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1. Emergencia de los virus

Los virus de RNA son los parasitos moleculares méis abundantes,
infectando tanto a humanos como a animales y plantas (Murphy, 1996). La
emergencia de nuevos patdgenos virales estid favorecida por la variabilidad
genética de los virus de RNA y por alteraciones en el ambiente que tienen un
efecto sobre la dindmica de los virus (Morse, 1994). Como resultado de esto, los
virus puédén entrar en contacto con nuevos hoépédadores, posibilitando de esta

manera el salto de hospedador y la colonizacién de nuevos ambientes.

Los virus presentan ciertas capacidades intrinsecas que les permiten
superar las presiones externas que tratan de limitar su replicacién. En el
mantenimiento de estas capacidades estin impliéados varios factores, como son
la generacion continua de mutaciones, la competicibn entre variantes
genémicos, y la selecciébn de aquellos variantes mejor adaptados a las

condiciones particulares (Domingo et al., 1978, 1985; Holland et al., 1982).

La lucha contra las enfermedades virales ha de tener en cuenta las
implicaciones de las altas tasas de mutacién y la dinAmica poblacional de los
virus de RNA. De esta forma, la blsqueda de terapias se decanta hacia unos
tipos de tratamiento en detrimento de otros, en concreto, se consideran maés
efectivas las terapias combinadas que las monoterapias (Domingo, 1989; de
Jong et al., 1995), como también las vacunas corhpuestas frente a las simples

(Novella et al., 1995a; Haynes, 1996). C

Los virus, y en particular los virus de RNA, constituyen el modelo ideal
para la comprension de la evolucién molecular, ya que presentan tres
caracteristicas que los hace idéneos: la complejidad limitada de los genomas, la
elevada mutabilidad y la rapida tasa de replicacién. La primera de estas
caracteristicas facilita enormemente la investigacién, tanto a nivel de estudios
de secuencia como en cuanto a la funcionalidad a nivel proteico. Por otro lado,
las otras dos caracteristicas nos permiten comprender la rapida evolucién que
presentan los virus en periodos de tiempo que no son asumibles a nivel de otros

organismos mas complejos.
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2, Clasificacién y caracteristicas de los virus de RNA

La taxonomia viral distingue cuatro grandes grupos de virus de RNA, en
funcién de su genoma: virus de RNA de doble hebra (RNAdh), RNA de hebra
sencilla y cadena negativa (RNAhs-cn), RNA de hebra sencilla y cadena positiva
(RNAhs-cp), y virus de RNA cuya replicacion implica una etapa de transcripcién
reversa (Tabla 1). Esta clasificacién esta claramente definida a nivel de familias,
pero con frecuencia aparecen indeterminaciones respecto a los géneros
contenidos en ellas.

Tabla 1. Clasificacién esquemética de los virus de RNA. En cada uno de los cuatro grandes
grupos (transcripcion reversa, RNAdh, RNAhs de cadena negativa y de cadena sencilla), se
presenta Gnicamente la nomenclatura a nivel de familias, excepto en cuatro de ellas,
Retroviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae y Flaviviridae, donde también se incluye una
especie representativa, junto con su correspondiente género. Se presentan dos érdenes,

Mononegavirales y Nidovirales, que incluyen un conjunto de familias, acotadas por una elipse.
Adaptado de Mayo y Pringle (1998).

RNAhs

TRANSCRIPCION REVERSA
Retroviridae
Lontiviras CADENA NEGATIVA CADENA POSITIVA
Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 | Orthomyxoviridae Leviviridae Potyviridae
Hepadnaviridae Influenzavirus Togaviridae Bromoviridae
Caulimoviridae Virus de la gripe tipo 4 Caliciviridae Tombusviridae
Arenaviridae Astrbviridae Closteroviridae
RNAdh Bunyaviridae Picornaviridae
Cystoviridae . Barnaviridae Nidovirales
Totiviridae ononegavirales Tetraviridae Coronoviridae
Partitiviridae Paramizoviridae Nodaviridae Arteriviridae
Hypoviridae Filoviridae Sequiviridae
Birnaviridae Bornaviridae Comoviridae
Reoviridae Rhabdoviridae Flaviviridae
Vesiculovirus Hepacivirus
irus de la Estomatitis Vesicula, Virus de la Hepatitis C
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Hasta la fecha, no se ha observado la presencia de fenémenos de
recombinacion en los virus de RNA no segmentados de cadena negativa (ej.
Rabdovirus), a pesar de su capacidad para producir particulas defectivas (DIs)
con pronunciadas deleciones genémicas (Holland, 1990). Sin embargo, en el
caso de virus de RNA de cadena positiva son numerosos los casos donde se ha
observado recombinacién, tanto en poliovirus en un primer momento (Cooper,
1977), como también en coronavirus (Makino et al., 1986) o alfavirus (Hahn et
al., 1988). Estudios con un poliovirus, el virus de la fiebre aftosa, asi como con
coronavirus, han proporcionado pruebas genéticas y bioquimicas de
recombinacién intramolecular (King et al., 1980; Kirkegaard y Baltimore, 1986;
Keck et al., 1987).

El factor clave que contribuye a las elevadas tasas de mutacién se
encuentra en las actividades de reparacién asociadas a las replicasas y
transcriptasas virales, que presentan eficiencias muy bajas, si no totalmente

ausentes (Steinhauer et al., 1992; Friedberg et al., 1995).

Los virus de RNA presentan tasas de mutaéic’)n en el rango de 10-3 a 105
sustituciones por sitio nucleotidico y ronda de replicacién, lo que para un
genoma de 10 kb supondria la presencia de de 0.1 a 10 mutaciones en promedio
en cada molécula de la progenie (Wain-Hobson, 1996; Drake y Holland, 1999).
La adaptaci6n de los virus a las condiciones cambiantes del ambiente se puede
llevar a cabo mediante dos estrategias fundamentales, bien de forma discreta,
como es el caso de la respuesta a ciertos anticuerpos (VandePol é; al., 1986;
Borrego et al., 1993), bien por la acumulacién de una serie de mutaciones o de
recombinaciones, que pueden requerir un tiempo evolutivo mayor. Ademas, en
algunos casos, el proceso de adaptacién requiere la asociacion de un conjunto
particular de mutaciones, de tal forma que el proceso de adaptacién variara en
funcién del orden de aparicién de esas mutaciones (Pilipenko et al., 1992;
Wimmer et al., 1993). Muchos virus emergentes pertenecen a grupos en los que
se presentan fenémenos de recombinacién. No obstante, en el caso de otros
virus enormemente variables la aparente ausencia de estos fendémenos de
recombinacién parece dejar claro la necesidad de otros mecanismos promotores

de variabilidad. Este es el caso de los Rabdovirus y, en particular, el virus de la
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estomatitis vesicular (VSV), cuya evolucién a corto y largo plazo no depende de

la accién de la recombinacién.

3. Evolucién de la eficacia en poblaciones de virus de
RNA

3.1. Cuasiespecies: origen y evolucion del concepto

El término de cuasisespecies es introducido por Eigen y Schuster (1977,
1978) en un intento por comprender la evolucién de replicones en un mundo
pre-celular. No obstante, serian Domingo et al. (1976) los primeros en aplicar
este concepto a la virologia. Las cuasiespecies constituyen un estado
estacionario donde se presenta una distribucién de copias que difieren de la
secuencia maestra. Se puede hablar de un espectro de mutantes, en el cual la
complejidad aumenta cuanto menor es la fidelidad del proceso de replicacién
(Eigen y Schuster, 1977; Eigen y Biebricher, 1988). En esta situacién, nos
encontramos con una secuencia maestra de mayor eficacia, pero que no tiene
necesariamente que coincidir con la secuencia consenso de la distribucién de
variantes. En conclusién, los distintos mutantes que componen la poblacién
viral no son considerados como unidad de seleccién, sino que seria la poblacién

en su conjunto la que se veria regida globalmente por las fuerzas de la seleccién

(Eigen, 1971, 1996).

§

La aplicacién de este concepto a casos reales tiene ciertas dificultades.
El estado de equilibrio en la distribucién de genomas es dificil de asumir en
infecciones reales, donde son frecuentes las situaciones ambientales
cambiantes, asi como la variacion en los tamafios poblacionales virales. A pesar
de estas limitaciones, la aplicacién del término de cuasiespecies ha sido de gran
utilidad como herramienta para entender el ciclo de vida de los virus de RNA,
en el cual tienen lugar de forma continuada los procesos de generacion de
mutantes, competicién entre las distintas variantes y seleccién de las maés
eficaces. En este sentido, diversos trabajos han analizado la relacién entre el
concepto teérico de cuasiespecies y su aplicacién real (Holland et al., 1992;

Duarte et al., 1994; Domingo et al., 1995).

La evolucibn de las cuasiespecies virales es extremadamente

dependiente del tamafio poblacional del virus implicado en las infecciones.
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Cuellos de botella repetidos llevan a pérdidas de eficacia en promedio, debido a
la acumulacion de mutaciones deletéreas. Por el contrario, infecciones masivas
conllevan rapidas ganancias de eficacia, mucho mayores que aquellas
observadas en organismos celulares, consecuencia de la fijaciéon de mutaciones
ventajosas (figura 1). Estos dos fendmenos se trataran ampliamente en los

siguientes apartados.

Pases poblacionales Cuellos de botella
masivos sucesivos

PERDIDA

GANANCIA DE EFICACIA

DE EFICACIA'

Secuencia consenso

Figura i. Representacion esquematica del efecto del tamafio poblacional sobre la eficacia

replicativa de las poblaciones virales (Modificada de Domingo ef al., 1999).
3.2. Paisajes daptativos

La aplicacion del concepto clasico de paisaje de eficacia descrito por
Wright (1931) sobre las poblaciones de virus, puede hacerse considerando el
movimiento de los genomas virales en un paisaje adaptativo de picos, valles y
laderas (figura 2). En esta situacion, los movimientos a lo largo del espacio de
secuencia se producen como consecuencia de la generaciéon de mutaciones y son
regidos por la accidon de la seleccidon. Si estimamos el espacio de secuencia como
todas las posibles permutaciones de secuencia en una molécula dada (Eigen,
1992; Kauffman, 1993), el valor tedérico del espacio de secuencia seria
desorbitado (410.000" para un genoma viral de 10 Kb). Sin embargo, a pesar de la
existencia de una cierta continuidad en el espacio de secuencia (Eigen, 1992),
unicamente una pequefia fraccion de los cambios posibles estd presente en las

poblaciones virales.
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valle

Figura 2. Paisaje adaptativo, donde se representa un relieve tipico de picos y valles en base a la

eficacia.

De cualquier manera, los virus de RNA presentan una gran capacidad
para ascender los picos adaptativos, gracias a las altas tasas de mutacion, los
ciclos rapidos de replicacion y los enormes tamafios poblacionales. La
flexibilidad genética y fenotipica de una poblacion viral depende del espectro de

mutantes que presenta, siendo mayor cuanto mayor es el tamafio poblacional.

3.3. El trinquete de Muller y la naturaleza estocastica de la

evolucion viral.

Diversos trabajos muestran que repetidas transferencias de particulas
individuales (cuellos de botella genéticos) provocan en las correspondientes
poblaciones virales una pérdida de eficacia frente a las poblaciones parentales
(Chao, 1990; Duarte et al, 1992; Clarke et al., 1993; Escarmis et al, 1996). Las
poblaciones virales, que son enormemente heterogéneas, sufren como
consecuencia de los cuellos de botella una desviacidon respecto a su secuencia

consenso de partida (figura 1). La acumulacién progresiva de mutaciones
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deletéreas, sin la presencia de mecanismos compensatorios (sexo o
recombinacioén), fue propuesta por Muller en 1964, quien acuii6 el término de
“trinquete”. Las transferencias seriadas de particulas tnicas limitan la
capacidad de optimizacién de las poblaciones y, en consecuencia, provocan un

aumento de los efectos deletéreos del trinquete de Muller.

Los cuellos de botella genéticos desempefian un papel relevante en la
diversificacién genética de los organismos y en la colonizacién de nuevos nichos
ecolégicos. Los cuellos de botella son responsables de los efectos fundadores, es
decir, de la aparicién de un sesgo respecto a las diferencias genéticas entre
poblaciones que derivan de una poblacién original. Los efectos fundadores
pueden ser de gran importancia en la evolucion de las especies (Muller, 1964;

Nei et al., 1975).

La actuacién de la deriva genética en los procesos de transmisién en
cuellos de botella da lugar a la pérdida de polimorfismo (Burton y Feldman,
1981; Nei y Graur, 1984; O’Brien et al, 1985) y a la fijacién de alelos
independientemente de su valor selectivo (Nei, 1587). Los cuellos de botella,
cuando actiian en conjuncidn con un aislamiento geografico, pueden promover
los procesos de especiacién (Powell, 1978, Galiana et al., 1993). Novella et al.
(1995b) y Elena et al. (2001), observaron que el tamafio de transmision puede
modular la eficacia replicativa de los virus y en consecuencia su patogenidad.
En este sentido, en la evolucién de los virus no sélo hay que considerar la
transmisiéon entre hospedadores, sino que también tiene espec1al relevanc1a la
transmisién dentro de cada hospedador, como se ha demostrado en diversos
estudios con el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH) (Cheynier et al.,
1994; Ho et al., 1995; Wei et al., 1995). Bergstrom et al. (1999) muestran que
cuanto méas pronunciado es el efecto de los cuellos de botella, mayor es la
pérdida de la virulencia, siendo esta caida més acentuada en los modelos de
transmisién vertical que en los de transmisién horizontal. Los cuellos de botella
poblacionales pueden ser importantes en la patogénesis del virus HIV-1, porque
algunas diferencias en la capacidad de replicacién del virus en mutantes
resistentes a drogas pueden causar una variacion sustancial en la transmision y

la persistencia (Ibafiez et al., 2000).
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Duarte et al. (1993), trabajando con VSV, muestran que algunas de las
pérdidas de eficacia ocurridas como consecuencia de repetidos cuellos de botella
no pueden revertir, a pesar de llevar a cabo sucesivas amplificaciones masivas
de las poblaciones virales. Por su parte, Escarmis et dl. (1996), en un trabajo
llevado a cabo con el virus de la fiebre aftosa (FMDV) donde se establece un
modo de transferencia particula simple-particula simple, observan que las
pérdidas de eficacia estdn asociadas a la aparicién de mutaciones inusuales,
nunca detectadas en poblaciones naturales. De aqui se deduce que los cuellos de
botella pueden permitir la persistencia de mutaciones que en condiciones
naturales son eliminadas por la seleccién. A pesar de esto, se ha observado que
poblaciones muy debilitadas por la accién de repetidos cuellos de botella,
pueden recuperar eficacia rapidamente después de un cierto nimero de

transferencias masivas (Novella et al., 1995b; Escarmis et al., 1999).

Un estudio reciente de Escarmis et al. (2002) describe la resistencia a la
extincion que presentan diversas poblaciones del virus de la fiebre aftosa
(FMDV) sometidas a repetidos cuellos de botella. La secuenciacién completa del
genoma de estos virus de baja eficacia muestra una agrupacién de mutaciones
en unas regiones concretas del genoma, como posible estrategia para evitar su
extincion, aunque las bases moleculares permanecen ain desconocidas. Estas
observaciones se contraponen a la extincién sistematica de poblaciones de alta
eficacia sometidas a la combinacién de agentes mutﬁgénims e inhibidores
antivirales (Pariente et al., 2001). En condiciones de mutagénesis inducida, se
produciria un incremento de la tasa de mutacién, rebasdndose el umbral de
error, y perdiéndose con ello la capacidad de infeccién de forma irreversible

(Swetina y Schuster, 1982; Sierra et al., 2000; Pariente et al., 2001).

En conclusién, la manipulacién de los tamafios poblacionales
condiciona enormemente los valores de eficacia de las poblaciones virales. En la
naturaleza, pueden ocurrir fenémenos de cuellos de botella, como es el caso del
ciclo de vida de los arbovirus (Novella et al., 1995b), donde se producen

transmisiones ciclicas entre mamiferos y hospedadores artrépodos.
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3.4. Ganancias de eficacia: la Reina Roja y el principio de
Exclusi6én Competitiva.

Las poblaciones virales, sometidas a ambientes constantes, tienden a
ganar eficacia por medio de un proceso de optimizacién competitiva. Las
fluctuaciones ambientales provocan, no obstante, conflictos en los procesos de

adaptacion.

Diversos autores (Clarke et al., 1994; Quer et al., 1996) han llevado a
cabo ensayos de competencia entre dos clones con la misma eficacia relativa de
partida, observando dos tipos de fen6menos que concuerdan con dos teorias
fundamentales de la biologia de poblaciones clasica: una fase de ganancia
absoluta de eficacia en ambas poblaciones (la:Reina Roja, van Valen, 1973)
seguida por una fase donde tiene lugar una exclusién competitiva (Gause, 1964)
(figura 3a). La situacion de partida consta de poblaciones clonales del virus VSV
de aproximadamente la misma eficacia. Existe, por tanto, una cierta simetria en
eficacia entre las poblaciones, y que se mantiene a lo largo del proceso de
seleccion a medida que ambas poblaciones se diriigen hacia valores superiores
de eficacia (figura 3b). Esta fase puede entenderse como una carrera hacia un
punto critico. Las fluctuaciones deberian provocar la ruptura de la simetria de
este proceso de competicién, pero esto es evitado por el cambio constante que se
produce en la eficacia. Asumiendo un paisaje adaptativo suave, ambas
poblaciones van a evolucionar de forma similar durante un periodo de tiempo,
hasta que llegado un momento bien se alcanza un maximo de eficacia, bien
aparece un salto en la eficacia. Una vez ocurre esto, se rompé la simetria
establecida, produciéndose un desplazamiento por parte de una de las

poblaciones a su oponente.

Estas observaciones experimentales son objeto de estudio en un modelo
teérico desarrollado por Solé et al. (1999). Estos autores observan que
efectivamente los procesos de competicién con el disefio anteriormente
expuesto presentan una dinidmica determinista con dos fases claramente
separadas en el tiempo, a pesar de la generacién de mutaciones de manera

continua y aleatoria.
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Figura 3 a) Representacion de la proporcion relativa de los linajes A y B durante un proceso
prolongado de competencia. En un momento dado, A desplaza a B, fijindose de esta forma en la
poblacién, b) Comparacion entre las eficacias de los linajes ancestrales y evolucionados. Se
observa que tanto el linaje ganador (A) como el perdedor (B) han aumentado su eficacia (Clarke

etal., 1994)-

3.5. Umbrales de expresion fenotipica.

La patogénesis viral estd condicionada por los umbrales poblacionales
criticos. Existe una capacidad tamponante por parte del conjunto de mutantes
respecto a la expresion fenotipica, de tal manera que el destino de cada uno de
las variantes virales depende del espectro de mutantes que constituyen la
poblacion (Eigen y Biebricher, 1988). Un clon de VSV de alta eficacia se
convierte en dominante sOlo si estd presente por encima de una proporcion
critica en la poblacion parental (de la Torre y Holland, 1990). De la misma
forma, las vacunas atenuadas de poliovirus pueden incluir variantes virulentas
si éstas se encuentran por debajo de un umbral critico, ya que en esas
condiciones no son capaces de inducir la enfermedad neurolégica en monos

(Chumakov et al., 1991).
3.5.1. Elumbral de error

Un concepto importante en el mundo de los virus es el llamado “umbral
de error”, que se puede entender en base a que la maquinaria replicativa

presenta una fidelidad critica, por debajo de la cual no es posible el
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mantenimiento de la informacién genética, perdiéndose ésta de forma
irreversible (Eigen, 1971; Eigen y Biebricher, 1988). El valor del umbral de error
depende tanto de la complejidad genémica como del grado de superioridad que

presenta la secuencia maestra frente al espectro de mutantes de la poblacion.

Los virus de RNA parecen replicar con una fidelidad muy cercana al
umbral de error. Estudios con genomas de VSV o poliovirus han mostrado que
la acci6n de agentes mutagénicos, que actiian bien sobre las células o bien sobre
las propias particulas virales, son capaces de incrementar Gnicamente de dos a
tres veces la frecuencia de mutacién en unos loci definidos (Holland et al.,
1990). Sin embargo, Pathak y Temim (1992), empleando un vector retroviral en
presencia de 5-azacitidina, muestran un incremento de la tasa de mutacién de
hasta 13 veces. Estas diferencias pueden explicarse asumiendo una tasa de
mutacién menor para los retrovirus o bien una diferencia en la complejidad

gendmica.

A pesar de la enorme variabilidad potencial de los virus de RNA, hay
que sefialar que existen constricciones que limitan esta capacidad. En diversos
estudios, se ha apreciado la abundancia relativa de ciertos tipos de sustituciones
nucleotidicas o aminoacidicas en detrimento de muchas otras (Belsham y
Sonenberg, 1996). La complejidad de las funciones virales y su interaccién con
las funciones celulares serian las responsables de las limitaciones que afectan a
los virus. Ademas, se ha observado incluso limitaciones a priori no esperadas
respecto a sustituciones sinénimas, consecuencia de la 'dciuacién de
constricciones estructurales a nivel del RNA (Diez et al., 1990; Escarmis et al.,
1996). En definitiva, los virus de RNA presentan limitaciones importantes por
motivos tanto estructurales como funcionales, si bien no por ello constituyen,

con diferencia, el conjunto de organismos conocidos con mayor variabilidad.

Asumiendo las limitaciones arriba mencionadas, los virus han de ser
capaces de tolerar las variaciones del entorno para conseguir su adaptacion y
por tanto, su supervivencia. Una estrategia puede consistir en llevar a cabo los
procesos de adaptacién mediante un ndmero relativamente pequefio de
cambios. Este hecho fue observado por Fujita et al. (1996), quienes pusieron de

manifiesto que la adaptacién de un bromovirus (cowpea chlorotic mottled
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virus) a un nuevo hospedador era consecuencia de la sustitucién de un Gnico
codén. Por tanto, a pesar de la potencial plasticidad mostrada por los virus de
RNA, el uso de esta capacidad dependeria no s6lo de las condiciones intrinsecas

del virus, sino también de la situacién ambiental que le rodea.

3.6. Naturaleza determinista de la evolucion de los virus de
RNA

Las poblaciones virales presentan una distribucion estacionaria, que
tebricamente puede abarcar todos los posibles mutantes en una poblacién
infinita. Sin embargo, el comportamiento de las poblaciones virales es a menudo
impredecible. Se ha observado que poblaciones del virus FMDV sometidas a un
ambiente celular constante pueden desplazarse a picos'de alta eficacia o a valles
de baja eficacia siguiendo distintos caminos (Escarmis et al., 1996, 1999). La
contribucién que los organismos hospedadores realizan al caracter impredecible
de los virus se fundamenta en una amplia variedad de constricciones selectivas,
no sélo a nivel de la respuesta inmune, sino también por la variedad de tipos
celulares, de organos con distintas interacciones entre células y por
fluctuaciones en los microambientes donde tiene lugar la replicacién
(temperatura, pH, etc.). Ejemplo de esta situacion es la persistencia que el virus
de la hepatitis C muestra en humanos, donde sigue distintas rutas moleculares

como reflejo probablemente del ajuste a los distintos ambientes (Manzin et al.,
1998).

No obstante, en algunos casos la evolucién viral muestra un
comportamiento altamente reproducible. Quer et al. (1996) observan un
comportamiento predecible, no lineal, durante un proceso de competicién
prolongada de dos clones de VSV en un cultivo celular. Un resultado similar
obtienen Escarmis et al. (1998), durante un proceso de seleccién de variantes
del virus FMDYV frente a la resistencia celular a la infeccién. En este estudio se
observa que, en cinco linajes independientes, los virus seleccionados muestran
dos sustituciones aminoacidicas comunes a lo largo de todo el genoma y no
otras. Cabe esperar que sean limitaciones estructurales y funcionales las que

condicionen la aparicién de convergencias evolutivas.
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En conclusién, la adaptacion de los virus a un ambiente dado depende
no sélo de su propia naturaleza, sino también de una gran cantidad de
parametros ambientales interconectados, que en conjunto dan lugar a procesos

de adaptacion a través de una o varias rutas moleculares.
3.7. Evolucidn viral y estrategias antivirales

La gran capacidad de adaptacién de los virus de RNA supone un desafio
en el diseio de estrategias para combatir su proliferacién. Diversas
metodologias empleadas se han mostrado no completamente eficaces, debido a
la aparicién de variantes capaces de superar esas restricciones (Domingo, 1989;
Holland et al., 1992; Duarte et al., 1994; Novella et al., 1995a; Haynes, 1996). La
generacion continua de mutantes en las poblaciones virales permite que el
fenémeno de aparicién de resistencias tenga lugar en periodos muy cortos. La
utilizacién de vacunas se ha demostrado eficaz en algunos casos, aunque a largo
plazo no puede evitar la aparicién de resistencias. Una estrategia potencial que
no presentaria estos inconvenientes estaria basada en la llamada catastrofe de
error. El hecho de que los virus presenten una fidelidad de replicacién con
valores préximos al umbral de error (Holland et al., 1990; Lee et al., 1997),
podria ser aprovechado para, mediante la induccién externa de mutaciones en
los genomas virales, inducir la pérdida de la integridad genética (Domingo et
al.,, 1992). En consecuencia, este procedimiento constituiria una potente arma
en la lucha contra las enfermedades virales (Eigen y Biebricher, 1988; Eigen et
al., 1988). Diversos estudios han mostrado que el empleo de éSté} estrategia
constituye una alternativa plausible al empleo de vacunas y otros tipos de

terapias (Bebenek et al., 1995; Martin-Hernindez et al., 1996; Pandey et al.,
1996).
3.8. Alternativas al concepto de cuasiespecies

Una diferencia fundamental entre los virus de RNA y los organismos
celulares estriba en el espacio de secuencia que son capaces de explorar y ocupar
como resultado de los errores de la replicacion. Otra caracteristica distintiva de
los virus de RNA, comparados con los organismos celulares, es el enorme
tamafio poblacional que presentan en relacion a su complejidad genética. En

muchas poblaciones virales estin potencialmente presentes una gran cantidad
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de mutantes (Domingo y Holland, 1988; Eigen y Biebricher, 1988; Temim,
1993). Sin embargo, en cualquier generacién de un organismo celular sélo una
diminuta fraccién de todos los posibles mutantes puede presentarse. Esta
diferencia podria explicar la gran capacidad de adaptaci6n de los virus de RNA,
y respaldaria en cierta manera el concepto de cuasiespecies como descriptor de
los virus de RNA.

El concepto de cuasiespecies ha constituido la base sobre la cual se ha
sustentado la investigacion de las dinamicas virales en el campo de la virologia
moderna. Sin embargo, también se han levantado voces proponiendo
explicaciones alternativas al particular comportamiento que exhiben los virus de
RNA.

En un trabajo reciente, Holmes y Moya (2002) discuten la posibilidad
de aplicar un punto de vista estrictamente genético poblacional al estudio de las
poblaciones virales y a la interpretacién de los resultados obtenidos. Segiin estos
autores, si bien es obvio que los virus se caracterizan por presentar una rapida
evolucién, esto no implica que estos organismos deban estar sujetos a procesos
evolutivos diferentes a los del resto de seres vivos. La evidencia fundamental a
favor de las cuasiespecies es la alta variabilidad de los virus de RNA, pero esto
no tiene porqué ser definitivo, sino que esta enorme variabilidad puede también
interpretarse a partir de un modelo en el cual la mutacién y la seleccién

actuarian exclusivamente sobre los genomas virales a nivel individual.

La estabilidad de las secuencias consenso es a priori un argufnento a
favor de las cuasiespecies. En esta situacién, los paisajes adaptativos con picos
de alta eficacia y valles de eficacia baja describen el comportamiento de las
poblaciones virales, donde el genoma de mayor eficacia (la secuencia maestra)
no sufre cambios a pesar de las altas tasas de mutacién. La poblacién viral
constituye en este contexto una estructura cooperativa donde las particulas
individuales no tienen la capacidad de mantener los cambios que sufren
continuamente (Domingo et al., 1978; Steinhauer et al., 1989). Es en este punto
donde Jenkins et al. (2001) introducen la relevancia que puede tener la
neutralidad en la evolucién viral. La presencia de cambios neutrales (sinénimos

y no sinénimos) implica que el niimero de secuencias préximas al miximo de
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eficacia puede exceder el tamafio poblacional del propio virus, con lo que la
poblacién viral serfa incapaz de ocupar todo el espacio de secuencia en torno a
la secuencia maestra, entrando en juego la deriva genética. La secuencia
consenso, a pesar de la actuacién de la deriva, podria mantener su estabilidad
por el efecto que la seleccién estabilizadora ejerceria sobre esta secuencia de
eficacia superior. Por tanto, el mantenimiento de la secuencia consenso no
representaria en absoluto una prueba tajante de la existencia de las

cuasiespecies.

Hasta la fecha, hay muy pocos estudios acerca del nimero real de sitios
neutrales que se pueden presentar en los genomas virales. Jenkins et al. (2001)
han observado un nimero relativamente elevado de sitios neutrales, y por ende
la actuacién de la deriva, poniendo en tela de juicio la concepcién de
cuasiespecies. No obstante, numerosos trabajos han seflalado también las
diversas constricciones que limitan la variabilidad de los virus de RNA, tanto a
nivel funcional como estructural (Diez et al., 1990; Belsham y Sonenberg, 1996;
Escarmis et al., 1996). '

Estudios recientes han encontrado pruebas que apoyan la teoria de las
cuasiespecies. Burch y Chao (2000), en un intento por confirmar una prediccién
teérica previa (Schuster y Swetina, 1988), obtienen una clara evidencia
experimental a favor de las cuasiespecies. Estos autores observan que dos
poblaciones del fago ®6 procedentes de una misma poblacién ancestral,
evolucionan a distintas tasas y hacia méximos de eficacia diferentes. La
distribucién de mutantes difiere entre ambas poblaciones, de tal manera que
una poblacién A, que evoluciona hacia un méaximo superior, contiene en su
distribucién numerosas mutaciones ventajosas, mientras que la poblacién B,
que evoluciona hacia un méximo mas bajo, se caracteriza por presentar
Uinicamente mutaciones deletéreas en su distribucién. Estos autores postulan la
existencia de un valle de eficacia que separa las poblaciones A y B; esto explica
las diferencias en la capacidad para evolucionar, consecuencia de su proximidad
a los distintos picos de magnitudes diferentes. En conclusién, la evolucién
parece estar limitada por otro factor, la robustez mutacional, ademés de la

capacidad para generar variacién genética.
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Otra prueba que apoya el concepto de cuasiespecies es la obtenida por
Wilke et al. (2001). Estos autores emplean organismos digitales para explorar la
situacién real en un sistema biolégico distinto. La teoria de las cuasiespecies
predice que bajo unas condiciones apropiadas (alta presién mutacional), una
mutacién que confiere una tasa de replicacién menor puede fijarse en una
poblacién, siempre que exista robustez mutacional. De este modo, un organismo
con una alta tasa de replicacion, que ocupa un pico elevado y estrecho en el
paisaje adaptativo, puede ser desplazado por un organismo presente en un pico
mas bajo pero méas aplanado. Wilke et al. (2001) demuestran que efectivamente
los organismos que replican més rapidamente, bajo elevadas tasas de mutacién,
pueden ser desplazados por organismos que replican mas lentamente, pero que
disponen de un espectro mutacional mas robusto. Se puede considerar, por
tanto, que las altas tasas de mutacién, tipicas de los virus de RNA (Drake et al.,
1998; Drake y Holland, 1999), generan una presién selectiva que favorece la

robustez (Wagner y Stadler, 1999).

Un argumento crucial a favor de las cuasiespecies es la imposicién de
poblaciones con bajos picos de eficacia frente a otras con picos de eficacia
superiores. Si asumimos una poblacién A bien adaptada, situada en un pico de
eficacia superior al de una poblacién B, la imposicién de la poblacién B podria
ser explicada por la naturaleza de las cuasiespecies, como se ha discutido
anteriormente. Sin embargo, este fenémeno podrfa explicarse también en base a
la aparicién de interacciones epistaticas. La presencia de epistasis podria
provocar el salto a nuevos picos de eficacia, aunque con ciertas limitaciones.
Hay un factor importante a tener en cuenta, la varianza de la frecuencia de
mutacion. Si este factor es lo suficientemente elevado como para promover la
aparicion de interacciones epistéticas, la imposicién de poblaciones de baja
eficacia podria ser explicada sin necesidad de recurrir al concepto de

cuasiespecies.

En definitiva, estudios recientes muestran evidencias tanto a favor como
en contra del concepto clasico de cuasiespecies, y tal vez sea la fusién de las
distintas visiones la que nos permita obtener una teoria més globalizada. El
argumento de Holmes y Moya (2002) abre una puerta hacia una nueva

concepcién del mundo de los virus de RNA, pero todavia son muchas las
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lagunas del conocimiento y al menos a corto plazo, parece dificil discernir hacia

donde se dirige la investigacién en este campo.
4. Rabdovirus

Los virus de la familia Rhabdoviridae conforman el grupo de virus més
ampliamente distribuido en la naturaleza. Los rabdovirus infectan a vertebrados
e invertebrados, asi como a muchas especies de plantas. De entre las
enfermedades més importantes qlie pfoVoéan, destaca sobremanera la rabia,
aunque también causan otras enfermedades de importancia a nivel econémico,
afectando a numerosas especies de vertebrados, tanto terrestres como marinos.
El resto de especies de rabdovirus conocidas es transmitido a vertebrados y

plantas a través de vectores artré6podos.

Los virus de la familia Rhabdoviridae capaces de infectar a mamiferos,
incluyendo a humanos, se clasifican en dos géneros: el género Vesiculovirus,
donde destaca el virus de la estomatitis vesicular (VSV), y el género Lyssavirus,

que incluye a toda una serie de virus relacionados con el virus de la rabia.
4.1. El virus de la estomatitis vesicular (VSV)

VSV puede dividirse en dos especies antigénicamente distintas o
serotipos, llamados VSV-Indiana y VSV-New Jersey, infectando tanto a insectos
como a mamiferos. Este virus causa generalmente enfermedades de caréacter
leve en ganado y cerdos. En humanos, se han observado algunos casos,

)
.

presentandose una sintomatologia similar a la gripe.

La figura 4 muestra un diagrama esqueméatico del profofipo de los
rabdovirus, el VSV, mostrando la distribucién de los componentes principales.
También se representa el orden génico del genoma de RNA, asi como las
distintas proteinas codificadas. La forma y tamafio de la particula, 180 nm de
longitud y 75 nm de anchura, es tipica de todos los rabdovirus, excepto algunos
viriones de plantas, que son baciliformes y casi del doble de tamafio (Jackson et

al., 1987).
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Figura 4. Representacién esquematica de la morfologia del virus VSV. Se muestran los dos
componentes estructurales principales: la nucleocapsida (RNP), que contiene RNA de cadena
sencilla recubierto por la proteina N, junto con las proteinas Ly P, y la bicapa lipidica asociada
con otras dos proteinas, la proteina integral glicosilada (G), que atraviesa la bicapa, y la proteina
periférica de la matriz (M), que se adhiere a la superficie interna de la membrana, uniéndose a la
RNP. En la parte inferior se muestra el orden génico del genoma de VSV, con distintos simbolos

para cada una de las proteinas que se expresan.

4.2. Nivel estructural

Los viriones de los rabdovirus estdn compuestos por dos componentes
principales a nivel estructural: una nucleocapsida o ribonucleoproteina (RNP) y
una cubierta en forma de bicapa lipoproteica intimamente unida a la

nucleocépsida (figura 4).

El componente infeccioso del VSV y de todos los rabdovirus es el RNP.
El genoma del VSV-Indiana consta de una sola cadena de RNA no segmentado
que contiene 11161 nucledétidos (Rose y Schubert, 1987). El RNA gendémico es de
sentido negativo, por lo que requiere de su propia RNA polimerasa para llevar a
cabo la transcripcion del RNA mensajero de cadena positiva (Baltimore et al,
1970). El genoma de RNA estd intimamente revestido por la proteina N, que
consta de 422 aminoacidos (Gallione et al., 1981). Asociadas a esta estructura,
se encuentran las proteinas L y P. Se ha demostrado que la conjuncion de las
proteinas L, Py N constituyen la transcriptasa viral (Emerson ef al., 1975). El
gen de la proteina L representa el 60% del genoma de VSV (6380 nucledtidos)

mientras que el gen P (822 nucleotidos) codifica para una proteina de 222
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aminoAacidos.

La membrana del VSV esta compuesta por lipidos y proteinas al 50%
(Clark et al., 1994). Los lipidos proceden de la célula, aunque se presentan en
distintas proporciones a los de las membranas celulares. La membrana del VSV,
asi como de todos los rabdovirus, contiene dos proteinas: una orientada al
exterior, la glicoproteina G, y la proteina M, que se dispone hacia el interior de
la membrana del virién (Pal y Wagner, 1987). La proteina G es el principal
determinante antigénico responsable del reconocimiento celular (Wagner,
1987). La proteina M parece desempefiar la funcién de molécula puente
encargada de anclar la nucleocipsida a la membrana donde esta insertada la

proteina G (Chong y Rose, 1993).
4.3. Proceso de infeccion

La figura 5 esquematiza el ciclo de infeccién de los rabdovirus, donde
podemos diferenciar los siguientes procesos: adsorcién, penetracién,
desencapsidacién, transcripcién, traduccién, procesado, replicacién, ensamblaje

y liberacién.

La infeccién de los rabdovirus se inicia al producirse el anclaje del virus
a un receptor fosfolipidico de la superficie celular (fosfatidilserina), gracias a la
actuacién de la glicoproteina G. A continuacién, se produce la penetracién y
acto seguido tiene lugar el proceso de desencaﬁsidacién o eliminacion de la
envuelta. La proteina G cataliza una reaccion de fusion de la memb';ana celular
con la membrana del virién, liberandose el contenido del virus en el citoplasma
y continuando de esta forma el proceso de infecciéon (Matlin et al.; 1982). El
genoma de RNA de los rabdovirus es de polaridad negativa, por lo que no es
capaz de codificar proteinas hasta que no se ha producido su transcripciéon a
RNA mensajeros (RNAm) por la accién de una RNA polimerasa propia del virus

(Baltimore et al., 1970).

La transcripcibn comienza produciendo un RNA lider de 48
nucleétidos, seguido por la sintesis secuencial de los RNAs mensajeros

individuales que codifican para las proteinas N, P, M, G y L (figura 5).
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Figura 5. Cielo de infeccion del VSV, donde se muestra cada una de las distintas etapas: I.
Adsorcion, II. Penetracion, III. Desencapsidacion, IV. Transcripcion, V. Traduccion, VI

Procesado, VIL Replicacion, VIII. Ensamblaje, IX. Liberacion.

Posteriormente, tiene lugar la traduccion y el procesado de los
productos proteicos. A diferencia de la transcripcion, el proceso de replicacion
requiere de la actuacion de las proteinas virales Ny P (Wertz et al, 1987;
Baneijee y Barik, 1992). Estas dos proteinas, en asociacidon con la proteina L,
constituyen el complejo encargado de llevar a cabo la replicacién, donde se
pueden distinguir dos sucesos que ocurren secuencialmente: en primer lugar, la
sintesis de varias cadenas completas de RNA positivo complementaria al
genoma parental, seguido por la produccion de los RNAs completos de cadena
negativa, que constituiran la progenie del virus. Finalmente, las proteinas de
nueva sintesis N, Py L, se asocian en el citoplasma con los RNAs nacientes para
formar las ribonucleoproteinas. La proteina M juega un doble papel, por un lado

en la asociacion de los componentes de la nucleocapsida en el citoplasma, y por
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otro en la unién de las RNPs a la membrana como paso previo al proceso de
liberacién de los virus (Newcomb et al., 1982). La proteina G también presenta
un papel esencial en el proceso de ensamblaje, aunque no tanto en la liberacién
de los virus (Schnitzer et al., 1979). El modelo que se baraja en la actualidad
prevé la unién de las nucleocipsidas condensadas a las regiones de la
membrana celular ricas en las proteinas M y G. A continuacién, interacciones
entre las proteinas G y M con las nucleocipsidas producen presumiblemente el
recubrimiento de las particulas y la posterior liberacién (Lyles et al., 1992), con

lo que finaliza el ciclo de infeccién.

En las preparaciones de laboratorio de todos los rabdovirus,
particularmente donde se llevan a cabo infecciones sin dilucién, es bastante
habitual la aparicién de las llamadas particulas truncadas o DIs (“defective-
interfering”); estas particulas presentan la misma anchura, pero s6lo del 20 al
50% de la longitud de los viriones infecciosos estandar. El hecho de que estas
particulas presenten deleciones de entre el 50 y el 80% del genoma provoca que
no sean infecciosas, a pesar de que constan del mismo complemento de
proteinas y de lipidos (Holland, 1987). Hay dos tipos fundamentales de
particulas DIs. Uno de ellos es el llamado DI 5°, donde las particulas son
transcripcionalmente inertes, excepto por la sintesis de un pequefio RNA de 46
nucleétidos. Estas DIs presentan deleciones desde el 50 hasta el 80% del
extremo 3’ del genoma y sblo tienen la capacidad de replicar si van
acompaiiados de otra particula viral infecciosa en el interior de la célula. El otro
tipo es menos frecuente y se conoce como DI 3’, presentando deleciones en
torno al 50% del extremo 5'. Estas particulas pueden transcribir los mensajeros
de los cuatro genes que no estan incluidos en la delecién (figura 4). Ambos tipos

de particulas interfieren en la replicacion de los virus.

21






Objetivos







OBJETIVOS

¢ Caracterizaciéon molecular de las poblaciones virales. Miralles et al. (1999a),
llevaron a cabo la demostracién experimental de la actuacién del proceso de
interferencia clonal en las poblaciones virales. A partir de las muestras
obtenidas en este estudio, se abordé la secuenciacion completa del genoma de
VSV, con objeto de establecer una correlacion entre los cambios acaecidos a

nivel de secuencia y las eficacias obtenidas.

¢ Estudio del efecto del fendmeno de migracion en las poblaciones virales. Para
ello, se plante6 un disefio experimental préximo a la situacién real que se
presentaria en un hospedador multicelular: se utiliz6 un ambiente
heterogéneo, asi como diversas tasas de migracion que abarcaran un rango lo
suficientemente amplio. Mediante esta aproximacién experimental, se intenta
evaluar el efecto que pueden tener los procesos de migracién a nivel de
hospedador, entre los distintos 6rganos o tejidos, como mecanismo de

dispersion en las infecciones virales.

¢ Analisis del coste asociado a la adquisicion de resistencias a antivirales. Los
tratamientos con antivirales a menudo dan lugar a la aparicién de variantes
resistentes, que suelen pagar un coste a nivel de eficacia. Sin embargo, a
medida que evolucionan las poblaciones resistentes en presencia de
antivirales, el coste puede desaparecer por la aparicién de cambios que
incrementen la eficacia de estas poblaciones. En nuestro trabajo, se pretende
analizar la aparicién de ese coste. Ademés, también se pretende observar la

aparicién de procesos compensatorios.
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CAPITULO I: BASES MOLECULARES DE LAS CONVERGENCIAS ADAPTATIVAS

1.1 Divergencia evolutiva de las poblaciones sexuales

y asexuales

En poblaciones sexuales, las mutaciones beneficiosas que ocurren en
distintos linajes pueden recombinar dentro de un unico linaje. En poblaciones
asexuales, sin embargo, los clones que transportan distintas mutaciones
beneficiosas compiten los unos con los otros y por tanto, interfieren con el

proceso esperado de progresion hacia la fijacion de una mutacidon dada.

Tamaifio poblacional grande

Sexual

Asexual

Tamaifio poblacional pequeiio

Figura i. Representacion esquematica del proceso de fijacion de mutaciones en poblaciones

sexuales y asexuales, tanto para pequefios como para grandes tamafios poblacionales.

La figura 1 nos permite observar las distintas dindmicas evolutivas que
exhiben las reproducciones sexual y asexual: suponemos tres mutantes A, By C,
que presentan distintas ventajas selectivas en el orden A>B>C. Si los tres
mutantes aparecen en una poblacidén asexual, unicamente A acabara fijandose,
mientras que B y C se perderan. Solo una vez que A haya aumentado su
frecuencia considerablemente sera probable que otro mutante, en este caso B,

emerja sobre el fondo genético de A, apareciendo el mutante AB, y lo mismo

23



CAP{TULO I: BASES MOLECULARES DE LAS CONVERGENCIAS ADAPTATIVAS

ocurrira posteriormente con el mutante C. Por tanto, el proceso de fijacién de
mutaciones en una poblacién asexual es secuencial, mientras que en una
poblacién sexual puede ser simultaneo, por efecto de la recombinacién. Estas
diferencias, que no son muy significativas para tamafios poblacionales
pequefios, se acrecientan enormemente en el caso de tamafios poblacionales
grandes, de tasas de mutacién elevadas y de reducidas ventajas selectivas de las

mutaciones.
2.1 El modelo de interferencia clonal

Las poblaciones asexuales se adaptan a su ambiente por la aparicién y
subsiguiente aumento en la frecuencia de mutaciones beneficiosas. En ausencia
de recombinacién, una poblacién debe incorporar mutaciones beneficiosas de
forma secuencial (Fisher, 1930; Muller, 1932, 1964; Crow & Kimura, 1965). En
consecuencia, en el caso de poblaciones de gran tamafio el tiempo requerido
para que una mutacién beneficiosa se fije debe ser considerable; es mas, las
mutaciones permanecerian a baja frecuencia durante un gran periodo de tiempo
(Lenski et al., 1991). Es en este intervalo donde otra mutacién beneficiosa puede
aparecer en la poblacién, y la naturaleza asexual de esta poblacién condiciona la
competencia entre ambos genotipos, de tal manera que se ralentiza el proceso
de fijacién de la primera mutacién, llegandose incluso a su eliminacién. Este
proceso, conocido como “interferencia clonal” (Gerrish & Lenski, 1998), entrafia

consecuencias relevantes para la evolucién de las poblaciones asexuales. "fl

Fue Muller (1932, 1964) el primero en articular la idea de que la fjj épién
de las mutaciones beneficiosas se veria afectada por la competencia con nuevas
mutaciones beneficiosas emergentes. Gerrish y Lenski (1998) resaltan este
fenémeno, bajo tratamiento tedrico. En las primeras generaciones, una
mutacion beneficiosa puede perderse como consecuencia de sucesos aleatorios
de muestreo o deriva. En contraposicién con estos sucesos de deriva, que
aparecerian en las primeras generaciones, la pérdida debida a interferencia
clonal es méas probable en etapas tardias, con lo que ambos procesos pueden ser

considerados de forma independiente.

Segtin el modelo de Gerrish y Lenski (1998), bajo la asuncién de

tamafios poblacionales grandes, elevadas variaciones en la tasa de mutacién
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beneficiosa implican poco efecto en la tasa de sustitucion de la poblacion (figura
2). Matematicamente, se observa que la tasa de evolucion adaptativa (dw/dt) se
aproxima a un valor maximo a medida que aumenta el tamafio poblacional (iV).
En otras palabras, la evolucion de las poblaciones asexuales presenta una

especie de velocidad limite impuesta por la interferencia clonal.

-10

0

-10

Log N

Figura 2. Representacion de la tasa de evolucion adaptativa (dw/dt) frente al tamafio

poblacional (N), a distintos valores de tasa de mutacion (/1).

4
La competencia entre clones que presentan distintas mutaciones

beneficiosas puede desempefiar un importante papel en la dindmica evolutiva
de las poblaciones asexuales. La intensidad de la interferencia clonal entre
mutaciones beneficiosas se incrementa dramdaticamente con el tamafio
poblacional y la tasa de mutacion. Como consecuencia de esto, la probabilidad
de fijacion de una mutacién beneficiosa dada es una funcidon decreciente del

tamafio poblacional y de la tasa de mutacidon conjuntamente.

Las sustituciones aparecen como sucesos raros Yy puntuales,
independientemente de la frecuencia con que aparecen mutaciones
beneficiosas. En poblaciones asexuales puede ser bastante comun la presencia

de mutaciones beneficiosas que alcanzan de forma transitoria una frecuencia
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relativamente alta, pero que no llegan a la fijacién. Algunos de estos
polimorfismos transitorios pueden conducir a un efecto “leapfrog”, en el que el
genotipo mayoritario en un momento dado puede estar mas cercano al genotipo

ancestral que no al inmediatamente anterior (figura 3).

sustitucion secuencial

ab —— Ab — AB

“leapfrog”
Ab

;aB

Figura 3. Representacidn filogenética del fen6meno “leapfrog” en comparacién con un proceso

de sustitucién secuencial.

El modelo presentado por Gerrish y Lenski (1998) asume que los efectos
mutacionales beneficiosos siguen una distribucion exponencial, lo que parece
una buena aproximacién teniendo en cuenta que lo més razonable es la
presencia de muchas mutaciones de pequefio efecto frente a un ntimero muy

reducido de gran efecto (Orr, 1998).

Este modelo asume que el progreso de una mutacién beneficiosa no se
ve afectado por la presencia de mutaciones beneficiosas inferiores, ya que no
son capaces de excluir a la mutacién de mayor efecto. Atn asi, debido a que la
ventaja selectiva frente a estas mutaciones serd menor que frente al genotipo
ancestral, cabe esperar que se prolongue el tiempo requerido para la fijacién de

una mutacién beneficiosa dada.
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Muller (1964) alude al concepto de interferencia clonal en relacién a la
ventaja evolutiva del sexo. Seglin este autor, la evolucién adaptativa de las
poblaciones asexuales no resulta eficaz, puesto que una importante fraccion de
las mutaciones beneficiosas puede perderse por efecto de la competicién con
mutaciones beneficiosas alternativas. Este inconveniente seria solucionado por
la accion del fenémeno de recombinacién, que proporciona una ventaja
evolutiva al sexo. Maynard Smith (1968) critica las conclusiones obtenidas por
Muller, ya que se basan en el supuesto erréneo de que las mutaciones son
sucesos Unicos. Para ello, Maynard Smith (1968) emplea modelos de sistemas
sexuales y asexuales, en los que obtiene la misma tasa de evolucién adaptativa
bajo unas condiciones en las que las mutaciones son tratadas como sucesos

recurrentes.

El incremento en la tasa de mutacién apenas cambia la tasa de
adaptacién de poblaciones grandes, por efecto de la interferencia clonal (figura
2). La trayectoria de la eficacia media de una poblacién asexual seria puntuada,
con cortos periodos de rapido y elevado incremento, seguidos de largos periodos
de éxtasis, independientemente del tamafio de la poblacién o de su tasa de

mutacion.

Holmes et al. (1992) describe la evolucién molecular de una poblacién
del virus de la inmunodeficiencia adquirida (HIV) En este trabajo se evidencia
que ciertas mutaciones alcanzan transitoriamente frecuencias relativamente
elevadas, seguido de procesos de disminucién en su frecuencia. Ademés,
también se observa un efecto “leapfrog” en el que el tipo mayoritario en un
momento dado no procede del genotipo mayoritario inmediatamente anterior
(figura 3). En consecuencia, Holmes et al. (1992) concluyen que los cambios en
las poblaciones virales no suceden por la sustitucién de una variante viral por
otra, sino que dependen de la interaccién entre las distintas lineas evolutivas

presentes.

También es de especial importancia el considerar que la extincion de
ciertas variantes no se produce Gnicamente por la presencia de mutaciones
superiores, sino que la influencia del sistema inmune del organismo hospedador

puede desempefiar un importante papel, condicionando la respuesta de los virus
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a situaciones cambiantes en el ambiente. Ain asi, la asexualidad puede
traducirse en importantes consecuencias dinimicas sobre la patogénesis viral.
Este es el caso del efecto “leapfrog”, que necesariamente incrementa la distancia
genética entre los tipos mayoritarios sucesivos, facilitando de este modo la

evasion del pat6geno a la respuesta inmune.

La interferencia clonal no es el Gnico factor que dificulta la fijacién de
mutaciones beneficiosas en poblaciones asexuales. Un efecto similar puede ser
causado por el trinquete de Muller (1964), segiin el cual en poblaciones
asexuales pequeflas existe una tendencia a la acumulacién de mutaciones
deletéreas. El destino de una mutacién beneficiosa esta determinado no sélo por
su propia ventaja selectiva, sino también por la desventaja selectiva de cualquier
mutacién deletérea a la que esté ligada (Manning & ‘Thompson, 1984; Peck,
1994). El proceso de fijacién de una mutacién beneficiosa supone la aparicién
de un dréstico cuello de botella, ya que tiene lugar a partir de un genoma tnico.
En conclusién, una mutacién beneficiosa puede considerarse ventajosa sélo si
su beneficio es capaz de compensar la dréstica reduccién en el tamafio
poblacional efectivo causada por su fijacién y la acentuacién asociada del
trinquete de Muller. La integracion de estos modelos sobre los efectos de las
mutaciones deletéreas (Manning & Thompson, 1984; Peck, 1994), junto con los
tratamientos de Gerrish y Lenski (1998), puede constituir una valiosa
contribucién en la comprensién de la dinamica- evolutiva de los sistemas

asexuales.

3.1 Comprobacién experimental del modelo de

interferencia clonal

Las predicciones del modelo de Gerrish y Lenski han sido demostradas
experimentalmente tanto en bacterias (de Visser et al., 1999) como en virus de
RNA (Miralles et al, 1999a), habiéndose comprobado de esta forma la

influencia que puede tener en la determinacién de la tasa de adaptacion de

organismos asexuales.

Los resultados obtenidos por Miralles et al. (1999a) proporcionan una

clara evidencia de la actuacién del fenémeno de interferencia clonal en las
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poblaciones virales. A partir de estos resultados, es posible la inferencia de una

serie de propiedades acerca de la evolucién adaptativa en los virus de RNA.

La primera conclusién que se extrae del trabajo de Miralles et al.
(1999a) consiste en que las sustituciones adaptativas aparecen como sucesos
raros y discretos, independientemente de la tasa de mutacién o del tamafio
poblacional. Ademas, estas sustituciones no son la consecuencia de una sola
mutacién, sino que representan el resultado final de varios procesos de

competicién entre mutaciones.

En segundo lugar, para poblaciones cuyo tamaifio se encuentra en un
rango de medio a grande, la tasa de incremento de la eficacia apenas se ve
afectada por cambios en la tasa de mutacién o en el tamafio poblacional. En
otras palabras, cuando las tasas de mutacién son ya de por si elevadas, cambios
en estas tasas suponen un efecto muy pequeflo sobre la capacidad adaptativa.
De este modo, una reduccién de la tasa de mutacién no conlleva necesariamente

una pérdida de la capacidad adaptativa.

Finalmente, el trabajo de Miralles et al. (1999a) permite extraer como
conclusion que las poblaciones residentes se protegen de las invasoras en base
simplemente a su ventaja numérica. Un clon de VSV de alta eficacia que se
encuentra en baja frecuencia en una poblacién de clones de menor eficacia,
puede ser desplazado por los competidores de 'baja eficacia (de la Torre &
Holland., 1990). Por el contrario, si este clon se encuentra a una frecuencia por
encima de un cierto umbral, serd capaz de desplazar a los variantes de baja
eficacia en la poblacion residente (Holland et al., 1991). Esta observacion tiene
una facil explicacién segln el modelo de interferencia clonal: si un clon de alta
eficacia se encuentra presente inicialmente a frecuencias muy bajas, es probable
que las mutaciones beneficiosas que aparezcan en los genotipos méas frecuentes
mejoren su eficacia e interfieran con este clon, provocando finalmente su
eliminacién de la poblacién residente. Si la frecuencia inicial del clon de alta
eficacia es elevada, este clon incrementaré su frecuencia en la poblacién antes
de que los variantes de baja eficacia hayan tenido la posibilidad de incorporar
mutaciones beneficiosas, y por tanto como resultado final se producird la

fijaci6n del clon de alta eficacia. La existencia de este umbral de frecuencia en la
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dominancia impone un grado de incertidumbre en la evolucion de las dindmicas

virales.
4.1 Extensiones del modelo de interferencia clonal

Gerrish y Lenski (1998) demuestran que la interferencia clonal
incrementa el tiempo medio entre los sucesos de fijacion, y por tanto disminuye
la tasa de sustitucion adaptativa. La tasa de sustitucién no aumenta a medida
que lo hace la tasa de mutacion, sino que tiende asintdticamente hacia un
maximo. La interferencia clonal puede imponer una velocidad limite en la tasa

de adaptacion de poblaciones asexuales.

Orr (2000) encuentra que la tasa de adaptacion no tiende a un valor
maximo asintoético al aumentar la tasa de mutacidén, sino que apareceria un
maximo transitorio (figura 4). La tasa de mutacién que maximiza la tasa de
adaptacion depende unicamente de la fuerza de la seleccion contra las
mutaciones deletéreas.

. .
2 ln..lT—r—'lp—r—\—r—rrjpr__l“\ b ottt o

[N R R B

18 ‘ o teorico
: L e observado

1.6
1.4 "

1.2

1 | " * >

1 0" 1

T WOHQERE W & =

08 : . fi—A—1 J___i B VR T SO ROV 2 B | ! ll
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Tasa de mutacidén

Figura 4. Representacion de la tasa de sustitucion frente a la tasa de mutacion. Los valores
teoricos son los obtenidos al emplear las ecuaciones de Orr, mientras que los observados son los

procedentes de las simulaciones de ordenador.

El modelo de Orr (2000) asume que los coeficientes de seleccidon para

las mutaciones beneficiosas son mds bajos que para las mutaciones deletéreas
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(Hartl & Taubes, 1996; Orr, 1998). Bajo estas condiciones, la evolucién
adaptativa estd limitada esencialmente a aquellas mutaciones favorables que

aparecen en genomas libres de mutaciones deletéreas (Fischer, 1930; Peck,

1994; Barton, 1995).

La adaptacién alcanza el maximo valor asumiendo un valor intermedio
de la tasa de mutacién. La razén para esto estriba en que la tasa de mutacién se
desplaza por una zona en la que se maximiza el niimero efectivo de mutaciones
favorables, pero se mantiene atn el de deletéreas en un niimero bajo. Cuando la
tasa de mutacién estd por encima del 6ptimo, hay demasiadas mutaciones
deletéreas, por lo que se presentan muy pocos genomas libres de mutaciones.
Cuando por el contrario, la tasa de mutacion esta por debajo del 6ptimo, el
nimero de mutaciones favorables es demasiado pequefio para poder aprovechar
la ventaja de los genomas libres de mutaciones, con lo que se ralentiza la
adaptaciéon. A efectos de estas aproximaciones, la tasa de mutacién en
poblaciones asexuales es independiente del tamafio poblacional, y se asume que

se presenta un equilibrio mutacién-seleccién.

El modelo de Orr parte de una importante simplificacién: las
mutaciones favorables tienen destinos independientes, es decir, se ignora la
interferencia clonal (Gerrish & Lenski, 1998), la cual si puede tener relevancia
en el caso de tamafios poblacionales grandes. De cualquier manera, la inclusién
del fenémeno de interferencia clonal no altera los resultados obtenidos en el
trabajo de Orr, ya que este fenémeno no puede por si mismo ést;{blecer una
velocidad limite de la adaptacién. Las constricciones a esta velocidad se
encontrarian determinadas por las mutaciones deletéreas y no por las

favorables.
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ABSTRACT

Characterizing the molecular basis of adaptation is one of the most important goals in modern evolution-
ary genetics. Here, we report a fullgenome sequence analysis of 21 independent populations of vesicular
stomatitis ribovirus evolved on the same cell type but under different demographic regimes. Each demo-
graphic regime differed in the effective viral population size. Evolutionary convergences are widespread
both at synonymous and nonsynonymous replacements as well as in an intergenic region. We also found
evidence for epistasis among sites of the same and different loci. We explain convergences as the conse-
quence of four factors: (1) environmental homogeneity that supposes an identical challenge for each
population, (2) structural constraints within the genome, (3) epistatic interactions among sites that create
the observed pattern of covariation, and (4) the phenomenon of clonal interference among competing
genotypes carrying different beneficial mutations. Using these convergences, we have been able to estimate
the fitness contribution of the identified mutations and epistatic groups. Keeping in mind statistical
uncertainties, these estimates suggest that along with several beneficial mutations of major effect, many

other mutations got fixed as part of a group of epistatic mutations.

ON‘E of the main tasks in evolutionary biology is to
measure the forces operating in populations, not

only by statistical inference, but by bringing together
evidences from population genetics and functional biol-
ogy (LEwoNTIN 2000). To show which molecular changes
are responsible for differences in fitness, we need an ap-
propriate experimental setup, i.e., an experimental pop-
ulation of sufficient size and appropriate time periods
where small selection intensities can be detected. RNA
viruses meet both conditions. They reach population
sizes as high as 10" after just a few hours of replication
in fully susceptible cell cultures. Their evolution can be
followed by sampling evolving populations every day or
even more often if desired.

Here, we explore the molecular basis of viral adapta-
tion to cell culture by characterizing the molecular changes
that occurred during the experimental evolution of two
competing populations of the ribovirus vesicular stoma-
tits virus (VSV; MIRALLES et al. 1999). In previous work,
we confirmed the role played by clonal interference in
the evolution of VSV (MIRALLES et al. 1999, 2000). Clonal
interference is a phenomenon characteristic of rapidly
evolving asexual populations (GERRISH and LeNskr 1998).
As a consequence of high mutation rates and large pop-
ulation sizes, beneficial mutations arise in different co-
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existing lineages. The lack of recombination precludes
the possibility that two beneficial mutations combine in
the same genotype and, therefore, coexisting beneficial
mutations compete with each other to become fixed in
the population. Consequently, only the best possible
candidate will become fixed and all alternative benefi-
cial mutations of smaller effect will be outcompeted.
The larger the population size or the mutation rate, the
more beneficial mutations may coexist and, thus, the
more intense clonal interference will be. In our previous
work, we tested two specific predictions of this model:
(1) A positive correlation exists between the magnitude
of the fixed beneficial effect and the population size
(MIRALLES ¢t al. 1999) and (2) the rate of adaptation is
not linearly proportional to the availability of beneficial
mutations but a diminishing-returns effect exists (Mir-
ALLES et al. 1999, 2000).

Our results are interesting in two ways. First, they ex-
tend previous observations, on other viral systems, about
the extent of convergent evolution under constant envi-
ronmental conditions. Convergent evolution indicates
the existence of constraints in RNA virus evolution. Sec-
ond, we show how epistasis among nucleotide sites mod-
ulates genomic divergence of experimental viral popu-
lations. We made an attempt to assign fitness effects to
each observed substitution. As a result, we have been able
to identify five statistically significant beneficial changes.
Four of these changes arose at the protein involved in
recognition of the cellular receptor. The fifth positively
selected amino acid belongs to the major component of
the RNA polymerase. Despite the evidence for multiple
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mutations occurring on each lineage, our results are
still consistent with one of the major predictions of the
clonal interference model: the positive correlation be-
tween population size and the magnitude of fixed bene-
ficial effects.

Epistasis is a key factor in evolutionary genetics. The
existence and abundance of epistasis are important for
many different evolutionary theories, including those
seeking an explanation for the origin and maintenance
of sexual reproduction (Kondrashov 1985), diploidy
(Kondrashov and Crow 1991), dominance (PECKand
Waxman 2000), reproductive isolation (Coyne 1992),
segmentation of viral genomes (Chao 1988), and even
theshifting-balanceprocess (W right 1931).Therefore,
one of the most interesting questions for evolutionary
biologists is how common is epistasis. However, the role
of epistasis on the evolutionary dynamics of RNA viruses
has been poorly explored from an experimental stand-
point, despite the fact that their compacted genome
seems prone to strong interactions among gene prod-
ucts as well as at the level of the RNA secondary struc-
ture. So far, only the extent of synergistic epistasis among
deleterious mutations accumulated after consecutive
bottlenecks of foot-and-mouth disease virus has been
explored (Elena 1999).

MATERIALS AND METHODS

OverView of the evolution experiments and fitness determi-
nations: A detailed description of the experimental methods
is provided in MtRALLES et al (1999). In brief, we mixed, in
equal proportions, two variants of VSV that differed only in
the presence of a neutral marker, implying that they should
coexist in a stable State until a successfiil beneficial mutation
appeared in one of them (M iralles ef al 1999). These two
clones were a surrogate wild type and an It mAb-resistant
mutant (MARM C). Seven different evolutionary regimes were
designed, each one differing from the others in effective popu-
lation size, N¢ ranging between ~102and ~108viral particles
(see M iralles et al 1999 for an operative definition of Ne).
Each regime was independently replicated five times, for a
total of 35 experimental fines. Each mixture was kept under
the appropriate batch transfer conditions until one of the two
variants became fixed. Our criterion for considering that one
aliele had fixed was to obtain, during three consecutive days,
no evidence for the presence of the opposite genetic marker.

Then, the winner variant was placed in a head-tohead com-
petition with its nonevolved counterpart to estimate the fitness
effect (W) associated with the beneficial mutation thatbecame
fixed. Competition experiments are described elsewhere (Hol-
land etal 19915 M iralles et al 1999, 2000). In brief, each
evolved population was mixed, in three independent test
tubes, with a known amount of the ancestral strain bearing
the opposite phenotypic neutral marker, and the initial ratio
for each replicate mixture, Ro, was determined by performing
plaque assays with and without It mAb in the agarose overlay
médium. Each competition mixture was transferred serially
during a sufficient number of passages to obtain good esti-
mates of relative fimess as follows. At each transfer, the re-
sulting virus was diluted and used to initiate the next competi-
tion passage by infection of a fresh host cell monolayer. The
ratio of each genotype was determined by plating with and

without Ij mAb in the overlay agarose médium at different
transfers. These determinations gave the proportion of each
competitor at time i, R,. Selection rate constants (S, with per-
day units) were estimated from the linear regression In R; =
In Rg+ SIM iralles etal (1999) reported fitness as selection
rate constants, whereas the valies shown here (fourth column
in Figure 1) are dimensionless fimess. To transform a selection
rate constant into a true fimess, it is necessary to take into
accoimt the dilution factor employed at each competition day
(D = 104 and how many days of competition occurred (t), and
then apply the expression W - 1+ S/In D ‘(Lenski etal 1994).

Twenty-one of the evolved mixed populations were chosen
for the whole-genome consensus sequencing analysis reported
in this smdy.

RNA sequences determination: Three end-point-evolved
populations from each of the seven Newere randomly chosen
for sequencing, as well as the two ancestral clones. Full-genome
(11,161 bp) sequencing was done according to standard tech-
niques (Bracho efal 1998). For each evolved population, we
determined the consensus sequence of the whole population.
RNA was extracted by a guanidinium thiocyanate-phenol-chlo-
roform method, and it was reverse-transcribed and amplified
by reverse transcription (RT)-PCR with specific primers. PCR
producis were directly sequenced in an ABI 310 automated
sequencer following manufacturéis indications. Sequences
were processed and analyzed with the STADEN software pack-
age. We used 14 pairs of primers to amplify the whole genome
(available upon request). The resulting fragments were over-
lapping, facifitating the task of assembling fragments.

The sequencing of both ancestral clones (MARM C and
wild type) confirmed that they differed only in the Asp*g —PAla
substitution in the G surface protein that confers the neutral
MARM phenotype.

Minimizing the risk of contaminations: To minimize the pos-
sibility of cross-contamination among evolving populations,
we took four precautions:

1. The five replicates of the evolution experiments were done
in four independent, sequential in time, blocks (1, 2, 3, and
4 + 5; second column in Figure 1) by M iralles etal (1999).
Each block contained one replicate per each Ne By doing
this, we protected the experiment against among-replicates
cross-contamination, since blocks were separated in time
(with the exception of only replicates 4 and 5). Still, com-
mon changes are present among replicates.

2. RNA extractions were done in six independent blocks
(third column in Figure 1), and each block was separated
in time as well. During RNA extraction, control tubes were
added. Each mock tube was subjected to exaciiy the same
steps as the true samples. We never obtained RNA from
these tubes.

3. The RT-PCR and sequencing reactions were done in ran-
dom blocks, protecting the results from undesirable effects
associated with specific blocks.

4. Regarding the probabifity of cross-contamination during
the RT-PCR procedure, each time we ran a RT-PCR, we
also ran control tubes containing all the reaction mixture
but without the RNA témplate. DNA amplification was
never obtained within these control tubes.

RESULTS

Ruling out the possibility of cross-contamination: Our
conclusion of evolutionary convergence is extremely
sensitive to contaminations. Contaminations can create
identical changes in otherwise unrelated lineages and
thus give the false impression of convergence. There-
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Figure 1.—Molecular changes characteri/ed for independent lineages evolved under different demographic conditions (V,.).
The length of each gene (bp) is indicated in parentheses, as well as the type and position (with respect to the total genome
length) of the nucleotide change detected. Wherein nonsynonymous changes were detected, the amino acid replacements are
also indicated (numbered within the protein). Red boxes represent nonsynonymous changes; green boxes, synonymous changes;
and yellow boxes, changes in noncoding regions. Evolstands for the experimental block at which the corresponding population
was evolved; Extr represent6 the experimental block at which RNA was purified from each population.
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fore, previous to making any inference from our data
regarding evolutionary convergences, it is compulsoiy
to test whether our results can be explained simply by
cross-contamination among populations. A possible way
to test whether the observed sequences are the result
of cross-contamination among populations evolved at
the same time or among RNA extractions done simulta-
neously is to compute a phylogenetic tree from the se-
quences obtained for each population and compare the
observed clades with those expected if contaminations
occurred at the different critical stages of our experi-
mental protocol. Figure 2 shows the estimated maximum-
likelihood unrooted tree topology. This tree was obtained
using DNAML program from PHYLIP v3.6a package
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip) and
assuming Kimura’s two-parameter nucleotide substitu-

tion model. Bootstrap valies were obtained from a set
011000 randomized sequences. The Akaike information
criterion (AIC; aAxaixe 1974) for this tree topology is
423.04. As the tree shows, sequences do not group ac-
cording to RNA extraction blocks (third column in Fig-
ure 1). Under the hypothesis of cross-contamination,
during the RNA purification, among lineages treated
simultaneously, we should expect a tree with six clades,
each containing sequences of populations treated at the
same time. The AIC for such a tree (actually, the one
showing the smallest valué) was 587.43, larger than the
valué obtained for the inferred tree. This result rules
out the possibility of cross-contamination during the
RNA purification. [Note that the model with minimum
AIC is considered to be the most appropriate one
(axaixe 1974).] In general, with the exception of three
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pairs of identical sequences (sequences in lines 4 and
7,16 and 20, and 17 and 21 in Figure 1), sequences do
not group according to blocks of evolution (second
column in Figure 1). According to the hypothesis of
cross-contamination among populations evolved at the
same time, we should expect a tree showing four differ-
ent clades, one for each evolution block. The AIC for
such a tree topology (again, the one showing the small-
est value) was 571.46, larger than that observed for the

inferred tree topology. [The SHIMODAIRA and HASE- -

WAGA (1999) test generated exactly the same conclu-
sion: None of the trees expected under both cross-con-
tamination hypotheses was significantly better than the
inferred tree.]

Most of the bootstrap P values shown in Figure 2 are
too low for identifying significant clusters. This finding
gives further support to the view of an independent
evolutionary history for each population; in other words,
populations radiated from a common ancestor. In con-
clusion, results are better explained by evolutionary con-
vergence on independently evolved lineages than by
cross-contamination among lineages at the two more
critical steps of our experimental protocol.

Nevertheless, the existence of three pairs of identical
sequences that were evolved in the same blocks calls for
extra caution when interpreting the results. These three
pairs could be the result of either evolutionary conver-
gences, as we believe, or rare cross-contaminations dur-
ing the evolutionary part of our experiment.

Identification of nucleotide substitutions: Figure 1
shows the fimess values estimated for each of the 21
chosen populations (MIRALLES et al. 1999) as well as the
25 molecular changes observed. Red blocks indicate non-
synonymous changes, green blocks synonymous changes,
and yellow blocks changes in intergenic regions. Twenty-
five different positions showed differences among evolved
populations and the ancestral genotypes. The substitu-
tions observed in each population were always fixed (at
the resolution level of the sequencing chromatograms).
Of those, 15 were nonsynonymous changes, 6 were syn-
onymous changes, and only 8 were changes atintergenic
regions. Regarding specific genes, the nucleocapsid pro-
tein (N) does not show any difference, a fact that could
be telling us about the importance of this gene. The phos-
phoprotein (P), which is a minor component of the RNA
polymerase, shows four variable sites among popula-
tions; two were synonymous and two were nonsynony-
mous. The matrix protein (M), which covers the inner
side of the virion, also shows four variable sites among
populations; three of them are nonsynonymous changes.
The coat protein (G) is the major antigenic component
of the capsid and responsible for interactions with the
cell receptors. A priori, we should expect this gene to be
one of the main targets of selection during the adapta-
tion to cell culture conditions. Naked eye inspection of
the data supports this expectation, since 10 nucleotide
positions were variable among populations, being 7 non-

TABLE 1

Nonparametric analysis of variance for the number of
nucleotide substitutions among genes and for each

experimental population size
Source of variation df. H P
Gene 3 16.0453 0.0011
N, 6 8.0237 0.2364
Gene X N, 18 8.4263 0.9716

synonymous changes. Finally, the major component of
the RNA polymerase protein (L) shows four polymor-
phic sites among populations, three of them nonsynony-
mous.

Heterogeneity among sites and among genes in the num-
ber of mutations: Of course, the observed pattern of
polymorphic sites could, in principle, be produced by
chance. To rule out this possibility, we computed the
dispersion coefficient, 8, of the number of times that a
site changed across lineages (SoraL and RoHLF 1995).
Under the null hypothesis of changes being randomly
distributed across the entire 11,161 bp of the genome,
the number of times that a site changes follows a Poisson
distribution and hence & = 1. Alternatively, if certain
sites changed by chance more often than expected, then
8 > 1. Our estimate of 8 = 5.16 rejects the null hypothe-
sis of observing this pattern by chance (x? = 57,566.97,
11,160 d.f,, one-tailed P < 0.0001). (This conclusion
holds if instead of the full genome we compute 3 for only
the 25 variable sites: 3 = 2.34, x* = 56.16, 24 d.f,, one-
tailed P = 0.0001.) Hence, we conclude that some sites
mutated more often than others along the entire genome.

Now, we were interested in testing whether different
genes accumulated different numbers of mutations or,
alternatively, whether mutations were equally scattered
among genes. A Scheirer-Ray-Hare nonparametric two-
way ANOVA (SoraL and RoHLF 1995) showed a signifi-
cantamong-genes heterogeneity in the number of muta-
tions accumulated per nucleotide site (Table 1). A post
hoc Tukey's test (SoRAL and RoHLF 1995) indicates that
this difference was due to the ~10-fold lower number
of mutations per nucleotide site observed for the L gene,
the major RNA polymerase component. This observa-
tion suggests that the L gene is subjected to more evolu-
tionary constraints than any other component in the
genome (with the exception of the N gene, at which we
did not find any change at all). On the other side, on
average, M, P, and G genes had the same number of
mutations per nucleotide site. This tells us about the
nalveté of our above expectation of the G gene fixing
more changes than any other component of the genome
as a result of being an important target of selection.
However, as we see in the next two sections, changes
in the G protein were selectively more important than
changes in other parts of the genome. There is no effect
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of the Neon the number of mutations fixed per gene.
The interaction of gene by V¢ term was not significant
either.

Covariation among sites: Another interesting feature
of Figure 1 is the existence of an apparent covariation
among sites. For example, the substitution of Seri;s —¢
Pro at the P gene in almost every case goes together
with the substitution GtyiM—»Asp at the M gene. Similarly,
substitutions Proi20—»Gln and Cz750—*U at the M gene and
Aii2—P6G at the L gene always occur together. Covariation
among sites within and among genes arises as a result
of epistatic gene interactions and selection acting on the
groups of sites rather than on individual sites. To assess
the extent of this covariation among sites, as well as to
identify pairs of significantly interacting sites, we com-
puted the matrix of covariances among sites. Figure 3
shows, in a schematic way, the 16 significant cases (after
sequential Bonferroni’s correction for miltiple tests of
the same hypothesis). Significant covariance valies ranged
between 0.0476 (the smallest bubbles in Figure 3) and
0.1857 (the largest bubble in Figure 3). These 16 sig-
nificant cases can be grouped into the following six
different covariation groups.

Group : Ui* (Hei2z—*Thr) in the P gene covaried with
site Ase7s (Metaoo—*Val) in the G gene. These two sites
are present in only one population (labeled 10s 3 4
in Figure 1).

Group II: Uigis (Serivs —* Pro in the P gene) and Gu43
(Glyiss —isAsp in the M gene) were present together
in several lineages (Figure 1). It is worth noting that
all synonymous changes always covaried with nonsyn-
onymous changes (with the only exception ofunique
change Uss» —PC in the G gene, which, indeed, was not
neutral; see below).

Group III: For example, synonymous sites Gnu and A3
covaried with nonsynonymous sites A * (Asp2s2—FArg
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FicurRe 3.—Covariation among nucleotide sites.
e Each significant covariance among sites (after se-
quential Bonferroni’s correction) is represented
in the plot by a bubble. The size of each bubble is
proportional to the magnitude of the covariance.
The rectangles represent regions of possible co-
variation within genes. Every significant covari-
ance outside these regions corresponds with inter-
actions among genes. It is noteworthy that the
number of significant epistatic interactions is sig-
nificantly greater among than within genes (bi-
nomial test, P = 0.0213). Only the upper one-
half of the matrix is shown.

A10162G

in the G protein) and URR (Leui57—* Trp in the L
protein) in the same population (labeled 1063 4 in
Figure 1.

Group IV: A synonymous change at site Czm was present
in several populations significantly associated with a
nonsynonymous change at site Gj846 (Asp27—»Asn of
the G protein).

Group V: Similarly, nonsynonymous changes at sites
C”so and A wis2 significantly covaried with a nonsynony-
mous change atposition (Zs (Pro1200—+Gln) in several
populations.

Group VI: Finally, a synonymous substitution at site Uos
was associated with a nonsynonymous substitution in
site UBgE (AspS7—<Asn of the G protein) in a single
population (labeled 1022 1 in Figure 1).

Could we assign fitness valies to specific mutations or
to covariation groups? We took advantage of these con-
vergences to estimate specific fimess effects for each
site or covariation group (Le., epistatic sites). The gen-
eral way to model epistatic fimess effects is to assume
that the fimess of a genotype that carnes k epistatic
mutations that internet together as a group is W» »=
n*=i(l 4 + £ii2 % where the s are the multiplicative
effects of each mutation and a2 t is the increase in
fimess gained by the overall interaction of all mutations
in the group (Phillips et al 2000). Henee, to describe
the fimess effect of each epistatic group of mutations we
need to estimate as many parameters from the dataset as
mutations involved in the group [s, i= 1, 2, ... , A)]
plus an overall interaction term (a: *y A way of reduc-
ing the number of parameters to be estimated is to as-
sign a single fimess valué to each epistatic group as a
whole, regardless of the specific contribution of each mu-
tation. This valué will, obviously, be composed of the indi-
vidual contribution ofeach mutation plus the added valué.

By assuming an infinite-sites model, the expected fit-
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TABLE 2

Fitness values estimated for different mutations
and covariation groups

Fitness contribution
(xSE), s

0.0489 * 0.0322
0.0232 * 0.0169

Mutation or epistatic

group

Caisi — U - Aspy; — Asn (G protein)
Lys,s — Thr (M protein)

Coggo— U 0.0032 + 0.0201
Ussse— C - . 0.0669 + 0.0035° .
Leu,;; — Pro (G gene) 0.0467 = 0.0194°
Argys — Lys (G gene) 0.0562 + 0.0282¢

0.0425 * 0.0191¢
0.0578 * 0.0041°

Thry — Ala (G gene)
Ileyss — Val (L gene)

“ Values significantly different from zero; ztest, one-tailed
P < 0.05.

ness of a given clone, E(W), will be determined by mul-
tiplying the fitness effects, 1 + s;, associated with each
observed covariation group (six in our dataset, involving
15 nucleotide sites) and with each nonepistatic, purely
multiplicative, site (25 — 15 = 10). Hence, In E(W)) =
2E,In(1 + s). These 16 5; parameters can then be esti-
mated, from the 21 populations, by means of a quadratic
sequential programming procedure that minimizes the
differences between the observed and expected fitnesses
(CNLR procedure in the SPSS package). The advantage
of quadratic sequential programming compared with
linear regression is that the former allows us to impose
biologically meaningful restrictions to the parameters.
‘We used the following two restrictions: (1) When a muta-
tion appears alone, it necessarily has to be beneficial
(i.e., 5> 0); (2) if a mutation belonging to an epistatic
group is found alone in any population, then it must
be beneficial by itself (s; > 0) and its numerical value
must be necessarily smaller than the value for the whole
epistatic group. Furthermore, the MIRALLES et al. (1999)
study dealt with beneficial mutations and fitness im-
provements. Deleterious mutations would not have an
effect under their experimental setup since they were
washed out by strong purifying selection. Hence, we
implicitly assumed that all the nonvariable sites detected
in our study (11,161 — 25 = 11,136) were deleterious
or (quasi-neutral) under our experimental conditions.

Table 2 shows the estimated fitness contribution of
each observed change (either point mutations or covari-
ation groups). We report in Table 2 only those sites
whose fitness contributions converged to nonzero esti-
mates (not necessarily significant) in the quadratic se-
quential programming procedure. The correlation be-
tween predicted and observed fitness values can be used
as a way to assess the goodness of fit of the model. Here,
the match between observed and predicted fitnesses was
highly significant (r = 0.8966, 19 d.f., P < 0.0001).
All nonsignificant cases must be considered either as
neutral or, in the worse case, as small-effect mutations

that are indistinguishable from zero with the statistical
power associated with our experimental sample size.

None of the four changes found at the P protein were
beneficial by themselves. The synonymous substitution
Cas1 — U, along with the replacement Aspgs; — Asn at
the G protein, had an estimated fitness effect of 4.9%,
although nonsignificant. The only substitution at in-
tergenic regions with a fitness effect was Gy — U at
the M-G segment. The small effect associated with this
substitution, 0.3%, was not.significant either. Whether
or not this replacement has a real fitness effect, the fact
is that nucleotide substitutions in intergenic regions had
been previously reported to be of special significance
for the transcription levels of downstream genes in VSV
(SMaLLwoOD and MoYER 1993). One of the four changes
found in the M protein was beneficial, with a fitness ef-
fect of ~2.3%. This was a nonsynonymous change, which
implies replacing a positive charge (Lys) by a polar
radical (Thr). However, it is worthwhile to note that
this change was not significant either. The small effect
of this change is probably associated with the fact that
it was present in only one clone. Five significant changes
were detected at the G protein, one of them linked with
a change in the P protein (see above). Surprisingly, one
of these beneficial substitutions was the synonymous
change at position 3524. Furthermore, this change had
the largest observed effect on fitness among all the bene-
ficial mutations (~6.7%). The change Leu,; — Pro
(~4.8% effect) implies a substantial structural change
in the protein, since Pro is associated with the induction
of B-turns. The change Args; — Lys a prioriseems conser-
vative, since it maintains the positive charge at the radi-
cal. However, it has a significant effect of ~5.6%. Finally,
the change Thry, — Ala (~4.3% effect) replaces a polar
radical by a short nonpolar one. As we speculated above,
the G protein is important for adaptation to a cellular
host, since it is responsible for interacting with the cellu-
lar receptor (phosphatidylserine). In the other side,
only one nonsynonymous change was identified at the
L protein. The change Ile;s;s — Val at this important
gene had the second largest effect detected (~5.8%),
although it is difficult to find a biochemical explanation
of this effect, since it implies a reduction of only one
carbon in the length of the radical. Nonetheless, changes
in the major component of the RNA polymerase should
be of importance in our experimental system, since our
daily transfer protocol selects for rapidly replicating vi-
ruses and improvement in replication efficiency must
arise by changes in the L protein.

Conservatively, we can say that changes in 5 of the
11,161 nucleotide sites of the VSV genome were selec-
tively important in our experimental conditions.

DISCUSSION

Our experiment dealt with the existence of evolution-
ary convergences. Evolutionary convergences constitute
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a very slippery topic, since a result of convergent evolu-
tion can always be seen as a cross-contamination by those
critical of the existence of convergence. The onlyserious
way to address evolutionary convergences is to (1) de-
sign and run experiments in such a way that physical
or temporal coexistence of evolving lineages is mini-
mized and (2) test whether the results can be explained
by potential contaminations at different experimental
steps. With our experiments, we took all possible precau-
tions to minimize the risk of cross-contaminations and,
in fact, a detailed phylogenetic analysis of our results
supports the view that our results are better explained
by evolutionary convergences than by a general contami-
nation at different steps. However, we found three pairs
of identical sequences that were, unfortunately, obtained
from populations evolved in the same blocks. For these
three particular cases, our phylogenetic analysis could
not fully rule out the possibility of a cross-contamina-
tion. The problem in these cases was that we did not
have any basis to decide which member of each pair
must be eliminated (the contaminated) and which one
retained (the contaminator) in the analysis. Conserva-
tively, we removed all six sequences and redid all the
above analysis. By doing so, a few covariances in Figure 3
became not significant (but none that were nonsignifi-
cant changed) and the CNLR method provided slightly
different estimates for fitness effects (interestingly, the
four significant cases in Table 2 retained their signifi-
cance). Hence, despite absolute numerical values, our
major conclusions of molecular convergences and epis-
tasis are solidly supported by our dataset.

One of the most amazing features illustrated in Fig-
ure 1 is the large amount of evolutionary convergences
observed among independent lineages. Twelve of the
variable sites were shared by different lineages. More
surprisingly, convergences also occurred within synony-
mous sites and intergenic regions. Evolutionary conver-
gences during the adaptation of viral lineages under
identical artificial environmental conditions have been
described previously (BULL et al. 1997; WiCHMAN et al
1999; FARES et al. 2001). However, this phenomenon is
observed not only in the laboratory. It is also a relativ-
ely widespread observation among human immunode-
ficiency virus (HIV)-1 clones isolated from patients
treated with different antiviral drugs; parallel changes
are frequent, often following a common order of ap-
pearance (LARDER et al 1991; BOUCHER ¢t al. 1992; KEL-
LAM et al. 1994; CONDRA et al 1996; MARTINEZ-PICADO
et al. 2000). Subsequent substitutions may confer in-
creasing levels of drug resistance or, alternatively, may
compensate for deleterious pleiotropic effects of earlier
mutations (MovLra et al. 1996; MARTINEZ-PICADO et al
1999; Nijrus et al 1999). Also, molecular convergences
have been observed between chimeric simian-human
immunodeficiency viruses (strain SHIV-vpu*) isolated
from pig-tailed macaques, rhesus monkeys, and humans
after either chronic infections or rapid virus passage

(HoFMANN-LEHMANN et al 2002). Convergent evolution
at the molecular level is not controversial as long as it
can be reconciled with the neutralist and the selectionist
theories. The neutral theory suggests that convergences
are simply accidents, whereas within the framework of
selectionism, there are two qualifications for conver-
gences. The first explanation considers convergences
as being adaptive and the result of organisms facing the
same environment (as in the case of our experiments)
with a few alternative pathways of adaptation (as ex-
pected for compacted genomes). Second, keeping in
mind the model of clonal interference, beneficial muta-
tions have to become fixed in an ordered way (GERrISH
and LeNsk1 1998), with the best possible candidate fix-
ing first, and then the second best candidate, and so
on. This implies that, given a large enough population
size to make clonal interference an important evolution-
ary factor, we should always expect the same mutations
to be fixed.

The above argument is valid for nonsynonymous
changes but an alternative explanation must be found
for synonymous changes and for changes in the inter-
genic regions. Genomic RNA is involved in many RNA-
RNA and RNA-protein interactions that affect viral rep-
lication. This is obvious for noncoding, regulatory
regions (STiILLMAN and WHrTT 1997, 1998), but there
is increasing evidence that capsid-coding regions in
picornaviruses may also have an effect on viral replica-
tion (MCKNIGHT and LEMON 1998; FARES et al 2001).
Therefore, the RNA itself (apart from its protein-cod-
ing capacity) may contribute to the viral phenotype,
and fitness may also be affected by synonymous replace-
ments. Evidence for selection on synonymous sites has
been inferred also in mammals (EYRE-WALKER 1999),
as a consequence of selection acting upon the base com-
position of isochores and large sections of junk DNA.

For the sake of illustration, it would be interesting to
compare the number of selectively important sites in
the VSV genome with those estimated for other ge-
nomes. For example, FAY ¢t al (2001) reported that, in
humans, the vast majority (80%) of amino acidic changes
are deleterious to some extent and only a minor fraction
are neutral. Among these deleterious amino acidic mu-
tations, at least 20% are slightly deleterious. Here, we
found that 15 amino acid sites changed, with only 5 being
significantly advantageous. At this point, we can only spec-
ulate about the selective role of all the amino acid sites
shown to be invariable in our study. The total number
of amino acids in the five genes of VSV is 3536. Assuming
that changes in any of the 3536 — 15 = 3521 invariable
amino acids would be deleterious (and thus washed out
by purifying selection during our evolution experiment),
then the fraction of amino acid replacements that are
potentially harmful would be 3521/3536 = 99.58%; the
fraction of neutral sites would be 10/3536 = 0.28%,
whereas only 5/3536 = 0.14% would be beneficial. De-
spite the differences between humans and VSV in ge-
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nome size and organization and in the nature of the
nucleic acid used, in both cases the fraction of poten-
tially deleterious amino acid substitutions is overwhelm-
ingly larger than that of neutral or beneficial ones.

At the other extreme, we can make the otherwise un-
realistic assumption that all the 3521 invariable amino
acids are neutral or quasi-neutral (sensu O hta 1973;
depending on population size); then the fraction of
neutral sites in the VSV genome would be as high as
3531/3536 = 99.86%, 0.14% would be advantageous,
and none would be deleterious. However, recent com-
putations showed that the deleterious genomic muta-
tion rate for VSV might be as high as ~1.2 per genome
replication, with a majority of mutations of small effect
but with a significant fraction being of large effect
(Elena and Moya 1999).

Quantifying the proportion of amino acid substitu-
tions in the proteome of RNA viruses that are efifectively
neutral (or quasi-neutral) is of extreme importance for
testing the validity of the quasi-species model of viral
evolution. The quasi-species model differs from the clas-
sical population genetics models in that neutral muta-
tions do not lead to genetic drift of the population, and
natural selection acts on the mutant distribution as a
whole rather than on individual variants. The reason for
challenging the quasi-species model resides on whether
or not neutral sites are abundant in the genome (Jen-
kins ef al 2001; Holmes and Moya 2002). If neutral
mutations are abundant, the sequence space may be
too large to allow the formation of a stable quasi-species
distribution. If an RNA virus genome contains neutral
sites, then the number of sequences ciése to maximum
fimess may exceed the population size of the virus itself
(Jenkins efal 2001). This would prevent the formation
of a quasi-species because the viral population could
not occupy all the sequence space around the master
sequence and so would be subjected to genetic drift,
which in tum would prevent the mutational coupling
necessary for natural selection to act on the entire mu-
tant distribution.

The presence of miultiple beneficial mutations in the
same genome allows some important conclusions to be
drawn. Fimess effects previously measured (M iralles
et al 1999) cannot be assigned to single changes. In-
stead, the picture is a little bit more complex, involving
miltiple beneficial mutations as well as linked neutral
changes. Is this jeopardizing our previous conclusion
of clonal interference as a key factor during the evolu-
tion of RNA viruses? To test whether the first prediction
(see above) of the clonal interference model still holds
when miltiple mutations got fixed on each lineage,
we studied the correlation between the best beneficial
effect fixed within each clone (from Table 2) and Ne If
the prediction still holds, a positive correlation between
these two parameters would be expected. Figure 4 illus-
trates the existence of a significant positive trend (r =
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FIGURE 4.—Correlation between the best beneficial muta-
tion fixed in a given lineage and the effective population size
at which the lineage evolved. Error bars represent SEM (n =
3). The dashed line is shown for illustrative purposes only.

0.6128, 19 d.f., one-tailed P = 0.0016), confirming the
prediction made by the clonal interference model.

A second important conclusion of our study is the
existence of extensive epistatic interactions among and
within viral genes (Figure 3). However, we have shown
that the net effect of epistasis on fimess is likely to be
very low in VSV, since only 1 out of 16 detected epistatic
interactions had significant fimess effects (4.9%, Ta-
ble 2). This result adds to the emerging picture that
epistasis between mutations is very weak across a broad
phylogenetic range (de Visser ef al 1997; Elena and
Lenski 1997; Charlesworth 1998; Elena 1999; Peters
and K eightley 2000).

The results reported in this article open the possibility
for new and exciting research. The most straightforward
step to be taken is the recreation, by site-directed muta-
genesis on a full-genome cDNA, of each observed mu-
tation alone and measuring the fimess of individual
mutations to confirm the validity o f the above inferences
and the role of epistasis among pairs of mutations.
Other interesting research will be to quantify the magni-
tude of nucleotide diversity within our evolving popula-
tions. The results of such an analysis would, in principie,
be helpful for understanding the role of processes such
as hitchhiking, background selection, or selective sweeps
in the evolution of RNA viruses.
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CAPITULO II: MIGRACION ENTRE AMBIENTES HETEROGENEOS

Las poblaciones estin sometidas fundamentalmente a la accién de
cuatro fuerzas evolutivas: mutacién, deriva, seleccién natural y migraciéon. La
migracion difiere de las otras fuerzas en un aspecto importante. La migracién
per se no cambia las frecuencias génicas: los procesos de migracién pueden
modificar localmente las frecuencias génicas, pero globalmente las frecuencias
permanecen invariables. En definitiva, el fenémeno de migracién transcurre de
forma continua abarcando desde situaciones completamente dirigidas hasta

otras totalmente al azar.

La cantidad de migracién entre las poblaciones en un ambiente
heterogéneo se ve influenciada por el grado en el cual las poblaciones pueden
adaptarse a sus circunstancias locales. En este sentido, la seleccién natural

puede verse restringida por la migracion (Pease et al., 1989).

La migraciéon es un proceso muy generalizado, pero en el caso de los
virus, y en particular los virus de RNA, este proceso puede verse desde dos

puntos de vista distintos, hablandose de dos tipos dﬁferenciados de migracién:
e  Migraci6n entre hospedadores.
e  Migracibn entre 6rganos dentro de un hospedador.

Bajo este punto de vista, numerosos trabajos han tratado de esclarecer
los procesos que intervienen en la dispersion de las poblaciones virales a nivel

de hospedador y entre distintos hospedadores.

L

2.1. Migracion entre hospedadores

Los arbovirus, que replican en hospedadores mamiferos e insectos,
constituyen un ejemplo clésico de alternancia ambiental obligada in vivo (Scott
et al., 1994; Weaver, 1998). Entre ellos, VSV ha sido el modelo clasico empleado
en numerosos estudios de evolucién. Este virus infecta a mamiferos e insectos y
puede ser transmitido por vectores artropodos (Wagner, 1991). En
consecuencia, la exposicién a nuevos ambientes puede ser importante en la
evolucién de VSV. Los saltos entre hospedadores son més comprensibles si
partimos de la base de que VSV es un virus de RNA que constitutivamente
presenta altas tasas de mutacién (Drake y Holland, 1999). Este hecho puede

explicar porqué la gran mayoria de los arbovirus que alternan entre
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hospedadores presentan genomas de RNA. Ademés, una de las mayores
limitaciones respecto al rango de hospedador es la existencia de receptores
apropiados, pero esto no constituye un problema en el caso de VSV por el hecho
de explotar un receptor (fosfatidilserina) comin a la mayoria de las células

animales (Wagner, 1991).

Las constricciones asociadas con un ciclo de vida de dos hospedadores
pueden favorecer el mantenimiento de genotipos virales especificos (Scott et al.,
1994; Weaver et al., 1999). La presencia de presiones selectivas especificas de
hospedador limita la tasa de evolucién como consecuencia de la existencia de un
compromiso de eficacia; en otras palabras, el proceso de optimizacién a uno de
los hospedadores disminuye la eficacia del virus en el hospedador alternativo

(Strauss y Strauss, 1994; Novella et al., 1995b; Turner y Elena, 2000).

La existencia de bajas tasas de evolucién en una gran cantidad de
arbovirus (Scott et al., 1994), puede interpretarse como consecuencia de la
necesidad que muestra el virus de comprometerse entre dos ambientes muy
diferenciados, mamiferos e insectos. Weaver et al. (1992, i997) describen la baja
tasa de evolucion que presenta el virus de la encefalitis equina del este (EEEV),
en contraposicién con muchos virus de RNA que sélo replican en un
hospedador. Esta estabilidad genética se puede explicar en base a una fuerte
seleccion purificadora impuesta por el ciclo de alternancia de hospedadores
(vertebrados e insectos), minimizando ambos el papel de la deriva genéticg olos -

efectos fundadores.

Algunos autores han observado que las poblaciones virales son capéces
de llevar a cabo una evolucién rapida como respuesta a nuevos ambientes
celulares, asi como que la replicacién de los virus en células de vertebrados e
invertebrados implica distintas presiones selectivas (Novella et al., 1995b, 1999;
Weaver et al., 1999). En consecuencia, la transferencia en un ciclo de dos
hospedadores actia a favor de poblaciones virales bien adaptadas en ambos
hospedadores. Ahondando en el asunto, los resultados obtenidos por Cooper y
Scott (2001) corroboran la hipétesis inicial segtin la cual la evolucién viral no es
aleatoria. Estos autores observan que poblaciones virales procedentes del

mismo régimen selectivo son més similares entre si de lo que lo son con aquellas
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que proceden de dindmicas distintas. Estas similitudes pueden surgir en

respuesta a la seleccion de viriones con eficacias replicativas crecientes (Bull et

al., 1997).

De cualquier manera, la adaptacién de distintas lineas a un
determinado ambiente no necesariamente ha de ser sincrénica, sino que las
poblaciones virales pueden evolucionar de forma continua a distintas tasas
(Cooper y Scott, 2001). En este sentido y a nivel experimental, el hecho de
prolongar la dindmica de las distintas lineas puede conducir a un aumento de la
homogeneidad hallada, asi como a patrones de adaptacion mas consistentes
(Newman et al., 1985; Novella et al., 1995b; Elena et al., 1998), si bien por la

misma razén también cabe la posibilidad de que emerjan nuevas lineas virales.

En términos de paisajes adaptativos (Wright, 1931), sélo aquellas
poblaciones que se encuentran en uno de los pocos picos de eficacia comunes a
ambos hospedadores, serdn capaces de sobrevivir. VSV presenta dos estrategias
opuestas de replicacién (persistente en el vector frente a litica en el
hospedador), que pueden conllevar paisajes dispares, lo cual implicaria un
compromiso genético y seria responsable de la estabilidad de las poblaciones
naturales de arbovirus (Novella, 1999). En una poblacién existe un compromiso
entre dos hospedadores cuando, bajo seleccién natural Gnicamente (es decir,
ignorando mutacién y deriva genética), no hay un posible estado de equilibrio
que maximice la eficacia media en ambos hospedadores simultaneamente.
Diversos autores han apuntado que la existencia de compromisbs requiere
simplemente que algunos loci tengan efectos antagonistas sobre'lés distintos
componentes de la eficacia, no que todos los loci tengan tales efectos

(Charlesworth, 1990; Jaenike, 1990; Houle, 1991; Fry, 1993).

Los virus que evolucionan en un nuevo hospedador experimentan
aumentos sustanciales de eficacia, pero muestran una reduccién en su
capacidad para competir en el hospedador original (Turner y Elena, 2000).
Ademas, la adaptacién a un nuevo hospedador no implica una mejora en la
capacidad para infectar a otros hospedadores, sino que los cambios acontecidos
en las poblaciones virales tienden a ser especificos de célula. Estos resultados

pueden considerarse en acuerdo con la nocién de que los compromisos de
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eficacia entre los distintos hébitats conducen a la especializacién de las especies
(Levins, 1968), pero fundamentalmente deja a las claras la especificidad de la

adaptacién viral a un nicho particular.

Diversos experimentos con el virus de la encefalitis equina (Weaver et
al., 1999) y VSV (Novella et al., 1999; Turner y Elena, 2000) muestran que la
adaptacién no se ve limitada por ciclos en los que alternan los hospedadores.
Estos trabajos entran en contradiccién con la idea de que los organismos
generalistas presentan una reduccién en la eficacia frente a los especialistas
debido a que acarrean un incremento en la carga mutacional o una mayor
laxitud en la respuesta a la seleccién (Kawecki, 1994, 1998; Whitlock, 1996).

La capacidad de los virus que alternan hospedadores para adquirir
ganancias de eficacia comparables a aquellas obtenidas durante adaptaciones a
un Ynico hospedador, indica la presencia de dos tipos distintos de soluciones
genéticas para la consecucién de estas ganancias de eficacia: unas adaptaciones
especificas del hospedador y otras mas generalizadas (Weaver et al., 1999).
Ademas, Weaver et al. (1999) obtienen evidencias de que la replicacién con

alternancia de hospedadores limita las tasas de evolucién de los arbovirus.
2.2. Migracion entre 6rganos dentro de un hospedador

Diversos estudios han mostrado que las secuencias provirales del virus
de la inmunodeficiencia adquirida (HIV-1) se distribuyeﬁ de forma heterogénea
a lo largo del cuerpo (Ball et al., 1994; Itescu et al., 1994; Zhu et al., 1996;
Hughes et al., 1997). Delwart (1998) propone una serie de explicaciones a este
hecho. Poblaciones virales del HIV-1 pueden aumentar su eficacia replicativa en
algunos tipos celulares especificos en base a una seleccién para tropismos
particulares, tales como la especificidad de receptor u otras propiedades virales.
Otra explicacién consiste en la existencia de distintas presiones inmunolégicas
en los diferentes tipos celulares, condicionando de esta forma la evolucién hacia

poblaciones diversificadas en cada uno de los diferentes compartimentos.

Se tiene constancia de la existencia de distintos genotipos del virus de la
inmunodeficiencia adquirida (HIV-1) en un mismo paciente (Hahn et al., 1986;
Saag et al., 1988; Wain-Hobson, 1989), presentindose ademés una fluctuaciéon

de los distintos genotipos. Ball et al. (1994) observan que un individuo puede
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presentar en un momento dado distintas variantes virales coexistiendo en los
diferentes 6rganos y fluidos corporales. Estos autores encuentran que la
mayoria de las variantes halladas en los nédulos linfaticos, la médula 6sea y el
plasma, estin presentes en las muestras de sangre periférica. Aparentemente,
los tejidos linfaticos, junto con la médula 6sea, constituyen un reservorio de
variantes de HIV-1, las cuales, bajo unas condiciones adecuadas, pueden
reincorporarse a la circulacién periférica, dando lugar al patrén tipico fluctuante
de las poblaciones periféricas (Meyerhans et al., 1989; Wain-Hobson, 1989).
Esta situacién puede tener un papel importante en la patogénesis de la

enfermedad.

En teoria, el plasma deberia contener todas las variantes virales
producidas en el cuerpo. Sin embargo, Maggi et al. (1997) encuentran que
diversas variantes del virus de la hepatitis C detectadas en el higado no estin
presentes en las correspondientes muestras de plasma. Estas variantes no
detectadas pueden ser secuencias genéticas no liberadas por las células
infectadas (Saito et al., 1996) o procesadas antes de alcanzar el torrente
sanguineo, o bien pueden ser mutantes emergidos que todavia no han entrado

en la circulacién.

Como se ha comentado anteriormente, hay diversas razones que nos
permiten comprender el motivo por el que se presentan poblaciones divergentes
en distintos 6rganos; éstas pueden consistir en posibles diferencias en las
presiones de seleccién inmune a nivel local, constricciones en la enf_rada viral y
en las tasas de replicaciéon debido a una disponibilidad diferencial de dianas
celulares, y también diferencias en la presiéon de seleccién de drogas respecto a

cada tipo celular cuando se emplean antivirales.

La generacién de variantes genéticas virales ocurre principalmente
como consecuencia de sucesos de mutacion y recombinacién, pero la fijacién de
estos mutantes y la emergencia esporadica de secuencias maestras dominantes
se produce debido a diferencias de eficacia regidas por presiones selectivas

ambientales.
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2.3. Importancia del fené6meno de migracién

La atenuacién viral por medio de infecciones en nuevos hospedadores
es una de las estrategias tipicas empleadas en el desarrollo de vacunas,

provocando una respuesta inmune sin inducir la enfermedad.

Saltos recientes en la naturaleza en el rango de hospedador han sido la
causa de algunas epidemias importantes en humanos y otros animales (Morse,
1993; Nathanson et al., 1995; Gao et al., 1999). Por el contrario, cambios en el
rango de hospedador se han empleado de forma deliberada como método para
la produccién de vacunas atenuadas, por medio de la adaptacién del virus a
nuevos ambientes. La poblacién viral resultante a menudo presenta una
virulencia atenuada en el hospedador original, y por tanto, puede ser utilizada

como una vacuna efectiva (Fenner y Cairns, 1959; Bull, 1994; Ebert, 1998).

De cualquier manera, la distribucién heterogénea de las variantes
virales dentro de un mismo individuo es de especial relevancia en la lucha
contra las enfermedades infecciosas, por una sencilla razén: las poblaciones
virales procedentes de la sangre constituyen la mayor fuente de vacunas en
todos los estudios publicados hasta la fecha, pero estas poblaciones pueden
diferir de aquellas presentes en el tracto genital, por ejemplo, lo cual podria
tener un efecto negativo en los intentos por obteper una inmunizacién
generalizada. La evaluacién de vacunas, por tanto, ha de tener muy en cuenta
estas posibles diferencias entre las poblaciones virales presentes en los distintos

6rganos.
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Abstract

A hallmark of the infectious cycle for many RNA viruses parasitizing
multicellular hosts is the need to invade and successfully replicate in tissues
that comprise a variety of cell types. Thus, multicellular hosts represent a
heterogeneous environment to evolving viral populations. To understand viral
adaptation to multicellular hosts, we took a double approach. First, we
developed a mathematical model that served to make predictions concerning
the dynamics of viral populations evolving in heterogeneous environments.
Second, the predictions were tested by evolving vesicular stomatitis virus
in vitro on a spatially structured environment formed by three different cell
types. In the absence of gene flow, adaptation was tissue-specific, but fitness in
all tissues decreased with migration rate. The performance in a given tissue
was negatively correlated with its distance to the tissue hosting the population.

This correlation decreased with migration rate.

introduction

All environments vary spatially and temporally to some
extent. Populations respond to this variability by usually
evolving to any extreme of the spectrum of adaptation:
specialist or generalist. The advantages of generalism are
not well understood; it has been suggested that evolution
should favour specialists because there are trade-offs that
limit the fitness of generalists in any of the alternative
environments or because evolution proceeds faster with
narrower niches (Woolhouse et al., 2001). Environmen-
tal homogeneity promotes the evolution of specialist
genotypes and reduces genetic variability for fitness,
whereas environmental heterogeneity has quite the
opposite effect (Bell, 1997; Kassen & Bell, 1998). It is
widely accepted that adaptation to a specific environ-
ment is often coupled with fitness losses in alternative
environments simply because mutations that are bene-
fical at first might be deleterious as an alternative
(Kawecki, 1994). This antagonistic pleiotropy could limit
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Avenida de los naranjos s/n, 46022 Valénda, Spain.
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the range of adaptation and promotes the evolution of
spedialization (Futuyma & Moreno, 1988). In this sense,
environmental heterogeneity has been suggested as a
main force maintaining diversity (Bell, 1997). Despite
this importance, experimental tests of the role of
environmental heterogeneity in evolving populations
are scarce (for a recent review, see Kassen, 2002).

RNA viruses represent an excellent model to address
the above questions. Viruses radiate by expanding their
host range, which is the cellular environment where a
virus replicates. Host range may be described in terms of
host genotypes, host species, target cell (tissues) or even
the ability to overcome antivirals or immune responses.
Here, we are interested in a very common observation in
virology: during the infection of a multicellular host, viral
populations replicate as compartmentalized units, each
corresponding to a specific tissue (Zhu et al., 1996; Maggi
et al., 1997, Wong et al., 1997; van't Wout et al., 1998;
Frost et al., 2001). Gene flow between compartments,
although restricted, is quite common as a consequence of
the homogenizing role played by the blood stream
(Wong et al., 1997; van’t Wout et al.,, 1998; Frost et al.,
2001). It has been experimentally demonstrated that
different cell types impose different selective restric-
tions that determine the extent and specificity of viral
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adaptation (Holland etal., 1991; Novella etal.,, 1999;
Weaver etal., 1999; Crill etal., 2000; Tumer F Elena,
2000; Cooper 8 Scott, 2001). Adaptation is tissue-
spedfic, since fitness improvements in a cell type do
not correlate with fitness improvements in altemative
cell types (Tumer & Elena, 2000). Henee, we have
evolution in homogeneous cell-types selected for speda-
list viruses. By contrast, when the whole viral population
altemated between cell types, natural selection improved
fitness in every cell type to the same extent as when
adaptation happened to each one individually (Novella
et al., 1999; Weaver et al.,, 1999; Tumer & Elena, 2000).
Thus, we have evolution in temporally fluctuating
heterogeneous environments selected for generalist
viruses. Nevertheless, it is important to point out that
the latter experiments did not reflect the case of
migration between heterogeneous patches of a fraction
of a population, followed by competition with the
resident population, but the transfer of a whole popula-
tion to an empty new cell type. Por homogeneous
environments, migration between nonempty patches
increased the metapopulation's average fitness and
reduced genetic differences among patches as a conse-

MDCK HeLa
BHK
m =0.005
199 uL
MDCK
m. )
MDCK HeL»
m=0.5
100 uL
MDCK HeL»

MDCK

MDCK

MDCK

Viral evolution in heterogeneous environments 457

quence of the spread of benefidal mutations across the
metapopulation proportionally with the frequeney of
migration (Miralles etal., 1999b).

The aim of our study was to extend previous experi-
ments on viral population patchiness (Miralles etal.,
1999b) by introdudng environmental heterogeneity. In
this sense, the present experimental design simulates
more effectively the evolution of a viral population
colonizing a multicellular host containing different cell
tissues and the spread of viruses between tissues at
different frequendes. We placed three culture flasks,
each one containing one of three different cell types, in
the vértices of a triangle (Fig. 1). Once the cytopathic
effect was completed, viruses from each flask were
sampled, diluted and mixed when necessary, and used
to infect a new flask. Migration between tissues took
place in a dockwise fashion at four different rates,
covering a wide range (from 0 to 50% immigrants per
transfer). After approximately 100 generations of evolu-
tion, each flask was sampled and the resulting viral
populations competed against the ancestral viral stock on
each cell type. From the competition experiments, we
estimated the fimess of the evolved populations relative

BHK

BHK
HeL» MDCK HeL»
199 |iL 199 uL
MDCK HeL»
*
HeL» MDCK
Z-BHK
100 uL
100 uL 100 UL
HeL» MDCK HeLa
Day 25

Fig. 1 Schematic representation of the experimenta] design. Large arrows represent a batch transfer between flasks. Small arrows represent
the migration between adjacent flasks. The actual volumes transferred, after the corresponding dilutions (see 'Experimental populations'
section), are indicated. Each cell type is represented by a different filling in the flasks.
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to the ancestral one as a measure of the degree of
adaptation to each cell type. A mathematical model was
developed to describe the dynamics of viral populations
under the experimental set-up. The model was useful to
make testable predictions about the outcome of the
experiment as well as to help in understanding the
experimental results.

A mathematical model of viral migration
among heterogeneous cellular
environments

The model developed here accounts for the temporal and
spatial peculiarities of our experiment (Fig. 1) and,
consequently, can be divided into two different steps:
(1) the growth of and competition between coexisting
viral genotypes in a given tissue and (2) the random
sampling of the final population and subsequent migra-
tion among tissues.

At any moment, the viral population within a tissue
could be composed of four different genotypes, C, B, Hand
M. C represents an ancestral genotype (MARM C in our
laboratory experiments), B represents a hypothetical
mutant genotype beneficial on baby hamster kidney
(BHK-K) cells (see Materials and methods for a definition
of each cell type used in the experiments), H corresponds to
a hypothetical mutant genotype beneficial in human
epithelial carcinoma (HeLa) cells and M represents a
hypothetical mutant beneficial in Madin-Darby canine
kidney (MDCK) cells. Every mutant enjoys an increased
replication rate in their own cell type but pays a certain cost
in the alternative ones. The growth of each genotype and
the competition among them within a tissue were mod-
elled according to the following set of differential equa-
tions, which are a modification of those successfully used
in the past to describe the evolution of competing viral
populations by Solé et al. (1998) and Miralles et al. (2001):

3

dar  xir
it K rir(Kr —xi1) ; 13,0%,1
- (1 —e™)xir + pge Mxcr (1)

where x;r represents the number of viruses of the i
genotype (i = C, B, H and M), r; 7 their growth rate and
Kr the carrying capacity (i.e. final viral yield) in the 7-
cell type (T = BHK-K, HeLa and MDCK). The first term
in the equation is a generalization of Lotka-Volterra’s
competition equations (Bulmer, 1994) for four compet-
itors, but adapted to the case of viral populations (Solé
et al, 1998). The second term incorporates the effect of
deleterious mutations arising when the x,r individuals
replicate. The third term incorporates the production of
individuals x;r by beneficial mutation during the rep-
lication of individuals of genotype C. This last term
equates zero when the equation is written for i=C
because C genotypes cannot be created by beneficial
mutation.

The three different tissues were rearranged in a
triangle and migration among them took place in a
clockwise fashion. At each passage, tissues were infected
with X7 particles that came from two different sources. A
fraction, 1 — m, came from the same type of tissue but
ancther fraction, m, came from the tissue occupying the
previous corner in the triangle:

Xr = (17 - m)Kr +mKr_, (2)

How many viruses in X belong to each one of the four
genotypes (C, B, H and M) depends on how many
individuals of each genotype were present at populations
Tand T - 1, and these numbers, indeed, are described by
eqn 1.

To explore the behaviour of the model, we performed
the computer simulation shown in Fig. 2. Instead of
using arbitrary values for the parameters, we put our
simulations in a biological context by using empirically
determined parameters. The growth rate parameters used
were adapted from the fitness determinations reported in
Turner & Elena (2000) and are presented in Table 1. The
simulation began with the three tissues inoculated with
1.5 x 10° - 1 = 149 999 plaque-forming units (PFU) of
MARM C and 1 PFU of the corresponding beneficial
mutant. Then, the population grew until reaching a
carrying capadity of Kr = 3.75 x 10'® PFU, equal for all
three cell types. The composition of the population was
tracked over time. At every next 25 passages, the initial
population size was set to Xr= 10° PFU, with the
proportion of resident and immigrant virus being deter-
mined by eqn 2. Therefore, what we simulated was a
benefidal mutation present on each cell type and we
tracked its fate in the entire metapopulation. Deleterious
mutations arose according to a Poisson process with an
average mutation rate up = 1.2 per genome and per
generation (Elena & Moya, 1999). For simplicity,
deleterious mutations were all considered lethal; there-
fore, the fraction of genotypes that do not reproduce each
generation due to the presence of at least one deleterious
mutation is given by 1-e™#», The probability of a C
genotype producing de novo one of the three beneficial
mutations considered was also Poisson distributed with
an average mutation rate up = 6.4 x 10°® per genome
and per generation (Miralles ef al., 1999a). Similarly, the
fraction of genotypes that carry one of the three bene-
ficial mutations produced by recurrent mutation is
uge~#*, For simplicity, double mutants were neglected.

Fig. 2 Computer simulations of the competition-migration model.
The first column corresponds to the dynamics of each genotype
(see text) on BHK-K cells, the second column to the dynamics on
Hela cells and the third column to the dynamics on MDCK cells.
Bach row corresponds with an increasing frequency of migration per
passage: (a) no migration, m = 0, (b) m = 0.5% immigrants,

(c) m = 5% immigrants and (d) m = 50% immigrants.
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Table 1 Fitness parameters used in the simulations shown in Fig. 2
(adapted from Turner & Elena, 2000). The mutants B, H and M
were adapted to BHK-K, HeLa, and MDCK, respectively.

Cell type where fitness was estimated

Virus BHK-K Hel.a MDCK
MARM C (ancestral) 0.9493 0.7828 0.7717
B 1 0.8822 0.5037
H 0.8017 1 0.6376
M 0.9680 0.7509 1

Numerical analysis of the model

Figure 2 shows the results of the simulations. Passage
number is represented on the x-axis, whereas the log-
transformed final density of each viral genotype at the
end of the passage is represented on the y-axis. Several
conclusions can be drawn from the plots. In the absence
of migration (first row), a mutant’s frequency increased
proportionally to its beneficial effect. With the parame-
ters used, H and M viruses reached fixation after 25
transfers. By contrast, despite becoming the most abun-
dant genotype, the B virus did not completely outcom-
peted the ancestral C virus, which still represents 1.3% of
the total population. When migration took place, dy-
namics become more complex, although general trends
are still appreciable. First, the mutants spread out on the
entire metapopulation, increasing the polymorphism of
local populations. Second, as it happened in the case of
no migration, the rate at which a given mutant increased
frequency in the tissue wherein it was beneficial was
proportional to its beneficial fitness effect.

Analysing the evolution of each genotype separately, it
is interesting to notice that the ancestral C (solid line) did
not disappear from the metapopulation when m < 5%;
instead, it remained present on BHK-K and HelLa cells.
For m = 0.5%, the C was displaced after 21 passages in
MDCK cells. At the highest migration rate, however, the
ancestral C virus was always eliminated. In BHK-K the
density of the ancestral C genotype declined monoton-
ically, whereas in the HeLa and MDCK cell types the
density declined in a step-like fashion. The mutant B
(dotted line) still got numerically dominant in BHK-K
cells for the lowest migration rate, but its abundance
decreased as migration rate increased. It was the second
most abundant genotype in HeLa cells for m < 5% but
not for the highest migration rate. Its abundance in
MDCK was always low, becoming transient at the
highest migration rate. The mutant H (dashed lines)
became numerically dominant soon on HeLa cells
regardless of the migration rate imposed. Afterwards,
this population exported this variant at a rate propor-
tional to m, reaching also high frequencies in all other
tissues. Especially interesting, its frequency in BHK-K
cells was even higher than the corresponding beneficial B

variant when m = 50%. Finally, the mutant M (dotted-
dashed line) has a similar behaviour; it reached numer-
ical dominance in MDCK cell regardless of the migration
rate imposed. Afterwards, it was exported to BHK-X cells
where it became the second most abundant genotype at
m = 0.5% (although an -equilibrium - density was not
reached after 25 passages) and the most abundant one at
the higher migration rate. At the highest migration rate,

- it became the second most abundant genotype also in

Hela cells. For m = 50%, both H and M reached
equilibrium densities, whereas B only reached an equi-
librium density in BHK-K and HeLa cells.

Analysing each tissue separately, BHK-K cells consti-
tuted a permissive environment (first column in Fig. 2).
All three beneficial genotypes reached densities high
enough to survive the sampling phase of the experiment.
Purthermore, with the exception of m = 50%, also the C
genotype was still present at the end of the experiment.
For HeLa cells the picture was similar; this cell type
supported the coexistence of all three beneficial mutants.
In MDCK cells only the M virus had fitness higher than the
ancestral C (fourth column in Table 1). Hence, it would be
expected that these two genotypes would dominate the
MDCK population. However, due to the incoming virus
from HeLa cells, the H virus reached densities always
higher than the ancestral C. Accordingly, the density of H
virus on MDCK increased with migration rate.

Figure 2 shows that the abundance of a beneficial
mutant in its own environment decreases with increasing
migration rates. The reason for this decline is two-fold: (1)
it is constantly being removed by migration and (2)
immigrants are arriving which are not well adapted to
this environment. Table 1 shows that adaptation was
tissue-specific; therefore, immigrants would be character-
ized by a low fitness in the local cell type. Consequently,
the mean fitness for the population would be decreased
proportionally to the rate at which immigrants arrived.
Population fitness in the jth cell type (W) can be computed
using the expression Wj = Y"1, pyWy, where py stands for
the frequency of the ith genotype present in the jth cell
type (computed from Fig. 2) and Wy is the fitness of each
mutant on the corresponding cell type (taken from
Table 1). As it is apparent from Table 2, fitness in a certain
cell type always decreases with migration rate. For the
smallest migration rate, the reduction in fitness compared
with the nonmigration case was 0.30% for BHK-K pop-
ulations, 0.02% for Hela populations and <0.01% for

Table 2 Fitness estimated for each population on its home
cell type (#SEM) in the simulation experiment.

m BHK-K HelLa MDCK

0 0.9993 x 0.0057 1.0000 x 0.0000 1.0000 + 0.0000
0.006 0.9963 £ 0.0111 0.9998 = 0.0048 1.0000 = 0.0027
0.058 0.9763 £ 0.0144 0.8990 = 0.0137 0.9998 + 0.0087
0.5 0.9679 x 0.0038 0.9885 + 0.0523 0.9971 = 0.0321
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MDCK populations. For the intermediate migration rate,
reductions in fitness were larger: 2.30% for BHK-K
populations, 0.10% for HeLa populations and 0.02% for
MDCK populations. Finally, for the largest migration rate,
fitness reduction was even larger: 3.14% for the BHK-K,
1.15% for the HeLa and 0.29% for the MDCK populations.
Hence, simulation results allow us to make the following
first prediction: The fitness of a viral population in its home cell
type decreases with migration rate.

Figure 2 also shows that the density of a mutant in a
certain cell type decreases with the distance of this cell
type to its home cell type. (The distance between two
tissues was quantified as the number of counter-clock-
wise steps necessary to go from the first to the second.)
Hence, we expected that the performance of a viral
population in a particular cell type would also decrease
with distance as a consequence of two factors (1) the
number of viruses adapted to a given cell type decreases
with distance (Fig. 2) and (2) tissue-specific beneficial
mutations accumulated in the meantime might be
deleterious in the tissue of interest (Table 1). Our
simulations support this expectation. After computing
population fitness, as indicated above, and averaging the
three values obtained for the same distances from home,
we found negative correlations with distance for all
migration rates (Table 3). Furthermore, inspection of
these correlation coefficients suggests that the magnitude
of the correlation decreased with migration rate. Hence,
based on these results, we make the following two
predictions: (1) the fitness of a viral population in any cell
type different from its home type decreases with the distance
between tissues and (2) this effect vanishes as migration rate
increases.

These three predictions will be experimentally tested in
the rest of this paper.

Materials and methods

Viruses and host cells

The two clones employed in the present study were
derived from the Mudd-Summer strain of the vesicular

Table 3 Correlation between the fitness in a given cell type and its
distance to the cell type from where the population was isolated.
The strength of this correlation was assessed using Pearson’s
correlation coefficient. Each fitness value represents the average of
the three estimates obtained for equidistant cell types.

Distance from M e

home cell type 0 0.005 0.05 0.5

0 0.9998 0.9987 0.8917 0.9845
1 0.8288 0.8249 0.7973 0.7907
2 0.6866 0.7010 0.8066 0.8540
Correlation coefficient -0.7585 -0.7649 -0.6200 -0.4216
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stomatitis virus Indiana serotype. MARM C had an Asp,ss
to Ala substitution in the G surface protein. This
substitution allowed replication under monoclonal anti-
body (mAb) I, concentrations that neutralized the wild-
type (Vandepol et al., 1986). All experiments were done
with MARM C. The other virus clone was a mAb
I,-sensitive, surrogate wild-type. This wild-type was
employed as a common competitor during the competi-
tion experiments. To avoid further genetic change in the
wild-type clone, a large volume with a high titre
(~10'° PFU mL™!) was produced and kept at ~80 °C in
1 mL aliquots. The fitness of MARM C relative to wild-
type has been previously determined, always giving a
relative value of one (Holland et al., 1991; Miralles et al.,
1999a,b; Turner & Elena, 2000; Quer et al., 2001). Thus,
the mutation conferring the MARM phenotype can be
considered to be selectively neutral in the competition
assay environment.

Three mammalian host cells were used: BHK-K, HeLa
and MDCK cells. BHK-K cells were originally derived
from fibroblasts, cells that live in the spaces between
other cells and secrete the proteins of the extracellular
matrix; the HelLa cells were derived from tumour tissues
of the human cervix; MDCK were taken from epithelial
cells covering the bounding cavities of canine kidney
tubules (Adams, 1990).

Cell monolayers were grown in Dulbecco’s modified
Bagle’s minimum essential medium (DMEM) containing
either, 5% heat-inactivated new-born bovine calf serum
and 0.06% proteose peptone 3 (BHK-K), or 10% heat-
inactivated foetal calf serum (HeLa and MDCK). Cells
were grown in 25 cm? plastic flasks, containing 5 mlL of
supplemented medium, to a density of ~10° cells cm™2.
Cells were incubated at 37 °C, 95% relative humidity
and 5% CO, atmosphere.

Experimental populatlbns

Figure 1 shows a schematic representation of our experi-
mental design, which fully matches the one used in our
previous simulations. We followed a design similar to the
one described in Miralles ef al. (1999b) but with four
major differences. First, we used only three patches.
Second, now each patch was constituted of a different
cell type. Third, we used four different migration rates, 0,
0.5, 5 and 50% immigrants per daily transfer. Fourth, we
waited 48 h before sampling the populations to allow for
exhaustion of HeLa and MDCK cells. (At the beginning of
the experiment, MARM C replicated slowly in these cell
types.) Bach flask simulated a tissue within a body. After
2 days of infection and completion of the cytopathic
effect, the number of virus particles was about
5x 10° mL™%, On the first day, three flasks for each of
the four migration rates were infected with equal samples
of the original MARM C done. These three isolated
populations were ordered in a triangle (metapopulation)
and migration always occurred in a clockwise direction
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from BHK-K — HeLa -> MDCK and back to BHK-K.
Every 48 h post-infection, and until the end of the
experiment, a sample of the supematant from each flask
was taken and diluted 10-4 -fold in fresh DMEM. In order
to infect the next flask, we always added 200 pL of
diluted virus to the corresponding fresh monolayer. So as
to avoid the appearance of defective interfering partides,
the multiplidty of infection under this regime of batch
transfers was kept as low as ~0.04 virus per cell. The
difference between the four migration regimes is based
on whether the sample comes from the same i-flask or
from the migration of virus from the neighbouring
t- 1-flask into the population resident in the z'-flask at
the appropriate proportion. After 45 min of adsorption,
inocula were removed and fresh media added. Each
evolution line was maintained for a total of 25 transfers,
the equivalent of ~100 generations of RNA(+)-mediated
replication (Miralles ef al., 2000). This basic design was
three-fold replicated.

Fitness assays

We used the method described in Holland ez al. (1991). In
brief, a MARM population was mixed 1 : 1 with wild-
type and the mixture was used to infect a cell monolayer
as described above. Progeny was collected after 48 h,
diluted 104-fold and used to initiate the next competition
transfer by infection of a fresh monolayer. At least two
competition passages were carried out for each fitness
estimate. The ratio of MARM C to wild-type was
determined by plating with and without mAb Ij in the
overlay agarose médium at each transfer. These deter-
minations gave the proportion of MARM C to wild-type
at transfer ¢, Rt The fitness of MARM C relative to wild-
type was estimated as W=1+ (bl In D), where b is the
regression coeffident of the In R, as a function of transfer
and D is the dilution factor (Levin et al, 2000).

In order to assess the extent to which each evolved
population was adapted to the three cell types, fitness
was independently estimated in all three. Henee, for each
population, we had three different fitness estimates.

Experimental resulte

Extent and specificlty of adaptation in the absence
of migration

First, we were interested in testing whether adaptation
took place to each cell type in the absence of migration.
Effectively, adaptation was tissue-spedfic, as described
elsewhere (Holland efal, 1991; Novella efal, 1999;
Weaver et al, 1999; Crill et al, 2000; Tumer & Elena,
2000; Cooper & Scott, 2001). Figure 3 shows the average
fitness (with standard errors) across replicates for each
end-point population measured in its home and in every
altemative environment. We analysed these data using a
mixed anova model wherein cell types of isolation and

Fitness on BHK-K

HeLa or
MDCK
E  LoO
Ancestral BHK-K HeLa MDCK
MARM C adapted adapted adapted

Fig. 3 Spedfidty of the adaptation to each cell type during evolu-
tion in the absence of migration between tissues. Fitness was
measured on each cell type. Error bars represent one standard error
of the mean (n — 9).

competition were treated as orthogonal fixed factors and
the experimental replicate was treated as a random factor
nested within the interaction of the two fixed factors.
Three major condusions can be drawn. First, significant
differences were detected among viral populations
evolved on different cell types (F>23 = 6.7478,
P = 0.0049). Second, the fitness estimates depended
upon the cell type wherein fitness was assayed
(*2,23 = 13.9072, P = 0.0001). Third, fitness differences
among viral populations evolved on different cell types
depended on the cell type used for the competition
experiments = 20.8345, P< 0.0001). Figure 3
suggests that this significant interaction might be due to
evolved populations performing better in their home cell
type than in the altemative ones. To address whether this
possibility was statistically supported by data, we ran
one-way anovas using competition cell type as a fixed
factor and, whenever differences between competition
cell types were found, Tukey's post hoc tests to define
significant homogeneous groups. By doing so, we found
that the only case where fitness was significantly higher
in the home cell type than in both altemative cell types
was for HeLa-adapted populations (three homogeneous
groups HeLa > BHK-K > MDCK; Tukey's P = 1). Henee,
we condude that virus evolved on HeLa cells paid a
much higher cost in altemative cell types than a virus
evolved in any other tissue. Any mutation required for
the virus to effidently replicate on HeLa seems to be
detrimental in any altemative environment. In other
words, in the absence of migration, HeLa selected for
very spedalist viruses. On the other hand, mutations
responsible for adaptation to BHK-K were not detrimen-
tal to the altemative environments and the virus can be
considered as generalist (a single homogeneous group
BHK-K = HeLa = MDCK; Tukey's P = 0.6730). MDCK
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Fig. 4 Effect of migration rate on the magnitude of viral adaptation
to the cell type from which the viral population was isolated.
Assignificant negative correlation was obtained. Errorbars correspond
with one standard error of the mean (« = 3). Black oreles correspond
to BHK-K-evolved populations, white squares to HeLa-evolved
populations and grey triangles to MDCK-evolved populations.

cells were intermediate, as previously reported by Tumer
& Elena (2000): they selected viruses significantly less fit
on BHK-K but not significantly worse on HeLa (two
homogenous groups BHK-K < HeLa = MDCK, Tukey's
P£ 0.3286).

Does migration rate affect the degree of adaptation
to each tissue?

Our simulation model predicted that the fitness of a viral
population in its own cell type should decrease with
migration rate. To test this prediction, Fig. 4 shows the
relationship between the fitness measured in the cell type
where a viral population was isolated and the migration
rate. Clearly, migration between tissues had a negative
effect on the adaptation to a given cell type. The larger
the migration rate, the less locally adapted the population
was (partial correlation coeffident controlling for the
cell type of isolation r=-0.6331, 33 d.f., one-tail
P < 0.0001). This result confirms the first prediction we
made from the simulations.

Does the distance to a certaln cell type affect
the performance on it?

Our simulations allowed us to make two predictions
regarding the fitness of a viral population in a given
tissue located away from its home tissue. First, we
predicted that fitness in a tissue should be a decreasing
function of distance from the home tissue. To test this
prediction, Fig. Sa shows the correlation with distance
for the four different migration rates. A significant
partial correlation coeffident (controlling for migration
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Fig. 5 (a) Effect of the distance from a given cell type on the fitness
of a viral population in that cell type. Fitness decreased with
distance. Distance was defined as the number of intermediate
patches between a given cell type and the patch where the
population was isolated (in a counter-dockwise way). Different
migration rates (m) are represented by different symbols as indicated
in the inner box. For darity, error bars for each mean valué are not
presented. (b) Migration reduces the correlation with distance. Plot
shows the absolute valué of the correlation between fitness and
distance as a function of the migration rate rank. Error bars represent
the standard error of the correlation coeffident.

rate) between the fitness of each evolved viral popula-
tion on every cell type and the distance to them suggests
that, overall, population fitness on a given cell type
decreases with the distance from it (r = -0.7654, 33 d.f,,
one-tail P= 0.0015), as we hypothesized. However, a
Tukey's post hoc test (using distance as a fixed factor in a
one-way anova) shows that environmental effeets can
be partitioned into two groups: the environment where
the viral populations evolved and away from it
(P>0.9766). Henee, we cannot discard the possibility
that the above correlation was entirely driven by a
difference between fitness at the own cell type and at
different cell types.
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Simulations also predicted that the correlation with
distance should decrease as migration rate increases.
Figure 5a already suggests that the absolute value of the
correlation with distance decreases with migration rate.
This trend is shown in Fig. 5b and, indeed, it was
statistically significant- (r =-0.9675, 2 d.f., one-tail
P = 0.0163), confirming the prediction drawn from our
simulation model. By increasing migration rate, more
and more viruses adapted.to-the cell type of interest
would spread over the entire metapopulation, increasing
the average population fitness on that environment and,
hence, reducing the negative correlation with distance.
In this sense, high migration rates create generalist
populations constituted by individuals specialized in
different environments.

Discussion

In the present study, we explore how the degree of viral
adaptation is jointly affected by population structure and
environmental heterogeneity. These two issues had been
already addressed separately. Several studies have shown
that viral populations readily adapt to heterogeneous
temporally fluctuating environments (Novella et al.
1999; Weaver et al., 1999; Turner & Elena, 2000). A
common feature of all these studies is the fact that a viral
population evolved under such conditions becomes a
generalist without paying fitness costs in any of the
alternating environments. By contrast, viral populations
evolved in a constant cell environment become specialist,
paying fitness costs in any alternative environment
(Holland et al., 1991; Novella et al., 1999; Weaver et al.,
1999; Crill et al., 2000; Tumner & Elena, 2000; Cooper &
Scott, 2001). The present results agree well with the
previous ones. Migration among heterogeneous cell
environments selects for generalist viruses with increased
fitness in all the alternative cell types. By contrast, in the
absence of migration, viral populations became specialist
for their host cell type. This result supports the general
view that migration must be sufficiently low relative to
the strength of selection to generate local adaptation to
each patch of the environment (Brown & Pavlovic, 1992;
Holt, 1996; Kawecki, 2000). Actually, the conditions for
the coexistence of specialists in a heterogeneous envi-
ronment are very restrictive. If the selective differences
among patches are not so large, as it is the case here for
BHK-K and MDCK cells, the balance of production from
each patch must be roughly equal in order to maintain
diversity (Maynard Smith & Hoekstra, 1980; van Tiend-
eren, 1991). This implies that there must be a lot of
opportunities for generalists to evolve in heterogeneous
environments, even if selection favours specialization to
the most productive patch in the short term.,

In contrast, fewer experiments had been carried out for
testing the role of metapopulation structure in viral
evolution. Miralles e al. (1999b) found that migration
among homogeneous patches increased the overall

fitness, but decreased the variance among patches. Qur
choice of migration rate values might be considered as
arbitrary and, perhaps, far from those expected to be
important in the real world. It would be desirable to test
many more migration rates, but then the size of the
experiment makes it untreatable. However, in order to
put our conclusions in a real context of parameters, we
can assume the following experiment. Let us imagine an

- individual - infected -by a- variant of -any virus. This

individual moves into a population where the resident
variant is different. Assuming that the viral load per
infected individual is a constant, then the rate of
migration is m = 1/N, where N is the host population
size. Clearly, for populations of moderate size, the
migration rate is well below our lowest value of
m = 0.005. The problem is still the lack of information
about a true value for migration rate in natural popula-
tions. In a pioneering study done by Grassly et al. (1999)
with HIV-1, migration rate was indirectly inferred from
sequence data to be as high as m = 0.0039 per day
(averaging estimates from subtypes A and B and genes
env and gag), a value in the same order of magnitude of
our lower migration rate.

A different picture can be drawn for migration among
tissues within an infected individual. In this case, it is
logical to believe that migration rates must be much
higher. However, in contrast with the growing experi-
mental evidence for viral heterogeneity among tissues
and organs, the proper analyses to infer gene flow are still
under way. Nevertheless, qualitative conclusions about
the magnitude of within-patient migration can be drawn.
Delwart et al. (1998) analysed HIV-1 clones isolated from
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and non-
spermatozoal semen mononuclear cells (NSMC) from
five patients. In all five patients analysed, they found that
isolates from both cell types clustered together signifi-
cantly, indicating a continuous incorporation of variants
from one tissue into the other. Furthermore, some
significant clusters were exclusively formed by isolates
from NSMC, some others by a majority of isolates from
NSMC, but also containing few PBMC isolates. This last
observation could be a reflection of the role played by
blood cells in the spread of variants through the entire
body. Similar results were obtained by van’'t Wout et al.
(1998) also with isolates of HIV-1 from different organs.
They also found significant clusters containing isolates
from different tissues. Poss et al. (1998) made an excel-
lent and detailed study about the degree of differentiation
between HIV-1 isolated from PBMC and cervical secre-
tions. They found a significant phenetic structure for
sequences from these two cellular origins. In addition, for
all the patients analysed, they found that variants
isolated from mucose, at any time point, were different
from samples taken at the preceding time points, indica-
ting a continuous input of variants from a different
reservoir. All of these examples clearly suggest that the
migration rate among organs within patients should be
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quite large and within the range of values employed in
our study.

Our simulations make two assumptions that may
clearly be an oversimplification. For instance, we as-
sumed that selection only took place by direct competi-
tion between coexisting genotypes in a given cell type. In
other words, we are assuming that all four genotypes
were able of replicate in all three different cell types. In
this sense, different cell types only represent a form of
soft selection. In real populations, however, hard selec-
tion can also be acting as a consequence of an extrinsic
mortality determined by the different environmental
conditions represented by each cell type (Chao et al,
2000). If a certain proportion of the immigrating popu-
lation dies off immediately after arriving to a certain cell
type as a consequence of its inability to replicate, the total
amount of selection (hard + soft) experienced by the
viral population would be larger than we assumed in our
simulations. Hence, the rate of evolution and the extent
of adaptation will be greater than we expected. Another
critical assumption is our consideration of only four
predefined competing genotypes. Due to the extremely
variable nature of RNA viral populations, it is highly
likely that many more variants would coexist, making
competition even stronger.

Our simulation study suggests the existence of a
negative correlation between viral fitness in each cell
type and the spatial distance to it. However, our experi-
mental results only gave partial support to this predic-
tion. Such negative correlation between distance and
virulence-related traits is not rare in epidemiological
literature. For instance, it has recently been reported in
field data from the recent outbreak of foot-and-mouth
disease virus in the UK (Keeling ef al., 2001) that the
transmission kernel decreases with distance. In this
particular case, the spatial heterogeneity among farms
was in terms of animal species composition and migra-
tion took place by means of frequent local movements
with occasional long jumps.
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CAP{TULO III: DINAMICAS EVOLUTIVAS EN PRESENCIA DE ANTIVIRALES

Uno de los aspectos més destacados en virologia es la enorme dificultad
que supone la lucha contra las enfermedades virales. Parece increible que los
organismos mas simples de este planeta sean al mismo tiempo de los mas
dificiles de combatir. En el caso de bacterias, se ha descubierto un gran nlimero
de antibidticos capaces de impedir su proliferacién de forma efectiva (Goto et
al., 1963; Marinelli et al., 1963; Stuart y Bruins, 1963). Sin embargo, no ocurre
lo mismo en el caso de las infecciones virales. Una buena explicacién a este
hecho radica en las numerosas trabas que implica el tratar de distinguir los
mecanismos en los que estdn implicados los virus de aquellos que afectan al
hospedador. No obstante, en los wltimos afios se han obtenido diversos
compuestos con capacidad antiviral, si bien los estudios in vitro que dan fe de
su eficacia vienen seguidos de cuantiosos ensﬁyos preclinicos con objeto de

descartar una potencial toxicidad sobre los hospedadores.

La mejor alternativa en la blsqueda de antivirales esta en la utilizacién
de moléculas que sirven para una funcién tnica en el virus, sin anélogos en el
hospedador (Coen, 1991). Estos agentes pueden actuar a distintos niveles en el
proceso de infeccién. En una etapa temprana, diversos factores pueden actuar
en la adsorcién, la penetracion y el desensamblaje de las particulas virales. En
estas etapas es requerida la interaccién de estructuras especificas del virus con
las membranas celulares, por lo que existen ciertas dianas para agentes

antivirales.

Dentro del mecanismo de replicacién, también es posible encontrar
distintos agentes que afecten a polimerasas o quinasas implicadas en este
proceso. Ademés, existe una estrategia méas refinada en la basqueda de
antivirales y que se basa en el disefio de compuestos que interactian con dianas
especificas virales, no presentes en las proteinas celulares (Colonno, 1992; von
Itzstein et al. 1993). De cualquier manera, e independientemente de la via que
se siga en la obtencion de antivirales, el largo camino que va desde los ensayos
in vitro hasta las pruebas preclinicas y la licencia final, suele concluir con
mucha frecuencia en la demostracién de la ineficacia de muchos de estos
productos en la lucha contra las enfermedades virales (Stevens et al., 1973;

Myers et al., 1975).
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3.1. Antivirales sintéticos

El virus de la gripe (serotipo A) es inhibido por dos sustancias, la
amantadina y la rimantadina, que son capaces de impedir la replicacién de este
virus a concentraciones permisivas in vivo (Skehel et al., 1978; Aoki et al.,
1985). Sin embargo, se ha observado que durante la administracién del
tratamiento, tanto in vitro como in vivo, se produce una rapida emergencia de
virus resistentes (Hayden et al., 1989; Hayden y Hay, 1992), si bien estas
variantes no parecen conferir una ventaja selectiva al virus en ausencia de

antivirales, ya que no se han encontrado en la naturaleza.

Por otro lado, los herpesvirus constituyen un grupo ampliamente
distribuido y que ha sido objeto de estudio por su gran impacto sobre la salud
pablica. Dos son las sustancias que podemos destacar, el aciclovir y el
ganciclovir, siendo ambos analogos de la guanosina. Tanto uno como el otro son
capaces de inhibir la replicacion de diversos herpesvirus, pero mientras el
aciclovir presenta poca toxicidad sobre el hospedadog (Elion et al., 1977;
Schaeffer et al., 1978), el genciclovir es més téxico, aunque més potente (Mar et
al., 1983). De nuevo, el empleo de estas sustancias ha dado lugar a la aparicién
de resistencias in vitro e in vivo (Coen y Shaffer, 1980; Field et al., 1980; Erlich
et al, 1989; Englund et al, 1990). Sin embargo, mientras que los virus
resistentes a aciclovir presentan mutaciones puntuales @én el gen de la tirosina
quinasa (Darby et al, 1986) o dobles mutantes en este gen y en el de la
polimerasa, respecto al ganciclovir todos los mutantes caracterizados hasta la
fecha contienen mutaciones en ambos genes (Lurain et al., 1992; Sullivan et al.,
1993), lo que da idea de la existencia de ciertas diferencias en el modo de accién

de ambas sustancias.

La ribavirina presenta actividad frente a un amplio rango de virus de
DNA y de RNA. Se utiliza habitualmente en el tratamiento del virus de la
hepatitis C (con interferén), y de otras infecciones endémicas en paises
tropicales (Snell, 2001). El modo de accién puede variar para distintos virus, si
bien no esti completamente definido. La ribavirina parece actuar inhibiendo la
sintesis de la guanosina trifosfato, que es requerida tanto para la transcripcién

como para la replicacién y el ensamblaje de los transcritos de RNA virales.
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También parece actuar inhibiendo de forma competitiva a la polimerasa viral o
por mutagénesis letal tras su incorporacién durante la replicacién viral
(Cameron y Castro, 2001; Crotty et al., 2001). Incluso combinaciones de estos
mecanismos pueden ser importantes en la inhibicién de distintos virus. No se
han observado resistencias a ribavirina (Waugh et al., 2002), provocado

probablemente por la existencia de miltiples mecanismos de accién.

No cabe duda que el virus més ampliamente estudiado hasta la fecha ha
sido el del SIDA, siendo numerosos los grupos que han invertido enormes
esfuerzos en este trabajo. El SIDA es provocado por un retrovirus, el HIV-1, y el
enorme impacto que tuvo su emergencia a nivel mundial a principios de los
afios 80 motivo la creacion de innumerables proyectos de investigacién con
objeto de obtener una terapia capaz de detener el avance de la infeccién. Hasta
la fecha, se han descubierto una gran cantidad de productos, fundamentalmente
inhibidores de la replicacion, pero también otros que afectan a otras enzimas
virales. E1 AZT es el producto mas conocido y uno de los primeros que surgieron
(Mitsuya et al., 1985). Este antiviral es un analogo de nucleésido y basa su
acciéon en la inhibicién de la transcriptasa reversa del virus, aunque los
mecanismos moleculares atin no han sido completamente esclarecidos. Otros
anélogos de nuclebsidos, como la didanosina y la zalcitabina, también han sido
empleados en la lucha contra el SIDA. Sin embargo, el empleo de todos estos
antivirales ha dado lugar a la aparicion de resistencias contra todos ellos (Larder
et al., 1989; Martin et al., 1993; Zhang et al., 1994). Otro grupo de A*,c,_xgentes que
actia sobre la transcriptasa reversa pero que no esta relaciohaélo con los
nucleésidos, son los llamados inhibidores especificos de la transcriptasa reversa
(D’Aquila, 1994). Este es el caso de la nevirapina, la atervidina o la delarvidina,
entre otros, para los cuales se ha descrito la rdpida aparicién de cepas
resistentes. Es precisamente esta emergencia practicamente inmediata de
resistentes lo que ha provocado la aparicién de terapias que tratan de combinar

la accion de estos dos tipos de agentes.

Las monoterapias se han demostrado poco eficaces en la lucha contra
las infecciones virales, y en particular contra el virus del SIDA. Desde hace
algunos afios, la combinacién de terapias parece ser el camino a seguir (Mazzulli

y Hirsch, 1993; Caliendo y Hirsch, 1994). Son diversas las razones que aparecen
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a favor del uso de terapias combinadas; por ejemplo, cabe esperar que el empleo
de dos o méas drogas conduzca a una actividad antiviral aditiva o incluso
sinérgica, y de esta forma, se aumente la eficacia del tratamiento. Por otro lado,
la toxicidad provocada por el uso de estos antivirales puede reducirse debido a
que las dosis a aplicar sean menores. Ademas, la terapia puede dirigirse a

distintos niveles del ciclo biolégico del virus.
3.2. Interferones

Las infecciones virales desencadenan una serie de respuestas inmunes
por parte de los hospedadores. Una de las respuestas primarias es la que llevan
a cabo los interferones (IFNs), que presentan un papel relevante tanto en las
enfermedades virales como en sus tratamientos (Biron, 1998; Goodbourn et al.,
2000; Levy y Garcia-Sastre, 2001). Los interferones constituyen una familia de
citoquinas producida por muchos tipos celulares en respuesta a las infecciones
virales y a otros estimulos, clasificAindose en dos grandes tipos. Los interferones
tipo I engloban una superfamilia que abarca cuatro familias estructuralmente
relacionadas: INF-a, INF-B, INF-o y INF-t. Estos interferones, cuyos miembros
difieren dependiendo de la especie animal, son secretados a consecuencia de las
infecciones virales en diversos tipos celulares. Los interferones tipo II (IFN-y)
son producidos por células T activadas y por macréfagos en estado de
estimulacién mitética o antigénica del sistema inmune, estando implicados en la

respuesta inmune especifica de antigeno (He y Katze, 2002).

El mecanismo de regulacién del sistema de los interferones puede
simplificarse de la siguiente manera: una vez los virus infectan las células,
algunos productos virales, fundamentalmente el RNA de doble cadena, induce
la sintesis de interferén, que es secretado. Estas proteinas se unen a los
dominios extracelulares de los receptores especificos de la superficie celular, con
la consiguiente activacién de una via de sefializacién intracelular que provoca la
expresién de un gran nimero de genes. Los productos de estos genes inhiben
diversas etapas de la replicacién viral, mediando de este modo los efectos

pleiotropicos de los interferones (Sen y Ransohoff, 1993).

Los interferones no sélo contribuyen a la estimulacién del sistema

inmune (Biron, 2001), sino que ademas regulan tanto la diferenciacién como el
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crecimiento celular (Grander et al., 1997). Estas propiedades han hecho de los
interferones uno de los productos mas empleados en el tratamiento de
enfermedades, no sélo provocadas por agentes viricos, sino también de diversos

tipos de cancer (Borden y Parkinson, 1998).

La interaccién de los virus con el sistema inmune ha dado lugar a la
evolucién de diversas estrategias virales para neutralizar los efectos de los
interferones. Estas estrategias incluyen la utilizacién de receptores que actiian
como sefiuelo para impedir la unién de los interferones a sus receptores
celulares, asi como también la perturbacién de las vias de sefializacion y la
inhibicion directa de la expresién de numerosos genes mediante represores de
la transcripcion (Cebulla et al., 1999; Goodbourn et al., 2000; Levy y Garcia-
Sastre, 2001).

3.3. Terapias combinadas

La hepatitis C ha sido combatida fundamentalmente mediante el
empleo de monoterapias con IFN-a, si bien recientemente han comenzado a
utilizarse terapias combinadas IFN-c/Ribavirina. Los pacientes tratados con
IFN-o muestran a menudo graves efectos secundarios (Fontaine y Pol, 2001);
no obstante, son numerosos los estudios que muestran los beneficios de esta
terapia (Romeo et al., 1995; Poynard et al., 1999; Thomas et al., 1999). La
terapia con interfer6n parece bloquear inicialmente la liberﬁpién de las
particulas virales, mas que la produccién de nuevas infecciones,%‘i‘y tras este
periodo inicial, la reduccién de los titulos virales vendria provoéada por la
accién de linfocitos T citotoxicos, que inducirian la muerte de las células
infectadas (Neumann et al., 1998; Thomas et al., 1999). La eficacia de la terapia
con IFN-a en el tratamiento de la hepatitis C es relativamente baja. De hecho,
este tratamiento sélo tiene éxito en el 10-15% de los pacientes tratados (Fried y
Hoofnagle, 1995; Hoofnagle, 1999), ya que la infeccién reaparece con bastante
frecuencia poco tiempo después de la finalizacién del tratamiento (Garson et al.,
1992). La utilizacién de terapias combinadas ha mejorado un tanto la situacion,
aumentando hasta el 30-40% el porcentaje de éxito del tratamiento (Battaglia y
Hagmeyer, 2000; Davis et al., 1998). Numerosos estudios han mostrado que el

empleo de terapias combinadas IFN-o/Ribavirina para el tratamiento de la
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hepatitis C, produce mejores resultados que las monoterapias con IFN-a
(Braconier et al., 1995; Chemello et al., 1995; Schalm et al., 1997). Sin embargo,
el modo en el que la ribavirina actuaria en conjuncién con el IFN-a no esta en
absoluto definido. Querenghi et al. (2001), sugieren que la ribavirina puede no
exhibir un efecto antiviral directo, sino que desencadenaria una respuesta
favorable al interfer6n por medio de la modulacién de la respuesta inmune
contra el HCV. Recientemente, se ha observado que la adicién de amantadina a
la combinacién de IFN-o/Ribavirina refuerza el efecto antiviral, induciendo una
rapida disminucién de la carga viral (Adinolfi et al., 2003). El modo en el que la
amantadina actia de forma sinergfstica con el IFN-a y la ribavirina permanece
sin esclarecerse. A pesar de esto, se sabe que la amantadina puede inducir la
produccién de interleuquinas (Wandinger et al., 1999), y es posible que la
modificaciéon del sistema inmune del hospedador por la accién de esta

sustancia, intensifique el efecto antiviral del interferén y de la ribavirina .

De cualquier manera, parece claro que el uso de terapias combinadas es
el camino a seguir en la lucha contra las enfermedades virales, si bien es preciso
tener en cuenta que el empleo de estas metodologias puede producir efectos

mas impredecibles si cabe que el uso de monoterapias.
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Abstract. The possession of an antiviral resistance mutation clearly benefits a virus when the
corresponding antiviral is present. But does the resistant virus suffer a cost of resistance (i.c., a
reduction in fitness) when the antiviral is absent? If so, then one strategy to control the spread
of resistance would be to suspend the use of a particular antiviral until resistant genotypes
declined to low frequency. Would an evolutionary history of association between a genotype
and a resistance mutation overcome the cost of resistance by evolving adaptations that
counteract the harmful side-effects of resistance mutations? As a consequence of this
adaptation of viruses to their resistance mutations, it becomes increasingly difficult to eliminate
resistant genotypes simply by suspending the use of antivirals. Similarly, are combined
therapies more effective against the rise of resistant viruses or against evolutionary
compensations? To explore all these questions, we took an experimental evolution approach.
After selecting VSV populations able to replicate under increasingly high concentrations of
ribavirine and/or a-interferon, we evolved them for more than 100 generations under sub-
inhibitory concentrations of the corresponding antivirals, allowing for evolutionary
compensation. Our results show that resistance for these two antivirals was not easily achieved,
being the selected populations less fit than the ancestral ones both in presence and absence of
the antivirals. We speculate about the possibility this result was a consequence of the
mutagenic action of these two antivirals that increased the deleterious mutational load. Further
evolution in presence of sub-inhibitory concentrations of both antivirals compensated about
98% of the reduction in fitness both for a-interferon and combined therapies. In the case of
ribavirine, selected populations were ~1% more fit than the original clones in absence of
antivirals. These results emphasize the importance of careful designs of antiviral therapies that

take into account the possible emergence of more virulent variants.

65


mailto:iose.m.cuevas@uv.es

CAPITULO 3: DINAMICAS EVOLUTIVAS EN PRESENCIA DE ANTIVIRALES

Introduction

The likelihood that resistant mutants will emerge, and expand in the population, after
treatment with antiviral drugs depends of four main factors (Richman, 1996a): the viral
mutation rate; the mutation intrinsic ability of the viral target site with respect to a
specific antiviral; the selective pressure of the antiviral drug; and the extent of virus
replication. Each one of these factors represents, by itself, an extensive field of
investigation in the study against viral diseases, not being easy the establishment of
clear separations among them. According to Richman (1996b), the probability of a
mutant population emerging against increasing antiviral drug activity follows a bell-
shaped distribution. At the beginning of the function, the increase of the selective
pressure caused by the antiviral drug activity raises the probability of fixation of new
resistance mutations, until reaching the highest point. Beyond this point, the probability
of emergence of new resistant mutations diminishes, together with virus replication,
down to zero. One of the main goals of the chemotherapy of viral infections is precisely
the identification of drug regimens that inhibit completely the virus replication
(Richman, 1996a).

Several studies have shown that the presence of drug-resistant mutants in isolates
obtained from patients with no prior drug exposure is a phenomenon quite common
(N4jera et al. 1994, 1995; Kozal et al. 1996). It is logical to expect that the selective
pressure promoted by the drug treatment contributes to the expansion of these pre-
existing mutants. In that sense, several groups using a variety of different inhibitors,
have observed that within one to two weeks following initiation of therapy, the plasma
virus declines to about 1% of its initial value, increasing again in a rapid way as
resistant mutants spread out (Ho et al. 1995; Nowak et al. 1995; Schuurman et al. 1995;
Wei et al. 1995).

Taking into account these previous results, the most suitable and maybe the only
way in order to overcome viral diseases, have to accomplish the complete suppression
of virus replication. Nowadays, the answer to this trouble is mainly addressed using
combinations of drugs, and with two strategies. The first, convergent therapies, where
two drugs targeting the same viral protein are used. In this case, mutations induced by
one drug may sensitize the virus to the other one, or may prevent the emergence of
viable mutants (Chou et al. 1993; Larder et al. 1995). The emergence of cross-resistant

virus variants may become a serious problem on this class of therapy (Dulioust et al.
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1999). The second group of therapies employs two drugs whose targets are completely
different. Several studies have shown the benefits of combination therapies against
monotherapies in HIV-1 (Kojima et al. 1995; Mansky et al. 2002).

A classical example of combined therapy is represented by the treatment of the
hepatitis C virus (HCV) with interferons and ribavirine (Neau et al. 2003; Tsubota et al.
2003; Sreenarasimhaiah et al. 2003). Interferons are a family of cytokines, with two
main types, type I and type II. Type I include a-IFN, B-IFN, ®-IFN, and t-IFN. Type
IT IFN is y-IFN. Interferons are induced in mammalian cells as a response to virus
infection, being secreted to circulation, and activating a global antiviral state.
Moreover, IFN have pleiotropic effects on cell growth, cell motility, and cell functions.
However, IFN has been proved to be ineffective in most treated individuals (Fried and
Hoofnagle 1995; Hoofnagle 1999). The use of ribavirine, a guanine nucleotide
analogue, in combination with a-IFN, has improved the results on HCV treatment
(Braconier et al. 1995; Schalm et al. 1997). In any case, the mechanism of action of
ribavirin has not been clearly defined yet. Recently, Querenghi et al. (2001) have
suggested that ribavirine could promote a favorable answer to o-IFN, by means of the
modulation of the immune reaction against HCV. However, Crotty et al. (2001) have
demonstrated that ribavirine’s antiviral activity is exerted through lethal mutagenesis.
RNA viruses present high mutation frequencies, being close to the edge of error
catastrophe (Eigen, 1971). Ribavirine can force an increase in mutation rate, pushing
the RNA viruses into error catastrophe (Lee et al. 1997; Loeb et al. 1999; Crotty et al.
2000). In fact, although a wide variety of mutagens is known, they usually cause severe
side effects in humans at the necessary doses (Holland et al. 1990; Lee et al. 1997).
Therefore, the search for new nucleoside analogues specific for incorporation by RNA-
dependent RNA polymerases is highly necessary. In the meantime, it is important to
investigate the use of combined therapies, which can yield synergistic effects on viral
diseases (Klein, 2003; Fuchizaki, 2003).

There is a point that has not being taken adequately into account in the fight
against viral diseases, is the cost of the antiviral resistance. In absence of drugs,
resistant variants are generated and maintained at very low frequencies (Ribeiro, 1998;
Ribeiro and Bonhoeffer, 2000). When treatment begins, the total viral load falls, as a
consequence of the elimination of the sensitive strains. The resistant strains, however,

spread out in the population because of its selective advantage. This process implies
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generally a cost in the population fitness (Goudsmit et al. 1996; Imamichi et al. 2000)
that makes them inferior competitors to sensitive genotypes in the absence of antivirals.
If so, then a strategy for containing the spread of resistance would be to suspend the use
of a particular antiviral until resistant genotypes had declined to low frequency.
Nonetheless, the efficacy of this strategy depends, in part, on the cost of antiviral
resistance to the virus. Assuming that some sensitive virus survive antiviral treatment
(or colonize after the treatment has ended), the amount of time necessary to reduce the
abundance of resistant virus to a specific low level is inversely proportional to the cost
of resistance. For example, it would take ten times as long to eliminate a population of
resistant virus when the cost of resistance is only 1% as compared to when the cost of
resistance is 10%. Thus, the efficacy of controlling the spread of antiviral resistance by
suspending the usage of an antiviral is critically dependent on the relative fitness of the
resistant and sensitive genotypes in the absence of antiviral. However, there is an
important qualification to this conclusion. That is, it is implicitly assumed that the
resistance mutation was put into a naive virus, one which has no evolutionary history of
association with the resistance mutation. An important question, therefore, is whether
the cost of resistance can be reduced or even eliminated by allowing the virus to adapt

to the resistance mutation.

Materials and methods

VSV clones. In this experiment we used two different clones derived from a clone of
the Mudd-Summer strain of the VSV Indiana serotype. One of them, MARM C,
presents an Aspzso—>Ala substitution in the G surface protein. This substitution allows
the mutant to replicate under mAb I, concentrations that neutralize the other clone,
surrogate wild-type (Vandepol et al., 1986). Both clones were adapted to mouse L-929
cells by thirty-five diluted passages (120 generations) before challenging them with any
antiviral. To avoid any further genetic change, large volumes with a high titre (10°
pfu/mL) were produced and kept at —80°C in 1 mL aliquots. Wild-type and MARM C
L-929 adapted populations were named as JMC1 and JMC2, respectively, and were
used to initiate the resistance experiments.

Cell lines and culture conditions. Mouse L-929 cells were grown as monolayers
under Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium (DMEM) containing
10% heat inactivated fetal calf serum. Cells were grown in 25 cm? plastic flasks for

infections or in 100 cm? plates for routine maintenance. Cells were incubated at 37 °C,
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95% relative humidity, and 5% CO; atmosphere. After infection, viral particles were
enumerated by plaque-assays using confluent cell monolayers under DMEM solidified
with 0.4% agarose.

Antiviral drugs. Ribavirin (Sigma) and o-IFN (Calbiochem) were employed.
Ribavirin was prepared from solid product, at three different concentrations (5 mg/mL;
500 pg/mL, and 5 ng/mL). a-IFN was diluted from the commercial product, at three
concentrations (2000 U/mL; 200 U/mL, and 10 U/mL). To avoid natural variation in
interferon efficiency, all the a-IFN used along these experiments belonged to the same
batch.

Experimental populations. Mix populations of JMC1 and JMC2 were used to initiate
one population in each of the following three treatments: ribavirine (named as JMC1IR
and JMC2R), o-IFN (named as JMC1I and JMC2I), and Ribavirin/a-IFN combination
(named as JMCI1C and JMC2C). At the beginning of the experiment, each population
was allowed to infect a L-929 cell monolayer that was treated for 15 h with the
corresponding therapy. After 45 min incubation to allow virus adsorption, excess virus
was removed and each mixture was incubated for an additional 23 h period in presence
of the corresponding therapy. The propagation cycle was repeated using a diluted
sample of the resulting viral progeny and a newly grown cell monolayer treated with the
corresponding therapy. A total of 40 cycles were conducted for each population, with
two different stages (Figure 1). During the first 25 cycles, increasing concentrations of
the antiviral drugs were used: In ribavirine therapy, the increase was from 5 pg/mL
(cycle 1, ~LCis; i.e., the concentration of ribavirine that allowed the replication of 15%
of the viruses in the originél clone) up to 100 pg/mL (cycle 25, ~LCs); in the o-IFN
therapy, the increase was from 15 U/mL (~LCs) up to 140 U/mL (> LCy); in the
combined therapy, the increase was equivalent to the sum of the single treatments (from
~LC3 up to > LCy). During the second stage (the last 15 cycles) a fix concentration was
used for each therapy: 60 pg/mL for ribavirine treatment (~LCs), 80 U/mL for a-IFN
therapy (> LC}), and the sum of both of them for the combined therapy (> LC)). In all
cases, cells were pre-treated for 15 h with an identical concentration of the
corresponding antiviral. After pre-treatment, the solution was removed and the
monolayers infected with the corresponding virus populations. These two stages include

the phase I of the experiment.
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Figure 1. Change in the concentration of antiviral, for single therapies, throughout the
forty passages of experimental evolution. For the combined therapy, the concentrations

employed correspond with the sum of both lines.
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In order to determine changes in resistance levels for these six selected
populations, they were subjected to a probit curve analysis, using several antiviral
concentrations. The probit analysis for ribavirine was done by subjecting all the
samples to increasing ribavirine concentrations (0, 0.01, 0.1, 1, 10, 20, 30 and 40
pg/mL). Similarly, the concentrations employed in the probit analysis for a-IFN were
0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 and 140 U/ml. Finally, the concentrations for the analysis
probit for the combined therapy were 0, 5, 10, 15, 20, 30, and 40 pg/mL of ribavirine
and 0, 5, 10, 15, 20, 30, and 40 U/mL ofa-IFN.

From the results obtained on the probit analyses (Table 1), a second evolution
experiment was initiated in presence of sub-inhibitory concentrations (LC95) of antiviral,
including the phase II. The respectivé concentrations required to inhibit only 5% of the
population growth were 70 pg/mL ofribavirine, 0.1 U/mL of a-IFN, and the addition of

these two concentrations for the combined therapy. Each one of the six populations was
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used to found five replicate populations in their respective therapies. In addition, other
three replicate populations from each population were evolved in the absence of
antiviral drugs. A total of 30 infectious cycles, as described above, were conducted for

each one ofthe 48 populations.

Table 1. Concentrations of each antiviral that correspond with lethal doses of 5% and
50% (with 95% confidence intervals) for ancestral clones and for populations isolated at

the end of'the first phase of the experiment.

Ribavirine therapy a-INF'therapy Combined therapy
LCso  C195% LC) cr9sv%  LCX CI95% LCi C195% LCso ~ C193% LCs
0.03997 8:82?22' 46.38995 23',32??3' 1.15164 %(2)3;;2 13.45495 11;3;(7)4312_ 6.21372 é:gz%;' 17.32825
0.05122 8:832;? T 59.44171 33:;‘7‘3; 0.87374 8:;;? 82’ 10.20822 91'06;(7)326 3.11835 (5):2245132_ 8.69616
0.01774 8:823?3' 20.58642 318;)3755 0.94282 ?‘%352?2' 11.01527 }?Zggggg' 2.72922 gjﬁggﬁﬁ' 7.61100
0.00284 888‘1& 3.20423 gggéég 0.62851 8??} ég 7.34310 32222 2.21294 22‘6‘%;’ 6.17125

This experimental design simulates the following realistic biological situation:
after a host becomes infected with a virus, the viral population reached a polymorphic
steady-state distribution. At this moment, antiviral therapy is given to the host. Due to
the pharmacological properties of the antiviral drugs, concentration in target tissues
increases with time until reaching a maximum (phase I in our experimental design).
After suppression of the treatment, the concentration decreases with time until complete
extinction (phase II in our design).

Estimate of fitness components. To infer fitness components for each experimental
population, growth curve analyses were performed. As Controls, the two original
populations (JMC1 and JMC2) and the six selected populations were analyzed
simultaneously. Four types of growth curves were done for each population: in
presence of 15 pg/mL ofribavirine (~LCn), in presence of 20 U/mL of a-IFN (~ZC2),
the combination of both (> LCi), or without any treatment. These antiviral
concentrations were chosen in order to assure the replication of the selected populations,
whose viability was largely decreased after the phase I of our experimental design.

After infection, samples were taken at 4, 8, 12, and 16 hpi (hours post-infection) for the
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curves without treatment, and at 5, 10, 15, and 20 hpi for the other three curves.
Growth-curves were done in triplicate. Time series data were fitted to a growth model
of exponential rise to a maximum density (Elena, 2001). The natural logarithm of the

inferred yield at 15 hpi was used as an estimate of fitness (y).

Results

Synergy between ribavirine and a-INF. Prior to any other analysis with the evolved
populations, we examined which was the effect of the antivirals on the ancestral IMC1
and JMC2 clones. To do so, we fitted the fitness values determined in absence of
treatment and after the three therapies to the standard two-ways ANOVA model y = p
+ R + I; + (RDy + &, where p represents the grand-mean fitness, R; the effect
associated with ribavirine therapy, /; the effect associated with a-INF therapy, (Rl); the
interaction between the two antivirals, and &;; is the residual error corresponding to the
ijkth determination. On average, the fitness of these clones in absence of antiviral drugs
was 8;3765 +0.0704 (= SEM). In presence of ribavirine, the average fitness was 7.4883
+ 0.0526. This 10.6% reduction in fitness was statistically significantly (Fy3 =
574.6767, P < 0.0001). The average fitness in presence of a-INF was significantly
reduced in a similar extent (7.4812 £ 0.0524; Fy,3 = 580.1527, P < 0.0001). More
interestingly, the reduction associated with the combined therapy was larger than
expected if both antivirals acted independently (5.3903 + 0.068S; test of the interaction
term: F,13 = 93.6529, P < 0.0001), a result that gives support to the idea that ribavirine
potentates the antiviral activity of a-INF (Querenghi ef al., 2001).

The effect of replication under increasing antiviral concentration

Replication in increasing concentrations of antiviral failed to select resistance
mutants and had negative fitness effects. The first question we addressed was
whether the viral populations passed 40 times under increasing concentrations of
antivirals became resistant to them. This being true, selected populations should show
higher fitness than their corresponding ancestors (JMC1 and JMC2) in presence of the
corresponding antiviral drug. However, our results did not support this expectation
(Figure 2). For ribavirine therapy, ancestors are, on average, 9.1% fitter than the
selected populations (#; = 10.5860; one-tail P = 0.0300). Similar results were obtained
for the a-IFN therapy, although in this case the 6.3% difference in fitness was not
statistically significant (¢;= 4.3186; one-tail P = 0.0724). For the combined therapy, the
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difference in fitness was much larger (12.6%) and significant (;i=7.6193; one-tail P =
0.0415).

Figure 2. Fitness of ancestral clones and evolved populations (after the first phase of
the experiment and at the very end) measured in four different conditions: (i) in absence
of antivirals, (ii) in presence of ribavirine, (iii) in presence of a-INF, and (iv) in
presence of both antivirals. The concentrations employed are described in Material and

Methods.
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Reduced replication ability in absence of antiviral. According with the hypothesis of
a fitness cost associated with resistance to antiviral drugs, we expected that in absence
of the antiviral, selected populations should be less fit than the ancestral clones.
However, as we have shown in the above paragraph, there was not significant increase
in the degree of resistance and, by contrast, what we observed was a negative fitness
effect associated with replication in presence of antivirals. Nonetheless, the comparison
between ancestral and selected in absence of antivirals is still important, since it will
demonstrate whether the mutations accumulated by the selected populations were
deleterious only in presence of the antiviral or, by contrast, they had a general negative
impact on fitness. The fitness for ribavirine-treated populations was, on average, 10.9%

lower than that of ancestral viruses, a difference statistically significant (#\ = 25.4413;
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one-tail P = 0.0125). For the a-INF treated populations, fitness was 11.8% lower,
although in this case the difference was not significant (¢ = 3.8494; one-tail P =
0.0809). Finally, for the populations passed in presence of both antivirals, fitness was
significantly lower too (11.3%; #; = 19.3484; one-tail P = 0.0164). In conclusion,
whatever the nature of the mutations accumulated during the treatment with increased
concentrations of antivirals, they are of general deleterious effects regardless they are

evaluated in presence or in absence of antiviral.

Evolution in presence of sub-inhibitory concentrations of antiviral

Selection of genotypes with increased resistance at high LC. We expected that
populations evolved in presence of sub-inhibitory concentrations of the antivirals
maintained the same fitness than their respective ancestrals JMCxR, JMCxI and IMCxC
(x = 1, 2) when the antiviral were present in the environment or, alternatively, they
would increased fitness because selection would act in two different ways: (i) purging
the deleterious load accumulated during the phase I of the evolution experiment and (ii)
increasing the frequency of mutations beneficial in the phase II. By treating each
JMCxR-evolved population as a single observation, the grand mean fitness was 9.25%
greater than the value obtained for the original IMCxR populations when growth curves
were done in presence of ribavirine at LCy; (paired ¢-test: # = 16.5369; 1-tailed P
<0.0001). Similarly, for the case of the populations evolved in presence of a-INF,
fitness increased 7.74% compared with the JMCxI populations when it was evaluated in
presence of a-INF at LC; (paired ¢-test: #o = 23.9324; 1-tailed P <0.0001). Finally, the
increase in fitness associated with evolution under sub-inhibitory concentrations of the
combined therapy were much larger, 20.01%, and also significant (paired -test: ty =
9.1413; 1-tailed P <0.0001).

As we shown before, the fitness of JIMCxR, JMCxI, and JMCxC populations was
reduced compared with their respective ancestral JMC1 and JMC2. Now, we seek to
determine whether the fitness increases observed in the phase II of our experiment fully
compensated for the fitness decline observed in the first phase. To do so, we compared
the fitness estimates obtained for the 10 evolved populations with JMC1 and JMC2 in
presence of the corresponding antiviral therapy. In the case of the ribavirine therapy,
the grand mean fitness across evolved populations was not significantly different from
the ancestrals (paired t-test: # = 1.1191; 1-tailed P =0.1460). By contrast, the

populations evolved in presence of o-INF were, on average, 0.96% fitter than the

74



CAPITULO 3: DINAMICAS EVOLUTIVAS EN PRESENCIA DE ANTIVIRALES

ancestrals. Despite this small figure, the difference was statistically significant (paired
t-test: fy = 2.0964; 1-tailed P = 0.0328). The populations evolved under combined
therapy experienced the largest increase in fitness compared with the ancestrals (4.98%;
paired #-test: t = 2.0299; 1-tailed P =0.0365).. At face value, these results suggest that
complete compensation occurred during evolution in presence of sub-inhibitory
concentrations of each therapy. Furthermore, increased replication ability was achieved
by those populations evolved in presence of o-INF and, more specially, in presence of
the combined therapy.

Evolutionary compensation of fitness costs. Now, we want to determine whether the
decrease in fitness observed for the JIMCxR, JMCxI, and JMCxC populations in absence
of antiviral was eliminated by the subsequent history of evolution of the genomes. To
do so, we ran growth-curve experiments in absence of therapy for each one of the 15
evolved populations (Figure 2). Results clearly showed that fitness costs were
compensated. In the case of ribavirine-evolved populations, the average fitness of the
evolved end-point populations was 11.9% greater than that estimated for the mutations
after the first phase of the evolution experiment (paired ¢-test: #p = 30.0724, 1-tailed P <
0.0001). However, the relevant comparison is between the evolved populations and
their corresponding ancestral, JIMC1 or JMC2. Also in this case the average fitness was
improved, although to a lesser stage (1.09%; paired t-test: fp = 2.4521, 1-tailed P =
0.0183). By contrast, the results obtained for the populations evolved under a-INF
therapy where slightly different: whereas the average fitness significantly increased
compared with the populations after the first phase of the experiment (10.36% better;
paired t-test: & = 9.3884, 1-tailed P < 0.0001), it still was significantly lower than that
of the ancestrals (1.43% worse; paired t-test: ty = 5.3586, 1-tailed P = 0.0002). The
results for the combined therapy were similar to those obtained for the a-INF therapy:
10.71% better than the populations after the first phase of the experiment (paired #-test:
ty = 35.5899, 1-tailed P < 0.0001) but still 0.55% worse than the ancestrals (paired ¢-
test: t = 2.0422, 1-tailed P = 0.0358). In conclusion, evolution under sub-inhibitory
concentrations of antivirals compensates for the deleterious fitness effects associated
with replication in presence of high concentrations of the same antivirals. In this sense,
o-INF seems to impose a stronger burden, since compensation was not complete in any
therapy that incorporates it. By contrast, the cost imposed by ribavirine was fully

compensated and, more interestingly, fitness was increased beyond the ancestral value.
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Discussion

Influence of therapies on ancestral populations. A differentiation between single and
combined therapies can be made. Regarding single therapies, there are no apparent
differences on fitness between both therapies. This result was a bit unexpected, since
the targets at which the therapies act are different. a-IFN causes a generalized response
at cellular level, whereas ribavirine is a mutagenic agent. Comparing combined and
single therapies, we found that a synergy between ribavirine and o-IFN exists. This
synergy has been previously postulated (Querenghi et al., 2001) and gives further
support to the validity of combined therapies.

Absence of resistant populations. At the end of the first phase of our evolution
experiment, intended to selecting resistance-mutants to high concentrations of antivirals,
we have not obtained, apparently, fully resistant populations in any case. In contrast, all
treated populations were worse than their corresponding ancestors, both in presence and
in absence of antiviral. In the case of ribavirine, this is not completely unexpected,
since it has not been reported the emergence of resistance against ribavirine before
(Waugh et al., 2002). In relation with resistance against a-IFN, Novella et al. (1996)
found a slight resistance on in vitro studies with VSV. If we consider these previous
results, the lack of emergence of resistant mutants is not such an unexpected situation.

On the other side, it is important to explain the fitness losses observed on selected

populations. A first and easy answer to this fmding is the presence of a bottleneck
“effect that would set on the Muller’s ratchet (Duarte et al., 1992). Antiviral treatments
cause large reductions in viral load that might be so drastic as to effectively introduce a
bottleneck. Moreover, in the case of ribavirine, its mutagenic effect can further
contribute to increase the mutational load, and hence, the genetic burden (Crotty et al.,
2001).

The evolution in sub-inhibitory doses facilitates the compensation of fitness losses.
Perhaps the most interesting finding was in relation with the compensation of the
deleterious effects accumulated along the first phase of our experiment. At one hand,
we assume the existence of numerous deleterious mutations accumulated by populations
passed in presence of high concentrations of antivirals. At the other hand, the evolution
in antiviral sub-inhibitory doses imposes soft selection on the evolving populations that
allowed fitness increases. Hence we hypothesize that, throughout the second phase of

our evolution experiment, compensatory mutations emerged, together with beneficial
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mutations, which improve fitness in a rapid way. At the end of this process, regardless
the antiviral that was present in the evolution media, every single population was better
than their immediate antecessor in presence of high concentrations as well as in absence
of the corresponding antiviral drug. Furthermore, if compared with the original clones,
the populations evolved in media containing a-INF were significantly fitter in presence
of the antiviral, but significantly worse when the antiviral was removed from the
environment. By contrast, populations evolved in presence of ribavirine improved, on
average, fitness even relative to the ancestral clones. In other words, for some therapies
(ribavirine in our case) compensation is achieved much more easily than for others (a-
INF and combined). We believe this stronger burden imposed by o-INF is a
consequence of its multi-target way of action. These findings are extremely interesting
in relation to the rational design of antiviral therapies. A good design of antiviral
treatments must take into account some precautions, like the maintenance of elevated
antiviral concentrations for extended periods of time in order to avoid the emergence of
compensating effects. Otherwise, fitter and more virulent populations can appear
throughout or after the treatment. Also, our results suggest that an appropriate therapy
would combine both o-INF and ribavirine in a first phase in order to push the viral
populations near to extinction and then, in a second phase, supply only a-INF as a
prophylactic measure to avoid for evolutionary compensation.

Crotty et al (2001) obtained clear evidences of the accumulation of mutations at
increasing ribavirine concentrations. In a near future, we would test the mutational
burden hypothesis depicted above by sequencing some regions along the genome for
each population, as a way to detect the plausible mutational effect exerted by ribavirine,
in contrast to the effects caused by a-IFN.

Evolutionary cost-reduction is not restricted to viruses. The proliferation of
antiviral-resistant viruses provides an especially dramatic example of biological
evolution because of its rapidity as well as its medical importance. However, the
evolution of resistance functions, the cost associated with resistance functions and the
subsequent amelioration of these costs can be seen in other circumstances as well. The
clearest example is the evolution of resistance against antibiotics in bacterial strains
(reviewed in Lenski 1997). For example, Schrag et al. (1996) examined mutations in
the rpsL gene of Escherichia coli that confer resistance to streptomycine. In the absence

of antibiotic, cells that carry these mutations are handicapped in competition with
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otherwise isogenic cells that are sensitive to streptomycin. The streptomycin-resistant
mutants have altered ribosomes and a lower rate of peptide-chain elongation, which
may account for the cost of resistance. Schrag et al. (1997) also sought to determine if
the cost of antibiotic resistance could be reduced by allowing the bacteria to evolve.
After less than 200 generations of evolution in the absence of antibiotic, they found that
the cost of resistance was substantially reduced. This cost-reduction was achieved
without any significant change in the level of streptomycin resistance. Schrag et al.
further demonstrated that this cost-reduction was achieved by secondary mutations
outside the rpsL gene, and that these secondary mutations restored the rate of peptide-
chain elongation to a level close to that of the streptomycin-sensitive progenitor. Thus,
evolving populations of bacteria tend to compensate for the deleterious side-effects of
their resistance genes.

In a different context, populations of bacteria readily adapt to the presence of
virulent phages in their environments by mutations that prevent phage adsorption
(Lenski and Levin 1985). In the absence of phage, however, resistant genotypes are
usually inferior competitors to their sensitive counterparts. Lenski (1988) allowed
populations of phage T4-resistant E. coli to evolve for 400 generations in the absence of
phage. Despite a substantial cost of resistance, the evolving bacterial populations did
not revert to sensitivity (probably because the mutations were deletions that could not
be easily reverted). Instead, other mutations were selected in the evolving bacterial

“populations that reduced the cost of resistance by about 50%, and they did so without
diminishing the extent of resistance itself.

Evolutionary reductions in the cost of resistance functions are also not limited to
microbes. McKenzie et al. (1982) described a compelling example of this phenomenon
in an insect pest. For more than ten years, the insecticide diazinon was used
successfully to control the Australian sheep blowfly. A mutation that conferred
resistance eventually appeared and diazinon-resistant flies subsequently became
prevalent. At first, the resistant flies developed more slowly and had reduced survival
relative to their sensitive progenitors in absence of insecticide, indicating a cost of
resistance. After a few more years of continued usage of diazinon, however, a second
mutation appeared in the fly population that eliminated the cost of resistance. Diazinon-
resistant flies that had this second mutation were as fit as sensitive flies, even in the
absence of diazinon. Thus, the opportunity to control the spread of resistance by

temporally suspending the use of diazinon was lost.
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It should be clear from these additional examples in other biological systems that a
reduction in the cost of antiviral resistance is not some mysterious or unexpected
phenomenon. Instead, cost-reduction is a simple and general manifestation of the
tendency for organisms to undergo genetic adaptation by natural selection. Just as
organisms may adapt to overcome adverse aspects of their external environment (e.g.,
by becoming resistant to antivirals), so too many they adapt to overcome adverse
aspects of their physiology and molecular biology (e.g., by reducing harmful side-

effects of resistance).
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magnitud de la eficacia de dicha mutacién. En esta situacion, el dato de mayor
relevancia consiste en la disminucién de la tasa de adaptacién a medida que
aumenta el tamafio poblacional. En el capitulo 1, la obtencién de la secuencia
consenso nos permite observar cémo los cambios de eficacia, consecuencia de la
evolucibn de las distintas poblaciones virales, tienen su reflejo a nivel molecular.
En este punto, cabe destacar que el empleo de secuencias consenso provoca la
pérdida de una parte de la informacién, cuya importancia es dificil de
determinar. Nuestros datos de secuencia contienen tnicamente aquellos
cambios que se han fijado en la poblacién o que estin préximos a la fijacion. Las
variantes que se encuentran en baja frecuencia, bien por tener una existencia
transitoria o bien porque atn no han alcanzado una frecuencia apreciable en su
camino hacia la fijacién, no son detectadas. De cualquier modo, podemos
asumir que la secuencia consenso refleja con suficiente fidelidad la variabilidad
genética entre poblaciones. La pretensiéon de obtener un ntmero lo
suficientemente grande de clones para cada muestra y que sea representativo de
la variabilidad existente, resultaria enormemente costoso, no sélo por la
cantidad de trabajo, sino fundamentalmente por el coste econdmico. Hay que
tener en cuenta que el interés fundamental de este experimento radica en la
secuenciacién completa del genoma de VSV, lo cual limita hasta cierto punto la
cantidad de muestras y de réplicas susceptibles de analizar.
Independientemente de todas estas consideraciones, los resultados obtenidos
parecen confirmar que el uso de secuencias consenso es suficiente para inferir,
al menos a grandes rasgos, los procesos evolutivos acaecidos en las poblaciones
virales. Hasta la fecha, los trabajos en los que se recurre a la secuenciacion
tienen distintos objetivos, como son llevar a cabo inferencias filogenéticas
(Llewellyn et al., 2000; Le Gall-Recule et al., 2003), o genotipado de aislados
virales y estudios epidemiolégicos (Rodriguez et al., 1993). Ademas, estos
estudios suelen abarcar fracciones relativamente pequefias de los genomas
virales. Novella et al. (1999) dan un paso mas, secuenciando una regién que
comprende aproximadamente el 40% del genoma total, para distintas muestras
de VSV adaptadas a ambientes constantes y cambiantes. Desafortunadamente,
los resultados obtenidos no permiten extraer conclusiones definidas, motivado

en parte por la limitacion que supone el anilisis de secuencias parciales.
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Nuestro trabajo supera buena parte de estos inconvenientes, permitiéndonos
extraer conclusiones globales, de gran importancia de cara al establecimiento de
una correlacion entre los valores de eficacia y las distintas variantes de

secuencia.
2. Migracion entre ambientes heterogéneos.

En el segundo capitulo, nuestro objetivo consiste en someter a una
poblacién viral a un fenémeno de migracién entre ambientes distintos y con
distintas tasas. En este punto, nos podemos preguntar si la elevada variabilidad
que caracteriza a las poblaciones virales puede verse afectada significativamente
por el efecto de la migracién. De nuevo en este apartado, nuestro punto de
partida es un trabajo previo de Miralles et al. (1999b), donde se estudié el efecto
de la migracién entre distintas poblaciones virales. Este estudio emplea un
sistema celular homogéneo, donde como tnico soporte se utilizan células BHK.
Nuestro trabajo trata de ampliar esta situaci6n, al utilizar tres tipos celulares
distintos (células BHK, células MDCK y células HeLa). Con esta modificacion,
pretendiamos simular una situacién anéloga a la que se produciria durante un
proceso de infecci6én, donde las variantes virales podrian migrar entre los
distintos 6rganos o tejidos del hospedador. Diversos estudios con VIH han
mostrado la existencia de compartimentalizacién en diferentes érganos, si bien
se detecta también una cierta mezcla de variantes virales (Becquart et al., 2002;
Marras et al. 2002). Es probable que la compartimentalizacién de las secuencias
virales observada en pacientes con infeccién crénica, refleje la diversificacion
gradual a partir de una variante comidn dominante, mis que la migracién
preferencial de distintas poblaciones virales (Zhang et al. 2002). Atn asi, los
6rganos y tejidos no constituyen compartimentos estancos, sino que la accion
del torrente sanguineo provoca la aparicién de fenémenos migratorios entre los
distintos 6rganos del hospedador (Wong et al., 1997; van’t Wout et al., 1998;
Frost et al.,, 2001). Otra modificacién respecto al trabajo de Miralles et al.
(1999b), consiste en el anélisis de una tasa de migracién adicional de menor
magnitud (0.005), con objeto de aproximarnos, en la medida de lo posible, a
una situacién in vivo donde el proceso de migracién se produciria muy

probablemente con bajas frecuencias.
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3. Coste de la resistencia a antivirales.

En el tercer capitulo, lo que pretendiamos era tratar de determinar el
coste que le supone a una poblacién viral la adquisicién de resistencias a
antivirales, asi como estudiar los posibles procesos de compensacién que
pudieran surgir a raiz de la aparicién de estas resistencias. En este apartado, se
sometia a dos poblaciones virales a seleccién en masa en presencia de tres
tratamientos distintos con antivirales (ribavirina, interferén-a, ribavirina +
interfer6n-a). Esta primera dindmica partia de dosis letales que provocaban una
inhibicién de la replicacién de alrededor del 90%, segtin el tratamiento (~DLyo).
Durante los 25 primeros pases, las concentraciones aumentaban de forma
creciente y paulatina hasta valores que provocaban entre el 95 y el 99% de
mortalidad (DLs-DL,). Los 15 siguientes pases se llevaban a cabo empleando
dosis letales que inhibian al menos el 95% de la replicacién viral. A lo largo de
este proceso, las poblaciones se veian sometidas a una fuerte presién selectiva.
Las muestras evolucionadas en esta primera fase de seleccién fueron sometidas
a una segunda dinamica evolutiva, empleando en esta ocasién concentraciones
sub-inhibitorias, que permitian la replicacién del 95% de los virus (DLys;). En
esta situacién, por tanto, la presidén selectiva ejercida por el tratamiento
antiviral era mucho menor. Cabria esperar que bajo estas condiciones,
aparecieran mutaciones compensatorias o beneficiosas que paliaran el coste de

la resistencia adquirida en la primera fase del experimento.

4. Restricciones evolutivas de las poblaciones
virales.

Llegados a este punto, cabe recordar que las distintas investigaciones
desarrolladas en este trabajo estin intimamente relacionadas. No debemos
analizar los resultados obtenidos individualmente, sino tratar de fusionar
aquellos aspectos comunes en los distintos estudios, como tinica via para
conseguir una visién global. De esta manera, podremos aproximarnos con
mayor rigor a la comprensién de los mecanismos que rigen el comportamiento

de las poblaciones virales.
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Hay que establecer una distincién primaria entre los trabajos aqui
presentados. Por un lado, los resultados obtenidos en los capitulos 2 y 3 de esta
investigacion, pretenden reflejar cuantitativamente la adaptacién sufrida por las
poblaciones virales en presencia de una fuerza selectiva. Por otro lado, en el
capitulo 1 ya se parte de ese punto, y el objetivo va més all4, tratando de
confrontar los valores cuantitativos previos con datos genémicos. Obviamente,
las dindmicas poblacionales empleadas en cada estudio presentaban distintos
regimenes, y seria de esperar que los procesos de adaptacién difirieran en
mayor o menor medida. AtGn asi, podemos tratar de extrapolar los resultados
extraidos de la caracterizacién molecular llevada a cabo en el capitulo 1, en la
que las poblaciones virales se ven sometidas a una dinidmica particular. Dos son
las conclusiones fundamentales que se derivan de este estudio: la existencia de
convergencias moleculares y de fenémenos de epistasia. Los fenémenos de
epistasia observados nos indican que las mutaciones detectadas no deben ser
consideradas Unicamente de forma individual, sino que el efecto producido
sobre la eficacia puede ser conjunto. En base a nuestros resultados, las
epistasias parecen no ejercer un gran efecto sobre la eficacia en VSV, si bien éste
es un campo pobremente estudiado en la dindmica de las poblaciones virales,
salvo contadas excepciones (Elena, 1999). En este sentido, Lenski et al. (1999)
llevaron a cabo un estudio de las interacciones entre mutaciones en organismos
digitales. La gran cantidad de convergencias moleculares halladas en este
estudio no son excepcionales, sino que confirman trabajos anteriores (Bull et
al., 1997; Whichman et al., 1999; Fares et al., 2001). En este punto particular,
los resultados obtenidos en el capitulo 1 entran en conexién con la investigacion
realizada en el capitulo 3. Estudios con poblaciones de VIH-1 aisladas de
pacientes sometidos a terapias antivirales, han mostrado con frecuencia la
aparicién de cambios paralelos, a menudo con un orden determinado (Larder et
al., 1991; Condra et al., 1996; Martinez-Picado et al., 2000). Estas sustituciones
pueden ser responsables, bien del aumento de la resistencia a antivirales, bien
de la compensacién de los efectos deletéreos provocados por las mutaciones
tempranas (Molla et al., 1996; Nijhuis et al., 1999). La evolucién convergente
puede entenderse tanto desde una concepcion neutralista como seleccionista. La

teoria neutral considera las convergencias como fenémenos aleatorios, mientras
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que la teoria seleccionista plantea dos alternativas no excluyentes. Por un lado,
la aparicion de convergencias puede ser el resultado de la adaptacién a un
mismo ambiente. Por otro lado, bajo el punto de vista del modelo de
interferencia clonal, la fijacion de las mutaciones beneficiosas deberia
producirse de forma secuencial (Gerrish y Lenski, 1998); primero se fijaria la
mutacion més beneficiosa, a continuacién nuevamente la mas beneficiosa, y asi
sucesivamente. El analisis molecular llevado a cabo en el capitulo 1, nos
proporciona resultados finales, pero no nos da informacién a tiempos
intermedios. En consecuencia, no podemos discernir si la fijacion de mutaciones
se produjo de forma ordenada, pero si se aprecia claramente una
direccionalidad en el proceso de fijacion, avalada por las numerosas
convergencias observadas. Como hemos comentado anteriormente, en estudios
con VIH-1 se ha detectado la existencia de procesos de fijacién de mutaciones de
forma dirigida, como respuesta en este caso a tratamientos con antivirales. Los
problemas evolutivos que llevan a las poblaciones virales a adoptar una solucién
comun son distintos, pero pueden interpretarse como una consecuencia directa
de las restricciones adaptativas que presentan. Por tanto, el modelo de
interferencia clonal tratado en el capitulo 1 puede presentar consecuencias
moleculares similares al estudio desarrollado en el capitulo 3: restringir el

espectro potencial de mutaciones que pueden ser viables.

| Si consideramos la interferencia clonal como una fuerza que ralentiza la
evoluc1on adaptativa de las poblaciones, podemos extraer algunas conclusiones
interesantes. El modelo nos dice que a elevados tamafios poblacionales, mas se
acentia esta ralentizacién. En condiciones normales, las poblaciones virales
producen elevados tamafios poblacionales, pero el uso de antivirales provoca
drasticas disminuciones. En una situacién donde una terapia antiviral reduzca
el tamafio poblacional uno o varios drdenes de magnitud, cabe esperar que
también se vea atenuado el fenémeno de interferencia clonal. En principio, la
caida del tamafio poblacional provocada por el uso de antivirales, disminuye la
probabilidad de generacién de mutantes que confieran resistencia a los
antivirales. No obstante, se ha descrito con cierta frecuencia casos en los que
esas mutaciones de resistencia se encuentran presentes en las poblaciones

naturales, antes de la aplicacién de un tratamiento antiviral (N4jera et al. 1994,
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1995; Kozal et al. 1996). En tal situacion, la aplicacién de un agente antiviral y la
subsiguiente reduccién en el tamafio poblacional, facilitarA una ripida
emergencia de variantes resistentes. Esta fijacién de mutaciones resistentes, por
tanto, no s6lo sera consecuencia de la exploracion del espacio de secuencia por
parte de las poblaciones virales, en busca de una mutacién de resistencia.
También nos encontramos con un factor a tener en cuenta, la atenuacién de la
interferencia clonal a pequefios tamafios poblacionales. Visto asj, la fuerza
selectiva impuesta por los antivirales provoca una rapida fijacién de mutaciones
de resistencia presentes en la poblacién a bajas frecuencias. De este modo, el
efecto beneficioso causado por el empleo de terapias antivirales se ve paliado, en
cierta medida, por la pérdida del autocontrol al que se someten las poblaciones
virales a través del fenémeno de interferencia clonal. Una metodologia
alternativa en la aplicacién de las terapias antivirales podria consistir en el uso
de productos antivirales de forma menos masiva, con objeto de conseguir una
cierta atenuaciéon de las infecciones, sin llegar a provocar la aparicién de
resistencias. Obviamente, la aplicacion de terapias mas permisivas condiciona
un mayor grado de replicacién y, en consecuencia, se eleva la posibilidad de
aparicién de mutaciones de resistencia. El uso de terapias combinadas podria
contribuir a solucionar este problema, ya que al aumentar el nimero de dianas
de actuacion de los productos antivirales, se conseguiria disminuir
enormemente la probabilidad de aparicion de mutaciones de resistencia.
Ademais, otra ventaja de la utilizacién de dosis relativamente bajas de antivirales
es la atenuacién de los efectos secundarios que aparecen frecuentemente en los
pacientes tratados. De cualquier manera, un factor a tener en cuenta es la
importancia relativa que tienen, por un lado la seleccién en presencia de
antivirales, y por otro, la interferencia clonal. Si la magnitud de la fuerza
selectiva generada por tratamientos con antivirales es superior a la que actta
como consecuencia de la interferencia clonal, el tratamiento propuesto perderia
su valor. Esta disyuntiva provoca que la determinacion de las terapias a emplear
siguiendo este punto de vista sea compleja, aunque tal vez pueda aportarnos

ventajas adicionales.

El trabajo realizado en el segundo capitulo nos da otra muestra de cdmo

actGan las restricciones adaptativas en el proceso de evolucién de las
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poblaciones virales. Ahora es la heterogeneidad ambiental quien infringe la
principal restriccién, mientras que las distintas tasas de migracién empleadas
nos dan idea de cémo se produce la dispersién de las poblaciones virales. De
nuevo en este apartado nos encontramos con la distincién entre especialistas y
generalistas. Se ha observado que los especialistas pagan un coste asociado a su
adaptacién (Turner y Elena, 2000). Sin embargo, también hay estudios que
demuestran que poblaciones virales que presentan alternancia en la infeccion de
distintos tipos celulares, pueden alcanzar niveles de adaptacion similares a los
que se presentan cuando se produce la adaptacién a un sélo tipo celular
(Novella et al., 1999; Weaver et al., 1999; Turner y Elena, 2000). En este
segundo caso, el coste asociado a la adaptaciéon a distintos ambientes puede
compensarse por la aparicion, bien de mutaciones compensatorias, bien de
mutaciones beneficiosas. Ambos casos pueden explicarse en base a nuestros
resultados. Por un lado, nos encontramos con un tipo celular que imponia
grandes restricciones adaptativas a nuestras poblaciones virales, es el caso de
las células HeLa. Los virus evolucionados en este hospedador pagaban un coste
mucho mayor que los evolucionados en otros tipos celulares, promoviéndose
por tanto la seleccién de poblaciones especialistas. Por otro lado, las mutaciones
responsables de la adaptacién a las células BHK no parecian imponer un coste
en los ambientes alternativos, y los virus podian ser considerados como
generalistas. Por su parte, las células MDCK presentarian un efecto intermedio
entre ambas situaciones, como se habia observado anteriormente (Turner y
Elena, 2000). El efecto del fenémeno de migracién entre los ambientes
heterogéneos esti de acuerdo con trabajos previos (Crill et al., 2000; Turner y
Elena, 2000; Cooper y Scott, 2001). En presencia de migracion, se seleccionan
poblaciones generalistas, mientras que en su ausencia las poblaciones se
especializan. En consecuencia, la migracién entre tejidos implica un efecto
negativo en la adaptacién a un tipo celular dado. Ademas, la eficacia observada
en un tipo celular disminuye a medida que aumenta la distancia a él. Como es
de esperar, este efecto de la distancia se ve menguado a medida que aumenta la
tasa de migracién. De cualquiera manera, estos resultados se han obtenido

utilizando unas tasas de migracién arbitrarias, si bien distintos estudios apoyan
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la validez de nuestro criterio (Delwart et al., 1998; Poss et al., 1998; Grassly et
al., 1999). ‘

En la actualidad, hay muchas incognitas por resolver en la investigaciéon
de las poblaciones virales. En conjunto, los estudios desarrollados en esta tesis
doctoral nos permiten aprender algo mas acerca de los mecanismos evolutivos
de los virus de RNA, pero atin queda mucho camino por recorrer. En particular,
es importante determinar la unidad de seleccidn, conocer si ésta es la particula
individual o la poblacién en su conjunto. Sélo asi podremos empezar a actuar
con garantias en la lucha contra las enfermedades virales y en la comprensién

del mundo de los virus en general.
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CONCLUSIONES

1.

El anélisis molecular de las poblaciones virales ha permitido extraer una

serie de conclusiones :

11. Los virus de RNA presentan un enorme potencial para la
exploracién de su espacio de secuencia, a pesar de lo cual son
relativamente pocos los cambios que alcanzan la fijacién, debido
probablemente a la existencia de restricciones estructurales y
funcionales. ,

1.2.  Las sustituciones que se fijan en las poblaciones virales presentan
convergencias con relativa frecuencia, lo que nos indica
nuevamente que las soluciones adaptativas empleadas por las
poblaciones virales estan sujetas a numerosas limitaciones. En
esta situacién, el ambiente puede infringir una direccionalidad
marcada en los procesos de adaptacion.

1.3. Las poblaciones virales presentan fendémenos de epistasia. En
consecuencia, las limitaciones a nivel de secuencia que se han
observado pueden compensarse mediante el establecimiento de
asociaciones entre distintos cambios, ampliando las posibilidades

adaptativas de los virus.

Los procesos migratorios pueden contribuir en gran medida a la
colonizacién y dispersién de las poblaciones virales. La migracién
limitaria la especializacién de las poblaciones, aumentando la diversidad
genética existente. A nivel de hospedador, la existencia de mecanismos de
especializacién, conjuntamente con fenémenos migratorios, puede
ampliar las posibilidades adaptativas de los virus, y por tanto, su

patogénesis.

La lucha contra las enfermedades virales se vale de distintos tipos de
tratamientos. Los tratamientos combinados parecen ser los maés
efectivos, si bien siguen existiendo numerosas complicaciones, como la
aparicién de resistencias. Ademés, en el momento en que cesa el
tratamiento, las poblaciones virales, a pesar de encontrarse atenuadas,
son capaces de recuperar niveles de eficacia similares o. incluso

superiores a los que se presentaban antes del tratamiento.
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