flexible y dindmica, en torno a disposiciones potenciales, disponibilidad de propiedades y
continuo cambio. Las sustancias son entendidas como 'disponibilidades', no como individuos con
propiedades (disposicionales), son disponibilidades en el sentido de poder hacer factibles

posibilidades [Harré & Llored 2013].

2.1.2 (3) El concepto de funcion en la Biologia

Aunque algunos autores [Thompson 1987, Thompson & Lipton 1988] han defendido que la
atribuciéon de funciones tiene solamente relevancia descriptiva acerca de las propiedades y
caracteristicas en ciertos tipos de sistemas, hay un consenso bastante amplio en que las atribuciones
funcionales, ademds de describir, tienen también capacidad explicativa. De hecho, las atribuciones
funcionales constituyen una forma de explicacion muy habitual en Biologia, segin la cual se
adscribe una funcién determinada a un rasgo bioldgico con el fin de explicar aspectos y

caracteristicas relevantes a este rasgo.
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Las explicaciones funcionales no s6lo son importantes en Biologia sino que también lo son
en oftras ciencias, paradigmdticamente en las ciencias tecnoldgicas y/o sociales. El paralelismo
tantas veces utilizado para entender los organismos como madaquinas [Nicholson 2012] esta
ampliamente extendido en Biologia y, aunque esta forma de entender los organismos como
“mdaquinas moleculares” [Behe 2001] puede ser util y, quizd, necesaria, no puede hacernos olvidar
las enormes diferencias que existen entre la biologia y la tecnologia. El papel de la intencionalidad
y la fundamentacién de la normatividad son completamente diferentes para cada 4mbito y dejarnos
llevar demasiado por la analogia artefactual supondria ignorar las propiedades unicas de los seres
vivos, como su cardcter intrinsicamente teleoldgico o su organizacién auto-producida [Saborido et

al. 2010; 2011].

Lo que caracteriza principalmente a este tipo de explicacion es que se sustenta en una idea
de “propdsito” o “finalidad”, inherente a los fenémenos que se abordan. Sin embargo, las
explicaciones funcionales no son explicaciones causales “al uso”: el efecto viene dado por un rasgo

del sistema pero una funcién es algo més que 'lo que hace' o 'lo que causa' ese rasgo.

Basado en distinciones previas como la de [Bock & von Wahlert 1965], algunos tedricos

como Arno Wouters [Wouters 2003] han propuesto la siguiente clasificacion:

1) funcién como ‘actividad’ : todo lo que un rasgo bioldgico es capaz de hacer

i) funcién como ‘rol biolégico’: la manera en la que un item o una actividad contribuye a la
actividad o capacidad compleja total de un organismo.

1i1) funcién como ‘ventaja bioldgica’: ventajas conferidas a un organismo por cierto item o
comportamiento teniendo determinado caricter.

iv) funcién como ‘efecto seleccionado’: los efectos que explican por qué un determinado

rasgo fue seleccionado en el pasado son precisamente los que explican su presencia actual

en la poblacion.

La funcién como ‘actividad’ es muy general y puede aplicarse a las otras tres. Las tres
restantes tienen un cardcter claramente teleol6gico ya que implican una ‘razén de ser’, un propdsito
relacionado con la entidad a la que pertenecen. Ademds, segin la manera de entender la teleologia
de autores como Walsh (“teleologia es el modo de explicacién por el cual la presencia, ocurrencia o
naturaleza de cierto fendémeno se explica apelando al propédsito o finalidad al cual él mismo
contribuye” [Walsh 2008]), las atribuciones funcionales también son claramente teleoldgicas, ya
que tratan de explicar la existencia de un rasgo a través de efectos y consecuencias de su propia
actividad. El 'para qué' de la existencia de un rasgo y el 'por qué' se convierten en equivalentes: el

corazdn existe para bombear sangre implica afirmar que el corazon existe porque bombea sangre.
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Ademds de ser teleoldgico, el concepto de funcién es inherentemente ‘normativo', en la
medida en que se refiere a algun efecto que, se supone, ha de producirse [Price 2001, Hardcastle
2002]. Como apunta McLaughlin [2001, 2009], las funciones se refieren a una clase particular de
relaciones entre determinados medios y fines dentro de un sistema, las cuales van mas alla del
concepto estdndar de causalidad y tienen un fondo dltimo normativo: para que se den unos fines que
son caracteristicos de los sistemas deben darse ciertos efectos en los rasgos de ese sistema; estos
efectos se denominan funciones. Sin embargo, esta dimensién normativa necesita de una
justificacion tedrica que indique, entre todas las relaciones causales, cudles son funcionales y, por
tanto, normas que deben satisfacerse: es decir qué relaciones causales deben cumplirse (funciones)

y qué relaciones simplemente ocurren.

La relacion entre la Biologia y las explicaciones funcionales es muy estrecha. De hecho, se
ha defendido muy a menudo que es imposible una ciencia de lo biolégico que no hable de
funciones. Sin embargo, cuando tratamos con sistemas que no han sido disefiados por seres
humanos, como es el caso de los sistemas bioldgicos, ;como explicar la teleologia y la

normatividad relativas a un propdsito de las funciones sin apelar a una intencion externa?

2.1.2.(3/i) Las teorias etiologicas

Las propuestas contempordneas parten principalmente de los andlisis en base al modelo
nomolégico-deductivo de Hempel [1959] y Nagel [1961]. En los afios setenta, y con muy poca
diferencia en el tiempo, se formularon dos tipos muy diferentes de caracterizacién del concepto de
funcién. Por un lado, el articulo “Functions” de Larry Wright [1973] inaugura la perspectiva
etiologica, que considera la funcién de una entidad en términos de causas eficientes (aquello que
provoca o desencadena el que algo ocurra) como la razén por la que esa entidad existe en la
actualidad. Es decir, las funciones de un rasgo son los efectos pasados de este rasgo que explican
causalmente su presencia actual. En el ejemplo clasico, afirmar que la funcién del corazén es
bombear sangre significa defender que el hecho de bombear sangre es lo que ha hecho que el
corazén exista (su 'razén de ser'). Predominantemente, se apela a un proceso causal histérico-
selectivo [Milikan 1989, Neander 1991, Kitcher 1993, Griffiths 1993, Godfrey-Smith 1994, etc]
seglin el cual la existencia de los rasgos funcionales actuales son consecuencia de la presion
ejercida por la seleccion natural sobre los efectos de estos rasgos en su pasado evolutivo. Estos
rasgos habrian dotado de una ventaja selectiva a su portador, permitiendo a sus herederos sobrevivir
hasta hoy. Lo que hace a un rasgo funcional no es el hecho de que contribuya de ninguna manera a

la capacidad del sistema al que pertenece actualmente sino el hecho de que tenga una historia
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selectiva determinada.

El enfoque etioldgico-evolutivo enfrenta positivamente muchos del los conflictos atribuidos a
las funciones, como por ejemplo la exclusion de atribuciones funcionales a otro tipo de sistemas
fisicos, la identificaciéon de una funcién bioldgica entre procesos ‘accidentales', o el enmarque
dentro de una teoria cientifica bien establecida, como es la Teoria de la Evolucion darwinista. Sin
embargo, a pesar de estas notables virtudes, también presenta ciertas debilidades. Por ejemplo, en el
caso de las exaptaciones, término adoptado por Gould y Vrba para dar cuenta de rasgos que
pudieron ser seleccionados por alguna caracteristica en un momento historico y que han vuelto a ser
seleccionados por otra caracteristica en un momento posterior. Este es el ejemplo de las plumas; el
Archaeptorix, un ancestro de las aves, ya estaba cubierto de plumas aunque, en su caso, no tenian
ninguna funcién relacionada con el vuelo sino que se cree que servian de aislante térmico. Fue
Unicamente mds tarde cuando las plumas de las aves adoptaron su funcién aerodindmica actual
[Gould & Vrba 1982]. Las plumas son un ejemplo en el que dos funciones han sido seleccionadas
para un mismo rasgo y, actualmente, no seriamos capaces de discernirlas (problema de cudl es el

origen primero de una funcidn bioldgica actual, o del origen de la diversidad funcional).

Existe otro tipo de teoria etiologica de la funcién menos restrictiva que es la teorfa de la
“etiologia débil” defendida por Buller [1998] y Kitcher [1993] segtun la cual, la funcién de un rasgo
no estd definida por la contribucién a un proceso por el cual este rasgo se ha mantenido
evolutivamente, sino por la forma en la que el rasgo funcional ha contribuido a la preservacién
evolutiva de su portador (y sus descendientes) a través de un proceso de seleccion natural. Es decir,
lo importante para determinar ese rasgo como funcional no es que ese rasgo haya contribuido
mediante un efecto determinado a su propia seleccién sino a la seleccion del sistema al que
pertenece, independientemente de que haya habido otras posibles variantes bioldgicas que hayan
contribuido a la seleccidn del sistema con ese rasgo. No importa si ha habido o no seleccién de este
rasgo concreto frente a otras variaciones de rasgos “rivales”, sino que basta con que haya
contribuido a la capacidad de reproduccion y supervivencia de su portador ancestral mediante

alguno de sus efectos.

La mayor critica hacia los posicionamientos etioldgicos-evolutivos es su carécter
epifenoménico, representado por la metafora del “mundo doble” [Bigelow & Pargetter 1987,
Bickhard 2004] segtn la cual, si existiera un mundo idéntico al nuestro pero que hubiese aparecido
repentinamente (sin ninguna historia evolutiva) a pesar de encontrar los mismos rasgos que en
nuestro mundo conocido, no podriamos atribuir funciones a éstos, ya que ninguna historia estaria

detras de su existencia. Sabemos que esta es una situacion hipotética y unicamente tedrica, pero no
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lo es tanto en el caso del origen de la vida, o cuando investigamos el origen o la emergencia de las
funciones (previo a lo cual no existia ninguna historia evolutiva de las mismas). Ademds, para que
la seleccion natural se ponga en marcha y seleccione algtin rasgo funcional, debe haber previamente
algo que seleccionar. Por lo tanto, es posible defender que la existencia de funciones es condicion

necesaria para la seleccion natural y no a la inversa [Moreno & Ruiz-Mirazo 2009].

Por dltimo, el concepto de funcién y las explicaciones funcionales de las teorias etiologicas no
estdn basadas en caracteristicas reales y actuales de los sistemas concretos a los que se les atribuyen
las funciones. La atribucién de una funcién no ofrece ninguna informacion adicional acerca del
'fendmeno' que estd siendo analizado (es decir, el rasgo en el sistema actual); lo que determina la
atribucion de funcién son los efectos pasados que tuvo la presencia de ese rasgo en ancestros del

sistema en cuestion.

2.1.2 (3/ii) Las teorias disposicionales

Esta perspectiva aparece como una critica y una alternativa a las perspectivas etioldgicas,
alegando que pueden adscribirse comportamientos o rasgos funcionales independientemente de (o,
al menos, antes de) la actuacion de la seleccion natural [Cummins 1975, 2002, Davies 1994, 2001,
Boorse 2002]. En “Functional Analysis”, Robert Cummins [1975] propone un enfoque
completamente diferente y funda la perspectiva disposicional, también llamada 'sistémica’ o de 'rol
causal'. Desde esta perspectiva, la funcién se corresponde al papel causal de un rasgo con respecto a
una capacidad global del sistema actual al cual pertenece. Entonces, la funcién del corazén es
bombear sangre porque el papel del corazén, dentro de la capacidad de irrigar sangre en el sistema

circulatorio, es el de bombearla.

En la perspectiva disposicional, las relaciones funcionales son una clase particular de efectos
causales o disposiciones de un rasgo, dirigidos a fines que contribuyen a una capacidad distintiva
del sistema actual al cual pertenecen [Davies 2001, Craver 2001, Boorse 2002, Bigelow & Pargetter
1987, etc]. La normatividad bioldgica o el propédsito al que contribuyen dentro de esa capacidad
global del sistema ha abierto todo un debate filoséfico en el que se defienden muy diversas posturas
(incluyendo la no necesidad de dar cuenta de tal normatividad). Ademads, las explicaciones
disposicionales de la funciones no sirven para explicar la existencia de ese rasgo (no sirven para
explicar de dénde viene). Estas, Gnicamente, explican el 'para qué' de esa funcién bioldgica

(“forward-looking”) y no el 'por qué' (“backward-looking™).

La caracteristica principal de estas perspectivas disposicionales es la contribucion actual del
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rasgo a alguna capacidad global del sistema al que pertenecen. Cummins define este enfoque como
'enfoque sistémico'. El tipo de contribucion que debe darse, es decir, el componente normativo,
queda especificado adscribiendo funciones a cualquier tipo de contribucién a una capacidad de més
alto nivel en el sistema. La critica reside, precisamente, en que esto solo puede ser aplicado a
sistemas jerdrquicamente organizados [Davies 1994] y en que, al no establecer un criterio
normativo claro para identificar el tipo de contribucidn, falla a la hora de distinguir contribuciones

funcionales de efectos disfuncionales o accidentales [Milikan 1989, Neander 1991].

Las funciones no sélo hacen referencia a capacidades de un nivel mds alto sino a
capacidades que el sistema, en general, “debe” llevar a cabo porque son importantes para el mismo.
Son importantes para algo, tienen una finalidad. Esta es la idea que llevé a desarrollar las teorias de
goal-directedness (o direccionalidad hacia un fin). De acuerdo con estas teorias, las funciones se
adscriben no s6lo a partes que componen los sistemas bioldgicos sino también a artefactos y
sistemas sociales, ya que su comportamiento parece estar regulado y orientado hacia alguna
finalidad. Esta finalidad es una finalidad de todo el sistema, en el sentido cibernético y en palabras

de Boorse [2002]:

“Un sistema S estd “dirigido hacia un fin”, un resultado G cuando, a través de una serie de
cambios en el ambiente, el sistema muestra disposiciones que permitan mantener G como
resultado. Este sistema muestra 'plasticidad'y 'persistencia' para adquirir el resultado G: cuando
una de las vias se bloquea, otra estd disponible para ser utilizada. Los sistemas (biologicos) pueden
ser descritos como sistemas dirigidos a preservar ciertos estados (presumiblemente supervivencia y
reproduccion) y, las funciones bioldgicas, serian disposiciones para lograr estos estados. Sin
embargo, la caracterizacion cibernética de un sistema “dirigido hacia un fin” introduce una
normatividad directamente relacionada con 'regulacion para adquirir un estado' que, en principio,
podria no ser exclusiva de aquellas capacidades que identificamos como funcion. Asi, dentro de
esta definicion cabria incorporar los sistemas fisicos en equilibrio (que tienden hacia un estado
constante de equilibrio) o cualquier tipo de regulacion “erronea” (que normalmente

considerariamos como disfuncional).”

Existe una tercera perspectiva disposicional que propone identificar directamente las
funciones con las contribuciones causales de los componentes a la capacidad de supervivencia y
reproduccién (fitness) del sistema [Tinbergen 1963, Canfield 1965, Bigelow & Pargetter 1987,
Horan 1989]. Segin este enfoque propensitivista “algo tiene una funcion (bioldgica) sélo cuando
confiere a la criatura que lo posee una propension a mejorar su capacidad de

supervivencia” [Bigelow & Pargettter 1987]. La supervivencia es entonces la meta (normatividad)
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del sistema que fundamenta el andlisis funcional. La propuesta propensitivista falla en dar una
definicion adecuada de qué es una relacion funcional: todas las funciones bioldgicas son, de hecho,
contribuciones a la supervivencia del sistema al que pertenecen, pero no todas las contribuciones a
la capacidad de supervivencia son funciones. Por ejemplo, un rasgo en un ambiente determinado
puede ser una contribucion a la capacidad de supervivencia (y, por tanto, funcional) mientras que el
mismo rasgo en otro ambiente, no. Ademds, teniendo en cuenta que la contribucion especifica de un
rasgo puede cambiar segiin un gran ndmero de condiciones particulares, cada rasgo funcional

poseeria, de hecho, una lista indefinida de posibles funciones.

2.1.2 (3/iii) La perspectiva organizacional

Para dar cuenta de esta problemadtica, ha tratado de definirse funcién en relacién a una
circularidad causal, de manera que la meta normativa del sistema quede definida por el propio
funcionamiento del sistema (organizaciéon automantenida). En este marco, las funciones son
interpretadas como efectos causales especificos de una parte o rasgo que contribuye al

mantenimiento de esta organizacion y, por lo tanto, reciprocamente, al suyo propio.

Dentro de la perspectiva organizacional existen también dos corrientes. La primera es la
propuesta principalmente por Schlosser [1998] y McLaughlin [2001] en la cual la funcién es
definida como estado o proceso causalmente necesario para la reproduccion del rasgo que lo causa.
El énfasis estd puesto en la auto-reproduccion de un rasgo mds que en la totalidad del sistema,
aunque el sistema deba tener unas condiciones adecuadas para que pueda darse esta auto-
reproduccion. La segunda corriente es la de las teorias propuestas por Edin [2008], Collier [2000] y
Christensen & Bickhard [2002] y que interpreta las funciones como formas especificas de
contribuciéon al mantenimiento de la organizacién del sistema y, como consecuencia de esa
organizacion, a la auto-reproduccion de sus diferentes partes y rasgos. Este enfoque organizacional
supone una unificacién de las perspectivas etioldgica y disposicional: una funcién es, en dltimo
término, una disposicion a la autoreproduccion de un rasgo funcional o al auto-mantenimiento de
una organizacion bioldgica encargada de producir ese rasgo a través de una concatenacién de

procesos causales.

En 2009, Matteo Mossio y Cristian Saborido [Mossio et al. 2009, Saborido et al. 2010;
2011] proponen una nueva teoria organizacional basada en la teoria de la autonomia bdasica de los
seres vivos [Ruiz-Mirazo & Moreno, 2004, 2012; Moreno et al. 2008; Moreno & Mossio 2015] y en

los sistemas quimicos automantenidos: sistemas con una organizacioén alejada del equilibrio que
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consiste en un cierre de constricciones generadas y mantenidas recursivamente por la propia red.
Estas constricciones canalizan los procesos dindmicos (los flujos de materia y energia)
contribuyendo a la fabricacién / renovacion de otras constricciones y, finalmente, al auto-
mantenimiento global del sistema. En estos sistemas se da una inter-dependencia entre
constricciones en forma de cierre causal, cada una de las cuales ejerce una contribucién especifica y
distinta al mantenimiento de las condiciones que permiten la existencia del conjunto. Por tanto, una
atribucion funcional requiere un cierre organizativo que justifique las dimensiones teleoldgica y
normativa por una parte y, por la otra, una diferenciacion de partes en el conjunto del sistema. La
dimension teleoldgica queda satisfecha por el cierre organizacional que explica la existencia de un
proceso por referencia a sus efectos: “;Por qué existe X en este sistema? Porque X hace Y y, de lo
contrario, su organizacién se desintegraria y, con ello, el propio X”. La dimensién normativa
también queda satisfecha ya que, el conjunto del sistema (y sus procesos constitutivos) 'deben’
comportarse de un modo especifico, pues si no hiciese eso cesaria de existir. La actividad del

sistema se convierte en su propia norma para existir.

La auto-organizacion es una condicion necesaria pero no suficiente para dotar de funciones a
un sistema. Pensemos, por ejemplo, en las estructuras disipativas (como el ejemplo de la llama o de
las celdas de conveccion de Bénard): estructuras automantenidas minimas pero a cuyos
componentes no podemos atribuir funciones. A pesar de ser éstas estructuras dinimicas con un alto
grado de complejidad material que consigue mantenerse alejado del equilibrio, sus componentes
trabajan de manera homogénea generando un tUnico patrén macroscopico. En los sistemas con
funciones, en cambio, si seremos capaces de distinguir contribuciones especificas que la
organizacion constitutiva se procura para su auto-mantenimiento [Saborido et al. 2011]. A su vez, el
cierre funcional por si s6lo tampoco sera suficiente para generar este tipo de cierre organizacional

auto-mantenido. Las funciones deben ser auto-producidas.

Segtin esta perspectiva un rasgo T tiene una funcion si, y solo si, estd sometido a un cierre
organizacional C en un sistema auto-mantenido S y ocurre que se cumplen las siguientes tres

condiciones [Mossio et al. 2009, Mossio & Moreno 2010; Saborido et al. 2010, 2011]:

1. T contribuye al mantenimiento de la organizacion O de S;
2. T es producido y mantenido bajo algunas constricciones ejercidas por O;

3. S es organizacionalmente diferenciado.

Esta concepcion de funcidn estd basada en organizaciones que se automantienen en
condiciones alejadas del equilibrio termodindmico mediante una red de estructuras materiales

diferenciadas y que son capaces de ejercer constricciones de forma coordinada (cada estructura
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tiene una contribucién diferente), incluyendo el establecimiento de parte de sus condiciones de
contorno. Esto implica que la red esté colectivamente automantenida, asegurandose la regeneracion
recursiva y el reemplazamiento material de los distintos componentes, lo cual sugiere un escenario
quimico bastante estricto y complicado para su posible instauracion material en un laboratorio. Sin
embargo, las propiedades emergentes y novedosas de la quimica compleja (la quimica de sistemas)
podrian facilitar esta mision, una vez adquiridos los conocimientos y los mecanismos a través de los

cuales encauzarlas hacia propdsitos de corte biologico (ver capitulos 5,6y 7).

2.1.2 (4) El concepto de funcion en la Quimica

En quimica, el concepto de funcién ha sido menos trabajado y su definiciéon es muy confusa.
Generalmente, en la quimica clésica, el uso del término funcién unicamente ha sido utilizado para
denominar a los 'grupos funcionales'. Esta denominacion, sin embargo, dista mucho de la clase de
definiciéon de la que estamos hablando aqui y tiene, ademds, un uso muy estrecho ligado a la
quimica orgédnica. En general, se le llama grupo funcional al “conjunto de d4tomos, enlazados de una
determinada forma y que presentan una estructura y propiedades fisico-quimicas determinadas que
caracterizan los compuestos orgdnicos que los contienen” [traduccidén del inglés de la entrada
“Functional group” de Wikipedia]. Podria hacerse un intento de relacionarlos con la identidad de
una molécula, por aquello de que determinan y caracterizan los compuestos orgdnicos que los
contienen; de hecho, ya ha habido algunas sugerencias al respecto [Sukumar 2013]. Sin embargo,
esto no disolveria la enorme problemadtica que, como ya se ha discutido antes, supone la adscripcién

de identidad a una molécula de algun tipo.

Una definicién diferente de funciéon y mds préxima a aquella empleada en los sistemas
biologicos emerge en las mezclas quimicas algo mds complejas, conteniendo un mayor nimero de
moléculas. La auto-organizacion es un proceso dindmico en el cual, bajo un flujo continuo de
materia y energia, un gran nimero de componentes espontdneamente genera una correlacién global
e irreducible entre las escalas micro y macroscopicas que los mantiene unidos [Ruiz-Mirazo &
Moreno 2013]. La auto-organizacidn fisica, como es el caso de las “estructuras disipativas” [Nicolis
& Prigogine 1977, Prigogine & Stengers 1989] es la interpretacion mads estricta de esta descripcion:
las ya comentadas celdas de Bénard representan el efecto de la conveccién de millones de
moléculas que, bajo el efecto de una fuente de calor generan un Gnico patrén macroscépico alejado
del equilibrio. En las mezclas quimicas la generacion de patrones puede ser algo mds intrincada,

dada la presencia afiadida de transformaciones de algunos de los componentes del conjunto. Este es
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el ejemplo de los osciladores quimicos, como el de la famosa reaccién de Belousov-Zhabotinsky
(B-Z), donde un inmenso numero de moléculas interacciona en una complicada reaccion de 18
etapas y en la que intervienen mds de 20 intermediarios dando lugar a un patrén macroscépico
oscilatorio de oxidacion-reduccion. La correlacion de larga escala que se da en los fendmenos de
auto-organizacion quimica se debe a la ocurrencia de procesos de reaccion y difusion [Turing 1952]
a diferentes velocidades que generan periodicidades espacio-temporales de 6rdenes muy diferentes
entre la escala micro- (las reacciones entre las moléculas) y la macroscdpica (el patrén oscilatorio).
Los patrones oscilatorios y fendmenos de auto-organizacion no s6lo ocurren en la quimica sino que
también estan extendidos por toda la biologia [Karsenti 2008] y, dada su ubicuidad, probablemente
fueron esenciales durante el proceso de origen de vida. Recientemente se ha publicado la
generacion de una reaccion oscilatoria a partir de una quimica de tioles, moléculas involucradas en
la sintesis de péptidos y en otras reacciones del metabolismo celular [Semenov et al. 2016] mucho
mas relevante que la B-Z para el campo del origen de la vida. La actuacién de una reaccién
autocatalitica, controlada por un subconjunto activador y otro inhibidor de la reaccién con
diferentes velocidades de difusién tiene como resultado una reaccién oscilatoria, auto-mantenida
dentro de un rango de condiciones (controlado aqui por el investigador externo mediante la

manipulacién del reactor en el cual se da lugar la reaccion).

En relacion a la descripciéon de funcion bioldgica desde la perspectiva organizacional que
ddbamos en la seccion anterior, en la cual una funcién es una aportacion diferenciable al
mantenimiento del sistema y perteneciente a la organizacién del mismo, los sistemas quimicos auto-
organizados resultan especialmente interesantes. En una auto-organizacion quimica podemos ser
capaces de diferenciar, de entre todas las reacciones quimicas, distintas aportaciones al
mantenimiento conjunto como es el caso de la activacion y la inhibicién en el ultimo ejemplo de la
quimica de tioles. Esto no ocurre en la auto-organizacién meramente fisica (estructuras disipativas)
en las cuales todos los componentes microscopicos actian de forma homogénea para el
mantenimiento del patrén y no podemos diferenciar ninguna “parte” o diferente aportacion al

sistema.

La comunidad de investigadores trabajando el origen de la vida es, quizd, la unica (en
minoria) trabajando el concepto de funcién en los sistemas quimicos. En su exploracién de un
puente entre la quimica y la biologia, la busqueda de fendmenos de tipo bioldgico en sistemas
quimicos complejos puede dar pie a enunciados basicos del concepto de funcion (ver capitulos 4 y

5).
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2.1.3. La quimica prebidtica: un contexto apropiado para la

naturalizacion de conceptos de relevancia bioldgica

Los seres vivos son el resultado de un camino largo de complejizacion material y
organizativa a lo largo del cual no es sencillo de determinar el momento en el que emergen la
funcién y la individualidad en un sentido propiamente biolégico. La problemaética sobre el estudio
de la individualidad y de la funcion podria empezar, como se ha visto, desde la fisica (cristales),
pasando por la quimica molecular (sustancias, stuff), la quimica mds compleja (estructuras
disipativas quimicas), la biologia (seres vivos) y extenderse hasta la sociologia (poblaciones,
culturas y lenguajes). ;Ddnde, entonces, encontramos un contexto apropiado para estudiar su

emergencia natural?

Los organismos vivos son el ejemplo paradigmdtico de sistema en el que aparecen ambas
nociones con gran claridad y que, ademads, parecen explicarse reciprocamente. El ser vivo es un
sistema automantenido por la autoproduccién continuada de constricciones funcionales
(componentes macromoleculares como proteinas, dcidos nucleicos y estructuras supramoleculares
como la membrana) que trabajan para el sostenimiento del sistema completo (incluida su barrera
fisica y las condiciones de frontera que lo diferencian del ambiente, lo individian) repercutiendo, a
su vez, en el propio mantenimiento de estas funciones en una actividad sin fin (mientras el sistema
se mantenga vivo). Los sistemas bioldgicos actuales son sistemas automantenidos muy
desarrollados y con un nivel de complejidad altisimo, donde estos comportamientos funcionales y
de individualidad se dan de una manera optimizada. Al tratarse, en el fondo, de sistemas fisico-
quimicos, la pregunta que me planteo en esta tesis es cudndo y/o cdmo pudieron originarse este tipo

de comportamientos a partir de una organizacién mas bdsica de la materia.

Los modelos de simplificacién para el estudio de la emergencia de un orden biolégico minimo
se tratan en mas detalle en el capitulo 4. El descubrimiento de la quimica alejada del equilibrio (las
estructuras disipativas, el hiperciclo o las quasi-especies) y, en concreto, de la quimica de sistemas
(sistemas dindmicos combinatorios (DCC), librerias y mezclas complejas) abre un interesante
panorama donde explorar comportamientos emergentes y complejos (ver capitulos 5 y 6). Los
sistemas quimicos automantenidos que puedan mostrar cierres organizacionales (con o sin
funciones), autoproduccidon y autocatdlisis, autoensamblaje supramolecular, etc, constituyen
comportamientos que, de hecho, se dan en la naturaleza y se corresponden en muchas de sus
caracteristicas a las nociones de individualidad y funcién estudiadas tedricamente; por tanto, pueden

ayudarnos a naturalizar éstas explorando los fundamentos fisico-quimicos de las mismas. Este
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campo no se encuentra suficientemente investigado empiricamente ain y todavia menos
reflexionado filoséficamente, pero sugiere un excelente programa para el estudio de la emergencia
de fendmenos como la funcién o la individualidad (capitulo 5 y 6). Buscar la continuidad de los
principios naturales y organizativos que hacen posible la aparicion y el desarrollo de los seres vivos,
el paso entre la quimica y la biologia (el origen de la vida o cémo la quimica se organiza para dar

lugar a organismos vivos) es el gran eslabon perdido para la comprension del dominio bioldgico.

2.2. Metodologia

2.2.1. La aproximacion genealdgica como estrategia para abordar

la complejidad biologica

El trabajo aqui presentado se sitda a caballo entre lo quimico y lo biolégico y pertenece a un
programa de investigaciéon que apuesta por la simplificacion de la organizacion bioldgica con el
convencimiento de que, al llegar al esqueleto de esta estructura, pueden explicarse las claves de tal
organizacion. Hoy en dia, incluso el organismo unicelular mds sencillo estd formado por una
compleja red de reacciones y comprende una inmensa diversidad de componentes quimicos en
interaccion. Ademads, esta organizacién ha sido sometida, como minimo, a tres mil qunientos
millones de afos de proceso evolutivo, desde el momento en el que la vida se origind. Un
organismo tan simple como una especie de Mycoplasma “oculta”, tras lo evolucionado de sus
componentes y de su integracién como sistema, el esquema organizativo basico y fundamental para
el mantenimiento de su autonomia. La relativamente reciente ciencia de la Biologia de Sistemas,
aprovechando la acumulacién de datos obtenida de la explosiéon de la Biologia Molecular y el
desarrollo de la teoria de redes y la bioinformatica, ha hecho grandes esfuerzos por desarrollar una
teoria celular mds completa, que permitiera enlazar todos los mecanismos y procesos que ocurren
simultdneamente en las células. Sin embargo, aunque la intencién es buena, la Biologia de Sistemas
se enfrenta a multitud de problemas. Sumado a la dificultad obvia de tratar con una cantidad ingente
datos conectados (como la que supone el metabolismo celular), el panorama obtenido no deja de ser
una mera ‘“colecciéon” de moléculas y reacciones cuyas propiedades fueron investigadas
individualmente de un modo simplificado y necesariamente reduccionista. Las conexiones e
interrelaciones entre los componentes bioldgicos analizados dejan abiertos, por investigar, multitud
de procesos e interacciones que estan ocurriendo en el sistema (al igual que si entrdramos en un

taller de coches y viéramos todas las piezas expuestas sobre la pared, esto no nos ayudaria, a la
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mayoria de nosotros, a entender como funcionan los coches). El capitulo 3 estd dedicado a la

Biologia de Sistemas; en él ahondo en su historia, sus técnicas, sus avances y sus limitaciones.

El enfoque genealdgico, presentado en el capitulo 4, pretende, precisamente, solventar
algunas de las dificultades a las que se enfrenta la Biologia de Sistemas. La intencién de este
enfoque es la de simplificar el escenario metabdlico actual “yendo hacia atras” (hacia el origen),
reduciendo la complejidad para tratar de buscar las claves originales del esquema organizativo de
las células. El primer modo de hacer esto consiste en desenredar la complejidad, buscando en
modelos de reacciones y componentes mds simples que los que encontramos en los organismos
actuales; el segundo, se basa en tratar de sintetizar, desde cero, dicha organizacion, para entender
como ésta se forma (citando la famosa frase de Richard Feynman “what I cannot create [build], 1
do not understand”). El enfoque genealdgico ofrece la oportunidad de trabajar, a la vez, ambas
estrategias: 1) implementar y operar con sistemas quimicos prebidticos, con precursores sencillos de
las moléculas actuales y 2) estudiar como estas moléculas se auto-organizan de manera espontanea
en una simulacién y busqueda de la capacidad de “auto-produccién” de la vida (dejar que la

organizacion se haga a si misma) [Ruiz-Mirazo & Moreno 2013].

2.2.1 (1) La complejidad bioldgica puede ser digerida. La necesidad de

trabajar con precursores

La primera estrategia es la biisqueda, para su estudio, de modelos mds simples a partir del tipo
de organizacion bioldgica que conocemos en la actualidad. Esta simplificaciéon puede tener en

cuenta los componentes y/o su organizacién y puede hacerse de varias formas.

Una opcidén para tratar de encontrar formas mds simples de vida es utilizar el método rop-
down (de arriba hacia abajo) que consiste tipicamente en la generaciéon de una célula minima
mediante la supresiéon de genes a partir de una célula moderna. De esta forma, se pueden ir
eliminando genes que no codifiquen funciones vitales hasta encontrar la combinacién minima
necesaria para la vida del sistema [Gibson et al. 2010, Hutchison et al. 2016]. Este método nos
ayudard a comprender la organizacién bdsica de lo vivo: metabolismos celulares genéticamente
instruidos (DNA-RNA-proteinas) pero en su expresion mds bdsica o elemental. La supresion de
genes a partir de una célula moderna puede darnos importante informacién acerca de cual es el
genoma minimo o qué funciones celulares son indispensables para el sistema. Cabe destacar que
estos sistemas “minimos” provienen, en cualquier caso, de formas de vida muy evolucionadas. La

Seleccién Natural es un mecanismo eliminatorio que hace desaparecer cualquier posibilidad que
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existiera en el pasado si ésta no se ajusta a nuevas condiciones ambientales. Este método,
consistente en una intervencion sobre las formas de vida modernas, las cuales han sufrido un
larguisimo proceso de continuas modificaciones sobre su disefio y la arquitectura de sus
componentes (evolucion molecular), puede ocultar o dejar atrds otras posibilidades viables de
organizacion bioldgica. El genoma de cualquier célula moderna estard ampliamente modificado por
la Seleccion Natural, siendo unicamente comprensible para el momento en el que existe. Asi pues,
el funcionamiento bésico que pueda descubrirse mediante la eliminacion de genes del método rop-
down servird s6lo para describir como seria una célula minima de hoy en dia y en un entorno

determinado.

Si nuestro deseo es el de generalizar, universalizar (en el tiempo y en el espacio) la
definicion de célula minima o de organizacion bioldgica basica, la otra opcidn serd la de, de hecho,
re-construir sistemas a partir de unidades sencillas para entender observando coémo éstas se
ensamblan. Este método es llamado bottom-up (de abajo hacia arriba) y consiste en la investigacion
de la auto-organizacién de entidades de tipo bioldgico fabricadas a partir del auto-ensamblaje de
componentes moleculares sencillos (y no siempre necesariamente prebidticos). La principal
novedad de este enfoque es que muestra la biologia como una capacidad emergente en un continuo
evolutivo de un sistema quimico, ofreciendo un escenario mas realista para estudiar el origen de los
procesos necesarios y las formas bdsicas de este tipo de organizacion. Ademds, al centrarse en
dindmicas de auto-ensamblaje y auto-organizacion, aborda directamente una de las propiedades
esenciales para lo vivo, como se ha comentado previamente: la auto-produccion. Las ventajas de
este método bottom-up son las de deshacerse de la complejidad material biolégica para enfrentarse
al origen de la complejidad organizativa y plantear la constitucién de un puente sélido, hacia la
biologia desde la quimica. Este método ha podido demostrar que la generaciéon de complejidad
dindmica puede empezar a darse desde unas cotas de complejidad molecular relativamente bajas,
mostrandose como una manera muy interesante de estudiar las expresiones bdsicas de propiedades

como las funciones bioldgicas o la individualidad.

2.2.1 (2) Construir para entender. El reto de generar y estudiar grados
progresivos de complejidad
A pesar de trabajar con componentes mds sencillos que los biolégicos, una de las hipdtesis

fundamentales que se tratard de justificar en este trabajo es que tinicamente un sistema heterogéneo

con una composicion minimamente diversa permite la emergencia de formas de complejidad
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bioldgica en las que diferentes componentes y procesos actian de manera sinérgica en un mismo
sistema. Por tanto, serd necesario cierto grado de complejidad en cuanto a la mezcla de
componentes para la obtencién de una organizacién biolégica o proto-biolégica minima. A partir de
tal organizacion minima y a través de la elaboracion de mezclas mas o menos heterogéneas (en
cuanto a componentes, interacciones y procesos) seremos capaces de generar diferentes niveles de
complejidad organizativa y de identificar el tipo de dindmicas asociadas a cada uno de ellos. Por
ejemplo, las mezclas podrdan tener desde dindmicas mds o menos cercanas al equilibrio,
representadas por patrones de auto-ensamblaje y de reconocimiento molecular, hasta dindmicas mas
complejas y alejadas del equilibrio, con la orquestacién de procesos de auto-catdlisis, auto-
organizacion y auto-produccion. El enfoque genealdgico nos permite hacer precisamente esto:
estudiar el proceso de origen de vida por etapas de progresiva complejidad, en un intento de

entender la vida a través de las transiciones que nos llevaron hasta ella.

La propuesta del trabajo con protocélulas consiste en tratar de hacer una re-construccion
(tedrica y experimental) de estas transiciones, desde el auto-ensamblaje de un compartimento y su
sucesiva integracion con los procesos quimicos encapsulados. Una protocélula, segun la definicion
de Ruiz-Mirazo en Encyclopedia of Astrobiology [2011] es “cualquier modelo experimental o
tedrico que incluya un compartimento auto-ensamblado (tipicamente una estructura
supramolecular) ligado a un proceso quimico que tiene lugar alrededor o dentro de él, dirigido a
explorar como aparecen las (mds complejas) células bioldgicas u otras formas de organizacion
celular”. La biologia sintética, entendida en un sentido de sintesis o fabricacion de lo biolégico a
partir de componentes (naturales o sintéticos) quimicos mas sencillos, tiene un papel central en el
marco de investigacion de fabricacién de protocélulas y eso precisamente nos permitird hacer
propuestas concretas dentro de este enfoque genealdgico, implementando mezclas quimicas mas o
menos diversas y la consecuente fabricacion de sistemas protocelulares mds o menos complejos. Lo
destacable de este nuevo enfoque es la via alternativa que éste abre para la busqueda del origen de
los sistemas vivos. Tradicionalmente, los estudios sobre el origen de la vida han estado centrados en
un tipo de molécula y basados en la evolucion molecular de dicho tipo de molécula en un ambiente
prebidtico. Ya esté puesto el foco en la capacidad auto-replicativa y hereditaria de cada tipo de
molécula (RNA, DNA, péptidos), en el control catalitico de éstas (ver [Pross & Pascal 2017]) o en
el control espacial sobre las mismas (como en el caso del “mundo lipidico”), el origen trata de ser
explicado a partir de las propiedades microscopicas quimicas y bioquimicas de tal o cual molécula
elegida, encontrando severas dificultades en torno a la potencialidad catalitica, de generacion de

variabilidad o complejidad.
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La vida, tal y como se ha propuesto recientemente en [de la Escosura et al. 2015], quiza
necesitara desde muy temprano (y a pesar de la dificultad que esto supone en un principio) de un
minimo de integracidn entre algunos mecanismos de control, para poder establecer una base con
suficiente flexibilidad y diversidad catalitica y adaptativa sobre la cual poder crecer en complejidad
dentro de una evolucién prebidtica. En un planteamiento de este tipo, la integracién estd
intimamente ligada a la auto-produccion, como caracteristica inherente e inseparable de los sistemas
de tipo biolégico (producciéon de componentes inmediatamente integrados a la organizacién del
sistema por y para la produccion de mas componentes). Este tipo de aproximaciones sistémicas al
origen de la vida tienen sus raices en teorias cldsicas como el Chemoton [Ganti 1974; 2003], la
autopoiesis [Maturana y Varela 1980; 1995] o las redes autocataliticas [Kauffman 1986]. Sin
embargo, no han sido llevadas a la préctica hasta hace bien poco, en gran medida debido a su
dificultad metodoldgica. La aparicion, primero, de la biologia de sistemas y, sobre todo (mds tarde)
de la quimica de sistemas, estd permitiendo aplicar este tipo de estudios sistémicos en la
investigacion experimental de la emergencia de la hipercomplejidad bioldgica (explicando procesos
tales como la reciprocidad entre la autoproduccion de procesos microscopicos y la generacion de

patrones macroscopicos, a su vez, constrifiendo los primeros, de manera recursiva).

2.2.2. Una llamada a la transdisciplinariedad

Soy Licenciada en Biologia e hice un master en Biologia Molecular y Biomedicina. Realicé
algunos de los cursos del Master de Filosofia, Ciencia y Valores para poder inscribir mi tesis en el
programa de doctorado de susodicho departamento, pasando a formar parte también del grupo IAS-
Research en San Sebastidn. En los dos primeros afios de tesis, cursé tales asignaturas mientras ponia
a punto el sistema lipidico utilizado en mi modelo protocelular en los laboratorios del Instituto de
Biofisika de Leioa. El desarrollo del modelo protocelular fue completado en el laboratorio de
quimica orgénica del Departamento de Dindmica de Sistemas Biomoleculares Complejos (DSBC)
en la Universidad de Montpellier. Por ultimo, este manuscrito fue finalizado en el Instituto de

estudios avanzados en biologia teérica Konrad Lorenz Institute (KLI), cerca de Viena.

Con este breve resumen del recorrido de mi tesis querria llamar la atenciéon sobre el
importante desafio que supone realizar un trabajo transdisciplinar como éste, pasando a través de
diferentes disciplinas, lugares, idiomas y lenguajes académicos. No obstante, a pesar del esfuerzo, la
trayectoria merece la pena pues, precisamente, ofrece la oportunidad de observar con perspectiva

todas estas disciplinas, lugares, idiomas y lenguajes. Académica y personalmente, la riqueza de
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recursos y de habilidad para la solucién de problemas que ofrece un trabajo académico
transdisciplinar creo que es inigualable. Observar un problema desde diferentes perspectivas, ofrece
un mayor nimero de dngulos por donde encararlo. Cuando el problema es tan complejo como la
definicion y el origen de vida, esta vision mas completa, en perspectiva, dirfa que es imprescindible.
De hecho, la realizacion de los objetivos planteados en este proyecto hubiera sido imposible sin

alguna de las herramientas metodoldgicas y conceptuales obtenidas durante todo este camino.

Quiero subrayar aqui el hecho de que ésta es una investigacion cientifica basada y
fundamentada en una investigacién filoséfica previa con el objetivo de enriquecer, mediante datos
experimentales, dicha investigacion. En el libro de William Wimsatt resumido por Jim Griesemer en
[Griesemer 2008] €l habla del concepto Philosophy for Science. Wimsatt remarca la diferencia entre
la manera tradicional de hacer filosofia de la ciencia, en la cual la ciencia es el objeto al que aplicar
la metodologia filoséfica (filosofia de la ciencia), y una segunda manera de hacer filosofia para la
ciencia en la cual la filosofia toma la ciencia a la vez como objeto de estudio y como modelo
metodoldgico a seguir para su estudio. La filosofia para la ciencia se dedica a la reflexién critica
sobre la exploracion, el modelaje, la descripcion y el escrutinio de resultados encontrados en la
naturaleza mediante practicas y metodologias propias de la ciencia [Wimsatt 2007]. Nuestra
investigacion pretende ser un ejemplo de este tipo de filosofia para la ciencia, mediante la
exploracién experimental y el modelaje computacional fruto de la reflexion realizada desde la teoria
en la cual estan basadas. La filosofia, revisando y utilizando metodologias cientificas, y la ciencia,
haciendo lo mismo con las teorias filoséficas (a su vez basadas en la ciencia) se retroalimentan
positiva y criticamente: éste es el tipo de reciprocidad (y consecuente transdisciplanariedad) que se
considera util alcanzar para enriquecer el desarrollo del conocimiento cientifico, al menos en
determinados ambitos. Para la investigacion de algunas problematicas, como es el caso de la
definicion y el origen de vida o la formulacién de una teoria del organismo que aqui es pertinente, el
tratamiento de la complejidad que éstas suponen hacen practicamente imprescindible el uso de una
metodologia transcisciplinar. Sin embargo, consideramos que ésta puede ser trasladada a muchos
otros campos de investigacion cientifica que han perdido, en virtud de la altisima especificidad y
pragmatismo por el que se dirigen la mayoria de los dominios de la ciencia actuales, la vision en
perspectiva y el contacto con otros dmbitos de conocimiento. La filosofia puede ayudar a hacer de
puente, de especie de 'omnivision' que recoja problemas comunes, revise los avances de la ciencia y

replantee, en continua comunicacion y retroalimentacion, nuevos planes de accion.
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Capitulo 3

HACIA UNA TEORIA DE LA
ORGANIZACION BIOLOGICA: EL RETO DE
LA BIOLOGIA DE SISTEMAS

3.1. La perspectiva evolutiva y sus limitaciones

En su huida del estereotipo de ciencia Unicamente descriptiva, "coleccionadora de sellos", la
biologia ha tratado histéricamente de encontrar teorias capaces de dotar de principios generales y de
predecir resultados, tal y como lo hace gran parte de la fisica y la quimica. La publicacién del
trabajo de Darwin en 1859 brindé la oportunidad de mostrar este cardcter de ley; la teoria evolutiva
afecta a todos los seres vivos conocidos y es capaz de explicar su pasado y de predecir, en parte, su

futuro. Tal fue el impacto de ese cambio de paradigma que su efecto atin continda hoy en dia.

La perspectiva evolutiva es, hasta hoy, el punto de vista mds comun para tratar de explicar
todos los fendmenos de la biologia. Para muestra, la mayoria de definiciones de vida identifican ésta
con la capacidad de reproducciéon y de evolucién. La “vida es aquello que evoluciona” [Chen &
Nowak 2012] o, una de las mds reconocidas internacionalmente, la definicién que la NASA da a lo
vivo como “un sistema quimico capaz de llevar a cabo una evolucién Darwiniana de manera auto-

mantenida” (definicién original de [Joyce 1994], ver también [Mullen 2013]).



La evoluciéon mediante seleccion natural, principal fuerza evolutiva de la teoria de Darwin,
se da mediante la sucesion de tres mecanismos en una poblacion de unidades evolutivas. Primero,
esas unidades han de tener variacion fenotipica (tienen que diferir morfolégicamente o en su
comportamiento) lo cual, a su vez, dara lugar a diferentes grados de fitness (diferentes
probabilidades de supervivencia y, por tanto, de multiplicacion, de reproduccién). El fitness de los
progenitores sera parcialmente heredado por sus descendientes [Lewontin 1970] y el ciclo se
volvera a repetir. Esta triada (variacion, multiplicacion y herencia) es aplicable a cualquier unidad
considerada evolutiva; no unicamente a los organismos sino también podria aplicarse a genes,

poblaciones, especies, moléculas prebidticas o ecosistemas [Lewontin 1970].

La explicacion evolutiva-histérica de la vida da por sentado la organizacion y estabilidad
fisico-quimica de cada organismo individual sujeto a evolucion, construyendo a partir de esa
asuncion. Sin embargo, poco es capaz de decir a la hora de explicar cudles son los mecanismos que
subyacen tales organizaciones individuales (en su expresion minima, las células). El problema se
vuelve alin mds critico cuando se trata de explicar la primera de tales organizaciones celulares, o lo
que es lo mismo, el origen de la vida. La perspectiva evolutiva sobre el origen de la vida ha tratado
de extrapolar el modelo evolutivo darwiniano, basado en la triada variacién, multiplicacién y
herencia que hemos visto mas arriba, a escenarios prebidticos pre-celulares, tratando de explicar de
la misma manera, y en un continuo, como una quimica de moléculas replicativas sometidas a una
evolucion darwiniana fueron capaces de evolucionar hasta su forma celular. En resumidas cuentas,
la reproduccidn celular serfa la version organismica de la replicacién molecular prebidtica en una
linea de continuidad entre el mundo abidtico y el bioldgico. La aparicion de todo lo demds en el
camino (desde la propia celularidad hasta las funciones bioldgicas, el metabolismo, la comunicacion
con el medio, etc) quedaria explicado por la mecanica evolutiva. Este tipo de escenario estd
ejemplificado por los modelos prebidticos de tipo “RNA-first”, de los cuales hablaremos en mayor
profundidad en el siguiente capitulo (capitulo 4) y que tratan de explicar como las primeras
moléculas auto-replicativas de ARN aparecieron y evolucionaron mediante seleccion natural, hasta
dar lugar a la aparicion de arquitecturas quimicas del tipo ADN-ARN-proteina rodeadas de una
membrana (células). Bajo esta concepcion, una célula es principalmente considerada una entidad
auto-reproductiva que evoluciona (tal y como describen las definiciones de vida actualmente mas
populares, mencionadas arriba). Consecuencia de ello, la caracteristica mds importante de los
sistemas vivos es su informacion genética y la replicacion y transmision de esta informacion a sus

descendientes [Maynard-Smith & Szathmary 1995; ver también Shirt-Ediss 2016].

La comprensién genética de la teoria de la evolucion, o lo que es lo mismo, el

acomodamiento de las leyes de Mendel y el modelo de Darwin, dio lugar a la llamada Sintesis
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Moderna (SM) en los afios 1940. Esta fusion, apoyada posteriormente por los enormes avances
genéticos tras el boom de la Biologia Molecular y la aparicion, mas tarde, de la gendmica (y el resto
de las "O6micas" derivadas de ella) ligada a los avances técnicos de finales del siglo XX derivé en
una version reforzada del paradigma darwiniano que guia el trabajo de la mayoria de bidlogos

evolutivos de hoy en dia con un enfoque gen-centrista y meramente internalista.

Por otro lado, existe una rama hasta ahora aislada de bidlogos evolutivos con un enfoque
algo mas sistémico que estdn comenzando a hacer una lectura distinta de los datos disponibles y a
replantearse el papel del funcionamiento de la organizacién individual del organismo y de los
cambios que suceden en el mismo durante su desarrollo y su tiempo de vida en la comprension de la
teoria evolutiva. Una de las principales consecuencias de esta nueva perspectiva, denominada
genéricamente ‘Evo-Devo’ es la profunda revision de la importancia real de la seleccion natural
como fuerza evolutiva principal y la reivindicacién de una necesidad de actualizacion de la teoria
para dar cabida a fendmenos como el desarrollo, la "evolucionabilidad" (‘evolvability' en inglés) o
la plasticidad bioldgica, asi como un intento de re-integrar dreas de trabajo relacionadas, como la
ecologia o la epigenética (ver [Pigliucci & Miiller 2010]). Esta nueva reformulacion de la teoria

evolutiva se denomina Sintesis Evolutiva Extendida (SEE).

Son varias las innovaciones formuladas por los impulsores de la SEE que modifican en
cierta manera la SM y que llaman la atencion sobre la falta de poder explicativo de la Seleccion
Natural en determinadas casos. En general, en ellas se subraya la importancia de fendémenos
bioldgicos adscritos a la organizacion funcional individual de la entidad (robustez, modularidad,
plasticidad fenotipica, ...) incluyendo su relacion con el entorno en forma de ecosistema
(interacciones genotipo-entorno, fabricacion de nichos, acomodacion genética y fenotipica, herencia
de modificaciones epignéticas, etc) [Pigliucci 2007]. Algunos de los objetivos comunes de la SEE
estdn relacionados con superar: (i) el gradualismo impuesto por la teoria darwinista y que no explica
determinados saltos en los cambios fenotipicos encontrados en el registro fosil (que si pueden ser
explicados mediante discontinuidades producidas por el desarrollo o la herencia epigenética); (ii) el
externalismo que deja a la evolucién (si ésta es ligada sélo a la SN) a merced dnicamente de los
cambios en el ambiente, en contraste con la interpretacion de los organismos como fuentes de
variacién y novedad por si mismos (caracteristica de los planteamientos "Evo-Devo"); y (iii) el gen-
centrismo tan extendido durante la revolucion de la Biologia Molecular (de manera que los cambios
en las frecuencias genéticas, aunque se consideren relevantes, quedan acompariados por otros

posibles actores en el proceso evolutivo, como pueden ser la plasticidad adaptativa o la ecologia).
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Una de las innovaciones mds desafiantes, al tiempo que prometedoras en términos
productivos, ha sido la inclusion de la "Teoria de la Complejidad" en los procesos evolutivos. La
idea de la complejidad viene inspirada por la observacion de que algunos tipos de sistemas fisicos
(incluidos los bioldgicos), cuando son lo suficientemente extensos y heterogéneos (en numero y
diversidad de elementos, asi como de tipos de interaccién entre los mismos), muestran una
tendencia espontdnea a la auto-organizacion y al comportamiento complejo y emergente (ver
capitulo 2). Estos fendmenos fisicos traen consigo diversas implicaciones conceptuales sobre la
teorfa evolutiva, pues no unicamente traen a la palestra otras fuentes de variabilidad heredable
(ligadas a la organizacion individual) sino que ponen en entredicho el proceso de Seleccion Natural
per se como unico principio general para explicar la forma y la funcion bioldgica, sugiriendo
incluso la posibilidad de haberla precedido y de explicar su origen durante una evolucién molecular
quimica prebidtica [Hoelzer et al. 2006; Moreno & Ruiz-Mirazo 2009]. La relacion entre la auto-
organizacion y la seleccion natural podria haberse dado de diferentes maneras y en diferentes
ordenes jerdrquicos [Depew & Weber 1995]; no obstante, en un intento de naturalizar y
fundamentar materialmente la SN, una de las tesis mds convincentes es la afirmacion de que "la SN
dispone lo que la auto-organizaciéon propone" (propone, a su vez, en base a lo que la SN ha
dispuesto en el pasado) [Batten et al. 2008]. Estas "propuestas" de la materia auto-organizada
tuvieron quiza un efecto mds critico durante el proceso de origen de la vida, cuando la SN atn no
era lo suficientemente fuerte (dada la escasa variabilidad fenotipica y la dificultad para la
multiplicaciéon y la herencia) [Moreno & Ruiz-Mirazo 2009]. Los procesos auto-organizativos
alejados del equilibrio (unidos a otros procesos de auto-ensamblaje mds cercanos al equilibrio
termodindmico) pudieron haber incentivado la aparicion de una suficiente variabilidad fenotipica
sobre la cual comenzaria a actuar la SN. Esta relacion se encontraria recursivamente reforzada, dada
la presion selectiva de la SN empujando a los mecanismos auto-organizativos a "proponer” cada vez
mads soluciones funcionales (en definitiva, una mayor complejidad funcional), de nuevo sometidas a
SN [Moreno & Ruiz-Mirazo 2009]. Mas adelante en este mismo capitulo daremos una explicacion
mads detallada sobre esta propuesta de emergencia de diversidad funcional a través de mecanismos

organizacionales y su implicacidn con la teoria evolutiva (seccion 3 .4).

Veamos ahora como un enfoque mas fisiologico de lo que ocurre en los organismos puede
darnos una perspectiva mds completa de lo que puede estar ocurriéndoles a los organismos
embebidos en un proceso evolutivo y aportar nuevas claves para entender el propio proceso
evolutivo. No obstante, el enfoque puramente fisioldgico parece no estar llevandonos tampoco muy

lejos, al menos por el camino seguido hasta ahora. Trataremos de explicar a continuacion por qué.
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3.2 La perspectiva fisiologica: mas alla de la Biologia

Molecular

La revolucion de la biologia molecular y la genética, que tuvo lugar a partir de la década de
los afios 1950-1960 dio paso a una comprensién nueva de los organismos. Ya hemos visto mas
arriba como esta revolucion ha influido en la perspectiva evolutiva, produciendo un giro desde una
concepcion correlativa-estadistica procedente de la incursion de la genética de poblaciones (SM)
hacia una concepcion mas mecanistica-causal (representada por la Sintesis Extendida) capaz de
cuantificar y cualificar los efectos de la SN sobre los organismos individuales y poder aplicar
modelos experimentales para probar tales efectos [Pigliucci & Miiller 2010]. No obstante, la
transformacién que ha supuesto el desarrollo de la biologia molecular, llegando mds recientemente

a las 6micas ha tenido quiza un mayor impacto sobre la perspectiva fisioldgica de los seres vivos.

La perspectiva fisioldgica trata de entender la funcién y la forma de los componentes
celulares como pertenecientes a un fodo organizado (ya sea a nivel celular, tisular u organismico).
Esta corriente estd en su origen influida por la tradicién de la Teoria Celular clasica, que pretendia
explicar la biologia en base a sus constituyentes y principios organizacionales minimos, articulados
en torno a sus unidades bdsicas, las células. Dos de los principales precursores de esta teoria,
Theodor Schwann y Jakob Schleiden asentaron los llamados principios de la Teoria Celular en su
libro publicado en 1839: (i) todos los seres vivos estan formados por células y (ii) la célula es la
unidad bdsica de organizacion de la vida (la unidad fisiol6gica minima). Con estas afirmaciones
trataban de fundamentar los fenémenos bioldgicos y la fisiologia de los organismos (cOmo estos se
comportan funcionalmente) en la comprension global de estos componentes o unidades
estructurales bdsicas. La inclusion mds moderna de algunas otras observaciones, como la
composiciéon quimica, la bioenergética, el metabolismo comin a todas las células, y los
intercambios de materia y energia con el ambiente que ocurren a través de sus fronteras, permitieron

especificar que la actividad funcional del organismo ocurre, de hecho, a nivel celular (o por encima

de él).

Tras la explosion de la genética, la disponibilidad de la metodologia y los avances brindados
por la revolucién de la biologia molecular alzaron grandes expectativas sobre la posibilidad de
conocer los mecanismos subyacentes a tal organizacion funcional y, como resultado, conocer el
funcionamiento global de todo sistema bioldgico. Laboratorios de todo el mundo se pusieron manos
a la obra en el reconocimiento y la reproduccién in vitro de cientos de rutas bioquimicas,
interacciones proteicas, sefializaciones biomoleculares, regulaciéon genética, expresion de

mecanismos celulares, etc, practica que sigue siendo la mas habitual en el global de las ciencias
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bioldgicas. Esta practica general se aplica a organismos concretos y paradigmaéticos (Mycoplasma,
E .coli, Bacillus,...) a partir de los cuales - tras un analisis detallado y un intento de integrar éste en
un modelo holistico - se trata de extraer principios generales. El problema reside en que la
extrapolacion de estos principios generales a partir de sistemas concretos tan complejos no es una
tarea nada trivial y esta dificultad, en la prictica, estd llevando a la Biologia Celular a acumular
datos sobre rutas moleculares discretas y, en resumen, a una vision mads detallada pero de nuevo

descriptiva de la biologia.

La enorme ventana abierta al reduccionismo que posibilitan las préacticas actuales de la
bioquimica y la biologia molecular poco o nada tiene que ver con el objetivo fundamental que
subyace a disciplinas como la fisiologia o la teoria celular y muestran, ademds, una serie de
limitaciones relacionadas con sus descripciones tedrico-conceptuales. De hecho, quizd conviene
repasar para hacernos una idea de la magnitud del problema [Westerhoff & Kell 2007]. Segin
destacan estos autores, la representacion de las reacciones enzimaticas entre componentes
moleculares en bioquimica se realiza cominmente mediante dibujos caricaturizados (bolas, flechas,
cajas, ...) representando los enzimas, ligandos, cofactores y flujos de la reaccion, entre otros actores.
Esta representacion, incapaz de reducir y fundamentar las reacciones en términos de ecuaciones
fisico-quimicas es debida al desconocimiento de la estructura molecular exacta de muchos de los
participantes. No tnicamente desconocemos dicha estructura molecular, cualquiera que fuera, sino
que ademas ésta se modifica continuamente y de forma no lineal, dada la interaccion con el resto de
componentes moleculares de la célula (los cuales somos incapaces, de nuevo, de conocer en su
totalidad). Este tipo de problemas de irreducibilidad nos impiden elaborar hipétesis testables y
vuelven intratables los sistemas celulares a un nivel bioquimico. La incapacidad de rastrear todos
los factores que ocurren a la vez en una catalisis bioquimica (en el supuesto imaginario de que fuera
posible tratar de rastrear individualmente una) nos obliga a dar respuestas cualitativas a éstas, en
forma de "si hay efecto o no hay efecto". El resto de detalles cuantitativos debidos al efecto aditivo
de cada uno de los factores interviniendo en la reaccién se perderdn, obteniendo un resultado, por
un lado, inexacto, y por el otro, incapaz de lidiar con los fendmenos emergentes caracteristicos de
un sistema complejo como un sistema bioldgico [Westerhoff & Kell 2007]. En definitiva se genera
aqui una tremenda paradoja, pues visto asi parece que la bioquimica y la biologia molecular son

incapaces de abordar, de hecho, los fenémenos biolégicos.

La metodologia consistente en diseccionar los sistemas celulares en los elementos que los
componen y estudiar estos individualmente trae consigo muchisimos problemas pero, ademas, no es
un buen modelo de lo que estd ocurriendo en el sistema celular. La suma de los resultados del

estudio de las reacciones individuales entre componentes para tratar de imitar su actuacion conjunta
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no tiene por qué parecerse al resultado de una interaccion sistémica de todos estos componentes al
mismo tiempo (dada la no linearidad de los efectos colectivos). Por tanto, a pesar de la innegable
contribucion del enfoque reduccionista derivado del andlisis bioquimico in vitro parece evidente la
necesidad de afadir algo mas, algun otro tipo de aproximacion que vaya "mds alld de las moléculas"
y sea capaz de captar el cardcter sistémico celular. Propiedades colectivas como la auto-
organizacion han sido tradicionalmente consideradas por disciplinas como la fisiologia, la
embriologia o la ecologia; no obstante, en biologia molecular ha habido una tendencia a acallar
cualquier inferencia proveniente de estas ciencias que abordan la complejidad [Callahan et al. 1997;
Purdy et al. 2010]. Por el contrario, es necesario reivindicar una nueva disciplina que aproveche los
detalles moleculares brindados por la biologia molecular y la bioquimica, y que los integre en la
complejidad subyacente a la biologia. Este es precisamente el reto de una joven disciplina llamada

Biologia de Sistemas.

3.3. El reto actual: comprension integrada y exhaustiva de

células vivas
3.3.1. La Biologia de Sistemas: historia y objetivos principales

La Biologia de Sistemas (BS) nace en el cambio de siglo (y de milenio) bajo la influencia de
diversas dreas de investigaciéon que, segin Kohs y Callebaut [2007] pueden ser vinculadas con
alguna de estas dos raices principales. La primera, la raiz composicional, se nutre de todo el
progreso experimental y tecnoldgico de la gendémica y la biologia molecular (principalmente las
Omicas y la bioinformatica de finales de siglo). La segunda, la raiz sistémica es previa y proviene en
gran medida de los modelos matematicos relativos a la teoria del control (sistemas dindmicos) y del

andlisis formal del comportamiento funcional del metabolismo.

El objetivo principal de la BS estd relacionado con encontrar principios generales en la
biologia; para ello, su intencién es entender el funcionamiento interno de un organismo desde su
unidad béasica (la célula) y, en particular, en términos moleculares. Cabe sefalar que este
reduccionismo propuesto por la biologia de sistemas (relativo a buscar respuestas en términos
moleculares) es muy diferente al tipo de reduccionismo ligado a la bioquimica que se ha comentado
antes (mds analitico, cartesiano, relativo a diseccionar en partes) y, por tanto, no se enfrenta a los

mismos problemas que éste. La imposibilidad de encontrar respuestas en las moléculas que
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componen las células, siendo conscientes de que las células estdn compuestas tinicamente por

moléculas es, precisamente, la paradoja que la biologia de sistemas esta tratando de resolver.

La BS parte de la premisa de que existe "algo mas" emergiendo del nivel molecular hacia el
nivel celular (hacia los organismos) que explica las propiedades fenomenolégicas de este dltimo (y,
por tanto, de la vida) y busca las respuestas en la relacion entre la dindmica molecular (las
moléculas como componentes estructurales fundamentales) y la dindmica celular (las células como
entidades organizadas y organizadoras de las moléculas). En esta combinacion de niveles
descriptivos celular y molecular, la BS encuentra un terreno en el que consigue ser suficientemente
cuantitativa para captar las propiedades emergentes de las interacciones no-lineales entre los
componentes moleculares pero, a su vez, contextualizando el estado del sistema -la célula- en
interaccion con el entorno (bioldgico y/o fisico-quimico). A diferencia de lo que ocurre en los
modelos in vitro puramente bioquimicos, esto permitird afiadir la complejidad necesaria para hacer
el modelo mucho mads realista. No obstante esta metodologia no esta exenta de complicaciones y de

potenciales limitaciones.

3.3.2. Metodologia y problemas conceptuales

La Biologia de Sistemas encuentra una de sus raices en la cibernética y el andlisis de
sistemas, que tratan de dar un sentido dindmico y sistémico al funcionamiento de los organismos.
Los modelos cibernéticos aplicados a la biologia buscan explicar la regulacion de los sistemas
bioldgicos a través de su andlisis dindmico. La cibernética bioldgica hace todo esto de forma
abstracta, los unicos datos experimentales que utilizan son los provenientes del analisis de
organismos completos sometidos a determinadas condiciones. A partir de estos datos tratan de
inferir qué estd ocurriendo a nivel molecular mediante su simulacién computacional, pero con muy
pocas referencias a su posible realizacion fisica. Una manera de refinar el sistema cibernético es
completarlo con el analisis matematico de determinadas rutas metabolicas, realizado mediante
ecuaciones diferenciales de flujos metabdlicos conocidos, basados principalmente en las cinéticas
enzimaticas de Michaelis-Menten. Estos modelos matematicos se centran en una ruta en particular,
con pocos componentes y en estados estacionarios. No obstante, consiguen ofrecer datos mds
realistas sobre la cinética de las enzimas involucradas, que se pueden luego aplicar sobre los andlisis

mas dindmicos de la cibernética.

La BS tiene otra manera de conseguir datos moleculares detallados y realistas. Esta consiste
en echar mano de los datos producidos por las llamadas “OMICAS”: la genémica, la proteémica, la
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transcriptomica y la metaboldémica, principalmente. Las omicas tienen su origen en los afios 1990
cuando empezaron a aflorar los proyectos de secuenciacion a larga escala de genomas completos.
La acumulacion de datos moleculares ha producido enormes catdlogos con informacion estructural
sobre secuencias de dcidos nucleicos, proteinas y metabolitos - no obstante, en su mayor parte,
vacios de interpretaciones tedricas sobre su dindmica e interaccion dentro las células. La
introduccion de todos estos datos en los modelos cibernéticos consigue dar un cierto significado
tedrico a los cimulos de datos, al tiempo que, recursivamente, rellenan el vacio de los modelos
tedricos cibernéticos y matemadticos, realimentando la obtencion de resultados cada vez mas

realistas.

En general existen dos maneras de abordar esta integracién entre datos y teoria [Kohs &
Callebaut 2007]. La llamada aproximacion botfom-up consiste en comenzar con los modelos
matemadticos de regulacion metabdlica compuestos por unos pocos componentes e ir afiadiéndoles
complejidad, tanto composicional (procedente de las dmicas) como dindmica (procedente de los
modelos dindmicos). Asi, han podido re-construirse redes dindmicas metabdlicas como las
pertenecientes al sistema regulatorio sensomotor de E.coli [Kitano 2002] o complejas rutas de
sefalizacién molecular [Kholodenko 2006]. Por otro lado, la aproximacién fop-down consiste en
comenzar con un sistema completo, en el cual se intentan ajustar los datos de las dmicas obtenidos
en diferentes estados celulares (para observar sus variaciones dindmicas). Generalmente, enfrentarse
al total del sistema es imposible, dada su complejidad, por lo que gran parte del enfoque top-down
consiste en la identificacion y subdivisién en moédulos funcionales y/o dindmicos. Este trabajo no
estd libre de dificultades y controversia pues la identificacion de funciones en componentes y
modulos moleculares no es siempre tan evidente y puede ser facilmente malinterpretada, dada la
complejidad de los fendmenos metabodlicos. Las funciones (entendidas como contribuciones
distinguibles al mantenimiento del sistema, ver capitulo 2) pueden no asociarse a un sélo
componente o circunscribirse a un determinado compartimento o entorno espacial concreto y son
cominmente compartidas entre diferentes partes de la red total [Kohs & Callebaut 2007]. La
descomposicion en modulos funcionales [Hartwell et al 1999], por tanto, puede deshacer la imagen
de la red metabdlica entendida como un conjunto de rutas de transformacién quimica controladas
por enzimas. Por esta razon, en algunos casos se ha optado por realizar una descomposicion basada
en la estructura fisica de la red, utilizado un criterio de descomponibilidad, al estilo de Herbert
Simon, de determinadas regiones en virtud de sus interacciones (es decir, un mdédulo “unido
naturalmente” serd cualquier region de la red con interacciones dindmicas mas fuertes entre si que
con el resto de la red). No obstante, esta manera de trabajar conlleva igualmente diversos

problemas. Por una parte, las interacciones dindmicas en las que se fundamente el criterio de
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descomponibilidad a menudo reflejardn los intereses particulares del investigador; puede ser posible
otra forma de descomposicion si observamos las interacciones dindmicas bajo otras premisas. Por
otra parte, nos encontramos con el problema de la atribucién de un “significado” (un punto de
referencia comparable) a estos modulos estructurados bajo un criterio no-funcional y que serd
necesario para poder modelarlos (criterio universalmente atribuido en biologia a la forma en
relacion a la funcion bioldgica). Visto de otra forma, la subdivision en modulos basada en un
criterio fisico interactivo saca a relucir problemdticas mayores en torno a la comprension de las
funciones en biologfa. La primera tiene que ver con el papel intrinseco de las interacciones fisicas
propias de los componentes disponibles en el sistema, que podria ser quiza investigado a través de
este segundo tipo de descomposicion modular. La segunda tiene que ver con la propia definicion de
funcién como una contribucién al fotal del sistema pues, a pesar de ser capaces de modelar los datos
cada vez en mas y mds detalle, aun tenemos dificultades en definir qué es, de hecho, la totalidad de
ese sistema. El problema de la individuacion es uno de los temas centrales de esta tesis y se volverd

a €l en los capitulos consecutivos.

A continuacion se revisa una aplicacion concreta de la BS asociada al caso del metabolismo
que ha servido como ejemplo para reconocer la complejidad de los seres vivos y su dificultad para

entenderlos experimental y conceptualmente.

3.3.3. El caso del metabolismo: el Analisis del Control Metabolico

La explicaciéon de los fundamentos del metabolismo como ejemplo idiosincrdsico de
fendmeno bioldgico también ha estado historicamente bajo la influencia del reduccionismo de la
bioquimica. El descubrimiento de las reacciones limitantes (“rate-limiting state”), atribuidas a una o
pocas enzimas concretas de una ruta metabodlica particular y reguladas por algun metabolito de esta
dltima (normalmente el producto final), parecia dar una explicacién convincente al funcionamiento
y regulacion del metabolismo. No obstante, la falta de correlacion directa entre el fenotipo y el
genotipo en los resultados observados en muchos de los experimentos de knock-out genético
empez0 a requerir algun otro tipo de explicacion. La Biologia de Sistemas en su aplicacion a los
sistemas metabolicos esta tratando de desmontar esta visién simplista del metabolismo y de ofrecer

una alternativa mas acorde al funcionamiento complejo celular global.

La herramienta principal encargada de esto se resume en el llamado Analisis del Control
Metabolico (MCA, del inglés “Metabolic Control Analysis’). El MCA surgi6 entre los afios 60 y 70
a partir del descubrimiento de las cinéticas no-lineales a las que respondian las enzimas en relacion
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con sus ligandos, productos y efectores. El funcionamiento no-lineal de las enzimas puede dar
explicacion a tal ausencia de correlacion entre genotipo y fenotipo pero, al ser dependiente de un
efecto colectivo, su mecanismo de actuacion queda oculto bajo la descripcién meramente cualitativa
de “reaccion limitante”. El remplazo de esta descripcion cualitativa por una cuantitativa, basada en
la medida de coeficientes de sensibilidad de las enzimas en respuesta a cambios en muy diferentes
pardmetros propuesto por Higgins en 1963 y extendido por otros autores (principalmente [Kacser &
Burn 1973] y [Heinrich & Rapoport 1974]) dieron origen a esta nueva metodologia de “medida del
metabolismo” [Fell 2007]. El MCA se apoya fundamentalmente en dos ideas y metodologias
distintas, una es el control del coeficiente de flujo (ccf), llevado a cabo por andlisis algebraicos de
sistemas metabolicos estdticos (en estados estacionarios) y la otra es la teoria de sistemas dindmicos
bioquimicos, llevada a cabo mediante simulacion computacional. Entre sus logros explicativos méas
destacados resalta el llamado Teorema de la Suma de Flujos que establece que cualquier enzima de
una ruta metabdlica particular actiia en interaccion y colaboracion con otros componentes de la ruta,
de manera que la suma de sus contribuciones totales da siempre igual a 1. El control de una ruta
metabdlica, antes atribuido a la funcién limitante de una sola enzima, es ahora compartido por todas
las enzimas de la ruta en particular. Este teorema sirvié para dar una explicacion al papel de la
famosa inhibicidn retroactiva (afectando a las reacciones limitantes) como una atenuacion del ccf de
la enzima que estd siendo inhibida y una intensificacion del ccf de los enzimas consumidores del
metabolito inhibidor. En resumen, el MCA puede ayudar a ofrecer una comprension mads integral de
algunas propiedades del metabolismo, como la mencionada inhibicién retroactiva u otras (por
ejemplo: la homeostasis, la regulacion cruzada o la plasticidad de las interacciones regulatorias),
mas alla de la plasticidad de las reacciones enzimdticas por si solas. Este funcionamiento
cooperativo es especialmente importante en uno de los problemas que venimos mencionando, la
atribucion de funciones. La cldsica estructuracion jerdrquica de las funciones de la bioquimica, mas
propia de la mecanica de los artefactos (ver [Jonas & Kording 2017]), en la cual cada componente
particular tiene una determinada funcion que explicard después la funciéon de los modulos de los
cuales estos componentes formen parte, y asi sucesivamente hasta explicar todos los niveles de
organizacion, se tambalea ante los resultados del MCA sobre los sistemas vivos. Tanto la
organizacion funcional individual de los organismos (con interacciones complejas entre niveles
jerarquicos y propiedades emergentes de comportamientos colaborativos) como la historia evolutiva
de estos (que desmonta en muchos casos una correlacion directa, meramente adaptativa, de los
mecanismos seleccionados) imponen una complejidad afiadida, que no responde a su estudio desde

un enfoque teleoldgico cldsico (ver la definicion organizacional de funcién en el capitulo 2).
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3.4 Reconciliacion de la perspectiva fisiologica y la
perspectiva evolutiva

En la filosofia de la biologia, la pregunta de si es posible entender la biologia sin necesidad de
dar una explicacién evolutiva tiene diferentes respuestas, dependiendo en gran medida de la
interpretacion que se le quiera dar a la cuestion. En opinién de uno de los padres de la Sintesis
Moderna, Theodosius Dobzhansky, esto no es posible, tal y como refleja su famosa cita - "nothing
in biology makes sense except in the light of evolution [1973]. Por otro lado, la practica cotidiana
en la mayoria de laboratorios de biologia parece demostrar lo contrario: en su dia a dia, pocos
experimentalistas se preguntan sobre la teoria evolutiva. No obstante, como hemos visto a lo largo
de este capitulo, ni una acepcion estricta como la de Dobzhansky es acertada (como argumentan los
impulsores de la Sintesis Extendida) ni una explicacion puramente mecanicista seria coherente con
el mundo biolégico: la mayoria de sus fendmenos parecen necesitar ambos tipos de explicaciones

de forma integrada.

Al principio del capitulo se discutia la necesidad de revisar la perspectiva actual de la teoria
evolutiva de manera que el papel de la fisiologia de los individuos acarree mayor importancia en los
procesos que guian la evolucion. Este es el principal objetivo de la llamada Sintesis Evolutiva
Extendida (siglas del inglés EES). Por otro lado, también han sido mencionados los problemas que
un enfoque puramente bioquimico o fisiolégico, a pesar de ser tratado de forma cooperativa o
sistémica (por ejemplo a través de principios auto-organizativos), encuentra a la hora de
"descomponer" e interpretar la actividad funcional del metabolismo. En este contexto, la
comprension fisioldgica de la célula es inseparable de su comprension histérico-evolutiva y, mas
bien, existe entre ambas una relacidén causal reciproca [Laland 2011]. Por eso, parecen necesarios
algunos principios adicionales para tratar de integrar ambas dimensiones en una misma teoria

organizativa.

No cabe duda de que la biologia se ha nutrido enormemente de la auto-organizacion, por ser
éste un proceso fisico cuya ocurrencia es ubicua y espontdnea en la naturaleza. De hecho, existen
pruebas de la importancia de los procesos auto-organizativos a lo largo y ancho de la biologia:
desde los patrones de consumo de ATP hasta el control del ritmo del ciclo celular, pasando por la
regulacion de ciertas funciones proteicas o la re-organizacion estructural del citoesqueleto durante
la mitosis [Karsenti 2008]. No obstante, los seres vivos parecen utilizar tal recurso de una manera
muy sofisticada y robusta tomando el control de las condiciones de contorno bajo las que tiene lugar

ese tipo de fenémeno y siendo capaz de (auto-)mantener tal organizacion en el tiempo (al contrario
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que los sistemas auto-organizativos puramente fisicos, cuyas fronteras y patrones de organizacion

dindmico estdn a merced de las condiciones externas).

En concreto, para conseguir un auto-mantenimiento mas robusto, parece necesario el
acoplamiento de procesos auto-organizativos alejados del equilibrio a otro tipo de procesos que den
lugar a estructuras relativamente mas cercanas al equilibrio, como puede ser el auto-ensamblaje
[Moreno & Ruiz-Mirazo 2009]. La consecuencia de tal acoplamiento es que se genera una
actuacion conjunta de estructuras que constrifien los flujos de materia y energia del entorno de
manera global altamente inespecifica por un lado, y otras capaces de hacerlo de forma local y
mucho mas especifica especifica por el otro. Las estructuras especificas constrifiendo a nivel
microscOpico dardn lugar a patrones procesuales que funcionardn como constricciones a nivel
macroscopico y que, recursivamente, afectan a las primeras (las estructuras constrictoras son, en
dltima instancia "coordinadores de procesos") [Moreno & Ruiz-Mirazo 2009]. Los autores de esta
propuesta afirman que sélo asi, en el origen de la vida, procesos bajo control termodindmico
pudieron pasar a estar dirigidos cinética y espacialmente, de forma que pudieran auto-mantenerse.
Como las estructuras para constrefiir los flujos del entorno pueden ser de muchos tipos (hay muchas
maneras de utilizar estos flujos), los sistemas vivos pudieron explorar diversas soluciones para
hacerlo (condicion necesaria para la emergencia de componentes funcionales, ver capitulos 5 y 6).
De esta forma, las funciones quedarian naturalizadas en el fundamento de esta organizacién como
las diferentes contribuciones (en forma de constricciones) al (auto)mantenimiento de la misma
(como se trata de explicar mds adelante en el capitulo 6). Llevada a un nivel quimico, este enfoque
ofrece una posible explicacion de la integracion de los fendmenos fisiologicos en el proceso
evolutivo y engarza muy bien con un contexto como el mencionado antes en este capitulo, en cual
la SN y la auto-organizacion coexistieron como actores selectivos: la variabilidad funcional
propuesta por los sistemas (en gran parte dependiente de su propia organizacion) serd seleccionada
y dispuesta por la SN. Segun se remarcaba en la seccion 3.1., otra de las contribuciones a esta
vision mds integradora proviene de una parte de la disciplina de Evo-Devo, iniciada por Pere
Alberch y que intenta comprender en qué manera el nivel morfogenético pudo haber intervenido en
la evolucién [Etxeberria & Nuifio-de la Rosa 2009]. Estas nuevas concepciones parecen ofrecer una
imagen algo mds amplia y comprehensiva de la biologia en la cual, el proceso evolutivo y la
organizacion individual demuestran un reforzamiento mutuo y una co-evolucién de su influencia
sobre los fendmenos bioldgicos que, la teoria de la evolucion mas clédsica o la bioquimica pura son

incapaces de reflejar.

El muy reciente campo de investigacién llamado Biologia de Sistemas Evolutivos (BSE)

trata precisamente de integrar los enfoques mds mecanistico-individualistas del "cémo" con
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aquellos més historico-colectivos del "por qué". Las separacion que Mayr hizo en [1961] entre
causas proximas (atribuidas a lo fisiologico) y causas ultimas (atribuidas a lo evolutivo) trataria de
ser superada mediante una concepcion causal reciproca entre ambas [Laland et al. 2011, 2013]: las
causas proximas respondiendo y moldeando a las causas ultimas. Esto significa cambiar el modelo
de causacién bioldgica -cldsicamente dicotomico, que separa los procesos sucediendo a escala
espacio-temporal de la vida del organismo y los procesos sucediendo a escala espacio-temporal
evolutiva- por uno reciproco que valore particularmente los procesos fisioldgicos, ontogénicos y la
herencia no-genética como causas evolutivas per se y, en resumen, que promueva un enfoque
integrador de acuerdo al cual puedan estudiarse conexiones causales entre procesos interaccionando
a lo largo de un amplio rango de escalas espacio-temporales [Laland et al. 2013]. Este cambio de
perspectiva nos llevaria a dibujar un mapa genotipico-fenotipico mas comprehensivo que permitiria,
en principio, articular un marco tedrico mas completo para la biologia. Sin embargo, las propuetas
en este sentido todavia son escasas: se trata de un dmbito de trabajo en sus primeros pasos, todavia

enormemente inexplorado, indefinido y, en la practica, aun no muy desarrollado (ver [O'Malley

2012; O'Malley et al. 2015] para una reflexién mas profunda).

La ruptura del esquema dicotoémico de causas proximas (fisiolégico/individuales) y causas
ultimas (histdrico/poblacionales) y su sustitucion por un esquema causal reciproco capaz de integrar
ambas requiere entonces encontrar funciones en el esquema organizacional metabdlico que puedan
aplicarse a diferentes escalas espacio-temporales en biologia. Estas funciones, aun formando parte
del individuo, hallardn el contexto de su cierre causal a nivel poblacional y dentro de una historia
evolutiva. Esta especie de "extension" del cierre causal organizativo queda bien representado por las
funciones trans-generacionales que, como su propio nombre indica son aquellas que tienen su rango
temporal de actuacion extendido mds allda del tiempo de vida del organismo individual
(paradigmédticamente las funciones de los rasgos reproductivos, por ejemplo, la funcién del semen

de inseminar un évulo).

Este tipo de funciones han supuesto tradicionalmente un reto para los enfoques de tipo
disposicional al forzar a estos a enfrentarse a la explicacién no tunicamente de la dimension
organizativa individual de un organismo sino también de su integracion en una dimension histdrica.
Como ya veiamos en el capitulo anterior, la dimension histérico-evolutiva no supone un problema
para definir funciones desde un enfoque etioldgico pues éste utiliza, de hecho, la dimensién
temporal (las adaptaciones) para atribuir funciones (con algunos problemas derivados, ver capitulo
2). No obstante, los enfoques disposicionales y organizacionales que definen funcién en torno a la
contribucién actual a la organizacién del individuo se topan con la siguiente contradiccion: ;cdmo

explicar una funcién que no tiene una contribucion directa al mantenimiento de la organizacion de
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este individuo sino que contribuye a la generaciéon de un individuo distinto funcionando en un
momento también diferente? De forma mas general y en relaciéon a lo que nos compete en esta

seccion, ;cémo incluir la dimension histdrica en la organizacion actual del sistema?

Las perspectivas organizacionales ha encontrado diversas maneras de hacer frente a este - a
primera vista - "problema ontoldgico". Segun [Saborido et al. 2011] las propuestas pueden
diferenciarse en dos grupos. Por un lado, la perspectiva organizacional de [Schlosser 1998;
McLaughlin 2001] caracteriza las funciones como procesos que contribuyen a re-produccion del
rasgo que las produce (no asi tanto del sistema que contiene esos rasgos). De esta forma, las
funciones trans-generacionales, asi como las de los rasgos reproductivos, seran necesarias para la
re-produccién de estos rasgos (aunque sea en otro individuo). La critica principal a esta propuesta,
lanzada por Delancey [2006], va en relacion a la imposibilidad de atribuir estas funciones a un
sistema concreto (con fronteras, una forma estable y, sobre todo, una organizacién interna). Este
autor recalca la consecuente incapacidad ontoldgica de saber si la funcién estd afectando intra-
generacionalmente o trans-generacionalmente y propone un enfoque alternativo que separa las
funciones de auto-mantenimiento como funciones intra-generacionales y las funciones de auto-

reproduccién como funciones trans-generacionales.

Por otro lado estd la otra corriente de perspectivas organizacionales, representada
principalmente por [Collier 2000, Christensen & Bickhard 2002; Saborido et al. 2011; Moreno &
Mossio 2015] (ver capitulo 2) y que atribuyen funciones a los rasgos contribuyendo al auto-
mantenimiento del sistema. Chirstensen y Bickhard solucionan el problema atribuyendo la
autonomia no unicamente a los organismos individuales sino también a otras organizaciones de
orden mayor como poblaciones, especies o comunidades. De esta forma, las funciones intra-
generacionales son aquellas que contribuyen a la organizacién auténoma de los organismos
individuales, mientras que las funciones trans-generacionales son aquellas que contribuyen a una
organizacion auténoma de escala superior. El principal problema de esta propuesta es que el citado
criticismo de Delancey puede aplicarse aqui de igual manera, al encontrar problemas para discernir

qué tipo de sistema conforma, por ejemplo, una especie.

La perspectiva del cierre organizacional (Saborido, Mossio y Moreno, ver capitulo 2) intenta
escapar a la critica ontoldgica de Delancey recalcando que, aunque la organizacion de un organismo
individual y la de un sistema que envuelva mds generaciones (por ejemplo, un linaje) tienen
diferencias en muchos aspectos, estos no son diferentes en cuanto al tipo de cierre organizacional
auto-mantenido del cual forman parte, el cual - y esta es la clave de su propuesta - es continuo (no

varia en el tiempo). Por tanto, la atribucion tanto de funciones intra-generacionales como de
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funciones trans-generacionales es correcta porque ambas contribuyen a la continuidad del cierre
organizacional auto-mantenido. La diferencia entre las primeras y las segundas es la escala
temporall que estemos utilizando para explicar una u otra funcién: las funciones intra-
generacionales las encontraremos a una escala temporal mds corta y las funciones trans-

generacionales a una escala temporal mayor.

Como se estd viendo a lo largo de este capitulo, son varios los problemas con los que se
enfrenta ésta o cualquier aproximacion integradora de los sistemas bioldgicos: las tradiciones gen-
centristas y reduccionistas, la tendencia a la biologia descriptiva, el externalismo, etc. Uno de los
problemas clave que impide seguir esta linea de trabajo es la ausencia de conceptos que ayuden a
identificar el tipo de problemas al que se enfrenta y, consecuentemente, el tipo de soluciones que
deben ser investigadas. A pesar de las criticas de algunos autores, que han considerado la
comprension de los individuos bioldgicos bajo premisas en torno a la integracién funcional o el
concepto de autonomia como "vagas y poco utiles" [Clarke 2013], hemos visto que el marco tedrico
de la autonomia resulta, por el contrario, prictico y preciso a la hora de naturalizar los fenémenos
fisiologicos de las células y tratar de fundamentar su origen e integracion en una historia evolutiva.
Repasamos a continuaciéon mds detalladamente en qué consiste esta propuesta conceptual y si

realmente ofrece mejores perspectivas integradoras.

I La escala temporal es un concepto central en la definicién de funcién en el marco de la autonomia biolégica pues para describir un
cierre organizacional lo esencial serd describir una dependencia funcional (una correlacién) entre momentos distintos de esa
organizacién (ver [Moreno & Mossio 2015] pag 18]. Un cierre organizacional en un periodo de tiempo puede ser una de las
instancias temporales de otro periodo de tiempo mds amplio en el que se esté dando otro cierre organizacional.
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3.5. Basqueda de conceptos y principios adicionales

3.5.1. La teoria de la autonomia y la perspectiva organizacional

El objetivo principal de la teoria de la autonomia bioldgica [Moreno & Mossio 2015],
enmarcada dentro de una perspectiva organizacional de los sistemas vivos, es el de naturalizar todas
las propiedades fenomenolédgicas de la biologia (a nivel fisioldgico, ecoldgico y evolutivo) en un
tipo de organizacion caracteristica de la materia. Para hacer esto de manera formal seria en principio
necesaria la especificacion de un régimen causal caracteristico y de una serie de nociones
conceptuales asociadas a éste. En el capitulo 2 adelantdbamos ya alguna de estos conceptos al
hablar de la perspectiva organizacional de las funciones pero, dado que las hipétesis centrales de
este ensayo orbitan alrededor del concepto de autonomia, conviene aclararlo brevemente un poco

mejor.

En el nucleo constitutivo de la idea de los sistemas bioldgicos como sistemas auténomos se
encuentra el principio de auto-determinacion. Los sistemas biolégicos funcionan (hacen algo) para
continuamente mantener su constituciéon (ser algo); recursivamente, el mantenimiento de esta
constitucion les permitird seguir funcionando. A este régimen causal de dependencia mutua se le ha
denominado técnicamente cierre y ha sido utilizado histéricamente con méds 0 menos peso por
diversos autores (Varela, Pattee, Rosen, Kauffman) para dar una explicaciéon a la organizacion
bioldgica; algunos de ellos volveremos a mencionarlos mds adelante. Bajo la perspectiva auténoma,
no obstante, el principio de auto-determinacion no estd expresado en la biologia bajo cualquier tipo
de cierre. En los sistemas bioldgicos este cierre ha de involucrar una cierta organizacion en la cual
la dependencia mutua se de a través de diferentes constricciones actuando sobre los flujos
termodindmicos de intercambio con el ambiente (los sistemas bioldgicos son sistemas autonomos

con un régimen causal organizacional cerrado pero un régimen termodindmico abierto).

Estas constricciones, actuando dentro de un régimen causal autbnomo, son los ingredientes a
los que se pueden atribuir funciones y como, por definicién, la organizacién de este régimen
requiere de una dependencia mutua entre constricciones, serd necesaria la presencia de mds de una
actuando al mismo tiempo?. Es aqui donde se fundamenta la definiciéon de funciéon que ddbamos en

el capitulo 2 como cualquier componente (o conjunto de componentes) identificable con una

2 Como aclaracién, veamos el caso de los sistemas disipativos fisicos (por ejemplo, una llama o un huracén). Estos sistemas estin
auto-determinados mediante un cierre causal llevado a cabo por una constriccién del flujo termodindmico: la produccion del patrén
macroscopico que mantiene sus limites y permite su continuidad. No obstante, al no poder diferenciar distintas constricciones no es
factible atribuir a estos sistemas una organizacién a especificar en términos de sus componentes y, por consiguiente, tampoco ninguna
funcién.
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contribucién diferente al mantenimiento del sistema (es decir, al cierre organizacional). La
diferenciacion de funciones es necesaria no unicamente debido al requisito organizativo de la
autonomia bioldgica, sino también por la propia naturaleza del régimen causal del cual ésta emerge.
Ya hemos comentado que la auto-determinacion es un principio central pero no suficiente para
describir la autonomia; los sistemas auténomos no solo generan intrinsecamente las normas que los
constituyen (auto-determinacion simple) sino que, ademds, son capaces de modular estas normas de
acuerdo a sus necesidades en un contexto determinado (auto-determinacion en un sentido mas
fuerte, menos contingente, mds identitario). El cierre causal que da lugar a un sistema autébnomo
estard compuesto de, al menos, dos niveles: un cierre central dedicado a la constituciéon de las
normas (a la fabricacion de las constricciones) y un segundo cierre, procedente y dependiente del
primero, dedicado a su regulacion (en relacion al contexto). Al primero de estos cierres causales se
le refiere como la dimension constitutiva de la autonomia mientras que al segundo es referido como

su dimension interactiva’.

Las funciones dedicadas a la dimension interactiva de los sistemas auténomos son también
denominadas capacidades agenciales o agencialidad. La agencialidad hace referencia a la
capacidad de los sistema auténomos de actuar sobre su ambiente, aprovechdndose de €l o
modificandolo en su propio beneficio. Este subconjunto de funciones del sistema es muy importante
pues serd responsable de la primera forma de constriccion de los procesos y flujos termodindmicos,
que después se integrard al resto del cierre causal constitutivo (es decir, serd responsable de la
viabilidad termodindmica del cierre organizacional auténomo). La combinaciéon de ambos cierres
causales, agencial y constitutivo, define el metabolismo desde la perspectiva autonoma. En
definitiva, un sistema auténomo serd aquel que posea autonomia, o lo que es lo mismo, una
organizacion internamente regulada (mediante diferenciacion funcional y meta-funcional) y
agencial (dependiente de una apertura termodindmica). Los organismos bioldgicos encajan con esta

definicidn y, por tanto, pueden ser tratados plenamente como sistemas autonomos.

La perspectiva metabdlica de la vida (basada en cierres organizacionales del tipo al
comentado mds arriba) habia sido ya investigada teéricamente por algunos autores, sobre todo por
aquellos interesados en sus origenes en relacion a su definicion. Por un lado, tenemos el importante
trabajo de Stuart Kauffman sobre redes autocataliticas [1986] en las cuales un conjunto de
catalizadores logra una dependencia mutua entre si, de forma que cada uno de ellos constrifie una

reaccion quimica que produce (al menos) uno de los catalizadores del conjunto. Este trabajo clasico

3 Las dimensiones constitutiva e interactiva tienen entre s una dependencia mutua pues las funciones de la dimensién interactiva, por
ser constricciones pertenecientes al sistema, serdn absolutamente dependientes de la dimensidn constitutiva, encargada de producirlas
en primera instancia. Y viceversa: sin las funciones interactivas el mantenimiento del sistema alejado del equilibrio no es viable y,
por tanto, su régimen constitutivo se desintegra, mds pronto que tarde.
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fue continuado, en tiempos mds recientes, por un intento muy interesante de incluir aspectos
termodindmicos a su modelo: nos referimos aqui a sus reflexiones sobre los ciclos de Trabajo-

Constriccidn y los sistemas con "cierre en un espacio mas amplio de tareas cataliticas" [2000].

Otro de los enfoques tedricos que (de forma reconocida) mds profundamente ha inspirado a
los autores de la teoria de la autonomia es el de Robert Rosen en torno a lo que €l llamo 'Cierre de
causas eficientes' [1991], dado su profundo anélisis formal del cierre organizacional caracteristico
de los sistemas bioldgicos. Rosen, utilizando la terminologia aristotélica, plantea un doble régimen
causal en los sistemas bioldgicos: la coexistencia de, por un lado, una causacién eficiente cerrada
(un cierre organizacional funcional) y, por el otro, una causacion material abierta (permite la
interaccion de materia y energia con el entorno). Estos dos regimenes causales emergen del
funcionamiento recursivo y auto-determinado de los sistemas bioldgicos, en el cual todos los
componentes que lo conforman son causas eficientes (hacen algo) y, a la vez, son causas materiales
(son algo). Las causas eficientes (entenddmoslas como funciones) encargadas de mantener tal
organizacion son de tres tipos: metabdlicas, de reparacion y de replicacion. Rosen llamé a estos
sistemas "sistemas M,R" (Metabolismo-Reparacion) para representar como la organizacion celular
en forma de procesos metabdlicos catalizados por componentes materiales (Iéase enzimas) puede
ser continuada gracias otro tipo de procesos de reparacion, catalizados por otro tipo de componentes
materiales procedentes de los procesos metabdlicos primeros. Los procesos de replicacion (més
tarde re-interpretados por Letelier y colaboradores [2006] como funciones de estabilidad
organizacional) pueden ser entendidos como procesos de regulaciéon promovidos por componentes
que actuan modulando el funcionamiento de los procesos de reparacion, en forma de segundo ciclo

causal de regulacion sobre el primero (ver figura 3.1).

Figura 3.1. De [Cronish-Bowden et al. 2007].
Representacién del esquema de Rosen de los
sistemas Metabolismo-Reparacion (M,R) que
describe la organizacion celular metabdlica como

S
|§ un doble cierre causal: un cierre funcional cerrado
(J& y un cierre material abierto (de interaccion). Tanto
f como B son siempre al mismo tiempo causas y
efectos materiales y causales. La organizacién de
» este cierre estd garantizada mediante la inclusién
. de elementos @, generando un segundo cierre a

Metabolismo

modo de regulacién sobre el primero.

Imaginemos el funcionamiento metabdlico de una bacteria consumidora de glucosa: la

glucodlisis (entre otros procesos metabdlicos) se encargard de consumir la glucosa mediante la
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actuacion de las enzimas. Los productos de las reacciones enziméticas (por, ejemplo, el ATP o la
Ac-CoA) serdn los componentes estructurales destinados a re-constituir (reparar, remplazar) las
enzimas que los producen en el proceso de reparacion enzimdtica pero, a su vez, funcionardn como
efectores positivos o negativos (constricciones) para modular su funcionamiento en el proceso de
regulacién enzimadtica. Los componentes estructurales de estos sistemas estdn, por tanto, siempre
sometidos a un doble cierre causal organizacional: uno involucrando (y que los involucra en) su
produccién y otro involucrando (y que los involucra en) la regulaciéon de su continuacién o

mantenimiento.

En términos de la teoria de la organizacion auténoma, para completar el esquema, seria
importante considerar algunas implicaciones adicionales: la glucosa (entre otros recursos materiales
y energéticos) tiene que obtenerla del exterior y, por tanto, el sistema debe estar abierto a un
intercambio causal con el ambiente, involucrando a éste en su organizacién en pos de su propio
beneficio. Seria necesario, en otras palabras, incorporar ese doble cierre organizacional a modo de
"seguro para la persistencia" ligado a su apertura y "conquista" de los flujos materiales y
termodindmicos externos (agencialidad), conviertiendo a los o sistemas M,R en entidades con una
identidad organizacional extremadamente fuerte que los distingue, definitivamente, de los sistemas

meramente fisicos.

El modelo de Rosen describe el funcionamiento auto-productivo del metabolismo en un
lenguaje meramente formal y, utilizando operaciones ldgicas matemadticas, consigue justificar el
cierre causal eficiente que, en su definicidn, se satisface en los sistemas bioldgicos. No obstante, la
analogia de este cierre causal eficiente con un sistema bioldgico resulta algo trivial sin la
consideracion, por un lado, de los requerimientos termodindmicos y, por el otro, de una membrana
semi-permeable [Hofmeyr 2017]. La importancia de la membrana en la descripcién tedrica de un
sistema bioldgico es una de las principales aportaciones de la teoria autopoiética de Maturana y
Varela [1973]. Esta teoria, que se explicé en mds detalle en (2.1.1), resalta la importancia de la auto-
produccion de una frontera para la caracterizacion bdsica de la organizacion bioldgica, entendida
por la autopoiesis como una identidad que fabrica los componentes necesarios para diferenciarse de
su entorno. La teoria de la autonomia estd influida en gran medida por la teoria autopoiética en dos
aspectos: el primero es la importancia de la diferenciacion de un medio externo y uno interno
(individuacidn) y el segundo es la auto-produccion. No obstante, la interpretacion que la teoria de la
autonomia hace de estas ideas, al incluir el aspecto termodindmico (las entradas y salidas de flujos
de materia y energia) resulta bastante mas sustanciosa en términos bioldgicos que la que hace la

teoria autopoiética. Esta tltima, al ignorar el funcionamiento disipativo de cualquier célula viva,
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expone tales conceptos de una forma demasiado vaga y abstracta dificilmente analizable de forma

empirica.

Finalmente, las investigaciones de Tibor Ganti en torno al 'Chemoton' son de las mas
cercanas a la idea de sistema auténomo, sobretodo si concebimos sistemas autéonomos con
capacidades evolutivas abiertas: es decir, un "super-sistema" capaz de realizar una organizacion
biolégica minima [1975; 2003]. El 'Chemoton' se compone de tres ciclos autocataliticos
funcionalmente dependientes: el primero es una red metabdlica, encargada de producir el material
necesario para los otros dos, el segundo es una membrana que gestiona la interaccién con el entorno
y, el tercero es la polimerizacion de una plantilla que funciona como control o sistema regulatorio,
afectando al rendimiento de la red metabdlica. Marcando un paralelismo con la organizacion
funcional regulada y agente de los sistemas autonomos, podemos considerar los tres ciclos
autocataliticos como tres clases de constricciones (de funciones) distintas: la red metabdlica
representaria las funciones constitutivas, la membrana la funcién interactiva y la plantilla
regulatoria representaria las funciones dedicadas al doble cierre causal necesario para promover la
continuacion de esta identidad auto-mantenida. Cabe sefalar que tanto el modelo de Ganti como el
modelo de la autonomia bioldgica, a diferencia de los otros modelos mencionados (Kauffman,
Rosen y Varela), tienen en cuenta el aspecto histrico-evolutivo en la descripcion de la organizacion
bioldgica. Ganti incluye un ciclo autocatalitico dedicado al registro funcional de la red metabdlica;
la autonomia, mediante el funcionamiento dependiente de contexto [Juarrero 1999; 2000] de las
constricciones que forman parte de su cierre organizacional, abre una ventana a la generacion de

novedad, a la variabilidad y, consecuentemente al progreso evolutivo.

3.5.2. Implementabilidad experimental de la teoria de la

autonomia

Los conceptos con los que se ha venido definiendo la organizacién bioldgica parecen encajar
bastante bien para describir la vida a nivel tedrico pero ;cudnto de todo esto se puede instaurar en
un modelo experimental que permita aplicarlos a la Biologia de Sistemas (o a la biologia sintética)
para la comprensién de los fendmenos bioldgicos dentro de una teoria celular mds completa o
informativa? La naturaleza hipercompleja de los sistemas bioldgicos actuales, incluso en el caso
mds simple de los organismos unicelulares, puede enmarafiar el proceso de identificacion de la base
material de estos conceptos tedricos. Durante el proceso evolutivo, la estructura organizacional de

los organismos ha ido reforzdndose, enriqueciendo éstos con una enorme cantidad y variedad de
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constricciones que reafirman y mantienen su identidad, incluso mediante diferentes niveles de
organizacion (multicelularidad, ecosistemas) y cronoldgicos (reproduccion sexual) [Ruiz-Mirazo et

al. 2000; Ruiz-Mirazo & Moreno 2012; Arnellos et al. 2014; Moreno & Mossio 2015].

La concepcion de la autonomia como una forma de organizacién material-causal con unas
caracteristicas determinadas nos permite partir de un andamiaje tedrico suficientemente concreto
como para ser explicativo pero también suficientemente general como para poder ser aplicado a las
diferentes capas de complejidad adquiridas durante la evolucion. Los cambios que los organismos
han llevado a cabo durante su historia evolutiva, necesarios para superar los diversos retos y cuellos
de botella con los que se han ido encontrando por el camino, se pueden interpretar como versiones
cada vez mds complejas de la misma estructura identitaria, su organizacién auténoma [Ruiz-Mirazo
& Moreno 2012]. La posibilidad de identificar la autonomia en sus diferentes formas organismicas a
lo largo del proceso evolutivo nos permitird "ir hacia atrds" en el mismo (en lo que nosotros hemos
llamado un enfoque genealdgico, ver capitulo 4) para poder explorar sus versiones mas simples, los
requisitos composicionales bdsicos y la estructura organizacional minima que permita su
emergencia. Este nivel mas bajo de complejidad que nos transporta a etapas del origen de la vida y,
por tanto, a un escenario fisico-quimico prebidtico, resulta mds accesible a una exploracién
experimental exhaustiva. Los requerimientos materiales para la obtencion de un sistema autdbnomo
son exigentes, pero no tanto como para tener que buscarlos Unicamente en organismos ya muy
complejos. De hecho, algunos tipos de mezclas quimicas funcionando de forma sistémica muestran
comportamientos complejos interesantes para la busqueda de una organizacién auténoma (ver
capitulo 5). Por supuesto existen muchas complicaciones, la implementacion quimica del cierre
organizacional que exige la autonomia requiere de un minimo grado de complejidad que es dificil
de conseguir experimentalmente (y, para muestra, su falta de comprobacién o implementacion
experimental hasta la fecha). En el siguiente capitulo se hablard de una alternativa de simplificacién
mediante el enfoque genealdgico y de una propuesta para superar la dificultad del limite de

complejidad impuesto, relacionada con un aumento de la diversidad composicional molecular.

Aunque las contribuciones cientificas realizadas durante esta tesis doctoral han estado
dirigidas sobre todo a abordar la dimension sincronica de la autonomia, es decir, su realizacion en
la organizacion de una protocélula individual (ver capitulo 7), cabe destacar que la implementacion
de la autonomia es también realizable en su dimensién diacrénica (o historico-evolutiva), es decir,
en relacién a las propiedades que adopta y aporta en el contexto de poblaciones protocelulares.
Como también se menciona en el capitulo 7, éste es un tipo de experimentacion que esta llevando a
cabo principalmente Jack Szostak en la universidad de Harvard mediante la realizacion de ensayos

de competicion/seleccion de poblaciones protocelulares con diferentes grados de fitness relativo a su
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estabilidad, robustez y perdurabilidad (auto-manteniemiento) [Chen et al. 2004; Adamala & Szostak
2013]. De momento no se puede decir que las protocélulas utilizadas en los experimentos de
Szostak logren una minima autonomia. No obstante, es una linea de trabajo de gran potencial [Ruiz-
Mirazo et al. 2017]. Poblaciones protocelulares que pudieran exhibir diferentes eficacias en la
realizacion (o el intento de realizacién) de la autonomia permitiria, por un lado, probar las ventajas
evolutivas que ésta confiere a los individuos protocelulares y, por el otro, explorar qué

caracteristicas y mecanismos funcionales pueden aparecer, ser seleccionados o co-evolucionar.

61



CAPITULO 3. HACIA UNA TEORIA DE LA ORGANIZACION BIOLOGICA
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Capitulo 4

LA ESTRATEGIA GENEALOGICA:
ESTUDIANDO EL DESPLIEGUE DE LA
ORGANIZACION BIOLOGICA EN
DIFERENTES CAPAS DE COMPLEJIDAD

Como hemos visto en el capitulo anterior, la Biologia de Sistemas ha desarrollado una
metodologia basada en aprovechar los avances reduccionistas de la biologia molecular sumados al
analisis sistémico de los datos mediante herramientas informaticas cada vez mas sofisticadas, con el
objetivo de entender la célula como un todo individual y construir un escenario mas completo y
realista del la organizacion bioldgica. Sin embargo, la acumulacion masiva de detalles
experimentales y su combinacién con modelos matematicos y bioinformadticos parecen no ser una
via lo suficientemente fructifera para el avance en la comprension de los sistemas bioldgicos. De
hecho, la dindmica y la organizacién celular imponen algunas limitaciones metodoldgicas y

conceptuales que necesitan ser revisadas en mayor profundidad.

Una de las principales limitaciones esté relacionada con la hiper-complejidad intrinseca a la
célula; por muy simple que ésta sea, el ndmero y tipo de componentes y procesos, actuando unos
sobre otros, generando redes, ciclos, efectos superpuestos, etc, es simplemente inabarcable. La
Biologia de Sistemas intenta simplificar este escenario de varias formas, resumidas en sus

metodogias bottom-up y top-down de sistemas fragmentados (ver capitulo anterior). Al enfrentarse a



los sistemas bioldgicos, aunque sea s6lo por partes (partes de una red metabdlica o de una ruta o
mecanismo concreto), la Biologia de Sistemas se topa siempre con los problemas relativos a la
complejidad intrinseca de la vida, pues el funcionamiento de estas rutas, mecanismos y redes s6lo
tiene sentido si estan inmersos en dicha complejidad. En el capitulo 3 adelantdbamos que la teoria
de la autonomia puede darnos un marco tedrico apropiado para tratar de estructurar la organizacion
subyacente a la complejidad bioldgica mediante una serie de requerimientos causales y formales. La
ventaja del concepto de sistema auténomo es que puede utilizarse como "puente" para abarcar el
fendmeno de la vida en todas sus etapas historicas y grados de complejidad (incluso en etapas infra-
bioldgicas) [Ruiz-Mirazo & Moreno 2004]. Esto significa que cualquier tipo de organizacién
bioldgica cabe dentro de la definicion de sistema autdnomo, desde toda la diversidad de organismos
actuales y pasados, hasta la primera forma celular en el origen de la vida e incluso antes de ésta, en
el camino prebidtico hacia su completa integracion. Poder identificar el esquema de la organizacion
auténoma en todas las etapas del proceso evolutivo bioldgico y prebidtico nos va a permitir seguir
una estrategia genealdgica para identificar el fundamento de esta organizacién en sus diferentes
capas de complejidad. Mediante esta estrategia, en un viaje regresivo, se tratard de identificar qué
propiedades sustentan la organizacion autonoma en etapas de complejidad mds simples y, al fin, qué

requisitos organizacionales son minimos para su origen.

El ambito de origen de vida ha sido ya previamente utilizado para tratar de dar una
definicion de vida a partir de una version simplificada de la misma. Estas simplificaciones han
consistido, tradicionalmente, en centrar toda la atencidén en un tipo de molécula y los fenémenos
moleculares asociados a ésta y, a partir de ahi, derivar el resto de propiedades bioldgicas. No
obstante, en este capitulo se verd que este tipo de aproximacién conlleva severas limitaciones para

explicar la evolucidon molecular que dé lugar a la complejidad organizativa propia de una célula.

Por el contrario, la exploracion genealdgica de la autonomia que aqui se propone, permitird
hacer una simplificacion alternativa que tenga en cuenta la complejidad organizativa desde el
principio. Los requerimientos materiales para la satisfaccion de este nivel minimo de complejidad
pueden ser algo mds exigentes que en los modelos tradicionales de origen de vida pero, también,
destacadamente mds fructiferos (a la hora de generar diversidad funcional y prospeccién evolutiva).
Ademads, veremos cémo lidiar con la complejidad en un escenario prebidtico puede no ser tan
complicado si se tiene en cuenta una mezcla quimica lo suficientemente diversa que permita la

aparicion y actuacién conjunta de patrones colectivos.
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4.1 Modelos tradicionales de origen de vida

Dentro del tipo de simplificaciéon de la organizacién bioldgica realizado en un contexto de
origen de vida, el enfoque mds popular ha consistido en buscar un tipo de molécula que, por si sélo,
muestre caracteristicas bioldgicas y sea capaz de dirigir la evolucién molecular hacia la formacién
de un sistema biol6gico pleno. Al basar su busqueda en un sélo tipo de molécula vy,
consecuentemente, en un solo tipo de fendmeno molecular, la definicién de vida depende del tipo de
molécula elegido y lo que éste sea capaz de hacer. Por ejemplo, los modelos basados en las
moléculas de ARN otorgan mds importancia a la capacidad replicativa como propiedad para definir
vida y los modelos basados en proteinas buscan en las reacciones cataliticas de un metabolismo
primigenio la primera forma de organizacién bioldgica. La falta de consenso en cuanto a qué
proceso es mds fundamental para definir vida no es el dinico problema que encontramos con este
tipo de enfoque reduccionista. El problema mds grave que encontramos con esta aproximacion es la
dificultad para explicar cémo, a partir de un tnico tipo de fenémeno molecular, la biologia ha
obtenido mds tarde el alto grado de integracion entre muy diferentes procesos que caracteriza hasta
la célula més sencilla. Veamos a continuacion un poco mds en detalle las tres aproximaciones mas
clasicas al origen de vida, simplificaciones que se realizan tomando como punto de partida un sélo

tipo de molécula.

4.1.1. El mundo ARN

“At some point a particularly remarkable molecule was formed by accident.”
Richard Dawkins 1976

El mundo de ARN atribuye el origen de la vida al origen de las primeras moléculas
replicativas. Esta hipotesis se remonta a las hipétesis de J.B.S. Haldane sobre un proceso abiogénico
de formacidon de las primeras células a partir de una “sopa prebidtica” de componentes. Seguin esta
teorfa la vida se origin6 mediante la “congregacion apropiada” y espontdnea de moléculas auto-
replicativas encerradas en una “pelicula de aceite”. El descubrimiento de la estructura de doble
hélice de la molécula de ADN [Watson & Crick, 1953] apoy6 fuertemente esta hipdtesis al mostrar
que el mecanismo de auto-replicacion mediante el cual se hace posible el ensamblaje espontdneo de
dos cadenas de 4cidos nucleicos en principio se basa en la simple complementariedad entre sus
respectivas bases nitrogenadas. Von Kiedrowski, de hecho, se encargé de demostrar que la auto-

replicacion de una molécula de ADN de cadena sencilla compuesta por 6 nucledtidos puede darse
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de forma prebidtica en ausencia de enzimas [von Kiedrowski 1986; von Kiedrowski et al. 1991].
Por otro lado, los avances en evolucién artificial "in vitro" [Mills et al. 1967], el descubrimiento
posterior de la capacidad catalitica de la molécula mds sencilla de ARN [Guerrier-Takada et al.
1984, Cech 1985] se considerd la ‘piedra roseta’ que justificaba este planteamiento en el que el
ARN seria el "eslabon perdido", como molécula con simultdneas capacidades de contener
informacion, de replicarla y de ser funcional. El escenario de un “mundo ARN” fue propuesto por
primera vez por Walter Gilbert y consiste en un modelo en el que el proceso evolutivo comenzd con

la catalizacion por parte del ARN de su propia sintesis y auto-replicacion [Gilbert 1986].

4.1.1 (1) Las cuasi-especies, el 'hiperciclo' y otros modelos de un mundo ARN

El modelo de cuasi-especies [Eigen 1971; Eigen & Schuster 1979] trata de explicar de forma
cualitativa la evolucién darwiniana de un conjunto de unidades replicativas como aquellas descritas
en la propuesta de un "mundo ARN". Una cuasi-especie es una distribucion en forma de nube de
secuencias moleculares con un genotipo cercano (con la misma funcién pero distinta especificidad)
caracterizada por una secuencia master muy frecuente rodeada de una gran diversidad de secuencias
relacionadas en menor frecuencia. La generacion de una cuasi-especie se da a partir de una especie
molecular (la secuencia master) que, al replicarse, produce errores y genera esta nube de mutantes
con secuencias similares. El espectro completo de los mutantes mds la secuencia master es llamado
cuasi-especie molecular. A pesar de que en la distribucion interna de la cuasi-especie el porcentaje
de secuencias mutantes es mayor que el porcentaje de secuencias master, el nimero de individuos
mostrando fenotipicamente las mutaciones (en unas condiciones ambientales determinadas) es
mucho menor. Los factores externos serdn los responsables de seleccionar la distribucion que se
adapte mejor en cada contexto; por eso, la nube de mutantes funciona como “reserva” (o como
memoria, como en el caso de ciertos virus [Ruiz-Jarabo et al. 2000, 2002; Briones et al. 2003])
pudiendo pasar algunas secuencias mutantes a ser secuencias master y viceversa. Estas cuasi-
especies moleculares han demostrado su importancia bioldgica en la distribucién genotipica de
determinados virus (cuasi-especies viricas) [Domingo et al. 1978; 2001; Domingo 2000] y su

relevancia en la evolucion de secuencias cortas de ARN [Diaz-Arenas & Lehman 2010].

La cantidad de informacién que puede contener una molécula de ARN de cadena sencilla es
limitada e inestable y, por tanto, su capacidad para evolucionar hacia grados mds altos de
complejidad también lo es. La triada de requisitos de cualquier sistema sometido a una evolucién

darwiniana (multiplicacién, variabilidad y herencia) impone algunas limitaciones a estos polimeros

66



cortos, supuestamente primitivos, de ARN. La tasa de mutaciéon de secuencias ribonucleicas
(indirectamente proporcional a su tamafio) convierte estas secuencias en cadenas lineales altamente
inestables. Si su estabilidad no es controlada de algtin modo (como

lo es, de hecho, mediante los mecanismo de “proof-reading” en

los actuales sistemas bacterianos y eucariotas) el sistema sufrird /' @ \
directamente una catastrofe en su replicacion y perdera toda la @ @
informacién adquirida hasta el momento (error-catastrophe). El :
modelo del Hiperciclo [Eigen & Schuster 1979] trata de proponer \ /
un escenario viable para la existencia de un “mundo-ARN” @ @
-—
mediante una forma natural de organizacion de las moléculas m/El\
auto-replicativas. ETH o \

Un ‘hiperciclo’ se define como un ciclo catalitico global @ @\
formado por varios ciclos cataliticos auto-replicativos ; EZ
interconectados (ver figura a la derecha: la autoproduccién de I; E/' Q

= 1, 3
catalizaria la autoproduccion de I» que catalizaria la ‘\E{

autoproduccion de Is....hasta I,). Mds concretamente, la actividad
de las moléculas auto-replicativas portadoras de informacion (I,) se traduce en la produccion de

catalizador (En) de la replicacion de la siguiente molécula portadora de informacién.

La popularidad del “mundo ARN” continda hasta el dia de hoy, siendo la perspectiva con
mas adeptos en el ambito de investigacidn sobre el de origen de la vida. Como prueba, la cantidad
de experimentos y pruebas que la sustentan son considerablemente altos. Ademds del modelo
tedrico del ‘Hiperciclo’ existen diversas pruebas moleculares, siendo la mdas importante el
descubrimiento del ARN autoreplicativo (afios 90, Wright & Joyce). Otras muchas pruebas “f6siles”
presentes en la biologia actual y prueba de un mundo antiguo de ARN son: el descubrimiento de
riboreguladores (que aparecen en todos los seres vivos), los intrones autocataliticos, las ribozimas
como la ARNasa o las snRNP (que intervienen en los procesos de maduracion del ARN), el
ribosoma (cuya procedencia pudo ser un ARN catalitico al que se le fueron afiadiendo péptidos y
proteinas de apoyo), las retrotranscriptasas y ARN-replicasas (vestigio de la transiciéon de un mundo
"ARN-proteina" a uno "ADN-ARN-proteina), los retrotransposones (que pudieron haber sido
causantes de la evolucidén primogenia) o la ribointerferencia (propuesto como un mecanismo de
regulacién primitivo en el cual el ARN detectaba secuencias que no debian estar en la célula).
Mediante evolucién in vitro, por mencionar algunos experimentos, se ha conseguido demostrar a
aparicion de aptdmeros de ARN a partir de librerias de secuencias aleatorias que progresivamente

mejoran sus sitios de unién a moléculas pequefias [Ellington & Szostak 1990] y la seleccion
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espontdnea, entre un grupo de secuencias aleatorias de ARN, de ciertas secuencias cataliticas
(ribozimas) capaces de unir, con mayor o menor efectividad, dos fragmentos de ARN previamente
alineados mediante una plantilla [Bartel & Szostak 1993]. Recientemente se ha publicado la
generacion de una ribozima funcional obtenida mediante evolucion molecular 'in vitro', capaz de
replicar ARNs y, ademds, generar varios ribozimas funcionales, aptdmeros e incluso tARN

[Horning & Joyce 2016].

La antigliedad de la molécula de ARN y su importancia en alguna de las etapas de la
evolucién prebidticas es algo de lo que no cabe duda, dado su papel central en la organizacién
bioldgica, la enorme conservacion de los mecanismos asociados a ella y su promiscuidad funcional.
La molécula de ARN debi6 aparecer en algiin momento temprano durante el proceso evolutivo; la
pregunta es, ;cuan temprano? La molécula de ARN es una molécula bastante compleja, dificilmente
sintetizable de forma espontdnea en condiciones prebidticas y sin ayuda de enzimas. Aunque la
abiogénesis de ésta molécula ha sido demostrada por varios grupos, notablemente el de John
Sutherland y su equipo [Powner et al. 2009], estos mismos afirman que las condiciones para que su
sintesis suceda de forma natural, sin la ayuda de un sistema mds complejo, son muy fortuitas. Este
hecho hace complicada su aparicién espontdnea y su preexistencia a la aparicion de sistemas mds
complejos y mas cercanos a la célula. ;Podemos imaginar un sistema complejo procedente de una
molécula de ARN o debemos pensar que el sistema ya tenia cierta complejidad en el momento en el

que esta molécula adquiri6 su papel?

Que el escenario predicho por los investigadores del “mundo ARN” pueda ser relevante no
significa que su aparicién fuese una cosa sencilla y espontdnea y que, previamente, no hubiese ya
algun tipo de complejidad. Tampoco significa que tal escenario pueda equipararse a un escenario
biolégico. ;Cémo encajar este tipo de sistemas bajo un dominio termodindmico? ;Es la auto-
catalisis y la auto-replicacion/auto-reproduccion condicion suficiente y necesaria para describir la
vida? ;De donde proviene la intrincada red de procesos funcionando colectivamente en los seres
vivos? Estas son algunas de las preguntas que llevaron a otro grupo de investigadores a plantear un
escenario alternativo, en el cual se pone de manifiesto la importancia de las redes cataliticas y el

metabolismo en el dominio de lo vivo.
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4.1.2. El mundo proteico

El escenario del “metabolismo primero” o del “mundo proteico” tiene su origen en las
hipétesis realizadas por Alexandr Oparin, otro de los padres (junto a Haldane) de la hipdtesis
abidtica del origen de la vida. Oparin imaginé un mundo en el cual la formacién de componentes
organicos cada vez mdas complejos se dio gracias a la interaccién continua entre moléculas en la
sopa prebidtica. Una vez formadas las proteinas, éstas continuaron combindndose, rompiéndose y
volviéndose a re-combinar en una especie de auto-sintesis de nuevos compuestos. En agua, las
proteinas formaban agregados por fuerzas electrostdticas que Oparin llamé “protobiontes”,

formando redes de interaccion.

En la naturaleza, incluso la més pequena y simple de las bacterias tiene una red metabdlica
encargada de la continua destrucciéon y formacién de estructuras, produciendo (reacciones
exergonicas) y consumiendo (reacciones endergénicas) energia para mantener el balance energético
del sistema "a flote" y alejado del equilibrio. La importancia de las redes auto-cataliticas del
metabolismo llevé a Stuart Kauffman a proponer un escenario alternativo para el origen de la vida
[Kauffman 1986]. En este caso, el foco estd puesto en una especie de proto-metabolismo en el que,
alcanzado un determinado umbral de nimero y diversidad molecular, una serie de redes colectivas
de autocatdlisis pudieron haber emergido espontdneamente. Estos sets autocataliticos ver Fig 4.1,
izquierda) son sistemas en los que el comportamiento auto-reproductivo no emerge a partir de la
copia de una plantilla, como en la propuesta del mundo-ARN, sino a partir de la actividad colectiva
de un conjunto suficientemente grande de moléculas con roles simultineos de reactivos y
catalizadores. El escenario del “mundo proteico” es uno sembrado de reacciones quimicas
espontdneas o catalizadas por agentes fisico-quimicos del ambiente (por ejemplo, superficies
inorgénicas) formando redes y ciclos autocataliticos que, a lo largo del tiempo, irdn volviéndose
mds complejos y produciendo un mayor nimero y diversidad de elementos en la red, reforzando su
funcionamiento autocatalitico y su autoproduccion (ver Fig 4.1, derecha). La cantidad de moléculas
necesarias para producir un tipo de comportamiento auto-productivo es bastante alta, lo cual anade

dificultad a las probabilidad de encuentro y colision en un medio acuoso de dimensién media.

El funcionamiento del modelo de sets autocataliticos e, incluso, su emergencia espontdnea
en sistemas quimicos reales ha sido demostrado empirica y computacionalmente [Hordijk et al.
2013] tanto para la oligomerizacion de acidos nucleicos [Von Kiedrowski 1996; Vaidya et al. 2012]

como de oligopéptidos [Lee et al. 1996; Ashkenasy et al. 2004; Ura et al. 2009].
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Figura 4.1. Los RAFs [Hordijk et al. 2013] se definen como un conjunto de reacciones R en el cual i) cada reaccién
es catalizada por, al menos, una de las moléculas pertenecientes al conjunto R y ii) todos los reactivos del conjunto R
(denominados “alimento” o “food” en inglés) provienen del funcionamiento del mismo.

Mis adelante, en este mismo capitulo, veremos coémo la presencia afiadida de un
compartimento simplifica y facilita la existencia de esta idea de auto-catalisis y auto-produccion. El
propio Robert Shapiro, quien acufié el término “metabolismo-primero” (otro nombre para referirse
al "mundo proteico") reservd un importante papel a los compartimentos en su descripcion del
proceso del origen de la vida segun el cual: (a) el sistema debe tener una frontera fisica y formar un
compartimento que separe las reacciones metabodlicas del medio inerte; (b) debe existir una forma
de preparar la energia procedente del ambiente (por ejemplo, una reaccién “red-ox” o la generacion
de un gradiente) para acoplarla después a la red metabdlica; (c) estd red serd suficientemente
compleja como para asegurar su resiliencia, posibilitando su adaptaciéon y su evolucién y (d) el
compartimento al completo debe poder crecer (es decir, ganar mas material del que pierde durante
la red de reacciones) y dividirse [Shapiro 2000]. En la vision del “mundo proteico”, en la préctica,
el compartimento tiene dos funciones, por lo general pasivas y subordinadas a la red metabdlica (lo
verdaderamente importante en el sistema): por un lado es el limite de contacto entre la red
metabdlica y el entorno (que canalizara el aporte de materia y energia para continuar tal red); por
otro lado sirve como diferenciacion de “unidades discretas de redes metabdlicas” que puedan crecer
y dividirse. La importancia activa de las asociaciones supramoleculares y la formacion de
compartimentos para la obtencién de dindmicas auto-cataliticas efectivas tratd de ser puesta en
valor mediante la idea del "mundo lipidico" («lipid-world») lanzada por Daniel Segré y Doron
Lancet en 2001. Veamos a continuacion cémo, de esta forma, estos autores hacen un intento de

integrar y reconciliar a las escuelas del “mundo-ARN” y el “mundo-proteico”.
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4.1.3. El mundo lipidico

El modelo de "mundo lipidico" [Segré et al. 2001] nace con la intencién de reparar el vacio
tedrico en relacién al compartimento lipidico, fenomenolégicamente tan caracteristico de cualquier
forma de vida y practicamente inexistente en los modelos del "mundo ARN" y el "mundo proteico",
mads centrados en los procesos cataliticos y auto-replicativos asociados al sistema molecular en
cuestion (del ARN y de las proteinas, respectivamente). El escenario del "mundo lipidico" trata asi
de poner en valor la intervencion del propio compartimento lipidico en estos procesos cataliticos y
auto-replicativos, que serdn después sujetos a seleccion. La idea es la siguiente: un auto-ensamblaje
de agregados cuasi-estables de composiciones lipidicas concretas dard lugar a lo que ellos llaman
genomas composicionales o composomas. Estos composomas son capaces de crecer y dividirse: los
"composomas hijos" heredan el genoma composicional de la "madre". Al tratarse de agregados
auto-ensamblados mediante uniones no covalentes, las interacciones desiguales (fallos) que ocurren
durante la divisién, provocardn modificaciones en la composicion de los nuevos agregados
(mutaciones) y serdn fuente de variaciéon y evolucidon. El modelo evolutivo utilizado, llamado
GARD (Graded Autocatalysis Replication Domain) se basa en la combinacion de dindmicas auto-
cataliticas y catdlisis cruzadas entre los diferentes tipos de lipidos, que dotan a cada composoma de
capacidades globales diferentes, justificando asi una posible actuacién de la Selecciéon Natural sin
necesidad de poseer aparatos genéticos (por ejemplo, determinados composomas pueden tender a

replicarse mas rapido que otros).

Aunque diversos autores como David Deamer [1985] o P. L. Luisi [1991] ya habian
detectado la posible relevancia de los compartimentos lipidicos en el origen de la vida, siguiendo la
estela de Oparin, el modelo del "mundo lipidico" fue el primero en popularizar el posible papel
temprano de las membranas en el contexto de los sistemas protobioldgicos. La contextualizacién
espacial que otorga el compartimento es importante para la reactivad del sistema (y, como veremos
mds adelante, para la definiciéon de su individualidad e identidad fisiolgica y evolutiva); no
obstante, el papel del compartimento lipidico en sistemas con una estructura auténoma (como es el
caso de los organismos bioldgicos) es algo mds sustancioso y complejo que su obvia (e
indiscutiblemente importante) aportacién de naturaleza topoldgica (ver capitulo 6 y 7). El modelo
de composomas lipidicos, a pesar de ser un buen intento de integracion de los compartimentos en la
escena prebidtica, se ve muy limitado a la hora de explicar el aumento de complejidad que llevé al
origen de la vida. Las limitaciones estdn, en mi opinién, ligadas (como en los casos anteriores) a la
presencia de un tnico tipo de molécula, asociado a un tnico tipo de fenémeno (en este caso el auto-

ensamblaje y la formacién de estructuras supramoleculares; las capacidades cataliticas no son
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verdaderamente importantes en el modelo GARD) que no permite la apariciéon de un espacio
fenotipico funcional (de procesos de diferente naturaleza) lo suficientemente amplio para guiar un
posible avance evolutivo bajo Selecciéon Natural (u otras presiones selectivas, cualesquiera que

sean).

4.2 Una simplificacion alternativa

Los tres planteamientos explicados mds arriba parecen dejar en evidencia una cuestion
importante: las dindmicas reactivas y evolutivas posibilitadas por un #nico tipo molecular son
claramente insuficientes para explicar el grado de complejidad alcanzado por cualquier célula
actual. Por otro lado, las caracteristicas geoldgicas y metereoldgicas de la tierra primitiva no apoyan
un escenario prebidtico uniforme, con espacios composicionalmente homogéneos como los que
requiere cualquiera de los tres modelos tradicionales de origen de vida. Mas bien, el escenario
prebidtico debié de ser uno composicionalmente rico y desestructurado, con mezclas quimicas
complejas de diferentes tipos moleculares en continua interaccion estocastica: es decir, un escenario
"sucio" con multitud de procesos ocurriendo al mismo tiempo [Dyson 1985, 1999]. Esta
combinacién de procesos, de hecho, pudo haber sido clave en el proceso hacia el origen de los
primeros sistemas bioldgicos pues, el grado minimo de complejidad organizativa que dirige al
sistema hacia la autonomia pudo haber procedido del orden alcanzado por la aparicion de procesos

colectivos de una quimica lo suficientemente diversa (veremos esto a continuacién).

Hoy en dia, en todos los seres vivos, podemos diferenciar tres tipos diferentes de
biomoléculas y procesos asociados a éstas a partir de los cuales se llevan a cabo las funciones
celulares principales: (i) los lipidos, encargados de la compartimentacidn, generacion de barreras
fisicas, superficies de contacto y andamiaje y soporte de otros procesos; (ii) los péptidos y proteinas,
encargados mayoritariamente del metabolismo catalitico celular en forma de infinidad de enzimas y
efectores pero también de multitud de otras funciones, como mecanismos de transduccion
energética, transporte, etc; y (iii) los nucleétidos y dcidos nucleicos, funcionando como plantillas
para la transferencia de informacion. La complejisima y variada arquitectura funcional de hasta el
mads simple de los organismos unicelulares actuales procede, a grandes rasgos, de la combinacion e

intrincada colaboracion entre estos tres sub-sistemas moleculares.

Teniendo en cuenta todo esto, la estrategia propuesta en este trabajo consiste en simplificar
el escenario de una forma alternativa, no tan centrada en elegir un tipo de componente (como hacen

los modelos tradicionales) sino un tipo de organizacidn, esto es, la organizacién auténoma. Por
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tanto, el modelo de simplificacion alternativa consistird en buscar un escenario quimico que cumpla
los requisitos para permitir el desarrollo de una organizacion auténoma minima. Aunque se trate de
buscar una version basica de la autonomia [Ruiz-Mirazo & Moreno 2004; Ruiz-Mirazo & Mavelli
2008] y, por tanto, no enfrentada atin a sistemas tan complejos como un organismo vivo (ni siquiera
en un sentido minimo, a la Ganti, por asi decirlo), uno de los requisitos de la autonomia, como
explicdbamos en el anterior capitulo, es la diferenciacion funcional. La organizacién articulada en
torno a funciones permitird al sistema (auto-)producir las constricciones necesarias para adquirir su
cardcter regulado y de agente (ver capitulo 3). Para alcanzar un minimo grado de diferenciacion
funcional necesitaremos - en contraposicién con los modelos tradicionales - un minimo grado de
diversidad composicional. Esto quiere decir que el modelo tendra que estar compuesto por, al

menos, dos tipos de quimicas distintas que permitan ampliar el espectro de procesos sucediendo al

(Szathmary) infra-vida vida minima)
Simplificacion tradicional Simplificacion alternativa
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Compartimentos CRF-----.
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(precursores de proteinas) Ve
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T e, ’
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Registro de informacion | _| _ _ _™ RM [ .
(precursores de acidos nucleicos)

Figura 4.2. Esquema modificado de [Szathmdry et al. 2005] en el cual se distinguen los tres sub-sistemas que
conforman un organismo (Compartimento, Metabolismo y Registro de informacioén) y su posible combinacién en
parejas. Los modelos de origen de vida tradicionales han trabajado con estos sub-sistemas de forma individual; la
propuesta aqui presentada consiste en trabajar, como minimo, con sub-sistemas algo mds complejos procedentes de la
integracion de alguna de sus combinaciones. La integracién de los tres representaria un sistema ‘a la Géanti’ que
cumple con los requisitos de cualquier organismo vivo en toda regla.

mismo tiempo en el sistema. En superposicion con el esquema de Szathmary y colaboradores
[2005] (ver figura 4.2), los modelos de origen de vida tradicionales se situarian en la primera
columna, en el estudio de los sub-sistemas celulares por separado, mientras que el tipo de
simplificacién aqui propuesto se situaria, como minimo, en la segunda, en una combinacion de dos

o mas de los diferentes tipos de sub-sistemas.
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4.2.1. Mas alla de la auto-organizacion

La combinacién de diferentes tipos moleculares ampliando el espectro de procesos en el
sistema resulta tener una importancia clave, organizacionalmente hablando. Hemos visto cémo la
quimica basada en un tUnico tipo de componente de los modelos de origen de vida tradicionales
mostraba algunas propiedades en torno a una tUnica forma (auto-)organizaciéon molecular. La
quimica basada en el ARN es capaz de auto-replicarse por complementariedad mediante la unién
no-covalente de dos cadenas: la molécula de ARN que estd siendo formada y la que es utilizada
como plantilla. Las redes metabdlicas auto-cataliticas del "mundo proteico" son capaces de auto-
reproducir redes completas de interacciones y ciclos autocataliticos. En el caso de los composomas
del "mundo lipidico" los lipidos se auto-ensamblan en agregados que serdn o no seleccionados,
dependiendo de sus caracteristicas globles. Ademas, se ha mencionado previamente la importancia
que los procesos de auto-organizacién tienen en biologia [Karsenti 2008]. No hay duda de que la
auto-organizacion es un fendémeno poderoso pues, espontineamente (en lenguaje vulgar,
"gratuitamente" para la célula), es capaz de transmitir de forma muy eficaz a una escala de orden
mayor, temporal y espacial, las actividades e interacciones no-lineales sucediendo a escala
molecular. No obstante, los sistemas auténomos - los seres vivos - dependen de un tipo de
organizacion que va algo mds alla que la "simple" auto-organizacién y que los diferencia, de hecho,

del resto de sistemas alejados del equilibrio meramente fisico-quimicos.

Los sistemas fisico-quimicos alejados del equilibrio fueron popularizados, principalmente,
gracias al trabajo con oscilaciones quimicas y estructuras disipativas de Ilya Prigogine entre los
afios 70 y 80. Los sistemas de este tipo consisten en mezclas quimicas complejas con multitud de
componentes en las cuales un conjunto de reacciones simultdneas sucediendo a escala microscopica
amplifican sus efectos a una escala macroscépica, pudiendo generar orden en forma de patrones
emergentes. Previamente, en los afios 60, se habia publicado la famosa reaccion oscilatoria BZR
(Belousov-Zhabotinski Reaction), situada desde entonces como ejemplo clédsico de las reacciones
oscilatorias. La BZR implica un nimero enorme de reacciones distintas y hasta un total de 18 pasos
diferentes; sin embargo, el patrén general puede resumirse en dos procesos autocataliticos que se
suceden ciclicamente: el proceso “A” que genera bromina, y el proceso “B” que la consume. Al
igual que lo que sucede en los modelos tradicionales de origen de vida previamente citados, los
patrones emergentes a la auto-organizacion por si sola son muy escasos, limitados, por lo general, a
uno sélo (oscilacién en la concentracién de bromina en la BZR, auto-replicacién del ARN, auto-
catélisis de la red metabdlica, auto-reproduccioén del composoma,...). La presencia de un sélo patrén

dificulta la diferenciacién funcional en estos sistemas quimicos auto-organizados. La imposibilidad
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de identificar distintas aportaciones al global del sistema (identificar una organizacion funcional)
serd lo que distinga la organizacion auto-mantenida de los sistemas disipativos (meramente fisico-
quimicos) de aquella de los sistemas auténomos [Moreno & Mossio 2015]. Como ya se menciond
previamente (capitulo 3), las funciones de una organizacion auto-mantenida de tipo auténomo seran
constricciones sobre los flujos de materia y energia procedentes del entorno. Estas constricciones
provienen, de hecho, de estructuras materiales distinguibles, generadas a partir del acoplamiento de
procesos de auto-organizacion alejados del equilibrio con procesos de auto-ensamblaje algo més
cercanos al equilibrio. Como ha puesto en evidencia el trabajo de Epstein [Epstein 2014] en el cual
precisamente la BZR es implemetada en un contexto de micro-emulsiones lipido-acuosas, esto
enriquece la dindmica enormemente (generacion de patrones de Turing mucho mas diversos). A
partir de estas consideraciones, se puede plantear que, en un sistema auténomo tienen que concurrir,
como minimo, dos tipos de procesos y componentes distintos para generar una primera
diferenciacién funcional (entre constricciones de produccidon enddgena). Esta condicién impone un
escenario quimico mads rico en diversidad molecular que aquel sugerido por los modelos

tradicionales de origen de vida.

4.2.2. La importancia clave de la auto-produccion

La combinacion de diversos tipos moleculares con distintos tipos de quimicas asociadas que
permita la aparicién simultdnea de procesos auto-organizativos y de auto-ensamblaje generard la
situacion material y energética adecuada (acoplamiento de patrones globales y locales, cercanos y
lejanos al equilibrio) para que el sistema pueda (auto-)producir las constricciones que forman parte
del cierre organizacional caracteristico de la autonomia, regulado, agente y, en definitiva, capaz de
manipular el flujo termodindmico en pos de su propio beneficio. En un sistema auténomo, el
requisito de la auto-produccion de estas constricciones es clave para entender la toma de control del
flujo termodindmico y su robusto auto-mantenimiento en un régimen alejado del equilibrio. En otras
palabras, la auto-produccion permite tomar el control de sus umbrales de existencia o sus limites de
viabilidad. En otros tipos de cierres causales auto-mantenidos, como puede ser el ya citado ejemplo
de la llama de una vela o las estructuras disipativas quimicas, el patron global generado es el
encargado de mantener al sistema durante un tiempo determinado. Este patrén Unico no es
suficiente para tomar el control de los limites de viabilidad y estos dependeran, en los sistemas
disipativos fisico-quimicos, del entorno. Para tomar el control de tales limites es necesario el
reforzamiento de la nocion de auto-manteniemiento mediante el (doble) cierre causal regulado

caracteristico de los sistemas auténomos (ver seccidon 3.5.1.). Este cierre causal regulado sélo es
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posible mediante la auto-producciéon o sintesis endégena de ambos tipos de componentes

funcionales, constitutivos e interactivos.

En la busqueda de una implementacion quimica de sistemas auténomos intermedios (infra-
bioldgicos) tendremos pues que utilizar, para empezar, mezclas quimicas con un grado de
diversidad molecular minimo para permitir la presencia de procesos de diferente naturaleza. De
entre éstos, serd especialmente importante la simultaneidad de procesos de auto-organizacion que
permitan dar lugar a patrones globales a partir de interacciones moleculares y procesos de auto-
ensamblaje que permitan la aparicion de patrones locales que tengan un efecto sobre los primeros.
La sinergia de estos dos tipos de constricciones (locales y globales) serd una de las claves para
propiciar la auto-produccién de diferentes tipos de constricciones (diferenciaciéon funcional) que
finalmente resultard en un control de los limites de viabilidad y, consecuentemente, en una nocién
de auto-mantenimiento mucho mds robusta y estable (autonomia). El esquema de la autonomia
puede aparecer (o, al menos, dar sefiales de su presencia) no tnicamente en sistemas bioldgicos
minimos sino también en sistemas quimicos suficientemente complejos. La quimica de sistemas de
la cual hablaremos en el siguiente capitulo ofrece el escenario metodoldgico perfecto para llevar

esto a la préctica (ver capitulo 5).

En el capitulo anterior y en éste se ha defendido la necesidad de entender la biologia - y
ahora también la quimica - de una forma sistémica, con el fin de contextualizar y dar sentido a
propiedades relevantes para la biologia. A continuacion se discutird brevemente qué quiere decirse
con sistema y qué diferencias conceptuales tiene €éste con otras mezclas moleculares no-sistémicas
y, especialmente, con el concepto de poblacion molecular (tan utilizado en los modelos evolutivos
de origen de la vida, en los cuales se tiende a equiparar "vida" "capacidad de replicacion/

reproduccién).

4.2.3 Reflexion sobre las diferencias entre sistema y poblacion

molecular

La comprension sistémica de los sistemas bioldgicos parece un requisito necesario para dar
sentido a sus propiedades bajo la perspectiva tedrica de la autonomia. No obstante, como veiamos
en algunos ejemplos de la Biologia de Sistemas (capitulo 3), no siempre es facil definir el sistema,
qué significa y qué forma parte de €l. De esto dependerd, en gran medida, que seamos capaces de

identificar propiedades asociadas tan importantes como su limites o las funciones que lo integran.
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Harold Morowitz, en su libro Beginnings of Cellular Life [1992] escribid, basado en ideas
ya defendidas en algunos trabajos previos muy relevantes [Morowitz et al. 1988], que la integracion
de los sistemas quimicos a partir de mezclas de poblaciones moleculares es un requisito
imprescindible y temprano en el camino hacia la vida. Es preciso, por tanto, discutir qué diferencia
estas mezclas iniciales de poblaciones moleculares de los sistemas integrados que encaminaron la

quimica hacia la biologia.

El término 'sistema' alude a un conjunto de entidades relacionadas entre si ordenadamente,
contribuyendo a un objetivo comun. El término 'poblacién', por otro lado, hace referencia a un
conjunto de entidades de un mismo tipo (no tienen por qué estar constituyendo un orden) y, por lo
general, es una manera estadistica de aludir a un conjunto de individuos con una determinada carga
genética en biologia evolutiva. El conjunto de entidades, en los sistemas, parece tener relacion con
el orden o la organizacion entre esas entidades mientras que, en la poblacion, parece tener relacion
con la naturaleza de éstas. A primera vista, esto puede recordarnos a la diferencia entre el tipo de
simplificacién basado en poblaciones moleculares (de un tipo) y el tipo de simplificacién basado en
sistemas ordenados de determinada manera (en un régimen auténomo, en este caso). La relacion
ordenada entre las (diferentes) entidades (moléculas, que pueden provenir de diferentes poblaciones
moleculares) parece ser la clave de tal diferencia y de la del paso de una mezcla quimica aleatoria a
un sistema quimico (dentro de los cuales estdn los sistemas bioldgicos) a la que Morowitz se refiere

en su libro.

4.3. El escenario protocelular

El término protocélula hace referencia al intento de generar un puente entre la materia
quimica abidtica y las primeras formas de vida. Las protocélulas son modelos de trabajo artificiales
de sistemas celulares minimos o pre-celulares, tedricos o experimentales, que reconstruyen las
propiedades bdsicas de lo bioldgico: el compartimento, el metabolismo y el registro informativo. El
término protocélula se utiliza para referirse a la realizacién experimental o simulacion tedrica de
cualquier combinacidn de estos tres subsistemas funcionales fundamentales [Rasmussen et al. 2009;

Ruiz-Mirazo 2011].

En general, existen dos maneras de realizar una aproximacion experimental al estudio de
protocélulas: el enfoque bottom-up, que consiste en la re-construccion de sistemas integrados de
tipo celular a partir del ensamblaje de componentes aislados (inorgénicos y/u organicos) muy

simples y, el enfoque top-down, que consiste en la simplificacion de células existentes mediante
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técnicas de 'knock-out' genético hasta la expresion minima necesaria para un funcionamiento

celular.

Dentro del enfoque bottom-up, en el cual podemos situar la linea de trabajo y de concepcion
primaria de este manuscrito, podemos diferenciar la realizacion de dos tipos de protocélulas [Shirt-
Ediss 2016]: las protocélulas basicas y las protocélulas hibridas. Las protocélulas basicas estaran
compuestas de componentes moleculares y procesos quimicos simples, generalmente
prebidticamente plausibles (aunque no siempre). Su objetivo consiste, principalmente, en demostrar
principios bdsicos del funcionamiento celular como la relacién de la estructura celular con el
balance osmoético o la capacidad de encapsulacion; no obstante, las protocélulas de este tipo
también son capaces de mostrar comportamientos mas complejos, como la divisién proto-celular o
el movimiento adaptativo. Las protocélulas hibridas son una especie de "sistemas quimera" en los
cuales, ademds de componentes sencillos (generalmente constituyendo el compartimento) se
incorpora maquinaria celular transplantada de células ya existentes (por ejemplo plasmidos,
complejos proteicos, o sistemas completos de trasncripcion/traduccion) para - mediante "este
pequefio truco" - poder mimetizar propiedades bioldgicas algo mds complejas, como puede ser la
sintesis de proteinas en volimenes pequefios o la interaccidon de 4cidos nucleicos con membranas
protocelulares (para una bibliografia detallada ver [Shirt-Ediss 2016], pag. 32). El trabajo
experimental que se presentard y se defenderd en este ensayo (capitulo 7) entra dentro de la
clasificacion bottom-up de protocélulas basicas, como una contribucion a la busqueda del principio
de autonomia en su grado de complejidad mds basico (a partir de una quimica prebidtica). Més
adelante en este capitulo (seccion 4.4) veremos en mas detalle los requisitos para llevar a cabo esta
propuesta de un enfoque de construccién bottom-up de protocélulas desde el ambito de la biologia

sintética.

La definicion de protocélula, en cualquier caso, varia en relaciéon a qué propiedades
caracteristicas utilicemos para definir vida en su minimo exponente. Por ejemplo, David Deamer
[2008] hace una lista de las funciones bésicas que €l considera necesarias para la fabricacion de una
protocélula. Esta lista asciende a las enumeradas a continuacién: (1) el auto-ensamblaje de
moléculas de tipo lipidico en un compartimento capaz de encapsular maquinaria molecular pero
permeable a nutrientes que pasaran por difusién o a través de poros; (2) la capacidad de capturar
energia (luminosa a mediante un sistema de pigmentos, quimica o oxido-reductiva); (3) la presencia
de un metabolismo primitivo que acople la energia capturada a la sintesis de mondmeros activados
que creceran mediante polimerizacion; (4) el crecimiento de los compartimentos por adicion de
moléculas anfifilicas; (5) la presencia de un sistema regulatorio primitivo que controle tal

crecimiento al modificar los procesos metabdlicos y de polimerizacién; (6) el control de la re-
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produccién del sistema mediante polimeros informativos codificando polimeros cataliticos; (7) la
correcta division de todo el sistema y, finalmente, (8) la transmision de informacion entre
generaciones (incluyendo la acumulacién de errores ocasionales que posibiliten la evolucion
mediante seleccion natural). Como vemos, este listado de funciones "bdsicas" es muy exigente y
requeriria para su fabricacién un grado de complejidad similar al de las células de hoy en dia. La
realizacion quimica bottom-up de una protocélula con estas caracteristicas es practicamente
inimaginable. Por eso, en el trabajo aqui presentado se recurrird a una definicién algo més laxa de
protocélula: "cualquier modelo experimental o tedrico que incorpore un compartimento auto-
ensamblado (tipicamente una estructura supramolecular como una vesicula lipidica) ligado a un
proceso quimico teniendo lugar alrededor o dentro de €l, y destinado a explicar cémo pudieron
aparecer formas de organizacién celular biolégica mds complejas" [Ruiz-Mirazo 2011]. Esta
definicion estd profundamente inspirada por la teoria autopoiftica que, como se Vimos
anteriormente, define vida como un compartimento con una organizacién interna que produce y
mantiene la frontera de tal compartimento. Es importante recalcar la palabra organizacion dentro de
la definicién, pues esto permitird construir protocélulas en base a las propiedades procedentes de la
relacion entre los componentes (en particular la complementariedad entre quimica Yy
compartimento), mds alld de qué componentes sean utilizados. El tipo de relacion, en este caso, serd
aquella que dé lugar a una organizacién auténoma y permitird extrapolar estos sistemas con el
comienzo del esquema organizativo bioldgico fundamental, repetido a lo largo de todas las etapas
de la evolucion molecular prebidtica, hasta la configuracion celular definitiva. La fabricacion de
protocélulas auténomas podrd abordarse asumiendo diferentes grados de complejidad,
correspondientes a las diferentes etapas de las principales transiciones prebidticas (ver mas

adelante, seccidn 4.3.3).

4.3.1. Desde el principio, la compartimentacion

Assumption 1 (Oparin Theory): Cells came first, enzymes second, genes much later.

Freeman Dyson 1985

La enorme diversidad de formas de vida que existen sobre la tierra tiene un obvio
denominador comitn: su dependencia de las membranas celulares. No se conoce ningln tipo de
sistema bioldgico en el que la unidad minima no sea, de hecho, celular. El aspecto fenomenolégico
mas evidente de lo bioldgico es, por tanto, el compartimento encapsulando un funcionamiento

metabdlico. Entonces, ;podemos entender la vida de un modo acelular?
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Harold Morowitz [1992] describi6 el origen de la vida como el "colapso" de la energia libre
de una sopa prebidtica en dos fases: las membranas celulares y el resto de componentes
geoquimicos. La generacion de esta asimetria provocd una primera constriccién de la energia (en
forma de generacion de gradientes, de pH, de voltaje) para su utilizaciéon en la fabricacion de
estructuras ordenadas en el interior de las células (o protocélulas). La canalizacion de la energia es
la responsable de mantener un maximo de entropia inferior al que espontidneamente tendria el
sistema y, por tanto, de mantener al sistema fuera del equilibrio (o lo que es lo mismo, de generar
orden a partir del desorden)*. Las ventajas derivadas de una compartimentacion desde etapas muy
tempranas en el proceso de origen de la vida han empezado a ser apreciadas por una mayor parte de
investigadores del campo. Incluso autores procedentes de la tradicion del "mundo-ARN"
aprovechan estas ventajas y explican la seleccion de replicasas encapsuladas en diferentes
poblaciones de vesiculas (ribocélulas) en virtud de su segregacion espacial, funcionando cada
ribocélula como una unidad de seleccidon dentro de un proceso de evolucién darwiniana [Szostak et

al. 2001; Mansy et al. 2008; Blain & Szostak 2014]>.

Otros efectos ventajosos de la encapsulacion que contribuyen a justificar su relevancia

temprana para con el proceso prebidtico han sido enumerados por Shirt-Ediss [2016] :

1. Las vesiculas (por ej. los liposomas) obedecen a un principio de continuidad. Todas las
células de hoy en dia usan las membranas fosfolipidicas como elemento central de su
compartimentalizacion (y de muchas otras de sus estructuras - véanse los organulos celulares
o la pared celular).

2. Las vesiculas son permeables a una gran diversidad de moléculas pequenas. Esto podria
indicar un origen ‘“heterétrofo” de las primeras protocélulas, absorbiendo los nutrientes
necesarios del ambiente [Deamer 2008, Mansy 2010] resolviendo el dilema del estricto origen
autétrofo propuesto previamente [Morowitz et al. 2000; Morowitz & Smith 2004;
Wichtershduser 1988; Blochl et al. 1992; Drobner et al. 1990].

3. Los compartimentos permiten un 'efecto aislante' generando un microambiente con una
quimica interna que estd a) protegida del exterior (de posibles pardsitos o inhibidores del
exterior y b) concentrada en el interior, creando un volumen de tamafio microscopico que
puede hacer las reacciones encapsuladas més favorables [Fallah-Araghi et al. 2014, Matsuura
et al. 2012] - debido en multitud de ocasiones a un fenémeno de “crowding” [Sokolova et al.
2013, Ellis 2001].

4La teorfa quimio-osmdtica propuesta por Peter Mitchell (1961) apostaba ya por la importancia de las reacciones vectoriales en las
células, permitiendo convertir la energia quimica en energia osmdtica mediante la generacion de gradientes de protones y de pH (tal y
como ocurre en el cldsico ejemplo de la ATP-sintetasa).

5 El propio Szostak ha escrito lo siguiente: "Although a protocellular structure poses more problems initially, it is actually simpler to
solve these problems up front rather than leave them till later when they could become completely intractable’ [Szostak 2012].
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4. Los compartimentos representan unidades de seleccion, co-localizando poblaciones de
distintos tipos moleculares. Esto permitird que estas poblaciones se puedan mover como un
todo a regiones con distintas composiciones, recursos o competidores [Hanczyc 2011]. Los
compartimentos pueden crecer (por adicion de mondémeros del lipido) y pueden dividirse,
transfiriendo parte de su composicion a su descendencia.

5. Los compartimentos pueden proliferar de manera exponencial, autocataliticamente [Stano
& Luisi 2010].

6. Los compartimentos crean separaciones de fase en mitad de un medio homogéneo
[Morowitz 1981, 1992]. Esto permite generar una diferencia entre un 'dentro' y un 'fuera’ del
sistema, dando lugar a gradientes de concentracion o de pH [Chen & Szostak 2004] o a
diferencias de oxido-reduccion [Murillo-Sanchez et al. 2016]. Estos gradientes serdn de
tremenda importancia como almacenes de energia para, en algin momento, utilizarse en
reacciones endergdnicas.

7. Las membranas lipidicas (especialmente las bicapas) pueden funcionar como promotores y
reguladores de variedad de reacciones quimicas [Walde et al. 2014].

8. Los compartimentos funcionan como un andamiaje, que es importante a) para poner en
contacto distintos tipos de quimica que no se darian en un medio acuoso, como la quimica de
superficies o de fase (por ejemplo la quimica de interfase aceite-agua) y b) para anclar nano-
maquinas que puedan tener una funcionalidad en la protocélula (catalizadores, receptores,
bombas de iones, flagelos....)

9. Los compartimentos pueden generar variedad fenotipica mediante la llamada 'generaciéon
de novedad por agregacion' [Rasmussen et al. 2009]; dos compartimentos con caracteristicas
diferentes pueden agregarse y combinarlas en una nueva organizacion.

10. Espacialmente hablando, diferentes partes de la vesicula podran desarrollar actividades
quimicas por separado, y unidas por el conjunto de la vesicula [Elani et al. 2014].

4.3.2. Compartimentos y autoproduccion

Uno de los efectos mds importantes de la compartimentaciéon en lo que concierne a la

busqueda de un sistema auténomo basico es la simplificaciéon de la idea autoproduccién que va

implicita en dicho programa de investigacién [Ruiz-Mirzo & Moreno 2004, 2012; Murillo-Sénchez

& Ruiz-Mirazo 2016]. La autoproduccion es, como hemos visto mds arriba, una caracteristica

esencial para la comprensién del tipo de cierre organizacional que se da en la autonomia. No

obstante, también veiamos codmo en un esquema al estilo de los sets autocataliticos de Kauffman, en

el cual los componentes del sistema provienen de la transformacion catalizada por algin otro
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componente del sistema, la cantidad de componentes necesarios para consumar el cierre es alta y, su

organizacion, compleja, (ver figura 4.3, izquierda).

En presencia de un compartimento, la co-dependencia producida entre los procesos de auto-
ensamblaje (un compartimento auto-ensamblado) y los procesos de transformacién que encapsula
(entre los cuales algunos producen los ingredientes de la membrana), provoca un cierre causal
conceptualmente similar al primero, pero experimentalmente mucho mds sencillo de realizar (ver

figura 4.3, derecha).

Figura 4.3. Esquema de auto-produccién mediante sets autocataliticos ‘a la Kauffman’ (izquierda) en el cual es
necesario una compleja y numerosa red de cierres cataliticos trabajando simultdneamente. La presencia de un
compartimento simplifica significativamente el escenario manteniendo el mismo esquema auto-productivo (derecha).
Ver detalles en el texto.

Una implementacién experimental de esta co-dependencia podria consistir en la
encapsulacion dentro de una vesicula lipidica de un sistema reactivo sintetizando un ingrediente lo
suficientemente hidrofébico como para unirse espontdneamente a la membrana, contribuyendo a su
estabilidad o a su crecimiento/division. Este vinculo sencillo y directo constituye, por un lado, un
acoplamiento funcional entre quimica y frontera fisica como el que precisa la definicion de
protocélula y, por el otro, una dindmica auto-productiva como la que precisa la definicion de
autonomia. Estas protocélulas auto-productivas seran, pues, un buen punto de partida sobre el cual

comenzar a investigar experimentalmente el esquema organizativo auténomo bdsico.
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4.3.3. Transiciones prebidticas en torno al modelo protocelular

auto-productivo

Como se explicaba al principio de este capitulo, la intencién del enfoque genealdgico es la
de estudiar, en capas de complejidad progresiva, la organizacion basica (autonoma) que, en ultima
instancia, subyace a todos los sistemas bioldgicos. Este tipo de organizacion precisa de un cierre
funcional caracteristico que puede ser realizado por un sistema quimico suficientemente complejo
mediante la generacion espontdnea de protocélulas auto-productivas del tipo a las mencionadas
arriba. Segun se trata de ilustrar en la figura 4.4 (explicada resumidamente en la tabla que la
acompaifa), previo a la generacién de protocélulas auto-productivas (autonomia bdésica), los
sistemas quimicos precursores tuvieron que impulsar una re-organizacion previa de la materia, en
una transicion preparativa (TO), mediante el auto-ensamblaje de compartimentos (lo que Morowitz
llamo “colapsar” en dos fases). Durante la etapa vesicular subsiguiente (€0) los sistemas disponian
de un ancho espacio fenotipico (todas las posibilidades combinatorias quimicas compartimentadas)
compitiendo en términos de robustez y durabilidad. En algtin momento, la combinacién ventajosa
de procesos quimicos de auto-organizacién y auto-ensamblaje dio pie a la emergencia de
protocélulas con un esquema organizativo autoproductivo (T1) que mejord significativamente su
capacidad de auto-mantenimiento, diferencidndolas en una nueva etapa - una etapa clave - en la
historia evolutiva molecular prebidtica: el origen de la autonomia (el). El régimen organizativo
autbnomo se repetird o redefinird y serd reforzado a lo largo de las diferentes transiciones
prebiodticas: primero (T2), con el origen de la regulacion (el doble cierre causal organizativo); y,
finalmente (T3), con la instruccién genética (desdoblamiento fenotipo-genotipo). La asuncién o
hipétesis fundamental de este esquema es que el cierre organizacional autobnomo es redefinible, o
reconfigurable y, por tanto, podrd ser utilizado como constructo tedrico de referencia para entender
las innovaciones y los avances mecanisticos y sistémicos en cada una de las etapas de la evolucion

molecular prebidtica, desde una mezcla sucia de componentes quimicos hasta la célula actual.

Asi pues, en base a las innovaciones mds importantes realizadas sobre el esquema
organizativo basico autbnomo, se han diferenciado aqui cuatro transiciones principales (TO-3) que
separan cuatro etapas (e0-e3) en la evolucion prebidtica concebida como un proceso de desarrollo
protocelular (ver figura 4.4). Cada una de estas etapas se identificara por la aparicién de procesos
funcionales caracteristicos que habrian conseguido reforzar el cierre organizacional (detalles en la
tabla). En cada etapa, una vez estabilizadas, las poblaciones protocelulares habrian podido generar
suficiente variabilidad funcional para, tras un proceso de competicion y seleccion y la superaciéon de
una serie de cuellos de botella, conseguir completar el grado de complejidad del tipo de autonomia
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que hoy identificamos con los organismos vivos°. El niicleo tedrico y experimental de esta tesis estd
centrado en la primera transicion (T1, el origen de una autonomia bésica) y, mayoritariamente, en la

etapa prebidtica previa a ésta (TO etapa vesicular y funcionalizacién de vesiculas).

PRINCIPALES TRANSICIONES PREBIOTICAS

Mezclas heterogéneas de poblaciones moleculares muy diversas formando

. redes en interaccion alejadas del equilibrio.
MEZCLAS QUIMICAS COMPLEJAS _ o o _
Procesos predominantes: auto-catdlisis, auto-organizacién y auto-ensamblaje

de estructuras supramoleculares.
To COMPARTIMENTOS AUTOENSAMBLADOS: DISTINCION DE FASES

Agregacion espontdnea de membranas y compartimentos. Sistemas quimicos
compartimentados

VESICULAS (eo) Procesos predominantes: encapsulacién/concentracién de componentes,
generacién de gradientes, quimicas fase-especificas, diferenciacion de
procesos (inicio de una diferenciacién de funciones).

T INTEGRACION FUNCIONAL: AUTO-PRODUCCION (AUTONOMIA BASICA)

Compartimentos asociados a quimicas reactivas formando sistemas auto-
productivos.

PROTOCELULAS AUTOPRODUCTIVAS (e1)  Procesos predominantes: Auto-ensamblaje ligado a auto-organizacién. Auto-
produccién sin conservacion fiable de secuencia (oligémeros). Co-dependencia
y cooperacion entre diferentes tipos de quimicas (diferenciacion funcional).

T2 DOBLE CIERRE CAUSAL: REGULACION

Protocélulas auto-productivas con funciones regulatorias.

Procesos predominantes: reforzamiento del segundo cierre organizacional con

PROTOCELULAS REGULATORIAS (e2) funciones regulatorias. Autoproduccién de componentes mds complejos
(biopolimeros) que comienzan a mantener su secuencia (aparicion de
mecanismos hereditarios). Reforzamiento de las funciones interactivas y la
agencialidad.

Ts INSTRUCCION GENETICA

Células con metabolismos genéticamente instruidos, LUCA.

CELULAS Procesos predominantes: Desacoplamiento genotipo-fenotipo. Autoproduccion
fiable. Modularidad. Mecanismos de herencia ilimitada.Evolucion abierta.

Tabla 4.1. Descripcién de las principales transiciones prebioticas (To-T3) y las etapas de transicién (eo-e3) en una
evolucion prebidtica en torno al modelo de protocélulas auténomas minimas. Mds adelante se hace una reflexion entre
las principales etapas de esta evolucién molecular prebidtica y el origen de la identidad (infra)bioldgica (capitulo 6).

6 Los detalles de esta propuesta pueden ser encontrados en el Apéndice (3)
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Figura 4.4. Etapas de transicion en una evolucién prebiética en torno al modelo protocelular auténomo. Ver en la
tabla 4.1 la descripcion de cada etapa (en) y los principales eventos que suceden en cada transicioén (Th).

434. Un grado de complejidad organizacional minimo es

necesario

Los requisitos organizacionales para la generacion (natural o en el laboratorio) del régimen
autoproductivo protocelular son mucho menos exigentes que aquellos que precisa la compleja red
de ciclos autocataliticos imaginada por Kauffman en un escenario prebidtico. De hecho, hemos
visto como este tipo de protocélulas puede emerger espontdneamente a partir de componentes
quimicos y reacciones sencillas compartiendo un nicho comin. No obstante, su grado de

complejidad en términos de diversidad composicional y organizativa no es para nada despreciable.
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Las protocélulas auto-productivas, como veiamos en el esquema de transiciones prebidticas

(seccion anterior), requieren una "preparacion del terreno" previa que impone ya ciertos requisitos.

La organizacion funcional que exige la emergencia del régimen auto-productivo (ver seccion
5.2.2) consta de, al menos, dos procesos funcionales distinguibles, actuando recursivamente el uno
sobre el otro, y precisa de la presencia de un grado minimo de diversidad composicional en cuanto
al tipo de molécula - y por tanto, al tipo de quimica. La principal ventaja del auto-ensamblaje
espontaneo de una membrana vesicular es la consecuente generacion de dos fases quimicas distintas
que dotan al sistema instantdneamente de esta diversidad. Los procesos relacionados con la fase
lipidica de la membrana y aquellos relacionados con la fase acuosa del interior vesicular tendran,

automaticamente, contribuciones distintas al total del sistema protocelular.

La organizacion bdsica y primigenia de la materia en forma de diferenciacion de fases de la
etapa vesicular (e0, en la tabla) permitird a estos sistemas abrir un espacio fenotipico en torno a los
distintos tipos de procesos que puedan darse en esas diferentes fases, con diferentes grados de
eficacia en cuanto a la dotacion de estabilidad y robustez (permanencia, auto-manteniemiento) de
esas vesiculas. Es decir, la diferenciacion de fases prepara el terreno en cuanto a la diferenciacion
de procesos. No obstante, la generacion de protocélulas auto-productivas requiere todavia dar un
paso mds en cuanto a complejidad organizativa: el cierre causal funcional - la integracion funcional
- entre estos procesos y, en concreto, entre procesos de auto-ensamblaje que permitan la formacion
de estructuras de constriccion y procesos de auto-organizaciéon que generen los patrones
macroscopicos a constrefir, alejando al sistema del equilibrio. Es tunicamente a partir de este
momento cuando podemos comenzar a hablar, propiamente, de diferenciacién funcional y de

organizacion autonoma.

La presencia de un minimo irreducible de complejidad organizacional es algo que Ganti ya
habia dejado indicado en su modelo del 'Chemoton', en el cual la co-existencia de los tres sub-
sistemas cataliticos es necesaria para la realizacion funcional basica de una célula. Aunque el
modelo de protocélulas auténomas bésicas es algo mds simple (al no incluir el sub-sistema genético
desde el inicio - éste apareceria en las ultimas etapas del proceso prebidtico, para reforzar el
régimen autonomo y completar el esquema celular actual) si que incluye, entre los requerimientos

minimos, el auto-mantenimiento y auto-producccion de una membrana y un proto-metabolismo.

Recientemente, en [Ruiz-Mirazo et al. 2017] han sido propuestas una serie de exigencias
minimas organizativas que podrian haber permitido que diferentes poblaciones de sistemas
quimicos auténomos - sometidos a una evolucién por competicion y seleccion natural en base a la

eficacia de robustez y estabilidad de la organizacién protocelular funcional - entrasen en una carrera
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en complejidad hasta originar la vida. Segun los autores es necesario el desarrollo de - como
minimo - cuatro mecanismos de control para la aparicion de este tipo de unidades de seleccion: 1)
un control espacial (que delimite la frontera fisica), ii) un control cinético (coordinando los procesos
reactivos), 1i1) un control energético (para facilitar la barrera termodindmica) y iv) un control
hereditario (para tener la posibilidad de evolucionar hacia sistemas mds complejos). Los tres
primeros mecanismos permiten al sistema funcionar como auténomo; el mecanismo hereditario, por
su parte, permitiria fijar el tipo de integracién funcional que conforma cada unidad auténoma y
transmitirlo a su descendencia. La integracion temprana de estos cuatro mecanismos en la historia
evolutiva prebidtica podria haber permitido que ésta fuera guiada hacia un fenémeno biolégico sin
encontrarse con los problemas derivados tipicamente de las aproximaciones mds puramente
evolutivas, o mds puramente fisioldgicas, al origen de la vida (centradas, principalmente en “su
molécula”). Entre otros, como hemos venido viendo, afrontar el origen de una molécula muy
compleja (como en el caso del "mundo-ARN") o dar sentido a la falta de continuidad con la

complejidad bioldgica (como en el caso del "mundo-proteico").

No obstante, la principal desventaja de este enfoque es su dificil comienzo, el"salto" desde
una quimica heterogénea hasta este grado minimo (pero relativamente alto) de organizacién.
Podemos imaginar que el origen de la autonomia basica no fue tnico, sino mas bien un "ir y venir"
de subidas y bajadas por montafias de energia hasta caer en estados metaestables, suficientemente
robustos y capaces de persistir durante un tiempo, generar variabilidad, crecer y dividirse. Este
esquema organizativo - al principio muy fragil y dependiente de las fluctuaciones del ambiente -
posibilitd, en algin momento, la adquisicién de alguna innovacion organizacional que le permitié
tomar sus propias riendas; esta novedad supuso un antes y un después en las reglas causales de la
naturaleza y abri6 el camino hacia el origen de la vida. El desconocimiento del escenario geo-fisico-
quimico exacto existente en la época prebidtica, la enorme variedad de procesos quimicos no-
lineales que emergen de cualquier mezcla molecular compleja (sumado a la dificultad para su
andlisis) suponen un reto pero, también, una oportunidad, para indagar en los sistemas responsables
de tal innovacion en los regimenes causales de la naturaleza. La Biologia Sintética (entendida como
la biologia de la sintesis) unida a la metodologia de la 'Quimica de Sistemas' (capitulo 6) deberia
ayudarnos a comprender algunas de las claves. Veamos a continuacion de qué manera podria

llevarse a cabo todo esto.
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4.4 La posible contribucion de la Biologia Sintética’

La mayor parte de las lineas de investigacién abiertas en biologia sintética tienen,
actualmente, a la ingenieria genética y la biotecnologia como principales representantes [Ruiz-
Mirazo & Moreno 2013] y trabajan sobre la base de ingredientes moleculares copiados o extraidos
de otras formas de vida. Con esto se persigue la generacion de un comportamiento o efecto nuevo a
partir de la integracion/inserciéon de un conjunto de modulos funcionales (‘biobricks’) y otros
ingredientes bésicos previamente sintetizados (en la mayor parte de los casos, por otros organismos
vivos). Dentro de esta misma clasificacion podria incluirse la realizacién de protocélulas hibridas
comentadas previamente (ver seccion 4.3). No obstante, cada vez se hace mds patente la necesidad
de profundizar en los conceptos mds fundamentales del funcionamiento biolégico para llevar a cabo
estos objetivos [Serrano 2007; Kwok 2010; Kittleson et al. 2012]. Concretamente, comienza a
echarse en falta la investigacién en torno a la sinfesis de esos moddulos de construccién que la
biologia sintética utiliza en sus aproximaciones ingenieriles (con el fin de modificar o mejorar una u
otra funcién del sistema). Resulta que el propio proceso de auto-produccién de estos ‘biobricks’,
que se da naturalmente en los sistemas bioldgicos - pues es parte de la definicién de estos - y que
hasta ahora ha sido obviada en el trabajo biotecnoldgico (el cual utiliza tnicamente el producto de
esta produccion), podria tener algo importante que decir para lograr una mejor comprension - y

utilizacion - de su funcionalidad.

Existe la posibilidad de realizar una biologia sintética alternativa, que encare el nudo central
de esta cuestion (la sintesis auténoma de componentes con potencial funcional en un sistema). Esto
implica una estrategia experimental muy distinta a la habitual (la ingenieril) que, en lugar de disefiar
sistemas modificables desde el exterior, busque las condiciones de posibilidad para que el sistema se
auto-construya y auto-modifique a si mismo ante fluctuaciones impuestas externamente [Ruiz-
Mirazo & Moreno 2013]. Este problema, intuitivamente similar a aquel que nos enfrenta al origen
del metabolismo y, a su vez, al origen de la autonomia, de la identidad auto-constituida, supone un
reto metodolégico enorme que se plantea como una paradoja. ;Como producir sistemas auto-
producidos sin intervenir en es misma capacidad auto-productiva, que es su principal caracteristica?
Desde aqui se proponen tres puntos a tener en cuenta para encarar esta nueva estrategia [Murillo-

Sanchez & Ruiz-Mirazo 2016]:

1) Ampliar del estudio de sistemas auto-cataliticos: La auto-catélisis se presenta como un

mecanismo esencial en la auto-produccion de los seres vivos, siendo desde un motor para la

7 Ideas extraidas principalmente de Apéndice (1).
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produccién material, molecular, hasta un imperativo organizacional para el crecimiento y la
reproduccion. De manera mas especifica, seria preciso explorar redes de complejidad creciente
que produzcan robustez dindmica en el sistema pero, a su vez, mantengan el potencial para la

produccion de nuevos componentes y comportamientos emergentes.

1) Apostar por la diversidad y heterogeneidad: El empleo de sistemas de composicidon mixta
y distribucion heterogénea de fases (principalmente, tal y como hace la vida, acuosas e
hidrofébicas) hara mds complicado pero mds interesante el estudio de estos sistemas. Una de las
claves consistiria en explorar si estos compuestos fase-dependientes son capaces de generar
dindmicas auto-organizativas (patrones de orden espacio-temporal alejados del equilibrio) y de
auto-ensamblaje (formacion de estructuras supramoleculares de cuasi-equilibrio) combinadas,
que permitan la implementaciéon de un control espacial (por ejemplo una constricciéon de la
difusion) y posibilite el despliegue de comportamientos dindmicos muy diferentes a los que se
obtienen en condiciones de homogeneidad (algo muy evidente desde el trabajo seminal de

Turing [1952] y corroborado por los enfoques mds recientes de [Epstein 2014]).

iii) Auto-produccion compartimentada: La compartimentacién proporciona ventajas reales
como ya se ha discutido previamente, entre ellas hace posible un sentido de autoproduccion
diferente y més sencillo, més plausible a su implementacion ‘bottom-up’ (ver, como ejemplo de

gran interés en esta linea [Hardy et al. 2015]).

44.1. La auto-fabricacion: ventajas de los planteamientos

‘bottom-up’ (desde la Quimica)

Los sistemas bioldgicos son fabricas de sus propios componentes: se auto-construyen en un
sentido fuerte (si bien nunca estrictamente completo). Como venimos viendo hasta ahora, para
lograr este régimen autoproductivo (o autonomia bésica) los ingredientes materiales iniciales y los
tipos de interaccién implicados deben ser lo suficientemente diversos, al tiempo que moldeables y
acoplables entre si, posibilitando el producto de una integracién funcional. La quimica proporciona
un mundo de posibilidades dindmicas mucho mds ricas que las que proporciona la fisica (a pesar de
que existan comportamientos dindmicos interesantes en sistemas fisicos como las ‘celdas de
Bénard’ y otros fenémenos de organizacion fisica [Nicolis 1989; Bishop 2012]). Al movimiento
mdas o menos controlado/constrefiido de los componentes moleculares se afiade la capacidad de
combinacion y transformacion de los mismos en otros componentes, con propiedades nuevas, que

pueden ejercer influencia sobre los primeros. El andlisis de este tipo de sistemas era, hasta ahora,
89



demasiado dificultoso, no obstante, hace unos pocos afios, el nacimiento de la Quimica de Sistemas
[von Kiedrowski 2005; Ludlow & Otto 2008] permite estudiar experimentalmente mezclas
quimicas complejas, especialmente en condiciones de alejamiento del equilibrio [Ruiz-Mirazo et al.

2014].

Asi pues, la Biologia Sintética, sin dejar de hacer lo que esta haciendo con componentes y
modulos de origen/inspiraciéon bioldgica, deberia asimismo trabajar con todos sus posibles
precursores, ampliando el abanico de especies moleculares de relevancia bioldgica tanto al campo
de la quimica prebidtica como al de posibles quimicas sintéticas alternativas. Segin se argumenta
con méas detalle en [de la Escosura et al. 2015], la interfaz entre la Quimica de Sistemas y la
Biologia Sintética es, de hecho, el dmbito de investigacion mds prometedor para avanzar en el
problema del origen de vida. Veamos en el siguiente capitulo qué es y qué posibilidades otorga el

nuevo campo de la Quimica de Sistemas.
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Capitulo 5

LA QUIMICA DE SISTEMAS COMO LA
PLATAFORMA IDEAL PARA ABORDAR EL
PROBLEMA DE LOS ORIGENES DE LA VIDA

La quimica de sistemas es un campo de investigacion aun muy joven. Fue hace diez afios
cuando, en una reunién del proyecto cientifico cooperativo COST, se convocé el primer workshop
dedicado a esta disciplina [von Kiedrowski 2010]. Allf se encontraron reunidos mayoritariamente
representantes de campos relativos al Origen de la Vida y a la quimica supramolecular, que veian en
la quimica de sistemas un punto en comin para abordar los sistemas complejos. Desde esta
perspectiva, se propuso una definicién temprana de la disciplina ‘Quimica de Sistemas’ como: un
esfuerzo en comiun entre la quimica prebidtica y la quimica supramolecular ayudada por los avances
computacionales de la biologia de sistemas y la quimica tedrica. El objetivo de esta disciplina es el
de abordar la integracion de supersistemas dindmicos que incluyan, al menos, un subsistema
autocatalitico. Entendida como el ala “bottom-up” de la biologia de sistemas, la Quimica de
Sistemas trabajaria para la realizacion de una biologia sintética que reforzara la comprension de las

raices quimicas de la vida.



5.1. En el nicleo del cambio de estrategia: las Quimicas

Dinamicas Combinatorias

La quimica dindmica combinatoria (Dynamic Combinatorial Chemistry o DCC) es, junto
con otros sistemas mds conocidos de osciladores, replicadores y sistemas auto-ensamblados, uno de

los ingredientes estrella de la quimica de sistemas.

Las DCC tienen sus raices en la quimica supramolecular [Lehn 1995; 1999], pues comparten
entre si dos de sus pivotes centrales: el auto-ensamblaje y el reconocimiento molecular. La
tendencia de la quimica supramolecular hacia sistemas cada vez mds complejos y su afinidad en
torno al objetivo de encontrar respuestas a propiedades del sistema global, ha propiciado el

acercamiento, o incluso la fusion parcial de este campo con el de la Quimica de Sistemas.

Las DCCs se basan en procesos reversibles de conexion (puentes de hidrégeno, enlaces Van
der Vaals, reacciones redox o enlaces i6n-metal) entre una coleccion aleatoria de “building-blocks”
que forman, continua y espontdneamente, constituyentes supramoleculares formando una libreria
(Dynamic Combinatorial Library o DCL). La generacion de estructuras supramoleculares a partir de
estos “building blocks” ha demostrado dotar al sistema de funciones emergentes imprevisibles a
partir de sus componentes moleculares individuales. La distribucion de los componentes esta regida
por un control termodindmico, son los eventos de reconocimiento molecular y la formacién de
estructuras mas estables los que determinan la seleccion y la abundancia de determinada parte de
ellos. Aunque la tendencia seria a imaginar que los rendimientos globales de las reacciones de la
libreria son predecibles de acuerdo a las condiciones termodindmicamente controlables, aparecen
comportamientos complejos, contra-intuitivos, que tnicamente son comprensibles si tratamos el
conjunto a nivel de sistema. Por ello, las DCC son una valiosisima herramienta para el desarrollo de
un marco teérico del comportamiento de redes de moléculas cercanas al equilibrio y bajo la accién
de estimulos externos. Por otro lado, cada vez existe mas interés y mejores capacidades analiticas
para trabajar con DCCs alejadas del equilibrio, las cuales resultan especialmente interesantes en el
estudio de la quimica prebidtica por su cardcter auto catalitico y auto-organizativo y su amplio

grado de libertad para la emergencia y plasticidad de funciones colectivas.

La aplicacion de principios bioldgicos a los sistemas quimicos (en otras palabras, el mirar la
quimica con ojos de biologo) resulta una buena estrategia para discriminar, de entre todas las redes
moleculares con procesos auto-cataliticos y auto-organizativos emergentes, aquellos que puedan

parecerse mds a la complejidad bioldgica. En el recientemente formado campo de investigaciéon en

92



‘Quimica Prebidtica de Sistemas’ los cientificos trabajan con redes de precursores de biomoléculas

para tratar de encontrar las raices quimicas a los fendmenos biolégicos.

Por ultimo, al final de este capitulo veremos como esto queda especialmente bien
ejemplificado con el desarrollo del programa de investigacion con protocélulas dirigido a la

fabricacion “bottom-up” (a través de la Quimica de Sistemas) de vesiculas funcionales.

5.1.1 Librerias moleculares

Las librerias dindmicas combinatorias (Dynamic Combinatorial Libraries o DCLs) estdn
formadas por un numero determinado de moléculas de uno o varios tipos y pertenecientes a uno o
varios tipos de quimica. Estas moléculas se encuentran interaccionando, mediante enlaces
covalentes o no, en una serie de reacciones generalmente reversibles y cercanas al equilibrio, dando
lugar a estructuras de composicion (relativamente) distinta pero con funcionalidades (relativamente)
similares. Las DCLs estan, principalmente, controladas termodindmicamente y por ello son
sensibles a los cambios en las condiciones internas o externas (plantillas, temperatura, pH, luz,
campos eléctricos, etc) que afectaran directamente en la distribucion de sus productos. Todas estas
caracteristicas permitirdn seleccionar y calibrar artificialmente (externamente) aquellas estructuras
mediante las cuales se obtenga el tipo de funcion mas adecuado al objetivo buscado (un receptor,

una cdpsula, un replicador, una nano-mdaquina... ).

En la tabla (5.1) se observa, resumidamente, la enorme diversificacion en las funcionalidades
y los procesos de los cuales toman parte las distintas DCCs mds comunes hasta la fecha (muchos de
estos ejemplos pueden encontrarse en [Li et al. 2013]). Esta diversidad podria ser incluso més
amplia, pues la combinatoriedad en las DCCs impone escasos limites a la imaginacién de los
cientificos encargados de disefiarlas. El primer y més extendido uso de las DCCs fue y sigue siendo
el descubrimiento, la sintesis y la correcta purificacion de moléculas bio-activas, de nuevos
receptores para biomoléculas o de bio-catalizadores. Estas DCLs estdn basadas en mecanismos de
reconocimiento molecular y en la formacion de enlaces covalentes entre componentes de la libreria,
encontrandose €stos en solucién o, alguno de ellos, estabilizado mediante el anclaje a un sélido. La
precipitacion, volatilizacién o la separacion entre diferentes fases funcionaran como mejoras para la
eficacia en el aislamiento de estos nuevos productos. Basado en el auto-ensamblaje, el desarrollo de
capsulas o de agentes quelantes para una administracion farmacoldgica coordinada y programada es
otra de las aplicaciones mas comunes. Clasicamente las DCLs son gobernadas mediante un control
termodindmico y constan de una diversidad en cuanto al tipo de componente relativamente baja (la
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libreria genera una enorme diversidad de componentes pero dentro de sélo uno o dos tipos de
quimica distintos, generalmente). Los tipos de procesos, por tanto, seran también cualitativamente
sencillos y dirigidos a un interés concreto del investigador. Por ejemplo, las DCLs han permitido
mejorar significativamente el descubrimiento de receptores permitiendo el rastreo de millones de
moléculas auto-generadas por la libreria mediante reacciones reversibles y enlaces covalentes, al
mismo tiempo que facilita su purificacién mediante la modulacion del sistema ante cambios en las

variables termodinamicas.

Sin embargo, la propiedad mas peculiar y caracteristica de las DCCs es su comportamiento
altamente sistémico. A pesar de tratarse de mezclas bajo control termodinamico, las DCLs exhiben
comportamientos no tan facilmente predecibles debido a su funcionamiento en red y la estrecha
interconectividad entre sus componentes, lo cual hace necesaria su comprensiéon como sistemas
globales para el correcto andlisis de sus resultados. Las DCLs se vuelven especialmente interesantes
a partir de un cierto nivel de diversidad de componentes, cuando la aparicion de sinergias entre
procesos afiaden un control cinético al control termodindmico, permitiendo el alejamiento del
equilibrio de tales mezclas complejas. Esta propiedad ha sido aprovechada por la Quimica de
Sistemas, tanto por su aplicacion tecnoldgica (como en el caso de los materiales ‘inteligentes’, tubos
fotonicos o las nano-maquinas) como en la investigacion mas fundamental en quimicas complejas y
comportamientos de tipo proto-biolégico. El colectivo de procesos emergentes puede encontrarse
actuando al mismo tiempo y/o coordinadamente bajo algin tipo de jerarquia espacial (auto-
ensamblaje), temporal (difusién) o espacio-temporal (auto-organizacion), similares a aquellas que
gobiernan los actuales sistemas vivos y por ello abren para el campo de la quimica prebidtica de

sistemas un interesantisimo escenario en el cual realizar sus investigaciones.

5.1.2. Librerias versus poblaciones moleculares

La denominacion de “libreria”, en el contexto de las DCCs, pone de manifiesto una especie
de necesidad por diferenciar estos conjuntos moleculares en interaccion de su caracterizacion en la
mas tradicional denominacion de “poblacion” molecular. Aunque ninguno de los trabajos en DCCs
revisados explicita particularmente el por qué de esta diferenciacion, la diferente terminologia tiene
(voluntaria o involuntariamente) un consenso generalizado. Lo cierto es que, si revisamos mas
detalladamente el tipo de colectivos que estos dos términos describen tradicionalmente, podemos
encontrar diferencias significativas y ademds particularmente relevantes a la hora de caracterizar

mezclas quimicas complejas.
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Aunque el término “poblacién” se refiere también a “conjunto”, éste tiene, por afiadido, un
significado genealdgico inherente, un sentido de parentesco entre sus integrantes, inscritos en una
linea histérica y de continuidad en una serie evolutiva. La referencia a una poblacién molecular
indica normalmente un conjunto de moléculas emparentadas tratando de conservar su secuencia
(generalmente se trata de moléculas lineales con una secuencia) mediante mecanismos replicativos
embebidos en un proceso genealdgico-evolutivo. El término “libreria”, por otro lado, se refiere a un
conjunto de entidades, en el sentido de una coleccion de componentes y procesos. Es decir, la
referencia a una libreria molecular tiene un sesgo totalmente ahistdrico e indica un conjunto de
moléculas poseedor de determinadas “piezas” y generador (por recombinacién de las mismas) de

diversidad y de novedad.

Asi pues, la primera diferencia principal que encontramos entre las librerias y las
poblaciones moleculares es su significado ontolégico sincrénico y dicacrénico, respectivamente.
Mientras que las poblaciones sdlo tienen sentido cuando estdn inmersas en una historia evolutiva,
las librerias, aunque pueden ser utilizadas a través de un mecanismo evolutivo (por ejemplo, en una
evolucion molecular “in vitro” para la mejora de alguna propiedad de la libreria) encuentran su
significado ontolégico en cualquier momento discreto de tiempo, dada su composiciéon y su
estructura. Esta caracteristica resulta interesante para tratar de entender una organizacion quimica
concreta y sus propiedades actuales, en linea con el tipo de aproximacién fisioldgica adoptada en

este trabajo.

La segunda diferencia tiene que ver, precisamente, con el tipo de organizacién quimica que
puede ser observado en uno u otro conjunto y su interés en un contexto prebidtico. Aunque la
correcta replicacion de las moléculas pertenecientes a ciertas poblaciones moleculares genera,
también, la adquisicidn de cierta disposicion funcional (véase por ejemplo el trabajo de Ashkenasy
y colaboradores en 2008 : [Dadon et al. 2008]), el funcionamiento modular, cooperativo y
recombinatorio de las librerias, hace que su organizacién funcional se parezca bastante més a la de
los seres vivos. En relacion a esto también el tipo de definicién de individualidad que puede ser
descrito en ambos conjuntos moleculares serd cualitativamente diferente; argumentaré esto en
mayor profundidad en el capitulo 7, pero una primera nocion intuitiva puede ser ya extraida de lo
aqui mencionado. En términos generales, el cardcter de sistema (funcionalmente integrado) en una
poblacion molecular es mucho mas débil que en una libreria molecular; mientras que cada molécula
replicadora de la poblacion funciona y es seleccionada por su capacidad replicativa individual
(aunque lo haga a costa de, o ayudada por, otras moléculas de la poblacién), los componentes de la
libreria son seleccionados (artificialmente, dado su interés especifico) en conjunto, por poseer

ciertas caracteristicas sistémicas globales. Estas propiedades globales pueden ser muchas y muy
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variadas (ver tabla 5.1) dada la capacidad recombinatoria y modulable de las librerias.

La tercera diferencia tiene que ver de hecho con esto. Las poblaciones moleculares tienen un
cardcter conservador intrinseco mientras que las librerias son productoras innatas de diversidad. Por
tanto, el desarrollo y la presencia de funciones distintas estard mucho mds patente en estas tltimas,
pudiendo darse la actuacion sinérgica de varios mecanismos (y a diferentes niveles espaciales,
temporales o espacio-temporales), dada una diversidad composicional minima (ver los ejemplos de
las ultimas columnas de la tabla 5.1). En las poblaciones moleculares, y a pesar de que se ha
comprobado la asistencia autocatalitica y catalitica de ciertas secuencias sobre otras [Vaidya et al.

2012], la funcionalidad del conjunto se vera practicamente reducida a la replicacion.

En resumen, es bastante evidente que las librerfas alejadas del equilibrio resultan
especialmente interesantes para el estudio de un sistema quimico orientado hacia la biologia, dado
su cardcter sistémico y la emergencia de procesos y funciones diferenciadas dentro del mismo. Sin
embargo, su alcance explicativo, orientado a la naturalizacién de una nociéon de funcién e
individualidad bioldgica minima tiene sus limitaciones y debe estar bien acotado, tal y como

discutiré mds adelante (ver capitulo 6).

5.1.3. Mezclas heterogéneas y alejadas del equilibrio: retos y

oportunidades

El alejamiento del equilibrio de las librerias con un nivel composicional y de procesos algo
mds complejo al de las DCLs tradicionales ha estimulado el interés de los investigadores del campo
de Origen de la Vida, particularmente el de aquellos interesados en investigar, desde una perspectiva
bottom-up, las raices de la organizacion bioldgica. La sinergia entre la produccién de diversidad
molecular y la respuesta a estimulos, caracteristica de todas las DCLs, junto con la aparicién de
procesos de autocatdlisis, auto-ensamblaje y auto-organizacién que permitan la disipacién de
energia y el alejamiento del equilibrio cuando estas mezclas se hacen mds complejas, establecen
una base quimica suficientemente diversa y robusta para la investigacién de sistemas auto-
contructivos y adaptativos (dos de las caracteristicas bésicas de los seres vivos bajo un esquema
autébnomo autopoiético). Precisamente, el comportamiento autopoiético de las DCCs ha sido
explorado en los ultimos afios por el grupo de Giuseppone y colaboradores [Nguyen et al. 2009]. En
una libreria molecular compuesta por diferentes tipos de aminas hidrofilicas y aldehidos
hidrofébicos, su condensacién en forma de moléculas surfactantes (con una parte hidrofilica y otra

hidrofébica) de distintas longitudes da lugar, mediante auto-ensamblaje en un medio acuoso, a la
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formacidén de estructuras supramoleculares (micelas). Una vez formadas las micelas, la presencia de
la fase hidrofébica mejora el ratio de condensacion de los componentes originales en las moléculas
surfactantes, consecuentemente mejorando la ratio de formacién de las micelas, y asi
recursivamente. Las micelas, por tanto, funcionan como catalizadores de su propia formacion y
crecimiento, mostrando un comportamiento autopoiético (como ya se conocia previamente gracias
al trabajo de Luisi y colaboradores [Rasi et al. 2003, Szostak et al. 2001]). Ademas, las propiedades
particulares de las distintas estructuras supramoleculares formadas (dependientes, finalmente, de las
moléculas surfactantes que las conforman) hacen que unas crezcan a costa de las otras, dindose una
seleccidn interna y una auto-amplificacién de un tipo de estructura en detrimento de las demds. El
tipo de moléculas surfactantes perteneciente a la estructura seleccionada sera, a su vez, seleccionado
entre toda la librerfa molecular, produciéndose lo que los autores llaman una “relacién sinérgica a
dos niveles” en una DCL replicativa. Los componentes moleculares compiten a escala
subnanométrica por la produccién reversible de moléculas surfactantes de diferente longitud y esto
determina la formacion y estabilidad termodinamica de las estructuras supramoleculares auto-
ensambladas. Después, en un primer ciclo autocatalitico, estas estructuras supramoleculares son
capaces de catalizar su propia formacion mediante el incremento en la tasa de condensacion de sus
surfactantes constituyentes (la asi denominada autopoiesis quimica) y, en un segundo ‘“ciclo
autopoiético”, las estructuras auto-ensambladas discriminan entre la sintesis de unos u otros
constituyentes, mostrando una preferencia y amplificacion de los suyos propios. La combinacion
entre cooperaciones quimicas actuando a diferentes niveles serd la base para entender la particular
(auto-)organizacion de los sistemas bioldgicos en la cual se da una coordinacién de procesos bajo
control termodindmico (estereoespecificos y auto-ensamblados) con procesos cinéticos reactivos

que requieren una disipacion de la energia [Karsenti 2008].

La particular modularidad funcional adaptativa de la cual se nutren las DCLs, junto con la
amplificacion y refuerzo de aquellas propiedades que mejoran el sistema mediante auto-catalisis, es
otra de las caracteristicas que pueden ser explotadas tecnol6gicamente, como es el caso de los
llamados materiales “inteligentes” [Faramarzi et al. 2012]. Los componentes que conforman estos
materiales son capaces de auto-ensamblarse en respuesta a un estimulo eléctrico (luz) y la estructura
supramolecular generada resulta ser un canal eléctrico que permite estabilizar y transferir espacio-
temporalmente la primera sefial luminosa, modulando y catalizando el auto-ensamblaje de mas de
sus constituyentes y, por tanto, su propia fabricacion [Moulin et al. 2010]. La investigacion en este
tipo de materiales auto-fabricados subraya explicitamente la importancia de la combinacién del
auto-ensamblaje de estructuras supramoleculares y su papel en la auto-organizacion, la disipacion

de energia y el mantenimiento del sistema lejos del equilibrio.
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Por otro lado, la topologia en forma de red adquirida por estas mezclas complejas mejora
significativamente sus posibilidades funcionales, pues permite modular de manera muy precisa su
estructura, en respuesta a variaciones de tipo o de intensidad en el medio, con la consecuente
produccion de un efecto (por ejemplo, y en el caso de los agentes autdbnomos, mantener su
integridad). La respuesta al estimulo externo en un sistema auto-producido se generard mediante
una combinacion de la energia potencial disponible, dada su configuracion (aumento de la entropia),
y su patrén auto-organizativo, dada la lejania al equilibrio y la correlacion espacio-temporal con el
estimulo (descenso de la entropia). Si la fluctuaciéon no es demasiado intensa para desintegrar la
organizacion del sistema, el resultado serd una re-estructuracién de los componentes en el esquema
organizativo de la entidad. De hecho, en paralelismo con un modelo evolutivo, la exposicion del
tipo de sistemas auto-constructivos presentados arriba a una libreria molecular aleatoria de
componentes permitiria mejorar la funcionalidad del sistema a través de dindmicas de seleccidn,
amplificacién, competicion e integracion entre la mezcla de componentes disponibles en la misma

[Giuseppone 2012].

La importancia e interés para la Quimica de Sistemas y, en concreto, para la Quimica
Prebictica de Sistemas de las mezclas complejas de las DCCs es innegable. Sin embargo, la
dificultad para su analisis también lo es. El control de las variables y el escrutinio de los resultados
provenientes de una mezcla muy heterogénea de componentes ha resultado, hasta hace bien poco,
un escenario poco atractivo para muchos experimentalistas. Afortunadamente, la revolucién
tecnoldgica de la Biologia Molecular de los dltimos afos ha traido consigo un enorme desarrollo de
técnicas analiticas de alto rendimiento en materia de experimentacion empirica. Las nuevas
generaciones de secuenciadores, los estudios de seleccién “in-vitro” o la implementacion de
“laboratorios en miniatura” mediante las técnicas de micro- y nano-fluidos para el analisis ultra-
discriminatorio de estas mezclas complejas, abre la puerta a la implementacion real de un programa
de investigacion en quimica con un fuerte componente sistémico que es perfectamente combinable

con una Biologia Sintética “bottom-up”, como se abogaba en el capitulo anterior.
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5.2. Una bateria de técnicas analiticas en pleno desarrollo

La quimica de sistemas, basada principalmente en las DCCs, se ve obligada a tratar con
complejisimas mezclas moleculares, formando patrones en red con comportamientos y resultados
muchas veces impredecibles y dificiles de monitorizar. El desarrollo de una metodologia
experimental de alta precision ha sido esencial para la posibilidad de llevar a cabo experimentos en
tales condiciones. La caracterizacién de tales mezclas complejas de componentes s6lo ha sido
posible tras la revolucion tecnoldgica de la Biologia Molecular en las ultimas décadas, que ha sido
fruto de técnicas analiticas de altisimo rendimiento capaces, incluso, de estudiar la quimica a nivel

molecular.
5.2.1. Nueva generacion de secuenciadores

Los avances en secuenciacion ocurridos a partir de la década de 1950, momento en el que
empezaron a secuenciarse las primeras proteinas (Sanger 1951-1953), hicieron posible una detallada
descripcion de la composicion celular aminoacidica, nucleotidica y lipidica. Esto dio lugar al
nacimiento de los principales campos de las “6micas” (la protedmica, la gendmica, la metaboldmica

y la lipidémica) revolucionando la comprension molecular global de la célula.

En torno a la secuenciacion peptidica, las primeras técnicas estaban basadas en hidrolisis
(enzimdticas y quimicas), electroforesis, cromatografias y posterior andlisis de las huellas
moleculares mediante tintes de nihidrina. A dia de hoy, atn se utilizan diariamente métodos que son
Unicamente mejoras en torno a esta metodologia (por ejemplo el método de degradacién de Edman,
en el cual se van marcando, separando y analizando cromatogrifica o electroforéticamente los
aminodcidos de la secuancia peptidica). Sin embargo, el método mads eficiente y mas cominmente
utilizado en la actualidad es la Espectrometria de Masas (Mass Spectrometry o MS) que, basdandose
en la relacion carga/masa de cada molécula (tras haber ionizado la muestra mediante diferentes
métodos), es capaz de establecer con gran precisién la distribuciéon de estas moléculas en la
composicion de una sustancia. Otra técnica, de mayor coste pero también ampliamente utilizada es
la Resonancia Magnética Nuclear (Nuclear Magnetic Resonance 6 NMR). Esta, a su vez basada en
las propiedades mecénico-cudnticas de los protones y neutrones pertenecientes a los nucleos de los
diferentes dtomos de los cuales estd compuesta la molécula a detectar, es utilizada para obtener

informacion estructural y quimica de una mezcla de componentes.

Tras el éxito de la gendmica, la mayor parte de las secuencias de proteinas son deducidas

indirectamente de la secuencia nucleotidica codificante, después de haber secuenciado la cadena de
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ADN o ARN de la cual provienen. El primer método de secuenciaciéon de ADN fue también
desarrollado por Sanger en la década de 1970. La fragmentacion del ADN mediante la utilizacion de
secuencias ‘terminadoras’ durante la sintesis de una cadena complementaria era seguida de la
amplificacion de los fragmentos por clonaje in vivo y su resolucion por electroforesis. En la década
de 1990, la apariciéon de los secuenciadores automdticos de ADN, basados en el marcaje
fluorescente y la electroforesis capilar, fue el punto de partida para la tecnologia de secuenciacion

de alto rendimiento y la aparicion de la gendmica y la metagendmica.

En el afio 2005, gracias a los avances en microfluidica y la nanotecnologia, empezd a
desarrollarse la llamada ‘segunda generacion’ de secuenciacion de ADN (Next Generation DNA
Sequencing 6 NGS). En ésta, el proceso comienza con una fragmentacién aleatoria de la molécula a
secuenciar, seguida de su unién a secuencias adaptadoras comunes y la generacion enzimatica de
clones amplificados (mediante diferentes técnicas de PCR), amplicones a su vez distribuidos en
clusters fijados sobre una superficie. La matriz generada es después analizada mediante ciclos de
interrogacion enzimatica (usando DNA polimerasa o DNA ligasa). Recientemente, estd saliendo a la
luz una nueva ‘tercera generacidon’ de secuenciacion de ADN que permite la secuenciaciéon de
moléculas individuales de dcidos nucleicos mediante dos métodos: la separacion electroforética de
las moléculas a su paso por un nanoporo y la polimerizacion y marcaje de las moléculas

individuales a partir de un “primer” inmovilizado en una superficie.

5.2.2. “Microarrays” y ‘“Biochips”

Otro de los avances mas importantes en la metodologia relacionada con el analisis de
mezclas complejas es el desarrollo de técnicas de hibridacidn e interaccidon de proteinas y ligandos.
Tradicionalmente, este tipo de interacciones ha sido (y son) estudiados mediante métodos basados
en el “blotting” de membranas, en los cuales las proteinas son inmovilizadas en una membrana,
expuestas a la molécula con la que han de interactuar, y aquellas que interactuan son tefiidas y
analizadas. Esta tradicion ha evolucionado en técnicas de mayor rendimiento como los biosensores
inmovilizados en superficies solidas: aparatos analiticos que contienen un receptor o “sonda”
bioldgica (la cual interacciona con la molécula muestra) y un transmisor de sefial (que detectard la
interaccion y la traducird a una sefial medible). Las sondas pueden ser de todo tipo: proteinas,
acidos nucleicos artificiales o naturales, carbohidratos, combinaciones de estas biomoléculas,
ensamblajes moleculares e, incluso, células enteras o fragmentos de tejidos. Los transmisores

aprovechan la sensibilidad y especificidad de las interacciones en términos Opticos, mecénicos,
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eléctricos o térmicos. Los “microarrays” o “biochips” son una mejora sobre esta misma idea,
permitiendo la inmovilizacién de miles de moléculas sonda en un sustrato sélido de pequefio
tamafio. La muestra a analizar (que puede estar purificada pero también puede ser una mezcla
quimica compleja) se marca fluorescentemente y se hibrida con el “microarray”, detectando el tipo
de interaccion especifica mediante escaneres de alta resolucién. Los ensayos con “microarrays” han
permitido elevar enormemente el rendimiento y la velocidad de los andlisis en gendmica y

protedmica.

5.2.3. Estudios de seleccion ‘in vitro’

Los estudios de seleccion in vitro han permitido el escrutinio de enormes librerias de ARN y
ADN con propiedades especificas para una u otra funcién, dando lugar a la seleccién de nuevas o
mejoradas ribozimas, enzimas artificiales y moléculas diana. El proceso de evolucién in vitro
implica ciclos seriados de amplificaciéon y seleccion de las moléculas mds adaptadas
funcionalmente, hasta obtener la actividad deseada en el experimento. El resultado puede ser
después monitorizado por el andlisis del fenotipo y el genotipo de dicha molécula artificialmente

evolucionada.

En los afios 90 aparecid el 1llamado protocolo SELEX, consistente en ciclos sucesivos de
amplificacién-seleccidon, y que hace uso de la posibilidad de sintetizar quimicamente grandes
conjuntos de secuencias aleatorias y de utilizar la tecnologia de PCR junto a la enzima transcriptasa
inversa para amplificar y seleccionar aquellas que son interesantes para el investigador. Las
secuencias nucleotidicas no son las unicas moléculas que pueden evolucionar artificialmente
mediante estos métodos. Por ejemplo, la tecnologia llamada “mRNA display” produce la unién
covalente de la proteina modelo a su propio ARNm, perimitiendo asi su seleccién y amplificacion, o
el método PACE (“Phage Assisted Continuous Evolution™) que permite la evoluciéon continua de
proteinas codificadas, transferidas de célula a célula mediante un bacteriéfago cuyo ciclo vital es
dependiente de la actividad de la proteina en cuestion. A pesar de que la mayoria de experimentos
de evolucién in vitro han estado centrados en la mejora de ribozimas (apoyando con pruebas
experimentales la hipétesis del «mundo ARN») las nuevas metodologias permiten la evolucién de
moléculas simples (4dcidos nucleicos, aminodcidos, péptidos) hacia moléculas con funciones
cataliticas concretas en un medio heterogéneo (tal y como el propuesto desde una perspectiva
integradora y sistémica al origen de la vida). Por otro lado, la evolucion in vitro nos ayuda a

entender mejor los limites de la evolucidn quimica en tales circunstancias.
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5.2.4. Microfluidica

Las nuevas metodologias previamente introducidas son generadoras de innumerable
informacién. Sin embargo, para su manejo se requiere de una tecnologia especifica y
suficientemente refinada que permita una atinada modulacién de las variables complejas en tales
mezclas heterogéneas mediante la automatizacién y miniaturizacién de los experimentos. Esta tarea
es responsabilidad de la tecnologia de los micro-fluidos, convirtiéndose en una de las herramientas
mads Uutiles para quimicos, bioquimicos y bidlogos de sistemas, pues permite replicar la tecnologia
“de poyata” a escala de “microchip”. En los afios 90, la puesta a punto de la electroforesis capilar
en chips o en cristales fue uno de los primeros avances en cuanto a la utilizaciéon de los micro-
fluidos. La secuenciacion de ADN de alto rendimiento se beneficid ya enormemente de estos micro-
canales y micro-reactores, permitiendo reproducir un laboratorio en cada microchip y probar, en

paralelo y mucho més rdpido, un nimero enorme de pruebas quimicas y bioldgicas.

El siguiente hito en el campo de la microfluidica fue el desarrollo de la litografia blanda (“soft
lithography™) que permite la réplica exacta de moldes con canales exquisitamente detallados. Los
patrones con los micro-canales se foto-litografian en un molde de silicona y después, vertiendo
sobre él el polimero PDMS (polidimetilsiloxano) y dejandolo secar, todos los detalles
micrométricos quedan impresos en este ultimo. El molde ya seco se sella con una capa de cristal y
se obtiene una cdmara cerrada con una red de canales de geometria microscopica (10-100um) que
permite controlar microambientes celulares de bacterias y células eucariotas. Los microfluidos
basados en PDMS también permiten la fabricacion de compartimentos con membranas
electrénicamente programables que pueden ser usadas para el transporte y la concentraciéon de ADN

y otras biomoléculas en una red sin mayor intervencion externa.

Finalmente, los avances contindan en la ultima década del 2000 con el desarrollo de la
nanofluidica. Las dimensiones nano-métricas de tales artilugios permiten monitorizar
individualmente 4cidos nucleicos, proteinas y otras macromoléculas, y muestran amplisimas
posibilidades para el campo de la Quimica de Sistemas y la evolucion molecular. Como ejemplo, la
inmovilizacién de vesiculas de lipido puede permitir determinar su composicion, su geometria y sus
componentes internos, siendo manipuladas sin ninguna intervencidén externa gracias a las
propiedades electrostédticas de los nano-fluidos (Karlsson et al. 2004; Krishnan et al. 2010). La
minimizaciéon de la intervencion externa es especialmente importante para realizar un esfuerzo
sintético y “bottom-up” en la fabriacién de entidades protocelulares. Siendo una de las principales
caracteristicas de lo bioldgico la capacidad de “hacerse a si mismo”, los experimentos encaminados

a construir estructuras de tipo proto-bioldgico tendrian que “dejar hacer a la quimica”, al tiempo que
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son capaces de monitorizar lo que estd haciendo. La Biologia Sintética, de hecho, adolece de un
exceso de intervencion externa si uno de sus objetivos es contribuir al problema del origen de la
vida (en tanto en cuanto ésta lleva consigo la implementaciéon de dindmicas auto-productivas)

[Ruiz-Mirazo & Moreno 2013].

5.3. Una promesa para el campo del origen de la vida

5.3.1. La gran oportunidad de “biologizar” la quimica

En el capitulo 2 habiamos visto algunos problemas y retos conceptuales implicitos en la
quimica clésica, haciendo un recorrido desde su vision mas tradicional, corpuscular y sustancialista,
hasta la nueva ola de la “quimica de los algo” (stuff), definida por los procesos de transformacidn,
con una estructura en red conformada por la mezcla de sustratos, intermediarios y productos de las

reacciones.

La intencién de este capitulo era la de presentar hasta qué punto la quimica puede ser atin
mucho mds compleja y apartarse de las propiedades que dominan la quimica més tradicional, lineal
y bajo control termodindmico. El nacimiento del campo de la Quimica de Sistemas demuestra la
necesidad de dedicarle un rincén de investigacion y conocimiento a este tipo diferente de quimicas
complejas con comportamientos sistémicos, emergentes y dindmicos. Ademds, el desarrollo de la
tecnologia adecuada para el enfrentamiento a este tipo de sistemas ha hecho posible su
implementacién en diferentes 4dmbitos tecnoldgicos, farmacoldgicos y de investigacion

fundamental.

La oportunidad de poder rastrear y modular las propiedades de mezclas complejas de
componentes quimicos y procesos alejados del equilibrio es interesante para la Biologia y
especialmente para el estudio del origen de la vida desde una perspectiva “bottom-up”. Cada vez
hay mas y mas cientificos trabajando con redes de diferentes tipos de precursores de biomoléculas,
tratando de encontrar las raices quimicas de algunos fenémenos bioldgicos. Una de los trabajos més
destacables con redes de precursores de los ultimos afios es el que realiza el grupo de John
Sutherland en el Medical Research Council en Cambridge. Estos han conseguido sintetizar, a partir
de dos compuestos prebidticos sencillos (4cido sulfthidrico y cianhidrico) las rutas quimicas
comunes para la produccion de ARN, varios aminodcidos y varios lipidos [Patel et al. 2015]. La
importancia de este trabajo reside, principalmente, en el esfuerzo empleado para tratar el problema

del origen de la vida como el de un sistema con varios actores involucrados, en el cual la diversidad
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Dibujo 5.1: La Biologia “tirando” de la Quimica a través de las herramientas que nos ofrece la Quimica de Sistemas
puede ayudarnos a dilucidar, de entre toda la variedad de mezclas quimicas complejas, aquellas en las que pudieron

haberse enraizado fenémenos bioldgicos o proto-biolégicos.

composicional pudo haber estado presente, y haber co-evolucionado, desde muy temprano. Sin
embargo, la red de reacciones propuesta en el escenario prebidtico de Patel y colaboradores esta
construida a partir de la sintesis de cada uno de los compuestos de manera individual, paralela, cada
una con sus propios tiempos y condiciones de reaccién y, por tanto, no es satisfactoria en cuanto a la
sincronizacién de los procesos y en dotar al sistema de la integracion espacio-temporal que,

precisamente, caracteriza al metabolismo bioldgico.

La quimica de sistemas alejada del equilibrio brinda una nueva oportunidad en relacién a la
sinergia de procesos emergentes, especialmente aquellos de auto-ensamblaje y auto-organizacion,
abre nuevos horizontes para el estudio de sistemas auto-producidos, integrados, disipativos y
sincronizados en el espacio y en el tiempo. No obstante, la enorme plasticidad y combinatoriedad de
la quimica puede dar lugar a sistemas quimicos interesantes pero que nada tengan que ver con la
biologia conocida, o por conocer. Por tanto, la quimica de sistemas necesita ser combinada con
algtin principio biolégico para poder guiar la investigacién y discriminar el tipo de procesos que, en
un escenario prebidtico hiper-poblado de mezclas quimicas y reacciones complejas, pudo haber

inducido a algunas de ellas hacia formas de organizacion prebidtica (ver dibujo 5.1).

En este sentido, si hay una caracteristica fenomenoldgica por excelencia en la biologia, ésta es
su celularidad. Todos los sistemas biolégicos son celulares, como ya comenté en 4.3.1. La apuesta
por comprender la organizacidén celular, por tanto, pasa por la bisqueda de un sistema cohesivo que

vaya mds alld de la auto-organizacién quimica, particularmente encaminado hacia una auto-
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produccién y, en concreto, a la auto-produccién con un compartimento en el cual la presencia de

una membrana tome una parte activa en el funcionamiento integrado del sistema.

5.3.2. Fabricando protocélulas

En el capitulo 4 veiamos cémo el escenario protocelular, de hecho, podia ofrecer diversas
ventajas para la aparicion de una organizacidon autonoma auto-producida. Desde la Quimica de
Sistemas también se ofrece la oportunidad de llevar a la préictica el esquema protocelular,

trabajando con el auto-ensamblaje de vesiculas lipidicas en un medio acuoso.

La primera consecuencia del auto-ensamblaje de lipidos hidrofobicos en una solucion
acuosa es la automatica diferenciacion de fases en el medio. Los lipidos hidrofébicos concentrados
y unidos por enlaces no covalentes generan un nuevo ambiente local, de naturaleza diferente al
grueso del volumen acuoso. Esta diferenciaciéon de fases tendrd importantes consecuencias en la
quimica reactiva de la soluciéon pues ésta tenderd a segregarse ofreciendo comportamientos
diferentes en cada una de las fases. El producto de una quimica reactiva en presencia de dos (0 mas)
fases serd, por tanto, mas diverso que el que pudiera tener en una soluciéon homogénea; o lo que es
lo mismo, la diferenciaciéon de fases permite generar variedad de procesos en un sistema de
composicion relativamente sencilla. Como ya se vio en dicho capitulo 4, la diversidad de procesos
es uno de los primeros requisitos del esquema organizacional autbnomo pues es necesario para la

diferenciacion funcional que produce el cierre causal auto-mantenido.

La diferenciacion de fases podria darse en forma de superficie, de monocapa o de cualquier
estructura supramolecular que diferencie dos zonas de naturaleza quimica distinta en una solucién.
No obstante, la generacion de estructuras vesiculares conllevard ventajas afiadidas relacionadas con
la dependencia mutua de esos diferentes procesos derivados de la diferenciacion de fases, es decir,
relacionadas con la generacion del cierre causal. El efecto mds evidente es la generacion de un
interior y un exterior vesicular. Esto permite al sistema tener un interior acuoso “propio” ligado a
(encapsulado por) una membrana lipidica de naturaleza hidrofébica. En capitulos posteriores
(capitulos 6 y 7) reflexiono sobre la importancia de esta idea de “interior generado por una frontera
auto-ensamblada” y su relaciéon con diferentes aspectos de la organizacion, entre ellos la ya

mencionada posible contribucion a la produccién de un esquema auto-productivo.

El auto-ensamblaje de vesiculas lipidicas se produce de forma espontdnea, sin mayor

intervencidn externa que poner en contacto los diferentes componentes moleculares de la mezcla
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(fundamentalmente agua y lipidos). Este proceso termodindmicamente favorable si es acoplado a
una quimica reactiva que lo soporte y desplace a regiones alejadas del equilibrio (desencadenando
procesos de crecimiento y potencial reproduccién, por ejemplo) ofrece una primera aproximacién a
la capacidad auto-generativa intrinseca a lo vivo. Como veremos a continuacién (capitulo 6) el
acoplamiento de un sistema quimico de este tipo a una quimica auto-organizativa en solucién (que
pueda formar parte igualmente del interior vesicular) es una veta a explorar de gran potencial en
este sentido. El sistema resultante serd un sistema quimico auto-generado a partir de la organizacién
relativamente compleja (auto-organizacion + auto-ensamblaje) aunque de una mezcla de

componentes quimicos relativamente simples.

La orientacién de un experimento quimico teniendo en cuenta principios (generales)
bioldgicos puede contribuir a la comprobacion de estos principios, asi como a su posible re-

produccién en un escenario prebidtico, o en una biologia alternativa.
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CAPITULO 5. LA QUIMICA DE SISTEMAS
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Capitulo 6

EXPLORANDO LOS SISTEMAS
COMPLEJOS ENTRE LA QUIMICAY LA
BIOLOGIA: EN BUSCA DE FORMAS DE
IDENTIDAD INFRA-BIOLOGICAS

6.1 ; Qué significa la idea de identidad infra-biologica?

Hasta ahora se ha dado un repaso global al conjunto de teorias existentes en la actualidad
para concebir la vida y sus origenes, haciendo mayor hincapié en aquellas basadas en el aspecto
organizacional de la misma. Por su paralelismo con el tipo de organizaciéon que utiliza el
metabolismo hoy en dia, en algunos sitios este enfoque ha sido -mal- llamado aproximacién
metabdlica al origen de la vida pero, como he aclarado previamente, algunos de estos modelos
organizacionales, como el hiperciclo o el modelo de cuasi-especies, tienen como objetivo final
explicar otros aspectos de la biologia (replicacion, reproduccion, capacidad evolutiva, etc)
diferentes al metabolismo. Se ha llamado la atencion sobre la tradicional biisqueda de “la molécula
de la vida” para tratar de explicar esta organizacién (ya fuera el ARN, las proteinas o los lipidos) en
contraste con la aparente necesidad de la presencia de una alta diversidad composicional para la
emergencia de procesos minimamente complejos (por no hablar de su mayor coherencia con un
escenario prebidtico, probablemente poblado por un numero alto de especies moleculares y no de

una solucion “limpida” con un sélo tipo de componente molecular). Tal y como prueba la Quimica



de Sistemas, las mezclas complejas de diferentes componentes moleculares son una rica fuente de
procesos dindmicos diversos, los cuales veremos que resultardn imprescindibles si pretendemos
naturalizar y fundamentar las complejas propiedades bioldgicas (en este caso la individualidad y la

funcion) desde su base material.

El proposito de fundamentar la definicién de vida sobre su base material no viene motivado
unicamente por el interés por re-construirla en el laboratorio o por tratar de probar
experimentalmente teorias de gran calado pero demasiado abstractas como la autopoiesis [Maturana
y Varela 1980] o los sistemas M,R de Rosen [Rosen 1991]. El interés en incluir los componentes
materiales y sus efectos sobre la organizacion dentro de la definicion de vida viene, de hecho,
impuesto por la propia naturaleza no hilemoérfica (pero tampoco sustancialista) de dicha
organizacion [Simondon 1995; Di Frisco 2014]. Los sistemas vivos no pueden ser descritos
Unicamente por su materia (como puede ser descrito un sistema fisico) ni por su forma (como son
interpretadas las maquinas, en las cuales la materia s6lo necesita ser compatible con el disefio), sino
que su ontologia estd situada en un estado intermedio en el cual ambos se funden (a diferencia del
esquema hilemorfico, en el cual podemos diferenciar materia y forma de un ente dado). La teoria
autopoiética y, especialmente la de los sistemas M,R de Rosen, son dos de los trabajos mads
efectivos a la hora de investigar tedricamente la organizacion de los seres vivos, pues atienden muy
rigurosamente a sus principios formales bdsicos de auto-produccién y auto-regeneracién. Sin
embargo, al apartar por completo la posible realizacion material de tales descripciones formales, se
convierten en teorias demasiado abstractas y alejadas de la realidad. Ambas teorias tienen un
cardcter descriptivo, tratan de extraer lo esencial de la organizacion bioldgica a partir de la
observacion de la vida conocida. Esto ha apartado de la ecuacién el aspecto material [Ruiz-Mirazo
& Moreno 2004], dando por supuesto que si la organizacion bioldgica actual descrita es universal,
su realizacién serd posible siempre que encuentre un material compatible (tal y como sucede en las
maquinas tecnoldgicas). Sin embargo, la metafora de la maquina para la organizacion de los seres

vivos resulta ser insatisfactoria en multitud de ocasiones [ver Nicholson 2013].

La contraposicién con el modelo del ‘Chemoton’ [Ganti 2003] ha sido destacada en otra parte
[Di Frisco 2014]; éste es llamado un modelo parcialmente constructivo y “bottom-up” por tener en
cuenta el aspecto material (al menos, de un modo tentativo) para elaborar la organizacion del
sistema. Aunque en la organizacion del ‘Chemoton’ las relaciones estén también formalmente
descritas, éstas quedan al menos parcialmente constrefiidas por las imposiciones materiales de las
reacciones quimicas involucradas: los tres sub-sistemas autocataliticos que lo componen tienen que
funcionar de manera que se mantenga globalmente la estequiometria que imponen las reacciones

quimicas involucradas. Esto cambia fundamentalmente la manera de pensar en Filosofia de la
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Biologia, sustituyendo un pensamiento “mds abstracto o informacional” (como lo describe
Griesemer en el prefacio del libro de Ganti) por otro “mas quimico”. La ontologia no-hilemorfica en
el que forma y materia se fusionan estd asi mejor representada en el modelo de Ganti que, sin ser
reduccionista (los tres sub-sistemas funcionan de manera no-lineal), consigue reducir la teleologia
subyacente a su organizacion hasta niveles muy bajos de la materia. Dada la amplisima flexibilidad
y variedad de procesos que permiten las transformaciones quimicas (de ahi que Ganti llamara a esta
organizacién ‘automatas fluidos’) la materia puede ser vista de una manera activa, como
encontrdndose ya en un estado intermedio (entre la quimica mecanicista y la biologia) [Ganti 1997;
Morowitz & Smith 2007] en lugar de ser vista como una materia pasiva a la espera de ser
introducida en una organizacion de-tipo-bioldgico [Di Frisco 2014]. Dicho de otra manera, los
sistemas quimicos dan pie a la llamada vision generativa de la forma, en oposiciéon a la visién
estdtica de la forma, propia del tratamiento hilemorfico y mecanicista de los seres vivos [Simondon

2005].

En la teoria de la autonomia biolégica (Moreno y Mossio 2015) sus autores definen la vida
como auténoma, es decir, como 1) capaz de auto-producir y auto-mantener las partes que
contribuyen al funcionamiento del sistema integrado, operacional y topolégicamente distinto de su
entorno y, a su vez ii) capaz de promover las condiciones de su propia existencia mediante su
interaccion con dicho entorno. La autonomia se compone pues de dos dimensiones: la dimension
constitutiva, responsable de la produccion de los componentes (funciones) y la dimension
interactiva, referente a la capacidad de ejercer efectos casuales sobre las condiciones de frontera (de
existencia) del global del sistema, modificar el ambiente en su propio beneficio (agencialidad).
Estos autores defienden que estas dos propiedades de la autonomia, llevadas a un plano
experimental, s6lo pueden ser explicadas mediante el cierre causal de una serie de constricciones
auto-producidas (“closure of constraints”), estructuras funcionales que permitirdn la gestion de los
flujos de materia y energia procedentes del exterior (ver capitulo 4). El cierre causal auto-producido
serd, seguin los autores, el determinante de la identidad del individuo biolégico. La auto-
determinacion del “cierre de constricciones” serd el nucleo conceptual de la autonomia pues
permitird establecer una interdependencia entre estas dos dimensiones y los regimenes causales
implicados: la propia produccion de constricciones (dimensidn constitutiva) y su actuacion sobre el
flujo termodindmico (dimension interactiva) [Moreno & Mossio, 2015]. La teoria de la autonomia,
al igual que el modelo del ‘Chemoton’, afronta el problema del no-hilemorfismo afiadiendo el factor
material y energético a la explicacién de la organizacién bioldgica pero, ademds, va un paso mas
alla que éste al incluir el control y la regulacion de los flujos metabdlicos, es decir, al tener en

cuenta el cardcter vectorial del metabolismo configurado principalmente por el sistema celular de
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membranas (actualmente incorporando sofisticados transductores de energia y transportadores de
moléculas e iones). El planteamiento de una serie de relaciones estequiométricas entre componentes
materiales, tal y como hace el modelo del ‘Chemoton’, es insuficiente para recoger esta importante

caracteristica del aspecto fisico-quimico del metabolismo.

En los sistemas autonomos, la topologia de la organizacion causal en forma de cierre la
vuelve dependiente de los efectos de su propio funcionamiento, es por tanto una organizacion
teleologica. La teleologia presupone una normatividad; hara falta un buen funcionamiento de la
organizacion para que se de el cierre causal que permita su propia existencia. Esta normatividad
estard internamente determinada (“auto”-determinada): los seres vivos tienen que funcionar para
persistir y, si no lo hacen, se desintegran. Teniendo la teleologia y la normatividad enraizadas en el
cierre de constricciones, la idea de funcidn se desprende automaticamente del cierre organizacional
autébnomo, pues ésta serd definida por los efectos causales producidos por las constricciones
sometidas al cierre y que determinardn internamente la identidad de la organizacion. Una funcion
bioldgica serd, por tanto, cualquier aportacion diferenciable por parte de una estructura también

distinguible al cierre de constricciones de una determinada organizacion bioldgica (ver capitulo 2).

Esta teleologia interna que determina una normatividad propia es una idea que ya habia
imaginado Kant al hablar de los sistemas vivos como “propdsitos naturales” capaces de
(auto)organizarse o Jonas al caracterizar los sistemas vivos como aquellos en los que “el ser es su
hacer” y estd presente en los sistemas autopoiéticos o en la recursividad formal de los sistemas M,R
de Rosen. Sin embargo, la identificacion de funciones no se hace posible hasta la apelacién a
componentes materiales reales, que hacen posible una distribucion de tareas en el funcionamiento
del sistema global. En el modelo del ‘Chemoton’ de hecho, ya podemos diferenciar de manera muy
primitiva algunas funciones en cada uno de los tres ciclos cataliticos que conforman su
organizacion. Otra de las criticas mds comunes a la teoria de la autopoiesis, ademds de su
abstraccion, proviene de su cardcter demasiado internalista. La descripcion de los sistemas
autopoiéticos estd centrada principalmente en la realizacion de un cierre operacional, consistente en
la produccién de una frontera fisica que hace posible la existencia de una red quimica interna
encargada de la produccion de tal frontera. Este cierre operacional coincidiria principalmente con
sOlo una de las dimensiones de la autonomia (la dimensién constitutiva) mientras que la otra, su
necesaria apertura termodindmica e interaccion con el ambiente, queda meramente descrita como un
“acoplamiento estructural” consecuencia de la organizacion interna que serd, segin sus autores, su
verdadera identidad. Sin embargo sucede que los sistemas vivos no pueden deshacerse de las
imposiciones externas y son definidos tanto desde dentro como desde fuera ya desde muy temprano

en su proceso de origen. La propuesta aqui introducida es que, para la completa integracion de una
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identidad bioldgica plena, es necesaria una fase previa que constituya ya el nicleo bésico de una
forma de organizacion autonoma de tipo proto-bioldgico. En esta forma de organizacion estaran ya
representadas las dos dimensiones de la autonomia, tanto la constitutiva como la interactiva

mediante la actividad del sistema por mantenerse diferenciado topoldgica y operacionalmente.

Los sistemas protocelulares auto-productivos pueden ser un buen modelo de esta
organizacion primitiva. A partir de un sistema quimico organizado suficientemente complejo
podriamos ya diferenciar algunas funciones - muy primarias - relacionadas con la dimensién
constitutivas y algunas funciones relacionadas con la dimensién interactiva. Entre las funciones
relacionadas con la dimension constitutiva de un sistema quimico protocelular encontrariamos el
propio auto-ensamblaje de lipidos, generando una diferenciacion de fases que favorezca la
emergencia de diversidad de procesos. Los componentes de la membrana autoensamblada pueden
funcionar a su vez como atractores y organizadores de otros componentes [Budin & Szostak 2011;
Adamala & Szostak 2013], favoreciendo la catdlisis de reacciones lipido-especificas [Zepik et al.
2007; Murillo-Sanchez et al. 2016; Izgu et al. 2016;] que puede resultar incluso en una auto-
produccion de esos componentes [Hardy et al. 2015]. Por otro lado, podemos encontrar diversas
funciones relativas a una dimension interactiva primitiva en la propia naturaleza semi-liquida de la
membrana lipidica; la permeabilidad especifica o la elasticidad pueden tener efectos sobre el control
del balance osmético y, consecuentemente, sobre la quimica en solucién ocurriendo en su interior
[Ruiz-Mirazo & Mavelli 2008; Shirt-Ediss et al. 2015] o sobre la generacion de gradientes
osmoticos [Chen & Szostak 2004; Izgu et al. 2016]. Esto es algo que Ganti, por ejemplo, tampoco

considerd adecuadamente.

Las dimensiones constitutiva e interactiva son, de cualquier forma, inseparables, y las
funciones asociadas tanto a una como a otra deben ser combinables. Por ejemplo, la produccién
favorecida por la membrana de un péptido lo suficientemente largo podria atravesar ésta y generar
imperfecciones en su superficie modificando su permeabilidad y su balance osmético. Esto, a su
vez, podria afectar a la quimica productiva o a la tasa de crecimiento del sistema. A lo largo del
proceso de origen de vida y durante la evolucion bioldgica estas dos dimensiones de la autonomia
se han especializado y robustecido independientemente, con funciones especificas asociadas a cada
una de ellas. No obstante, su profunda integracién en un sistema protocelular primitivo con pocos
componentes y una organizacion relativamente simple puede hacerlas més dificiles de diferenciar.
Las entidades con una identidad infra-bioldgica se caracterizan pues por funcionar para mantenerse
individuadas (alejados del equilibrio). Este funcionamiento constard de un aspecto generativo
encargado de producir los componentes funcionales, entre estos, su propio limite, para con este

gestionar la materia y la energia extraida del entorno (aspecto interactivo) en una continua
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exposiciéon y precariedad frente el entorno y una necesaria busqueda de soluciones y re-
estructuracion de las funciones para poder mantener tal organizacion. Por tanto, tanto el aspecto
interactivo como el generativo se necesitan reciprocamente para adquirir un sentido en las
identidades bioldgicas e infra-bioldgicas. Es mas, ambos caracteres funcional e individual se funden
en la identidad bioldgica en una especie de doble dimension en el origen de la autonomia bésica
(identidad infra-biolégica) (Fig 6.1). Esta conjuncidn, esta forma de organizacion con una
dimension desdoblada y reciproca, generativa e interactiva, se repite a lo largo del proceso de
origen de vida y también mas alld de este, a lo largo de la evolucion. A su vez, tanto el cardcter
funcional como el individual sufren, mds adelante, re-estructuraciones y re-interpretaciones que
permiten su robustecimiento. Por ejemplo, la regulacion aparecerda como un desdoblamiento del
aspecto funcional, una funcién sobre las funciones, y la multicelularidad como una individuacion

sobre la individualidad; no obstante el esquema general se mantiene.

IDENTIDAD
infra-BIOLOGICA

Figura 6.1. La identidad infra-biolégica hace referencia a sistemas funcionalmente individuados. En las entidades
infra-biolégicas los conceptos de individualidad y de funcién generan una doble dimensién y son, por lo tanto,
inseparables y reciprocamente definibles.

La busqueda de una identidad infra-bioldgica nos permitird llevar a la quimica el origen de
la autonomia, fundamentando ‘desde abajo’ los conceptos de individualidad y de funcién. La
naturalizaciéon desde la quimica de una organizacién (proto)biolégica no sélo simplifica su

implementacién empirica (simplificando la hipercomplejidad de la sintesis de un sistema auténomo

114



pleno, biolégico) sino que también encara directamente el problema del cardcter no-hilemorfico de
la génesis de la forma, comentada mds arriba. Esta propiedad tan caracteristica de todo sistema
bioldgico real parece imposible de re-producir si no es desde su fabricaciéon quimica o, mejor dicho,
desde dejar a la quimica que se fabrique. Otras aproximaciones, por ejemplo la intervencion externa
para establecer una organizacién a partir de materiales ya construidos y acabados (sean éstos
quimicos, biolégicos o sintéticos - como los circuitos ldgicos o en los modelos de células y
biorreactores semi-sintéticos) estardn implementando sistemas hilemoérficos, en los que se da un

encuentro entre forma y materia mas propio de una maquina que de un ser vivo.

A partir de un sistema quimico que entrelace cierto caracter metabolico, auto-productivo, a
un cardcter protocelular que lo diferencie topoldgicamente de su ambiente se establecerd
automaticamente un ‘cierre de constricciones’ primitivo. Es decir, la funcionalizacion de un sistema
individuado permitird definir una identidad infra-bioldgica y diferenciar asi los sistemas
susceptibles a adoptar una identidad bioldgica del resto de sistemas individuados meramente

quimicos (unidades replicativas, compartimentos auto-ensamblados, reacciones oscilatorias...).

6.2. Condiciones para la emergencia de entidades quimicas
con identidad propia y su conexion con el problema del origen

de la individualidad y la funcién

Funcion e individualidad, capacidad productora y capacidad de distinguirse operacional y
topolégicamente, deben ir de la mano en la identificacion de una identidad biolégica o, mds
concretamente, de una identidad cuasi-bioldgica o infra-bioldgica. Siguiendo la escuela autonoma
para la definiciéon de la vida, los sistemas quimicos con cierto potencial bioldgico deberdn ser
capaces de auto-definirse, constituyendo internamente un “cierre de constricciones”. Este “cierre”
sOlo tendrd sentido si forma parte de una entidad diferenciada, individuada (a la cual, a su vez,
contribuird a individuar). Aunque el acoplamiento entre individualidad y funcién haya de darse
desde un comienzo para que esto pueda ocurrir, podria ser que cierto potencial individual, cierta
diferenciacion de fases en el medio, tuviera que haber ocurrido antes de empezar a hablar de
potencial funcional. Una vez integrados ambos, no se podrian volver a separar pues, la
individuacién ya no tendra sentido sin su funcidn individuante, ni la funcién sin su contexto
individuado. A partir de este “cierre de constricciones” se podrian definir las funciones como partes
distinguibles dentro de esta organizacion con aportaciones concretas al mantenimiento de la misma,

y la individualidad como el orden global conseguido y que diferenciard lo que pertenece al sistema
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y lo que no. Sobre esta organizacion caracteristica, robusta, alejada del equilibrio y auto-producida
se sostendrd la dimension interactiva del sistema auténomo, ultima responsable de su existencia al
imponer la exposicion al ambiente y la precariedad que debe solventar como propiedad normativa
distintiva y exclusiva de la biologia. La construccion de una frontera propia es un comienzo de la
misma, ain muy precaria, pseudo-agente, una primera confrontacion al ambiente pero sin control
activo atn sobre la gestion del mismo (agencialidad en un sentido mds pleno). Sin embargo, este
primer enfrentamiento entre el sistema individuado y su ambiente pondrd en contexto, dotard de una
normatividad (ese “huir de la precariedad”) en el cual se basard la generacion de mecanismos

implicados en la dimension constitutiva.

Este “cierre de constricciones” puede tomar su forma mds simple en una realizacién empirica
de un sistema auténomo bdsico que, precisamente, enlace funcion e individualidad en la
constitucion de su organizacién. Los sistemas quimicos con un potencial bioldgico deberan
presentar entonces caracteristicas de las dos y, ademds, deberan hacerlo de manera integrada.
Aunque los potenciales funcional e individual son dificiles de explicar por separado en este
contexto, desde un punto de vista meramente analitico podemos asociarlos con aspectos proto-
metabdlicos y proto-celulares, respectivamente, y adscribir, a cada uno de ellos, algunas
caracteristicas propias que nos ayuden a caracterizarlos en su posible aparicién en un sistema

quimico concreto.

La alusién a la quimica para la definicion de conceptos bioldgicos como funcién e
individualidad no sélo resulta eficaz para simplificar su realizacion experimental sino que se hace
necesaria para encarar la caracteristica organizacion no-hilemérfica generadora de forma de la
identidad bioldgica. Los sistemas quimicos complejos serdn esa materia en un “estado de-tipo-
proto-biolégico”, generando un tipo de orden intermedio entre la materia descrita por la mecénica y
la de los sistemas bioldgicos, como también destacan autores como Ganti [1997] o Morowitz y

Smith [2007].

6.2.1. Potencial individual

La individualidad de un sistema quimico se asocia directamente con su capacidad de
diferenciarse operacional y topoldgicamente como un ente distinto a su ambiente. La individualidad
en los seres vivos es una caracteristica ampliamente discutida (ver capitulo 2) y que varia segtn el
enfoque que se le dé a su definicién (en términos generales, uno mds evolutivo o uno maés
fisioldgico). A un nivel quimico pero en continuidad con la biologia y en el contexto de la teoria de
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la autonomia, vincularé la individualidad a la emergencia de compartimentos proto-celulares en
estos sistemas. Esto implica una cierta idea de cohesion, de diferenciacion de una interioridad y una

exterioridad pero, sobre todo, la presencia de una frontera auto-ensamblada y auto-producida.

A la hora de definir individualidad en un sistema quimico es importante la capacidad de éste
para diferenciar lo propio y lo ajeno. Una diferenciacion “dentro/fuera” meramente topoldgica es
relativamente fécil de conseguir mediante la realizacién material de una frontera fisica. En la
biologia actual, esta frontera estd demarcada por la membrana celular, compuesta mayoritariamente
por fosfolipidos, moléculas hidrofébicas que tienden a agruparse cuando estdn en un medio acuoso.
Asimismo, existen otros tipos de moléculas surfactantes (con un extremo hidrofébico y otro
hidrofilico) que llevan a cabo su auto-ensamblaje en agua, generando estructuras supramoleculares
cercanas al equilibrio. La diferenciacion de este tipo de super-estructuras es mas evidente cuando el
sistema quimico lleva consigo un nimero de dos o maés tipos de fases (acuosa, lipidica, orgénica,
liquida, solida...) que hacen que los componentes que las ocupan se comporten de maneras
distintas. La presencia de dos o més fases, de hecho, es ya una prueba fehaciente de la existencia de
estructuras distinguibles en el sistema (ver 5.4.2). La estructuraciéon del medio, como tal, no
distingue ain un interior y un exterior; sin embargo, la existencia de fases facilita las condiciones
para que esto pueda suceder. La estructuracion en forma de compartimentos dota al sistema de una
primera materializaciéon de la idea de conforno, haciendo explicito el contacto entre “lo que
pertenece al sistema” y “lo que le rodea” (es decir, lo propio y lo ajeno). El nuevo ambiente de
interaccién que proporcionan las fases (por ejemplo, una membrana vesicular) no serd tinicamente
importante desde un punto de vista simbdlico o conceptual (como veremos mas adelante) sino que,
de hecho, facilitardn la aparicién de mecanismos funcionales asociados a la frontera, tipicamente
relacionados con el aspecto interactivo de la organizacion pero, también relativos al aspecto
constitutivo. Por ejemplo, una membrana puede tener una funcidon permeabilizante selectiva que
dejara pasar o no determinadas sustancias hacia dentro o hacia afuera. Esta funcion contribuye a su
individualidad pues diferenciard un ambiente interno de uno externo (concentraciéon de
determinadas sustancias, ausencia de otras, etc). Otra de las funciones relacionadas con el aspecto
interactivo puede ser la propia composicion de la membrana que, “atrapando” unas u otras
sustancias contribuird, de nuevo, al transporte selectivo pero, también, funcionard como anclaje para
la exposicion de determinadas sustancias, o como andamiaje de otras que puedan pertenecer a
futuros mecanismos (por ejemplo, un canal de membrana). Una vez se ha generado una proto-
individualidad, una diferenciacion incipiente entre un interior y un exterior, ésta podrd ser también
utilizada para reforzar la asimetria dentro/fuera (por ejemplo mediante un control interno de los

cambios de volumen). En el modelo presentado por Mavelli y Ruiz-Mirazo [2007] los sistemas
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protocelulares propuestos auto-regulan su volumen mediante la auto-producciéon de los
componentes de membrana. Durante el proceso de produccion de los componentes de membrana, se
generan sub-productos inservibles para el sistema que tienen a acumularse en su interior, haciendo
que la presion osmdética aumente y el volumen de la protocélula también. Al aumentar el volumen,
la protocélula se hincha generando micro-aperturas en la membrana y dejando los sub-productos de
deshecho salir. De esta forma la protocélula recupera su tamafio y continda con su organizacion
[Mavelli & Ruiz-Mirazo 2007]. La situacién se vuelve mds robusta y estable cuando la membrana
es capaz de sustentar la polimerizacion de un canal oligo-peptidico que facilita el paso de los
subproductos [Ruiz-Mirazo & Mavelli 2008]. Los cambios de volumen en una protocélula también
pueden ser utilizados en el aspecto constitutivo de su organizacion. En un modelo de protocélula
que encapsulaba reacciones quimicas sencillas se demostré cémo el volumen cambiante del
compartimento afectaba a la eficacia de las reacciones que producian estos cambios [Shirt-Ediss et

al 2015].

Ya hemos mencionado antes la importancia del acoplamiento entre frontera y quimica
interna para dar una explicacion al origen del cierre de constricciones autonomo. También estamos
viendo cémo el aspecto interactivo (tipicamente relacionado con el potencial individual) y el
aspecto constitutivo son dos caras de la misma moneda, una vez el cierre de constricciones estd
minimamente formado. El auto-ensamblaje de stper-estructuras se produce de forma espontdnea
dadas las propiedades fisico-quimicas de los componentes moleculares que podian estar presentes
en un entorno abidtico. Sin embargo, una vez formadas, es posible que algunas de ellas induzcan
procesos que refuercen la asimetria interior / exterior estableciendo una individualidad mas plena y
robusta. La auto-produccién de una frontera fisica y las consecuencias que ésta acarrea serd, por
tanto, una de las caracteristicas aqui considerada mas importante a la hora de tratar de encontrar una

potencial individualidad (infra)-bioldgica.

6.2.2. Potencial funcional

El potencial funcional serd interpretado aqui como la capacidad que presente el sistema,
dadas sus caracteristicas composicionales y estructurales, de organizarse y descomponertse en
términos funcionales. Las funciones, como hemos dicho, son definidas como partes distinguibles
del sistema diferenciado topoldgica y dindmicamente de su entorno, con aportaciones también
distinguibles a la organizacion del mismo. En un cierre organizacional como el que sucede mediante

el “cierre de constricciones” en los sistemas autonomos, cada una de las funciones habilitara la
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actividad de las demds y, con ello, el funcionamiento del global del sistema. Las funciones, como
hemos visto, pueden aparecer tan pronto el sistema ha alcanzado una complejidad material
suficiente como para auto-organizarse y diferenciarse del ambiente (individuarse). Las funciones
pueden aparecer ligadas al aspecto interactivo de la autonomia bésica (permeabilidad, transporte/
accesibilidad de sustancias, control del volumen) pero, como también hemos visto, pueden estar
implicadas reciprocamente en el aspecto constitutivo de la organizacion. Los cambios de volumen
pueden modificar las eficiencias de reacciones quimicas encapsuladas; o la propia membrana puede
hacer de catalizador de determinadas reacciones [Izgu et al. 2016; Murillo-Sanchez et al. 2016]. Un
mayor nimero y variedad de procesos dindmicos auto-organizdndose y actuando para con el
sistema en forma de mecanismos y mddulos funcionales requerira una mayor complejidad de la
composicion de las distintas fases del sistema individuado. Las dimensiones interactiva y
constitutiva co-evolucionardn en complejidad permitiendo una mas eficiente y mas robusta

interaccion con el ambiente mediante una mejor constitucion de los componentes.

En linea con lo que sabemos de los sistemas bioldgicos, donde el principal encargado de la
realizacion de las funciones es el metabolismo, identificaré los sistemas quimicos con un potencial
funcional con aquellos que indiquen cierto cardcter proto-metabdlico: presencia de una red de
reacciones, organizacion modular de los procesos dindmicos y emergencia de patrones auto-

organizativos.

La variabilidad molecular (inter-especifica), es decir, la presencia de distintos tipos
moleculares puede indicar la posibilidad de cierto potencial funcional pues es un indicador directo
de la concurrencia de diferentes tipos de quimicas (y, por tanto, de la generacién de procesos y
mecanismos funcionales). La variabilidad molecular intra-especifica, es decir, la presencia de
distintas moléculas pero pertenecientes a un mismo tipo (pensemos, por ejemplo, en cuasi-especies
de ARN) es una importante fuente de variabilidad y de optimizacién de los componentes
implicados, pero no tanto un indicador de la diversidad procesual asociada a la emergencia de

funciones.

Esta variedad de mecanismos dindmicos concurriendo en el sistema puede estar mds

especificamente organizada en médulos®, cuando su actividad esté asociada a alguna parte material

8 A lo largo del manuscrito me he referido a mecanismos y a médulos funcionales sin hacer mayor distincién entre ambos. De hecho,
un proceso asociado a un tipo molecular puede ya realizar alguna accién que contribuya al global del sistema, sobre todo cuando el
sistema atn es muy simple. No obstante, comtinmente, las funciones se atribuyen a mecanismos, o agrupaciones de diferentes
procesos y rara vez podemos atribuir una funcién a un proceso o componente aislado. Los mecanismos, a su vez, pueden encontrarse
agrupados en mddulos. La agrupaciéon modular de mecanismos funcionales serd especialmente importante una vez aparecido un
sistema regulatorio (ver mds adelante en este capitulo). En cualquier caso y aunque la discusion en torno a dénde se encuentran las
funciones es muy controvertida e interesante, en esta tesis se trata esta cuestion de una manera relativamente laxa, atribuyendo
funciones a todo proceso, mecanismo o médulo que cumpla con la definicién.
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concreta del sistema. La identificacion material de estos médulos puede ayudar a rastrear el origen y
el grado de interaccion e integracion de los procesos dindmicos, dando una idea de la capacidad
global del sistema para producir y mantener un acoplamiento funcional. La modularidad permite
formas de organizacion eficientes, flexibles y robustas pues hace posible el intercambio y la
variabilidad entre mecanismos funcionales y, por tanto, su optimizacién, sin interrumpir su

actividad.

Los sistemas bioldgicos, dada su condicion de sistemas abiertos y alejados del equilibrio,
son inherentemente precarios. Si el sistema deja de organizarse activamente se desintegrard y pasara
a equilibrarse con su ambiente (morird). Por tanto, el sistema necesita continuamente gestionar la
energia y la materia de ese ambiente para producir estructuras (anabolismo) que lo ayuden a
gestionar tal energia y tal materia, a costa de degenerar otras estructuras (catabolismo). La
generacion de orden en condiciones alejadas del equilibrio termodindmico no es una caracteristica
exclusiva de los sistemas bioldgicos. Como ya hemos mencionado previamente, en las estructuras
disipativas fisicas (por ejemplo, las celdas de Bénard o los huracanes) se da la generacion de
patrones macroscOpicos complejos pero que no tienen mucho que ver con los que ocurren en la
biologia. La auto-organizacién es un proceso fisico ubicuo y extendido en la naturaleza,
consecuencia de la colectividad y la interaccion no-lineal entre un nimero alto de componentes que
se encuentran fuera del equilibrio. La biologia hace uso de esta propiedad natural tan potente de
forma continuada pero, a diferencia de lo que sucede en los sistemas auto-organizados meramente
fisicos o quimicos, se apropia de ella. Esto quiere decir que, mientras que en las estructuras
disipativas fisico-quimicas las condiciones energéticas que mantienen al sistema alejado del
equilibrio y que permiten la formacién continuada del patrén son impuestas externamente, en los
sistemas bioldgicos éstas son generadas y controladas internamente por el propio sistema, mediante
la auto-gestion de la energia y la materia. La auto-organizacién en los sistemas fisico-quimicos se
haya absolutamente a merced del aporte energético externo y cesard si éste se acaba; por el
contrario, la auto-organizacidon de los sistemas bioldogicos serd mucho mads robusta y estable y,

aunque nunca independiente del ambiente, si auténoma [Ruiz-Mirazo & Moreno 2004].

Es la capacidad para auto-producir esas condiciones de contorno dentro de las cuales el
sistema se organiza lo que hard caracteristica la auto-organizacién propia de un individuo biolégico.
Ningun sistema quimico conocido en la naturaleza posee esta capacidad, aparentando que la
biologia la ha acaparado para si. Sin embargo, en algunos disefios de laboratorio (algunas veces
semi-sintéticos, es decir, mezclados con componentes bioldgicos) se han obtenido sistemas
quimicos complejos con cierto control de sus fronteras, permitiéndolos persistir (auto-mantenerse)

durante un tiempo relativamente largo [Noireaux & Libchaber 2004; Hardy et al. 2015]. A pesar de
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la relevancia de estos trabajos, que nos indican la linea a seguir (la sintesis de sistemas quimicos
complejos con control de sus propias fronteras) no podemos obviar que, en estos sistemas, las
condiciones iniciales siguen estando impuestas por el experimentador y que en su mayoria, sin un
mantenimiento externo de las condiciones experimentales, su estabilidad seguiria siendo muy
precaria. En otras palabras, a pesar del auto-control conseguido, que hace que estos sistemas
(13 2 3 M . . , . .

tarden” en desintegrarse, no dejan de estar inmersos en una cascada termodindmica que, sin ayuda

externa, terminard engulléndolos.

6.23. El programa de fabricacion de protocélulas.

Funcionalizacion de vesiculas

Una vesicula es un compartimento formado por una bicapa lipidica que encierra un medio
acuoso en su interior. La formaciéon de estas estructuras en agua es espontdnea dadas unas
determinadas condiciones experimentales, en particular a partir de una concentracién suficiente de
moléculas del lipido y dependiente, entre otras cosas, del pH. Si hay otros componentes en el
mismo medio de reaccion, las vesiculas pueden encapsularlos durante su auto-ensamblaje;
dependiendo de su hidrofobicidad, los componentes irdn a parar al interior acuoso o a la propia
bicapa (dentro y/o asociados con ésta). El reclutamiento de algin tipo de quimica en el nuevo
micro-ambiente tendrd efectos sobre las interacciones que ya se daban entre los componentes
cuando estos se encontraban fuera de su rango de influencia, asi como sobre las nuevas
interacciones que puedan darse entre los componentes y la superestructura generada. Los efectos
serdn mds o menos directos y muy diversos, relativos, por ejemplo, a la propia concentracion y
aproximacion entre componentes, a la separacion de fases, a los cambios de volumen y efectos
osmoticos o0 a catdlisis nucleofilicas llevadas a cabo por la propia membrana. Globalmente, el
resultado serd el mantenimiento de un sistema compuesto por ambos tipos de componentes y mas

robusto, cohesivo e integrado que cuando €stos se encontraban actuando por separado.

La idea de vesicula funcional hace referencia a la dotacién de cierto tipo de normatividad
proto-bioldgica al funcionamiento de un sistema previamente pasivo (compartimento vacio) y
cercano al equilibrio. La normatividad buscada, por muy débil que sea, provendra del propio
sistema, precisamente de la generacidon de un “cierre de constricciones” minimo o, al menos, de una
interaccidn/integraciéon causal entre la dindmica proto-metabdlica y proto-celular (entre
compartimento y quimica asociada, entre individualidad y funcién) con el fin de conseguir que el

sistema controle minimamente las condiciones que lo mantienen alejado del equilibrio (en clara
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analogia con lo que actualmente sucede en la células).

La propiedad de funcionalizacion de un compartimento es importante en el programa de
investigacion con protocélulas. La implementacion experimental de la idea autonoma basica en la
auto-produccién de una barrera fisica requiere un grado de integraciéon ya muy alto entre una
membrana y un tipo de quimica asociada. No obstante, previo a esta dindmica de auto-fabricacion,
las quimicas involucradas en las poblaciones protocelulares pueden ya mostrar algunas dindmicas
de colaboracion y beneficio mutuo, en términos de proteccion, estabilidad y/o robustez, que
permitan establecer una base material fisico-quimica fuerte sobre la que crecer en complejidad. Por
ejemplo, una quimica reactiva puede verse beneficiada por la presencia de un entorno lipidico (ver
capitulo 7) y, la estructura formada por éste, a su vez, puede ser estabilizada por los productos de las

reacciones de la primera®.

Los relativamente escasos trabajos en protocélulas de tipo autopoiético son, hasta ahora, el
intento mds satisfactorio de auto-fabricacion quimica bottom-up. Un trabajo en biologia sintética de
Hardy y colaboradores que ya se ha mencionado previamente logra la consecucién de un cierre
casual y auto-productivo de constricciones, haciendo que el sistema mantenga sus condiciones de
contorno (aunque, en ultima instancia, siga a merced del investigador) [Hardy et al. 2015]. El
trabajo con bioreactores [véase Noireaux & Libchaber 2004 6 Matsumoto et al. 2011; Caschera et
al. 2011], realizado a partir de una mezcla de componentes quimicos, bioquimicos y biolégicos
(utilizando a veces incluso extractos celulares completos, maquinarias de transcripcién, genomas
celulares...) podria ser otra de las aproximaciones mas cercanas a una entidad con autonomia basica
(identidad infra-bioldgica); sin embargo, la utilizacién de biocomponentes modernos alejan un poco

este tipo de abordaje del estudio del proceso de origen de vida “desde abajo”.

Desde una perspectiva mds simple, pero mas interesante prebidticamente hablando, los
sistemas quimicos en los que sencillamente se acopla una quimica a un compartimento pueden ya
mostrar propiedades emergentes a la interaccion entre ambos como las descritas mds arriba. Este
acoplamiento, aunque aun no es suficiente para hablar de una identidad infra-bioldgica fuerte, si
resulta especialmente interesante para la investigacion de su origen a partir de un potencial
funcional e individual bdésico. El andlisis de sistemas quimicos complejos con diferentes

propiedades tanto a nivel funcional como individual, asi como diferentes niveles de cohesion e

9 Para Moreno y Mossio, autores de la teoria de la autonomia, la atribucion de una funcion a algiin componente o mecanismo del
sistema implica la sintesis interna del mismo. No obstante, en un nivel muy basico de la autonomia, cuando atn no hay un sentido
fuerte de la auto-produccién, es probable que muchos de los componentes fueran extraidos del medio y después utilizados
funcionalmente por el sistema. Por ejemplo, algunos componentes “atrapados” en la membrana podrian funcionar como
permeabilizadores o estabilizadores de la misma. En cualquier caso, la sintesis interna de todos los componentes funcionales es
cuestionable pues, a dia de hoy, hay muchos co-factores y otros componentes necesarios para el funcionamiento metabdlico que si
son gestionados internamente por el sistema pero no son, estrictamente, sintetizados por éste.
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integracion entre los mismos, puede ayudarnos en la comprensiéon del camino hacia la identidad

bioldgica hiper-compleja y guiarnos, quizd, hacia su re-produccion.

6.3 Tabla comparativa: sistemas quimicos complejos

En la tabla resumen mostrada en este apartado comparo los diferentes tipos de sistemas
quimicos complejos mas representativos del campo del origen de la vida (en gris), sobre todo desde
un punto de vista ‘bottom-up’ (aunque también se incluyen modelos semi-sintéticos, como en el
caso de los bioreactores) tomando como referencia (en amarillo) los modelos ‘top-down’ de célula

minima, en los cuales las propiedades bioldgicas se cumplirian plenamente.

La tabla estd agrupada en dos bloques principales; el primero tiene que ver con propiedades
del sistema quimico que pueden tener que ver con la adquisicion de cierto tipo de funcionalidad
bioldgica (o protometabolismo) y el segundo con aquellas relacionadas con la adquisicion de cierta
individualidad, diferenciacion de su entorno (o proto-celularidad). Por supuesto, y tal y como
explico en el apartado anterior, ambos bloques se encuentran sumamente interconectados, sin
embargo, este esfuerzo analitico nos ayudard a desgranar los detalles de cada sistema, comprender
cudles son sus puntos fuertes y cudles los débiles, y justificar aquellos que se asemejen mds a la
identidad bioldgica, encontrando un balance entre lo proto-metabdlico y lo proto-celular. A
continuacion se hace un andlisis exhaustivo de la tabla, revisando cada sistema quimico complejo

(en las columnas) y sus propiedades especificas (en las filas).

La primera columna corresponde a las poblaciones de replicadores. En este grupo estan
congregados desde poblaciones de ‘“cuasi-especies” (como virus) hasta redes de replicadores (de
tipo Von Kiedrowski, Ashkenasy, Vaidya, Lehman) pasando por los trabajos de evolucion artificial
in-vitro de ribozimas (Joyce). El mecanismo dindmico principal, motor del funcionamiento de estos
sistemas, es la replicacion mediante “template” o plantilla (es decir, conservacion de secuencia). En
algunos de estos sistemas, como en las redes de replicadores mds sofisticadas [Vaidya et al. 2012,
Dadon et al. 2008] se dan algunos procesos cataliticos entre componentes, pero el sistema sigue
dependiendo de la replicacién como mecanismo principal para su existencia. La variedad molecular
inter-especifica es practicamente nula, tratindose normalmente de sistemas compuestos por
moléculas de un mismo tipo (secuencias aminoacidicas o peptidicas); no obstante, estas secuencias
pueden ser muy variadas, dadas las tasas de replicacion y de mutacion que, en los experimentos de
evolucién in vitro suelen ser muy altas. A pesar de ser sistemas mds o menos homogéneos

composicionalmente, las poblaciones de replicadores muestran cierta generacion interna de
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“mddulos” o de distribucion de tareas. Es importante recalcar que, al tratarse de sistemas cuyo
funcionamiento no se entiende claramente sin un eje de tiempo, esta distribucion de tareas serd un
poco diferente a aquella que diferenciaremos en los sistemas quimicos sucesivos. Por ejemplo, las
poblaciones de ‘“cuasi-especies” presentan una forma filogenética radial con una larga cola que
conecta a una poblacién algo mds alejada en el espacio de posibles secuencias. Mientras que las
poblaciones mas cercanas sirven para la autocatalisis y la correcta replicacion de la secuencia
“maestra”, la poblacién mds alejada servird como reservorio de informacién para poder adaptarse
ante posibles perturbaciones bruscas del ambiente. Las redes de replicadores, por su parte, presentan
una modularidad mas claramente delineada, basada en el establecimiento de ciertas relaciones
cataliticas (ya sean catdlisis directas o catdlisis cruzadas -es decir, autocatélisis-). A pesar de tener
cierto control interno sobre sus condiciones de contorno (en términos cinéticos y/o de registro de
informacion secuencial), el acoplamiento energético entre estos modulos no es excesivamente
exigente, ya que los distintos replicadores pueden seguir ocurriendo, con mayor o menor eficacia ,
de manera independiente (ver Vaidya et al. 2012). En ausencia de esta coordinacién entre
componentes estos sistemas no generan ningtn tipo de patrén alejado del equilibrio y no podemos
diferenciar, por tanto, ningun tipo de orden que marque una asimetria con ambiente si no hacemos
esto explicito extrinsecamente. Podemos resumir el cardcter protometabdlico de estos sistemas
como medio-bajo pues, a pesar de presentar cierta modularidad, ésta funciona, podriamos decir, de
manera conjunta pero no integrada energéticamente. El caricter proto-celular de las poblaciones de

replicadores es nulo dada su homogeneidad de fases y la ausencia de una frontera fisica.

Las segunda y tercera columnas estdn dedicadas a las librerias dindmicas estudiadas en
detalle en el capitulo anterior (capitulo 5). Ninguna de las DCLs muestra un caricter proto-celular
muy fuerte, dada la ausencia de fronteras fisicas. Sin embargo la heterogeneidad de fases en las
DCLs multifase permite la emergencia de una diversidad de procesos mayor que en sus homologas
en solucion, posibilitando cierto control local de las condiciones de contorno, pero sin ningtn tipo
de regulacion integradora que determine globalmente un conjunto o subconjunto de la red. Las
DCLs, especialmente las multifase y alejadas del equilibrio, pueden ser sistemas muy utiles a la
hora de investigar la emergencia de procesos en la interacciéon de un ndmero muy alto de
componentes. Su capacidad combinatoria es una potentisima fuente de diversidad y, su analisis
complejo, puede revelar procesos auto-organizativos y cierto control local de las fronteras. Sin
embargo, las librerias moleculares son sistemas delicadamente disefiados y constrefiidos por los
intereses del investigador y resultan muy dificilmente extrapolables a la produccién espontidnea de

un sistema organizado.
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La produccién espontdnea de orden, como ya hemos comentado, puede originarse cuando un
sistema con un nimero muy alto de componentes se aleja del equilibrio y las interacciones
microscopicas amplifican de manera no-lineal sus efectos en forma de generacién de un patrén
disipativo macroscopico. Este mecanismo de correlacion (reaccion-difusion) entre lo microscépico
y lo macroscépico es muy efectivo y la biologia lo utiliza extensamente en todas sus formas
actuales (Karsenti 2008; Kondo & Miura 2010). No obstante, esta propiedad no es ni mucho menos
exclusiva de la biologia, pues muchos sistemas puramente fisico-quimicos como la llama de una
vela o un huracén ya son capaces de mostrarla (Prigogine, Stengers). En los procesos de auto-
organizaciéon quimica podemos ya diferenciar contribuciones especificas en lo que podriamos
llamar moddulos (aunque algunos autores dirfan que la auto-organizacién, a diferencia de la
autonomia, carece de una organizacién interna suficiente como para distinguir actividades
distinguibles y susceptibles a seleccion) por ejemplo: un médulo activador, un médulo represor y
otro catalitico (en una reaccion oscilatoria del tipo [Semenov et al. 2016]). No obstante, aunque la
auto-organizacion automaticamente genere un control sobre las condiciones de contorno locales-
globales, le energia para sacar al sistema del equilibrio y permitir dicho patrén oscilatorio
macroscOpico provienen y son gestionadas exteriormente, al contrario de lo que sucede en los
sistemas agentes auténomos. Ademds, las estructuras disipativas cldsicas per se no producen una

frontera fisica y no pueden ser consideradas como estructuras protocelulares.

El estudio del auto-ensamblaje de estructuras supramoleculares puede mejorar
considerablemente el aspecto protocelular de un sistema quimico, dada la formacién espontdnea de
compartimentos (coacervados, micelas, vesiculas, agregados supramoleculares de otros tipos...) que
permiten separar materialmente un interior y un exterior del sistema. La separacion de fases y la
formacion de un nuevo entorno fisico-quimico dotardn al sistema de cierto control espacial y
cinético de las condiciones de contorno dada la sujecién y concentracion de reactivos, la formacion
de gradientes, la permeabilidad selectiva o la propia actividad catalitica de algunos compartimentos,
como vimos anteriormente. Sin embargo, la baja variedad composicional que tipicamente muestran
estos sistemas y, consecuentemente, la escasez de procesos dindmicos que se suelen implementar no
han dado, hasta la fecha, ninguna opcién a la emergencia de patrones disipativos; a su vez, la
ausencia de modulos propiamente distinguibles no prometen un cardcter proto-funcional demasiado
fuerte. Esta situaciéon cambia ligeramente cuando incluimos ambos, auto-ensamblaje y auto-
organizacion, en un mismo sistema de estudio. La diversidad de mecanismos ocurriendo en global
se amplifica: por un lado se mejora el aspecto funcional, carente en el auto-ensamblaje y, por el
otro, la estructura supramolecular aporta el control de las condiciones de contorno, carente en los

sistemas quimicos meramente auto-organizativos. Ademads, estos sistemas ponen de manifiesto la
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importancia de las fases (membranas, emulsiones,...) sobre los procesos de reaccidon-difusion
siendo capaz de variar significativamente los patrones auto-organizativos de reacciones oscilatorias
[Epstein 2014, Rossi et al. 2012]. Sin embargo, el efecto reciproco, el de la estructura disipativa
sobre el compartimento, no es tan evidente o directo. Las estructuras generadas funcionan mas
como “receptdculos” o modificadores de las estructuras disipativas encapsuladas y, en realidad, el
efecto global se plasma, sobre todo, en la variacion del tipo de patrones que éstas pueden generar.
No se trata, pues, de un sistema verdaderamente integrado sino mds bien de un calibrado del

escenario energético y material impuesto por el investigador utilizando compartimentos.

Segun la definicion de protocélula (“cualquier modelo experimental o tedrico que involucre
un compartimento auto-ensamblado [...] asociado a un proceso quimico [...] y dirigido a explicar
como se dio lugar la organizacion celular [...]” [Ruiz-Mirazo 2011]) s6lo cuando se de un
acoplamiento real entre una quimica y el compartimento se puede empezar a hablar de proto-
celularidad. En ese contexto, la topologia de las vesiculas otorgaria ya cierta separacion de tareas
(como minimo, el propio compartimento y la quimica encapsulada) empezando a cumplir los
requisitos para poder empezar a hablar de funciones: los procesos son distinguibles en partes del
sistema pertenecientes a la misma organizacién trabajando para beneficio mutuo y global. Ademas,
la presencia de una frontera fisica fortalece el caracter protocelular y, a pesar de la dependencia de
un control energético externo, la integracion y cardcter funcional de sus componentes les permite
extender los efectos locales a un control global de condiciones de existencia como, por ejemplo,
fabricar componentes de su membrana [Izgu et al 2016], controlar los gradientes osmoéticos [Chen e
& Szostak 2004] o mejorar el rendimiento de algunas reacciones [Murillo-Sénchez et al. 2016]. El
caricter proto-metabdlico representado por la quimica interna, acoplada al cardcter protocelular
representado por el compartimento, materializan la idea de identidad infra-biolégica basica desde
una integracion del origen de la funcién y de la individualidad biol6gica. Cuando ambos aspectos
quedan integrados funcionalmente, es mds complicado diferenciar su pertenencia a una u otra
categoria (metabolismo o celularidad) pues los efectos locales se dirigirdn a reforzar el todo

integrado formado por ambos, es decir, su identidad.

Experimentalmente, esta idea de integracion global queda mejor capturada por los llamados
modelos protocelulares autopoiéticos (diversos trabajos de Luisi, Zepik et al 2001, Hardy et al.
2015) en los cuales, podriamos decir que hay una verdadera auto-produccion del “cierre de
constricciones” primitivo. En estos, la integracion entre compartimento y quimica es tal que permite
la re-produccién del global del sistema y el mantenimiento del mismo durante un tiempo
relativamente largo. El incremento de la robustez y del “tiempo de vida” del sistema es

precisamente lo que las poblaciones de protocélulas “buscaron” en el proceso del origen de la vida;
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su persistencia durante un tiempo suficiente para funcionar y crecer en complejidad. Aunque son
sistemas aun muy precarios en términos de autonomia energética, las complejas respuestas que
ofrecen a través de una topologia relativamente simple parecen indicar que la integracién entre
componentes relativos al protometabolismo y a la proto-celularidad (entre el aspecto interactivo y
constitutivo comentado previamente) es el primer paso hacia la reciprocidad existente entre funcion
e individualidad caracteristica de la identidad auténoma bioldgica y el camino, por tanto, para su

estudio mds pormenorizado.

6.4. Perspectivas fenomenologicas de la individualidad

La definicion de vida ofrecida por la teoria de la autonomia realza la auto-produccion de una
frontera capaz de promover un cierre operacional de constricciones sobre la materia y la energia
provenientes del exterior, fomentando la continuacion de tal organizacion re-productora alejada del
equilibrio. Esta concepcion proviene de ideas que ya habian sido previamente sugeridas por parte de
diversos autores en filosofia, sociologia, psicologia y otras ciencias sociales. A continuacion
comento algo méas en profundidad tres de ellas que, a pesar de ser contempordneas a las teorias
mencionadas al comienzo de esta discusion no aparecen mencionadas en practicamente ninguno de

estos trabajos.

Ninguno de lo autores de los que hablamos a continuacién se dedicé especificamente a definir un
principio bioldgico (a excepcion quizd de Hans Jonas, quien escribio un pequefio libro dedicado a
su busqueda). Sin embargo, en su interés por entender al “sujeto” en todos sus niveles ontoldgicos,
y por descubrir las raices y el papel de su identidad y su individualidad, se vieron enfrentados, en
algiin momento, al cardcter especial del sujeto bioldgico. La especial similitud de sus ideas
fenomenoldgicas para definir la identidad, la individualidad o la funcion con el tipo de perspectiva
elegido en el presente trabajo los convierte en interesantes referencias para la reflexion. Asi, desde
su re-lectura a partir de un posicionamiento cientifico como la quimica de sistemas, creo que esta
reflexion puede aportar nuevas luces tanto sobre la teorfa ya escrita como sobre nuevos dominios de

investigacion como el que desde aqui se trata de proponer.
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6.4.1. El principio de individuacion (Gilbert Simondon): los

sistemas metaestables y el limite

Gilbert Simondon (1924-1989) fue un filésofo francés que, dedicado a su vida universitaria
como profesor de la Sorbona en Paris, no parecié preocuparse demasiado por la publicacion de su
original trabajo. Unicamente tras su muerte, con la re-edicién de su tesis escrita cuarenta afios antes
(1964) en dos libros L'individu et sa genése physico-biologique [1995] y L’individuation a la
lumiere des notions de forme et d’information [2005] ha sido reconsiderado e internacionalmente
reconocido por su excéntrica teoria en torno a la nocidn de individuacion. Simondon se aleja de los
dos pensamientos ontolégicos predominantes, el hilemorfismo que entiende al ser como la unién de
la materia y la forma, y en contraposicion, el sustancialismo que busca la ultima explicacion causal
en la reduccién a la materia. Nada de esto convence a Simondon por ver en ellos principios externos
que describen la realidad y la tratan como el producto final de un proceso, pero sin ser capaces de
explicar su produccion. Por tanto, se desmarca de este esquema e inventa uno nuevo, basado en el
proceso, para explicar la realidad del ser: “No hay ser sino devenir; o devenir del ser” [1995]. Una
sustancia no existe ni estd determinada si no es en relacion con otras sustancias. El ser y el devenir
se pertenecen mutuamente, son dos caras de una misma dimension, la cual queda explicada por la
operacion de individuacion: el ser pre-individual serd la materia metaestable, esta materia estarda
predispuesta a recibir una informacion!? y devenir en ser individuado. El ser individuado serd mas
estable que el ser pre-individual, serd una “solucién” tomada por el ser pre-individual de acuerdo a
la informacion recibida. Sin embargo, el individuo siempre conservara el potencial de volverse a
individuar (cambiar de forma) ya sea desde su forma individuada o desde su forma pre-individual
(pues siempre conserva parte de su materia en estado meta-estable). Este esquema se repite en los

tres niveles de realidad: el fisico, el vital y el psiquico-colectivo.

Para no extenderme demasiado iré directamente al nivel que nos interesa, el nivel bioldgico,
a partir del cual trato de explicar su posicion. Conviene mencionar que para Simondon la realidad
estd inicialmente individuada a un nivel fisico en base al cual se dan los demds niveles de
individuacion. Simondon fue un fiel defensor de la busqueda de un principio de continuidad entre la
fisica y la biologia sin caer, no obstante, en el reduccionismo. En uno de los capitulos de su tesis,
Cap.5 Topologie et ontogenese, se extiende en la explicacion de la individuacién a nivel vital y,

seglin se verd a continuacion, los requisitos que demanda para su origen (a pesar de llegar a ellos de

10E] concepto de informacién en Simondon hace referencia a la seméntica. La materia meta-estable no es pasiva a la adquisicién de
una forma sino que debe ser capaz de entender el mensaje y tomar la forma que requiera una determinada solucién (una situacién
determinada en el ambiente). Simondon compartia el ideal cibernético de una teorfa unificada del ser explicada a partir de la nocién
de informacidon [Chabot 2002].
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una manera un tanto extravagante y a partir de un vocabulario propio) no nos serdn del todo

extranos.

Simondon comienza llamando la atencion sobre la falta de esfuerzo existente por “producir
la topologia del ser vivo, su particular tipo de espacio y de relacion entre un medio de interioridad y
un medio de exterioridad” ; a pesar de que ha habido varios intentos de producir las moléculas de la
vida, s6lo ha habido intentos de describir la vida, no de producirla realmente. Subrayamos el
concepto de topologia pues para Simondon es clave en la descripcion de la individualidad, “la
estructura vital mds primitiva y profunda es topoldgica”. La membrana (que para él puede estar
“anatomicamente o sOlo funcionalmente diferenciada”) estd polarizada y separa una regién de
interioridad con una de exterioridad. Esta interioridad y exterioridad serdn absolutos en los
“sistemas elementales” ! (sistemas unicelulares) y permitird que la membrana se mantenga “viva,
re-polarizdndose a si misma después de realizar su funciéon”. Su funcién es la de mantener la
metaestabilidad (la condicion alejada del equilibrio), mantener el ser pre-individual para que pueda
seguir individudndose: “la vida existe como un aspecto de la topologia dindmica de la membrana
que mantiene la metaestabilidad en la cual existe”. Es interesante como Simondon remarca que,
aunque el aparato de regeneracion de los componentes de membrana sea interno, no debemos estar
“tentados a atribuir esto a su interioridad” pues esta interioridad s6lo existe en relacion a la
exterioridad y ninguna de las dos existiria sin la membrana. Simondon estd hablando de la
necesidad de mantener al sistema alejado de la estabilidad, es decir alejado del equilibrio vy, el
ultimo responsable de esto es la membrana o (si entendemos membrana como limite funcional el
ultimo responsable) literalmente, la capacidad de mantenerse alejado del equilibrio, re-produciendo
las condiciones de contorno. La conexion del pensamiento de Simondon con la teoria de los
sistemas alejados del equilibrio ha sido ya reivindicada en otros sitios (asi como la importancia
general de su planteamiento conceptual para aludir a una nueva visién cientifica méas amplia)

[Stengers 2002, 2004, Atamer 2011, Penas 2014].

La similitud con la no-linearidad y los sistemas disipativos alejados del equilibrio no acaba
ahi y contintia en la explicacion de la relacién entre topologia y cronologia en los sistemas vivos. A
Simondon le llama la atencidn la peculiar relacion entre el espacio y el tiempo existente en los seres

vivos, que cree que es central en el proceso de individuacién. Los seres vivos, a través de sus

1 Mi4s tarde, en los sistemas mas complejos, las interioridades y exterioridades pasarén a ser relativas y anexas y aparecern otro tipo
de estructuras, no-topoldgicas, como la integracién o la diferenciacién. Sin embargo, para Simondon, la estructura elemental sobre la
que se sostiene la individualidad bioldgica es topoldgica, es la membrana. Curiosamente, con ello realiza también una breve critica a
la metodologia ahora llamada ‘top-down’ diciendo que: “Las estructuras no-topoldgicas no podemos asirlas y comprenderlas tan
facilmente y, por ello, si empezamos estudiando la individuacién en organismos mds evolucionados, corremos el riesgo de prevalecer
las funciones de la integracién [inter-celular] y la diferenciacion [a la funcién elemental, la de mantener la metaestabilidad]. No
podemos dar cuenta de la verdadera estructura de lo vivo considerando células que pertenecen a un organismo complejo™ [1995].
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membranas selectivas, asimilan ciertas sustancias y las llevan a su interior. Una vez dentro, esas
sustancias pasan a formar parte del pasado’? del sistema. Aquellas que son expulsadas o que
contindan en el exterior son el futuro del sistema (son potencialmente asimilables). El espacio de
interioridad del sistema, con todo su contenido “pasado”, tiene un papel global en la individuacion:
existe una resonancia en el interior-pasado que lo integra y permite que fodo el contenido sea
presentado (a través de la membrana) al exterior-futuro. Simondon habla de la “inexistencia de
distancia topoldgica” a nivel del limite del sistema. Aunque suene un tanto extravagante, esto podria
ser traducido como la correlacion micro-macrosdpica que se da en los limites de una estructura
disipativa alejada del equilibrio. Tal y como sucede en una estructura disipativa, las sustancias que
pasan a través de ella generan una serie de efectos acumulativos (su “pasado”) que afecta a la

globalidad del sistema y produce una respuesta comun (global, “sin distancia topolédgica”).

A nivel de la membrana ocurre el presente del sistema, el mantenimiento del estado alejado
del equilibrio mediante la operacion de asimilacion selectiva y el proceso de individuacion. La
operacion de individuacion convierte al ser pre-individual (metaestable) en interioridad. Pero, en
vez de convertirlo en un ser individuado (estable e inactivo) como sucede en los seres inertes que
crecen (como en el ejemplo del cristal) el ser vivo lo convierte en algo potencialmente cambiable
después, re-estructurable, de nuevo individuable: “el individuo vital se individualiza a si mismo”.
Segin Simondon, “es en relacién a esta actividad alagmdtica’3 de presencia mutua que el exterior
es exterior y el interior es interior’. Es decir, que mediante el intercambio de energia y materia a
través de la frontera ésta puede auto-regenerar su estructura y mantener asi la diferencia topolégica/
cronoldgica dentro/pasado - fuera/futuro. Esta polarizacion serd causa y efecto del manteniemiento
de la frontera metaestable (auto-mantenimiento de las condiciones de no-equilibrio) y, a su vez, de
mantener la interioridad siempre re-estructurdndose y, globalmente, al sistema continuamente
individudndose. En paralelismo de nuevo con la teoria de la autonomia bdsica (o la autopoiética,
mas bien), esto seria igual a decir que el sistema, respondiendo al ambiente, cambia de estructura

para conseguir mantener su identidad autopoiética (su individualidad vital).

Simondon acaba el capitulo haciendo un llamamiento a la necesidad de comenzar un
programa de investigacion que trabaje especificamente esta dimensidon cronoldgica-topoldgica tan

peculiar de los sistemas vivos. Cree que este programa nos ayudaria a entender por qué hay

12 1.a nocién de pasado serd importante para Simondon como una especie de registro que tiene el ser vivo para enfrentarse a nuevas
situaciones de tension entre el interior (sujeto) y el exterior (objeto) durante el proceso de individuacién. La analogia en el nivel
psiquico-colectivo puede servirnos para entenderlo: el pasado sirve para “imaginar” y después “inventar”. En términos autopoiéticos,
este pasado simondoniano serviria para re-estructurar el sistema para enfrentarse al nuevo ambiente tras una perturbacion.

13 Allagma en griego puede significar cambio o ‘lo que se toma y se da’ en un intercambio. Simondon también define la alagmética
como la “teoria de las operaciones”, definiendo operaciéon como “la conversién de una estructura en otra estructura” [1995].
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“procesos intermedios entre el mundo inerte y el animado” (él pone el ejemplo de la cristalizacion
de virus) y menciona que “si podemos encontrar cuerpos quimicos capaces de asimilar y responder
con soluciones, sin necesidad de un germen cristalino (como en los cristales inertes, que necesitan
de un template para crecer), se rellenaria una porcion de la grieta existente entre los procesos
vivientes y los procesos fisico-quimicos [...]” subrayando que “debe de existir algin tipo de
estructura cronoldgica-topologica”. Simondon atin no conoce la auto-organizacion ni los procesos
de reaccion-difusion ni las estructuras disipativas y mucho menos la posibilidad de acoplar estos
con una (de sus anheladas) fronteras fisicas. Sin embargo, especifica que estos cuerpos de “orden
intermedio”, como él los llama, estardn representados por “procesos generativos, cronoldgico-
topoldgicos, es decir, procesos de individuacion [vital] . En otras palabras, lo que busca Simondon
para explicar el lapsus entre quimica y biologia son procesos dindmicos generativos, alejados del
equilibrio y capaces de regenerar su frontera (sus condiciones de intercambio con el ambiente); o,

traducido a una terminologia més familiar, procesos dindmicos auto-productivos.

6.4.2. Helmuth Plessner (1892-1985) La posicionalidad y la

realizacion del limite

Helmuth Plessner fue un filésofo alemidn y uno de los fundadores de la Antropologia
Filoséfica, movimiento originado a principios del siglo XX y tremendamente influyente en el
panorama intelectual alemdn. Su interés prioritario fue el de establecer una ontologia de la
naturaleza y, particularmente, el de desvincular la comprension de la naturaleza del hombre del halo
cartesiano. Para Plessner, asi como entre lo inerte y lo vivo existe una diferencia ontolégica (y no
fundamentalmente de grado, como en el caso de Simondon), en todos los niveles de lo vivo (desde
las plantas y los animales hasta el hombre) el patrén ontoldgico es el mismo y €ste inicamente va
modificando su complejidad. Aunque su teoria quizd nos resulte algo abstracta y su metodologia
existencialista nos aleje un poco de la perspectiva adquirida en esta tesis, merece la pena repasar
brevemente sus ideas, ya que alguno de sus conceptos resulta original e interesante para su

cometido.

Plessner considera que lo vivo, expresdndose a si mismo, se expresa de una manera
particular, tal que puede ser percibida por el ser humano. Para Plessner la vida no puede ser
caracterizada mediante la realizacidon de una lista con propiedades ya que, la particularidad de la
vida, su particular expresion a través de nuestra percepcion, tampoco puede ser medida con ninguna

tecnologia. Su teoria estd basada en la identificacion de un caricter orgédnico esencial perceptible
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(aquello que nos hace diferenciar rdpidamente una piedra de una pelota de tenis, o de un gato
jugando con esa pelota) a partir del cual podemos deducir todas las demds!4. Este rasgo

identificatorio particular a lo biolégico es la posicionalidad.

El ser viviente, al contrario que el ser inerte, no sélo “ocupa” un espacio sino que también
“toma” ese espacio. Esa es la diferencia principal entre lo orgéanico y lo inorganico para Plessner,
los seres vivos tienen posicionalidad. Tomar el espacio no es una cuestion tnicamente espacial sino
que consiste en emerger en el ambiente, depender de él a la vez que oponerse a €l [Grene 1966].
Para hacer tal cosa los seres vivos deben ser capaces de tener una interaccién con su ambiente y que
esa interaccion les devuelva algo, necesitan una doble direccidn desde su centro’> hacia el ambiente
y viceversa. Plessner deduce que esto sélo puede ocurrir una vez el organismo ha producido
(realizado) su propio limite. En los entes inorganicos la separacion entre el ente y su ambiente no
existe de verdad, es un limite virtual que estard donde nosotros como observadores lo pongamos.
En el ser vivo, el limite pertenece al ente viviente pues esta fabricado por él. Es un limite de verdad
entre ente y ambiente que, no obstante, genera esta relacion peculiar entre los dos (una doble
relacion que Plessner denomina duplicidad de aspecto o gestalt): el ser va desde su centro hasta su
membrana (hasta si mismo, es la auto-relaciéon que fundamenta su individualidad) pero también
trasciende ésta ultima, sobrepasando las dos posiciones normalmente enfrentadas (dentro/fuera)
para relacionarse con el entorno. El limite, para Plessner, no es una barrera sino que mds bien es un
trdmite que permite esta dualidad: al tiempo que diferencia (individualiza fisicamente) esta abierto
al ambiente (depende vitalmente). Esta forma gestéltica es mantenida mediante la organizacion del
ser vivo, que se encargara de separar la independencia de cuerpo de la independencia vital. Aunque
Plessner no entra en detalles en la explicacion de esta organizacidn, si especifica que ésta esta
dividida en drganos periféricos (partes) en continua interaccion, apoyo y reciproca dependencia del
centro. Al igual que para Simondon, el ser vivo no es, el ser vivo deviene durante el proceso de
mantener su forma gestéltica individuante, su posicionalidad, es decir, durante el proceso de

producir y mantener su propio limite.

14 Su teoria se clasifica formalmente como un materialismo a priori por esta razén.

15 El concepto de centralidad es también clave en la filosofia de Plessner pues serd a partir de él mediante el cual el ser vivo adopta
una subjetividad (previa a aquella dotada por la conciencia). La centralidad, en los seres vivos, permite que no sélo sean cuerpos
(sujetos) sino que ademds posean cuerpos (objeto). La separacion entre cuerpo sujeto y cuerpo objeto permite que exista este aspecto
de gestalt tan particular en los seres vivos mediante el cual como cuerpo (objeto) son entidades cerradas pero como ser vivo (sujeto)
son entidades abiertas, dindmicas, en continua interaccion. En los seres vivos mds evolucionados, esta separacioén se hard cada vez
mds grande hasta el punto en el cual, en el caso del humano, éste es capaz de percibirla adquiriendo una consciencia de s mismo y de
los demds, su papel en la sociedad, etc.
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6.4.3. Hans Jonas (1903-1993) : metabolismo y libertad. El

principio de Autonomia

Hans Jonas, al igual que Plessner, opina que lo inorgdnico y lo orgdnico son niveles
ontologicamente diferentes, sin embargo no llega a comprender ni explicar como puede haberse
dado tal salto ontoldgico o si existen estados intermedios (tal y como se plantea Simondon). Para €1,
la organizacion de la materia en su forma organica es una “sorpresa ontoldgica” probablemente
debida a una “fendencia en el fondo de toda materia inorgédnica [...] hacia la libertad [...]”. De
hecho, toda su filosofia pretende dotar de una continuidad entre la materia fisico-quimica y la
materia biolégica motivada, como en Plessner, por una ruptura del esquema cartesiano y de la
tradicion moderna en filosofia de la mente en la comprensién ultima de la ética y la sociedad
humana pues, para Jonas, la esencia de la conciencia estd pre-configurada en lo orgénico desde su

principio.

Jonas otorga la emergencia de la libertad a la aparicion de la vida, representada ésta por el
metabolismo celular!. El metabolismo celular, mediante la continua asimilacion y expulsion y el
recambio de materia y energia es capaz de organizar la materia de una manera propia, liberdndola
de la forma que le vendria impuesta por la materia que la compone (tal y como sucede en las
entidades inorganicas). Mediante esta emancipacion de la forma sobre la materia provocada por la
organizacion metabdlica el organismo se individualiza, manteniendo su forma idéntica a pesar de
variar las cualidades de la materia. La individuacion, (como la posicionalidad en Plessner - y a

diferencia de Simondon) es para Jonas un fenémeno tipicamente organico.

Sin embargo, el régimen de libertad que se da en los seres vivos es un tanto peculiar pues,
emergiendo y formando parte de un mundo fisico sobre el cual se independiza, el mecanismo
principal responsable de hacer esto, el metabolismo, depende absolutamente de él. La materia fisica
es el sustrato sobre el cual erigir cualquier estructura libre y, los seres vivos, al divorciar su
identidad de ésta, se encuentran en un “doble aspecto del metabolismo - “poder y necesidad” - que
se somete a un destino de continuo enfrentamiento entre “ser o no ser”’. Como “no ser” supondria la
desintegracion del sistema y, el principal papel de lo orgéanico es diferenciarse de lo inorganico, su
unica opcién es “ser’, un ser precario, siempre enfrentando forma y materia, individuo y mundo,
libertad y necesidad. Este enfrentamiento es, el contexto del doble aspecto del metabolismo, una

relacion que implica trascendencia, ir mas alla de si mismo [en el limite] (recordemos que este

16 Jonas habla de emergencia de libertad incluso en una etapa mds temprana; en lo que él llama “movimientos oscuros” (“dark
stirrings”) la materia inorgdnica se organizé por primera vez en forma de materia orgdnica. Desafortunadamente, Jonas decide no
indagar mds en tal hipdtesis: “for our purpose we need not commit ourselves to this or any hypothesis on first origins, for where we
start, the ‘first stirrings’ have long occured”.
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término ha sido utilizado previamente tanto por Simondon como por Plessner). El ser vivo, en su
necesidad de “ser” (de individuarse, de ser libre) “hace” (asimila, transforma, expulsa, se mueve,
...) y unicamente haciendo, es. Si deja de hacer, de realizar su libertad, ya no serd mas. Esta
dindmica en la cual existe una necesidad de ser libre determina el tipo de circulo causal en el que se
encuentran los seres vivos: “la teleologia se encuentra en la dialéctica entre la falta y la
satisfaccion” [Jonas 1968]. Esta teleologia no existe en el ser inerte que, siendo Unicamente
“caracterizable a través de la continuidad exterior de la dimension espacio-temporal en la que se
encuentre”, tiene una identidad que puede ser autosuficiente (no tiene necesidad de nada que no sea
de si mismo para existir) pero no es autéonoma (al no tener necesidad de hacer, su independencia no
le otorga la libertad, su independencia queda descontextualizada o Unicamente contextualizada

desde el exterior).

kksk

Durante la breve revision previa de estos tres autores se ha podido entrever su estrecha
relacion con la teoria de la autonomia, en la cual se enmarca el presente manuscrito, y algunos de
los principales temas que la conciernen. Se ha visto subrayada la importancia de la membrana (en
Simondon y Jonas) o, en un concepto mds abstracto (como el posicionamiento de Plessner) la
importancia del limite (o que aqui se ha llamado condiciones de contorno) auto-producido y auto-

mantenido.

El limite ha de ser parte del sistema (su presente, su cuerpo-periferia, el producto de su
metabolismo) para poder trascenderlo, manteniendo la relacién consigo mismo (manteniendo la
subjetividad). Es la auto-produccién y el auto-mantenimiento del limite lo que permite la
individuacién (la posicionalidad, la dialéctica necesidad-libertad) y lo que le da sentido al sistema
como propio. Igualmente, en la teoria de la autonomia, es el continuo mantenimiento de las
condiciones de contorno alejadas del equilibrio mediante la re-produccion de la membrana lo que
permite la correcta gestion de la entrada y salida de materia y energia y, finalmente, la sustentacion

global del sistema bioldgico.

El concepto de organizacion es otro de suma importancia en estas tres perspectivas pues €sta
serd la encargada de mantener la actividad allagmaética (Simondon), el trdmite (Plessner) o la
transcendencia para generar el doble aspecto del metabolismo (Jonas), tltimos responsables de
sustentar la individualidad bioldgica. Simondon y Plessner hacen especial hincapié en que es el
tramite entre el interior y el exterior lo que da sentido al ente biol6gico individuado: para Simondon
es el lugar en el cual la materia pre-individual se individia y para Plessner es la adopcion de la

posicionalidad, el concepto central sobre el cual se sustentan el resto de rasgos organicos. Para
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Jonas esta responsabilidad recae en un principio interno (el metabolismo) y, aunque la consecuencia
de esto es un enfrentamiento y una trascendencia de “la parte que interviene en esa relacion” [la
membrana], ésta queda relegada como a un segundo plano, ganando importancia el resto de
caracteristicas polarizadas en la organizacion metabdlica (la forma y la materia, la necesidad y la
libertad) que afectan, inmediata y principalmente al metabolismo. Por esta razon la teoria de Jonas
ha sido considerada popularmente como algo “internalista”. Sin embargo, los sistemas bioldgicos de
Jonas necesitan igualmente de esta exposicidn al exterior para mantener su autonomia (y para haber
un exterior ha de haber un limite que lo separe del interior) y aunque se opone a las reglas generales
de la entropia natural, sigue dependiendo de ellas para continuar. Sin esta oposicién al mundo
natural fisico-quimico, su teoria - “internalista” - tampoco tiene sentido. La filosofia de Simondon y
de Plessner contemplan también una centralidad con un papel nuclear ya que, no solamente aporta
los recursos necesarios para la correcta re-produccion del limite en cada situacion ambiental (el
pasado acumulado, en Simondon, es esencial para solucionar la continua gestiéon de la materia
metaestable - en un simil con los mecanismos dindmicos del metabolismo que gestionan la materia
y energia) sino que principalmente dotan al sistema de la subjetividad (la relacién centro-periferia

en Plessner), la diferenciacion dentro/fuera, esencial en la definicion del sistema individuado.

Por su lado, Plessner destaca que esta organizacion debe estar dividida en 6rganos [partes]
que, de forma unitaria [integrada], trabajardan por mantener la organizacion centro-periferia (relacion
cuerpo/sujeto-cuerpo/objeto y las partes de las que se compone y en las que se apoya
reciprocamente esta organizacion). La teoria de la autonomia enfatiza especialmente la existencia de
estas partes (funciones bioldgicas), responsables de habilitar la existencia de las demas y del
conjunto de la organizacién. La especializacion de, al menos, dos funciones es necesaria para la
construccion de un cierre de constricciones minimo que dote de autonomia (o de un comienzo para
la misma) a un sistema biolégico (o proto-bioldgico). Plessner también subraya la importancia de la
subdivision en partes durante el proceso vital (el continuo devenir) ya que estas partes podran
variar, mutar, transformarse. .., pero la forma identitaria, la organizacién bioldgica individuatoria, se
mantendrd. De hecho, en los sistemas bioldgicos, la subdivision de tareas da lugar no sélo una
resiliencia ante perturbaciones en el ambiente (ampliando el margen de existencia del individuo
vivo) sino, también, a la apertura de una puerta hacia la complejizacion mediante mutacion y

modularidad!”.

Por tltimo, quiza el mds llamativo de todos los temas o, al menos, el menos explorado, es la

mencién a la bisqueda de ese eslabon, esa “sustancia intermedia” de la que habla Simondon,

17 Un estudio detallado de la hermenéutica del ser viviente para Plessner comparado con Jonas ha sido realizado por Francesca
Michelini en su libro “Il vivente e la mancanza” [2011], cuyo texto nos ha sido de gran utilidad para la escritura de esta seccion.
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situada entre la quimica y la biologia, instaurando un nuevo dominio de investigacién basado en
esos sistemas complejos (“topologico-cronoldgicos) alejados del equilibrio. Simondon es el unico
en declarar explicitamente la necesidad de su existencia, a pesar de que él no puede llegar a
comprender su naturaleza; los otros dos (principalmente Jonas con su caracterizacion de “sorpresa
ontoldgica”) describen un escenario en el que aparecen nuevas reglas achacadas al la dindmica
producida a nivel del limite bioldgico pero no van mas alla en su descripcion (quiza Plessner por
abstraccion y Jonas por desconocimiento). En cualquier caso, es este vacio epistemoldgico el que la
quimica de sistemas alejada del equilibrio puede intentar cambiar, exhibiendo un escenario
prebidtico nuevo, con reglas que no pertenecen ain a la biologia pero que, desde luego, han

sobrepasado la fisica y la quimica.

6.5. La perspectiva bioldgica sobre los sistemas quimicos
complejos

Después de haber introducido la quimica de sistemas en el capitulo anterior y de haber
justificado su correlatividad con algunas de las propiedades bioldgicas mds bdsicas en este capitulo,
comprendemos mejor cdmo ésta puede ser de enorme utilidad a la hora de realizar una re-
construccion de la emergencia de los sistemas bioldgicos desde la quimica. Las mezclas complejas
de componentes moleculares diversos llevan asociados comportamientos complejos y alejados del
equilibrio, algunos de ellos similares a aquellos que suceden en la biologia. Sin embargo, la quimica
es una materia tan inmensa que, si no se acota, puede resultar absolutamente intratable. Por eso serd
necesaria una seleccion de criterios que encarrilen la enorme diversidad de procesos disponible en
quimica para quedarnos sélo con la combinacién de aquellos que encajen con dindmicas de tipo

bioldgico o proto-bioldgico.

En el capitulo 5 proponiamos una serie de transiciones fundamentales en el proceso de
origen de vida mediante las cuales una mezcla quimica suficientemente diversa pudo haber crecido
en complejidad organizativa a lo largo del proceso de biogénesis. Durante ese proceso aparecen
mecanismos dindmicos clave (encapsulacion, auto-organizacidn, procesos reaccion-difusion,
registros de informacion, re-produccion...) y formas determinadas de organizacién que van siendo
fijadas en una especie de evolucion molecular, dados los beneficios globales en el sistema en
términos de robustez y plasticidad. Estos sistemas quimicos mds perdurables, una vez aparecidos,
colonizan el nicho fisico-quimico y dificultan la continuacion del resto de sistemas contemporaneos

menos eficientes, generando una serie de cuellos de botella que distinguen las diferentes fases del
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proceso de origen de vida. Asi, podemos diferenciar etapas pobladas por sistemas con
caracteristicas quimicas propias, asociables a identidades infra-bioldgicas mas o menos maduras
(dependiendo del grado de individualidad y de integracién funcional mostrado en cada etapa). Esta
identificacion de etapas prebidticas en una evolucidon quimica molecular nos es util para encarrilar el
estudio de aquellos sistemas quimicos con potencial bioldgico. De esta forma, comprobamos que
para que la quimica de sistemas pueda aportarnos informacion sobre la biologia necesitaremos un
soporte reciproco de la biologia sobre la quimica, generdndose un espacio de investigacion donde la
una y la otra se retro-alimentan para comprender ese periodo en el cual estuvieron, mas que nunca,

conectadas.

6.5.1. Las transiciones fundamentales en el origen de vida

involucran distintos tipos de identidad

En un estadio muy inicial del proceso de origen de vida, caracterizado por la presencia de
vesiculas auto-ensambladas en un medio acuoso, el estado de organizacion de la materia es ain muy
primitivo, gobernado por estructuras supramoleculares cercanas al equilibrio y completamente
supeditado a las leyes de la termodindmica. La auto-formacién de los compartimentos genera una
estructuracion del medio. La aparicion de nuevas fases acarrea consecuencias importantes para la
quimica presente en ese escenario pues, como veiamos previamente, la presencia de distintos
ambientes no sélo modifica los comportamientos quimicos de una mezcla sino que es un
mecanismo central y ubicuo en la biologia (véase la compleja actividad de las membranas
celulares). En esa etapa de la linea evolutiva prebiética atin no podemos hablar de proto-celularidad,
pues no seria posible atin diferenciar un interior de un exterior; lo que estd dentro de las vesiculas es
igual a lo que estd fuera. Sin embargo, la estructuracién y la generacion de fases serd una primera

forma de organizacion esencial para el desencadenamiento del resto de etapas del proceso.

Estos sistemas vesiculares, en su dindmica de formacion y disolucién, son capaces de
encapsular y/o disolver en sus membranas solutos, reactivos, reacciones e incluso redes quimicas
relativamente complejas. La asociacién topoldgica del compartimento con otras sustancias
encapsuladas serd el desencadenante del comienzo de la individualidad del sistema, que pudo haber
permanecido al generarse una membrana con una composicién mixta mas estable (y, por tanto, mas
tiempo perdurable) que modifica a su vez otras capacidades globales del sistema como la
encapsulacion, la resistencia osmética, la fluidez de la membrana o su permeabilidad selectiva.

Estos mecanismos topoldgicos bésicos diferencian las caracteristicas del sistema con respecto a su
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medio (mayor o menor concentracion de solutos, composicion especifica, ...) y es a partir de este
punto cuando podemos hablar de una diferencia real entre un medio interno y uno externo y, por
tanto, podremos otorgar crédito al aspecto proto-celular del sistema y al comienzo de una
individualidad infra-bioldgica, aunque €sta sea atn muy inestable. A pesar de la presencia y la
asociacion ventajosa de diferentes tipos de moléculas quimicas, a estos sistemas atin no puede
atribuirseles ningun tipo de cardcter funcional pues atn no podemos distinguir actividades
diferenciadas con una contribucion activa (alejada del equilibrio) al mantenimiento de un sistema
global (la contribucidn, en este estadio, es pasiva y aun muy dependiente del destino termodinamico
ambiental). Concluimos pues que, en esta fase, pueden darse indicios de una individualidad infra-
bioldgica pero, aunque el terreno se esta preparando para ello, no hay rastro atun de la emergencia
de un ningln cardcter funcional ni, por tanto, de una identidad que los relacione con un posterior

sistema bioldgico.

Esta diferenciacion dentro/fuera es el comienzo de la caracteristica agencialidad de los
sistemas vivos; aunque se trate de una agencialidad muy precaria e inactiva (una pseudo-
agencialidad carente todavia de un control de las condiciones de existencia del sistema al que
pertenece) el enfrentamiento entre un interior y un exterior genera ya la tension y la condicién de
precariedad (de un sistema que tiene que diferenciarse del medio para permanecer) caracteristica
del ‘funcionamiento agente’ de cualquier sistema biolégico. La diferenciacion, la individualidad
generada en este estadio, por muy inestable que sea, serd ademas la base del desarrollo del -auto-
que dé sentido a cualquier expresion posterior de una funcién bioldgica. Es decir, para dar inicio a
un proto-metabolismo funcional nos hace falta un soporte profo-celular basico que diferencie al
sistema del ambiente y sitie en contexto el resto de funciones (todavia por configurar) (figura 6.2/
a). La proto-celularidad, por otra parte, no llegara muy lejos sin un proto-metabolismo temprano
pues no olvidemos que el sistema necesita “hacer”, tener una posicién activa, para poder

“ser” (continuar individuado) (figura 6.2/b-d).

Esta asociacidon entre quimica y compartimento va reforzdndose durante la evolucion
molecular (figura 6.2) ya que permite que estos sistemas heterogéneos sean mds perdurables y
tengan mas posibilidades para la complejizacion organizativa. Una de las mejoras organizativas mas
significativas pudo haber sido el acoplamiento real entre el compartimento y una quimica asociada.
Este acoplamiento conlleva una habilitacion reciproca entre compartimento y quimica interna que
nos permite hablar del sistema en términos globales como de un sistema individual compuesto por
dos componentes funcionales (ahora si, por su contribucion activa al total) (figura 6.2/b-d). El
acoplamiento caracteriza, por tanto, la emergencia del aspecto funcional que, por encontrarse

perteneciendo a un sistema proto-celular serd propiamente proto-metabdlico.
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El tipo de quimicas acopladas a compartimentos puede ser de indole muy diversa [Shirt-
Ediss 2016]. Llegados a este punto en la evolucion molecular y teniendo en cuenta que estos
sistemas aun no serian capaces de especificar o seleccionar un tipo de quimica concreto (como
sucedid mas tarde) lo mds probable, de hecho, es que el escenario fuera muy heterogéneo. Esta
diversidad quimica, funcionando de forma coordinada en un sistema (y/o en la poblacién de
sistemas heterogéneos), asegura una plasticidad y resiliencia ante perturbaciones en el ambiente que
no esta presente en los sistemas vesiculares mas simples. En definitiva, una poblacién heterogénea
de sistemas acoplando profo-celularidad y profo-metabolismo robusteceria a los sistemas
individuales previamente inestables y seria el origen de una identidad infra-bioldgica, constituyendo
un esquema organizativo basico que, sucesivamente a lo largo del proceso de origen de vida, serd
reforzado més y més con la aparicion de diferentes mecanismos y especializaciones. La identidad
infra-bioldgica basica supone el nacimiento del -auto-, entendido como la diferenciacion topologica
y dindmica del sistema de su ambiente, que contextualiza y sienta las bases organizativas para el
futuro auténomo de los sistemas bioldgicos, es decir, para el desarrollo de la capacidad de auto-
producir, auto-controlar y auto-mantener las condiciones en las cuales el sistema existe. La
adquisicion de esta nueva forma de organizacion de la materia genera un cuello de botella en la
linea de transiciones prebidticas que deja atrds todos los sistemas quimicos carentes de esta

identidad infra-bioldgica y que allana el terreno a la autonomia bioldgica.

La identidad infra-biolégica provee de una robustez y una durabilidad que puede ser mayor
o menor dependiendo de la quimica presente y su capacidad para ralentizar la cascada
termodindmica hacia el irremediable equilibrio natural. Sin embargo, a pesar de haberse
“independizado” o “emancipado” un poco, estos sistemas ain no son capaces de controlar
plenamente las condiciones de su existencia. Dicho de otro modo, no son capaces de mantenerse
alejados del equilibrio tal y como hacen los sistemas biolégicos auténomos. El control de estas
condiciones (control de las fronteras) requiere de un nuevo nivel de agencialidad: una agencialidad
mads activa, capaz de modificar su ambiente mas préximo (gestionar los flujos de materia y energia)
en pos de su propio beneficio. Este tipo de agencialidad activa provendra de la complejizacion de
una red funcional auto-producida cada vez mds rica, diversa y especializada. Sin embargo, sustentar
de forma eficiente una red funcional compleja es tarea dificil sin una comunicacién o coordinacién
entre las partes rdpida y eficaz. La aparicién de mecanismos de regulacion hace factible la respuesta
coordinada de un sistema complejo frente a cambios en su ambiente [Bich et al. 2016]. La adicién
de una arquitectura organizativa que clasifique las actividades de la red funcionales en forma de
modulos de participacion condicionada a estimulos del entorno permite una coordinacién y una

reproducibilidad sin precedentes de dichas actividades. A su vez, la regulaciéon modular conecta de
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Figura 6.2. El potencial funcional requeriria de un contexto para poder aparecer -un cierto potencial protocelular/
individual- previo (a). No obstante, muy pronto, ambos potencial funcional e individual se necesitarian mutuamente
para definirse y desarrollarse en las entidades con identidad infra-bioldgica (b). Este esquema se reforzaria a lo largo
de la evoluciéon molecular prebidtica mediante mejoras en los mecanismos que mantienen esta integracion
(acoplamientos quimicos, mddulos, regulacién, plantillas,...), volviendo la identidad infra-biolégica mds estable y
robusta (c-d). La integracién de mecanismos que permitieran re-producir fidedignamente este esquema mediante una
instruccién genética daria lugar, posteriormente, a la identidad bioldgica.

forma mas estrecha y eficaz las funciones, permitiendo una respuesta global mas rapida (una mejora
de la agencialidad) y fortalece el esquema organizativo identitario. Ademds, permite y alenta la
plasticidad, amortiguando los cambios en alguno de los médulos y asegurando el funcionamiento
del sistema global. La eficacia y precision del sistema de estos mecanismos regulativos supone un
nuevo salto en la robustez de los sistemas prebidticos. En el esquema de transiciones prebidticas

(figura 4.4), defino estas formas de organizacidén como protocélulas auto-reguladas'®. Para Ganti, la

adicion de este mecanismo regulador a los dos sistemas ya previamente presentes (proto-célula y

18 Ta regulacion de los médulos funcionales también tiene consecuencias a otro nivel. La fijacién de los mecanismos funcionales en
médulos codificados asegura una posibilidad de transmision fiable de dichos mecanismos. Ademads, el desdoblamiento de la actividad
del sistema regulatorio en términos temporales previene un efecto trans-generacional que serd posteriormente esencial en el
desarrollo evolutivo de lo vivo. Este es un tema apasionante y ain muy desconocido pero en el que aqui no tenemos tiempo de
adentrarnos.
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proto-metabolismo) constituye una célula minima. Sin embargo, bajo el esquema de la autonomia
bioldgica, esta etapa aun estd lejos de describir una identidad bioldgica, caracterizada no
Unicamente por la autonomia del sistema sino también por la capacidad de fijar ésta y transmitirla a

sus descendientes desplegando un proceso de evolucion abierta.

El siguiente paso en las transiciones prebidticas fue, probablemente, el que dio paso a la
vida, a la organizacién bioldgica tal y como hoy la conocemos (figura 4.4). El rasgo maés
caracteristico afiadido a la infraestructura que ya existia hasta la fecha fue el desdoblamiento entre
el fenotipo y el genotipo. Este desacoplamiento llevé a un grado superior los mecanismos de

modificacion y adaptacion dando como resultado los metabolismos genéticamente instruidos.

6.5.2. Implicaciones evolutivas del esquema organizativo infra-
bioldgico

La hipotesis de un escenario prebidtico inicial poblado por entidades infra-bioldgicas
funcionalmente individuadas a través de arquitecturas organizativas quimicas tiene importantes
implicaciones en cuanto a la manera de concebir la evolucién en dichas etapas tempranas del
proceso de biogénesis y sobre como pudieron ir configurandose, a partir de entonces, las
capacidades evolutivas de tales entidades protocelulares. La principal consecuencia de definir estos
sistemas quimicos individuados y funcionalmente diferenciados es la apertura de un espacio
fenotipico suficientemente amplio para que tenga lugar una evolucion que podriamos llamar ‘pre-
darwiniana’, basada en dinamicas de competicion y seleccion, pero también agregativas o de
cooperacion, y en la cual las propiedades de cohesion, estabilidad o robustez de los sistemas
protocelulares individuales tuvieran mayor relevancia que otro tipo de mecanismos darwinianos

mas modernos, basados en las capacidades hereditarias y el éxito reproductivo poblacional.

Este cambio de concepciodn, tratado en mayor profundidad en [Shirt-Ediss et al. 2017] (ver
Apéndice 3) conllevaria una propuesta tedrica para entrelazar las dimensiones organizacional y
evolutiva de lo vivo que arrancaria desde muy temprano en la evolucion prebidtica, antes incluso de
que existiera ningun tipo de biopolimero replicativo. En otras palabras, la dinamica evolutiva podria
haber comenzado a darse a partir la interaccion sistémica de un gran nimero de moléculas quimicas
sencillas, al contrario de lo que se ha postulado tradicionalmente en el campo del origen de la vida,

donde el modelo evolutivo por antonomasia se articula sobre las propiedades de un sélo tipo de
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biomolécula compleja (tipicamente, el ARN), encargada ademas, posteriormente, de reclutar (no se
sabe muy bien como) al resto de biomoléculas para dotar al sistema de una organizacion celular.
Buena parte del trabajo reciente con protocélulas, se ha realizado, de hecho, desde esta perspectiva
tradicional, como una manera de conectar la quimica de moléculas muy sofisticadas (como el ADN
o el ARN) con el auto-ensamblaje de otras moléculas mucho mas sencillas como lipidos
prebidticos, concibiendo los compartimentos como meros receptaculos para segregar poblaciones
de acidos nucleicos con diferentes eficiencias en su replicacion [Szostak et al. 2001; Mansy et al.
2008; Kurihara et al. 2015]. No obstante, extensiones de esta misma linea de investigacion,
motivadas por la busqueda de posibles mecanismos fisico-quimicos de competicion/seleccion en
sistemas quimicos compartimentados mas sencillos [Adamala et al. 2013; ver también Chen et al.
2004; Budin & Szostak 2011; Cheng & Luisi 2003] demuestran que el resultado global de la
dindmica de poblaciones de protocélulas muy elementales en interaccion puede estar ya sujeto a
seleccion, en forma de entidad evolutiva individual propiamente dicha, sin necesidad de la
presencia de macromoléculas biologicas. Esto, unido a los resultados de lineas de trabajo enfocadas
de raiz a la caracterizacién organizativa (o fisioldgica) de la protocelularidad [Ruiz-Mirazo &
Mavelli 2008; Piedrafita et al. 2017], nos lleva a un escenario nuevo para la plantear los origenes de

la evolucion darwiniana [Moreno & Ruiz-Mirazo 2009].

La comprension de los diferentes tipos de organizacion protocelular como entidades
evolutivas amplia el espacio fenotipico que obtenemos bajo la concepcion de las moléculas
replicativas (tipo acidos nucleicos) como unicos objetos que estan sujetos a dindmicas de seleccion
prebiotica (perspectiva tradicional en el estudio del origen de la vida) . La variabilidad fenotipica en
sistemas moleculares estrictamente replicativos (“mundo ARN” tradicional) se ve limitado, en la
practiva, a cambios en la velocidad y precision de la replicacion. Ademas, la optimizacion de estas
propiedades se ha demostrado poco compatible con la posible incorporacion de otros aspectos
fenotipicos (resultado ilustrado por la metafora del monstruo de Spiegelman’ [Mills et al. 1967;
Oehlenschlager & Eigen 1997]). La variabilidad de mecanismos funcionales que pueden formar
parte de una organizacién protocelular, dirigidos a conseguir esa mayor estabilidad o robustez de la
misma (es decir, variabilidad funcional traducible a variabilidad fenotipica), es mucho mayor (posea
o no moléculas replicativas): produccion de componentes de membrana para modificar la
permeabilidad, la fluidez o la elasticidad (fluidificantes, solidificantes, canales pasivos,

transportadores, ...), balance osmotico, produccion de gradientes, anclajes (para catalizadores, para

143



estabilizar moléculas, para proteger de la hidrdlisis) y, mas adelante, mecanismos de reproduccion,

herencia o regulaciéon mas complejos.

La consideracion de los sistemas protocelulares individuales como entidades evolutivas
(aunque se trate de una evolucion no-darwiniana) invita a su denominacion como proto-organismos
sobre los cuales la seleccion natural podria comenzar a operar directamente [Moreno & Ruiz-
Mirazo 2009]. Tal y como sucede en la evolucion biologica actual, es el total del sistema (el
organismo) lo que constituye la ‘unidad de seleccion’ y no unicamente parte de él. Esta
interpretacion, que presenta la evolucion proto-bioldgica y la evolucion bioldgica como un
continuo, pone también en cuestion el momento a partir del cual podemos comenzar a hablar de
evolucion Darwiniana (o, més bien, cuando empieza exactamente a operar la Seleccion Natural,
cuestion que debe ser sujeta a futura investigacion, tedrica y experimental) [Ruiz-Mirazo et al.

2017; Shirt-Ediss et al. 2017].

La comunién de las dimensiones evolutiva y organizacional desde un estadio prebidtico muy
temprano (pero alternativo al tradicional; es decir, con mas peso en aspectos organizativos de los
individuos implicados) permite explorar el desarrollo de la capacidad de ‘evolucion abierta’,
caracteristica de los seres vivos, de una forma mas progresiva, a partir de la busqueda de espacios
fenotipicos que permitan un mejor auto-mantenimiento [Mavelli & Ruiz-Mirazo 2013]. Estos
espacios fenotipicos irian ampliandose mediante la adquisicion de mecanismos que confieran
mayor robustez dindmica a dichos individuos (protocélulas), mayor capacidad de transmision
hereditaria de rasgos, y mayor estabilidad, regularidad y reproducibilidad en sus procesos de
division y multiplicacion, hasta alcanzar el enorme potencial de variabilidad y adaptabilidad que
logran los metabolismos celulares genéticamente instruidos, una vez se originé ya la vida en sentido
pleno (ver figura 6.3). En otras palabras, modificaciones en el cono 'fisiologico' (dimension
sincronica) de las entidades infra-bioldgicas (protocélulas en diversos estadios de desarrollo),
implicarian cambios profundos en los conos 'evolutivos' de sus respectivas poblaciones (dimension
diacrénica). No solamente cambia el cono evolutivo en cuanto a las posibilidades de exploracion
abiertas (representado por un cono progresivamente mas abierto en la figura 6.3), sino en cuanto a
la profundidad temporal del proceso evolutivo en si (es decir, a la generacion de filogenias en un

sentido cada vez mas biologico).
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En sintesis, el acoplamiento de las propiedades ‘autonomia’ y ‘evolucion abierta’ en torno al
cual se define la vida en [Ruiz-Mirazo et al. 2004] comienza a establecerse (y a enriquecerse
mutuamente), en un sentido muy basico y todavia solo incipiente, desde etapas muy tempranas del
proceso de biogénesis. Una transicion evolutiva prebiotica basada en un régimen dinamico de
competicién y seleccion, en diferentes ambientes ecoldgicos y sometido a diferentes presiones
selectivas, habria sido la responsable de probar este boceto proto-autdbnomo y proto-evolutivamente
abierto en todas las diferentes versiones que le permitiera su composicion molecular. Nuestra
hipotesis general es que algunos conceptos relacionados con la autonomia (funcion, individualidad)

pueden proyectarse hasta el mismo inicio del proceso, mientras que hay que esperar a etapas

evolutionary dimension

organisational dimension

<t

A

Figura 6.3: Figura de [Shirt-Ediss et al. 2017], adaptada de [Shirt-Ediss 2016]. Efecto de la organizacion protocelular
sobre las capacidades evolutivas. La re-estructuracion de la arquitectura organizativa protocelular y re-definicion de la
identidad infra-bioldgica a lo largo de las diferentes transiciones evolutivas prebidticas (en azul MT del inglés “Major
Transition”) permite la exploraciéon de un espacio fenotipico cada vez mayor (conos en gris del eje horizontal/
evolutivo) incrementando progresivamente el grado de integracidn entre las dos dimensiones (fisiolégica-organizativa
e histérico-evolutiva) de lo biolégico. El espacio fenotipico exhibido por las protocélulas en sus primeras etapas (a)
serd relativamente pequefio, dada su simplicidad, inestabilidad y baja reproducibilidad. En etapas posteriores (b) la
complejidad funcional de las poblaciones protocelulares seleccionadas por la estabilidad de su arquitectura
organizacional (acoplamiento quimico, médulos funcionales, regulacién, etc) amplia su dimensién evolutiva, y la
importancia relativa de ésta en la configuracién (optimizacién) de las propiedades de los individuos (proto-
organismos) en desarrollo. Finalmente, el desacoplamiento del genotipo y el fenotipo (a través de la aparicion del
cddigo genético), en el momento en el que la vida se origind (c), permiten la emergencia de la capacidad de evolucién
abierta en poblaciones de metabolismos celulares de complejidad similar a la de los micro-organismos que pueblan

actualmente la biosfera.
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posteriores para poder hablar de transiciones hacia evolucion abierta, en sentido estricto, aunque la
dimension evolutiva estd también presente desde un inicio. Es decir, planteamos una asimetria que
deberia reflejarse en la manera de elaborar los modelos o la teoria a desarrollar en el futuro sobre la
cuestion del origen de la vida. Comenzariamos con sistemas quimicos relativamente sencillos pero
que deben organizarse en torno a compartimentos dinamicos y solo a partir de ahi explorar sus
capacidades evolutivas en en contexto de poblaciones de protocélulas con un esquema organizativo
(una infra-identidad) similar. Con el tiempo, el mantenimiento y la fidedigna repeticion /
reproducibilidad de este esquema, cada vez con mas capas de complejidad superpuestas pero
involucrando siempre aspectos funcional-ecolégicos e individual-evolutivos, permitid que se
alcanzara el estado organizativo completo que hoy en dia definimos como ‘vida’ y desplegar, a
partir de ¢l, la enorme diversidad de soluciones bioldgicas que encontramos a dia de hoy sobre la

Tierra.

6.6 Sugerencias para operar un cambio y apoyar el

establecimiento de un nuevo campo de investigacion

Tal y como Gilbert Simondon proclamaba ya en el afio 1964, tras la revolucién de la
biologia molecular se han hecho enormes esfuerzos por describir los organismos, pero muy pocos
por tratar de sintetizarlos. La observaciéon detallada de los sistemas bioldgicos resulta un método
necesario para tener un conocimiento actual de los mecanismos dindmicos presentes y para
encontrar soluciones précticas con una aplicacion directa en un ambito clinico, tecnoldgico,
farmacéutico y bioquimico. Sin embargo, la descripcion exhaustiva de cada uno de los mecanismos
por separado nos dice muy poco sobre la forma de organizacién subyacente y comun a todos los
seres vivos. Hemos visto como la Biologia de Sistemas estd haciendo intentos por entender los
organismos como un todo, de producir una teoria celular, agrupando e integrando el conjunto de
datos que las “Omicas” (la gendmica, protedmica, lipidomica, metabolomica,...) ha ido
acumulando. Sin embargo, la estrategia de combinar datos obtenidos de forma individual en un
programa que imponga determinadas reglas al sistema tampoco es la mds adecuada para entender la
naturaleza de lo vivo. Imitando la caracteristica propiedad generativa de la biologia (y citando a
famosa frase de Richard Feynman “si no puedo crearlo, no puedo entenderlo”) necesitamos ser

capaces de re-construir los mecanismos basicos de lo bioldgico para poder entenderlos. La Biologia

Sintética es la rama de la biologia en la cual deberiamos poder encajar esta propuesta; no obstante,
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la biologia sintética popularmente se encarga de modificar y reconstituir algunos mecanismos
bioldgicos y de “bioingenierizarlos” con objetivos concretos, pero externos y casi siempre
manipulando lo ya existente y disponible. Los intentos de re-generar un mecanismo bioldégico de
novo, “bottom-up”, son desafortunadamente muy escasos. Re-construir un mecanismo biolégico
desde cero significa hacerlo desde sus precursores moleculares mds simples y con las herramientas
propias de la quimica. Pero no de cualquier tipo de quimica, pues la quimica clésica, regida por
mecanismos lineales y bajo control termodindmico estd lejos de ser capaz de imitar ningin aspecto

de la biologia, caracterizada por mecanismos no-lineales y un alejamiento del equilibrio.

La investigacion y la fabricacion de entidades entre la quimica y la biologia nos pone en
medio de un terreno desconocido, poblado de formas de organizacién de la materia de las cuales
conocemos muy poco (tanto en su forma, sus normas o su evolucion). Por otro lado, en un contexto
de origen de la vida, si conocemos algunas cosas sobre su estado previo (la geoquimica) y la meta a
donde fueron a parar (las células). Por eso podriamos ayudarnos tanto de lo primero como de lo
segundo para tratar de entender ese (en términos simondonianos) “estado intermedio de la materia”.
Los sistemas a los que nos enfrentamos deberan ser sistemas quimicos plausibles en la Tierra
primigenia, formados por componentes moleculares simples pero diversos y, en conjunto, auto-
organizados, alejados del equilibrio, dindmicos y con una cierta tendencia auto-productiva
(autocatélisis). Como vefamos en el anterior capitulo, la Quimica de Sistemas nos ofrece una
oportunidad unica en este contexto pues de sus mezclas de componentes pueden emerger multitud
de procesos dindmicos similares a aquellos de los que dispone la biologia. Con todo, en el proceso
de origen de vida fueron seleccionadas solo algunas de esas combinaciones de mecanismos,
aquellas que resultaron clave para desarrollar la identidad biolégica (su forma de organizacion). Por
esta razon la biologia debe servirnos como guia para focalizar la inmensidad de posibilidades que
tienen cabida en la quimica de sistemas. Asi, construirfamos un campo de investigaciéon nuevo, a
caballo entre los sistemas quimicos y los sistemas bioldgicos, con reglas y conceptos que no
pertenecen ni al uno ni al otro y, al mismo tiempo, tienen rasgos de ambos dos. El programa de
investigacion destinado a describir estos nuevos principios deberia estar basado en un trabajo
interdisciplinar, que combine el andlisis tedrico/conceptual de los fundamentos o principios
bioldgicos basicos con la aproximacion quimico/experimental, consistente en la re-produccion de

estos principios en forma de sistemas dindmicos proto-biolégicos.

Tal y como se ha visto en este capitulo, es posible hacer una correlacién entre algunos de los
procesos dindmicos de la quimica actuando de forma sistémica, y algunas de las propiedades
fundamentales de la identidad biol6gica, como su individualidad y su cardcter funcional. En

concreto, la compartimentacion y su acoplamiento con una quimica auto-productiva sientan las
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bases de un sistema diferenciado (individual) y activo (funcional) definiendo una estructura de
identidad infra-bioldgica. Esta forma de organizacion identitaria serd re-estructurada y reforzada
mediante complejidades y especializaciones a lo largo del proceso de origen de vida e incluso més
alla de éste (redes funcionales mas complejas, mayor diversidad composicional, mecanismos de
transporte, regulacion, desdoblamiento fenotipo-genotipo, multicelularidad, reproduccién sexual,

etc).

La aproximacion experimental al origen de la vida puede ser llevada a cabo a partir de la re-
construccion de entidades con una identidad infra-biolégica bédsica como modelos del origen de la
forma organizativa (proto)bioldgica. La Quimica de Sistemas unida a los avances metodoldgicos de
los dltimos afos en técnicas de alto rendimiento posibilitan la realizacion de esta tarea. No obstante,
la dificultad tanto para la manipulaciéon como para el analisis de mezclas complejas de componentes
moleculares es evidente, por mucha tecnologia de la que dispongamos. No olvidemos que la
propiedad auto-organizativa proviene de la interaccion de millones de componentes y de que, para
la obtenciéon de caracteristicas minimamente complejas necesitaremos una diversidad intra-
molecular relativamente elevada. El nimero y tipo de componentes de los que estamos hablando
para la realizacion de este tipo de sistemas integrados es alto y, por tanto, dificil de monitorizar. No
obstante, en comparacion con una célula, aunque fuese la mas simple de las bacterias, las redes

moleculares generadas en quimica de sistemas son relativamente accesibles.

La caracteristica auto-produccién de los sistemas vivos no es tampoco una propiedad facil
de abordar en el laboratorio pues, la experimentacion siempre tiene detrds las manos interventoras
de un experimentador (ver [Ruiz-Mirazo & Moreno 2013]). Tratar de imitar la auto-produccién a
partir de la intervencidn es, obviamente, una paradoja. La propiedad auto-generativa de la vida y su
normatividad interna (proveniente de la continua huida del equilibrio: el ser es el hacer) inicamente
podria reproducirse si se le “deja hacer”. En términos generales lo que estariamos proponiendo es
que, una vez el experimentador conoce los ingredientes capaces de auto-organizarse prepare su
mezcla heterogénea y “espere a que estos hagan”. Por supuesto, este es un escenario irreal (y
cuestionablemente no interventivo, pues la simple seleccion de los ingredientes ya es una
intervencidn externa) pero la pretension, no obstante, ha de ser esta. Las nuevas técnicas en micro y
nanofluidica, por ejemplo, permiten construir laboratorios de quimica del tamafio de un microchip,

pudiendo realizar experimentos muy precisos con la menor intervencion externa.

A continuacion, en el capitulo 7, presento un ejemplo experimental propio de un modelo de
funcionalizacién de vesiculas de 4cidos grasos y péptidos desarrollado en el laboratorio durante la

realizacion de esta tesis. La posibilidad de trabajar en la funcionalizacion de vesiculas desde su
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auto-fabricacién quimica bottom-up nos permite avanzar en la investigacion de las raices quimicas
de la individuaciéon y de la funcion bioldgica pues, la naturalizacion de estos conceptos estard
basada, precisamente, en la capacidad de la quimica para producir (y controlar) las condiciones para

el despliegue de sistemas que incrementan su complejidad y robustez de manera progresiva.
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Capitulo 7

CASO-ESTUDIO EXPERIMENTAL: EL
MODELO PROTOCELULAR “LIPO-
PEPTIDICO” MINIMO

En linea con el tipo de planteamiento sistémico que vengo defendiendo en esta tesis, segun
la cual una aproximacion empirica a través de la quimica de sistemas ayudaria a fundamentar el
origen de determinadas propiedades bioldgicas (bajo la perspectiva autbnoma), una parte importante
de mi actividad doctoral ha consistido en llevar a cabo un estudio experimental. Concretamente, he
trabajado en la fabricaciéon de un modelo de membrana protocelular lipido-peptidica, basado en las
propiedades emergentes de una quimica supramolecular centrada en el auto-ensamblaje de
compartimentos (vesiculas) de dcidos grasos y su interaccion con una quimica de aminoacidos y
pequeiios péptidos. La motivacion para la realizacién de este modelo proviene de un trabajo in
silico previo [Mavelli & Ruiz-Mirazo 2007; Ruiz-Mirazo & Mavelli 2008] el cual pretende probar,
a su vez, la validez de la teoria de la autonomia bioldgica bdsica [Ruiz-Mirazo & Moreno 2004,
2012; Moreno & Mossio 2015]. Mi aportacion empirica muestra un sistema quimico con una
complejidad composicional minima pero con una diversidad suficiente para dar lugar a
comportamientos sistémicos de cooperacion mutua entre especies moleculares. De acuerdo al modo
en el que se plante6 la naturalizacion de la individualidad infra-biologica de los sistemas

protocelulares (ver capitulo 6) el tipo de colaboracion buscado entre los componentes se dirige a la
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funcionalizacion del compartimento, es decir, a la emergencia de contribuciones diferenciadas

(funciones) para el mantenimiento del global (de la unidad individuada).

Hoy en dia, el limite fisico de las células esta definido por la membrana celular, constituida,
mayoritariamente, por fosfolipidos de muchisimas clases y por otros componentes hidrofébicos
embebidos en ella, en gran medida proteinas asociadas (a la membrana) y proteinas transmembrana.
Esta estructura, representada iconicamente por el modelo de “mosaico fluido” [Singer & Nicolson
1972] (ver figura 7.1) es la responsable mas directa de la caracteristica agencialidad bioldgica,
funcionando no Unicamente como la linea divisoria mds evidente entre célula y ambiente, sino
también como la superficie de interaccion entre ambos a través de la cual se produce el intercambio

de toda materia y energia necesaria para su auto-(re)produccion.

Carbohydrate chains

Integral protein

Peripheral protein

Lipid

Figura 7.1. De Harpers Illustrated Biochemistry 29th Edition [2012]. Modelo de ‘Mosaico fluido’ de Singer y
Nicolson en el cual diferentes tipos de proteinas (en azul) estan inmersas o asociadas a una membrana semi-fluida de
fosfolipidos de muy diversa indole (en rojo).

El modelo de membrana protocelular lipido-peptidica (ver figura 7.2) pretende ser una
simplificacion de esta estructura, conservando su diversidad composicional identitaria pero
realizada con componentes mucho més sencillos (precursores de las biomoléculas actuales): acidos
grasos como precursores de los fosfolipidos y aminoécidos y péptidos cortos como precursores de
las proteinas hidrofébicas de membrana. La combinacién de agregados prebidticos con una quimica
de péptidos ha sido ya previamente estudiada en la literatura del origen de la vida [Yanagawa et al.
1989; Blocher et al. 1999, 2001; Hitz et al. 2001; Zepik et al. 2007; Grochmal et al. 2015]. No
obstante, en la mayoria de estos trabajos se han utilizado liposomas (vesiculas hechas de
fosfolipidos), dada su estabilidad a temperatura ambiente y mayor facilidad para su manejo
experimental. Unicamente unos pocos han preferido la utilizacién de componentes més simples
pero prebidticamente mds realistas como los dcidos grasos [Furuuchi et al. 2005; Adamala &

Szostak 2013]. En el trabajo que expongo a continuacion se remarca, ademds, la posible
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importancia de estas moléculas concretas en un escenario prebidtico, demostrando su importante
contribuciéon a la oligomerizacion de un péptido hidrofébico (a partir de los aminodcidos
precursores) sin la ayuda de ninguna otra molécula catalizadora de tipo soluble. Este resultado
podria apoyar una narrativa del origen de la vida que implicara una co-evolucion entre estos dos
componentes de la membrana protocelular. La estructura supramolecular generada por los acidos
grasos podria haber favorecido la oligomerizacion de péptidos prebidticos que, a su vez, al
insertarse en la membrana, podrian tener un efecto sobre ella, por ejemplo, de estabilizacién o de
atraccion de otros componentes [Adamala & Szostak 2013; Izgu et al. 2016]. Un péptido lo
suficientemente largo podria incluso haber atravesado por completo la membrana, generando un
canal (o al menos una via de conexién) entre el interior y el exterior, con las consecuentes
repercusiones para la dindmica global del sistema [Ruiz-Mirazo & Mavelli 2008]. En resumen, el
modelo de membrana lipido-peptidica propone un enfoque integrador para la fundamentacion
quimica del origen de las primeras protocélulas funcionales - coherente, ademds, con la estructura

de las membranas bioldgicas actuales.
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Figura 7.2. Modelo de membrana protocelular lipido-peptidica basado en el modelo ‘in-silico’ de [Ruiz-Mirazo &
Mavelli 2007; 2008]. En una especie de simplificacion de las bio-membranas, los fosfolipidos son sustituidos por
acidos grasos (en sus formas idnicas y neutras, rojo mas claro y mas oscuro) y las proteinas por aminoacidos y
peptidos cortos (en azul).

153



7.1. Hacia la produccion de compartimentos autonomos

7.1.1.Contribucion de la membrana a la polimerizacion de un
péptido*1?

Al contrario que el proceso de hidrdlisis de un péptido, el proceso de oligomerizacion, es
decir la formacién de enlaces peptidicos para construir una cadena de aminodcidos, es un proceso
no espontineo que requiere un aporte de energia para generar el enlace covalente entre un
aminodcido y el siguiente, liberando agua en el proceso. En soluciones acuosas, la polimerizacion
de aminodcidos y sintesis de péptidos prebidticos ha sido demostrada tras la activacion, entre otras
vias, del Carbono-terminal (C-terminal) de los monémeros y su transformacién en un compuesto
ciclico reactivo llamado 5(4H)-oxazolona [Pascal et al. 2005; Danger et al. 2012, 2013] (ver figura

7.3) mediante la actuacion de agentes abidticos pertenecientes a la quimica de las cianamidas.

Tyr-oxazolona
forma racémica L-Tyr-L-LeuNH2
y

O— = O—
Activacion Sj
O
)J\H CO,H N,

o
o )LN Nu
!
|
D-Tyr-L-LeuNH2
o—

o o3

: o -
N0 AN
Ay

Figura 7.3. Esquema de la reaccion. El sustrato, aminoacido Tyr es activado en su C-terminal y transformado en el
compuesto racémico Tyr-oxzolona. Este compuesto reacciona después con el otro sustrato (aminoacido LeuNH2)
dando lugar al producto, el dipéptido estereoespecifico (L-Tyr-L-LeuNH2 6 D-Tyr-L-LeuNH?2). La quiralidad del
producto es determinada cinéticamente por la reaccion de oligomerizacion y, por eso, puede aportar informacion sobre
la misma.

Oligomerizaciéon

\/

El aminodcido activado de esta forma serd capaz de formar un enlace peptidico con otro
aminodcido (que llamaremos nucle6filo), obteniendo el péptido oligomerizado. En el estudio
experimental que presento aqui [Murillo-Sénchez et al. 2016] hemos demostrado que la presencia
de vesiculas compuestas de dcidos grasos favorece estas reacciones de oligomerizacién, catalizando

la formacion de un dipéptido ((L,D)Tyr-L-LeuNH2) a partir de sus mondmeros: el aminodcido

19%Resultados extraidos de Apéndice (2). Para mds detalles acudir a la bibliografia.
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tirosina (Tyr), activado en forma de oxazolona ((L.,D)Tyr-oxazolona), y el aminoédcido levégiro L-

leucinamida (L-Leu-NH2).

Las vesiculas son agregados de dacidos grasos formando un compartimento con una
membrana bicapa que separa el medio acuoso externo del medio acuoso interno encapsulado. El
autoensablaje de las vesiculas depende de diversos factores, entre ellos la concentraciéon de

mondémero de dcido graso disponible en el medio. Una vez

alcanzada esta concentracion (llamada concentracion vesicular _ \%\\Q\\\\R\L}gﬂ&fff//%
” : . : EBSN W =
critica, cve) los acidos grasos tenderdn a agruparse, exponiendo == /f S =
al agua unicamente la parte hidrofilica de la molécula '?/.—ZZ.?// r: \@—\%&‘
i b Y T RN
resguardando sus colas hidrofébicas en el espacio hidrofébico ve¥ we {45 )) )/\),f '

intermembrana de la bicapa (ver figura 7.4). Los resultados de S

nuestros experimentos mostraron como en el momento en que

Figura 7.4. Representacion del corte
transversal de una vesicula en el que se
presencia de vesiculas) el rendimiento de la reacciébn de  observan los lipidos con las cabezas
polares (blanco) dirigidas hacia el agua
y las colas apolares (en negro)

se alcanzaba la cvc y por encima de ésta (es decir, en

oligomerizacion del péptido se disparaba visiblemente, en
relacion al correspondiente en solucién acuosa. Otro de los ~ mirdndose entre si, generando  un
1nterior acuoso y un €spacio
efectos de las vesiculas sobre la reaccion fue en la ratio de  hidrofébico transmembrana (amarillo).
estereoselectividad presente en el producto de la reaccion. Las
oxazolonas son moléculas con una quiralidad muy inestable; esto quiere decir que, en solucidn,
dada la rdpida velocidad de intercambio entre los dos enantidmeros, se encuentran a partes iguales
en su forma L y en su forma D (también denominado estado racémico). La configuracion definitiva
(L 6 D) de la tirosina queda determinada, por tanto, cuando se une al otro aminoécido (es decir, que
estd cinéticamente determinada por la propia reaccion de oligomerizacion). Como el nucledfilo
utilizado s6lo lo anadimos en una forma quiral (L-LeuNH2), la proporciéon de cada una de las
formas (la aparicion de mas formas L o mas formas D en el producto) la describiremos mediante la
ratio de estereoselectividad (d.r.), que serd la cantidad de especies homoquirales (homodimeros, en
este caso, L.-L) dividida entre la cantidad de especies heteroquirales (heterodimeros, en este caso,
D-L). En comparacién con aquellos dipéptidos formados en solucién acuosa, en presencia de las
vesiculas esta ratio estereoselectiva fue revertida (de mds proporcion de especies homoquirales a
mdas proporcion de especies heteroquirales) reforzando la hipdtesis de que las vesiculas

efectivamente influyen sobre la reaccion (ver fig. 7.5).

La interaccion del dipéptido hidrofébico formado con las vesiculas de 4cidos grasos fue
comprobada mediante el estudio biofisico de varias propiedades de la membrana. El método

Langmuir-Blodgett permite detectar la interaccion de determinados productos con una monocapa de
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Figura 7.5. Resultados del rendimiento (circulos negros) y la estreoselectividad (cuadrados rojos) de la reaccion. Se
observa que, a partir de una concentracion de lipido coincidente con la cve (ver texto para detalles), la tendencia tanto
de uno como de otro varian (aumentando el rendimiento y cambiando la quiralidad) debido al cambio de ambiente en
el que se produce la reaccion: de un medio acuoso a un medio lipidico.

lipido formada superficialmente en la interfase aire/agua de un pocillo lleno de una solucién buffer.
Si el péptido, inyectado en la fase acuosa, tiene preferencia por situarse en la monocapa provocara
un aumento en la tension superficial del agua registrable mediante una sonda (ver figura 7.6). La

diferencia (AIl) entre la tension superficial inicial (Ily) y la tensién superficial obtenida cuando va

insertdndose el péptido (IT;) variard en funcién de la tendencia de éste a interactuar con la

[DA]/ mM

membrana. Cualquier pendiente negativa indica pues tal interaccion (ver figura 7.6).
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Figura 7.6. Grifico con los resultados de la técnica Langmuir-Blodgett que muestran una interaccién del péptido con
la membrana de 4cido graso (ver texto para detalles). Esquema explicativo del método: formacién de una monocapa
de 4cidos grasos (en naranja) en un pocillo con un medio acuoso (a); interaccién del péptido (en morado) con la

S000000000C0000000000

LU E LT

monocapa, provocando un cambio en la tensién superficial detectado por la sonda de medida.

156



La insercion del péptido en la bicapa, representacion mds acorde con un modelo de
membrana protocelular, también fue comprobada mediante un experimento de quenching con
acrilamida. La acrilamida es un compuesto quimico que bloquea la fluorescencia propia del grupo
aromatico del aminoacido Tyr presente en el dipéptido, cuando éste se encuentra en solucidn.
Cuando el dipéptido se inserta en la membrana de las vesiculas el grupo aromatico queda protegido

por la bicapa y la accién de la acrilamida no produce ningun efecto (ver figura 7.7).
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Figura 7.7. Deteccion por fluorescencia de la insercion del péptido en membranas de vesiculas de acido graso. La
presencia de la molécula acrilamida bloquea la fluorescencia de la Tyr, cuando esta no se encuentra protegida por la
membrana como en el caso del experimento control sin acido graso (rombos rojos) o cuando la concentracion de
acido graso no es suficiente para generar vesiculas (cuadrados azules). En presencia de vesiculas (circulos amarillos)
la fluorescencia se mantiene, indicando una insercion del péptido en la membrana.

La comprobacion de que el péptido se localiza en la membrana nos permite hipotetizar que
es el ambiente hidrofébico de la misma el que estd teniendo un efecto sobre la quimica peptidica.
No obstante, el efecto hidrofobico resultd no ser el tnico causante del aumento del rendimiento de
la reaccion y del cambio en la quiralidad, pues experimentos realizados en vesiculas de otro tipo de
lipidos y surfactantes (entre ellos, fosfolipidos, componentes actuales de las membranas celulares)

no dieron lugar a los mismos resultados (ver figura 7.8)

Para reforzar la hipétesis de que el efecto podria ser especifico del los dcidos grasos y no
sO6lo debido a la presencia de entornos hidrofébicos, se realizaron experimentos en disolvente
orgdnico, en el cual estos solubilizan, evitando asi la formacién de cualquier stper-estructura que
genere una fase hidrofébica. Los resultados de la reaccion de oligomerizaciéon del péptido en
presencia del dcido graso disuelto resultaron ser similares a los obtenidos con las vesiculas: el
rendimiento de la reaccién se vio significativamente incrementada y la ratio estereoespecifica

revertida. Ademads, el tamafio de la cadena hidrofébica del dcido no parecié variar los resultados
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Figura 7.8. Experimentos de control con vesiculas hechas con otros surfactantes (con cargas positivas y negativas). El
tamafio de las barras indica el rendimiento de la reaccion; el color indica la estereoselectividad (oscuro para
homoquiral y claro para heteroquiral). Sorprendentemente, la utilizacion de otros surfactantes con cargas negativas
(como el detergente SDS y el fosfolipido DOPA) no resulta en un aumento del rendimiento de la reaccion, como
sucede en el caso de los acidos grasos.

(comparar los resultados del dcido decanoico y el 4cido acético, éste dltimo con una cadena
hidrofébica practicamente inexistente, en la figura 7.9) lo cual sugeria que la fraccidon de é4cido

carboxilico responsable de tal efecto era su cabeza polar.

El mecanismo quimico por el cual el grupo carboxilico produce este efecto podria explicarse
mediante una catdlisis dcido/base. Las importantes variaciones de pKade los centros reactivos de las
moléculas durante la amindlisis involucrada en el enlace peptidico necesitan de un continuo vaivén
de protones. Las condiciones de pH del medio en el cual los acidos grasos se encuentran formando
vesiculas conllevan que la mitad de su poblacién molecular se encuentre protonada y la otra mitad

en su forma ionica. Ante esta situacion caracteristica, los 4cidos grasos podrian tener un doble

Solvent Carboxylic acid Yield / % d.r.
CH,Cl, Control without acid 17.4 0.84
CH,Cl, 10 mM acetic acid 86.2 0.49
CHCl, 10 mM DA 86.9 0.54
CH;CN Control without acid 2:7 0.62
CH;CN 10 mM acetic acid 45.3 0.44
CH;CN 10 mM DA 55.7 0.46

Figura 7.9. Tabla con los resultados de los experimentos llevados a cabo en disolvente orgénico. El rendimiento de la
reaccion mejora mucho en presencia de un acido carboxilico sin importar el tamafio de la cola hidrofébica del mismo.

papel: ademas de generar un micro-ambiente donde localizar reactivos y productos hidrofébicos
podrian funcionar como 4cidos y bases para el continuo juego de protones necesario durante la
oligomerizacion de aminodcidos (y potencialmente durante cualquier otro tipo de proceso quimico
en el cual es necesaria una transferencia de protones). En cualquier caso, el efecto que la quimica

supramolecular de los 4cidos grasos tiene sobre la quimica de estos péptidos hidrofébicos esta en
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linea con una comprensién sistémica de una quimica enfocada hacia la biologia, y con la
imposibilidad de reducir esta quimica a un s6lo tipo molecular. Al contrario de lo que proponen los
modelos cldsicos, en los cuales un biopolimero complejo es el punto de partida para generar el resto
de biomoléculas y, en definitiva, la vida, una co-evolucién de colecciones de moléculas quimicas
mucho mads sencillas pero formando sistemas en interaccion y refuerzo mutuo parece una manera

mas logica de afrontar el problema en su origen.

El caso-estudio experimental aqui mostrado apoya esta vision alternativa, en la cual los
compartimentos y la quimica prebidtica estdn enlazados y se refuerzan desde el principio, desde sus
formas moleculares mas simples. En cualquier caso, en este apartado he hablado sélo de la mitad de
esta colaboracidn: del efecto del compartimento sobre la formacién de los péptidos. Pero veremos
como éstos, a su vez, pueden tener un efecto reciproco sobre la membrana, contribuyendo, por

ejemplo a su estabilidad (y, por tanto, a la del sistema global formado por los dos).

7.1.2. Posible contribucion del péptido en las propiedades de la

membrana

La composicion heterogénea de una membrana vesicular ha demostrado tener efectos
positivos sobre el mantenimiento de una protocélula, mejorando, principalmente, la estabilidad del
compartimento y su habilidad para crecer (en definitiva, su auto-mantenimiento y potencial auto-
reproduccién). Experimentos de competicidn entre poblaciones protocelulares de diferentes
composiciones han demostrado, en buena medida, este extremo, en lo que ha sido una de las
principales lineas de trabajo del grupo de Jack Szostak en Harvard en los dltimos afios [Budin &
Szostak 2011; Budin et al. 2014; Adamala & Szostak 2013; Adamala et al. 2015; Engelhart et al.
2016; Izgu et al. 2016].

Mais concretamente, y mds cercano al tipo de sistema que nos interesa, este grupo ha
comenzado a investigar el efecto global que tienen determinados tipos de péptidos hidrofébicos
sintetizados en el interior del propio compartimento cuando estos se insertan en la membrana del
mismo. En un trabajo publicado en el afio 2013, la reaccién de sintesis de un dipéptido hidrofébico
(AcPhe-LeuNH?2) a partir de sus mondmeros aminoacidicos, catalizada por otro dipéptido (Ser-Hys)
soluble resulté ser mds eficiente cuando ésta se encontraba encapsulada en el interior de vesiculas
de 4acido graso que cuando €sta se encontraba en solucion. En linea con los resultados obtenidos por
nuestro grupo, el ambiente vesicular favorece el rendimiento de la reaccién: por un lado, la

membrana hidrofébica tiene una funcién protectora ante la hidrélisis del sustrato en contacto con el
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agua (tal y como sucede en el centro activo hidrofébico de determinadas enzimas hoy en dia) y, por
el otro, la membrana podria bajar el pKa del grupo amino, aumentando su reactividad ante el enlace
pepidico. Los autores defienden que este fendmeno de mejora del rendimiento mediante la co-
localizacion de los sustratos de la quimica peptidica con la bicapa podria haber permitido que en las
protocélulas comenzara a darse un metabolismo situado en la membrana o en su entorno préximo

[Adamala & Szostak 2013].

Por otro lado, no s6lo los sustratos sino también el producto de la reaccién (el dipéptido)
colocaliza con la membrana y tiene sobre ella algin efecto que, de facto, confiere al sistema
protocelular global una ventaja selectiva sobre las vesiculas que no encapsulan la reaccién en una
dindmica de competicién entre poblaciones protocelulares. La mezcla de una poblacién de vesiculas
encapsulando la reaccion con otra poblacion de vesiculas vacias hizo que las primeras crecieran a
merced de las segundas, que encogian hasta desintegrarse. En otro experimento de competicion, en
el que la mezcla de ambas poblaciones de vesiculas fue “alimentada” con micelas del acido graso,
de nuevo las vesiculas con la reaccién en su interior fueron capaces de integrar las micelas y de

crecer mas rapidamente (ver figura 7.10).

Figura 7.10. Modificada de [Adamala & Szostak 2013]. Experimento de competicion entre poblaciones de vesiculas
encapsulando (rojo) o no (negro) una reaccion de oligomerizacion de un dipéptido. Las vesiculas con la reaccion
crecen a costa de las vesiculas sin la reaccion (que encogen hasta desaparecer) (i); en otro experimento, la poblacion
es “alimentada” con micelas y, aunque ambas vesiculas se mantienen, unicamente aquellas que contienen la reaccion
son capaces de crecer (ii).
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Los autores del trabajo atribuyen esta ventaja selectiva a la co-localizacién del dipéptido
hidrofébico con la membrana, al mejorar el primero la afinidad de la segunda por otros
componentes moleculares (a modo de “pegamento molecular”) que la estabilicen y la hagan crecer.
En [Budin & Szostak 2011] se muestra un ejemplo de este mecanismo de crecimiento de la
membrana en el cual las vesiculas conformadas por mezclas de dcidos grasos y fosfolipidos tienden
a crecer a expensas de las vesiculas que Unicamente tienen acidos grasos en sus membranas. Los
fosfolipidos insertos en la membrana funcionan como una suerte de estabilizante o "pegamento
molecular" que atrae dcidos grasos presentes en el medio (o procedentes de micelas) haciendo
crecer las vesiculas. Curiosamente, es necesario una ratio especifica de acido graso/fosfolipido para
que los sistemas crezcan eficientemente, sugiriendo una co-evolucién molecular por ambas
especies. La composicion heterogénea de las membranas vesiculares ha demostrado tener otra serie
de efectos beneficiosos para la estabilidad de las protocélulas. Por ejemplo, la presencia de Arginina
en la membrana de vesiculas de dcidos grasos permiti establecer y mantener durante un tiempo
considerable un gradiente de pH transmembrana [Chen et al. 2004]; en otro estudio, una
composicion heterogénea de dcidos grasos consigui6 estabilizar las membranas vesiculares ante un

mayor rango de pH y fuerza i6nica [Namani & Deamer 2008].

La sintesis y oligomerizacion no-enzimdtica de aminoacidos favorecida por la presencia de
superficies lipidicas es ya conocida en los trabajos cldsicos sobre origen de vida. Por ejemplo, la
oligomerizacion de péptidos de hasta 20-30 residuos de alanina fue reportada en presencia de
micelas positivamente cargadas hace ya casi 40 afios [Amostrong et al. 1978]. La carga de la
superficie de micelas y vesiculas ha sido utilizada en diversas ocasiones para concentrar monémeros
mediante interacciones de carga opuesta y favorecer las reacciones de sintesis de aminodcidos
cargados [Bohler et al. 1996; Zepik et al. 2007]. Las membranas lipidicas (liposomas de POPC, en
este caso) también han demostrado ser capaces de seleccionar y condensar hasta 25 residuos del
aminodcido Trp [Hitz & Luisi 2000]. La posibilidad de ciertos sustratos cargados (como pequefios
aminodcidos) de permear la membrana apolar gracias a perturbaciones e hidrataciones transitorias
del espacio intermembrana ha sido comprobado mediante la entrada de aminoacidos y la
polimerizacién no-catalitica de péptidos de hasta 14 residuos en el interior de vesiculas cargadas
positivamente [Zepik et al. 2007]. Este tipo de resultados sustentan la afirmaciéon de que un
compartimento prebidtico de composicién quimica simple podria tener acceso a sustratos del medio
(como aminodacidos) y ser capaz de polimerizarlos posteriormente sin ayuda de otro catalizador mas
complejo. Este tipo de oligomerizacién, llamada en algin otro sitio ‘template independent
oligomerization’ [Ruiz-Mirazo et al. 2017] darfa lugar a secuencias peptidicas practicamente

aleatorias y moldeadas por algin efecto fisico inespecifico (como por ejemplo, la sintesis de
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péptidos hidrofébicos en fases hidrofébicas). Las funciones que puedan llevar a cabo este tipo de
péptidos serdn funciones de amplio espectro, bastante inespecificas y, por tanto, ubicuas y
generalizadas (multifuncién). Por ejemplo, la insercién de poli-péptidos hidrofébicos de poli-
alanina y poli-leucina en membranas de liposomas demostré formar canales helicoidales para
protones, mejorando la permeabilidad de estos hacia el interior del compartimento [Oliver &
Deamer 1994]. El escenario que debemos imaginarnos en esta etapa del proceso prebidtico es uno
en el cual los primeros catalizadores serian muy simples, con una especificidad muy baja en cuanto
al sustrato (ambigiiedad de sustrato) y una promiscuidad muy alta en cuanto a su actividad (ver
[Pereté 2012] para una reflexién muy interesante sobre este asunto en el contexto de la evolucién
del metabolismo). Por otro lado, la incapacidad para registrar la especifididad del oligopéptido
puede contemplarse también como una ventaja, al ampliar la diversidad y con ello las posibilidades

de busqueda de nuevas funciones.

Figura 7.11. De [Ruiz-Mirazo & Mavelli 2007]. Modelo de membrana lipido-peptidica de una protocélula con
autonomia basica. La elasticidad de la membrana dependiente de la insercion de los péptidos auto-fabricados
compensa los cambios de volumen derivados de la auto-fabricacion, permitiendo controlar el balance osmético y
aumentando sus limites de viabilidad (ver texto para detalles).

La exploraciéon de los efectos sistémicos inespecificos de un polipéptido inserto en una
membrana sobre el auto-mantenimiento de un sistema protocelular ha sido llevada a cabo también
mediante modelos computacionales. Mavelli y Ruiz-Mirazo han desarrollado un modelo in silico de
membrana lipido-peptidica que estudia en detalle los diferentes pardmetros en los cuales esta
interaccion resulta ventajosa para la elasticidad de la membrana (y, consecuentemente, para el
control del balance osmético del sistema) [Ruiz-Mirazo & Mavelli 2007; Mavelli & Ruiz-Mirazo

2007; Ruiz-Mirazo & Mavelli 2008] mediante la adopcién de un régimen dindmico autonomo
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bdsico (ver figura 7.11). El sistema descrito por estos autores se compone de un compartimento
lipidico encapsulando un ciclo metabdlico en su interior. Este ciclo metabdlico es el responsable de
la produccién de los componentes protocelulares: por un lado los lipidos, principales agentes
estructurales de la membrana y, por el otro, una serie de aminodcidos hidrofobicos. Estos
aminodcidos tienden a agregar en la membrana pudiendo oligomerizar, generando péptidos de
diferentes longitudes, que tendrdn un efecto sobre la elasticidad del compartimento. Durante la
actividad del ciclo metabdlico se generan algunos productos de desecho (W) que tenderdn a
acumularse en el interior protocelular, pudiendo provocar que el compartimento se hinche o no
acoja la entrada de mds sustratos del medio. Los productos de desecho saldrdn del compartimento
pasivamente gracias a defectos o perturbaciones temporales en la ordenacion de los componentes de
la membrana. Las variaciones en la elasticidad del compartimento provocadas por la
oligomerizacion e insercion de los péptidos en la membrana lipidica permitirdn que la protocélula
sea capaz de diversificar sus posibilidades en torno al balance osmético y de explorar, asi, el control
de sus limites de viabilidad. Resumiendo, en las diferentes condiciones probadas, la cadena
peptidica auto-producida e inserta en la membrana auto-ensamblada consigue modificar la
elasticidad de la misma. La protocélula consigue asi tomar cierto control sobre su tolerancia
osmotica y, consecuentemente, sobre otros factores como la velocidad y limite de crecimiento, el
tiempo de persistencia o el ritmo de division. Aquellos efectos que (en las condiciones adecuadas)
consiguen mejorar la robustez y la estabilidad del sistema (en definitiva, su auto-mantenimiento y

auto-produccion) son definidas aqui como acciones funcionales.

Las protocélulas lipido-peptidicas modeladas por Mavelli y Ruiz-Mirazo son sistemas
mucho mds complejos que aquellos modelos empiricos descritos més arriba en este capitulo. En
ellos encontramos un ciclo metabdlico encapsulado, encargado de la auto-produccién tanto del
lipido como de los oligopéptidos que van a parar a la membrana. Los efectos que estos
componentes puedan tener sobre el auto-mantenimiento del sistema parece mas sencillo imaginarlos
como funciones a la luz de la definicién de [Mossio et al. 2009] pues son componentes auto-
producidos que consiguen controlar o modular las condiciones de viabilidad del sistema global,
incrementando las posibilidades de persistencia de tal organizacién. Si volvemos a los sistemas
quimicos estudiados por el grupo de Szostak o por nuestro grupo nos veremos obligados a
flexibilizar esta definicién para encajarla en nuestro modelo experimental. En nuestro modelo no
todos los componentes del sistema son auto-producidos; los 4cidos grasos pueden auto-ensamblar
desde que estdn disponibles a una concentracién suficiente; la encapsulacién de determinados
sustratos puede dar lugar a la sintesis propia de un péptido, pero siempre que los mondmeros

puedan ser igualmente capturados del exterior. No obstante, la ventaja selectiva del efecto reciproco
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entre los dos tipos moleculares en interaccion confieren a esta mezcla la denominacion de sistema
(pues trabajan sistémicamente y son seleccionados como tal). Por tanto, desde este punto de vista
debemos reconsiderar la posibilidad de encontrar igualmente indicios de alguna accion funcional.
Por ejemplo, la membrana, pudiendo ser considerada como centro metabdlico primitivo al
promocionar determinadas reacciones de sintesis, podria considerarse como poseedora de cierto
efecto funcional, ya que el producto que sintetiza (el péptido) finalmente va a contribuir a su
estabilidad y, globalmente, a la persistencia del sistema. Reciprocamente el péptido, como
estabilizante de la membrana o “atractor” de componentes de la misma, podria igualmente actuar
funcionalmente para mejorar la robustez o la capacidad de crecimiento de las vesiculas, asegurando,
a su vez, su propio mantenimiento. Por supuesto, la capacidad de estos sistemas para controlar sus
umbrales de existencia es practicamente nula pues, a este nivel, practicamente toda la produccion de
componentes se encuentra a merced de la disponibilidad de los sustratos en el ambiente y, derivado
de esto, dependen enormemente de €l. Sin embargo, en la dindmica global podemos ya empezar a
distinguir ciertas caracteristicas de una autonomia basica (o, al menos, ciertos rasgos que sitdan a

estos sistemas en el buen camino para adquirirla).

Por esta razoén, un programa de investigacion empirico dirigido a la fabricacién de
compartimentos funcionales que incluyan una via abierta a la auto-producciéon a partir de la
interaccion sistémica de poblaciones moleculares sencillas pero de tipo diverso, aunque constituya
un reto complicado, podria resultar eficaz a la hora de naturalizar y fundamentar quimicamente las
propiedades de los primeros agentes autonomos. Para un ejemplo de este tipo de aproximacién pero
realizado a partir de una quimica alternativa, ver el trabajo de Hardy y colaboradores [2015]

(comentado ya previamente, ver 4.4 y 6.2.3).

7.2 Acercando los modelos "in-silico" e "in-vitro"

El trabajo de Hardy y colaboradores llevado a cabo a través de una quimica alternativa, pone
de manifiesto, por un lado, la potencial universalizacién del esquema de la autonomia para la re-
produccion de propiedades bioldgicas y, por el otro, la importancia del aspecto artificial como

alternativa facilitadora para llevar al laboratorio esta re-produccion.

Los modelos de vida artificial in-silico son comunes desde los afios 1980, cuando se
desarrollaron diversos programas de simulacién que permitieron imitar computacionalmente
algunas propiedades de la vida basadas en algoritmos matemaéticos. Este tipo de aproximacion fue

de utilidad durante mucho tiempo para comprender mejor los sistemas complejos adaptativos, grupo
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al que pertenecen los sistemas bioldgicos. La teoria de los sistemas complejos adaptativos ha
permitido ofrecer explicaciones acordes a los procesos embebidos en un contexto histérico como
los que moldean los organismos durante la evolucién biolégica [Juarrero 2000]. Su aplicacién se da,
mayoritariamente, en el dmbito de la teoria evolutiva, aunque también ha adquirido gran

popularidad en los modelos de quimica artificial y en los estudios en torno al origen de la vida.

No cabe duda de que el trabajo in-silico tiene grandes ventajas, la principal es permitir
experimentar con sistemas de una complejidad (en términos de composicion, nimero de procesos y
condiciones experimentales) que en el laboratorio serian materialmente intratables. La simulacion
computacional ha contribuido enormemente a moldear no s6lo conceptos tedricos sino también a re-
conducir ciertos trabajos experimentales, estableciendo pardmetros y condiciones de interés a
explorar, con el consecuente ahorro de esfuerzo, tiempo y dinero. Como muestra, el trabajo
experimental realizado durante esta tesis, basado en el modelo in-silico desarrollado por Ruiz-
Mirazo & Mavelli [2007; 2008]. No obstante, la recreacion de un modelo biolégico en un
procesador tiene sus limitaciones [Jonas & Kording 2017]. Estas limitaciones se deben a muchas
razones: por ejemplo, la naturaleza causal auto-producida emergente en la biologia (dificil de captar
por un programa de ordenador disefiado por un programador externo), el moldeado de las funciones
bioldgicas a lo largo de su historia evolutiva (imposible de recrear en su totalidad) y, especialmente,
la naturaleza quimica de los componentes bioldgicos. En un sistema fisico (como es un procesador,
con una base material inalterable y sefales eléctricas amplificadas y transmitidas a lo ancho de toda
esta superficie) los componentes actian como entidades discretas. L.a quimica, por otro lado, ofrece
un dominio material absolutamente diferente y potencialmente mucho mas diverso y susceptible a
la novedad, al permitir conjugar, modificar y transformar sus componentes. Los componentes de los
sistemas biologicos pertenecen a esta segunda clasificacion, y por esta razén la definicion de sus
propiedades fundamentales serd imposible de valorar sin una experimentacion in-vifro con sistemas
moleculares reales. La experimentacion in-vitro supone un reto complicado para los cientificos
dispuestos a enfrentarse a esta complejidad pero, como hemos visto, existen herramientas tedricas y
metodoldgicas que estdn volviendo esta tarea mas accesible. Para acabar, dejando de lado el intento
de re-construir de manera fidedigna el escenario composicional idéntico al que dio lugar a la
organizacion bioldgica durante el origen de la vida (que por la ausencia de datos se antoja como una
dificil tarea), se debe estimular la experimentacion con quimicas alternativas, con el fin de
anteponer el intento de re-construir caracteristicas universales en los sistemas biologicos (como su
organizacion auto-productiva y auto-mantenida). Con tal objetivo, en una conjuncién entre la

Quimica de Sistemas y la Biologia Sintética, lo que debe primar es la concepcion bottom-up (para
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cubrir el aspecto productivo de la biologia) de una quimica (cualquiera que sea ésta) sencilla,

diversa, que permita la diferenciacion de fases, el auto-ensamblaje y la auto-organizacion.
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Capitulo 8

IMPLICACIONES CONCEPTUALES,
RECAPITULACION Y PERSPECTIVA

8.1 Interpretacion en clave filosofica de los resultados

empiricos

En el capitulo 6 se defini6 la identidad infra-biologica como aquella que caracteriza una
entidad funcionalmente individuada capaz de sistener una organizacién auto-productiva de forma
autonoma. Este esquema organizativo es reforzado a lo largo de las diferentes transiciones
prebidticas mediante la redefinicion de la dimension individuatoria y la dimension funcional
(ambas, a su vez, bajo influencia reciproca). No obstante, aunque la organizacién auténoma pueda
alcanzar un grado de robustez y estabilidad considerable, la habilidad de las protocélulas de fijar y
transmitir esta robustez a futuras generaciones no es trivial, limitando ampliamente las posibilidades
de progresar. La aparicion de registros heredables en el esquema organizativo permitié afianzar
significativamente las propiedades que producen la autonomia haciendo que los sistemas, por un
lado, asegurasen el auto-mantenimiento de la organizacion en las generaciones venideras y, por el
otro, pudiesen superponer novedades sobre estos registros y ampliar su espacio fenotipico; en

definitiva, favoreciendo su incursién en un progreso evolutivo y estableciendo una base sobre la



cual crecer en complejidad. La incorporacién de registros heredables a la organizacién auténoma a
través de un desacoplamiento fenotipo-genotipo mediado por cddigo supondria, de hecho, el salto
hacia la identidad biologica, es decir, hacia sistemas auténomos capaces de evolucionar de forma
potencialmente indefinida (o lo que es lo mismo, el origen de la vida) (ver figura 8.1). La identidad
bioldgica es una fuerte identidad dindmica: en su dimensién auténoma se mantiene siempre alejada
del equilibrio y, en su dimensién evolutiva se mantiene siempre en continuo cambio y potencial

progreso.

IDENTIDAD
BIOLOGICA

control variabilidad control cinetico

INDIVIDUALIDAD

Figura 8.1. La integracion de la Identidad Biolégica se da una vez los sistemas con una identidad infra-bioldgica
auténoma suficientemente robusta afiaden a su estructura organizativa un registro heredable capaz de re-producir ésta
de forma fidedigna. Esto asegura la estabilidad y el auto-mantenimiento de tal organizacién y la dota de una capacidad
de evolucién abierta. La adquisicién de una identidad biol6gica minima (en el origen de la vida) coincide con la
integracion de los cuatro mecanismos de control bédsicos (cinético, espacial, energético y de la variabilidad).

Como ya se introdujo en 4.3 .4, recientemente, Ruiz-Mirazo, Briones & de la Escosura [2017]
han publicado una propuesta en torno al desarrollo evolutivo de una entidad fisico-quimica
protocelular basada en la incorporaciéon de, al menos, cuatro mecanismos de control. Entre estos
mecanismos estdn: 1) un control espacial, ejecutado por diversos compartimentos dindmicos y de
permeabilidad selectiva (vesiculas, micelas, etc), ii) un control cinético, representado por relaciones
de catalisis, iii)) un control energético, encargado de acoplar fuentes de energia al resto de
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mecanismos y iv) un control de la variabilidad, puesto en préctica por registros y componentes
heredables con alta fiabilidad. La actuacion integrada de estos cuatro mecanismos de control
permitirdn que la entidad mantenga indefinida y auténomamente su identidad dindmica, o lo que es
lo mismo, su organizacion funcional diferenciada del entorno (alejada del equilibrio). La hipotesis
plantea que, durante el proceso de origen de vida, estos cuatro mecanismos moleculares co-
evolucionaron en un proceso evolutivo quimico a partir de mezclas moleculares complejas. El
escenario prebidtico se propone como un escenario heterogéneo poblado de una enorme diversidad
quimica en la cual diferentes combinaciones moleculares habrian producido multitud de formas
cooperativas de algunos de estos mecanismos de control de forma que, en un momento dado, la
integracion robusta de los cuatro, satisfizo un tipo de organizacion dindmica capaz de persistir en el

tiempo y permitir un aumento en complejidad indefinida (es decir, la vida).

En el capitulo anterior se defendia la experimentacién in-vitro como esfuerzo
epistemoldgico necesario para llegar al fundamento de los sistemas bioldgicos. Para ello se
mostraron diferentes resultados experimentales basados en el desarrollo de compartimentos
funcionalmente autébnomos. No obstante, ;cudn cerca estdn estos resultados empiricos de alcanzar
los requerimientos de la autonomia [Moreno & Mossio 2015] o las propiedades relacionadas con la
fenomenologia de los seres vivos mencionada por autores como Simondon, Plessner o Jonas, de los

que hablamos en el capitulo 6?7

El modelo de protocélula lipido-peptidica desarrollado durante esta tesis pretende ser una
contribucion al tipo de hipétesis presentado en [Ruiz-Mirazo et al. 2017]. A partir de una mezcla
quimica de dos tipos de componentes (lipidos y aminodcidos) se auto-generan sistemas quimicos
con una suerte de control espacial (compartimentos) y control cinético (catdlisis) integrados: la
quimica lipidica con una funcién topoldgica y catalitica y, la quimica peptidica con un potencial
funcional que va igualmente en ambos sentidos. A pesar de tratarse de un sistema atin muy sencillo,
con €l se pretende demostrar el tipo de camino a seguir para la fabricacién de protocélulas auto-
producidas: la puesta en contacto de diferentes tipos de quimicas bio-precursoras que, en
interaccion, puedan resultar en algun tipo de quimica colaborativa con un resultado sistémico. Este
tipo de aproximacion empirica no estd exenta de dificultades (ligadas sobre todo al andlisis
cuantitativo de la mezcla de componentes). La integracién de dos o tres de estos mecanismos de
control es relativamente asequible con una mezcla de componentes (especialmente aquellos
asociados a un control espacial y cinético). No obstante, al tratar de volver este escenario mas
complejo para acercarnos a un sistema dinamico auto-producido (alejado del equilibrio) la cosa se
vuelve exponencialmente mds dificil. Uno de los primeros problemas que nos encontramos, aparte

de la complejidad composicional, es metodolégico. Si observamos el tipo de experimentos
169



realizados durante esta tesis - y el grueso de experimentos realizados en el campo de origen de vida
- veremos que el andlisis de los datos estd hecho desde un enfoque quimico muy clésico.
Generalmente, primero se lleva a cabo el experimento y el andlisis se realiza sobre el resultado del
proceso (o los procesos) implicados, una vez estos han sucedido y el sistema se encuentra ya en
equilibrio (de hecho, en la mayoria de los casos se necesita destruir el sistema para poder
analizarlo). La dindmica que ha dado lugar a los resultados analizados se infiere posteriormente, a
partir de las condiciones experimentales establecidas. Este procedimiento experimental es el més
extendido por estar al alcance de todos los laboratorios de quimica; no obstante, no parece ser el
mdas adecuado cuando lo que se quiere comprobar es, de hecho, un funcionamiento dindmico

especifico como el que ocurre en la biologia.

Las ideas introducidas por los tres autores revisados en el capitulo 6 dejan también muy en
evidencia la importancia de la dindmica a la hora de entender la organizacion caracteristica de la
vida (ver figura 8.2). Todos los conceptos definidos por ellos son Unicamente comprensibles en
torno a una concepcion “procesual” de tal organizaciéon: Simondon se basa en la
"alagmatica" (teorfa de las operaciones, de la conversion) para explicar la individuacion y la
continua re-estructuracion de los sistemas vivos; Plessner sitda su concepto central de
posicionalidad en la auto-produccion de la frontera, la cual especifica no como un objeto fisico sino
como un "trdmite" (el paso de una cosa a otra); por dltimo, Jonas define el metabolismo (dltimo
responsable del fendmeno orgénico) como una "trascendencia" (del ser mediante el hacer). La
teoria de la autonomia bioldgica, por su parte, se funda sobre la idea de auto-construccién dindmica
basada en un control propio de los flujos energéticos, una generacion de patrones que se constrifien
mutuamente y generan nuevos patrones. El proceso, la dindmica, serd, por tanto, la caracteristica

fundamental a tener en cuenta a la hora de cuantificar el sistema o los productos del mismo.

La dindamica - el alejamiento del equilibrio - es reflejado por los autores fenomenoldgicos de
diferentes maneras (ver figura 8.2). Simondon lo describe como la conversion de la materia meta-
estable en materia individuable (mds estable pero no del todo, siempre con potencial de seguir
individudndose). Ademds, entre la primera y la segunda, existe una recursividad causal conectada a
través de la organizacion, de forma que la materia meta-estable es siempre conservada (conservando
el potencial individuante). Plessner, por su parte, entiende una necesidad continua de mantener el
aspecto de gestalt (ser cuerpo y tener cuerpo) para no dejar de realizar esa doble interaccion con el
ambiente que precede a la posicionalidad (la toma del espacio caracteristica de los seres vivos). Por
ultimo, el metabolismo, para Jonas, se encuentra en una dualidad que le obliga a ser - a hacer - para

conservar su estado de libertad (individuacion orgénica).
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(alagmética — trémite — trascendencia)

Identidad dindmica

/\

mantenimiento fuera del equilibrio continuo progreso evolutivo
PERSPECTIVAS . PERSPECTIVAS .
FENOMENOLOGICAS PERSPECTIVA EMPIRICA FENOMENOLOGICAS PERSPECTIVA EMPIRICA

* reproduccion
topolagica/frontera
* conservacion estado

metastable * pasado/futuro:
* orden disipativo CONTROL ENERGETICO resonancia CONTROL VARIABILIDAD
* posicionalidad: toma del * libertad de la forma

espacio
* ser = hacer

Figura 8.2. La identidad biolégica es una identidad dindmica en dos dimensiones espacio-temporales distintas: por un
lado se mantiene siempre alejada del equilibrio y, por el otro, estd inmersa en un continuo progreso evolutivo. Tanto
las perspectivas filoséficas fenomenoldgicas como las perspectivas empiricas dan cuenta de esto y proponen sus
propias formas de enfocar el problema (ver detalles en el texto).

En términos empiricos, estas particularidades tienen multiples implicaciones, las mas
fundamentales de las cuales se refiere a la capacidad de auto-mantenimiento de un sistema en
condiciones de no-equilibrio. Esto nos lleva a una problemética que no hemos explorado demasiado
en este trabajo, y que podria quedar englobada en lo que Ruiz-Mirazo, Briones & de la Escosura
[2017] llaman control energético, encargado de acoplar procesos endergénicos a procesos
exergonicos para hacer frente a las barreras termodindmicas que se anteponen a la mayoria de
procesos metabdlicos de sintesis molecular necesarios durante la auto-produccién auténoma. El
control energético pudo haber echado mano de diferentes mecanismos funcionales en la época
prebidtica: por ejemplo, la generacion de gradientes electroquimicos, la acumulaciéon temporal de
energia en enlaces moleculares (al estilo del actual ATP pero en forma de pirofosfatos u otros

agentes acoplantes capaces de activar sustratos).

Como decia, la inmensa mayoria de los ensayos quimicos en torno a la buisqueda de una
organizacion bioldgica primitiva se realizan en condiciones de equilibrio y, consecuentemente, no
tienen en cuenta el proceso de control energético que mantiene la dindmica auto-productiva.
Actualmente, existen modelos prebidticos que empiezan a tener en cuenta el acoplamiento de otros
de los mecanismos de control minimamente necesarios para la generacion de un sistema funcional
autonomo [de la Escosura et al. 2015; Ruiz-Mirazo, Briones & de la Escosura 2017]):
concretamente el control espacial y el control cinético. En el caso-estudio de esta tesis (capitulo 7)

los sistemas muestran particularidades de cierto control espacial (compartimentos) integradas a
171



particularidades de cierto control cinético (catdlisis, péptidos). Esta caracteristica, aunque es
interesante para empezar a discriminar sistemas protocelulares con un cierto potencial auténomo,
estd ain muy lejos de conseguir realizar dicho potencial. Particularmente, es de destacar que en
nuestro sistema los mecanismos de control energético auténomos brillan por su ausencia y, por eso,
para la integracion del resto de los componentes debe de existir una previa activacion de los mismos
de forma externa. De forma muy similar, en [Izgu et al. 2016] la capacidad catalitica de los
componentes del compartimento es activada por moléculas pertenecientes a la mezcla quimica pero,

estas moléculas, son afiadidas por el experimentador a la mezcla de forma ya activada.

Dado el papel central que tienen los mecanismos de control energético en los seres vivos, su
biisqueda en los sistemas protocelulares suscita un gran interés [Chen & Szostak 2004; Summers et
al. 2009; Alpermann et al. 2011; Izgu et al 2016]. Popularmente estos experimentos estin mas
centrados en describir qué tipo de escenario quimico puede dar lugar a estos mecanismos que en
intentar integrarlos en un comportamiento sistémico global. De los sistemas quimicos mostrados en
la Tabla 6.3 (ver capitulo 6), muy pocos integran el control cinético y espacial con un control
energético y, de entre los que lo hacen, pocos cumplen los requisitos de protocelularidad y auto-
produccion bottom-up®°. El caso de [Hardy et al. 2015], con sus limitaciones, es un grato intento de
superar el problema; aqui es el sistema quimico el que produce un ligando auto-catalitico con el
cual controlar la auto-produccién de los componentes de la membrana. La membrana, por su parte,
ofrece el entorno adecuado y favorece los encuentros quimicos necesarios para que se den las
reacciones. Este sistema auto-producido, aunque necesitado de un aporte continuado de nutrientes al
medio, dispone de cierto control espacial (gracias al compartimento), cierto control cinético (gracias
a la formacion de fases y la quimica reactiva) y cierto control energético (gracias al ligando auto-
catalitico): ademas, los tres estan funcionalmente integrados, de forma que el sistema puede auto-

mantenerse durante un tiempo en principio indefinido.

Si tomamos el ejemplo de [Hardy et al. 2015] como uno de los que mds se acerca a
conseguir mantener el alejamiento del equilibrio en un sistema quimico protocelular (y, en cierto
sentido, la autonomia de un modo minimo) y lo comparamos con las propiedades fenomenoldgicas
de la vida destacadas por los autores previamente citados, veremos que puede establecer un
paralelismo mayor que con un sistema mas simple como el nuestro (un sistema integrado, si, pero
destinado al equilibrio). Para empezar, en términos generales, la auto-produccion de la frontera, tan
importante en la descripcion conceptual tanto de Simondon como de Plessner y que engloba

también, de forma mas amplia y abstracta el ser=hacer de Jonas. El sistema de [Hardy et al. 2015]

20 Los bioreactores (Noireaux & Libchaber 2004; Yomo 2004; 2008) incluyen un cierto control energético pero estos son sistemas
mucho mds complejos, construidos a partir de maquinaria bioldgica extraida de organismos actuales.
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es porque hace su frontera (se auto-produce) pero también hace porque es (sin tal estructura
topoldgica no funcionaria). En términos mas concretos, mecanisticos (o de procesos funcionales), el
proceso de "conservacion del sistema meta-estable" que permite la "individuacién individuable"
caracteristica de los seres vivos (Simondon) podria ser comparada con los mecanismos moleculares
auto-cataliticos (del propio ligando y del lipido de membrana) que permiten la produccion
continuada de sustrato (conservan la materia meta-estable) para facilitar la auto-produccion del
sistema (el sistema individuado-individuable). Por otro lado, podriamos entender el acoplamiento
entre todos los componentes del sistema y el medio - en gran parte debido al ligando comun
(oligotriazol) que integra la produccién - como la "toma del espacio" derivada de la doble
interaccion: la interaccion del sistema consigo mismo (las diferentes auto-catalisis) y con el

ambiente (la utilizacién de los nutrientes para auto-producirse).

Como ya menciondbamos al principio de este capitulo, la organizacion bioldgica es una
organizacion dindmica; como también se vio en el capitulo 6, este tipo de organizacion procede de
la integracion funcional entre diferentes mecanismos de control de la estructura auto-mantenida
que, en forma de identidad infra-bioldgica al principio, va después re-definiéndose y reforzandose
hasta dar lugar a la autonomia propiamente bioldgica. Este cardcter dindmico no sélo hace
referencia a su dimension fisioldgica alejada del equilibrio sino también, en una escala temporal
distinta, a su dimension evolutiva que encamina esta organizacion a un progreso continuo asociado
un cuarto tipo de control, que no estd presente en ninguno de los modelos experimentales
mencionados mds arriba: el control de la variabilidad (ver esquema 8.2). En un sistema protocelular
prebidtico, los mecanismos de control de la variabilidad se encargardn de la transmision mas o
menos rigurosa de las caracteristicas ya disponibles, permitiendo conservar aquellas que sean clave
para el auto-mantenimiento y la estabilidad de la organizacion, al tiempo que se favorece el
progreso (afiadiendo capas de complejidad sobre aquellas ya existentes). Para ello, serd necesario
sumar a los otros tres tipos de control la integracion de oligdmeros capaces de funcionar como
plantillas para la replicacion. La replicacion dependiente de plantilla es la primera forma de
conseguir una re-produccion fiable en los sistemas protocelulares y condicién necesaria para el

origen del metabolismo genéticamente instruido caracteristico de las células.

Los sistemas a los que hacen referencia en sus escritos Simondon, Plessner y Jonas son
sistemas bioldgicos completamente funcionales, sistemas funcionalmente integrados con una
identidad bioldgica plena. La fenomenologia que los caracteriza requiere de una complejidad
bioldgica muy alta que parece dificil de obtener sin formar ya parte de un proceso evolutivo que
permita tal aumento en complejidad (un sistema con una identidad infra-bioldgica tendria muy

limitado su progreso). Asumiendo esto, se pueden interpretar algunas de las ideas de estos autores
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como paralelas a una descripcion del fendmeno evolutivo y el control de la variabilidad. Por
ejemplo, Jonas define la identidad biolégica como "el mantenimiento de la forma a pesar de variar
las cualidades de la materia". La forma orgdnica - la organizacién metabdlica o la identidad
bioldgica - se mantiene a lo largo del proceso evolutivo aunque cambien (se adapten) los
componentes y mecanismos que la conforman. En Simondon se podria incluso dar a entender una
descripcion algo mds concreta de lo que seria un control de la variabilidad mediante su descripcion
cronoldgica/topoldgica de los individuos bioldgicos. Es especialmente interesante interpretar que
esta dimension evolutiva se derivaria automaticamente de la propia organizacion dindmica de la
entidad individual bioldgica. Los sistemas vivos, al interiorizar los sustratos procedentes del
exterior, convierten éstos en "pasado" o, lo que es lo mismo, en un "registro". Este registro afecta a
todo el sistema a través de la resonancia - los efectos del entorno sobre el sistema se amplifican y
afectan a su totalidad en forma de cambios estructurales - de manera que estos cambios se acumulan
en una suerte de catdlogo (memoria) de "soluciones" para que el sistema afronte situaciones futuras
con mayor eficacia. El registro estructural funcionaria entonces como una especie de control de la
variabilidad, permitiendo exhibir un espacio fenotipico mas amplio y dando pie al aumento en

complejidad dentro de un proceso evolutivo.

Tanto en Jonas como en Simondon, como en la propuesta de [Ruiz-Mirazo et al. 2017], se
recalca la importancia de dicha integraciéon para explicar ambos comportamientos dindmicos
(dindmico-fisiologico y dindmico-evolutivo) a partir de la organizacion interna del sistema. El
trabajo con mecanismos de control de la variabilidad prebidticos, hasta la fecha, ha obtenido
algunos éxitos al integrar oligdmeros auto-replicativos a compartimentos; por ejemplo en [Chen et
al. 2004; 2005] donde se demuestra la ventaja selectiva que supone una cooperacion quimica entre
auto-replicacion de un ARN y crecimiento de un compartimento o en [Kurihara et al. 2011] donde
se acopla la auto-replicaciéon de un oligémero de ADN a la auto-reproduccion de vesiculas. No
obstante, entre los modelos empiricos protocelulares, no existe todavia ninguna propuesta dentro de
la perspectiva organizacional que incorpore el control de la variabilidad al resto de vértices de dicha
organizacion. La incorporacion de este ultimo vértice (que pudo también haber llegado algo mas
tarde durante el proceso evolutivo prebidtico) afiadiria funciones de registro heredable, relacionadas
con las funciones transgeneracionales tratadas en el capitulo 2, a la identidad infra-bioldgica -
compuesta por entidades individuales y funcionales relativamente estables (sistemas auténomos con
un control espacial, cinético y energético) - dando origen a sistemas con una identidad mas préxima

a la identidad biologica (ver figura 8.1).

La integracion de los cuatro mecanismos de control resulta todavia una tarea empirica

dificil. Esto se debe en parte a la limitacién metodolégica que supone la practica empirica mas
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extendida y accesible ligada al anélisis quimico en el equilibrio. Otro tipo de metodologias més
centradas en la dindmica del proceso deberian ser desarrolladas y utilizadas en el &mbito de origen
de vida. En este sentido, los modelos in-silico tienen una destacada ventaja sobre los modelos in-
vitro pues permiten rastrear la dindmica del sistema a través de los algoritmos matematicos
utilizados. Sin embargo, es probable que también pierdan aspectos de importancia relacionados con
la implementacion material especifica de los sistemas naturales. Empiricamente hablando, las
quimicas combinatorias dindmicas (DCCs) como las presentadas en el capitulo 5 ofrecen
caracteristicas interesantes en esta direccion, pero su uso actual las aleja mucho del objetivo aqui
perseguido. Sin embargo, el éxito en términos sistémicos de la integracion de algunos de estos
mecanismos por separado (como en algunos de los ejemplos que se han mencionado durante éste y

el anterior capitulo) ofrece una vision alentadora de esta via de investigacion.

8.2 Prospectiva

La cantidad de retos a superar antes de llegar a tener una comprension mas completa del
funcionamiento de los organismos vivos y de cémo pudieron surgir desde un escenario fisico-
quimico no es para nada despreciable. A lo largo de este manuscrito he pretendido hacer un
recorrido por el panorama histérico y actual del tipo de interpretacion que se le da al fendmeno
bioldgico, resolviendo que el consenso generalizado actualmente es el de entenderlo como una
propiedad sistémica (capitulo 3). El cardcter de sistema impone, no obstante, una serie de
dificultades conceptuales y metodoldgicas que deben ser asumidas y superadas a través de marcos
tedricos y procedimientos experimentales nuevos, como los que ofrecen la teoria de la autonomia y
quimica de sistemas (capitulo 4 y 5). La revision y reflexion sobre los resultados obtenidos de esta
forma puede ayudarnos a comprender partes importantes de la fenomenologia celular, como la
identidad de su organizacion dindmica o su cardcter agente. A continuacion, enumero una serie de

compromisos clave a asumir en un trabajo futuro si se pretende adoptar esta via de investigacion.

1. Produccion 'bottom-up' de sistemas protocelulares auto-productivos: El primero de los
retos a afrontar es la re-construccion, a partir de mezclas quimicas, de sistemas protocelulares
con potencial para un comportamiento auténomo: es decir, que integren componentes que
puedan formar parte de un control espacial (compartimentos), cinético (catdlisis) y energético
(alejamiento del equilibrio) de los procesos involucrados. La fabricaciéon experimental bottom-
up de este tipo de sistemas es un reto per-se, entre otras cosas por la paradoja que supone

fabricar sistemas auto-producidos, sin que la intervencién externa influya excesivamente en el
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proceso. La puesta en contacto de quimicas auto-organizativas y de moléculas capaces de auto-
ensamblarse puede ser un escenario quimico adecuado para la aparicion del tipo de causalidad
reciproca que requiere la auto-produccion bioldgica, tal y como se ha destacado a lo largo de

este trabajo.

2. Disenios experimentales para la bisqueda de dindmicas alejadas del equilibrio. El
control energético y el alejamiento del equilibrio son propiedades fundamentales para explicar
el comportamiento especial de los seres vivos. Por esta razén, debemos centrar nuestros
esfuerzos en re-producir esta caracteristica, buscando fabricar las protocélulas dentro de una
quimica dindmica. Hasta ahora, la experimentacion (incluyendo los planteamientos bottom-up)
ha estado generalmente centrada en la caracterizacion de protocélulas que son analizadas
utilizando metodologias clasicas de quimica en el equilibrio (mediante la comparacion entre los
reactivos y los productos finales del proceso y la reconstruccion tedrica, a posteriori, de cémo ha
podido ocurrir dicho proceso). No obstante, la monitorizacién de la propia (organizacion)
dindmica ha sido hasta ahora pasada por alto en los modelos "in-vitro"2!. Para hacer esto, serda
necesario un cambio en el disefio experimental que, en lugar de medir los productos del sistema
cuando éste estd ya en el equilibrio, deberd consistir en el seguimiento del mismo mientras esta
alejado del equilibrio, analizando especies intermediarias o algun tipo de "marcador" del
proceso. Las quimicas dindmicas combinatorias (DCCs) podrian ofrecer un espacio de
experimentacion adecuado en esta direccion, siempre y cuando se les de un uso diferente al
actual, comenzando por tomar en cuenta el problema de la compartimentacién. Un ejemplo de
auto-produccion mediante auto-organizacion ligada a auto-ensamblaje lo veiamos ya en las
DCCs asociado a materiales auto-constructivos y nanomateriales [Busseron et al. 2013;
Giuseppone 2011]. Una quimica de este tipo pero confinada espacialmente mediante la inclusion
de compartimentos en el sistema podria ser un buen modelo mediante el cual empezar estudiar

la auto-produccion protocelular.

3. La importancia clave de la limitacion metodolégica para la monitorizacién y exploracion
de la dindmica de los sistemas protocelulares pone de manifiesto la necesidad de prestar una
atencion especial al desarrollo técnico de nuevos métodos o a la adaptacion de las metodologias
disponibles al dmbito protocelular. La formacién de cientificos experimentales en el terreno
computacional, en torno al disefio y manejo de modelos informaticos de sistemas dinamicos

podria ser un buen comienzo. Este tipo de formacion no sélo permite modelar los experimentos

21 No asi en los modelos "in-silico" que en el terreno dindmico son, de hecho, de gran valor. Una de las ventajas de los modelos "in-
silico" sobre los modelos "in-vitro" radica, precisamente, en la posibilidad de rastrear la dindmica de la organizacién a través del
andlisis matemdtico de las simulaciones algoritmicas. La desventaja: la abstraccién de los requisitos materiales y energéticos
implicitos.
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actuales o futuros sino que también puede ayudar a dar un giro epistemoldgico hacia un una
pensamiento mds "procesual" a la hora de interpretar los resultados de tales experimentos. Por
otro lado, el esfuerzo técnico deberia estar dirigido a formar expertos que a partir de la nueva
bateria de técnicas analiticas disponibles (mencionadas en el capitulo 5) - microfluidica,
secuenciadores de alto rendimiento, andlisis combinatorio en micromatrices, evolucion in-vitro,
etc.- generen metodologias enfocadas al analisis dindmico de protocélulas. Por ejemplo, la
microfluidica permite re-construir "laboratorios en miniatura" en los cuales llevar a cabo
experimentos sin demasiada intervencion externa. El andlisis combinatorio resulta
especialmente interesante para explorar la emergencia de funciones, permitiendo que una
mezcla de componentes quimicos que generen modulos interactivos (y de refuerzo mutuo)
seleccione de forma auténoma aquella combinacion que mejore el auto-mantenimiento de la

organizacion.

4. Incorporacion del control de la variabilidad. 1.os mecanismos de control de la
variabilidad (replicacion y registro) debieron ser implementadas antes o después en la evolucién
protocelular prebidtica. Por esta razon se debe incentivar la busqueda de oligdmeros auto-
replicativos sencillos (que puedan originarse en un escenario prebidtico de quimicas
cooperativas) y capaces de co-evolucionar e integrarse en un sistema protocelular auto-
producido. Este es uno de los procesos mds complejos y también mds importantes en el paso de
un mundo quimico protocelular a uno bioldgico (o “cuasi-biolégico”). Algunos trabajos estdn
tratando de encontrar un escenario quimico protocelular donde poder incorporar integrantes para
el control de la variabilidad de tipo ARN [Izgu et al. 2016]; sin embargo, el origen abidtico de
esta compleja molécula y su sucesiva incorporacion en sistemas protocelulares es controvertido.
Los esfuerzos de la investigacion empirica podrian centrarse en encontrar otro tipo de quimica
molecular auto-replicativa mds sencilla, capaz de co-evolucionar con la quimica de un sistema
protocelular ya suficientemente integrado de manera que, en algin punto de la evolucion
prebidtica, las moléculas del sistema auto-replicativo, reciprocamente dependientes del resto de
componentes funcionales, pudieran funcionar como una plantilla codificadora de algunos de
estos, asegurando su re-produccion y estableciendo una linea de base sobre la que crecer en
complejidad. De nuevo, la quimica combinatoria junto con la posibilidad de realizar una
evolucién protocelular "in-vitro" parece una buena herramienta para probar, por ejemplo,
diferentes combinaciones moleculares capaces de generar algun tipo de “relacion codificante”

basada en correlaciones y co-dependencias moleculares en un contexto compartimentado.
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5. Los paralelismos entre la fenomenologia de los seres vivos y las quimicas dindmicas
complejas necesitan una reflexion mds profunda. Las posibilidades que ofrece el
comportamiento colaborativo emergente de las mezclas quimicas complejas tiene que ser
estudiado en mayor detalle, sobre todo a través de un "filtro bioldgico" que permita investigar
qué tipo de mezclas y qué tipo colaboraciones quimicas son interesantes para aproximarse a un
comportamiento dindmico complejo de tipo biologico. Para ello hard falta estudiar
detalladamente las propuestas tedricas en torno a la fenomenologia y organizacion de los seres
vivos, en paralelo al estudio de propuestas experimentales y modelos de simulacion
especificamente desarrollados para su interpretacion. El disefio de aproximaciones empiricas
para contrastar nociones o suposiciones tedricas conceptuales puede ser altamente enriquecedor
en este campo. Plantear experimentos sobre quimicas sesgadas por nociones bioldgicas puede, a
su vez, devolver valiosa informacion con la que completar los modelos tedricos, por ejemplo:
las constricciones materiales impuestas por las moléculas del sistema o el comportamiento
dependiente de contexto, no predecible tedricamente. Ambos, teoria y andlisis empirico, deben

ir de la mano y beneficiarse al maximo mutuamente.

6. Estudio del concepto de identidad | individualidad en sistemas quimicos-infra-
biologicos y biologicos basado en organizaciones dindmicas. El concepto de identidad
bioldgica queda sugerido aqui como una forma reforzada y reproducible de la organizacién
auténoma infra-biolégica (basada en un entramado de propiedades que hacen de un sistema
quimico un individuo con funciones). Las caracteristicas fisico-quimicas que definen el
individuo y, paralelamente, sus funciones, estin fundamentadas en la adquisicion de una
estructura protocelular auto-productiva. No obstante, seria interesante investigar otras
posibilidades quimicas que pudiesen interpretarse como propiedades de individualidad y
funcidén para, bien explorar otras vias posibles de adquisicién de una identidad (infra-)bioldgica,
o bien descartarlas. Los conceptos de individualidad y funcién en quimica son muy escurridizos;
esto ha hecho que la perspectiva pluralista sea la mds popularmente aceptada (ver capitulo 2).
No obstante, en una quimica-dirigida-a-la-biologia (o una quimica infra-bioldgica) podrian
encontrarse propiedades sistémicas sobre las que fuera més fécil atribuir una identidad. Aunque
su identificacion no fuera tarea sencilla (pues deberiamos lidiar con una controversia similar a la
encontrada en torno a la definiciéon de identidad e individualidad en biologia [di Frisco 2017])
este tipo de quimica infra-biolégica cuenta con la ventaja de la simplicidad (composicional y
formal) y la ausencia de una historia evolutiva (al menos en las etapas iniciales del proceso de
biogénesis). La problematica a la que se enfrenta la busqueda de una identidad en sistemas

quimicos infra-bioldgicos es, por tanto, conceptualmente nueva asi como también lo es el tipo
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de aproximacion para explorar sus posibles soluciones. Su clarificacion requiere de la
investigacion previa de las problemdticas 1-5 anteriores, para preparar el terreno con una
metodologia, un marco tedrico y unos resultados experimentales robustos sobre los cuales

trabajar en una interpretacion satisfactoria de la forma organizativa resultante.

8.3. Problemas abiertos

En este ensayo se propone una via de investigacion particular basada en la biisqueda de un
tipo de organizacion dindmica (organizacion auténoma) en un escenario molecular a caballo entre la
quimica y la biologia. La exploracidn, a partir de la quimica dindmica de sistemas, de entidades con
el tipo de identidad infra-bioldgica planteada durante el capitulo 6 podria ayudar a desenmascarar
parte del problema del fendmeno biolégico y su origen, pero no todo. La adopciéon del marco
tedrico de la autonomia y la utilizacion de algunos de los conceptos desarrollados dentro del mismo,
incluidos aquellos mencionados en este ensayo (identidad, individualidad, funcién,...) traen a la
palestra problemadticas de mayor trascendencia filoséfica. Aqui incluyo algunos interrogantes
abiertos a futuras discusiones y andlisis mds profundos que hard falta cuestionarse si se pretende

construir una teoria biolégica mas general y satisfactoria.

1. Es la identidad un concepto extrapolable a escalas biologicas no-individuales?

La definicion de identidad bioldgica aqui planteada pretende hacer referencia a entidades
con un tipo de organizacién dindmica caracteristica como instrumento para su posible identificacion
en una mezcla quimica compleja. La definicion incluye una fuerte idea de individuo: aunque ésta
contemple la capacidad de transmitir la organizacién a otras generaciones, es la idea de unidad
fisioldgica la que prima en esta descripcion de identidad bioldgica. Esto resulta util a la hora de
explicar las raices quimicas de tal organizacion: los sistemas quimicos protocelulares portadores de
esta identidad - en una versibn mds o menos débil - serdn seleccionados durante un proceso
evolutivo prebidtico, dada su robustez y durabilidad, para - en su version genéticamente instruida y

re-producible - dar lugar al origen de vida.

No obstante - en términos mas amplios y fuera de este caracter instrumentalista - como se
menciond en el capitulo 6, la identidad bioldgica podria no formar parte inicamente del individuo
fisioldgico celular sino englobar propiedades que afectan a escalas temporales o espaciales mayores,

como es el caso de las funciones trans-generacionales o los organismos multicelulares. ;Cémo
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proyectar el tipo de identidad bioldgica minima explorado en este trabajo a escalas espacio-

temporales que van mas alla del individuo unicelular?

Las funciones trans-generacionales me sirvieron como ejemplo para ensefiar que la escala
temporal no tiene por qué generar un conflicto en la organizacién auténoma, segtin [Saborido et al.
2011 y Mossio & Moreno 2015]. La actividad de este tipo de funciones sigue siendo una
contribucién particular a la organizacion auto-mantenida, si ésta se observa a una escala temporal
mayor. Lo mismo ocurre con las funciones en un ecosistema, cada una de las cuales actia sobre la
organizacion total conformada por el nicho ecolégico en cuestion. El sistema poseedor de
organizacion auto-mantenida, en estos casos, abarca diferentes generaciones y diferentes entidades
individuales; su caracterizaciéon material resulta consecuentemente mucho mas dificultosa,
quedando definida de una forma mds abstracta e incompleta. Esta forma inconclusa esta patente en
la dificultad que encontramos para definir las fronteras de este tipo de sistemas o para definir su
caricter "organizacionalmente diferenciado" [Mossio et al 2009]. En el caso de las funciones inter-
generacionales, el sistema al cual se hace referencia estd, de alguna forma, incompleto, parte de sus
rasgos ya no existen (pertenecen al pasado) y, por esto, se puede cuestionar la existencia de un
cierre propiamente dicho. En el caso de los ecosistemas (o un sistema multicelular), los elementos
que conforman el cierre causal no estin tan claros y podriamos preguntarnos qué tipo de
parcelamiento del mundo es necesario establecer para atribuir un cierre organizacional en estos
sistemas. Por el contrario, la identidad bioldgica investigada en un modelo quimico protocelular
estd fundamentada en una organizacion material determinada: entre otras cosas, muy eficaz a la
hora de definir sus propias fronteras. La forma de extrapolar este tipo de identidad a aquellas otras

de tipo no estrictamente celular supone un reto conceptual nada despreciable.

2. Redundancias funcionales. ;Como llevar a cabo un andlisis comparativo adecuado entre

organismos vivos para obtener una caracterizacion minima consistente?

Otro de los problemas que rodean la definiciéon de una identidad biolégica podria estar
relacionado con las redundancias funcionales. Como ya explicdbamos en el capitulo 5, 6, y en este
mismo capitulo, la organizacion funcionalmente integrada minima constituye una identidad "de tipo
biolégico" que progresivamente -a lo largo del proceso evolutivo- va creciendo en complejidad,
haciendo que la organizacion se vuelva més perdurable, robusta, adaptativa y, en definitiva, capaz
de auto-mantenerse a escalas temporales y espaciales mayores. Complicar el esquema organizativo
trae consigo la emergencia de capas jerarquicas de actividad funcional actuando unas sobre otras de

forma reciproca en base a la misma normatividad auténoma, haciendo de la actividad funcional a
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menudo un hecho redundante, que incide sobre si mismo para asegurar sus efectos y su estabilidad.
Estas redundancias funcionales son causa y consecuencia del reforzamiento de la identidad
bioldgica y podrian aparecer desde muy temprano en la evolucion prebidtica: por ejemplo, se puede
entender la adopcion de un sistema genéticamente instruido como redundancia funcional para
asegurar la re-produccion (del esquema organizativo). A partir de ahi y, en los organismos actuales,
las redundancias son tremendamente numerosas y diversas (podriamos encontrarlas a escala celular,

multicelular, ecoldgica y hasta social).

La identidad biolégica serd entonces la forma de organizacion dindmica fundamental,
comun a todos los individuos que compardsemos en una poblacion, aunque cada uno de ellos
pudiera tener multiples y diversas redundancias funcionales. La diferenciacién de funciones, cuando
el entramado es complejo, supone ya un problema considerable (como destacdbamos en el capitulo
3). La identificaciéon de capas de complejidad no es facil de establecer y, diferenciar partes del
sistema con contribuciones concretas atn lo es menos en un sistema lleno de efectos causales de
grupo y cooperativos. Si dos partes distintas del sistema tienen la misma contribucién, ;podemos

diferenciar en ellas funciones? y, si es asi, ;se trata ésta de la misma funcion?

Entonces el problema es: ;como identificar estas redundancias y como librarnos de ellas
para dar con el esquema organizativo minimo (la identidad biolégica en sentido més estricto) si éste
estd fundamentado en el reforzamiento (y la consecuente jerarquia redundante) de un complejo

entramado funcional ?

3. Integracion del esquema organizacional en la teoria evolutiva. ;Como afecta la
perspectiva organizacional al enfrentamiento cldsico entre esencialismo y pensamiento

poblacional resaltado por Ernst Mayr?

Siendo éste un problema general de la perspectiva organizacional, es importante tenerlo en
cuenta desde un enfoque especifico como el propuesto en este ensayo (como se ha venido
repitiendo: a través de la fabricacién de protocélulas funcionalmente integradas que intenta integrar

la dimension fisiolégica y la dimension evolutiva).

Por un lado encontramos el tipo de dificultad asociado al primer punto de esta seccion, que
concierne por ejemplo a la atribucion de funciones trans-generacionales como contribuciones al
esquema de auto-mantenimiento del cierre organizacional de un sistema histérico. Pero, a partir de
esto, se nos plantean numerosas preguntas adicionales. ;Como diferenciar un cierre causal en una

serie de relaciones histdricas en las cuales parte del "sistema" no existe? ;Podemos llamar a esto un
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cierre? ;| Podemos atribuir constricciones y funciones (en el sentido organizacional) a un sistema de
este tipo? Incluso si aceptiramos que un linaje compuesto por los organismos actuales y pasados
constituye un cierre organizacional, ;tendriamos que incluir también los organismos futuros de ese
linaje? ;Como establecer un limite de un sistema que atn no existe? ;Debemos considerar las
funciones trans-generacionales como otro orden de funciones, digamos, funciones evolutivas? ;Qué

relacion tendrian estas con las funciones del desarrollo?

Por otro lado, la perspectiva organizacional podria contribuir de una forma peculiar e
interesante al debate iniciado por Ernst Mayr con su definicion de "pensamiento
poblacional" [1959] en oposicion al "pensamiento tipoldgico". El pensamiento esencialista o
tipoldgico trata de encontrar propiedades esenciales, compartidas por todos los miembros de una
clase o tipo que, ademads, diferencia esta clase de otras clases. La esencia serd real en el sentido de
que serd un mecanismo causal que actiie sobre cada miembro de la clase y lo haga ser lo que es. En
el pensamiento tipoldgico tradicional, la clase es definida de forma reduccionista en el sentido de
que queda caracterizada estrictamente por las partes que pertenecen a ella (definicién constitutiva).
Un ejemplo clésico de esencialismo -no sin controversia, como ya mencionaba en el capitulo 2- es

la tabla quimica periddica.

En el pensamiento poblacional, los tipos son Unicamente promedios (abstracciones) y
unicamente la variacion es real. La variacion es uno de los puntos centrales del debate clasico entre
esencialistas y poblacionistas ya que, histéricamente, el esencialismo ha considerado la variacién
como un error, una desviacion de la constitucion de la clase (aunque, como destaca Sober [1980], se
han encontrado formas de explicarla e integrarla en la perspectiva). Los defensores de un triunfo del
pensamiento poblacional sobre el pensamiento tipoldgico defienden que el primero emancipd a la
Biologia de la necesidad de contar con definiciones constitutivas de las clases, eliminando la
necesidad de descubrir la esencia de éstas. De esta forma, subraya Sober [1980], "en lugar de buscar
una realidad que subyace a la diversidad (esencialista), el poblacionista puede postular una realidad

sostenida por la diversidad", es decir, una realidad que parece mds acorde a la teoria evolutiva.

Este debate podria encontrar un punto de conciliacién en la perspectiva organizacional de la
teoria de la autonomia bioldgica. Por un lado, los requisitos exigidos por la autonomia (cierre causal
organizacional regulado y agente) podria parecer que sitian esta teoria dentro de un pensamiento
tipoldgico, incluyendo el aspecto reduccionista-constitutivo del mismo: los sistemas vivos son
aquellos en los cuales se cumple un tipo determinado de organizacion causal por parte de sus
componentes. Por el otro, el propio tipo de organizacion causal caracteristico de la autonomia, que

se define a si mismo y no unicamente a merced de sus partes (concepcion fuertemente anti-
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reduccionista) rompe con el problema de la definiciéon constitutiva que Sober plantea como
solventado por pensamiento poblacional; la vida se identifica por su tipo de organizacion pero ésta
no estd determinada unicamente por su forma constitutiva sino también por su forma causal-
procesual (es decir, por una compleja dindmica auto-productiva y auto-regulativa).
Consecuentemente, su realidad cabe dentro de un tipo distinto de explicacién, en la cual el
problema de la variacion dentro de cada clase queda sobrepasado por las diferentes formas que

puede adoptar una misma organizacion causal (la organizacion auténoma).

Desde la perspectiva organizacional de la autonomia bioldgica, la vida se define como una
"red compleja de agentes auténomos auto-productivos cuya organizacion bdsica es instruida por
registros materiales generados en un proceso histérico evolutivo abierto dentro del cual la red
colectiva evoluciona" [Ruiz-Mirazo, Peret6 & Moreno 2010]. El proceso evolutivo abierto no puede
ocurrir si no es en un contexto de sistemas auténomos, al igual que el mantenimiento a largo plazo
de un sistema auténomo depende del hecho de estar inmerso en un proceso evolutivo abierto [Ruiz-
Mirazo et al. 2008] por lo que, en este caso -y al contrario de lo que se espera de un pensamiento en
cierta forma tipologico- el tipo de organizacion autonoma subyace a la diversidad, al tiempo que es
sostenido por esa diversidad. Como ya resaltan en [Ruiz-Mirazo et al. 2010], la integracion de las
"causas proximas" (fisioldgicas-organizativas) y las "causas ultimas" (historico-evolutivas),
establecidas por Mayr, siempre que se entiendan los cambios evolutivos (al menos los principales,
las “Major Transitions””) como cambios en el tipo de organizacion, podria ser la clave para romper
con este otro enfrentamiento y encontrar conexiones entre las dimensiones fisiolégica y evolutiva de

los seres vivos.

Estudiar el origen de la vida y las transiciones prebidticas fundamentales es una manera
(quién sabe si la tinica manera) de comprender cémo la vida fue posteriormente capaz de sufrir otras

transiciones evolutivas fundamentales que nos han llevado hasta hoy (y hasta este punto final).
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CAPITULO 8. IMPLICACIONES CONCEPTUALES, RECAPITULACION Y PERSPECTIVA
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de esta tesis son las siguientes:

1. La clarificacion de algunos conceptos en biologia puede ser realizada a partir de un
programa de naturalizacion basado en la bisqueda de las raices fisico-quimicas de tales
conceptos. La utilizaciéon de determinados conceptos en biologia, como aquellos de
individualidad y funcion, u otros relacionados, como los de autonomia o agencia, se ha llevado
a cabo histéricamente mediante una extrapolaciéon de su uso en otras disciplinas (ciencias
sociales, politica). Su naturalizacion permite establecerlas como nociones genuinamente
bioldgicas y dotarlas de un auténtico poder explicativo para responder a cuestiones en Biologia.
La bisqueda de las raices materiales, fisico-quimicas y fenomenolégicas de estos conceptos en
un escenario prebidtico resulta una buena forma de desarrollar dicho programa de

naturalizacion.

2. La Quimica de Sistemas - empleada bajo el marco tedrico de la Autonomia Biolégica -
proporciona en un escenario empirico ideal para explorar el proceso de biogénesis. La
teoria de la autonomia puede ser utilizada como "filtro biolégico" que permita seleccionar las
dindmicas de aquellos sistemas quimicos con posibilidades o potencial de transformarse en
bioldgicos. Esta nueva quimica-de-tipo-bioldgico - basada en sistemas protocelulares auto-
productivos que contengan mezclas quimicas auto-ensambladas y auto-organizativas - abre un
campo de investigacion muy poco explorado hasta la fecha que podria guardar las claves del

origen y la caracterizacion del fendmeno bioldgico.

3. El enfoque genealdgico es una buena herramienta para estudiar la organizacion bioldgica
en sus diferentes capas de complejidad y permite establecer un esquema de transiciones
evolutivas prebidticas principales. La complejidad intrinseca a la organizacién bioldgica

complica en gran manera su caracterizacion, tedrica y empiricamente. El enfoque genealdgico,
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basado en la hipétesis de que las diferentes capas de complejidad de dicha organizacién fueron
adquiridas progresivamente durante el proceso de origen de la vida, permite hacer una
simplificacién del problema. Ademds, la propuesta realizada en este trabajo sobre una serie de
transiciones prebidticas principales permite estudiar los cambios mds importantes a los que se
someteria tal organizacién, planteados como una re-estructuraciéon de propiedades sobre un
mismo esquema de identidad infra-bioldgica en el que las nociones de funcién e individualidad

van de la mano.

La identidad biolégica y los conceptos que la integran (en particular individualidad y
funcion) se erigen sobre una estructura organizativa protocelular que sienta las bases para
la emergencia de una dimension histérico-evolutiva desde muy temprano en el proceso de
biogénesis. Las interacciones sistémicas que, segin se ha propuesto en esta tesis, deben
establecerse entre los procesos quimicos que estructuran el esquema organizativo infra-
bioldgico de las primeras entidades protocelulares, hacen factible la apertura de un espacio
evolutivo pre-Darwiniano de competicidon/selecciéon basado en la cohesion, estabilidad y
robustez fenotipica de tales interacciones. La re-estructuracion funcional de esas arquitecturas
organizativas prebidticas a lo largo del proceso de origen de la vida, en etapas de progresiva
complejidad (desarrollo de la protocelularidad hacia la celularidad), es precisamente lo que
permite, mediante el desacoplamiento fenotipo-genotipo entre sus componentes (via
establecimiento de un codigo genético), la emergencia de individuos con capacidades

evolutivas abiertas.

La aproximacion al problema de la definicion de conceptos en biologia mejora desde un
enfoque transdisciplinar que incluya reflexion filoséfica, modelos tedricos y
experimentacion empirica. Este ensayo es una pequefia contribucion a la modalidad
epistemoldgica propuesta (que podria ser descrita como “filosofia para la ciencia”) en la cual la
experimentacion en el laboratorio, el modelado tedrico por ordenador y la reflexion filoséfica se
supervisan y enriquecen entre si. El caso-estudio experimental de funcionalizacién de una
membrana protocelular lipo-peptidica, basado en un modelo “in-silico” previo, inspirado a su
vez en la teoria de la autonomia bioldgica, sirve aqui para ejemplificar la fertilidad de esta
propuesta y animar tanto a investigadores experimentales como tedricos a aunar esfuerzos para
encarar un problema tan complejo como el de sentar las bases epistemoldgicas sobre las que

edificar una teoria general de la biologia.
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para comprender la autonomia de lo vivo
Synthetic biology as a challenge to understand
the autonomy of the living
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REsUMEN. En este articulo se ofrece una vision de
la biologia sintética alternativa a los planteamientos
ingenieriles que marcan gran parte de la agenda
de investigacion del campo. Nuestro andlisis se
centra en enfoques, tedricos y experimentales, cuyo
objetivo fundamental es la comprension del fe-
noémeno de la vida per se. Una revision detalla-
da de varios casos de implementacion artificial,
in vitro, de sistemas quimicos ‘auto-productivos’
nos ayudara a reflexionar sobre el enorme reto que
supone transformar una disciplina cientifica emi-
nentemente descriptiva, como la biologia, en un
proyecto que incluya y potencie lineas de inves-
tigacion basadas en la idea de sintesis o fabrica-
cion. El reto es mayusculo debido al carédcter in-
trinsecamente metabdlico de los sistemas biolo-
gicos, lo cual hace que nuestro empefio en con-
trolarlos o en construirlos de novo sea mucho mas
dificultoso, forzindonos a desarrollar plataformas
de intervencion/implementacion a nivel molecu-
lar que no pongan en compromiso esa inherente
dimensi6n autonoma de lo vivo.
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ABSTRACT . We here offer an alternative view of
synthetic biology, quite distant from the engi-
neering approaches that currently set the main re-
search agenda of the field. Our analysis centres
on those lines of work, both theoretical and ex-
perimental, whose primary objective is unders-
tanding the living phenomenon per se. A detai-
led review of several cases of artificial in vitro
implementation of ‘self-productive’ chemical
systems will help us reflect on the enormous cha-
llenge of transforming a descriptive scientific dis-
cipline, like biology, into an enterprise that
comprises and fosters investigations articulated
around the notion of synthesis or fabrication. The
challenge is huge because of the intrinsic meta-
bolic nature of biological systems, what makes
our efforts to control or build them de novo much
harder, forcing us to develop intervention/im-
plementation platforms at the molecular level that
do not threaten that inherent autonomous di-
mension of the living.
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1. INTRODUCCION

La biologia sintética, aunque en ciertos aspectos pueda ser considerada here-
dera de campos como la vida artificial y la investigacion en origen de vida, tiene
a la ingenieria genética como principal precursor [Ruiz-Mirazo & Moreno
2013]. Esto queda bien reflejado en el panorama actual de la disciplina, am-
pliamente dominado por los enfoques biotecnologicos [Endy 2005; Adrianan-
toandro et al. 2006; Vinson & Pennisi 2011; Wang et al. 2013; Cameron et al.
2014]. Prima la intervencion y el desarrollo de herramientas de control humano
sobre lo bioldgico frente al estudio de sus principios de organizacion dinamica
y transformacion temporal. No obstante, sin un conocimiento mas profundo de
lo que implica todo el engranaje molecular y funcional de un ser vivo en su con-
junto, la biologia sintética va a seguir encontrando muchas dificultades para la
consecucion de sus objetivos fundamentales (como las ya puestas en eviden-
cia con anterioridad: [Serrano 2007; Kwok 2010; Kittleson et al. 2012]).

En este contexto, una de las prioridades debe pasar a ser el disefio de sis-
temas que ilustren principios organizativos basicos que caracterizan al domi-
nio bioldgico, mas alla de la combinacion de ‘motivos’ o ‘circuitos’ elemen-
tales (moédulos con propiedades dinamicas y estructurales bien definidas
individualmente —también llamados ‘biobricks’ [Shetty et al. 2008; Canton
et al. 2008]), en redes de interaccion de creciente complejidad, al servicio de
fines externos al sistema. La investigacion en este tipo de arquitecturas de con-
trol cada vez mas sofisticadas (involucrando, por ejemplo, combinaciones de
diversos mddulos de expresion génica con retro-alimentacion negativa y po-
sitiva [Rao et al. 2002]) puede ser de gran interés, al generar patrones de com-
portamiento dinamico colectivo emergente (especialmente en presencia de
ruido o distintas fuentes de estocasticidad [Rosenfeld et al. 2005]). Sin em-
bargo, con ese planteamiento se esta obviando un aspecto clave y primario en
el asunto: precisamente, la sintesis de los médulos. Uno de los principios or-
ganizativos fundamentales que opera en todo sistema bioldgico [Varela 1979;
Rosen 1991] es que buena parte de las relaciones de interdependencia entre
procesos y componentes que tienen lugar en el mismo son relaciones de pro-
duccion. Esto ya lo intuy6 Kant en su critica al juicio, en donde explicaba por
qué la profunda interdependencia entre el todo y las partes de un ser vivo, en
contraste a los artefactos de disefo y construccion humanos, hacia imposible
su tratamiento cientifico (ver: [Fry 2000]). Actualmente, en cambio, la cien-
cia ha avanzado tanto que esta en disposicion de generar dinamicas auto-cons-
tructivas (a partir de conjuntos de componentes moleculares bien escogidos,
como veremos) y cuenta con herramientas adecuadas para estudiar dichas di-
namicas en detalle.
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De todos modos, el camino no esta exento de dificultades. Una de las mas
importantes estriba en que aquello que se sintetiza (bio-)quimicamente debe ju-
gar un papel funcional inmediato (o cuasi-inmediato) en la red procesos de pro-
duccion y transformacion de componentes a partir de la cual se ha generado.
Por funcional entendemos, en este marco [Mossio et al. 2009], toda contribu-
cion al mantenimiento de un sistema realizada por algun tipo de componente
molecular o agregado supramolecular bien caracterizado (es decir, distinguible
de otros componentes) actuando como una constriccion sobre los procesos fi-
sico-quimicos basicos del sistema, y que haya sido generado por el propio sis-
tema. Es este tltimo requisito lo que mas le cuesta encarar a la biologia sinté-
tica. Kauffman [ 1986] plante6 que, para la emergencia de sistemas biologicos,
la naturaleza de las relaciones funcionales autogeneradas podia circunscribirse
a acciones de tipo catalitico (es decir, de control cinético) de unos componen-
tes sobre los procesos de sintesis de otros. Sin embargo, la falta de evidencia
experimental que soporte esta hipotesis después de 30 anos hace que haya que
buscar alternativas: de hecho, es muy probable que ya desde el comienzo del
proceso de origenes de vida se requiera un conjunto de componentes y accio-
nes de control sistémico mas diverso (que incluya, en particular, comparti-
mentos con permeabilidad selectiva mediante los cuales se pueda marcar di-
ferencias en cuanto a la difusion espacial de las distintas especies quimicas
involucradas [de la Escosura et al. 2015]).

Volveremos sobre este punto en lo que sigue, pero la idea a remarcar aqui
es que sintesis y acoplamiento funcional de componentes moleculares, de di-
verso tipo, deben ir de la mano. Esto se dice pronto y facil, pero otra cuestion
es llevarlo a la practica en un sistema quimico o bioquimico concreto. En la sec-
cidn a continuacion revisamos algunos modelos empiricos y tedricos que se han
enfrentado al problema de un modo directo y esclarecedor. Mas adelante uti-
lizaremos esta labor de revision para tratar de identificar cuéles son las mayo-
res dificultades que persisten y que condicionan el planteamiento de la biolo-
gia sintética desde esta perspectiva ‘bottom-up’ (es decir, que incluya la sintesis
de los modulos funcionales basicos a partir de ingredientes moleculares mas ele-
mentales). Por tltimo, realizaremos una reflexion mas general sobre el cambio
que supone para la biologia tradicional el paso de un modo de trabajo esen-
cialmente descriptivo a otro sintético (es decir, fundado sobre la idea de fabri-
cacion —en vez de la de descripcion o representacion). Por motivos de limi-
tacion de espacio, en este articulo nos centraremos en aspectos de orden,
digamos, fisiologico —al nivel de ser vivo minimo, individual. Las dimensio-
nes ecologica y evolutiva del problema (es decir, los mecanismos de estabili-
dad y transformacion a escalas espaciales y temporales mas amplias), que tam-
bién consideramos fundamentales para llegar a una comprension completa del
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fenomeno bioldgico [Ruiz-Mirazo & Moreno 2012; 2013], quedaran aparca-
das para otra ocasion.

2. LA AUTO-PRODUCCION QUIMICA COMO CONDICION
DE POSIBILIDAD PARA EL DESPLIEGUE DE UN DOMINIO
BIOLOGICO: ENSAYOS IN VITRO

Aunque no sea una posicion predominante en biologia, ni siquiera en biologia
teodrica o filosofia de la biologia, un buen nimero de autores ha defendido a lo
largo de los afnos que el problema fundamental de esta disciplina es caracteri-
zar la organizacion basica de los seres vivos, y que el comin denominador de
esta organizacion es alguna forma de cierre, ciclicidad o recursividad de pro-
cesos quimicos [Maturana & Varela 1973; Varela 1979; Rosen 1991; Ganti
1987; Kauffman 1986; Fontana & Buss 1994]. Efectivamente, cuando uno
piensa en la implementacion de un sistema cuyo ntcleo constitutivo y modus
operandi estan basados en una red de transformacion continua de componen-
tes, como es el caso de los organismos vivos y su metabolismo, resulta muy di-
ficil pensar como un sistema material puede establecer, mantener e incluso com-
plejizar una organizacion de ese tipo si no es creando alguna forma de
circularidad en el ambito quimico (algo que comiinmente se expresa mediante
el prefijo ‘auto’: auto-produccion, auto-mantenimiento, auto-reparacion,...).

Esto se debe en especial a que los sistemas bioldgicos no son fruto solamente
de la auto-organizacion de componentes preexistentes, sintetizados en otras con-
diciones, 0 en otro contexto fisico-quimico, sino que son sus propias fabricas de
componentes: es decir, se auto-construyen en un sentido fuerte, si bien nunca es-
trictamente completo (ver discusion mas adelante). Para lograr esa propiedad de
auto-construccion (o ‘autonomia basica’ [Ruiz-Mirazo & Moreno 2004]) los in-
gredientes materiales iniciales y los tipos de interaccion implicados deben ser lo
suficientemente diversos, al tiempo que moldeables entre si, de modo que se pueda
conseguir un acoplamiento funcional efectivo entre ellos. Por ejemplo, existen sis-
temas de moléculas que, dentro de ciertas condiciones fisicas (no linealidad, ale-
jamiento del equilibrio termodinamico, viscosidad apropiada, gradiente térmico
por encima de un valor umbral...) pueden comenzar a moverse espontaneamente
de acuerdo a patrones colectivos muy complejos, que involucran la coordinacion
espacial de millones y millones de componentes (pensemos en patrones de con-
veccion macroscopicos, de tipo ‘celdas de Bénard”). Estos fendmenos de auto-or-
ganizacion fisica [Nicolis 1989] llegan a mostrar propiedades muy interesantes de
auto-mantenimiento (siempre y cuando las condiciones de contomo criticas no
salgan de un determinado rango — ver analisis en [ Bishop 2012]), pero la varie-
dad de comportamientos a los que pueden dar lugar es muy limitada.
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En cambio, la quimica proporciona un mundo de posibilidades dinamicas
¢ interactivas mucho mas rico. Al movimiento mas o menos controlado/cons-
trefiido de los componentes moleculares se anade la capacidad de combinacion
y transformacion de los mismos en otros componentes, con propiedades nue-
vas, que pueden ejercer influencia sobre los primeros. Estas dinamicas reacti-
vas, de produccion e inter-conversion de especies quimicas diversas, tampoco
llevan muy lejos si el sistema se encuentra en condiciones cercanas al equili-
brio; pero el espectro de comportamientos emergentes se amplia enormemente
en condiciones alejadas del equilibrio, en las que (manteniendo un flujo de ma-
teria y energia adecuado a las caracteristicas del sistema) se propicia el esta-
blecimiento de patrones de transformacion recursivos, de ciclos de reacciones
acopladas [Morowitz 1968; 1992; King 1982]. En particular, la consecucion de
ciclos autocataliticos es especialmente relevante, como veremos a continuacion,
ya que ¢éstos conducen a formas elementales de auto-produccion, con efectos
de amplificacion no lineales que resultan claves para su crecimiento y poten-
cial re-produccion (es decir, multiplicacion y proliferacion).

2.1. Redes auto-productivas in vitro: sistemas autocataliticos
minimos y combinados

A pesar de que la autocatalisis (ya sea molecular o de red — ver Fig. 1) no se asume
aqui como condicion estrictamente necesaria para la auto-produccion biologica,
la mayor parte de los ensayos experimentales dirigidos a desarrollar sistemas qui-
micos prebiodticos se han realizado buscando ‘modulos replicativos minimos’ ba-
sados en dicha propiedad [Ruiz-Mirazo et al. 2014]. De hecho, parece logico pen-
sar que, tratandose de un mecanismo quimico tan general y efectivo, la naturaleza
no lo haya utilizado (eso si, en combinacion con otros —de retroalimentacion ne-
gativa, por ejemplo— que confieran estabilidad al sistema). Ademas, de ese
modo, en la practica se pueden “matar varios pajaros de un tiro’”: por un lado, la
autocatalisis proporciona un motor de produccion material, molecular, al nivel re-
activo mas basico; por otro, si lo que se pretende es la implementacion de siste-
mas con capacidad de crecimiento y reproduccion (propiedades también tradi-
cionalmente asociadas a lo vivo, en especial desde una perspectiva evolutiva),
algin tipo de mecanismo autocatalitico si se antoja imperativo.

Por ello, se han buscado fendmenos de autocatalisis mediante un gran nu-
mero de experimentos in vitro con sistemas moleculares minimalistas, desde los

! Segiin explicaremos mejor en la seccion 3, la idea de ciclo de reacciones si es fundamental para
hablar de autoproduccion, pero el ciclo podria no ser autocatalitico, sensu stricto. Més evidente es el
hecho de que la autocatalisis no es condicion suficiente para la autoproduccion de un sistema biol6-
gico (ya que ni siquiera lo es para el establecimiento de patrones de auto-organizacion estables).
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clasicos de von Kiedrowski [1986] utilizando oligonucledtidos replicativos, a
otros posteriores haciendo uso de componentes lipidicos (por ejemplo: [Bach-
mann et al. 1991; Walde et al. 1994]) o de cadenas peptidicas sorprendentemente
cortas ([Lee ef al. 1996; Issac & Chmielewski 2002]). Bissettte y Fletcher
[2013], en una revision muy interesante y exhaustiva de este tipo de sistemas,
distinguen entre autocatalisis puramente quimica (relativa a la mejora expo-
nencial de la eficiencia de una reaccion —o red de reacciones— inducida por
un producto de la misma) (como se ilustra en la Fig. 1 Ay 1 B) y autocatalisis
fisica (cuando dicha mejora exponencial viene dada por la presencia de es-
tructuras fisicas nuevas en el sistema —como resultado, por ejemplo, de pro-
cesos de autoensamblaje de los productos de la reaccion— ver Fig. 1.D).

Los sistemas autocatalicos quimicos que mas atencion han suscitado en el
campo de origen de vida, ademas del clasico ciclo de la formosa (uno de los mas
plausibles desde un punto de vista prebiotico [Szathmary et al. 2005]), han sido
aquellos en los que se ponen en juego biopolimeros replicativos en condiciones
in vitro (como acidos nucleicos [von Kiedrowski 1986] o péptidos disefiados a tal
efecto [Lee ef al. 1996]). Tipicamente (ver Fig. 1), se trata de sistemas en los que
la unién de dos pedazos de un oligomero (A y B) es catalizada por el oligobmero
completo, que actiia como plantilla o ‘template’ (T). Este tipo de sistema alcanza
la autocatalisis (crecimiento exponencial del producto, T) siempre que se construya
de tal manera que la union (A+B—>T) sea un proceso irreversible y que el com-
plejo resultante (una vez efectuada la accion catalitica) se disocie facilmente
(2T—=T+T). El verdadero reto, en cualquier caso, es explorar lo que pueden dar
de si estos sistemas, desde su expresion minima, que ha sido la mas estudiada, ha-
cia otros escenarios de mayor complejidad (ver, por ejemplo: [Vaidya et al.
2012]). De hecho, mediante combinaciones de diversos bucles, tanto de retro-ali-
mentacion positiva como negativa, y tanto de autocatalisis —propiamente dicha—
como de catalisis cruzada, se esta trabajando activamente en el desarrollo de re-
des de complejidad creciente, en estructura, organizacion y comportamiento di-
namico [Dadon et al. 2008; Ruiz-Mirazo et al. 2014].

En cuanto a los experimentos de autocatalisis fisica (o fisico-quimica, para
ser mas precisos), en los cuales se da un acoplamiento entre reacciones quimicas
y procesos de autoensamblaje de estructuras supramoleculares (por ejemplo, do-
minios lipidicos suspendidos en la solucion acuosa, con objeto de incrementar
el rendimiento de las primeras), el grupo pionero fue el de Luisi, en la década
de los noventa. Este grupo consiguid un sistema en el cual la formacion de es-
tructuras supramoleculares compuestas de acidos grasos, tanto para el caso de
micelas [Bachmann et al. 1991] como de vesiculas [Walde ef al. 1994], favo-
recia la reaccion de hidrolisis de un precursor que daba lugar al acido graso (por
ejemplo, anhidrido oleico en el caso del acido oleico). Asi, una vez alcanzada
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la ‘concentracion critica de agregacion’,? la formacion de las micelas/vesicu-
las se retro-alimenta positivamente con la sintesis del acido, exhibiendo la curva
sigmoidea caracteristica de todo fendmeno autocatalitico.

Algunos grupos de quimica organica y bioquimica estan retomando esta linea
de trabajo en los tltimos afios y logrando resultados de gran interés, utilizando in-
gredientes sintéticos, alternativos a los de la biologia conocida. Por ejemplo, el
grupo de Fletcher [Bissette et al. 2014], ha dado con un sistema reactivo (enmar-
cado en la quimica de los tioles) que conduce a la produccion autocatalitica de mi-
celas y vesiculas mediante la formacion de un enlace (no a través de un proceso
de hidrolisis, como en el caso de Luisi anteriormente descrito). De nuevo, pasado
un tiempo en fase /ag (fase estacionaria) y coincidiendo con el alcance de la cac
(concentracion critica de agregacion) del surfactante producido, se observa un in-
cremento exponencial del rendimiento de la reaccion. La formacion de micelas y
vesiculas tiene un efecto concentrador de los reactivos facilitando la transforma-
cidn quimica y, por ende, la propia produccion de la estructura supramolecular.

Fig. 1: Tipos de autocatalisis. (1.A) ,, . £
Autocatalisis quimicaen laqueuntipo ~ A+X—®-2A+Y, A+ X, V osB+ Y,
de molécula reacciona para dar lugara | o

mas moléculas del mismo tipo (p. ¢j., A S s -y

el ion Mn?* en la reduccion del per- A B\ ~ o
manganato por el acido oxalico). (1.B) Voo . A+ X‘—L’ B+y,
Autocatalisis quimica en la que el pro- AP CJ/ °

ducto de la reaccion es el catalizador y

de la reaccion (p. ej., un oligémero
auto-replicativo de ADN — von Kie-
drowski 1986). (1.C) Autocatalisis ci-
clica en la que varias reacciones en ci-
clo acaban con la produccion de una
de las moléculas del ciclo asegurando
su continuacion (p. ej., reaccion de la
formosa — ver también: (Virgo & Ike-
gami 2013)). (1.D) Autocatalisis ‘fi-
sico-quimica’ en la que el producto de
la reaccién es una estructura supra-
molecular que cataliza la propia reac-
cion (Walde et al. 1994; Bissette et al.
2014). (1.F) Autocatalisis hiperciclica
por acoplamiento de ciclos autocatali-
ticos elementales (1.A 6 1.B) a la Ei-
gen & Schuster (1979) y por acopla-
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2 Es decir, superada una fase inicial de acumulacion del monémero en solucion, hasta que
éste satura el medio acuoso y comienza a formar agregados supramoleculares.
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miento estequiométrico de ciclos (1.E), a la Ganti (2002). Autocatalisis reflexivas o ‘RAF’s a
la Kauffman (1986), de mayor o menor complejidad (1.G y 1.H) — ver: (Hordijk & Steel, 2004).
Copyleft 2015 Sara Murillo & Kepa Ruiz-Mirazo— http://creativecommons.org/licenses/by-
sa/3.0/deed.es

En todos estos trabajos, tanto de autocatalisis ‘quimica’ como ‘fisico-qui-
mica’, se incrementa la eficiencia de la reaccion como resultado del producto de
la misma, sea éste un compuesto quimico o una estructura supramolecular deri-
vada. Sin embargo, pasado un tiempo, el sistema satura (de ahi la forma sigmoi-
dea de la curva, en principio exponencial pero luego terminando en meseta), puesto
que no es capaz de producir algunos de los reactivos de partida y, por tanto, de-
pende de la adicion externa de los mismos. No obstante, hace unos meses se pu-
blicaron unos resultados [Hardy et al. 2015] que suponen un avance significativo
en dos sentidos: por un lado, su sistema combina los dos tipos de autocatalisis a
los que nos hemos referido previamente; y, por otro, se da un paso importante en
la busqueda de una auténtica produccion quimica auto-sostenida, indefinida, sin
necesidad de ‘cebar’ externamente al sistema. En este caso, un complejo catali-
tico de oligotriazol-cobre es capaz de catalizar su propia sintesis y la sintesis de
un triazol fosfolipido a partir de una azida y dos diferentes alquinos. La presen-
cia de vesiculas del fosfolipido sintetizado ayuda a aumentar la concentracion de
precursores del complejo catalizador, incrementando la produccion del mismo y
la del fosfolipido, lo cual a su vez refuerza la composicion y estabilidad del com-
partimento, que demuestra capacidad de crecimiento —e incluso de division— en
esas condiciones [Hardy et al. 2015]. Este ejemplo, sobre el que volveremos mas
tarde (ver seccion 3.1), es novedoso y relevante porque, aunque siga siendo ne-
cesario el aporte externo de los tres precursores, el sistema combinado consigue
producir los dos componentes clave (es decir, los ingredientes funcionales), res-
ponsables tltimos de su auto-(re-)produccion como tal sistema.

3. HACIA UNA BIOLOGIA SINTETICA DE VERDAD:
EL NECESARIO IMPULSO ‘BOTTOM-UP’

En cualquier caso, este tipo de enfoques empiricos que parten de un conjunto
de componentes (bio-)quimicos relativamente sencillos son minoritarios en el
campo de la biologia sintética, como ya adelantdbamos en la introduccion. De
hecho, son las estrategias ‘top-down’ (de arriba abajo)® las que imperan. Por

3La terminologia ‘top-down’ y ‘bottom-up’ (‘de arriba abajo’ o ‘de abajo arriba’) se refiere a
dos tipos generales de planteamiento de la investigacion muy diferentes: el primero parte de siste-
mas vivos conocidos y los modifica para estudiar sus limites de viabilidad (por ejemplo, el proyecto
de determinar cual es la ‘célula minima’ mas simple posible), mientras que el segundo parte de los
componentes bésicos de un sistema y busca la generacion de comportamientos dinamicos emergentes
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ejemplo, Craig Venter y su grupo anunciaron en 2010 la creacion de la primera
c¢lula artificial controlada por un genoma sintetizado quimicamente [Gibson
etal 2010]. En efecto, nunca hasta entonces se habia conseguido producir el ge-
noma completo de un organismo (Mycoplasma mycoides) a partir de nucleoti-
dos artificiales, e implantarlo en otro organismo unicelular similar (Mycoplasma
capricolum, al que previamente se le habia extraido su genoma) logrando que
los procesos metabolicos de este ultimo se acoplaran funcionalmente al genoma
copiado del primero. El mérito tecnoldgico de esta empresa es indudable (in-
cluyendo ahi a todas las células de levadura que, de facto, contribuyeron a la
copia fidedigna de la secuencia completa, del orden de un millon de pares de
bases); y hay que reconocer el interés teorico, ademas de practico, que un hi-
brido de estas caracteristicas tiene per se. Se trata de la primera vez que un sis-
tema molecular digitalizado, resultado de la ingenieria humana aplicada sobre
un conjunto de ingredientes quimicos sintéticos elementales, toma el control de
un sistema biologico.

En la actualidad se esta llevando a cabo un proyecto similar de sintesis artifi-
cial de un genoma, pero mucho mas complejo: el de un organismo eucariota uni-
celular, Saccharomyces cerevisiae, compuesto por 16 cromosomas [Annaluru et
al. 2014]. La dimension de este nuevo reto y sus aplicaciones biotecnologicas son
todavia mas impresionantes. Pero ;qué hay realmente de nuevo, desde un punto
de vista empirico y conceptual, en la realizacion de estos planteamientos ‘top-
down’? Es evidente que desde los albores de la ingenieria genética, el siglo pasado,
nos hemos hecho verdaderos especialistas en técnicas de intervencion sobre lo bio-
l6gico utilizando un tipo de interfaz muy poderosa y eficaz: los genes (ahora ge-
nomas completos). Sin embargo, la arquitectura que subyace a los sistemas que
acabamos de describir no es en realidad muy novedosa: se trata de un calco —de
altisima precision, eso si— de algo que ya habia inventado la naturaleza (ver los
comentarios criticos en Nature al articulo de Venter y colegas, semanas mas tarde
de su publicacion [varios autores, 2010]).

Comparados con estos enfoques, la mayor parte de las lineas de investiga-
cion abiertas en biologia sintética (que trabajan con circuitos genéticos a una
escala mucho menor que la gendémica [Purnick & Weiss 2009; Wang et al.
2013]) podrian ser interpretados como ‘bottom-up’ (como se hace, de hecho,
frecuentemente — ver, por ejemplo: [Schwille 2011; Cameron et al. 2014]), ya
que persiguen la generacion de un comportamiento o efecto nuevo a partir de
la integracion/insercion de un conjunto de modulos funcionales y otros ingre-
dientes basicos que, por separado, o en otras condiciones, tendrian comporta-

similares a los bioldgicos (por ejemplo, la autoorganizacion espacio-temporal de dichos componentes,
procesos de sincronizacion, oscilaciones, compartimentacion, reproduccion...).
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mientos/efectos muy diferentes. Sin embargo, el disefio e implementacion de
circuitos genéticos con propiedades predecibles, ajustables a nuestras necesi-
dades (bien sea a través de sistemas in vitro o intervenciones/modificaciones
in vivo), lleva consigo el uso de componentes bien caracterizados, estandari-
zados y previamente sintetizados — en la mayor parte de los casos, por otros
organismos vivos. Debido a ello, desde nuestra perspectiva, estos plantea-
mientos deben concebirse como ‘semi-sintéticos’, ya que en parte buscan la
emergencia de dinamicas genuinamente nuevas, pero sobre la base de ingre-
dientes moleculares copiados o extraidos de otras formas de vida. Y dentro de
esta misma clasificacion deberian incluirse las numerosas implementaciones de
sistemas ‘protocelulares’ que utilizan complejos extractos o compuestos bio-
logicos purificados como parte central de la dinamica reactiva que tiene lugar
en un contexto de compartimentos lipidicos autoensamblados (entre otros:
[Kurihara et al. 2011; 2015; Terasawa et al. 2012; Ichihashi et al. 2015]).

Las lineas de investigacion que denominaremos aqui ‘bottom-up’ son las que
se enfrentan directamente al problema de la autoproduccion, como veiamos en
la seccion anterior. A pesar de su dificultad, se trata de encarar el nudo central
de la cuestion: la sintesis autonoma de componentes con potencial funcional en
un sistema. Esto implica una estrategia radicalmente distinta a la clasica inge-
nieril: en vez de diseiar sistemas susceptibles a control externo en todo mo-
mento, hay que buscar condiciones de posibilidad, condiciones iniciales y de
contorno adecuadas para que un sistema se autoconstruya y auto-modifique a
si mismo [Ruiz-Mirazo & Moreno 2013]. Son estas lineas de trabajo, todavia
marginales, las que deben tomar mayor impulso para que la biologia sintética
verdaderamente avance en un sentido mas revolucionario.

Como destacaremos en la proxima seccion (Sec. 4), esto no significa que se
deban abandonar el resto de lineas de trabajo, que también realizan aportacio-
nes de gran interés, conducen a un enorme numero de aplicaciones tecnologi-
cas, y son fundamentales para la transformacion y el desarrollo de la propia bio-
logia, una ciencia que hasta la fecha ha sido —y atn sigue siendo—
eminentemente analitica y restringida a la forma especifica y contingente de la
vida terrestre. Pero la estrategia de tomar como punto de partida la biologia co-
nocida, que ademas es fruto de un largo proceso evolutivo, para tratar de re-
construirla no parece lo mas apropiado. Es casi intuitivo que se requiere dar ‘un
paso atras’, en el sentido de ‘bajar a la quimica’, al ambito de las moléculas or-
ganicas potencialmente precursoras del fendmeno bioldgico, para poder afron-
tar esa tarea de reconstruccion (y generalizacion). El problema es que eso nos
enfrenta a una cuestion muy peliaguda: el origen del metabolismo. Pero ahi esta
la clave. Lo que propicia la emergencia de sistemas autonomos, con una iden-
tidad propia, auto-constituida. Sistemas fisico-quimicos que comienzan a des-
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plegar una dinamica que sigue sus propias reglas, entendidas como constric-
ciones locales auto-generadas, adicionales a las leyes de interaccion basicas
[Ruiz-Mirazo & Moreno 2012]. En palabras de Hans Jonas [ 1966; 2000], el me-
tabolismo trabaja para organizar la vida, para distinguir, en cada momento, su
propia identidad de la del material que lo compone — en virtud del cual, sin
embargo, forma parte del mundo fisico comtn. Para €1, un organismo vivo es
una «sorpresa ontologica de la naturalezay», un sistema para el cual su ser es su
hacer (su actividad de continua sintesis de componentes a partir de los recur-
sos del entorno) y su existencia, duracion e identidad son su propia funcion.

Ante una problematica de semejante dimension, ;qué podemos hacer? ;Es
de veras factible encararla, en la practica, desde la quimica? ;Qué lecciones po-
demos extraer de trabajos como los que hemos analizado en la seccion anterior,
para afrontar el reto? Se nos ocurren, al menos, tres aspectos en los que se puede
avanzar significativamente.

3.1. Ampliacion del estudio de sistemas autocataliticos

Una primera consigna apunta a la necesidad de fomentar la investigacion so-
bre redes de transformacion de componentes que muestren propiedades auto-
cataliticas. Segun vimos, y segiin puede apreciarse con mas detalle en la Fig.
1, hay diversas maneras de concebir y poner en practica la autocatalisis qui-
mica (o fisico-quimica): autocatalisis molecular, autocatalisis ciclica o hiper-
ciclica, autocatalisis reflexiva. .. Necesitamos conocer un mayor nimero de sis-
temas que, partiendo de ingredientes moleculares sencillos, desarrollen
comportamientos colectivos con potencial autocatalitico. Este potencial puede
realizarse luego en mayor o menor grado, dependiendo del resto de compo-
nentes y mecanismos reactivos/autorganizativos implicados, pero parece un as-
pecto clave en la constitucion y el mantenimiento de sistemas cuyo comporta-
miento emergente se da en condiciones alejadas del equilibrio termodinamico.

De manera mas especifica, seria preciso explorar redes de complejidad cre-
ciente, en las que, partiendo de un conjunto relativamente pequefio de sustan-
cias quimicas iniciales (o ‘food sets’) se va generando, espontanea y progresi-
vamente, una libreria de componentes y agregados moleculares nuevos. Los
vinculos reactivos y de catalisis retro-alimentada y cruzada que se fueran es-
tableciendo en el proceso deberian dar lugar a un sistema con alta robustez di-
namica pero, al mismo tiempo, que mantenga el potencial para la produccion
de nuevos componentes y comportamientos emergentes. De hecho, se ha com-
probado que cuanto mayor sea el tamaifio de las redes replicativas o de catali-
sis reflexiva (ver, por ejemplo: [ Yao et al. 1998; Ashkenasy et al. 2004; Vaidya
et al. 2012]), mas dificil se torna la prediccion de sus propiedades y mayor va-
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riabilidad de comportamiento demuestran ante cambios en las condiciones de
contorno (como el pH o la fuerza iénica de la solucion). Si ademas se indaga
en la combinacion de estas formas complejas de autocatalisis con mecanismos
de tipo fisico-quimico, en la linea marcada por [Hardy et al. 2015], es proba-
ble que se logren dinamicas autoproductivas con mayor facilidad.

3.2. Apuesta por la diversidad y heterogeneidad: hacia areas de confluencia
con la ‘quimica de sistemas’

Otro aspecto que seria conveniente impulsar es el empleo de sistemas de com-
posicion mixta y distribucion heterogénea de fases. Esto hace mas dificultoso
el analisis cuantitativo de las muestras experimentales, pero es muy probable
que depare sorpresas de gran interés. A fin de cuentas, la vida, incluso en sus
expresiones minimas, es un fenémeno que resulta de la interaccion de multi-
ples tipos de moléculas y combina fases acuosas con otras hidrofobicas (mem-
branas lipidicas) o de tipo gel. En este sentido, en el contexto de la investiga-
cion sobre origen de vida, hace muy poco se ha descubierto [Patel et al. 2015]
que una gran variedad de precursores, tanto de aminoacidos como de nucleo-
tidos y de lipidos, son sintetizables a partir de un escenario geo-quimico comin
(se trata, en esencia, de derivados del acido cianhidrico —cuya sintesis, a su vez,
se daria en el contexto de un bombardeo continuo de meteoritos en la Tierra pri-
migenia). El reto ahora es ver en qué manera la presencia de dicha diversidad
organica podria ser favorable para la constitucion de sistemas relativamente es-
tables durante esas primeras etapas prebioticas. Una de las claves consistiria en
explorar si estos compuestos son capaces de generar dinamicas autoorganiza-
tivas (patrones de orden espacio-temporal alejados del equilibrio) y de auto-
ensamblaje (formacion de estructuras supramoleculares de cuasi-equilibrio)
combinadas. Asi se podrian implementar formas de control espacial (difusion
constrefiida) sobre las especies propiamente reactivas, lo cual posibilita el
despliegue de comportamientos dinamicos muy diferentes a los que se obtie-
nen en condiciones de homogeneidad —algo muy evidente desde el trabajo se-
minal de Turing [1952] sobre procesos de reaccion-difusion, y corroborado por
los enfoques mas recientes en el estudio de la complejidad fisico-quimica
[Epstein 2014].

Lo que todo esto sugiere, de alguna manera, es que para potenciar fenome-
nos de autoproduccion se debe partir desde abajo, o desde un estadio previo,
desde la quimica, pero en condiciones que hasta ahora no han sido probadas,
ya que su analisis era muy dificultoso. No obstante, hace unos pocos afios, se
propuso la ‘quimica de sistemas’ [von Kiedrowski 2005; Ludlow & Otto 2008]
como un nuevo enfoque y un nuevo conjunto de técnicas de analisis experi-
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mental precisamente para el estudio de mezclas quimicas complejas, y espe-
cialmente en condiciones de alejamiento del equilibrio [Ruiz-Mirazo et al.
2014]. Asi pues, la biologia sintética, sin dejar de hacer lo que esta haciendo
con componentes y modulos de origen/inspiracion biologica, deberia asimismo
trabajar con todos sus posibles precursores, ampliando el abanico de especies
moleculares de relevancia biologica tanto al campo de la quimica prebidtica
como al de posibles quimicas sintéticas alternativas. Seglin se argumenta con
mas detalle en [Escosura et al. 2015], la interfaz entre la quimica de sistemas
y la biologia sintética es, de hecho, el ambito de investigacion mas promete-
dor para avanzar en el problema del origen de vida en términos generales (no
solo sobre el modo en que este proceso ocurrio sobre la Tierra hace 3.800 mi-
llones de anos).

3.3. La cuestion de la frontera: ventajas de la autoproduccion compartimentada

En linea con lo que acabamos de decir sobre la conveniencia de combinar
procesos de autoensamblaje y autoorganizacion para lograr quimicas mas ri-
cas (aunque sean mas “turbias” y dificiles de cuantificar), surge de manera
natural la cuestion de la compartimentacion. En principio parece que la pre-
sencia de compartimentos aflade trabas al ya complicado problema de la au-
toproduccion, puesto que impone restricciones afiadidas en cuanto a la ac-
cesibilidad de precursores y nutrientes al dominio de reaccion, asi como a
la salida de productos de desecho que no tuvieran ningun rol funcional. Esta
ha sido la postura mantenida tradicionalmente, por ejemplo, en el campo de
origenes, donde se ha tendido a relegar la emergencia de la celularidad a eta-
pas relativamente tardias del proceso, una vez formados los biopolimeros y
mecanismos macromoleculares clave [Joyce 2002; Orgel 2004]. Sin em-
bargo, en los ultimos tiempos se ha revertido parcialmente la situacion, gra-
cias a la proliferacion de modelos, tedricos y experimentales, sobre sistemas
protocelulares [Walde 2010; de la Escosura et al. 2015]. Esto puede res-
ponder a motivaciones practicas (como dice Szostak [2012], es mejor enca-
rar el problema de la compartimentacion celular pronto, «antes de que se
haga totalmente inabordable»), pero también al hecho de que la comparti-
mentacion proporciona ventajas reales: por un lado, establece la escala fe-
nomenologica adecuada, a la cual se organizan, de hecho, los procesos y sis-
temas biologicos fundamentales; por otro, permite la realizacion de
transformaciones quimicas que no son favorables termodinamicamente en so-
lucion acuosa libre. Ademas, y en ese aspecto nos centraremos aqui, la
compartimentacion hace posible un sentido de autoproduccion diferente, mas
plausible o susceptible a implementacion ‘desde abajo’.
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Si uno plantea la autoproduccion en el contexto de redes quimicas reac-
tivas en un medio acuoso (mas o menos homogéneo), el establecimiento de
ciclos acoplados de produccion de componentes (sean €stos autocataliticos,
estrictamente hablando, o no) resulta primordial, conditio sine qua non.
Ahora bien, un conjunto de ciclos acoplados no es suficiente, por si mismo,
para especificar la idea de autoproduccion biologica, de metabolismo.* Por
ello, clasicamente, se ha apelado al concepto, notablemente abstracto, mate-
matico, de ‘cierre’. Kauffman [2000], por ejemplo, invoca un cierre en el ‘es-
pacio de tareas cataliticas’ y Rosen [1991] un cierre ‘causal eficiente’, en el
sentido de que todos los componentes funcionales de un sistema bioldgico son
producidos y reparados internamente. Los impulsores de la teoria autopoié-
tica [Maturana & Varela 1973; Varela et al. 1974], por su parte, que incluyen
el compartimento de manera central en su concepcion de la autoproduccion,
tampoco se quedan cortos en su nivel de abstraccion: ellos hablan de cierre
‘operacional’ en el contexto de una organizacion metabolica acoplada in-
trinsecamente a su frontera topologica, espacial. Todos estos diversos plan-
teamientos teoricos (probablemente mas unificables de lo que en principio
aparentan [ Letelier et al. 2003]), conllevan una exigencia muy alta en térmi-
nos de los componentes y las relaciones de interdependencia que deben es-
tablecer entre ellos para conseguir una autoproduccion efectiva —equipara-
ble a estructuras hiperciclicas fuertemente vinculadas entre si por medio de
relaciones de catalisis cruzada o reflexiva (Fig. 1l Ey 1 F).

En contraste, cuando se contempla la cuestion desde un punto de vista mas
cercano a la implementacion fisica, material, de un sistema reactivo encap-
sulado por una vesicula lipidica, es posible hablar de dindmicas autoproduc-
tivas en un sentido mucho mas elemental, menos exigente, aunque —aln
asi— significativo a nivel sistémico: es suficiente con que una reaccion in-
terna produzca un ingrediente (por ejemplo, un tipo de componente lipidico
algo mas complejo) que sea lo suficientemente hidrofobico o surfactante como
para que, una vez sintetizado, se una espontanecamente a la membrana y con-
tribuya a su estabilidad o a su crecimiento/division [Mavelli & Ruiz-Mirazo
2013]. Este vinculo, sencillo y directo, ya constituye un acoplamiento fun-

4 Se observan muchos casos de ciclos reactivos acoplados (entre otros, la reaccion Belousov-
Zhabotinskii, donde dos ciclos autocataliticos se acoplan entre si, y también a un ciclo de retroa-
limentacion negativa [Ganti 2002], o mas recientes implementaciones de sistemas oscilatorios si-
milares haciendo uso de componentes organicos prebidticos [ Semenov et al. 2016]) los cuales estan
muy por debajo del umbral minimo para considerar un sistema propiamente metabdlico. Segin lo
definiamos en la seccion 2.2, el metabolismo implica una gestion auténoma del flujo de materia y
energia a través de un sistema, lo cual es inviable sin una dindmica auto-productiva més fuerte, que
incluya la frontera del sistema, ademas de una diversidad composicional y funcional mas amplia
[Moreno & Ruiz-Mirazo 1999].
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cional entre quimica y frontera fisica, lo cual, unido al hecho de que la vesi-
cula es un compartimento dinamico espacialmente confinado (que marca, de
manera natural, una asimetria ‘dentro/fuera’) hace que el sistema se configure
con identidad propia. Una identidad que, por supuesto, tendera a reforzarse
en la medida en que la quimica interna y el compartimento se desarrollen en
complejidad, estableciendo una distincion ‘dentro/fuera’ mas patente y ro-
busta. Este escenario, en el que se concibe la autoproduccion como un pro-
ceso intrinsecamente (proto-)celular, no esta exento de dificultades [Piedra-
fita et al. 2013; Shirt-Ediss et al. 2015]; sin embargo, tiene la ventaja de
proporcionar un marco realista para el despliegue progresivo de las capaci-
dades autoproductivas [Ruiz-Mirazo & Mavelli 2008; Mavelli & Ruiz-Mirazo
2013], con solucion de continuidad desde las vesiculas mas sencillas hasta las
c¢lulas vivas (Fig. 2).

4. FABRICACION VS. DESCRIPCION:
EL PROYECTO DE UNA NUEVA BIOLOGIA

En su interesante articulo de revision sobre los primeros afios de la disciplina,
si se puede considerar la biologia sintética como tal, Benner y Sismour
[2005] destacan que la ‘sintesis’ guia los descubrimientos cientificos de ma-
nera muy diferente al ‘andlisis’. Ponen el ejemplo de como los esfuerzos por
sintetizar la compleja vitamina B12 fueron claves para entender mejor el en-
lace quimico (mas especificamente, los principios de simetria orbital que sub-
yacen a las estructuras moleculares) y para impulsar desarrollos tecnologi-
cos de largo alcance (como la técnica de analisis llamada HPLC —del
inglés: ‘High-Performance Liquid Chromatography’). Efectivamente, cuando
el tipo de reto al que se enfrenta un investigador cambia tanto como lo que
supone pasar de llevar a cabo una descripcion del sistema bajo estudio a su
fabricacion (mas o menos completa/integral), es normal que surjan aspec-
tos nuevos, o complementarios, a tener en cuenta y eso permite plantear cues-
tiones —y comprometerse a dar una serie de respuestas— adicionales. En
el caso de los sistemas fisicos y quimicos, aunque puede haber diversos pro-
cedimientos de fabricacion o disefios de un mismo tipo de objeto/estructura
molecular, se asume que sus propiedades vienen determinadas, de manera ge-
neral, por los componentes materiales involucrados en el proceso y las
interacciones que estos mantienen entre si. En el caso de la vida, aunque en
buena medida también sea asi, la cuestion de la materialidad se contempla
de un modo mas amplio, o abierto: todavia no esta claro hasta qué punto es
posible construir sistemas bioldgicos (o partes fundamentales de los mismos)
utilizando componentes materiales alternativos. Aunque la discusion sobre
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este punto se puede llevar muy lejos (como hizo el campo de la Vida Arti-
ficial en sus inicios [ Langton 1989]), aqui asumiremos que la cuestion debe
plantearse en un escenario de quimicas basadas en el carbono y con el agua
como solvente universal.

La escala (espacial y temporal) del sistema o fendmeno en cuestion también
es un factor determinante: una planetologa, por ejemplo, no puede pretender
construir, de facto, su objeto de estudio; se debe contentar con hacer modelos
y, si tiene suerte, recoger observaciones (mas o menos indirectas) de la forma-
cion de otros planetas similares en distintos sistemas solares, cubriendo las di-
ferentes etapas de un proceso cuya extension temporal va también mas alla de
sus posibilidades de implementacion como investigadora. En el caso de la bio-
logia tenemos la ventaja de que la tarea de sintesis de un organismo es fisica-
mente abordable — al menos, desde el punto de vista de su dimension espa-
cial. Ademas, el grado de conocimiento y los métodos de manipulacion que
hemos desarrollado sobre los mecanismos moleculares subyacentes al fendbmeno
biologico es enorme. Esto hace que, a pesar de que la variable temporal sea to-
davia una incognita (no sabemos si la receta final para la sintesis de vida incluira
procesos evolutivos mediados por seleccion natural), en principio contemos con
herramientas suficientes para poder articular ese cambio radical de perspectiva:
desde el enfoque analitico-descriptivo que ha caracterizado a la biologia hasta
la fecha hacia el reto de la fabricacion.

Como se trata de reflejar en la Fig. 2, la ciencia se encuentra todavia muy
lejos de poder implementar en el laboratorio algo que se parezca a un ser vivo
minimo, alternativo pero de complejidad similar a la vida mas sencilla cono-
cida. De todas formas, aunque informativo sobre el estado de la cuestion, este
aspecto probablemente no sea ahora mismo lo mas importante: lo fundamen-
tal es el cambio de actitud y de planteamiento general que conlleva la biologia
sintética. Con independencia del grado en el que se consiga ese objetivo final,
y con independencia de la metodologia y de las metas mas concretas que se per-
sigan en cada caso (enfoques ‘top-down’, ‘bottom-up’ o ‘semi-sintéticos’ par-
ticulares), el potencial de retorno de este tipo de investigacion es enorme. Y nos
referimos aqui, en especial, al conocimiento basico — dejando de lado las apli-
caciones biotecnoldgicas derivadas del control [Keasling 2008] o la extension
[Pinheiro & Holliger 2012] de la biologia conocida (que son muchas, pero so-
bre las que en este articulo no nos hemos detenido). En otras palabras, nos in-
teresa lo que nos va a enseiar sobre la propia biologia el ejercicio de preten-
der reconstruirla o redisenarla. Un ejercicio que, consideramos, merecera la pena
incluso aunque la mayor parte de los intentos sean fallidos. Aunque lo vivo
ponga en evidencia, una vez mas, nuestras limitaciones, o nos demuestre cuan
erroneas eran nuestras premisas de partida.
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Fig. 2. Contraste entre una imagen de microscopia electrénica (en blanco y negro — tomada en
el CIC-Biogune) de vesiculas lipidicas sencillas, prebidticamente plausibles, y la representacion
artistica de uno de los procariontes mas simples que conocemos (Mycoplasma mycoides —por cor-
tesia de D. Goodsell). Las escalas no son necesariamente congruentes, pero tampoco distan mu-
cho de la realidad (existen especies de mycoplasma de tan solo 0.3uzm de didmetro). Destaca-
mos asi el enorme hiato que todavia existe entre nuestros intentos de sintesis artificial de un
sistema bioldgico partiendo de dinamicas autoorganizativas o de autoensamblaje y el extraor-
dinario despliegue de capacidades autoproductivas y de integracion funcional que demuestran
los seres vivos, incluso los mas elementales. Copyleft 2015 Sara Murillo & Kepa Ruiz-Mirazo—
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/deed.es

Una de las razones por las que el esfuerzo sintético merece la pena, inde-
pendientemente del enfoque concreto y de su relativo éxito, concierne a lo poco
que realmente sabemos acerca de en qué medida la biologia terrestre es fruto
de la contingencia historica y en qué medida de la necesidad. A pesar de la
enorme diversidad de seres vivos que existen y han existido sobre el planeta,
hemos descubierto que las bases moleculares sobre las que se apoya toda la vida
conocida son comunes: mismo material genético (DNA), mismo tipo de cata-
lizadores (enzimas proteicas), mismo codigo genético, mismos intermediarios
metabolicos (en un gran numero de rutas centrales), mismos principios bioe-
nergéticos, mismo tipo de compartimento celular (bicapa lipidica integrada y
rodeada por proteinas). Por tanto, probar experimentalmente que las diversas
funciones que requiere un ser vivo se pueden llevar a cabo con otros ingre-
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dientes o mecanismos moleculares seria como establecer las condiciones de po-
sibilidad para la generalizacion de la biologia. La comparativa entre las es-
tructuras materiales con funciones biologicas conocidas y las nuevas con las que
se lograran efectos analogos nos daria idea de la amplitud de opciones que hay
para la emergencia del fenémeno de la vida, ya sea en un planeta como éste o
en otro entorno cualquiera.

El objetivo mas ambicioso, por supuesto, es el de la fabricacion completa
(partiendo de compuestos organicos relativamente sencillos, como destacaba-
mos en las secciones previas) de sistemas cuyo comportamiento y propiedades
dinamicas sean similares a las de un organismo vivo. Eso, en caso de que se
pruebe factible (de acuerdo al tipo de planteamiento ‘auto-constructivo’ que he-
mos defendido en este articulo — no vemos otra manera), nos llevaria a una ver-
sion de la biologia 2.0, a través y a partir de la cual se podrian extraer innu-
merables consecuencias, tedricas y practicas. Pero el camino hasta esa
revolucion cientifica parece todavia muy largo. Mientras, encarar el problema
sintético, aunque sea de la manera mas extravagante (por ejemplo, forzando que
el ADN se inserte en una membrana y se comporte como una pseudo-enzima
que cataliza la produccion de lipido, induciendo la reproduccion del compar-
timento — segun se ha publicado recientemente [ Kurihara et al. 2015]), sera
informativo y constructivo para la biologia.

5. CONSIDERACIONES FINALES

Ninglin sistema conocido es auto-productivo en un sentido pleno. Los seres vi-
vos, en sus diversas versiones, son los que mas se acercan a realizar ese ideal
auto-constructivo y sobre todo lo consiguen a nivel celular. La célula es el cen-
tro basico de las operaciones metabolicas, responsable tltimo del resto de la fe-
nomenologia biologica, a distintos niveles de complejidad. No obstante, a pe-
sar de constituirse como portentosas fabricas de componentes moleculares,
ningun organismo celular sintetiza todo lo que necesita. Si a alguien le quedara
alguna duda al respecto, no tiene mas que pensar en el caso del agua, compo-
nente inorganico fundamental para toda la vida conocida. Y es que los seres vi-
vos son sistemas abiertos, sistemas indigentes, dependientes del mundo que los
rodea, tanto en un sentido energético como material: su dinamica se sustenta
constantemente sobre una diversa coleccion de recursos que estan forzados a
captar del entorno. Por muy intrincado que sea el conjunto de bucles de inter-
acciones y procesos de transformacion que consiguen realizar internamente, se
trata de un continuo flujo de materia y energia, desde sus fuentes a sus sumi-
deros — en ambos casos externos. Asi, lo ajeno es potencialmente propio y lo
propio esta condicionado por lo ajeno, o se convierte finalmente en ajeno.
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Sin embargo, al mismo tiempo, ;como explicar la existencia en el mundo de es-
tructuras moleculares tan sofisticadas como una ATP-sintasa, por ¢jemplo? ; Como
dar cuenta de este hecho sin pasar por la dinamica auto-productiva implicada en un
metabolismo celular? Siendo por tanto cautos sobre la nocion de auto-produccion
(el problema no consiste en lograr la sintesis completa de todo aquello que es vi-
tal para la célula), resulta a su vez prioritario reivindicarla como concepto central
para la biologia (ya que si ha de sintetizarse todo aquello que es vital y no se en-
cuentra accesible en el entorno). En definitiva, se trata de flujos de materia y ener-
gia, como acabamos de recalcar; pero la gestion que cada organismo celular hace
de dichos flujos es autonoma en un sentido fuerte, auto-constituyente [Moreno &
Ruiz-Mirazo 1999; Ruiz-Mirazo & Moreno 2012]. Es por ello que la autoproduc-
cion debe jugar un papel mucho mas prominente del que la comunidad cientifica
le ha asignado hasta la fecha, tanto en el plano tedrico como experimental.

En este contexto, la biologia sintética se erige actualmente como un perfecto
banco de pruebas, un marco ideal para explorar ¢ impulsar los enfoques mas
comprometidos en ese sentido. Aqui hemos defendido una postura de acuerdo
a la cual lograr tal objetivo implica sumergirse en las bases quimicas del fe-
nomeno bioldgico. Y hemos insistido en que sumergirse en la quimica no sig-
nifica pensar solamente en reacciones, en procesos de transformacion material
que tengan lugar en condiciones mas o menos prebidticas, 0 mas o menos ale-
jadas del equilibrio. Para avanzar desde la quimica mas compleja hacia la bio-
logia mas simple es fundamental tomar en consideracion el contexto espacial
y organizativo en el que dichas reacciones tienen lugar. En especial, hay que
incluir procesos de difusion (auto-)constreniida, de transporte molecular (a tra-
vés de barreras de produccion propia), a los que esas reacciones de transfor-
macion estan tipicamente acopladas en el dominio de una cé¢lula viva [Harold
2001]. En otras palabras, debemos pasar de enfoques que han tratado de explicar
cOomo se pudo originar y desarrollar en la naturaleza el control cinético (ése que
realizan las enzimas de un modo tan efectivo en cada célula) a partir de molé-
culas sencillas (por ejemplo, catalizadores organicos), hacia el estudio de di-
namicas autoproductivas en las que el control espacial (en particular, la com-
partimentacion a través de membranas con permeabilidad selectiva) pasa a ser
igualmente crucial, como defendiamos al final de la seccion 3.

Esta tarea se puede acometer con sistemas materiales mas o menos cerca-
nos o quimicamente emparentados con las biomoléculas conocidas, como
también hemos visto a lo largo del articulo, pero lo importante es darse cuenta
de que para generar sistemas con identidad propia dichos mecanismos de
‘control’ (cinético y espacial) deben operar sobre dinamicas productivas en-
ddgenas, siendo, al tiempo, resultado de dichas dinamicas. Es asi como los or-
ganismos biologicos se constituyen a si mismos, distinguiéndose de su entorno
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y gestionando de manera autonoma los condicionantes materiales que éste en
principio les impone. Y es asi como adquieren su caracter de agente: es decir,
la capacidad de actuar “por si mismos” en dicho entorno — lo cual es una cua-
lidad atribuible a toda forma de vida, incluso a la mas simple. De ahi que Jo-
nas [ 1966 (2000)] describa el metabolismo como el estrato basico de toda exis-
tencia organica en el que se da la primera forma de libertad dentro de la
necesidad material del universo fisico.

Sin embargo, existe una curiosa tension entre la necesidad y la libertad en
el organismo vivo. El ejercicio del metabolismo es ser el metabolismo, cons-
tituirse continuamente como tal. Su posibilidad es hacer (funcionar) y su obli-
gacion es precisamente ser (mantener su estructura y organizacion dinamica).
La vida, en la medida en que si no hace no es, tiene la libertad de hacer pero
no de omitir (no puede elegir no hacer). Por tanto, para comprender el estrato
basico de lo que la vida es/hace hemos de afrontar el desafio (con el cambio de
mentalidad que esto supone) de dejarla hacer. En tanto en cuanto la vida
transcurre en una ejecucion productiva de su propia identidad, es preciso rei-
vindicar una investigacion centrada en la fabricacion, pero tal que, indepen-
dientemente del mecano de componentes moleculares que se ponga en juego,
¢ste gire en torno a la sintesis de esos componentes y su integracion funcional
emergente. Creemos que un cambio de paradigma en este sentido, aplicado so-
bre una disciplina que tiende por lo demas hacia los enfoques heteronomos ca-
racteristicos de la ingenieria, ayudaria a dilucidar el problema de la naturali-
zacion de la autonomia (y con ello de la libertad del ser), una propiedad basica
e imprescindible para todo sistema biologico.
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Fatty acids’ double role in the prebiotic formation
of a hydrophobic dipeptidef

Cite this: DOI: 10.1039/c55c04796;

Sara Murillo-Sanchez,® Damien Beaufils,” Juan Manuel Gonzélez Mafias,®

Robert Pascal*® and Kepa Ruiz-Mirazo**

In search of a connection between prebiotic peptide chemistry and lipid compartments, the reaction of
a 5(4H)-oxazolone with leucinamide was extensively explored under buffered aqueous conditions, where
diverse amphiphiles and surfactants could form supramolecular assemblies. Significant increases in yield
and changes in stereoselectivity were observed when fatty acids exceeded their critical aggregation
concentration, self-assembling into vesicles in particular. This effect does not take place below the fatty
acid solubility limit, or when other anionic amphiphiles/surfactants are used. Data from fluorimetric and
Langmuir trough assays, complementary to the main HPLC results reported here, demonstrate that the
dipeptide product co-localizes with fatty acid bilayers and monolayers. Additional experiments in organic
solvents suggest that acid-base catalysis operates at the water—aggregate interface, linked to the
continuous proton exchange dynamics that fatty acids undergo at pH values around their effective pKj,.
These simple amphiphiles could therefore play a dual role as enhancers of peptide chemistry under
prebiotic conditions, providing soft and hydrophobic organic domains through self-assembly and
actively inducing catalysis at their interface with the aqueous environment. Our results support a systems
chemistry approach to life's origin.
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Introduction

Chemistry today is up to the challenge of working with
increasingly diverse combinations of molecules and supramo-
lecular structures, both under quasi-equilibrium and non-
equilibrium conditions, providing new means to explain their
complex dynamic behaviour. The field of ‘systems chemistry’
has been launched precisely to address this challenge™* with
strong implications for studies in connection with biology and,
in particular, with research on the origins of life.* In this
context, the idea that the chemical roots of biological
phenomena cannot be found in the properties of a single type of
molecule (often assumed to be a biopolymer, like RNA), but
must be approached in a more encompassing way that includes
reaction networks made of different bio-molecular precursors,
is gaining momentum. This novel view has recently received
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further support from evidence that there could be a common
prebiotic chemistry underlying the synthesis of a rich variety of
these precursors.* The obvious next step would be to determine
the way in which some of these initial biomonomers engage in
interactions that contribute to producing and maintaining
higher levels of molecular complexity and diversity, as we
actually observe in biology. Here we report experimental results
demonstrating that a primitive synergy of this kind could occur
between two such types of molecules, namely those whose
prebiotic relevance is better grounded: amino acids, as peptide
and protein precursors,*® and fatty acids, as lipid precursors.”*

Previous studies have shown that the activation of amino
acid monomers or peptides can lead to their oligomerization in
aqueous solution.™'® Peptide oligomers are formed by the
stepwise polymerization of a-amino acid N-carboxyanhydrides
(NCAs), as prebiotically plausible activated monomers. In
addition to this pathway, the activation of the C-terminus in
peptides or acylated amino acids has been shown to proceed
through the formation of 5(4H)-oxazolones from reagents
compatible with early Earth conditions.'* In turn, fatty acids, as
single-chain amphiphilic precursors of the standard (but
remarkably more complex) phospholipids found in bacterial
and eukaryote biomembranes, were long ago shown to self-
assemble into vesicles at intermediate pH values.'*** This
aggregation state is favoured due to the fact that both the
neutral and anionic forms of the fatty acid are present in similar
proportions (at pH ~ pK,) and tend to establish H-bonds
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Chemical Science

between them, leading to molecular pairs with cylindrical
geometry (see Fig. S1, in the ESIf), which spontaneously
assemble into flat bilayers. In recent years, an increasing
number of research groups have explored the properties of
these supramolecular structures, given their potential as pro-
tocellular model systems.¢**

However, relatively little effort has been devoted to putting
together these two prebiotic systems. Although the idea of
combining peptide chemistry with lipid aggregates is not new, it
has been implemented mostly in making use of standard lipo-
somes (Le., vesicles made of phospholipids). For instance,
mixing peptides with lipid aggregates was advocated to improve
the stability and functionality of the latter.* In addition, the
polymerization of aminoacyl adenylates into peptides was
claimed to yield increased chain lengths in the presence of
vesicles,* even though the mechanism does not correspond to
a direct process, but actually involves a prior conversion into
NCAs.>2¢ Luisi’s group also performed a series of investigations
demonstrating the role of phospholipid compartments in the
efficiency and stereoselectivity of peptide polymerization.>”*° In
an interesting step forward, liposomes made of cationic
surfactants were later shown to favour the oligomerization of
encapsulated anionic amino acid monomers.** And, more
recently, the formation of tryptophan based dipeptides in the
aqueous cavity of phosphatidylcholine vesicles has been
reported.*

Much less is found in the literature regarding the use of fatty
acid vesicles to perform similar experiments. As an exception,
Matsuno's lab performed some experiments in which they re-
ported the oligomerization of encapsulated glycine, not only in
phospholipids but also in fatty acid vesicle compartments.*
More directly relevant to our approach, a couple of years ago,
Szostak's group managed to carry out, within oleic acid vesicles
and with the catalytic assistance of a pre-encapsulated di-
peptide (Ser-His), the synthesis of a strongly hydrophobic
peptide, which spontaneously joined the membrane and,
thereby, contributed to its growth.* In this article we point
towards a similar idea but approach it from a complementary
angle. We show how a prototypical prebiotic synthesis of
a hydrophobic dipeptide (starting from precursors expected to
be protected by lipophilic environments)® is significantly
enhanced, without the aid of a soluble catalyst, just in the
presence of vesicles made of fatty acids. This effect, which relies
on the specific fatty acid nature of the compartments, is also
partially detected when reactants are put in organic solvents
(indicative of direct chemical catalysis by the fatty acids). Thus,
our results give fatty acids wider significance as prebiotic
compounds than has been commonly assumed in the field of
the origins of life.

Materials and methods

Chemicals and general information
N-Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide-HCI (EDC), H-
rLeuNH,, Aci-TyrMe}OH and Boci-Tyr(Me)OH were

purchased from Bachem. Piperazine-N,N'-bis(3-propanesulfonic
acid) (PIPPS) was purchased from CalbioChem. 1,2-Dioleoyl-sn-
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glycero-phosphate (monosodium salt) was purchased from
Avanti Polar Lipids. The rest of the reagents and solvents were
purchased from Sigma Aldrich. All compounds were used
without further purification. In all experiments pH was moni-
tored using a Thermo Orion 3-STAR pH-meter with a VWR elec-
trode. NMR spectra in DMSO-dg solution were recorded on
a Bruker Avance 300 spectrometer at 300 MHz for 'H. HPLC
analysis (Method A) was carried out on a Waters Alliance system
including a E2695 separation module and a 2998 photodiode
array detector; column BDS Hypersil C18 (3 pm, 2.1 x 50 mm).
The elution method used was: flow 0.2 mL min~*, solvent A 0.1%
TFA in H,O, solvent B 0.1% TFA in CH;CN, gradient 90% B to
70% over 25 min; detection 273 nm. HPLC-ESI-MS analysis was
carried out (Method B) using a Waters Synapt G2-S system con-
nected to Waters Acquity UPLC H-Class apparatus equipped with
an Acquity UPLC BEH C18, 1.7 pm 2.1 x 50 mm column; the
gradient of solvent A was 0.01% formic acid in H>O and solventB:
0.01% formic acid in acetonitrile; flow rate: 0.5 mL min~’; linear
gradient 0-100% B over 3 min.

Experimental procedures

4-Methoxybenzyl-2-methyl-5(4H)-oxazolone, 2a. The oxazo-
lone was prepared in a racemic form by following a published
protocol.** Ac-L-Tyr(Me)-OH (500 mg) was dissolved in CH,Cl,
(20 mL) under magnetic stirring, at 0 °C. When everything was
dissolved, 445 mg of EDC was added and the mixture was stirred
for 1 h at 0 °C. The reaction mixture was then diluted with 30
mL of CH,Cl,, and washed successively with water (30 mL),
saturated aqueous NaHCOj; (30 mL, twice), and saturated NaCl
(30 mL, twice), then dried with Na,SO, and concentrated under
reduced pressure. The solid product crystallized upon storage at
—20 °C for 24 hours.

4-Isobutyl-2-methyl-5(4H)-oxazolone, 2b. The oxazolone was
prepared from Ac-p,.-Leu-OH using a similar protocol” and
exhibited the 2.0 Hz long range coupling constant already
described in the literature between the 2-methyl group and the
o-proton.** 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6y ppm: 4.34 (m, 1H);
2.15 (d, 5 = 2.0 Hz, 3H); 1.84 (m, 1H); 1.40-1.58 (m, 2H); 0.93 (d,
J = 6.8 Hz, 3H), 0.91 (d, ] = 6.8 Hz, 3H).

Ac-Tyr{Me)-Leu-NH, dipeptides. The dipeptide diastereo-
mers were prepared from either Boc-o-Tyr(Me)}OH or Boc-L-
Tyr(Me)-OH. A mixture of the selected Boc-protected derivative,
hydroxybenzotriazole hydrate (HOB, 1 eq.) and CH»Cl, (10 mL
mmol ') was stirred at 0 °C for 10 min. Then 1,3-dicyclohex-
ylearbodiimide (DCC, 1 eq.) was introduced and stirring was
continued for 15 min at 0 °C. The solid urea by-product was
removed by filtration, twice washed with CH,Cl, and the
combined filtrates were concentrated under vacuum without
heating. The oily residue was diluted in DMF (5 mL mmol '), H-
t-Leu-NH, hydrochoride (1 eq.) was added with N,N-diisopro-
pylethylamine (DIEA, 2 eq.) and the mixture was stirred over-
night at r.t. The dipeptide product was precipitated upon
addition of 1 M Na,CO; solution and collected by filtration,
washed with water and dried under vacuum. The Boc protecting
group was removed using 90 : 10 v/v TFA/water reagent at r.t. for
30 min. The mixture was concentrated under reduced pressure

This journal is © The Royal Soc >f Chemistry 2016
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and the product was precipitated by the addition of cold ethyl
ether, filtered off, washed with ethyl ether and dried under
vacuum. Acetylation was performed with acetic anhydride (1.5
eq.) and DIEA (2 eq.) in CH,Cl, for 5 h at 0 °C. The mixture was
diluted with water and extracted with ethyl acetate. The organic
layers were washed with saturated Na,CO; solution, then with 1
M KHSO, and saturated NaCl and finally dried over anhydrous
Na,SO,. The solvent was removed under reduced pressure to
yield the product as a white solid.

Ac--Tyr(Me)i-Leu-NH,. 'H NMR (300 MHz, DMSO-d6),
6 ppm: 8.05 (d, 1H,J = 8.1 Hz), 7.92 (d, 1H, ] = 8.4 Hz), 7.15-7.18
(m, 3H), 6.99 (s, 1H), 6.82 (d, 2H, J = 4.8 Hz), 4.43 (m, 1H), 4.20
(q,1H,J =7.5 Hz), 3.71 (s, 3H), 2.93 (dd, 1H, = 13.8 Hz, ] = 4.5
Hz),2.66 (dd, 1H,J = 9.9 Hz, ] = 13.8 Hz), 1.76 (s, 3H), 1.42-1.58
(m, 3H), 0.88 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.83 (d, 2H, J = 6.6 Hz); °C
NMR (DMSO-d6), 6 ppm: 174.4, 171.6, 169.7, 158.2, 130.6, 130.3,
113.9, 55.4, 54.7, 51.3, 41.4, 36.9, 24.6, 23.5, 22.9, 22.1; HRMS
(EST): caled: 350.2080 for C,4H,4N;0,; found: 350.2079.

Ac-D-Tyr{Me)i-Leu-NH,. 'H NMR (300 MHz, DMSO-d6),
6 ppm: 8.23 (d, 1H, J = 6.6 Hz), 8.16 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.28 (s,
1H),7.13(d, 2H, ] = 8.1 Hz), 6.99 (s, 1H), 6.80 (d, 2H, ] = 8.4 Hz),
4.37 (g, 1H, J = 7.2 Hz), 4.05 (m, 1H), 3.70 (s, 3H), 2.75 (m, 2H),
1.80 (s, 3H), 1.34 (m, 2H), 1.09 (m, 1H), 1.03 (d, 3H, J = 6.3 Hz),
0.83 (d, 2H, J = 6.3 Hz); *C NMR (DMSO-d6), 6 ppm: 174.7,
171.7, 170.1, 158.3, 130.6, 129.6, 113.9, 55.6, 55.3, 51.1, 37.1,
24.2, 23.6, 22.8, 21.6; HRMS (ESI'): caled: 350.2080 for
C1sH26N;304; found: 350.2078.1

Preparation of vesicles/supramolecular aggregates. A poly-
disperse suspension of supramolecular aggregates (typically
bilayer vesicles, given the pH of the sample) was obtained by
simply dissolving the amphiphile/surfactant in aqueous solu-
tion, gently stirring and sonicating for 10 min. A concentrated
stock solution of the amphiphile/surfactant was prepared in
water and adjusted to the pH of the experiment with a 1 M
solution of NaOH. In parallel, a concentrated stock solution of
the amino acid reactant was prepared in a buffer at the desired
pH. The type of buffer used depended on the experimental pH:
2-(N-morpholino)ethanesulphonic acid (MES) buffer was used
for acidic pH (6.5); 3-(N-morpholino)propane sulphonic acid
(MOPS) buffer was used for intermediate pHs (7.2-8) and PIPPS
buffer for basic pH (9). These two stock solutions were then
mixed in convenient proportions to obtain the different
concentrations analyzed. The whole process was carried out at
the melting temperature (7\,) of the amphiphile/surfactant.

CVC determination. CVC values for decanoic acid were
measured using a published protocol.’**** A serial dilution of
vesicle samples was prepared following the general protocol,
starting from a concentrated amphiphile solution of decanoic
acid. Merocyanine 570 (hydrophobic dye, 10 pM) was added to
every sample after the vesicles were formed and just before
spectrophotometric analysis was carried out (using a UV-Vis
spectrophotometer Perkin Elmer Lamda 20). Wavelength
scanning was performed between 350 and 650 nm, and the CVC
was determined as the concentration of amphiphile at which
the absorbance ratio between the 570 nm and 530 nm wave-
lengths increased above the baseline (~0.2).

This journal is © The Society of Chemistry 2016
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Peptide-forming reactions

Experiments in aqueous media with fatty acids. After the
formation of vesicles in the presence of a nucleophilic reagent
(5 mM H-1-Leu-NH,, H-.-Ala-NH,, H-Gly-NH,, or H-1-Leu-OH),
a 20 mM stock solution of the oxazolone (50 pL) in acetonitrile
was added to every sample to give a 1 mM solution and the
medium was allowed to react for 2 h at room temperature. Fatty
acids were then removed by extraction from the reaction
medium with hexane before HPLC analysis. To this aim,
samples were acidified with formic acid and then the surfactant
was extracted twice with hexane (1 mL). The mixture was gently
stirred with a vortex and the upper layer was removed with
a pipette. Residual hexane was removed under reduced pressure
before analysis by HPLC (Method A).

Experiments in aqueous media with 1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphate (DOPA). DOPA containing reaction media were
prepared from a 20 mM stock solution of DOPA to yield a 5 mM
H-1-Leu-NH, solution in a 100 mM MOPS buffer at pH 8. After
reaction of the oxazolone (from a 20 mM stock solution in
acetonitrile), attempts to remove the surfactant were made by
adding tributylammonium bromide and HCI to acidify the
samples. Extraction was done following the general protocol,
though an extended period was needed for decantation.

Experiments in aqueous media with sodium dodecyl sulfate
(SDS). A 100 mM stock solution of SDS in water was mixed with
a stock solution of 10 mM H-Leu-NH; in 200 mM PIPPS buffer at
pPH 9. HPLC analysis was performed after dilution of the
samples to an SDS concentration below the CMC (10 mM). A
similar protocol was used in the case of dodecyl trimethyl
ammonium bromide (DoTAB).

Experiments in organic solvents (CH,Cl,/CH;CN). CH,Cl,
and CH,;CN were used in the case of acetic acid (AcA) and dec-
anoic acid (DA), and only CH;CN in the case of N-acetyl-p,L-
leucine (Ac-p,i-Leu-OH) and N-acetyl-i-leucine (Ac-r-Leu-OH)
due to the precipitation of solids in CH,Cl,. After the reaction, 6
mM HCI (1 mL) was added to 1 mL samples withdrawn from the
reaction medium, as well as 10 mL of hexane. The mixture was
then gently stirred with a vortex and the upper layer was
removed with a pipette. Hexane addition and extraction was
repeated. Finally, residual hexane was removed by evaporation
under reduced pressure.

Experiment with Ac-Leu-oxazolone 2b. A 1 mM Ac-L-Tyr{Me)-
OH and 5 mM H-i-Leu-NH, solution was prepared in CH;CN
(5 mL). The reaction was initiated by the addition of Ac-Leu
oxazolone (2 mM final concentration). 1 mL samples of the
reaction medium were withdrawn, acidified with 6 mM HCI
(1 mL) and extracted once with hexane before measuring the
products of any possible reaction of Ac-Tyr(Me)-OH by HPLC
(Method A) and detection at 273 nm. This procedure was
repeated after one hour, three days and one week (Fig. S4t)
allowing the identification of unchanged Ac-Tyr(Me)-OH
(retention time 8.7 min) and Ac-L-Tyr(Me)-L-Leu-NH, (retention
time 14.3 min) as a single L stereoisomer. The solution was
also analyzed using HPLC-MS confirming the identification of
the products as the two peaks corresponding to the isomers of
Ac-Leu-Leu-NH, (m/z 308.20 [M + Na'), retention times 1.91 and

Chem. Sci.

217



Open Access Article. Published on 09 February 2016. Downloaded on 26/04/2016 08:04:02.

This article is licensed undera Creative Commons Attribution-NonCommercial 3.0 Unported Licence.

Chemical Science

2.01 min; Method B) and that of Ac-Tyr(Me)-Leu-NH, (m/z
372.19 [M + Na'], retention time 1.99 min).

Partition of dipeptide between solution and surfactant

The Langmuir-Blodgett monolayer technique (Kibron Micro-
Trough XS) was used to elucidate the interactions between the
Ac-1-Tyr(Me)-L.-Leu-NH,, dipeptide and the lipid. A monolayer of
fatty acid was spread on a well with 1 mL of buffer at the cor-
responding pH registering an initial stabilized pressure (IT,).
10 pL of a 5 mM Ac-L-Tyr{Me)-1-Leu-NH, dipeptide stock solu-
tion in MeOH was then added from the water face. After MeOH
evaporation, any surface pressure increase resulted from
a migration of the hydrophobic solute to the monolayer, stabi-
lizing the signal at a new pressure (IT;). The difference between
these two surface pressures (AIT) was recorded and compared to
the IT, in every individual experiment.

Binding of Ac-L-Tyr(Me)-L-Leu-NH, to the vesicles

This experimental assay is based on the quenching action of
acrylamide, which decreases the intrinsic fluorescence of Tyr
residues as a function of its local concentration. Acrylamide was
taken from a 6.25 M stock solution and added in 4 pL portions
(5 additions, from 0 mM of acrylamide to 250 mM in the final
volume) to the control and 1 mL samples containing vesicles
(which were previously prepared, following the general proce-
dure, in the presence of 1 puM Ac-L-Tyr{Me)-.-Leu-NH, dipep-
tide). Fluorescence was monitored at a single wavelength (ex:
273 nm and em: 340 nm) after every addition. In parallel,
a dilution control was carried out, adding the same volume of
aqueous buffer instead of acrylamide solution. The fluorescence
obtained as a result of the addition of only buffer (F,) was
divided by the fluorescence obtained as a result of the addition
of acrylamide (F) and compared against the concentration
values of acrylamide added.

Results

Experiments in aqueous media

We extensively studied the outcome of reactions taking place
when a racemic mixture of hydrophobic 5(4H)-oxazolone
enantiomers (r-2a and p-2a), derived from Ac-L-Tyr(Me)-OH r-1a
(Scheme 1), was put in contact with H-.-Leu-NH, in buffered
media. Owing to its chiral instability, the 5(4H)-oxazolones
undergo a kinetically stereoselective reaction with the nucleo-
philes, which have a fixed configuration,* meaning that the
timescale of the epimerization process is similar to or faster
than the subsequent reaction and that the configuration of
products is kinetically controlled. Reactions producing only
peptide diastereomers and racemic Ac-Tyr(Me)-OH as a result of
hydrolysis were carried out under different pH conditions and
in the presence of different amounts of amphiphiles and
surfactants. For each case, both the total dipeptide yield
(relative to the amount of starting material) and the ratio of
diastereomers were determined. Fig. 1 shows the characteristic
results obtained when carboxylic acids are employed (in this
case: decanoic acid (DA) at pH 7.2, but see Fig. 2 and Table S1 in
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Scheme 1 The reactions performed in this work from racemic
mixtures of the 5(4H)-oxazolone enantiomers (L-2a and p-2a) with
nucleophiles (NuH = H-1-Leu-NH,, H-L-Ala-NH,, H-Gly-NH,, or H-L-
Leu-OH) in aqueous media, leading to the corresponding dipeptides
as mixtures of enantiomers (Ac-L-Tyr(Me)-Gly-NH; and Ac-p-Tyr(Me)-
Gly-NHz) or diastereomers (Ac-L-Tyr(Me)-L-Leu-NH. and Ac-p-
TyriMe)-L-Leu-NH,, Ac-L-Tyr(Me)-1-Ala-NH, and Ac-p-Tyr(Me)-L-
Ala-NH,, or Ac-L-Tyr(Me)-L-Leu-OH and Ac-p-Tyr(Me)-L-Leu-OH).
Although prepared from chiral Ac-L-Tyr(Me)-OH (L-1a), the oxazolone
was present in a racemic state due to its chiral instability. >

the ESIf for further data). Typically, there is a 2 to 3-fold
increase in the overall yield of dipeptide, together with a rever-
sion in its diastereomeric ratio (from a preference for homo-
chiral forms, in solution,® toward more heterochiral ones).

As is apparent from Fig. 1, this double effect only happens
provided that the concentration of fatty acid is above its critical
aggregation concentration (CAC) value (the critical vesicular
concentration, CVC, in this case), which was measured inde-
pendently (Fig. S2 in the ESI{), and reaches a plateau soon after
that critical value is crossed. Those two independent observa-
tions suggest that the reactions in which hydrophobic
substrates are involved take place in a different environment,
whenever fatty acid aggregates offer this possibility. The double
effect may well depend on the fact that the nucleophilic reaction
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Fig. 1 Formation of peptide diastereomers Ac-L-Tyr(Me)-L-Leu-NH
and Ac-p-Tyr(Me)-L-Leu-NH; by the reaction of 1 mM racemic 5(4H)-
oxazolone 2a with 5 mM H-L-Leu-NH, in 100 mM MOPS buffer (pH
7.2), at room temperature, in the presence of different concentrations
of decanoic acid (DA). The effects are reported in terms of the relative
total yield of the dipeptide (left axis, black filled circles) and of the
diastereomeric ratio (right axis, red open squares).
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Fig. 2 Bar graph representing the total yield of dipeptide (full bar size)
and stereoselectivity (chiral conversion %: Ac-L-Tyr(Me)-L-Leu-NH,, in
dark blue; and Ac-L-Tyr{Me)-L-Leu-NH5, in light blue) which are ob-
tained in reactions carried out at room temperature, in aqueous buffer
(100 mM) at various pH values, starting from Ac-Tyr(Me) oxazolone (1
mM), in the presence of H-L-Leu-NH: (5 mM) and diverse amphiphile/
surfactant concentrations. Each bar corresponds to a single experi-
ment; error fluctuation was estimated with the control samples,
without amphiphile (based on dr. data and calculated for each pH
value - see Table S1t) and remains within the range of 12-18% for all
cases. OA stands for oleic acid. For a more exhaustive report of the
results, see main text and Table S1in the ESL{

partners have a strong enough affinity for the hydrophobic
environment (see data for alaninamide, glycinamide and
leucine, instead of leucinamide, at the end of Table S1 in the
ESIf). It is difficult to explain, otherwise, how the minimal
variations in the chemical nature of the reactants (the reduced
aliphatic side-chain in the first two cases, or the higher polarity
in the third, zwitterionic one) make such a difference.

Additional assays were carried out to complement the
previous results and check whether the product of the reaction
co-localizes with the hydrophobic supramolecular domains.
More specifically, a series of quenching experiments with
acrylamide (Fig. S3 in ESIf) show that when DA vesicles are
present in the medium, the fluorescent signal coming from the
Tyr ring of the dipeptide could not be screened down, as occurs
in free solution. Furthermore, data collected from Langmuir
trough experiments (Fig. S4 in the ESIf) also show that the
addition of the dipeptide to DA monolayers with different initial
surface pressures (mo) induced an increase in the surface pres-
sure (Aw), which results from the adsorption of the dipeptide to
the monolayer.

Our HPLC results were consistent over a relatively wide
range of concentrations, carboxylic acid species and pH values
(see Fig. 2 and Table S1 in the ESI{). Nevertheless, stronger
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effects were typically obtained at pH values that do not largely
exceed the pK, of the corresponding fatty acid in the charged
aggregate environment, which suggests that the vesicles had
the optimal supra-molecular configuration to achieve a more
significant influence on the reaction (at lower pH less reliable
results were collected, owing probably to the formation of
droplets).

A series of additional control experiments was performed to
check the specificity of our results with regard to the type of
amphiphilic/surfactant molecule employed. Since fatty acid
vesicles are, overall, negatively charged (due to the partial
deprotonation of their monomeric units), we tried with nega-
tively charged species containing aliphatic chains of a similar
length, like the phosphatidic acid DOPA (1,2-dioleoyl-sn-glyc-
ero-3-phosphoric acid) or sodium dodecyl sulfate (SDS).

As reported in Fig. 2 and Table S1 (ESIf), no detectable
effects on the yield of the reaction were found in those cases,
even if we did observe changes in the diastereomeric ratios,
which were altogether absent if a positively charged surfactant
(like dodecyltrimethylammonium bromide, DoTAB) was used.
Although an explanation for this inverted trend in the chiral
nature of the products (preference for o-forms in the majority
of cases when supramolecular structures are present) is not
within the scope of this study, it is nevertheless useful as an
indicator of the environment in which the reaction actually
takes place. This view is also supported by the known effect of
low polarity solvents favouring heterochiral adducts of 5(4H)-
oxazolones.* Finally, it should be mentioned that mixtures of
decanoic acid with decanol (previously reported to confer
higher stability to the resulting vesicles in aqueous solution)™
were tried, too, but the effects on the reaction were clearly
diminished.

Experiments in organic solvents

All the results obtained in aqueous buffered solution indicate
that the pathway through which fatty acids play a role does not
simply correspond to the usual activity of hydrophobic assem-
blies on chemical reactivity. Indeed, a specific behaviour of
carboxylic acids at pH values inducing the formation of bilayers
might be related to the activity of their polar head groups,
combined in both the neutral and anionic forms, at the lipid-
water interface of the supramolecular structure (Fig. S1 in the
ESIt). In order to determine what kind of chemical activity is
effectively responsible for this behaviour, our reaction was also
studied in organic solvents, in the presence of decanoic acid
and acetic acid. Both acids induced a substantial increase in
reaction rate in two different solvents, CH,Cl, (Fig. 3) and
CH;CN, and the hydrophobic chain of decanoic acid had no
significant additional influence (see Table 1). The more acidic
Ac-Leu-OH was studied in CH;CN to avoid solubility issues and
had a slightly improved activity at low concentrations (2 mM),
compared to acetic acid and decanoic acid under the same
conditions (Table S2 in ESIf). Therefore, the activity of fatty
acids does not depend on the presence of a hydrophobic
aliphatic chain, which indicates that it is the result of the
participation of the carboxylic acid moiety.
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Fig.3 HPLC monitoring of the reaction (samples withdrawn after 1 h) of
Ac-L-Tyr(Me)- 5(4H)- oxazolone 2a (ca. 1 mM) with H-L-Leu-NH,, (5 mM)
carried out in CHCl, (control, black) or in the presence of added
carboxylic acids (2 mM): decanoic acid (red) or acetic acid (blue).

Table 1 Yield and stereoselectivity (shown as diastereomeric ratio,
dr) in selected reactions carried out in organic solvent for Ac-Tyr(Me)
oxazolone (1 mM)inthe presence of 5mM H-Leu-NH, and carboxylic
acid reagents at room temperature for 1 h. For an exhaustive
description of the results see Table S2 of the ESI

Solvent Carboxylic acid Yield/% d.r.
CH,Cl, Control without acid 174 0.84
CH,(Cl, 10 mM acetic acid 86.2 0.49
CH,Cl, 10 mM DA 86.9 0.54
CH,;CN Control without acid 2.7 0.62
CH,CN 10 mM acetic acid 453 0.44
CH,CN 10 mM DA 55.7 0.46
Discussion

Our experimental survey proves that fatty acid aggregates
increase the yield of peptide formation from a hydrophobic
5(4H)-oxazolone and leucinamide. The product of the reaction
was also demonstrated to have an affinity for the lipid phase.
The favourable effect on the yield is specific of surfactants that
bear a carboxylic acid moiety. This effect is accompanied by
a reversal of stereoselectivity observed only above the CAC,
which requires a more elaborate explanation but is beyond the
scope of the present work.

In organic solvents a similar preference for heterochiral
products was observed, together with a rate enhancement
promoted by carboxylic acids. In these media, carboxylic acids
can either act as nucleophilic catalysts or acid-base catalysts
(Scheme 2). Clues attesting to acid-base catalysis can neither be
expected from the accumulation of intermediates nor from the
detection of side-products. However, thanks to the presence of
two electrophilic sites in the mixed anhydride intermediate,
a transfer of activation from the 5(4H)-oxazolone 2a to the
carboxylic acid R*-COOH leading to amide side-product 4
(rather than to the dipeptide Ac-Tyr(Me)Leu-NH, 3) can, in
contrast, be predicted during the nucleophilic pathway. This
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Scheme 2 Potential chemical pathways of acid-base (I) and nucleo-
philic (Iland Ill) catalysis (during the aminolysis of 5(4H)-oxazolones 2a
and 2b by leucinamide in organic solvents) suggested as a way to
account for the activity of carboxylic acids R*COOH (which include
acetic acid, decanoic acid and the acylated a-amino acid Ac-p,L-Leu-
OH and optically active Ac-L-Leu-OH and Ac-L-Tyr(Me)-OH).

would come as a result of path (III), in addition to the ami-
nolysis yielding product 3, as previously obtained from path (I1).
To assess the extent of nucleophilic catalysis, an experiment was
carried out starting from 2 mM leucine 5(4H)-oxazolone 2b in
acetonitrile and using 1 mM Ac-.-Tyr(Me)-OH 1a as a carboxylic
acid component (R°COOH). The formation of Ac-L-Tyr(Me)-L-
Leu-NH, dipeptide was observed to be limited to 1% (with
respect to 1a) after 1 h, and slowly increased up to 5% after 3
days (Fig. S5 in the ESIt). Importantly, Ac-L.-Tyr(Me)-1-Leu-NH,
dipeptide was formed as a single stereoisomer, ruling out any
reaction path occurring through the 5(4H)-oxazolone 2a, and
supporting the mixed anhydride one (III). This experiment, in
fact, suggests that the mixed anhydride pathway is a slowly
proceeding process.

The fast and highly efficient increase in the rate (ca. 10-fold)
observed by adding 2 mM Ac-Leu-OH (as R°*COOH) to 1 mM Ac-
Tyr(Me) 5(4H)-oxazolone 2a must therefore be considered to be
the result of the acid-base-catalysed path (I). The faster reaction
of 5(4H)-oxazolone 2a, compared to that of the mixed anhy-
dride, is not surprising if one takes into account two key points:
(i) the lesser importance of steric hindrance for the nucleophilic
attack at the 5(4H)-oxazolone carbonyl group, relative to that
occurring at the two reacting centres of the mixed anhydride;
and (ii) the better leaving group ability of the amide oxygen
(pKa ~ —1-0 in water for the conjugate acid) relative to that of
a carboxylate group (pK. ~ 4-5 in water for carboxylic acids -
although a significantly higher value is expected in the anionic
environment of the aggregate).

The occurrence of acid-base catalysis of any kind is directly
connected to the need for proton transfer during the course of
the reaction, given the large change in pK, of the reacting
groups involved.*#? In path (I) two proton transfers are needed
for conversion into the product. The tetrahedral intermediate
T% is produced by the direct addition of the nucleophile to the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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5(4H)-oxazolone. The need for reaching T**~ by proton transfer
before any conversion into products takes place can account for
the catalysis by carboxylic acid observed in organic solvents
(Scheme 2, path (I)). The most straightforward process is
a pathway starting from this intermediate by protonation of the
nitrogen atom of the leaving group by the carboxylic acid, thus
facilitating breakdown. The altemative possibility of the
carboxylate anion acting as a base can be ruled out by the fact
that the base, H-Leu-NH,, present at the same time in the
medium (in 5 mM concentration) was not sufficient to promote
the reaction (Fig. 3, control). An additional advantage of
carboxylic acids could be their ability to act as both an acid and
base in a bifunctional way,** which could make the decompo-
sition of the tetrahedral intermediate easier by the direct
conversion of T%~ into T*°".

The results reported here for the reactions carried out in
aqueous media could be explained by the possibility that fatty
acid supramolecular aggregates have a catalytic effect similar to
the micellar catalysis already demonstrated for bimolecular
reactions between hydrophobic substrates (ie., selective
concentration effect in a reduced volume).**** The need for
a concentration of surfactant exceeding the CAC (in order to
have an observable effect) indeed supports the involvement of
hydrophobic aggregates. However, this explanation is not
sufficient to account for the highly specific behaviour that fatty
acid aggregates (as compared to other lipid or surfactant
aggregates) were observed to have, inducing significant
increases in the yield of peptide formation reactions from 5(4H)-
oxazolones. A more comprehensive explanation of all the data
collected in this work, coherent with the results obtained in
organic solvents, would include an acid-base type of catalysis
taking place at the lipid-water interface of the supramolecular
structures (Scheme 3), where the polar heads of the carboxylic
acids undergo continuous protonation-deprotonation
dynamics. Precisely the same ‘chemical trick’ that enables the
stability of fatty acid vesicles as prebiotic compartments or
microreactors (a balanced combination of neutral and anionic
forms of the monomer) could be the critical feature to account
for their catalytic power.

In this context, it is noteworthy that most aminolysis
processes required for peptide syntheses involve large changes

Fatty acid bilayers as
reaction domains favouring
the interactions between

hydrophobic substrates

T
i

Scheme 3 Fatty acids’ dual role in peptide bond formation.

Catalysis by fatty acids
present under neutral
and anionic forms
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in the pK; of the reacting centres and, therefore, are susceptible
to acid-base catalysis in a way similar to the reactions of 5(4H)-
oxazolones. Bilayers made of fatty acids demonstrate that
unique ability at neutral pH, which is not realised for other
types of lipid compartments, like the phospholipid-based
boundaries of modem cells. So fatty acids, in addition to
providing a different local environment for the reaction
(through their spontaneous assembly into supramolecular
structures), could also act as acid-base catalysts for the forma-
tion of hydrophobic peptides, and potentially for any other
chemical processes in which rate-determining proton transfer
is required. These peptides, in tum, would likely contribute to
membrane stability and would foster growth and potential
reproduction of the vesicles. Therefore, one can envision
a scenario in which lipid and protein precursors (i.e. fatty acids
and hydrophobic peptides) would come together and mutually
reinforce each other, in an integrated approach to the origin of
the first functional protocells. This incipient stage is fully
congruent with the modem structure of biological membranes,
which consist of phospholipids and also of other hydrophobic
components, most prominently membrane-associated or trans-
membrane proteins. Accordingly, heterogeneous compart-
ments, made of much simpler but already diverse kinds of
hydrophobic compounds, would be present from the earliest
phases of evolution, preceding the selection of current
biomembranes.

More broadly speaking, this scenario is in line with recent
perspectives on the problem of how chemistry could open the
way towards biological phenomena, within a systems frame-
work.** The main idea underlying this new conception is that
life, from its first steps, cannot be reduced to the chemistry of
a single type of compound (e.g , nucleotide chemistry). Instead,
prebiotic systems (taken as integrated entities, not just ‘pop-
ulations of molecules’) ought to encompass several types of
biomolecules - or rather, biomolecule precursors - in contin-
uous interaction. In other words, the whole process of the
origins of life would be understood as the evolutionary devel-
opment of heterogeneous chemical mixtures with diverse
emergent functionalities. Complex biopolymers (like the ones
making up extant living cells) would be the final outcome of this
long evolutionary process, not the starting point. Our results,
from experiments carried out precisely with two main kinds of
biomolecular precursor, fatty acids and amino acids, support
this alternative view of the problem, in line with other recent
experimental reports™?** that highlight the importance of con-
necting peptide chemistry and compartments.
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Living beings on Earth, even in their simplest prokaryote versions, are extremely complex systems,
made of a great diversity of molecular components in continuous transformation and interaction. At
the base level, each cell is sustained by means of an impressive biopolymer apparatus, which essen-
tially consists of proteins and nucleic acids carrying out complementary tasks to orchestrate such an
intricate and heterogeneous dynamic organisation with surprising robustness. In addition, this or-
ganisation always involves an endogenously synthesized boundary that protects those compo-
nents/processes from the surrounding milieu and, not less importantly, provides a selective interface
that couples them to that external environment. Indeed, all known organisms (genetically-instructed
cellular metabolisms) intrinsically depend, both in material and energetic terms, upon a variety of
processes that take place across their boundaries -- lipid membranes in/on which highly sophisti-
cated mechanisms of transport and energy transduction reside, making possible the maintenance of
the system, as a whole, in open, far-from-equilibrium conditions. In a metaphoric sense, cells are
“recurrent nano-factories”: systems that conduct molecular syntheses from simpler precursors and
use the outcome of those processes, in turn, to continually fabricate themselves, including their own
machinery, production lines, walls, doors, windows, etc.

The problem of origins of life consists in finding a plausible sequence of transitions from
abiotic physical and chemical processes towards this level of molecular and organisation complex-
ity, unparalleled by any other phenomena that we observe in the natural world. Therefore, facing
this challenge always involves making a strong set of simplifying assumptions, both in terms of the
molecular and the organisational features of life as we currently know them. The simplifications
tried so far have met with limited success, probably because they represent oversimplifications. In
historical perspective, one can say that the extraordinary success of molecular biology led a whole
generation of origin-of-life researchers to believe that the initial steps towards life could be per-
formed by molecules of a single kind (embedded in no --or hardly any-- other chemical organisa-
tion). Then, for years, a strong debate was established in the field about, precisely, what kind of
molecule (often, what kind of biopolymer) came first, analysing either the abiotic pathway of syn-
thesis that could have brought it about, or the reactive processes that it could have provoked (i.e. the
replication or catalytic processes it hypothetically took part in). Fortunately, following the advent of
systems biology at the turn of the century, an increasing awareness about the irreducibility of living
phenomena to a specific type of molecular mechanism is extending throughout a new generation of
scientists, including those interested in the problem of origins [1,2].
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In this context, we would like to bring to the fore a fundamental but clearly underappreci-
ated aspect of biological phenomenology: namely, the diversity of components and phase heteroge-
neity it involves. Aqueous solution chemistry is important for life, but one should not forget that all
living organisms require additional physicochemical processes that take place in environments
where water is excluded, to different extents. Luckily, we are not alone in the recognition of this
basic biological feature: researchers exploring ‘molecular crowding’ [3-5] share the view and criti-
cize, on similar grounds, a significant part of the biochemical knowledge inherited from last cen-
tury. Membrane biophysicists have also repeatedly complained about the traditional imbalance in
biochemistry between the attention given to soluble enzymes over membrane proteins, whose
physiological tasks have equal relevance, but are carried out at interfaces or in conditions that are
radically different from bulk water (see, e.g. [6]). Even stronger claims about the intrinsic ‘vecto-
rial’ character of metabolism have been made by several authors coming from the field of bioener-
getics, who underline the role of chemiosmotic mechanisms for the sustainability of any type of cell
[7,8]. Furthermore, this more encompassing approach to life is fully congruent with other insights
coming from investigations on reaction-diffusion processes in biology, which have revealed, since
the pioneering work of Turing [9], the enormous potential of coupling chemistry with the con-
strained spatial movement of the molecules involved [10,11]. Therefore, given the cellular nature of
all life known on our planet, and given the importance of compartmentalized chemistries for under-
standing many biological phenomena, it may be productive to try origin-of-life simplifications that
do not completely erase this aspect at the beginning. The combination of chemical reactions with
self-organization and self-assembly processes in heterogeneous, multi-phase conditions could actu-
ally be crucial at those first stages: this is the main assumption that most of us working in the ‘pro-
tocell camp’ make [12-16].

Under this general hypothesis, one can distinguish two major avenues of research. Accord-
g to the first, organic compartments of different types (micelles or other colloidal structures)
would initially play the role of harbouring surfaces or hydrophobic domains, on which several pre-
biotic compounds might be adsorbed, in such a way that their chemical reactivity is promoted, lead-
ing to more intricate transformation networks and molecular species of various kinds. Several mod-
els have been suggested in this direction, from the classical coacervates of Oparin’s [17] and more
recent versions of it [18], to the obcell theory of Cavalier Smith’s [19], based on Blobel’s ideas
[20], later also revisited by Griffiths [21]. These proposals do not especially favour vesicle com-
partments, because the encapsulation of the incipient chemistries within a distinct, aqueous micro-
environment is not taken to be an important requisite. Quite the contrary, they actually consider that
complex biomolecular machinery could be developed ouiside, to be somehow internalized at subse-
quent stages [21]. So their main concern is to show how soft hydrophobic clusters and interfaces
might have been helpful as aggregating agents, fostering reactions of prebiotic relevance that would
be thermodynamically unfeasible in open water solution. In this regard, the former proposals are not
very different from other scenarios that have suggested ‘harder’ mineral surfaces as the local set-
tings on which prebiotic chemistry could initially thrive [22-26].

Nevertheless, without denying the role that all these (hard and soft) surface- or interface-
chemistry scenarios could play in order to discover reaction pathways to diverse organic com-
pounds, the majority of ‘compartment-first’ approaches have focused on a second research objec-
tive: capturing cell-like behaviours by means of vesicle model systems. Compartmentalization
could initially be tried with a two-phase system (e.g., droplets or micro-emulsions) but liposome
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research techniques developed during the twentieth century allowed the in vifro exploration of
many --both structural and dynamic-- properties of supramolecular assemblies that involve, at least,
three-phases (water-membrane-water) and show a striking resemblance to biomembranes, despite
their much simpler composition and functional capacities (see [15] for a review). In particular, fatty
acid vesicles have become the standard protocell model, not just because of their prebiotic plausibil-
ity [27.,28], but also because of their remarkable stability as compartments [29,30]; their rapid self-
assembly kinetics and amenability to be grown and multiplied under lab conditions [31]; their rich
inherent dynamics [32]; and the competition-selection experiments they make possible, if mixed
with different liposome populations [33-36]. Thus, the interest of working with these model systems
stems from the fact that they provide a very natural connection to real cells, which is attractive both
for research groups investigating the chemical roots of biological organisation and for others trying
to determine the first steps of biological evolution.

This commentary is aimed at providing a global vision of how these two fundamental as-
pects of biological phenomenology (the organisational and evolutionary aspects) can be brought
together by means of a general scheme of prebiotic transitions that puts ‘protocells’ at the very cen-
tre, as the prime axis of the process of biogenesis (see Fig. 1). Furthermore, we will defend the view
that in order to reconstruct this process a strict ‘bottom-up’ approach should be pursued, starting
with chemical precursors of biomolecules, rather than with fully functional biomolecules. The en-
capsulation of biopolymers (DNA, RNA, proteins) or cell extracts in self-assembling vesicles of
different composition [for instance: 37-39] constitutes an important proof of principle that biochem-
istry can be carried out within this strongly simplified compartments. However, those experiments
tell us very little about the actual process of origins. A major challenge that must be tackled in order
to move the field of origins of life forward would be to couple simple chemistry to prebiotic vesicle
dynamics: chemical reactions provide the power for endogenous synthesis and vesicles the adequate
scaffolding for the functional integration of what is synthesized. We will proceed briefly with the
issue of functional integration below, but the main point to highlight here is that both for reactive
processes to become proto-metabolic and for vesicles to become proto-cellular, their mutual, dy-
namic engagement could well be an early, unavoidable requirement [40].

As Szostak [41] has also noted, the longer we postpone the appearance of chemical encapsu-
lated systems, the more intractable the problem of compartmentalization will surely become. In-
deed, if reaction networks could develop their catalytic efficiency in compartment-free scenarios,
their eventual encapsulation within lipid vesicles would most probably drive them to self-
suffocation, simply because they would run too fast in relation to the (passive) accessibility of nu-
trients to the internal milieu [42]. The management of osmotic imbalances would be another obvi-
ous difficulty, if already developed reaction networks suddenly became incorporated inside semi-
permeable membranes [43]. For these reasons, an early ‘co-evolutionary’ scenario in which mem-
branes and internal chemistries develop ‘hand-in-hand’, strongly linked and supportive to each
other, makes more sense (see also [44]). Hence our first corollary, expressed in terms of a challenge
for the field:
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Challenge 1: coupling chemistry with vesicle dynamics. A special effort should be
made to discover simple reaction networks whose products include amphiphiles or
surfactant molecules that can be spontaneously absorbed by pre-existing vesicles,
modifying their basic properties (e.g., their stability, the permeability/fluidity of their
membranes) and displacing them, as a result, from their primary quasi-equilibrium
states (e.g, inducing their growth and potential reproduction). In turn, vesicle dynam-
ics should prove supportive of --or at least compatible with-- that chemistry.

Cell physiology shows us that endogenous synthesis is a necessary condition to consider a molecu-
lar component functional in the most basic biological sense: that is, functional with regard to the
(proto-metabolic) organisation that it belongs to. According to this organisational conception, more
extensively argued for in [45], a component is functional in so far as it contributes in a specific,
distinctive way to the overall maintenance of the far-from-equilibrium system that brought it about.
Thus, a molecule, taken in isolation, should not be ascribed a function (however tempted one may
be to attribute one to it). Autonomous functionality (orthogonal to the engineering conception of
functionality -- linked, one way or another, to external human goals) ought to be understood as a
relational property to be established and characterized in the context of a dynamic, self-
maintaining/self-producing system, in which a diversity of components and processes of interaction
come together. In fact, it is most likely that several different types of components/processes be in-
volved in the constitution of the most basic systems with functional parts (in this naturalized,
autonomous sense). Determining the minimal number and the specific nature of these prebiotic
components/processes (i.e., that ‘irreducible core’ required for functional emergence) remains an
open empirical question. One needs to try different combinations of precursors, taking part in vari-
ous reactive and self-assembling processes, and study their mutual compatibility and overall inte-
gration dynamics. We will refer to this as the problem of minimal functional integration in a pre-
biotic context. So what are the sufficient conditions to implement the simplest --but at the same
time sufficiently robust-- natural systems with functional components/attributions? Arguably, this
could be the most urgent question that the field of origins of life should tackle in the near future
(also possibly related to what Sutherland [46] calls, in a recent review, the first ‘major system inno-
vation”).

Compartmentalized chemistry, fortunately, is very rich in terms of possibilities for coupling
different types of processes and, thereby, its careful exploration is bound to lead us towards proper
proto-cellular and proto-metabolic systems (‘a-to-b’ transition in Fig.1). In addition to direct reac-
tion couplings and negative and positive feedback loops (autocatalytic cycles) that can take place
within the internal water pool, the presence of closed lipid bilayers strongly restricts the free diffu-
sion of the various soluble species involved, allows the selective passage of precursors and excludes
water in limited areas in which an alternative reaction domain is offered (especially for hydrophobic
species to interact, or for water-producing reactions to proceed). In recent years, evidence is accu-
mulating to support various potential functions that these self-assembling supramolecular structures
could have as reactor promoters and regulators [47-49], i.e., beyond their traditionally ascribed role
as selectively permeable enclosures that keep concentrations above critical threshold values. One
could mention here, for instance, their catalytic effects on diverse reactive processes (like peptide
formation -- [50,51]) or the dynamic changes they could provoke in the basic conditions under
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which the chemistry takes place (e.g.. volume changes and correlated ‘osmotic couplings’ among
internal molecular species -- see: [52]).

In any case, all these projected or hypothetical functions would only turn real if vesicle
compartments effectively contributed to maintain internal chemistries which, in turn, produced a
reinforcing effect on the compartments (on their dynamic robustness and/or on their capacity for
growth and reproduction). The degree of inter-specificity and functional integration achieved in a
first protocellular scenario may be modest, but it is important that both kinetic control and spatial
control mechanisms are included in the equation from the beginning, so that they can complement
each other in their development. For an interesting synthetic biology example of how this can be
approached, see: [53].

Challenge 2: finding conditions and mechanisms for minimal functional integration.
A focused search for the specific experimental conditions and the set of molecular in-
teraction mechanisms (physicochemical couplings) that lead to minimal functional sys-
tems should be pushed forward. The proto-cellular scenario proposed in this commen-
tary makes explicit the need to combine, at least, kinetic and spatial control mechanisms
in order to achieve this goal -- which would certainly be a major breakthrough, even if
the robustness of those initial functional systems proved relatively modest with regard
to extant cells.

Only through time and selection pressure may those initial elementary functions become more re-
fined and inter-molecularly specific, leading to stronger modes of functional integration. But in or-
der to walk that pathway natural selection (NS) and evolutionary dynamics must come to the pic-
ture, too. Obviously, it is not legitimate to assume that the exquisite molecular machinery currently
responsible for matter transport or energy transduction in cells (for example, ATP-synthases), even
if they constitute a common feature across all living domains [7]. could be present at the first stages
of biogenesis. Such complex membrane mechanisms were, no doubt, latecomers -- highly opti-
mized products of evolution. However, any plausible evolutionary explanation of their emergence
should begin with simpler lipid compartments and with less efficient, precursor (trans-
port/transduction) mechanisms embedded in them.

Competition-selection experiments carried out among different vesicle populations [33-35]
have shown that interactions at that global collective level may be highly relevant from very early
stages. long before macromolecular structures, like proteins or nucleic acids, took control of meta-
bolic dynamics. In fact, although the mainstream way to experimentally investigate protocells and
their evolutionary capacity has been to take a ‘semi-synthetic’ approach (encapsulating populations
of RNA or DNA molecules inside lipid compartments [54-56] or in droplets [57]), we will here
propose a more strict ‘bottom-up’ strategy to face this issue, as well. So to speak, everything must
come in the same package: i.e., a deep conceptual shift must also take place to account for the ori-
gins of natural selection and proper Darwinian evolution (as explained in more detail in [58]). In-
stead of using compartmentalization as a way to segregate populations of nucleic acids (with the
aim to avoid problems like parasitism [59]), the idea here is that protocells constitute the actual
units of evolutionary change from the very beginning of the process. Thus, the various stages of
vesicle/protocell development should be envisioned in close correlation with differences in the po-
tential for evolution of the populations involved, as schematically shown in Fig. 1. In other words,
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the organisational and evolutionary dimensions of biological phenomena must intermingle very
early, feeding on each other, in a scenario where biopolymers come much later. This opens widely
the question of when should the evolutionary process be called Darwinian (i.e., when NS actually
emerges as an operational mechanism), but the debate ought to be established from an adequate
characterization of ‘pre-Darwinian’ competitive/selective dynamics, which remain largely unex-
plored.

evolutionary dimension

organisational dimension

<t

Figure 1: The effect of protocellular organisation on evolutionary capacity. Adapted from [43]. (a) Self-assembled
(poly-disperse and likely multilamellar) fatty acid vesicles first start to grow and divide in an unregulated and error-
prone way, relying extensively on environmental conditions and external stimuli. (b) After a major prebiotic transition
(blue arrow), the first self-producing protocells appeared, able to endogenously synthesise membrane lipids and other
membrane components. These protocells, with a metabolism that incorporated oligonucleotides and oligopeptides (to
become RNA and proteins only at a later stage), could activate growth and --still not fully reliable-- division cycles
more independently of the environment. (c) After a further major prebiotic transition, protocells evolved towards
LUCA. Metabolism now operated on the basis of a ‘genotype-phenotype’ decoupling, with the development of DNA
and coding, to enable an open-ended search for new functionalities. The invention of the cell wall and complex protein
machinery controlling cell division made reproduction cycles much more coordinated and reliable.

The main advantage of a scheme of transitions like the one portrayed in Fig. 1. looking at it from an
evolutionary perspective, is that the individuals that lead the process are protocellular systems
whose phenotypic space is intrinsically wider than that associated to replicating molecular entities.
Protocells constitute ‘scaffolds’ in which a high diversity functional components may be hooked
(including those very replicating molecules but possibly many other simpler ones), leading to mul-
tiple state variables and dynamic behaviours for each unit of selection. That endows these systems
with the potential to become real Darwinian entities, i.e., organisms (or ‘proto-organisms’) on
which natural selection effectively operates [58]. Therefore, the major evolutionary bottlenecks in
this scenario would be related to the capacity of such systems to reproduce reliably. In practice, this
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entails [60] achieving regularity in the actual process of protocell division. as well as developing
mechanisms of heredity (i.e., control of trans-generational variation). A possible narrative would
proceed as follows: initially. (Fig 1a) fatty acid vesicles could grow through the acquisition of ex-
ternal lipid molecules, or by fusing with neighbours, and then divide through a number of pathways,
including budding (internal and external) and filamentous intermediates [61]. These division path-
ways would be largely at the mercy of prevailing environmental conditions and often would lead to
a decrease in the mean size of the offspring. Then (Fig 1b) protocells would develop an inner chem-
istry helping them activate growth and division cycles more independently of environmental factors
and avoiding the tendency to decrease in volume at each generation. Nevertheless, such division
would be still stochastic, producing a significant amount of non-viable progeny. in a context in
which protocell fusion and mixing would still be rife. At later stages (Fig 1c) protocells getting
closer to LUCA would emerge., with metabolism running on the basis of more complex (code-
mediated) ‘genotype-phenotype’ mappings. and surrounded by a primitive cell wall. Under these
conditions, (i) the space for exploration of new functionalities would widen enormously (getting
progressively closer to open-endedness) and (ii) reproduction cycles would become much more
reliable, by means of complex protein machinery specifically devoted to control division processes.

Challenge 3: characterizing the evolutionary dynamics of pre-Darwinian protocells.
Rather than focusing on the evolutionary dynamics of populations of naked nucleic acid
molecules (the core idea underlying the ‘RNA world’ hypothesis), or even compart-
mentalised chemistries run by poly-nucleotides (e.g., the ‘ribocell’ model). protocell
systems with molecular components of lower complexity should be investigated as
units of pre-Darwinian evolution. The overarching question then becomes: how can far-
from-equilibrium chemical assemblies that involve low-molecular-weight species be
launched in the lab, so that they manage to divide with regularity, explore an ample
range of --sufficiently robust-- phenotypes, and have potential to set up mechanisms for
reliable heredity and open-ended evolution?

The molecular and organisational innovations leading to major transitions in the process of origins
of life (indicated with a blue ‘MT’ in Fig. 1) are not easy to determine and their elucidation will
require the effort of many research groups in the future. Overcoming such prebiotic evolutionary
bottlenecks surely involved complex processes of functional re-organisation and re-integration by
the individuals involved. On these lines, we would like to end this commentary highlighting the
idea that ‘protocell population dynamics’, so necessary for the progressive unfolding of phyloge-
netic (i.e., reliable trans-generational) pathways. are bound to have other. more immediate proto-
ecological implications that could turn very relevant in order to understand those bottleneck transi-
tions. The generation of competitive relationships among different kinds of protocells, surely lead-
ing to primitive food-webs and diverse modes of selective pressure, could also be accompanied by
other types of symbiotic or collaborative interactions that probably played non-trivial roles in that
sense. In fact, those collective dynamics could trigger (through protocell fusion and recombination
of complementary components) functional (re-)integration events beyond the minimal compartmen-
talized chemistries that we have mostly focused on here. Still regretting Harold Morowitz’s recent
decease, we consider that his intuition that «sustained life is a property of an ecological system
rather than a single organism or species» [62] should guide future scientific attempts to bring light
into the fascinating riddle of biogenesis.
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