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PROLOGO

La biologfa evoldtiva ha sido una disciplina histéricamente teérica, debido
~a que la escala temporal évolutiva en los organismos que acaparaban la
atencion de 'la investigacion difigultaba la experimentacién. La obtencién de
datos no iba méas alld de los estudios comparados y del incompleto registro

fésil. Sin embargo hoy en dfa, el panorama ha cambiado gracias al estudio de
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incluso de invertebrados. Ademéas de la principal ventaja de los sis’gemas '
microbianos, que‘ reside en su répida evolucién, éstos son f4ciles de manejar,
permiten realizar gran cantidad de réplicas y pueden ser almacenados durante
largos periodos, permitiendo comparar directamente las formas ancestrales con
las evolucionadas. Finalmente, el avance de las técnicas moleculares facilita las
comprobaciones directas mediante la manipulacién genética. Asi, rhuchas de
las cuestiones evolutivas esenciales, como por ejemplo el origen de la
diversidad y ia complejidad, las bases genéticas de la adaptacién, la naturaleza
~gradual o puntual de la evo[ucién, la seleccién de grupo .o el comportamientp
social, estan siendo actualmente abordadas mediante el disefio de experimentos
controlados. Por otro lado, en la era de la genémica'y la secuenciacién, se
produce una gran cantidad de informacién puramente descriptiva, que da pie al
desarrollo de nuevas hipétesis y teorfas explicativas. ' o
Los virus de RNA son los sistemas biolégicos con las mayores tasas de
mutacién conocidas. A esto se une su elevada velocidad de replicacién, sus
altos tamaﬁos poblacionales y su escasa complejidad genémica, que .Ios‘
convier't.en en unos de 'los sistemas biol6gicos que mas répidamente
' evolucionan, por lo que result_an éspecialment_e atractivos para la evolucién
experimental. El inicio de los estudios evolutivos coﬁ virus de RNA, qué data de
los afios 80, se basaba en constatar su extradl_'dinaria variabilidad genética y
capacidad de adaptacién. Mas adelante, se ha demostrado que los virus de
RNA son excelentes modelos para comprobar predicciones de la Genética de
Poblaciones, como por ejemplo la acumulacién de mutaciones deletéreas en
ausencia de seleccién y recombinacién, el principio de exclusién competitivé, o
la seleccién dependiente de freéUencias' génicaé entre otros. Para ello se han

usado modelos como los bacteriéfagos ¢6 y Qp, el virus de la fiebre aftosa, el
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de la estomatitis vesicular, el de la inmunodeficiencia humana de tipo 1, el de la
rabia, el de la gripe y el del sarampién, pero también Ios'de los mosaicos del
“tabaco y del p,epino.‘Por lo tanto, el interés de estudiar los virus de RNA es
también practico, ya que constituyen un serio problema sanitario y econémico
mundial. Su éxito se debe en gran parte a su capacidad para evadir las
vacunas, los tratamiéntos antivirales y al sistema inmunolégico, precisamente
debido a sus altas tasas de mutacién y replicacién. Un atractivo adicional de los
virus de RNA es que, a diferencia de los microorganismos celulares y parte de
los virus de DNA, su genoma es lo bastante pequefio (no supera habitualmente
. las 12 kilobases) como para ser analizado en su totalidad. Sin embargo, hasta
hace una década, los virus de RNA presentaban el inconveniente de no poder
ser manipulados por ingenierfa genética, debido a la inestabilidad bioquimica del
RNA. Este problema ha sido superado gra‘cias al desarrollo de las técnicas de
genética reversa, que han permitido que su genoma completo sea
_retrotranscrito e insertado en un pldsmido, en lo que se denomina un clon
infeccioso de cDNA. |

~ Esta tesis se enmarca dentro del campo de la evolucién experimental, que
pretende contrastar las predicciones formuladas por la Teorfa de la Evolucién,
asl como aportar observaciones qué permitan elaborar nuevas hipétesis.
Utilizaremos como modelo experimental un virus de RNA, basando nuestros
experimentos en la manipulacién genética del virus y el estudio de su eficacia
biolégica en el laboratorio. Antes de entrar en materia, me gustarfa dar _Ias-
gracias a Santiagb Elena por haberme ofrecido la posibilidad de realizar esta
'tesis, pero también por haberme sabido dirigir contra viento y marea, por
haberme transmitido parte de sus conocimientds yv por implicarse no s6lo en eI
proyecto que. ahdra termina, sino también en mi futuro profesional. Desde
luego, esta tesis no podria haberse llevado a cabo sin la confianza que mi co-
diréctor Andrés Moya ha depositado en esta linea de investigacién. Gracias por |
lo tanto también a él. Por supuesto, mis agradecimientos no terminan aquf, ya
que son muchas las personas que uno encuentra dispuestas a echar una.' mano
a lo largo de méas de cuatro afios de trabajo. Me gustaria hacer mencién a
Cecilio Lé6pez Galindez, Encarna Martinez Salas e Isabel Suéarez Novella por su
ayuda con los protocolos, a Manuel Serra y a Edu por habernos ofrecido su
laboratorio cuando nosbtros perdimos el nuestro, a los técnicos_ como Ana y

Raquel, cuya labor es muchas veces subestimada, a mis compaiieros Paco y
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Yolima por soportarme, a José por su buen humor y a Manoli por su
sensibilidad, asf como a Vicky pbr ser tan buena discipula. Recofdaré las
charlas con Borys el lingtiista y las conversaciones metafisicas.con Miguel, que
espero no abandonemos. Tampoco puedo olvidarme de Toni por acogerme en
Madrid mientras aprendfa algunas técnicas y por su amistad. Desde luego,
quiero reconocer lo importantes que han sido para ml los profesores que han
sabido ensefiarme a aprender, la mayorfé de los cuales no veo desde el liceo.
Desde antes, ya estaban mi padre y mi madre preoéupéndose por exigirme y
d'armer lo mejor. Hoy sé que ellos son lo més valioso que tengo, junto con

Regina, por compartir conmigo su tiempo y el mejor de los sentimientos.






INTRODUCCION






MUTACION Y SELECCION

Efecto de las mutaciones ) |

La mutacién es un arma de doble filo. Por un lado, es la fuente Gltima de

variacién genética y la materia vp‘rima indispensable para la adaptacién: un
~organismo que no mutase serfa incapaz de adaptarse a los cambios ambientales
y por lo tanto estaria condenado a la extincién. Por otro lado, es bien sabid6
que las mutaciones suelen tener un efecto adverso sobre los organiémos. Uno
de los principios basicos de la Teoria de la Evolucién es que los seres vivos no
son capaces de prever los efectos de la mutacién (Lenski y Mitller, 1993). Por
lo tanto, como la mutacién no puede ser dirigida, es imposible beneficiarse de
ella sin padecer sus efectos adversos. Ademas, las mutaciones deletéreas son
mucho més abundantes que las beneficiosas (Bell, 19_97), de manera que los
seres vivos tendran que enfrentarse primero a las consecuencias negativas dé
las primeras, apareciendo los beneficios de la segundas tan solo a medio o largo
plazo.‘ '

La eficacia biolégica (W) es el niamero de descendientes con._que un
individuo contribuyé a la siguiente generacién. La eficacia se mide sobre los
caracteres expresados o fenotipos, que tienen un componente ambiental y un
componente genético. Lés va’fiaciones en este segundov componente, el
genotipo, producidas en Gltimo término por la mutacién, son las relevantes para
la evoIUcién biolégica. EI_ cambio de eficacia que experimenta un fenotipd a
cohsecuencia de la seleccién natural se mide como o

s=(w-wy)/wy=W-1, - (1)
donde w, es la eficacia del fenotipo de referencia o silvestre y W la eficacia del -
individuo relativa al silvestre. Algunos autores® (Johnson, 1999) definen el
coeficiente de seleccién como | '

s = logW. | | (2)
Esta definicién también esboﬁocida como coeficiente de seleccién Malthusiano.

La robustez genética se define coﬁmo la capacidad de un fenotipo para
mantener su eficacia biol6gica a pesar de la mutacién. Por lo tanto, el
coeficiente de seleccién asociado a una mutacién es una medida de la robustez
genética. Légicamente, ha da tenerse conocimiento del tipo de mutacién
implicada, ya qu‘e-los efectos de una sustitucién no seran los mismos que los

de una insercién, una delecién o un reordenamiento génico. Aunque en ciertos




organismos,.como es el caso de Drosophila melahogaster (Eggleston et al.,
1988) o el de los humanos (Sebat et al., '2004),>pueden ser abundantes otros
tipos de mutaciones, es comtnmente aceptado que son las sustituciones
nucleotidicas las més habituales. Esto es especialmente cierto en el caso de los
virus de RNA, donde constituyen méas del 95% de las mutaciones identificadas
(Novella, 2004a).

~ La estimacién del coeficiente de seleccién asociado a mutaciones aisladas
puede proporcioﬁar una visién incompleta de la realidad, 'puesto que cuando
éstas se presentan conjuntamente, surge la posibilidad de interacciones entre
ellas, a las que se denorﬁina epistasias. En el caso més sencillo, el de dos /oci A
y B con dos alelos, se define la epistasia (¢) como

| e=Wy—WW,; . (3)

donde W, y W, son las eficacias relativas de los mutantes simples en A y B
respectivamente y W,; es la eficacia relativa del doble mutante. Un valor nulo
de & corresponde a un comportamiento multiplicativo de las eficacias
biolégicas. Cuando la eficacia observada del doble mutante (W,;) es mayor que
la esperada segin el modelo mulfiplicativo (W, W), el signo de la epistasia es
positivo, mientras que si la eficacia observada es menor que la esperada Seglflh.
el modelo multiplicativo, el signo de la epistasia es negativo (Figura 1). La

epistasia puede escribirse de manera equivalente expresando las eficacias en la

e >0

¢

e <0

Eficacia observada

Eficacia esperada

Figura 1. Definicién del signo de la ebistasia.

ecuacién 3 en funcion del coeficiente de seleccién definidos segtn la ecuacién

1, quedando
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E=S,,—8S,—Sp—85;8 (4)
donde s, y s son los coeficientes de seleccién asociados a las mutaciones en
A y B respectivamente y s, es el coeficiente de seleccién asociado al doble
mutante. Existe cierta confusién en los términos sinergismo y antagonismo.
SegClnl Wolf et al. (2000), cuando se habla de mutaciones beneficiosas, la
epistasia es sinérgica si tiene signo positivo y antagonista tiene signo negativo.
Por el contrario, cuando hablamos de efectos deletéreos, la epistasia es
antagonista si tiene signo positivo y sinérgica si tiene signo negativo. Sin
embargo, seglin Barton y Charlesworth (1998), la epistasia sinérgica es la de
éigno negativo y epistasia antagonista a de signo positivo, se trate de
mutaciones beneficiosas o deletéreas (revisado en Barton y Charlesworth,
1998). Para evitar confusiones, en esta tesis nos limitaremos a hablar de

epistasia positiva y negativa.

Equilibrio mutacién-seleccién
 Para en_tender la importancia de la mutacién en la evolucién, es necesario
comprender los efectos que ésta tiene.sobre las poblaciones. Dado que Ios.’
cambios con efecto deletéreo son mucho mé&s abundantes que los de efecto
beneficioso, la consecuencia primera de la mutaciéon ser4 reducir la eficacia de
la poblacién. Los individuos afectados tenderdn a ser eliminados de ésta por
seleccién Apurificadora, pefo continuamente estardn apareciendo nuevos
mutantes. Cuando el flujo eh uno y otro sentido se equilibran, se dice que la
poblacién estd en el equilibrio mutacién-seleccién  (Haldane, 1937). En una
poblacién infinita, si se ignoran las interacciones génicas, las mutaciones que
reviertan al genotipo silvestre y los efectos pleiotrépicos, la eficacia media de
una poblaci6én haploide de tama'ﬁo infinito en el equilibrio viene dada por
| W=e; | N )
donde U es la tasa genémica \delmu_tacién deletérea (Haldane, 1937; Kimura y
Maruyama, 1966). La disminucion de eficacia en el equilibrio se denomina
carga mutacional o lastre genético, y se define como
L=1-W. ' _ ~ (6)
Curiosamente, .como puede verse en la ecuacién 5, bajo las asunciones
mencionadas, L no depende de los efectos mutacionéles. Sin embargo, la

velocidad con la que se alcanza el equilibrio es inversamente proporcional al
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coeficiente de seleccién Malthusiano promedio y aumenta al aumentar la
varianza de s, siendo pues més lento el ritmo de cambio de eficacia cuanto
mayor sea la asimetrfa de la distribucién de efectos mutacionales (Johnson,
1999). En la mayorfa de organismos, sin embargo, la forma que adopta esta

distribucién es 'at'm una incégn‘ita (Keightley y Lynch, 2003).

Mutacién recurrente ‘

; Una de las asunciénes clasicas de la Genética de Poblaciones es que la
mutacién es un evento raro y que, por lo tanto el destino evolutivo de un
genotipo mutante no se verd afectado por mutaciones adicionales. Esta
aproximacién es vélida para’ tasas de mutacién bajas, pero deja de serlo
conforme éstas crecen y como consecuencia, la eficacia de un individuo no
puede ser medida sin tener en cuenta la de su descendencia. Esta
generalizacién es la que diferencia la Genética de Poblaciones clésica de la
teorfa de las cuasiespecies (Eigen, 1986; Schuster 1986; Eigen et a/.,1988). El
léxico de esta teoria resulta algo peculiar para biélogos evolutivos puesto que
proviene de la Quimica Fisica. Se habla de la.concentracién de una secuencia
en lugar de la frecuencia de un genotipo. La secuencia maestra o silvestre, de
maxima eficacia, replica con error, de manera que generaﬁ una nube de
mutantes a su alrededor, que a su vez, replican también con error. El balance
entre la tasa de replicacién y la tasa de degradacién quimica determina la
eficacia de cada secuencia. Las concentraciones convergen hacia un estado:
estacionario o equilibrio mutacién-seleccién, denominado cuasiespecie. El
término especie no ha de ser entendido en su sentido biol6gico sino quimico,
mientras que el prefijo cuasi hace referencia a la heterogeneidad del conjunto
de secuencias. |

Més alld de los paralelismos semanticos, las predicciones de la-teoria de
las cuasiespecies son cualitativamente distintas de las .de la Genética de
Poblaciones clasica. En primer lugar, la eficacia media de la poblacién no
depende sélo de la tasa de mutacién, 'sino también del valor medio y de la
distribucién de los coeficientes de seleccién de los mutantes (Schuster y
Swétina, 1988; Wilke et al., 2001; Krakauer et al., 2002), de modo que la
unidad de seleccién no es el individuo sino la cuasiespecie en su conjunto, lo
que, en términos de la Genética de Poblaciones se denomina seleccién de

grupo. En segundo lugar, existe un umbral en la fidelidad de la replicacién, '
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“denominado umbral de error, a partir del cual la distribucién de mutantes se
convierte en uniforme, diciéndose que la cuasiespecie se ha deslocalizado o
entrado en catastrofe de error. El umbral de error depende de la fidelidad de la
réplicacién a nivel genémico y de la superioridad de la secuencia maestra, es

decir de la distribucién de efectos, de la siguiente manera:

I = logo, :

J7

donde /,,, es a longitud maxima del genoma, u la tasa de mutaci6n por

(7)

nucleétido y o, la superioridad de la secuencia maestra sobre su cuasiespecie,
que se puede calcular como '

Gozl+M ; @
Wi g

donde < > denota la media geoméirica (Eigen et al., 1988). El umbral de

log
error, expresado en términos de tasa de mutacién genémica maxima (U,,,,), en
lugar fje tamario genémico maximo, es
U, =logo,. (9)

Los efectos de las cuasiespecies comienzan a ser notorios para valores de
NU> 10 (van Nimwegen et a/., 1999), siendo N el tamaio poblacional. Es por
ello que su utilidad practica se manifestard en organismos con altos tamanos
poblacionales y altas tasas de mutacién. En gi'an m'edida, los virus de RNA
cumplen estos requisitos. Su tasa de mutacién est4 comprendida entre 10* y
10 sustituciones por sitio nucleotidico y evento deA replicacién. A nivel
genémico, esto significa entre 0.01 y  1 sustituciones por genoma y ronda de
replicacién, lo que los destaca por encima del vresto de sistemas biolégicos
(Tabla 1). La causa bioquimica de esta baja fidelidad es la ausencia tanto de
mecanismos de prueba de lectura en la RNA poliméfasa, es decir de actividad
3 “exonucleasa (Steinhauer et al., 1992), como de mecanismo de reparacién del
material genético post-replicacién. Como consecuenc-ia, la naturaleza de las
poblaciones de virus de RNA es extrerhadamente_ variable (Domingo et al., |
1985; Steinhauer et al., 1989). Ademas, los tarhaﬁos poblacionales, bien en
cultivo o en hospedadores naturales, alcanzan con frecuencia los cientos o
miles de millones (Hblland et al., 1982; Neumann et al., 1998). Debido a estas
peculiaridades, conceptos de la teoria de las cuasiespecies han encontrado gran

aplicacién entre los virus de RNA. Algunos experimentos han sugerido que las

13



Grupo Especie Ur

Ribovirus VSV 1.1
Rinovirus humano tipo 16 0.67
Polio tipo 1 0.18
Retrovirus Sarcoma de Rous 0.43
HIV-1 0.22
Leucemia bovina 0.03
Virus de DNA Bacteriéfago k 0.0038
Bacteriéfago T2 0.0040
Bacteriéfago M13 0.0046
rrocarioias cou//ellu/lld ou/lf U.uuzo
Eucariotas Saccaromyces. cerevisiae  0.0027
Neurospora crassa* 0.0030
Caenorhabditis e/egans’ 0.004
D. melanogaster’ 0.005
Mus muscu/us' 0.014

Tabla 1. Tasa de mutacién genémica por evento de replicacion,
Ur, para diferentes sistemas biolégicos. *En regiones
codificantes y reguladoras. Modificada de Drake et ai. (1998) y
Drake (1999).

tasas de mutacion a las que los virus de RNA replican esta cerca del umbral de
error (Holland et al, 1990), la existencia del cual ha sido demostrada
experimentalmente (Crotty et al, 2001). Sin embargo, otras importantes
predicciones de la teoria, como es la selecciéon de grupo, han sido verificadas
en simulaciones con organismos digitales (Wilke et al., 2001), pero no en virus

de RNA.

Epistasia, mutaciéon y seleccion

Otra de las asunciones realizadas a menudo por la Genética de
Poblaciones es la ausencia de epistasias. Las consecuencias de la presencia de
interacciones génicas dependen de la naturaleza asexual o sexual de Ila
poblacién. En una poblacion asexual, la epistasia no modifica la eficacia media
de la poblacion en el equilibrio. Si la epistasia es negativa, los genotipos con
mas un cambio supondran un mayor lastre genético que en el caso de efectos
multiplicativos, por lo que la seleccion sera mas eficiente eliminandolos, asi su

frecuencia sera menor y finalmente, el lastre genético se vera inalterado.
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 Andlogamente, en el caso de epistasia positiva, los genotipos con mas de un

cambio supondrdn un menor lastre genético de lo esperado, pero seran
eliminados con mayorbdificultad, dejando el lastre también inalterado en el
equilibrio (Crow, 1570; Chao, 1988; Charlesworth, 1990; Shnol y Kondrashov,
1993). - - |

El cambio eh las frecuencias genotipicas respecto a lo esperado puede
cuantificarse mediante el desequilibrio de Iigamiento'. .En un esquema de dos
loci, con alelos A/a y B/b, éste se escribe como

D=py+0up—Pasp—Daus’ (10)

donde p,; es la frecuencia del genotipo silvestre, p,, Y P,s la de los mutantes
simples en cada uno de los /loci y p,, la del doble mutante. D<O indica que los
alelos mutantes tienden a estar separados y D>0 que, por el contrario,
aparecen agrupados maés de lo esperado por azar. El efecto de la recombinacién
es disminuir el valor absoluto de este desequilibrio. En el equilibrio mutacién-
seleccién, el valor del desequilibrio de ligamiento es aproximadamente
proporcional al de la epistasia (Barton, 1995).

. En unz; poblacién sexual, la epistasia modifica el lastre genético (Crow,
1970; Chao, 1988; Shnol y Kondrashov, 1993; Charlesworth, 1990; Barton,
1995; Lenormand y Otto, 2000). Para entender por qué, situémonos de nuevo
en el ejemplo de dos /oc/, con un aielo mutante deletéreo (s<O0) en cada uno. Si
la epistasia es negafiva, tendremos D<O0 y el efecto inmediato del sexo y la

recombinacién serd crear genotipos dobles mutantes, lo cual incrementara el

"lastre genético si s, +s,>s,, es decir, si la epistasia es lo bastante intensa como

para cumplir e<-s,s, segln la ecuacién 4. En el caso de epistasia positiva,
tendremos D>0 y la recombinacién aumentara el lastre genético si s,+5,<s,,,
condicién impllcita én £>0 por lo que ineludiblemente, el lastre ge'nétic'o se \)eré'
aumentado. Asi pues, en el equilibrio mutacién-seleccién, la reco'mbinacién sélo
increhentaré la eficacia media de la poblacién si la epistasia es negativa y
débil, tal que 0> &> -s,s,. El efecto reductor del' lastre genético es proporcional
al cuadrédo de la tasa de mutaciéon deletérea U y por lo tanto, puede ser
importante si U>>1 (Kondrashov, 1988; Charlesworth 1990). Cuando se

tienen en cuenta m /oc/, la epistasia de orden m puede tener un efecto reductor

_de la carga mutacional proporcional a U” (Hansen y Wagner, 2001).
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La aparicién Y mantenimiento de la réproduccién sexual plantea un
problema evolutivo fundamental. En términos de tasa de crecimiento, la eficacia
biol6gica de una poblacién se ve reducida a la mitad por el mero hecho de ser
sexual, ya que se requieren dos individuos para la reproduccién (Maynard-
Smith, 1971). Esta y otras desventajas del sexo (Crow, 1994) plantean la
necesidad de buscar beneficios que, a corto plazo, expliquen' su predominancia.
Como hemos visto, un escenario de epistasia negativa débil y altas tasas de
mutacién permite que la recombinacién reduzca el lastre genético de las
poblaciones, siempre que esta se halle en el equilibrio mutacién-seleccién. La
relacién entre epistasia y carga genética como posible explicécién para la
evolucién del sexo fue primeramente propuesta por Crow (1970) y formalizada
por Kondrashov (1988), en lo que se denomina la hip6tesis determinista de la
mutacién.

La definicién tradicional de sexo es la alternancia de singamia (fusién de
dos nucleos haploides en un cigoto diploide) y meiosis en la que, tras la
recombinacién de los cromosomas por entrecruzamiento homélogo vy -.Ia
segregacién genética, éstos se separan de nuevo en dos ntcleos haploides.
Esta definicién no se aplica a los virus. Sin embargo, la funcién clave que la
recombinacién tiene en la reproduccién sexual ha llevado a definir el sexo, en
sentido amplio, como el intercambio reciproco de material genético, condicién
que podrd ser cumplida por los virus siempre que haya coinfeccién de una
célula por més de una particula (Chao, 1988). En virus de DNA existen enzimas
encargadas de catalizar el corte y la ligacién del DNA durante la recombinacién,
mientras que esos enzimas estdn ausentes en virus de RNA. En este dultimo
- caso, el intercambio de material genético puede hacerse de dos maneras: por
salto de la polimerasa de una a otra hebra de RNA o por segmentacién
genémica. En el caso del salto de molde, la recombinacién puede suponer un
coste en eficacia, ya que es posible que se ralentice la replicacion 6 que se
generen cadenas de RNA incompletas, denominadas particulas defectivas
.interferentes, que son capaces de completar su ciclo de infeccién en presencia
de genomas complétos por complementacién genética (Moreno et a/., 1997).
- En el caso de la segmentacién, garantizar de manera activa que cada particula
contenga la coleccién completa de éegmentos supondrd presumiblemente un
coste. De no ser asi, se producirdn particulas incapaces de ihfectar por si sblas,

lo que en si se traduce también en una pérdida de eficacia media. En definitiva,
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al igual que en los organismos superiores, la evolucién del sexo en virus de

RNA requiere de una ventaja que compense sus costes.

EVOLUCION ADAPTATIVA

El proceso de adaptaci6n
El primer modelo formal de adapotacién fue el modelo aeométrico de Fisher:
(1930). que se basa en que los cambios de pequeno efecto tienen una
probabilidad mucho mayor de resultar beneficiosos que los cambios mayores.
Fisher concluyé que, como consecuencia’de esto, la evolucién deberia ocurrir
de manera gradual, mediante la fijacién de mutaciones de pequefio efecto que
acercarian a las poblaciones al 6ptimo adaptativo. Sin embargo, toda mutacién
beneficiosa tiene una frecuencia inicial pequefia, con lo que estd sujeta a
perderse por azar. La probabilidad p de superar esta fase inicial y llegar a la _
fijaciéon depende de su coeficiente de seleccién, y cumple la igualdad |
1-p=eP™ (11)
{Peck,1994; Wilke, 2003) que para valores de s 'pe_queﬁos es aproximadamente
p=2s . ' (12)
(Haldane, 1927),. En el contexto de las cuasispecies, p es algo mayor, porque
no se calcula la prdbabilidad de que todos los indivi_duos acaben teniendo dicha
mutacién, sino de que el mutante beneficioso acabe siendo el progenitor de:
toda la poblacién (Wilke, 2003). En cualquier caso, como la probabilidad de
fijacién de una mutacién depende de su coeficiente de seleccién, se favorece la
filacion de los cambios de grandes efectos beneficiosos. Afadiendo esta
objecién al razonamiento de Fisher, Kimura (1985) concluyé que la probabilidad
de fijacién méaxima deberia corfesponder alas mutapiones de efecto intermedio.
Inicialmente, en una poblacién poco adaptada se. podran fijar algunos
cambios de efecto intermedio o relativamente grande, de acuerdo con el
razonamiento de Kimura. Conforme estos cambios se fijen, el nivel de
adaptacion crecerd, y la proporcién de mutaciones ventajosas serd menor.
Ademé4s, al acercarse la poblacién al 6ptimo, sélo podrén fijarse cambios de
pequefio efecto. En suma, el ritmo de adaptacién se hard cada vez rﬁés lento.

Finalmente, la poblacién residird cerca de un 6ptimo o pico adaptativo,
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tendiendo de nuevo al equilibrio seleccién-mutacién. No obstante, ese maximo
es un limite asintético, ya que siempre puede encontrarse un cambio que
produzca un aumento de eficacia infinitesimalmente pequefio. De esa manera,
si tenemos en cuenta el recofrido de la poblacién a lo largo del proceso de
adaptacion, los cambios de efecto pequefio serén los més frecuentes, y las
mutaciones fijadas seguirdn una distribucién aproximadamente exponencial
(Orr, 1998). N

El estudio de dindmicas de evolucién experimental en £. coli (Lenski et al.,
. 1991) y VSV (Elena et a/., 1998) ha demostrado que, en efecto, la tasa de
adaptacién es mayor cuando la poblacién estd escasamente adecuada a su
ambiente, y decrece conforme ésta se acerca al 6ptimo, aunque sin llegar a
anularse (Lenski et al., 1991). En concordancia con la teoria, se ha observado
que el aumento de eficacia debe ocurrir mediante un nimero elevado de
cambios de poco efecto (Burch y Chao, 1999). Sin embargo, cambios extremos
de eficacia debidos a la fijacién de mutaciones de gran efecto han sido también -

observados (Elena y Lenski, 1996; Bull et a/., 2000; Novella, 2004a).

Tasa de adaptacién en asexuales
" En un momento dado del proceso adaptativo, la tasa a la que crece la
~eficacia biolégica depende légicamente de la probabilidad de fijacién de las
mutaciones beneficiosas, pero también de que éstas ocurran en genotipos libres
de mutaciones deletéreas. La frecuencia de esos genotipos es _
o =elVlsn ‘ (13)
donde s, es la media harménica (s,<0) de los efectos mutacionales deletéreos
(Haigh, 1978; Orr, 2000). Asi pues, Ia.probabilidad de que una mutacién
beneficiosa de efecto s llegue a fijarse es aproximadamente, de acuerdo con la
ecuacién 12, p=2q,s. Estos cambios aparecerédn en la poblacién a una tasa
NUp,, donde p, es la proporcién de' mutaciones que son béneficiosaé. Por lo
tanto, la tasa de sustitucién adaptativa esperada es ' _

' E[k]=2NUs,p,e""" , : (14)

siendo s, el efecto promedio de las mutaciones beneficiosas (Orr, 2000). Por.
tiltimo, la tasa de adaptacién, medida como aumento del logaritmo de la efiacia,
puede ser obtenida a partir de la tasa de sustitucién esperada mediante la

expresién
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dlogW/dt = E[kJlog(1+s,) : - (18B)

(Johnson y Barton, 2002). Estas ecuaciones muestran que la tasa de
sustituciéon serd mayor cuanto rﬁayor sea el tamafio pbblacional,\ pero no
necesériamente‘ cuanto mayor sea la tasa dé mutacién. En realidad, el valor de
U para el que se maximiza la tasa de sustitucién es

- U =sy | - (16)
- (Orr, 2000). Adem4s, la tasa de sustitucién aumentard para valores de s, y Ps
elevados, situacién aque se dard cuando las poblaciones estén escasamente -
adaptadas, permitiendo asf entender la deceleracién que la tasa de adaptacion
sufre al acercarse la poblacién al 6ptimo adaptativo.

Las ecuaciones (13) y (14) predicen que el logaritmo de la eficacia
aumentar4 linealmente con el tamaiio poblacional. Sin embargo, esto no es del
todo cierto, ya que conforme dicho tamaﬁo crece, aumenta la probabilidad de
que dos o mas mutaciones beneficiosas estén presentes en la poblaciéon de
manera simultdnea en distintos individuos. Este fenémeno de competencia
entre mutaciones beneficiosas en poblaciones asexuales se denomina
interferencia clonal (Gerrish y Lenski, 1998). En esta situacién, las mutaciones
menos beneficiosas se perder4n y por lo tanto, la tasa de adaptacién se vers
frenada respecto a la predicha por la ecuacién 15, mientras que el efecto de las
" mutaciones beneficiosas fijadas ser4& mayor que s,. Es posible hallar
expresiones para la tasa de sustitucién y adaptacién en presencia de
interferencia clonal (Gerrish y Lenski, 1998; Orr, 2000; Wilke, 2004) y se ha
comprobado que, en efecto, su efecto es observable experimentalmente, tanto
en bacterias (de Visser et a/., 1999) como en virus de RNA (Miralles et al.,

1999, 2000). Los efectos de la interferencia clonal serén notables cuando

NlogN>Up,q,/2 _ (17)

(Wilke, 2004), y.por lo tanto las expresiones que ignoran sus efectos seran

buenas aproximaciones si se cumple esta condicién.

Tasa de adaptacién y recombinacién

El destino de los cambios adaptativos dependerd de si estamos frente a
una poblacién sexual o asexual. En una poblacién asexual, si varias mutaciones
beneficiosas aparecen simultdneamente en diferentes individuos, sélo una de

ellas, previsiblemente la de mayor eficacia, se fijard. Habra que espérar a que el
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resto de cambios ocurran de nuevo sobre el g'eno‘tipo,'que ha sufrido la
mutacién de maxima eficacia para que éstos puedan alcanzar la fijacion. Como
" hemos visto, la interferencia clonal puede reducir visiblemente la' tasa de
adaptacion de las poblaciones asexuales. Aunque las poblaciones seXuaIes
pueden padecer un problema anélogo, llamado “problema de trafico” (Kirby y
Stpehan, 1996), su influencia serd& mucho menor, ya que éstas tendrén la
ventaja de poder combinar en un mismo individuo mutaciones beneficiosas que,
de otra ‘mane.ra, permanecerfan confinadas al genotipo en que aparecieron. A
esta explicacién para la evolucién del sexo se la conoce como el argumento de
Fisher-Muller, (revisado en Barton y Charlesworth, 1998_).lLégicamente, esta
ventaja serd mayor cuant.o mayor sea la probabilidad de encontrar varios
mutantes beneficiosos simultdneamente en la poblaciéh y seréa mas dramatica si
se tienen en cuenta simultaneamente las mutaciones deletéreas, al depender la '
fijacién de un cambio ventajoso en una poblacién asexual de que éste ocurra en
-un genotipo libre de mutaciones deletéreas (Peck, 1994; Lenski, 200‘1; Rice y
Chippindale, 2001).

Sin embargo, la ventaja evolutiva de la recombinacién es fuertemente
dependiente de la epistasia. En presencia de seleccién direccional, se genera un
desequilibrio de ligamiento de mismo signo que el de la epistasia (Lenormand y
Otto, 2000). Por lo tanto, si ésta es predominante negativa, los alelos
ventajosos tenderdn a estar sepérados,,y la recombinacién serd favorable a
largo plazo, puesto que tenderd a unirlos. Sin embargo, como vimos
previamente, habra un coste a corto plazo en forma de un aumento del lastre
génético, a no ser que se cumpla la condicién- sS—s,s,,. El espacio de
pardmetros para los que los bei_\eficios se sobreponen a los costes crece cuanto
.més baja sea la intensidad _'de la epistasia negativa, més altos los sean los
coeficientes de seleccién y menor sea la tasa de recdmbina_cién (Barton, 1995;
Lenormand y Otto, 2000). En el'casd de epistasia positiva; se generard un
desequilibrio de ligamiento positivo y el sexo no serad ventajoso a largo plazo
debido a que separard asociaciones favorables. Ademas, como estamos
hablando de mutaciones beneficiosas, Ss Y Sp tienen el mismo signo y por lo
tanto, necesariamente s,+s,>s,,, por lo que existirA un aumento del lastre
genético a corto plazo causado por la recombinacién. En ese éscenario pues, la

recombinacién no podra evolucionar.
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Sin embargo, en situaciones reales, el signo de la epistasia no tiene
porqué coincidir con el del desequilibrio de ligamiento. De manera general, con
la condicion sgb> 0, la recombinacién sera siempre favorable a corto plazo
cuando los signos de O y e+ S sean opuestos, ya que disminuira el lastre
genético. Si estamos en el caso 0>0, la desventaja a largo plazo habra de ser
compensada por una epistasia negativa fuerte en relacion a los coeficientes de
seleccion (Barton, 1995). Si por el contrario, nos encontramos con la situacién
D<0 y £>0, la recombinacidon sera siempre favorable. En sintesis, la ventaja
evolutiva del sexo necesita de la condicion

D(kttP—s)|>0 (18)

en la que Ajp =-2sasb(//p -1) y p hace referencia a la tasa de recombinacion

(Barton, 1995).

Paisajes adaptativos
Con frecuencia, se visualiza el proceso de adaptacion con ayuda de la
imagen de los paisajes adaptativos, originalmente propuesta por Wright

(1931,1932). La epistasia juega un papel importante en la génesis de estos

Figura 2. Paisaje adaptativo rugoso. H eje vertical representa la eficacia
bioldgica (W), mientras que los ejes horizontales representan los valores de los
caracteres. De manera general, la eficacia depende de mas de dos caracteres,
por lo que los dos ejes horizontales no son mas que una representacion
bidimensional de un espacio multidimensional.
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‘ paisajes, ya que en ausencia total de interacci6n genética, s6lo podra haber un
dnico 6ptimo o pico adaptativo, mientras que en presencia de ésta, podran
aparecer varios picbs (Wolf et al., 2000). Imaginemos el caso simple de dos
sitios nucleotidicos con sus cuatro alelos A, T, G, y C. Si no hay epistasia, el
alelo 6ptimo en el primer sitio (e.g. A) serd independiente del otro (e.g. G) de:
manera que habra un tnico genotipo 6ptimo (en este caso, AG). Si hay'epistasia
entre los sitios, el efecto de cada alelo no puede conocerse sin saber qué alelo
esté presente en el otro /ocus. Asl, por ejemplo, podrfa ocurrir que el nucleétido
A en la posiciéon 1 sélo fuera ventajoso en presencia una T en el sitio 2.
Igualmente, la G en posicién 2 podrfa requerir por ejemplo, de una C en el sitio
1. Asl habria dos combinaciones favorables, AT y CG, no necesariamente igual
de eficaces. Este ejemplo ilustra como la epistasia produce paisajes adaptativo
rugosos (Figura 2). En general, la poblacién no puede pasar de un pico a otro
por seleccién de mutaciones sucesivas, puesto que necesariamente, se ha de
pasar por una regién de béja eficacia o valle adaptativo. La seleccién sélo
permitirfa dicho cambio mediante una macromutacién que evitase el paso por el
valle. Incluso en el ejemplo de dos /oc/, se necesitarfan dos sustituciones
simultdneas, lo cual es poco probable. Las poblaciones permaneceran pues
atrapadas en picos adaptativos locales durante largos periodos, pese a que
existan otras regiones de mayor eficacia. Lés epistasias explican pues la
importancia ‘de las contingencias histéricas. Este tipo de restriccién adaptativa
ha sido estudiada en poblaciones de VSV. Se ha observado que algunas
mutaciones beneficiosas aparecen de manera recurrente en poblaciones
independientes (Cuevas et al, 2002; Novella 2004a), sugiriendo que las
soluciones adaptativas son limitadas. Ademés, algunos de esto cambios
aparecen asociados con otros,. lo que es una sefal de la existencia de

interacciones epistéticas.

DERIVA GENETICA

Tamafio poblacional efectivo
La deriva genética, definida como el muestreo aleatorio de los genotipos
entre generacién y generacién, es el modo en que la evolucién progresa en

ausencia de seleccién natural (Kimura, 1985). En principio, la cantidad de
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deriva genética depende Gnicamente del tamaﬁo» poblacional. Sin .embargo, en
la realidad, existen multiples factores implicados, como la historia demograéfica,
el modo de reproduccién, el desequilibrio de ligamiento o la propia seleccién
natural. El pardmetro que resume todos estos factores y permite cuantificar la
cantidad de deriva que sufre una poblacién es el tamafio poblacional efectivo,
N,., que se define como el tamafio poblacional bajo el que, en ausencia de
cualquier otro factor, existiria la misma cantidad de deriva que la que hay en la
poblacién real.

En una situacién de neutralidad completa, la probabilidad de fijacién de
cada mutacién en una poblaciéon de tamafo A, serd s'implemente 1/N,, y el
aporte de mutantes por generaciéon valdra UN,, llegdndose a la conclusién de
que la tasa de evolucién de las mutaciones neutrales por deriva es
| | Elkl = NUN, =U - (19)
(Kimura, 1968). Pero como la accién de la deriva genética no se restringe
unicamente a las mutaciones neutrales, sino que se extiende también a aquellas.
situaciones en las que las fluctuaciones estocésticas de las frecuencias
genotipicas ocurran a una tasa no despreciable frente a la tasa de cambio
adaptativo, ésta tendrd mayor influencia sobre la evolucién cuando menores
sean los tamanos poblacionales efectivos y los coeficientes de seleccién (Ohta,

1992) como puede apreciarse al comparar las ecuaciones 14 y 19.

Trinquete de Muller

En una poblacién infinita, el efecto negativo de la mutacién queda limitado
por el equilibrio mutacién-seleccion. Estadisticamente, se espera que uné
poblacién finita alcance ese mismo equilibrio (Haigh, 1978). No obstante, el
nimero de individuos libres de mutacién sera menor cuanto menor sea el
tamafio poblacional yventoncés, es posible que por deriva, esa clase de
individuos se pierda, lo que conlleva una disminucién de la eficacia media, que
serd irreversible en poblaciones asexuales, si se ignoran las mutaciones
reversas y compensatorias. Este proceso se conoce como trinquete de Muller
(1964). Cuando la eficacia biol6gica ha sido disminuida. como consecuencia del
trinquete de Muller, es esperable que la fecundidad se vea a su vez afectada,
reduciéndose pues el tamano poblaciohal. Se puede establecer asi un bucle
entre eficacia y tamaifio poblacional que podria acelerar la pérdida de eficacia,

llegadndose finalmente a la extincién (Lynch et a/., 1993).
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El nimero de mutaciones deletéreas (s<O) fijadas por el trinquete viene

determinada por la cantidad
Q,=Ne"”* o (20)

Haigh, 1978; Stpehan et al., 1993). Cuanto menor es Q, menor es la
capacidad de la seleccion para eliminar las mutaciones deletéreas y mayor es la
deriva, por lo que més mutaciones aleatorias se fijan. En la ecuacién 20 queda
patente que ia peraiga de eficacia de unad popiacion Como consecuencia aei
trinquete serd mayor cuanto menor sea el tamaiio poblacional y mayor la tasa
de mutacién. No obstante, la relacién entre el coeficiente de seleccién y la
pérdida~de eficacia ho es tan 'séncilla.r A menor valor de s, mayor nimero de
mutaciones podran acumularse, pero menor serd la caida de eficacia por cada
una. Por ello, la pérdida de eficacia debida al trinquete es méxima para un valor
intermedio del efecto de las mutaciones (Felsenstein, 1974; Gabriel et al.,
1993; Lynch et al.,, 1993; Butcher 1995). El coeficiente de seleccién que
permite una maxima ‘péfdida de eficacia. crece al aumentar el tamano
poblacional y disminuir la tasa de mutacién (Butcher,1995). ' )

El razonamiento de Muller ignora las mutaciones beneficiosas. A primera
vista, éstas deberian anular el avance del trinquete, mas auln si se tiene en
cuenta que la magnitud y abundancia de las mutaciones beneficiosas deberia
ser mayor al reducirse la eficacia biol6gica de la poblacién. A pesar de esto,
debe existir un tamafo poblacional critico a partir del cual los efectos de la
fijacion de mutaciones deletéreas no puedan ser contrapesados por las
mutaciones beneficiosas, reversiones o cambios compensatorios, llevando a la
‘poblacién a la extincién. Este tamano depende del efecto medio de las
mutaciones, de la distribucién de efectos mutacionales y de la proporcién de
cambios beneficiosos (Whitlock, 2000; Whitlock et al., 2003).

Existen innumerables evidencias experimentales que demuestran que las
poblaciones que sufren repetidos cuellos de botella repetidos pierden eficacia
biolégica debido al trinquete de Muller. Este fenédmeno ha sido observado en
organismos tan diversos como D. melanogaster (Mukai et al., 1972), C. elegans
(Keightley y Caballero, 1997), Aspergillus nidulans (Bruggeman et al., 2003), E.
coli (Elena y Lenski, 1997) y se ha demostrado que, aunque con menor fuerza,

el efecto del trinquete también es patente en poblaciones sexuales (Bruggeman
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et al., 2003). Por supuesto, al tratarse de un fendmeno estocéastico, existe gran
'var.iabilidad entre réplicas, e ‘incluso pueden observarse casos aislados de
ganancia de eficacia (Shaw et al.,, 2000). Ademds, estos experimentos de
acumulacién de mutaciones han resultado utiles para obtener med_idas de los
valores promedio de s y de U (Mukai et al., 1972; Ohnishi, 1977). Sin embargo,
los resultados son altamente dependientes de la distribucién subyacente de los
efectos mutacionéles, la cual precisamente, se desconoce (Keightley y Lynch,
2003). Las condiciones bajo Iaé que actuia eI' trinquete - se cumplen
especialmente en los virus de RNA, por sus altas tasas de mutacién y la
frecuencia con la que sufren cuellos de botella durante su transmisién de un
hospedador a otro (Elena et al., 2001). En el laboratorio, la accién del trinquete
ha sido puesta de manifiesto en varios virus de RNA, como el bacteri6fago ¢6
(Chao, 1990), los virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Duarte et al., 1992;
Clarke et al., 1993), de la fiebre aftosa (FMDV) (Escarmis et al/., 1996), de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-T) (Yuste et al., 1999), del mosaico del
pepino (CMV) (Li y Roossinck, 2004).

Epistasia y trinquete de Muller

De igual modo que lo hacen las mutaciones simples, la epistasia influye
sobre el trinquete de Muller. Si la eficacia de un genotipo con varias mutaciones
es mayor de lo esperado bajo el modelo multiplicativo {(¢<0), la seleccién en
contra de las mutaciones deletéreas serd més eficiente y el avance del trinquete
tendera a ralentizarse, aunque no el descenso de la eficacia poblacional, ya que
por cada mutacién fijada serd mayor el efecto (Charlesworth et al., 1998). No
obstante, si la epistasia negativa se hace méas fuerte, puede llegar a detener el
trinquete, deteniendo por consiguiente la caida de eficacia (Kondrashov, 1994).
Para entender este punto, situ.émonos por un momento en el caso extremo de
epistasia negativa: la seleccién truncada. Imaginemos que los individuos que
componen una determinada poblacién que pierdeveficacia debido al trinquete de .
Muller son capaces de acumular hasta n mutaciones, siendo inviables. los |
individuos con n+ 1 cambios. El trinquete quedaria necesariamente detenido, a
'no ser que por aiar, no naciese ningL’lh individuo libre de esa mutacién
adicional. Este ejemplo ayuda a entender porqué Ila epistasia negativa puede
detener el trinquete. Sin embargo, puede objetarse a este razonamiento que los

efectos mutacionales no son fijos, sino que siguen wuna distribucién

25



probabilistica de manera que, a pesar de la epistasia, siempre habra mutaciones
con un efecto lo bastante pequefio como para permitir el avance del trinquete.
El ritmo de avance de éste se frena, al haber menor disponibilidad de
mutaciones poco deletéreas, pero no se detiene. Sélo podria hacerlo si,
eventualmente, las mutaciones con efecto lo bastante débil como para asegurar
su avance aparecieran con una frecuencia menor o igual que las mutaciones
beneficiosas (Butcher, 1995).

Histéricamente, los experimentos de acumulaciéon de mutaciones han sido
orientados a la deteccion de la epistasias entre mutaciones deletéreas (Mukai et
al.,, 1972). Bajo el modelo multiplicativo, el logaritmo de la eficacia debe caer
linealmente en funcién del numero de mutaciones acumuladas n, tal que

Wu=WOo(l+s)n; (21)
es decir,
log Wh- log WO+ nlog(l +s) . (22)

En principio, habra epistasia si la pendiente de la caida de eficacia difiere
de log(1 +s) o si la caida no es lineal. En la practica, los valores de los
coeficientes de seleccidon son desconocidos, de manera que la Unica evidencia
de epistasia proviene de una caida no lineal del logaritmo de la efiacia con el
numero de mutaciones. Si la curva de caida es cdncava, la epistasia es

negativa, mientras que si es convexa, la epistasia es positiva (Figura 3).

Numero de mutaciones

Figura 3. Patrones hipotéticos de pérdida de
eficacia como consecuencia de la acumulacion
de mutaciones deletéreas.
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El problema de los experimentos de acumulacién de mutaciones es, por un
Iédo, que la varianza en los efectos de las mutaciones afecta a la potencia
estadistica del método y por otro, que una tendencia lineal puede ser atribuida
a la ausencia de epistasia,- pero también a la presencia de gran cantidad de

interaccionesvde distinto signo que se compensan (Elena y Lenski, 1997).

Deriva, epistasia y recombinacién

El dafio que el trinquete de Mullef ocasiona a una poblacién puede-;nedirse

como ' _

L =1-W, /W, (23)
donde L, se define como la carga del trinquete, W, es ia eficacia media de la
poblacién que sufre elr trinquete y W, la eficacia del genotipo silvestre
(Kondrashov, 1994). E! sexo podria conferir una ve:ntaja evolutiva al reducir el
valor de L,. Siempre que esa ventaja compense los costes de la recombinacién, -
la segmentacién, o la produccién de machos. Una vez més, el balance entre
costes y beneficios queda influido por la epistasia. Contrariamente a la hip6tesis
determinista de la mutacién, la hip6tesis que explica la evolucién del sexo como
un mecanismo para evitar los efectos adversos de la mutacién en presencia de
deriva genética es co'mpatible con una predorﬁinancia de la epistasia de signo
positivo, que acentte la carga del trinquete y por lo tanto, la ventajé del sexo.
Sin embargo, en esta ocasién, el sexo puede conferir una ventaja selectiva
también en ausencia de epistasia, ya que permite aumentar la frecuencia en la
poblacién del genotipo libre de mutacién, limitando pues la efectividad del
trinquete (Chao, 1988). Ademas, también se acepta la posibilidad'de epistasia
negativa, siempre que séa lo bastante débil para no reducir significativamente el
avance del trinquete. ‘ | _

Laé frecuencias alélicas podran alejarse mas del eqvuilibrio seleccién-
mutacién en poblaciones reducidas, al entrar en accién la deriva genética. En
principio, el muestreo aleatorio que supone la deriva no deberfa alterar las
frecuencias espefadas, pero esto deja de ser asi al tenerse en cuenta la accién
afnadida de la selecciéon. Cuando la deriva genere por azar un desequilibrio de
ligamiento bositivo, la seleccion podrd eliminar de manera eficiente los
génotipos extremos, disipando asi el desequilibrio. Por el contrario, si por azar
los alelos deletéreos se encuentren preferentemente en fondos genéticos

beneficiosos (D<0), la seleccién serd menos eficiente a la hora de reducir la
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frecuencia de estos genotipos. Asi pues, la deriva en presencia de seleccién
tiende a generar un desequilibrio de ligamiento negativo, lo due se conoce
cbmo efecto Hill-Robsertson (Hill y Robsertson, 1966; revisado en Otto y
Lenormand, 2002). Al generar un desequilibrio de ligamiento negativo, este
efecto tiende a favorecer la evolucién de la recombinacién. Pero bara que esto
ocurra, se requerird una epistasia de signo positivo, ausencia de epistasia o, en
todo caso negativa siempre que sea débil, llegdndose pues a las mismas

conclusiones que en el parrafo anterior.

Deriva y adaptacién '

La manera en que las poblaciones recuperan eficacia tras la accién del
trinquete de Muller depende varios factores. De manera general, como han
puesto de manifiesto experimentos con virus de RNA, a mayor pérdida de
eficacia, méas ripida es la recuperacién (Elena et a/., 1998). Pueden distinguirse
dos mecanismos fundamentales paré esta recuperacion. Primero, es posible que
las mutéciones deletéreas acumuladas simpiemente reviertan y seguhdo,
pueden fijarse cambios en otros lugares del genoma que compensen el efecto
negativo producido por las mutaciones acumuladas. Este segundo caso,
denominado evolucién compensatoria, implica la existencia de epistasia positivva
(Moore et al., 2000). La epistasia en forma de mutaciones compen}.atorias, al
'ser una posibilidad adicional a la reversi6bn, aumenta la capacidad de
diversificacion de las poblaciones tras la accién dei trinquete de Mull‘er
(Escarmis et al., 1999, 2002).

La diferencia entre la reversién y la compensacién estd pues ligada a la
abundancia de las interacciones génicas, lo cual puede también entenderse
mediante la imagen de los paisajes adaptativos. Como hemos visto, en ausencia
de Aselec'cién, las poblaciones tienden a aéumular mutaciones de‘ manera
aleatoria y por lo tanto, a divergir. De ese modo, las poblaciones pueden
atravesar valles adaptativos. Cuando los tamanos poblacionales vuelven a 'ser
elevados, se retorna a un régimen de seleccibn, que conduce a una
recuperacién de la eficacia es decir, al ascenso de un pico adaptativo. Pero en
esta ocasién, no habra posibilidad de cruzar de nuevo el valle, de manéra que
las poblaciones podrdn quedar atrapadas en piéos adaptativos. distintos del que
originalmente provenfan. Diferentes poblaciones, aisladas las unas de las otras,

podran ascender a picos diferentes, incrementandose asf la variabilidad
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genética. Finalménte, si éstas entran en contacto, aquélla que haya ascendido al
pico méas elevado desplazara a las demés. La concl_usién que puede deducirse de
este proceso es que, la accién combinada de la deriva genética y la seleccién
natural permite una mayor adaptacién que la accién tnica de la seleccién. La
validez de esta teorfa, denominada del equilibrio campiante (Wright, 1982),
depende criticamente de la frecuencia e intensidad de la epistasia, ya que de

ella depende, a su vez, la topografia del paisaje adaptativo.

EL VIRUS DE LA ESTOMATITIS VESICULAR

Caracteristicas generales

En esta tesis, utilizaremos VSV como modelo experimental, el cual ha
demostrado ser Util para contrastar gran cantidad de hipé6tesis (revisado en
Novella, 2003). Ademas de las ya mencionadas ventajas que los virus de RNA
presentan para la evolucién experimental, VSV es especialmente adecuado para
los estudios en el laboratorio, por su facilidad para infectar cultivos celulares, la
rapidez y la eficiencia con que completa el ciclo de infeccién y su nivel
moderado de riesgo biolégiéo. También cabe mencionar que su estructura
genética es muy sencilla, y que no presenta recombinacién. Estas dos
caracteristicas facilitan mucho Ila interpretacion de los resultados
experimentales, aunque dificultan su extrapolacién a otros virus u organismbs
mas complejos. Finalmente, las técnicés de genética reversa estan disponibles,
aunque su aphcacuSn no es tan sencilla como en otros virus de RNA.

De acuerdo con la Comisién Internacional de Taxonomia Viral (Francku et
al., 1991), los virus de RNA se agrupan en cuatro grandes categorias: virus de
dbble cadena, de cadena sencilla positiva, de cadena sencilla negativa [ss(-)
RNA] y retrovirus. VSV pertenece al grupo ss(-) RNA. Esto significa qu.e el virién
contiene una sola cadena de RNA, la cual no buede servir como molde para la
traduccién de la informacién genética ya q'ue previamente, necesita ser
transcrita a un RNA de cadena positiva. Una caracteristica esencial de los virus
ss(-) RNA es la ausencia casi total de recombinacién homéloga (Chare et a/.,
2003).

VSV pertenece al orden Mononegavirales, en el cual se encuentra la

familia Rhabdoviridae, que se subdivide en cuatro géneros de virus animales y
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dos de virus vegetales. De ellos, mencionemos el género Lyssavirus, cuyo
principal exponente es el virus de la rabia, y el género Vesiculovirus. En este
ﬁltimo, existen varios serotipos o especies, los mas importantes de los cuales
son VSV-New Jersey y VSV-Indiana. Nuestro modelo experimental pertenece al
serotipo Indiana, del que existen varias cepas o aislados de focos de infeccién,
como son las cepas Orsay y San Juan.

La estomatitis vesicular es una enfermedad con graves consecuencias
econémicas, puesto que afecta a la ganaderia porcina y bovina, asf como a los
caballos, produciendo ulceraciones o aftas en la lengua y tejidos orales.
bAdemés, se han encontrado anticuerpos anti-VSV en gran variedad de
mamiferos (bévidos, céanidos, camélidos, cérvidos, quirépteros y primates,
incluidos los humanos). La enfermedad se manifiesta mediante brotes periédicos
en el sureste de EEUU, sur de Méjico, América Central y la parte norte de
América del Sur (Rodriguez et al., 2000). Los Vesiculovirus infectan también a
insectos, que actian como vectores de transmisibn de la enfermedad

(Letchworth et al., 1999). . ' -

Estructura del genoma y del virién

‘ El genoma, con una longitud de 11161 nucleétidos, contiene Gnicamente
cinco genes, denominados N, P, M, G y L, ordenados en direccién 3’- 5’ (Figura
4). El 95.2% de la‘ secuencia es codificante, lo que indica que se trata de un
genoma altamente compacto. Ademads, las cuatro regiones no codificéntes, que
separan cada uho de los genes, asi como las regiones lider y trailer de los
extremos 3°y 57, son funcionalmente esenciales, ya que estan implicadas en la
regulacién de la. expresibn génica y del balance entre transcripcién y
replicacién. De hecho, mutaciones en estas zonas pueden tener efectos
fuertemente negativos en la eficacia biolégica del virus (Bracho, 2003). El resto
de la variacién no codificante, es decir los cambios sin6nimos, también est4
restringida, debido a la importancia de las estructuras secundarias del RNA
(Novella, 2004b). Los genes mas variables en poblaciones de laboratorio son G
oy M, mientras que N y L son los méas conservados (Cuevas et al., 2002). Este
ultimo, que codifiéa para parte de la RNA polimerasa, ocupa aproximadamente

el 60% del genoma.
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Figura 4. (adaptada de Lichty et al., 2004). Estructura del virién de
VSV y de su genoma. En la parte de bajo, se muestra la cadena de
polaridad positiva o antigenémica, con los cinco genes y sus
correspondientes proteinas. En la parte de arriba, se muestra como
se estructuran esas proteinas junto con el RNA gendmico y la
membrana.

El virion de VSV, como puede observarse en la Figura 4, tiene forma de bala,
con aproximadamente 180 nm de longitud y 75 nm de anchura, y estd compuesto
de dos partes principales: nucleo y la envoltura. Comparte con la mayoria de los
miembros de la familia Rhabdoviridae las caracteristicas estructurales vy
funcionales, conservandose el numero y orden de los genes, salvo en las especies
que infectan plantas, en las que existe un gen adicional. Parte de estas
caracteristicas también son compartidas por la familia Paramixoviridae.

El RNA gendémico esta fuertemente unido a la nucleoproteina N, de 422
residuos aminoacidicos, la cual tiene por funcidén principal empaquetar, estabilizar y
proteger el RNA. A diferencia de los virus de cadena positiva, el RNA de cadena
negativa no es infeccioso por si mismo, ya que no sirve de molde para la
traduccién. Por este motivo, se requiere la presencia en el nucleo viral de la
proteina L (2109 residuos), que desempefia el papel esencial de replicasa y
transcriptasa y la fosfoproteina P, de tamafio menor (265 residuos), pero
indispensable para que la primera sea funcional. Aun asi, el nucleo, formado por el
RNA vy las proteinas N, L y P, ha de poder penetrar en la célula hospedadora para
ser infeccioso. Para que la entrada en la célula sea posible, es necesaria la
envoltura, que estd compuesta de una membrana bifosfolipidica capturada de la
célula, en la que se inserta la glicoproteina G (511 residuos). Por su situacion
extema, esta ultima es el principal determinante antigénico, lo que explica su alta

variabilidad. Ademas, es una proteina de interés practico, puesto que es alli donde
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se encuentran marcadores fenotipicos de resistencia a anticuerpos (Vandepol et al.,
1986). En el interior de la membrana se encuentra la proteina de matriz M (692
residuos), que parece actuar de puente entre el nucleo y la membrana, permitiendo

mantener la estructura completa del viridn.

Ciclo de infeccién

Los acontecimientos que permiten completar un ciclo de infeccién a nivel
celular son la adsorcion, endocitosis, fusiéon de la envuelta y liberacion del nucleo,
transcripcion, traduccién, procesado post-traduccional, replicacion, ensamblaje y
liberacién de las particulas infecciosas (Figura 5). La adsorcién o contacto con el
receptor celular es llevada a cabo por la glicoproteina G, aunque la diana de
reconocimiento celular es aun desconocida (Coil y Miller, 2004). Seguidamente, la
glicoproteina G cataliza la fusion de las membranas celular y viral, permitiendo asi

la penetracién del virus en vesiculas endociticas, donde la

Endocytosis

Attachment ..
Membrane fusion
& nucteocapsid entry

Genome replicaron

Gene transcription

o * Viral protein translation

Virus assembly budding

Figura 5. Ciclo infeccioso de VSV (adaptado de Lichty et al., 2004).
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envuelta es hidrolizada y el ndcleo liberado al citosol. Las proteinas L y P se
unen al extremo 3’ del ss(-) RNA donde inician la transcripcién secuencial de los
cinco RNA mensajeros (MRNA). Las regiones intergénicas, ricas en uracilo,
juegan aqui un importante papel,- ya que al parecer sirven de molde para la
adicién de la cola poli-A al final de cada mRNA. Como la transcriptasa tiene una
cierta probabilidad de separarse del molde tras la adenilacién de cada mRNA y
como Unicamente puede iniciarse la transcripcién desde el extremo 5’ del ss(-)
RNA, la expresién de los genes sigue un gradiente decreciente en la direccién 5’
— 3°. La traduccién acontece acoplada a la transcipcién de cada mRNA, y las
proteinas resultantes son procesadas en el reticulo endéplésmico y el aparato de
Golgi. La protefna N, de carga positiva, se une al extremo 5’ del ss(-) RNA e
impide que la trancripcién se interrumpa, dando lugar a cadenas completas de
polaridad positiva. Este proceso cuya influencia seré crecuente conforme se
acumulen los productos de la traduccién, marca el inicio de Ia rephcacu&n, que
termina con la produccién de cadenas de polaridad negativa. A este ss(-) RNA,
revestido dé la proteina NV, se unen las proteinas L y P, formando nucleos virales
en el citosol. Por otro lado, la proteina G ha sido glicosilada en el aparato de
Golgi 'y migra en vesfculas exociticas hacia la membrana celular. Finalmente, la
proteina de matriz M, que tiene afinidéd tanto por el nicleo viral como por la
proteina G, permite el ensamblaje de los viriones, que son liberados al medio
extracelular por gemacién. La muerte de la célula acontece por lisis, aunque la
proteina M parece estar implicada en la induccién de la apoptosis (Kopecky et
al., 2001).
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'OBJETIVOS






1.

Conocer el valor promedio del coeficiente de seleccibn de mutaciones
puntuales y su distribucién esfadi'stica. Para ello crear una coleccién de
clones de VSV caracterizados por incorporar una Unica sustitucién
nucleotidica respecto a un mismo genotipo de referencia y determinar su

eficacia biolégica relativa.

2. Estudiar la frecuencia, intensidad y signo de las epistasias. Para ello, crear

‘una coleccién de clones de VSV caracterizados por incorporar diferentes

combinaciones de dos de las sustituciones nucleotidicas previamente

analizadas y determinar su eficacia biolégica.

Llevar a cabo la evolucién experimental de un subgrupo de mutantes.
deletéreos con el fin de determinar la importancia de la eficacia inicial, el
ntimero de mutaciones, la existencia y tipo de epistasias entre éstas y el
tamano poblacional sobre la tasa de evolucién, asf como determinar si ésta

se produce preferentemente por reversién genética o por compensacioén.

" 4. Utilizando los datos obtenidos a partir de la coleccién de clones mutantes,

realizar inferencias acerca de los parametros genético-poblacionales que
determinan la evolucién de VSV, asf como sobre la modulacién de éstos por

la epistasia.
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MATERIAL Y METODOS






EL CLON INFECCIOSO DE VSV

Estructura

El clon infeccioso de VSV que vamos a utilizar, fabricado y cedido por
Whelan et al. (1995), contiene el genoma completo de VSV en forma de cDNA,
insertado en el vector pGEl\‘/|-3<D (Promega®). Dicho vector, dé 2.87 kb, esté
dofado de lugares de inicio de transcripcién y replicacién de los fagos SP6 y
T7, asi como de un sitio de clonacién multiple que interrumpe el gen de la §-
lactamasa. El genoma de VSV, insertado en el sitio de clonacién miltiple, esta
orientado de manera tal que la RNA polimerasa T7 transcriba la cadena de
polaridad positiva (antigenémica); En el extremo 3 de dicha cadena se halla la
secuencia del ribozima del virus A de la hepatitis (HDV), que corta el transcrito

en el punto exacto donde termina el RNA viral (Figura 6).

Nhel

NP [M] G i
2310 T

Figura 6. Estructura del clon infeccioso pVSV(+). Se
muestra el pldsmido en su forma lineal cortado mediante el
enzima de restriccion Nhel. @10: secuencia promotora de
T7; le: se_cuencia lider del genoma de VSV, N, P, M, Gy L:
distintos genes de VSV; tr: secuencia remolque del genoma
de VSV; A: ribozima de HDV. T@: secuencia terminadora de -
T7 (adaptado de Whelan et a/., 1995).

El genoma de este clon infeccioso pertenece al serotipo Indiana, pero
presenta varias peculiaridades. En primer lugar, el gen G proviene de la cepa
~ Orsay, mientras que el resto de la secuencia es de la cépa San Juan. Ademés,
los 516 nucleétidos del extremo 3 “del genoma, que corresponden a la regién
terminal del gen L y al remolque, provienen de una particula defectiva
interferente (Pattnaik et él., 1992). En esa regién, existe una insercién de una

adenina en la posicién 11140, de manera que la longitud total del genoma es

3
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de 11162 nucledtidos. A este tipo de genomas, construidos a partir segmehtos

de diferente origen, se les denomina quimeras genéticas.

Seleccién de las mutaciones a introducir

Hemos elegido 91 dianas en las que introducir sustituciones nucleotfdicas.
En un principio, se pretendia que todas las dianas, asi como el cambio a
‘introducir, fueran elégidos al azar. Sin embargo, la falta de datos previos
directos lo suficientemente claros acerca del efecto de ese tipo de mutaciones
sobre la eficacia biolégica de VSV nos llevé a tomar la decisién de dividir la
coleccién en dos bloques; uno de 48 mutantes en el que las mutaciones serén
efectivamente aleatorias y otro de 43 mutantes en el que se reproducirdn
cambios aminoacidicos previamente descritos. De este modo, nos aseguramos
de que una fraccién importante de los mutantes serd viable. Ademas, ambos
grupos podrdn ser comparados a la hora de interpretar los resultados. En la

Figura 7 se muestra la localizacién de las mutaciones elegidas.
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Figura 7. Localizacién de las 91 sustituciones nucleotidicas sobre el
genoma de VSV. En la parte de arriba se muestran las mutaciones
previamente descritas y en la parte de bajo se representan los
cambios elegidos al azar.

, El Apéndice 1 recoge la informacién basica sobre los cambios previamente
descritos, mientras que el Apéndice 2 propofciona informacién més detallada
acerca de esos cambios. Basicamente, se vpueden distinguir dos tipos de -
mutaciones. En primer lugar, estan aquéllas que han sido detectadas en clones
moleculares y que corresponden pues a genomas individuales de los cuales
ademadas, se desconocia la frecuencia en la poblacion de' origen. En algunos
casos, no existe gar'antfa de que esos cambios_ no sean fruto de errores
cometidos por la polimerasa empleéda durante >Ia' amplificacién por PCR
(Schubert et al., 1984; Bracho et al., 1998). En segundo lugar, estan équéllas‘
que han sido detectadas en secuencias consenso de poblaciones es decir, por

amplificacién directa del cDNA. En este caso, las sustituciones estarén fijadas
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en la poblacién, o al menos se hallardn en alta frecuencia. Ademas, la
probabilidad de que se trate de errores en la amplificacién por PCR es minima.
Los cambios pueden clasificarsé_ también segin su origen natural o de
Iaboratorio, aunque cada mutacién bresenta una historia particular. La eficacia
biolégica esperada asociada a cada una de ellas dependerd en gran medida de
ésta ya que por ejemplo, a altas multiplicidades de infeccion (mo/) se espera
que puedan fijarse mutaciones deletéreas, mientras que en pases masivos a

baja moi se espera que se fijen cambios beneficiosos.

TECNICAS BASICAS

Cultivo celular .

Se emplearan fibroblastos de rifidn de embrién de hamster chino (BHK21),
obtenidos de la Cdleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC), para todos los
procedimientos salvo en el caso particular de la obtencién del stock de virué
Véccinia. BHK21 es una linea celular con una vida aproximada de 60 divisiones,
que crece en monocapa y sufre una divisién cada ~18 horas en las condiciones
de cultivo mencionadas a continuacién.

Las células se cultivaran en medio DMEM (la modificacién de Dulbecco del
medid minimo de Eagle; Invitrogen®), completado con una bateria de
aminoacidos no esenciales (Sigma®) y esterilizado .por filtracién a través de
membranas con un tamafio de poro de 0.22 pm. El medio se completara
también con suero fetal bovino (FCS; Invitrogen®) a una concentracién final de
10% v:v, asi como con los antibi6éticos gentamicina, pénicilina y estreptomicina“
y el antifingico n-butil-p-hidroxibenzoato. Las concentraciones de todos estos
aditamentos son las habitualmente efnpleados en nuestro laboratorio (Elena,
1996). _

Se utilizardan placas de pléstico pretratadas para cultivos celulares en
monocapa (Becton-Dickinson® de 100 mm de didmetro (p100) para el
mantenimiento de los cultivos y de 60 mm (p60), 12 pocillos (w12), 24
pocillos (w24) y 96 pocnllos (w96) para otros usos.

Los incubadores (Forma®) se mantendrén a 37°C en una atmésfera con el
5% de CO, y un 95% de humedad relativa (hr). : "
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Durante los subcultivos de las lineas celulares, con el fin de resuspender
las células en el medio de cultivo fresco, las monocapas son lavadas con una
solucién salina en tampon fosfato (PBS) y despegadas de la placa aplicando
tripsina (Invitrogen®) diluida en EDTA. Detalles particulares de este protocolo
estan descritos en Elena (1996). La densidad del cultivo celular puede ser
estimada resuspendiendo una fraccién de éste en un volumen conocido de PBS
y contando las células en una cdmara cuentagl6bulos (Neubauer®). Utilizando
esta técnica, podemos estimar que una monocapa BHK21 al 100% de
confluencia alcanza una densidad de 2 x 10° células/cm*. La cantidad de
células total presentes en cada tipo de placa de cultivo empleada se muestra en

' la Tabla 2.

Placa Area (cm?) Namero de células BHK21
w96 0.3 6 x 10*

‘w24 2 ax108

w12 4 - 8x10°
p60 20 . 4x10°

p100 56 1x107

Tabla 2. Nimero estimado de células BHK21 al 100% de
confluencia para cada tipo de placa utilizado. En el caso de las
placas multipocillo, se muestran los valores por pocillo.

Para su almacenaje, las células pueden ser congeladas, resuspendiendo el
contenido de una p100 en 1 mL de FCS con di-metil-sulf6xido (DMSO; Sigma®)
al 10% v:v y pasandolo a un tubo criogénico (Nunc®). La congelacién puede
realizarse lentamente dentro de un arcén de -80°C (Forma®) trasladéndose los
tubos a un tanque de nitrégeno liquido (Praxair®) tras" 24h.

La descongelacién puede hacerse por inmersién y agitacién en un bafio de
37°C (Selecta® vy eliminacién dél DMSO por centrifugaciéh " (Eppendorf®)
durante 5 min a 5000 rpm, tras lo que las células se resuspenden en medio de

cultivo completo.



Infeccién con VSV en liquido

Este tipo de infeccién -'es el empleado habitualmente en los experimentos
de e\)olucién y los ensayos de competencia (Holland et a/., 1991). La técnica es-
muy sencilla, puesto que s6lo se requiere decantar el medio de cultivo y afiadir
un inéculo de pequefio volumen (50 a 200 pL dependiendo de la placa
empleada) a la monocapa con la cantidad deseada de virus, a la que llamaremos
N,. Seguidamente, se incuba en las condiciones habituales (37°C, 5% CO,,
95% hr) durante 45 min y se afiade medio de cultivo completo, reduciendo la
~ cantidad de FCS al 2% v:v. | |

Las infecciones en liquido se usardn tanto paré los ensayos de
competencia (en pocillos w24} como para el experimento de récuperacién de la

eficacia biolégica (en pocillos w12).

Titulacién de VSV

| Cuando el medio es solidificado con agar con el fin de evitar la difusi6n de
los virus, la infeccién progresa en forma de aros de lisis, cada uno de ellos
originado a partir de una dnica particula infecciosa (PFU). El titulo de una
suspensién de virus se define como la cantidad de particulas infecciosas por
unidad de volumen.

La infecciéon en sélido, o plaqueo, es igual que la infeccién en liquido,
salvo que el medio que se aplica tras la incubacién del in6culo lleva agar
(Sigma®) al 0.4-0.5% y DEAE-dextrano (Sigma®) al 0.01%. Para que los aros
de lisis, también llamados Vcalvas, sean visibles y contables, se utilizan placas
p60, las cuales se inoculan con 100 plL de la suspensién viral, de manera que la
aparicién de 100 calvas en la placa indicarfa un.titulo de 10® PFU/mL. Dado que
habitualmente los titulos alcanzados por VSV son mayores, se ha de realizar la
dilucién que corresponda para observar un nimero contable de calvas. ‘

Para poder ver los aros de lisis con facilidad, se incuba la infecci6n
durante 18-24 h, tras lo cual ée fija la monocapa con una solucién de
formaldehido (Scharlau®) al 3% en agua, que ademdas permite despegar el
medio sélido de la placa. Seguidamente, se tifie la monocapa con una solucién
de cristal violeta al 5% en el fijador y se enjuaga. La monocapa queda de color
azul violaceo intenso mientras que los aros de lisis no se tifien. El recuento de

éstos se hace mediante un contador de calvas (Stuart Scientific®).
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Produccién de anticuerpo monocilonal I, (AcM I,)

La linea de hibridoma de ratén productora del AcM I, (Lefrancois y Lyles,
1982a, 1982b, .1983; Vandepol et al., 1986), cedida por el profesor J. J.
Holland (University of California, San Diego), crece en suspensién a una
velocidad parecida a BHK21 y puede ser pasada indefinidamente. Su medio de
cultivo se obtiene afiadiendo nutrientes (Elena, 1996) al DMEM completo.

Para estimular la produccién de anticuerpo, ha de anadirse a los cultivos
ya saturados OptiMab® (Invitrogen®) e incubarse durante 10 dias, tras los que
las células se separan del medio por centrifugacién. El sobrenadante, que
contiene el AcM |, se almacena a -20°C.

Para evaluar la actividad neutralizante del AcM 1, producido, se realizan
plaqueos de VSV en los que el medio de infeccién sélido contiene proporciones
crecientes de AcM I,. En nuestras condiciones de crecimiento una proporcién
de 20% v:v de AcM |, es habitualmente suficiente para impedir por completo la

formacién de aros de lisis 24 horas post-inoculacién (hpi).

Stock e infecciones con el virus Vaccinia vTF-7

El virus Vaccinia es un potente vector de expresién (Mackett et a/., 1982).
El recombinante vTF-7, que expresa el gen de la RNA polimerasa del
bacteriéfago T7 (Pattnaik et al., 1992; Whelan et al.,, 1995), cedido por la
profesora G. W. Wertz (University of Alabama, Birmingham), serd necesario en
grandes cantidades para la posterior obtencién de particulas de VSV a partir del
clon infeccioso.

El stock de virus Vaccinia puede obtenerse ‘infectando varias ‘placas de
células Hela (ATCC), las cuales se manipulan de manera idéntica a las BHK21 |
aunque su tasa de divisién es algo menor. Tras 48 h, las placas se someten a
tres ciclos de congelacién a —80°C y descongelacién con el objetivo de lisar las
células. Seguidamente el medio se centrifuga (5 min a 5000 rpm) y el
sobrenadante de todos los tubos es transferido a una botella para
homgeneizarlo, tras lo cual se alicuota en tubos de 1.5 mL. Por ultimo, con el
fin de desagregar las particulas de vTF-7, los tubos se introducen en un bafio
de ultrasonidos a 4°C durante 5 min e inmediatamente son almacenados a —
80°C. )

La titulacién de vTF-7 ha de realizarse en células HeLa mediante el mismo

procedimiento descrito anteriormente para VSV, excepto que el tiempo para
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absorcién del inéculo es de 1 h, la concentracién de agar de 0.2% vy el tiempo
de incubacién necesario para la formacién de aros de lisis visibles es de 72 h. El
tftulo del stock que hemos obtenido es (7.8+0.8)x10% PFU/mL.

Las infecciones en liquido serdn utilizadas para los experimentos de

transfeccién.

ORTENCION PE 1 NS VIRIIQ MIITANTER

Mutagénesis dirigida

El principio de esta técnica consiste en realizar una reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) en la que los cebadores incorporan la mutacién deseada.
No obstante, esta PCR >tiene algunas particularidades. En primer lugar,
usaremos la polimerasa de alta fidelidad Pfu (Promega®), cuya tasa de error es
aproximadamente 10.vevces menor que la de la polimeraéa Tag habitualmente
empleada. en reacciones de PCR (Bracho et al., 1998). Asf, minimizamos el
riesgo de aparicién de mutaciones adicionales no deseadas. En segundo lugar,
los cebadores (Invitrogen® o Roche®) son algo mas largos de lo habitual (25-40
bases) y' deben tener un contenido en GC superior al 40%, una temperatura de
unién superior a 75°C y estar los mas centrados posible en el sitio diana de
mutagénesis. De este modo, podran unirse especfficamente a la regién molde
del cDNA a pesar de tener un desapareamiento. En tercer lugar, la reaccién es
lenta, ya que la velocidad de polimerizacién de la Pfu es de 2 kb/min, y el clon
infeccioso tiene una Iongithd total de aproximadamente 14kb. La reaccién es
interrumpida tras .18 ciclos, ya que la cantidad de DNA obtenido en ese
momento es suficiente para la clonacién y sobre todo, se reduce el riesgo de

introducir cambios no deseados.
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Tras la reaccion de PCR, no todas las moléculas de DNA llevaran
incorporada la mutacién, ya que las hebras molde permanecen en solucion.
Para deshacerse de ellas, se utiliza la endonucleasa de restriccién Dpn\
(Promega®), cuya actividad es dependiente de la metilacion de DNA, de manera
que so6lo corta si el DNA se encuentra en su forma metilada. Las cadenas molde
de la reaccion provienen directamente de una cepa de E coli (XL-Gold®, ver
debajo) que metila su DNA, mientras que las hebras mutantes son fruto de la

PCR y por lo tanto, carecen de metilacién. Por ello, Dpn\ sélo cortara las hebras

1.DNA molde

2. Union de cebadores

3. PCR finalizada

4 .Digestion de las hebras molde

5. Ligacion de extremos en E.coli

Figura 8. Estrategia de introducciéon de
mutaciones puntuales en el clon infeccioso de
VSV mediante mutagénesis dirigida.

molde. Ademas, la diana de corte de Dpn\ es de sélo cuatro bases, lo que
garantiza que el enzima encuentre varios puntos de corte por puro azar a lo
largo de la secuencia.

Aproximadamente 3 pL del DNA resultante son empelados para
transformar 25 pL de una suspension de la cepa ultracompetente XL-Gold® de

E coli (Stratagene®) por el método de choque térmico estandar (Ausubel et al,
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1999). Notemos que el DNA résultante de la PCR est4 en forma lineal lo que,
jlinto al elevado tamafio del plasmido, justifica el uso de células
ultracompetentes, preparadas para capturar DNA de tamaio éuperior alas 10
kb. Las células XL-Gold® poseen actividad ligasa que permite circularizar el
DNA. Por otro Iado,‘ carecen de enzimas de restriccion dependientes de
metilacién, de manera que el DNA no es digerido, aunque poseen los enzimas
encargados de metilar'el DNA.

La Figura 8 resume la estrategia empleada en este protocolo de

mutagénesis.

Purificacién del clon mutante

Como consecuencia del gran tamafo del plasmido y de su forma lineal, la
eficiencia de la transformacion es baja. De hecho, no suelen aparecer mas de
200 colonias transformadas por reaccién, por lo que cada una de esas colonias
habra sido transforméda, con casi total seguridad, con una Gnica molécula de
plasmido y constituye como consecuencia, un clon. El siguiente paso es
seleccionar una de esas colonias e inocularla en medio de cultivo Luria-Bertani
(Ausubel et al., 1999) con el fin de amplificar el clon. Las condiciones maéas
adecuadas para el' crecimiento son 37°C, 250 rpm de agitacién y con un
volumen de aire igual o mayor que el de medio de cultivo. Tras 15h, se elabora
un glicerinado y se procede a la extraccién del DNA plasmidico. |

La extraccién, a pequefia escala y de alta pureza, se hace utilizando
columnas de intercambio aniénico (Marligen®). El volumen de cultivo necesario
(10 mL) excede con creces lo habitual ya que, aunque pGEM-3® es un plasmido
de alto niimero de copias, el elevado tamafio del inserto hace que su replicacién
sea poco eficiente. El ‘protocolo de alta pureza es algo maés lento que el
estdndar (Ausubel et al., 1999), ya que se anade a éste ultimo un paso de
precipitacién del eluido con iso-propanol y cloruro sédico, pero es conveniente
para la posterior transfeccién. Ademés, también se requiere que la solucién
final de DNA sea-estéril, por lo que a partir de la precipitacién con iso-propanol,
~ todos los pasos se realizardn en campana de flujo laminar.

El DNA plasmidico resultante, ademés de estéril, ha de estar libre de
proteinas en la medida de lo posible, de modo que el cociente de absorbancia
A?®/A** sea cercano a 2 y su concentracién ha de ser al menos 100 ng/uL.

Para medir la concentracién, empleamos tanto el método de medicién de la
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absorbancia A%%° como la visualizacién de la banda bajo luz UV en presencia de
bromuro de etilo tras una electroforesié en gel de agarosa al 0.8%. Este dltimo
procedimiento nos permite también asegurar que el DNA estd en forma
predominantemente circular y que no hay DNA contaminante. Cuando la
concentracién es mayor que 100 ng/uL, diluimos el DNA en agua ultrapura
milli-Q (Millipore®) hasta alcanzar dicha concentracién, de modo que las
diferentes transfecciones se hagan en condiciones lo mas homogéneas posible.

El Gltimo paso antes de la transfeccién es asegurarse de que la mutacién
deseada ha sido en efecto introducida. Para ello, se secuencia la regién de
interés, usando aproximadamente 150 ng de plasmido para la reaccién de
' secuengiacién,y que se llevard a cabo autométicamente por el método de los
terminadores marcados con fluoréforovs (Ausubel et al., 1999) en un equipo ABI
310 (Applied Biosystems®). Idealmente, habria que proceder a la secuenciacién
de todo el inserto, e incluso parte del propio vector pGEM-3®, para poder
asegurar que no han sido introducidas mutaciones indeseadas, pero esto no es
facilmente realizable en la prictica ya que implica secuenciér una cantidad

excesiva de DNA.

Transfeccién -

El objetivo de la transfeccién es obtener viriones de VSV a partir del clon
de cDNA. Para ello se requiere la introduccién en células BHK21 de pVSV(+),
pero también de tres plésmidos_adicionales pN, pP y pL que llevan insertados
respectivamente los genes N, P y L. Estos cuatro plasmidos serdn transcritos
por la RNA polimerasa del bacteri6éfago T7 expresada por vTF-7, con el que las
células BHK21 han sido infectadas previamente a una moi lo bastante elevada
(10-30) como para asegurar la presencia de varias particulas de vTF-7 por
célula. Por un lado, la transcripcién del clon infeccioso da lugar a una cadena
anigenémica completa de polaridad positiva. Por otro lado, los genes N, Py L
son traducidos por la maquinaria éelular, dando lugar a las correspondientes
pfoteinas, que se unen a las cadenas antigenémicas, formando asf ntcleos
virales con capacidad para completar la replicacién, y que darén lugar a
cadenas de ss(-) RNA genémico completas. A partir de este mofnento, el ciclo
de infeccién de VSV sigue su curso natural. La Figura 9 sintetiza el proceso» de

obtencién de las particulas infecciosas a partir de los cDNA.
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Tedricamente, lo mas efectivo seria realizar la transfeccion con un clon
infeccioso de polaridad negativa, ahorrandose el paso de replicacion de la cadena
positiva. Sin embargo, esto no es posible, ya que las secuencias intergénicas de la
cadena gendmica mimetizan la sefal natural de terminacién de la trasncripcion de
la RNA polimerasa T7, impidiendo que ésta complete la transcripcién (Whelan et
al., 1995).

RNA(+)

RNA(-)

Figura 9. Obtencién de particulas infecciosas de VSV a partir del clon infeccioso
pVSV(+). El dibujo representa a una célula BHK21 en la que se transfectan los
cuatro plasmidos pVSV(+), pN, pP y pL, la transcripcion de los cuales es controlada
por el promotor T7, cuya RNA polimerasa es expresada por el virus vTF-7.

La co-transfeccion de los cuatro plasmidos puede llevarse a cabo utilizando el
reactivo LipofectAMINE Reagent® (Invitrogen®), compuesto de una mezcla, en
forma de liposomas, de un lipido catiénico con un lipido neutro, reactivo que es
aconsejable usar en conjuncién con el Plus Reagent® (Invitrogen®). Aunque
LipofectAMINE Reagent® realiza la transfeccion, Plus Reagent® permite, de

acuerdo con nuestros resultados, que ésta sea exitosa en un mayor rango de
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condiciones, compensando asi el error experimental. Brevemente, se diluyen 400
ng de DNA total en un volumen total de 21 pL. de medio DMEM sin complemento
alguno (los antibiéticos estan ausentes en todo el proceso, ya que podrian interferir
con los reactivos de transfeccion). Se afladen 4 ul de Plus Reagent®, se mezcla 'y
se deja incubar a temperatura ambiente durante 15 min, tras lo cual se afiaden 25
pl de LipofectAMINE Reagent® y se mezcla, dejandose incubar durante otros 15
min. Esa mezcla se diluye en 200 pL derDMEM, y se afade la dilucién a un pocillo
w24 con células BHK21 jévenes (de menos de 25 pases) y 90-95% confluentes,
pasadas el dia anterior en ausencia de antibidticos. Tras 3-5 h, se suple el medio
con FCS a una concentracion final del 10% v.v y 1-B-D-arabinofuranosilcitosina
(araC; Sigma®) a una concentracién final de 50 png/mL y se incuba durante 4 dias.

En los 400 ng de DNA total, los plasmidos pVSV(+), pN, pP y pL no estan en
igual cantidad, sino que estan en proporcién 5:5:2:1 (en peso) respectivamente,
reflejando los tres ultimos el orden natural de la transcripcién y por lo tanto las
concentraciones naturales requeridas.

Antes de la transfeccion, es necesario infectar las células con vTF-7 a moi
especificada. El protocolo de transfeccién se inicia ~15 min después de este paso,
de manera que el tiempo de incubacién de vTF-7 sea de 1h. Antes de afiadir los
complejos de transfeccion a las células, éstas han de lavarse al menos tres veces
con medio DMEM sin suplementos para eliminar las particulas vTF-7 del medio y
que éstas no interfieran en la transfeccion.

El reactivo araC es un bloqueador de la replicacion del DNA, cuya funcién
aqui es la de impedir la proliferaciéon de vTF-7, permitiendo asi que las células
hospedadoras permanezcan vivas el tiempo suficiente como para ser infectadas por
las particulas nacientes de VSV. En algunos de nuestros ensayos preliminares,
hemos observado que el titulo de VSV en una infeccién de rutina se ve reduéido en
~10 veces por afadir araC al medio, y ~1000 veces por preinfectar las células con
el virus vTF-7. Sin embargo, cuando la infeccion con VSV se lleva a cabo en

presencia de araC y VTF-7, el titulo sélo se ve reducido ~100 veces.
Manejo de las muestras de transfeccion

Los resultados de las transfecciones se evaluaran plagqueando una dilucién
1/100 del sobrenadante. Tanto por la experiencia de otros investigadores (Dr. E.
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Martinez Salas, comunicacién personal) como por nuestra propia experiencia,
sabemos que en las condiciones estdndar de plaqueo, vTF7 es incapaz de
formar aros de lisis visibles traé 24 hpi, por lo que éstos son un signo
inequivoco de la obtencién de particulas infecciosas de VSV. En cualquier caso,
todos los controles negativos han mostrado ausencia completa de calvas en la
dilucién 1/100. En las transfecciones positivas, por el contrario, las placas
aparecen habitualmente arrasadas, siendo necesario realizar una dilucién
1/10000 del sobrenadante para poder titular el virus recuperado. Los titulos de
VSV obtenidos suelen estar en el rango 10°%-107 PFU/mL, es decir que existe
una apreciable variacién entre muestras. V

El vTF-7 se elimina del medio mediante filtracién a través de filtros con un
tamaﬁo de poro de 0.22 um, tras haber llevado a cabo una centrifugacion suave
(5 min a 5000 rpm) que permita separar el sobrenadante de los restos celulares,
- evitando asi la obturacién del filtro. Este prbcedimiento afecta al tftulo de VSV,
ya que en ocasiones, éste se agrega tanto a restos celulares de gran tamafio
como al propio VTF-7. Para minimizar este problema, los sobrenadantes pueden
someterse a una agitacién con vértex durante 30 s antes de la centrifugacién.
Aln asi, se observa una reduccién en el titulo de VSV de ~10 veces tras la
eliminacién de VTF-7.

Para pasos posteriores, es importante no sé6lo que los titulos de los
diferentes mutantes de VSV sean homogéneos, sino que el nimero de
generaciones transcurridas sea abroximadamente el mismo en todos los casos.
Para ello, se infecta un pocillo w96 con 25 pL del filtrado sin diluir, y se deja
incubar durante 48 h. En aquellas muestras en las que el titulo inicial sea
elevado, esta infeccién apenas supondrid un ciclo adicional de infeccién,
mientras que aquéllas con un titulo inicial escaso podrén igualarse a las
primeras. El volumen final (100 ulL) se diluye en 1 mL total d_e'DMEM, se divide
en alfcuotas y se almacena a —80°C. Tras este procedimiento, el titﬁlo de todas

las muestras queda combrendido entre 5 x 10% y 107 PFU/mL.

Secuencias consenso de poblaciones de VSV ’
Para comprobar si las mutaciones introducidas persisten en la poblacion

de VSV, el RNA viral puede extraerse mediante el uso del un sistema comercial

(Roche®). Seguidamente, se obtiene el cDNA antigenémico utilizando la

transcriptasa reversa MoMuLV (Promega®), un cebador especifico del extremo
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5'de la cadena genémica y una bateria de hexdmeros aleatorios (Promega®),
ademéas del resto de componentes habituales en wuna reaccién de
retrotranscripcién (Ausubel et al/., 1999). El siguiente paso es amplificar pbr
.. PCR la regién del genoma en la que se halla _la mutacién de interés utilizando la
| Taqg .polimerasa (Amersham®) y preéipitar en etanol absoluto con cloruro sédico
el amplificado con el fin eliminar los restos de cebadores y monémeros.
Finalmehte, se usan unos 4 ng del DNA precipitado para llevar a cabo Ila
secuenciacién automadtica por el método de los terminadores marcados con

fluor6foros (Ausubel et al., 1999; Applied Biosystems®). -

ENSAYOS DE COMPETENCIA

Creacién de un fenotipo marcador A

En los ensayos de competencia, dos poblaciones de distinto genotipo
crecen conjuntamente, siendo pues necesario disponer de un marcador
fenotipico que permita diferenciarloé. En nuestro caso, vahos a usar como
marcador la resistencia al AcM 1, el cual ha sido utilizado durante largo tiempo
“en los ensayos de eficacia para VSV (Holland et a/.,, 1991). Se han descrito
varios genotipos de VSV resistentes al AcM |, (Vandepol et a/., 1986), a los
que se denomina MARM (de sus siglas inglesas monoclonal antibody resistant
mutant), de los cuales resultan interesantes para los ensayos de competencia
los que muestren una eficacia similar al genotipo silvestre (marcadores
neutrales). Uno de los que cumple esta condicién es MARM C (Holland et al.,
1991; Quer et al.,, 2001), cuyo fenotipo resistente es adquirido por la
sustitucion A — C en la posicion 3853 de la cadena positiva, lo que
correspohde a la sustitucién D259A en el gen de la glicoproteina G (Vandepol et
al., 1986).

Como ya hemos expuesto, el genoma del clon infeccioso que vamos a
utilizar difiere sustancialmente de cualquiera de los genotipos de referencia
empleados en experimentos con VSV. Por ello, con el fin de obtener un
marcador aproximadamente neutral, es necesario introducir la mutacién de
resistencia en el fondo genético de nuestro clon infeccioso. Asf pues, el primer
paso a dar es la obtencién del mutante A — C en la posicién 3853 mediante

mutagénesis dirigida sobre el cDNA y recuperacién por transfeccién en BHK21.
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A este virus mutante se le denominara MARM RSV para diferenciarlo del virus

obtenido a partir del clon infeccioso intacto, que sera nuestro silvestre (wt). H

cDNA correspondiente a MARM RSV servira como molde para crear todos los
demas mutantes.

Para averiguar la eficacia de MARM RSV relativa al silvestre hemos llevado

a cabo 60 ensayos de competencia (ver debajo), obteniéndose un valor de

=0.997+0.009, el cual demuestra que el marcador fenotipico es

efectivamente neutral (f9=0.405, p=0.687).

Ensayos de competencia

El principio del ensayo de competencia consiste en mezclar dos
poblaciones en una proporcién conocida, dejarlas crecer y medir el cambio en
sus frecuencias a lo largo del tiempo, con el fin de obtener una medida de su
eficacia biolégica relativa. El esquema experimental de las competencias se
muestra en la Figura 10. Se mezcla el virus de genotipo mutante, que posee el
marcador de resistencia al AcM |17 con el virus de genotipo silvestre en

proporcién 1:1 aproximadamente. Para conocer dicha proporcién con exactitud,

Mezcla inicial (t0)

Muestra / tras crecimiento (¢j)

» =0

Plaqueo sin anticuerpo

Plaqueo con anticuerpo

Figura 10. Esquema experimental de las competencias. Las infecciones en
liguido pueden hacerse en placas de 24 pocilios, permitiendo el analisis de
varios mutantes simultdneamente. Algunos de los pocilios se reservan para
hacer la competencia de referencia entre el MARM RSV y el silvestre. Los
plaqueos se realizan en placas de p60.
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se realiza una titulacién de esa mezcla eh presencia y ausencia del AcM I{. Por
otro lado, se realiza una dilucién de la mezcla para infectar un pocillo w24 tal
que la cantidad de virus iniciales Np ~ 5 x 10° PFU. A las 4, 6, 8 y 10 hpi, se
toma una muesfra del sobrenadante y se titula de nuevo. Habitualmente, el
titulo alcanzado por el virus silvestre tras esos tiempos ronda las 10% 10%,10% y
107 PFU/mL respectivamente. '
La eleccién del tiempo de recogida de las muestras requiere una
justificacién, ya que lo habitual no es esperar s6lo hasta un méximo de 10 hpi,
sino hasta que el efecto citopatico sea completo, lo cual ocurre generalmente
tras. ~2 hpi. Ademés, las muestras recogidas tras ese tiempo suelen ser
utilizadas para iniciar una segunda infeccién de manera que finalmente, se
acaba por tener estimaciones de las proporciones en tres tiempos (Holland et
al., 1991; Elena et al.,.1998; Miralles et al., 1999). Esta manera de estimar la
eficacia es vélida cuando las poblaciones han sido sometidas a largos periodos
de evolucién experimental (tipicamente 100 generaciones o maés), lo que
permite asumir que la eficacia va a permanecer constante durante todo el
ensayo de competencia. Sin embargo, ésta no es nuestra situacién por varios
motivos. Primero, el virus con el que trabajamos no ha sufrido dindmica de
evolucién experimental alguna y segundo, se trata de una quimera genética. Por
estas razones, es esperable que su eficacia biolégicé sea baja y por lo tanto que
su tasa de evolucién sea rapida (Elena et al/., 1998). Ademdés, es nuestro
objetivo estudiar mutaciones puntuales aisladas, el efecto de las cuales quedarfa
facilmente enmascarado por cualquier otro cambio adicional que ocurriese
durante las competencias. Todo ello justifica que nuestros ensayos se realicen
~en el intervalo de tiempo mas breve posible. Mencionemos ademés que los
tftulos alcanzados tipicamente por el silvestre al completarse el efecto citopético-
son ~10° PFU/mL, por io que el tamafio poblacional tras 10 hpi no excede el 1%
del maximo alcanzable. Ello garantiza que el ensayo de competencia sea
realizado durante la fase de crecimiento exponencial, lo cual simplifica en gran
medida la ‘interpretacién de las eficacias biol6gicas puesto _que asegura la

ausencia de complementacién genética.
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ESTIMACION DE PARAMETROS GENETICO-POBLACIONALES

Calculo de las eficacias relativas

En un régimen de crecimiento exponencial, el tamafo poblacional en
funcién del tiempo es

| N,=N,e", - | (24)

AnemAdA~A AT ~, Al mmn A A mAbkla At P P R P e
MM () WO Wt Y MU MIAIV L HuGia Yy ¢ wo ua wada o \:l\avlllll\-lltu (V)

parametro Malthusiano. En esas condiciones, la eficacia biol6gica de un
genotipo 7 vale

w;, =¢" (25)

-y la eficacia relativa al silvestre ser4 por lo tanto
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it = @ lo, =e"™". ‘ (26)
Asi pues, basta con obtener una estimacién de la tasa de crecimiento de
cada genotipo para conocer su eficacia biol6gica relativa. A su vez, las tasas de
crecimiento son féciles de obtener ajustando la forma lineal de la ecuacién 24
logN, =logN, +rt (27)
a los datos mediante una regresién lineal en la que sélo estimaremos 7, ya que
el parametro N, es obtenido directamente de los datos. En. el caso de que sélo
se utilicen dos tiempos (f, y t,) para estimar r, sencillamente
‘ log(N, / N,)
=—_tl~:t.o__.

(28)

Aunque el genotipo MARM RSV sea neutral, cada mutante se diferencia
del silvestre no sélo por la mutacién o -mutéciones‘que queramos analizar, sino
también por la presencia del cambio que confiere el fenotipo MARM. Por ello, la

medida més correcta de eficacia relativa sera la relativa al MARM RSV, es decir

u’i z[wt /WRSVIWt 4 (29)

donde Wgsy,..es la eficacia del mutante MARM RSV respecto al silvestre.

Obtencidén de las eficacias relativas expresadas en generaciones
La eficacia biol6gica relativa depende de la unidad de tiempo considerada,
ya que r tiene unidades de 1/tiempo, unidad que en nuestras competencias seré

la hora. Para obtener resultados comparables con otros estudios, es importante
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transformar los datos obtenidos en tiempo absoluto en valores donde el tiempo
esté expresado en generaciones. En un virus, puede decirse que una generacién
transcufre cuando se completa un ciclo de infeccién, ya que éste es el minimo
tiempo necesario para que puedan expresarse todos los caracteres. Definamos
K como el nimero de virus producidos por célula. Expresando el tiempo en

generaciones (g), podemos rescribir la ecuacién de crecimiento exponencial

como
Ng =N, K* (30)
por lo que
=1°_g(1_1‘fglf<_@ (31)
og

y sustituyendo con la ecuacién 24, el tiempo medido en generaciones es

g=lo:K : | (32)
donde r y t estdn expresados en tiempo absoluto. Asi pues, basta con dividir r
por el factor r/logK para obtener la tasa de crecimiento en generaciones,
quedando pues la eficacia en generaciones comé Wi =K; y por lo tanto, la
eficacia relativa serd W, =K/K; donde K. donde el subindice C hace referencia
al genotipo MARM RSV. Sin embargo, esta expresion es equfvoca, puesto que
ignora que el tiempo de generacién es a su vez un componente de eficacia
(Pianka, 1970; Bulmer, 1994; Cuevas et al., 2005). Para solventar este
problema, deﬁnamos'como tiempo de generacién de referencia el de MARM

RSV, con lo que finalmente tenemos

W, = u/iz:))gxc/’c (33)

i(g)

log K,

w (34)

i(g) =W

we)
donde r. es la tasa de crecimiento de MARM RSV en tiempo absoluto. La
. estimacién de r. puede realizarse utilizando las ecuaciones (27) o (28), mientras
que la estimacion de K. se realizard mediante el método de las curvas clonales

de Cuevas et al. (2005).
Tamano poblacional efectivo y nimero de generaciones

En una dindmica poblacional fluctuante, como es el caso de las infecciones

seriadas, el tamafo poblacional efectivo N, puede estimarse como
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.N,=Ng S ' - (35)
{Lenski et a/., 1’991). Si en una dindmica de evolucién experimental permitimos
que se complete el efecto citopético y por tanto ya no sean posibles mé&s ciclos
de infeccién, podemos estimar el nimero de virus producidos por célula
infectada como

N,-N, R ‘
K=log —+1}, ‘ (36)
Co

dunide /¥y €5 ia Ganiidad de vilus vbleliuus ai iinai Ue ia iieccion y Co ia
cantidad inicial de células disponibles para la infeccién (Miralles et a/., 2000). Si
queremos averiguar qué tamafio de in6culo N, necesitamos para que la
poblacién evolucione bajo un determinado tamafo poblacional efectivo N,

estimaremos N, a partir de la ecuacién

N =N 08/ /N) (37)

e 0 N _ N
log(gﬂJ
CO

(Miralles et a/., 2000) por métodos numéricos.

Estimacién de la tasa de mutaci6n

La prueba de fluctuacién de Luria-Delbriick fue propuesta como un método
simple para estimar la tasa de mutacién bacteriana (Luria y Delbriick, 1943).
Para llevarla a cabo, es necesario disponer de un marcador fenotipico, como
puede ser la resistencia a un antibiético o en nuestro caso, a un anticuerpo
monoclonal; es decir, a un agente selectivo que define el Jocus sobre el que se
estima la tasa de mutacién. La prueba permite saber la tasa con la que un
fenotipo silvestre muta al fenotipo resistente. La idea consiste en dejar crecer
un gran nL’Jmer.o de poblaciones independientes en ausencia del agente selectivo
y averiguar qué cantidad de genotipos mutantes han aparecido en cada
poblacién, vreal'izahdo un recuento en presencia de dicho agente.

En nuestro caso, se infecta una placa w96 con ~500 PFU de VSV
silvestre por pocillo y se dejav incubar hasta .que se alcance un tamafio
poblacional de ~3x10* PFU por pocillo. Se usan 84 pocillos. para'la busqueda
de mutantes de resistencia a AcM |, para lo cual se plaquea el volumen total de
cada pocillo (100 pL) en una p60 aﬁadiendo 25% v:v de AcM I, al medio y se

tifie tras 28 h de incubacién. Los restantes 12 pocillos se usan para plaquear
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una dilucién 1:300 del sobrenadante en ausencia de AcM I, con el fin de
obtener una estimacién precisa del titulo. _ '
El método estadistico de la clase nula (Luria y Delbriick, 1943) es
probablemente el mas robusto a la hora de estimar la tasa de mutacién.
Oﬁicamente asume que el nimero de veces que ocurre un evento de mutacion
tras el tiempo t de crecimiento sigue una distribucién Poisson de pardmetro 2u,
(N, = N,), siendo u, la tasa de mutacién en el focus estudiado por evento ‘de
replicacién y 2(N, - NO) el nimero eventos de replicacién transcurridos. El factor
2 estd aquf incluido especificamente para VSV, ya que para completar la
replicacién, la cadena gen6mica ha de copiarse a una cadena de polaridad
positiva intermediaria. De acuerdo con la distribucién Poisson, la probabilidad P,

de que no aparezca mutante alguno en el cultivo es
PO — e‘z(Nl’No)l‘r ) (38)

por lo que

M, =—1 P, log(N, —N,) (39)

Si estamos interesados en obtener la tasa de mutacién por generacién, es

decir por ciclo de infeccién, - hemos de asumir que en el interior de cada célula,
cada genoma tan sélo pasa una vez por el estado intermediario de polaridad
positiva, algo de lo cual no hay evidencia. Entonces, la tasa de mutacion
individual por generacién u es sencillamente |

p=2u, , . (40)

Existe un método alternativo para estimar la tasa de mutacién, pensado

especificamente para virus (Drake et al., 1998; Drake y Holland, 1999). Se basa
en que, en el interior de la célula, la cadena genémica del virus es copiada
multiples veces a una cadena de polaridad opuesta, y ésta a su vez es copiada
multiples veces a su 'complementaria gendémica. Si esto s6lo ocurre una vez en
cada célula, se dice que el modo de replicacién es lineal y entonces, en cada
ciclo o generacién se cumplird que u=m, siendo m la frecuencia observada del
fenotipo mutante. Similarmente, para cualquier niimero de ciclos, ¢,

y=m/c; - ; ' (41)
_miéntras que si estamos interesados en la tasa de mutacién por evento de
replicaciéh, ésta puede obtenerse a partir de la ecuacién 40. Una consecuencia
del modo de replicacion lineal es qué el nimero observado de mutantes es igual

al nimero de mutaciones ocurridas, por lo que el método puede ser refinado
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ajustando a la distribucién observada del nimero de mutantes una distribucién
Poisson (Chao et a/., 2002). Es importante mencionar que, en cualqdier caso, el
método asume que el fenotipo marcador es neutral respecto al silvestre.

En el otro extremo, asumiendo que el modo de replicacién es
estrictamente binario, puede estimarse la tasa de mutacién como

pu=u, =ml/log(N,/N,) (42)

(Drake et a/., 1998). Igual que antes, si se quiere aprovechar mas la informacién
proporcionada por la brueba de fluctuacién. puede utilizarse toda la distribucidn
del nimero de mutantes observados. En esta ocasién, el ajuste no ha de
realizarse a una distribucién de Poisson sino a la distribuciléh denominada de
Luria-Delbriick (Sniegowski et al.,, 1997). Este método asume también la
neutralidad del marcador fenotipico.

En primer lugar, la tasa de mutacién por focus ha de ser dividida por seis
puesto que ademés del cambio A — G en la posicion 3853 de ‘Ia cadena -
antigenémica, se han descrito otras cinco sustituciones nucleotidicas que
confieren el fenotipo de resistencia a AcM |, (Holland et a/., 1991). Ademéé, ha
de ser multiplicada por tres para convertirla en una tasa de mutacién por sitio
nucleotidico, ya que sélo uno de los tres cambios nucleotidicos posibles
confiere el fenotipo resistente en cada una de las seis posiciones. Finaimente,
para obtener una tasa de mutacién genémica, habra que multiplicar este valor
por la longitud del genoma. Asi pues, la tasa de mutacién genémica por
generacion es ,
' U=3/6x11162x p. _ | (43)
Notemos que el valor asi obtenido es una subestima de la tasa de mutaci6n real,
puesto que no puede descartarse que existan otras sustituciones capaces de

conferir el fenotipo resistente ademas de las seis descritas.

REPLICAS Y BLOQUES EXPERIMENTALES

Los ensayos de competencia rde' los mutantes simples seran realizados en
5 bloques independientes, incluyéndose una réplicé de competencia de cada
mutante y 3 réplicas para el genotipo MARM RSV por cada bloque. Se tomaran
muestras a las 4, 6, 8 y 10 hpi para estimar las tasas de crecimiento seguln la

ecuacién 27 y la eficacia biolégica relativa al silvestre. Los 15 valores (5
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bloques x 3 réplicas) obtenidos en las competehcias entre el genotipo MARM
RSV vy el silvestre serdn promediados para obtener una mejor estima del valor de
Wisviwe €ON el que calcular los 5 valores de eficacia relativa a MARM RSV para
cada mutante usando la ecuacién 29.

Para los 10 mutantes simples de mayor eficacia, se hardn 5 bloques
adicionales de competencias de manera idéntica a como se han realizado los
anteriores, obteniéndose asf un total de 10 valores de eficacia para cada uno de
ellos. V

Los ensayos de competencia de los mutantes dobles serdn realizados
también en 5 bloques independientés, incluyéndose una réplica de competencia
de cada mutante y 6 réplicas péra el genotipo MARM RSV por cada bloque. Se
tomardn muestras a las 10 hpi para estimar las tasas de crecimiento segtn la
ecuacién 28. Los 30 valores (5 bloques x 6 réplicas) obtenidos en las
competencias entre el genotipo MARM RSV vy el silvestre seran promediados
para obtener una mejor estima del valor de W;gsy.. con el que calcular los 5
valores de eficacia relativa a MARM RSV. _ |

Los experimentos de recuperacién de la eficacia biol6gica ser4n llevados a
cabo en 3 bloques paralelos para cada uno de los 2 valores de N, explorados,
incluyéndose en cada blogue la totalidad de los genotipos evolucionados. Los
ensayos de competencia serdn realizados en 3 bloques independientes,
incluyendo éstos una competencia para cada una de las 6 réplicas de evolucién
(3 bloques x 2 N,) de cada genotipo. Se tomaran muestras a las 10 hpi para
estimar la tasa de crecimiento segtn la ecuacién 28. Los 3 valores de eficacia
obtenidos para cada poblacion evolucionada serdn promediados y divididos por
la eficacia biolégica promedio del fnutante ancestral correspondiente relativa al
silvestre, con el fin de obtener 3 estimaciones de la tasa de evolucién de cada
genotipo para cada uno de los 2 tamafos poblacionales. ' »

Todos los andlisis estadisticos se realizar&n con la versién 10.0 del
programa SPSS®, a excepcién de la obtencién de las probabilidades esperadas
segln diferentes distribuciones para el coeficiente de seleccién de los mutantes
simples, que puede ser obtenida introduciendo la definicién matematica de cada -
distribucién en EXCEL (Microsoft Office 2000®), asi como de la generacién de
psedo-muestras aleatorias por bootstrap, que se llevé acabo mediante el uso del -

paquete estadistico R de libre distribucién.
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RESULTADOS






EFECTO DE SUSTITUCIONES NUCLEOT[DICAS SOBRE LA EFICACIA

ZSon las mutaciones Gnicas?

Hemos obtenido una coleccién de 91 cDNAs en los que hemos
introducido una unica sustitucién nucleotfdica respecto al clon MARM RSV, a
los que denominamos mutantes simples. La pregunta que puede surgir es qué
grado de certeza tenemos de que realmente, esa sea la (inica mutacién
ncoipoiada. Una VeI Cigado of Gion rnutanis ds WOINA, se ubiisiicin ias
particulas infecciosas por transfecci6n y -seguidamente, se amplifican hasta
aIcanzar' un titulo aproximado de 10’ PFU/mL. Asumiendo que durante la
reaccién de mutagénesis no se ha incorporado ningiin cambio indeseado, el
clon inicial generara gran cantidad de variantes desde los momentos tempranos
de la infeccién debido a la elevada tasa de mutacién de VSV, con lo que en el
momento de las competencias no estaremos estimando la eficacia biol6gica de
un individuo, sino de una poblaciéon heterogénea. Sin embargo, esto no debe
preocuparnos, puesto que se trata de la manera en que intrinsecamente los
virus de RNA replican.

Nuestra preocupacién se centra‘ en la posibilidad de que, durante el tiempo
transcurrido entre el ensamblado de las primeras particulas tras la transfeccién y
los ensayos de competencia, se haya fijado en la poblacién alguna mutacién
que altere el valor de la eficacia media de ésta. El nimero de generaciones
relativas al MARM RSV transcurridas en este intervalo puede ser estimado
mediante la ecuacién 31. En la fase de transfeccién, conocemos N, pero no
tenemos informacién precisa acerca de N,, ya que ignoramos qué proporcién de
las moléculas de cDNA han dado lugar a particulas infecciosas. Usando el valor
minimo Ny=1 PFU, podemos afirmar que en ningln caso habran transcurrido
mdés de 4.2 generaciones durante esta fase. El nimero de generaciones durante
la fase de amplificacién depende negativamente del titulo final alcanzado en la
transfeccién, de manera que mas generaéiones hayan trénscurrido durante la
primera fase, menos podran transcurrir durante la segunda. Podemos estimar
finalmente que durante el tiempo total pi'evio a los ensayos de competencia,
han transcurrido en promedio ~4 generaciones, periodo en el cual no parece

probable que hayan podido fijarse un nimero significativo de sustituciones.
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En cualquier caso, para cuantificar la distorsién que este problema podrfa
causar sobre los datos, hemos elegido al azar cuatro de los genotipos (1323,
3950, 5597, 7461) mas el MARM RSV y para cada uno de ellos, hemos
realizado en paralelo el procedimiento de transfeccién y amplificacién cuatro
veces, llevandose a cabo cinco ensayos de competencia para cada amplificado.
Por un lado, como era de esperar, el valor obtenido de eficacia depende
fuertemente del genotipo (ANOVA encajado: F,;,5=470.614, p<0.001). Por
otro lado, si se hubieran fijado mutaciones adicionales antes de los ensayos de
competencia, esperariamos también observar diferencias entre amplificados. Sin
efnbafgo, de acuerdo con los datos, tales diferencias no son estadisticamente
significativas (ANOVA encajado: F,54,=0.975, p=0.489).

Por altimo, hemos obtenido la secuenéia cbnsenso del genoma completo
para uno de los amplificados de cada genotipo. En tres de los cinco casos, no
hay cambio inesperado alguno, mientras que en dos casos se ha detectado un
cambio sinénimo inesperado el cual, a la vista de .Ios resultados de las

competencias, no produce una distorsién apreciable de la eficacia.

Mutaciones letales

| Las transfecciones fallidas y las. mutaciones letales producen un mismo
resultado aparente, que es la ausencia de particulas infecciosas. Para cada uno
de los genotipos, en caso de obtener un resultado de la transfeccién negativo,
ésta se ha repetido hasta lograrse la consecucién de particulas infecciosas. Sin
embargo, tras diez intentos, en 24 de los 91 casos, los resultados han seguido
siendo negativos. A lo largo de esos intentos, el cDNA correspondiente al
genotipo silvestreb ha sido transfectado 39 veces, obteniéndose particulas
infecciosas en 22 casos, por lo que la tasa de transfeccién fallida es igual a
0.436. Asf pues, la probabilidad de no obtener particulas tras diez intentos es
0.436'°=2.5x107*, y en una muestra de 91 genotipos, 2.5x10%x91=0.02. Por
lo tanto, los 24 casos en los que no se han podido obtener particulas
infecciosas no son eXpIicabIes por errores de transfeccién, llegdndose a la
conclusién de que, o bien los cDNA correspondientes no estén en condiciones
adecuadas, o bien las mutaciones que hemos introducido sbn letales. Esta
tltima posibilidad adquiere més fuerza cuando se tiene en cuenta que en esos
24 genotipos, 19 de las sustituciones introducidas son no sinénimas, tres

generan codones de parada y una produce la disrupcién del codén de inicio del
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gen G, mientras que por el contrario, s6lo hay un caso de mutacién sinénima,
situada 53 nucleétidos antes del final del gen M. Ademés, el 40% de los
mutaciones aleatorias (19/48) son posibles letales, mientras que esta fraccién
desciende al 12% entre las mutaciones previamente observadas, pudiéndose
afirmar que los posibles letales no estan repartidos igualmente entre ambos

grupos (prueba exacta de Fisher, p<0.010).

Proporcién de mutaciones deletéreas,'neutrales y beneficiosas

Para cada uno de los 67 genotipos viables, se han obtenido cinco
estimaciones independientes de la eficacia biolégica definida en la ecuacién 29.
Con el fin de expresar estas eficacias en generaciones, utilizamos la ecuacién
34, donde r.=0.642 ha sido estimado mediante la ecuacién 27 y logK,=3.828
ha sido obtenido por el método de Cuevas et a/. (2005). Los valores medios de
estas eficacias se muestran en el Apéndice 3. Para averiguar si las mutaciones
ihtroducidas son deletéreas, neutrales o beneficiosas, basta con evaluar la
hipétesis nula Hy,: W;=1 para cada genotipo / mediante una prueba t de una
muestra. De esta manera, se concluye que 31 de las mutaciones introducidas
son aparentemente neutrales, mientras que en 32 casos las mutaciones son
deletéreas y en 4 casos las mutaciones son beneficiosas.

Estos resultados pueden haberse visto afectados por dos tipos de error
estadistico. Primero, es posible que la hip6tesis nula de neutralidad haya sido
rechazada siendo cierta en realidad (error de tipo I) y segundo, puede haber
sido aceptada siendo falsa (error de tipo ll). Si todas las mutaciones fueran
neutrales, se esperaria uno o dos (67 x 0;025) falsos efectos deletéreos y la
misma cantidad de falsos beneficiosos como consecuencia del error de tipo I.
Claramente, este no serfa un problema a la hora de estimar la proporcién de
mutaciones deletéreas. En cuanto a las mutaciones beneficiosas, podrfa»mos
aplicar una correccién de pruebas maltiprles, pero eso harfa aumentar
ostensiblemente el error de tipo Il. En lugar de eso, hemos prefefido realizar
cinco réplicas adicionales para los 10 genotipos de méxima eficacia, en los que
los cuatro posibles mutantes ventajosos .estén incluidos. Después de estas
repeticiones, los cuatro permanecen significativamente beneficiosos y otros
cuatro mas, antes clasificados 'como neutrales, pasan a serlo también, habiendo

finalmente un total de 8 mutaciones beneficiosas.
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La Tabla 3 resume las proporciones estimadas de mutaciones letales,
‘deletéreas, neutrales y beneficiosas: para I.os cambios introducidos al azar y los
previamente descritos. Notemos que las estimaciones de las proporciones de
mutaciones deletéreas y beneficiosas pueden ser subestimas .de las
proporciones reales dado que algunos de los cambios clasificados‘ como
neutrales podrian en realidad tener un efecto sobre la eficacia demasiado

pequeno para ser detectado en nuestros experimentos (error de tipo ll).

Aleatorias

Descritas Total
| etales 39.6% (19)  11.6% (5) _ 26.4% (24)
Deletéreas 29.2% (14) 41.9% (18) 35.2% (32)
Neutrales 27.1% (13)  32.6% (14) 29.7% (27)
Beneficiosas 4.2% (2) 14.0% (6) 8.8% (8)
Total 100% (48) 100% (43) 100% (91)

Tabla 3. Proporcién y nimero (entre paréntesis) observados de
cambios letales, deletéreos, neutrales y beneficiosos para las
mutaciones aleatorias y previamente descritas

En andlisis postériores, debemos distinguir entre mutaciones aleatorias y
previamente descritas, ya que no solamente el procedimiento del muestreo
difiere entre ambos grupos, sino también su significado biolégico. En el primer
caso, los valores obtenidos deben ser Unicamente el reflejo de los efectos
mutacionales, mientras que en el segundo, estos son ademadas atribuibles a la

accién de la deriva genética o la seleccién natural.

E'ficacias y coeficientes de seleccién

La eficacia media de los genotipos que incorporan mutacuones aleatorias
es O 445+0.064, mientras que la de los genotipos con mutaciones previamente
descritas es 0.759+0.069, siendo la diferencia entre los dos grupos
estadisticamente significativa (prueb'a de Mann-Whitney de una cola: Z=2.973,
p=0.003). En Genética de Poblaciones, suele hacerse necesaria la distincién
entre el coeficiente de seleccion de las mutaciones deletéreas y de las
mutaciones beneficiosas. Esta divisién, que se hace sencillamente en funcién

del signo de dicho coeficiente sin tener en cuenta si los valores son o no
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significativamente distintos de cero es la que aplicaremos en lo sucesivo.
Excluyendo Ioslrletales, la eficacia biol6gica nrjedia de los genotipos que
incorporan mutaciones de efecto deletéreo es 0.6631+0.065, mientras que para
Ids genotipos con mutaciones beneficiosas esta vale 1.224+0.069. La Tabla 4
muestra la eficacia biol6gica y el coeficiente de 'seleccién medios para estos dos
grupos, distinguiendo entre mutaciones aleatorias y previamente descritas. Los
resultados indican que la intensidad de la seleccién (valor absoluto del
coeficiente de seleccién) en contra de las mutabiones aleatorias deletéreas es
notoriamente mayor que ia intensidad de la seleccién a favor de las mutaciones
beneficiosas (prueba de Mann-Whitney: Z=3.21 1, p=0;001). Sin embargo, no
puede decirse lo mismo de las mutaciones previamente observadas (prueba de
Mann-Whitney: Z=1.127, p=0.260).

Como era de esperar, la eficacia biol6gica relativa de los genotipos que
han incorporado cambios sinénimos es mayor (W=0.759+0.131) que la de
aquellos | que hah incorporado mutaciones aleatorias no sinénimas
(W=0.37410.072; prueba de Mann-Whitney de una cola: Z=2.418,
p=0.009). Resulta interesante que el efecto promedio de los cambios
sinénimos es deletéreo, aunque la evidencia estadistica a favor de esta
afirmacién es cuestionable {prueba t de una rﬁuestra y una cola: t,=1.844,

p=0.049).

Aleatorias Descritas
Deletéreas Beneficiosas Deletéreas Beneficiosas
w 0.62310.060 1.09110.034 0.693+0.042  1.317+0.108
w-1 -0.37710.060 0.091+0.034 —0.30:7i0.042 0.31740.108
logW -0.656+0.159 - 0.085+0.030 —0.422:!:0.066 0.250+0.074

- Tabla 4. Eficacia biolégica, coeficiente de seleccién y coeficiente de seleccién

Malthusiano para las mutaciones deletéreas (excluyendo las letales) vy
beneficiosas, en funcién del criterio de eleccién de éstas. Se muestran los
valores medios y su error asociado.

También de acuerdo con lo esperado, el efecto de las mutaciones
deletéreas aleatorias es mayor que el de las previamente observadas. Para hacer

esta comparaciéon de manera adecuada, hemos de excluir los cambios sinénimos
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del primer grupo (recordemos que en el segundo grupo soélo se han introducido
cambios no sinénimos), tras lo cual la eficacia biolégica media se convierte en
0.549+0.069, siendo ésta significativamente menor en las mutaciones
aleatorias que para las previamente descritas (prueba de Mann-Whitney de una
cola: Z= 1.705, p=0.044). Del mismo modo, tras excluir los cambios
sinénimos, la eficacia biolédgica media asociada a las mutaciones aleatorias
beneficiosas es 1.068 + 0.028, valor significativamente menor que en el caso
de las mutaciones previamente descritas (prueba de Mann-Whitney de una cola:

Z= 1.980, p = 0.024).

Caracteristicas generales de las distribuciones de efectos

Los valores minimo (0.059) y maximo (0.981) de eficacia en el caso de
las mutaciones deletéreas cubren practicamente todo el intervalo de definicion
[0,1[ de ésta. Loégicamente, en el caso de las mutaciones beneficiosas, las
eficacias no pueden cubrir su intervalo de definicion, ya que éste es ]11,+o0].
Esta asimetria en la definicion de la eficacia dificulta la comparacién directa de
los coeficientes de seleccién deletéreos y beneficiosos definidos segun la
ecuaciéon 1. Es por ello, que a la hora de realizar esta comparacién, asi como el
ajuste de los valores a distribuciones probabilisticas, vamos a utilizar los

coeficientes de seleccion Malthusianos, definidos segun la ecuacion 2.
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Figura 11. Distribucion observada del coeficiente de seleccion Malthusiano para
mutaciones aleatorias (izquierda) y previamente descritas (derecha).
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La distribucién observada del coeficiente de seleccién para mutaciones
aleatorias y previamente descritas se muestra en la Figura 11. Para las
mutaciones aleatorias, ésta difiere de una distribucion Normal por ser
claramente asimétrica (g,=-1.909, t,3=-4.399, p<0.001) y por tener una
curtosis positiva (g,=3.484, t,;=4.123, p<0.001), lo que significa que las
observaciones se concentran en valores extremos. Por lo tanto, es conveniente
explorar modelos probabilisticos diferentes de la distribucién Normal, para lo
cual vamos a distinguir entre mutaciones deletéreas y beneficiosas.

Estas conclusiones no son igualmente validas en el caso de las
mutaciones previamente descritas, ya que ni la asimetria (g,=-0.163,
t;;=0.426, p=0.336) ni la curtosis son significativas (g,=-0.297, t,;=0.396,
p=0.347). Sin embargo, vamos a explorar los mismos modelos probabilisticos
que en el caso de las mutaciones aleatorias, con el fin de mantener unas

observaciones de referencia.

Distribucién de efectos deletéreos

En este apartado, vamos a ajustar diferentes modelos probabilisticos a la
distribucion acumulada observada de los valores absolutos de los coeficientes
de selecci6én Malthusianos. Para ello ha empleado el método de ajuste de datos
a modelos no-lineales de Levenberg-Marquard implementado en SPSS®._ La
distribucién mé&s sencilla que permite describir la distribucién de efectos
mutacionales es la Exponencial, cuya funcién de densidad de probabilidad (fdp)
es '

Ex(s|A)=Ae™™ , ~ (44)
donde A es el Gnico pardmetro de la distribucién. En base al criterio de los
minimos cuadrados, la funciéon de probabilidad acumulada de esta distribucién
sé ajusta a las observaciones de manera relativamente satisfactoria, tanto para
las 22 mutaciones aleatorias como para las 28 previamente descritas,
explicando mas del 95% de la varianza observada (Tabla 5).

El modelo exponencial puede ser generalizado por una distribucién

Gamma, cuya fdp es

Ga(s|a,B)=Cs*e P, = (45
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donde C es una constante normalizadora, mientras que a y 8 son los dos
pardmetros de la distribucién. Notemos que si a=0, estamos en el caso de'la
distribucién Exponencial. De acuerdo con el criterio de informacién de Akaike,
tanto en el caso de las mutaciones aleatorias como en el de las previamente
descritas, la ventaja en términos de aumento de precision que supone la
introduccién de un pardmetro adicional no compensa la desventaja en términos
de una mayor complejidad del modelo (Tabla 5).
La distribucién Weibull , cuya fdp viene dada por la expresién
We(s|a,B)=af s e T (46)
representa otra generalizacién de la distribucién Exponencial (la Weibull es igual
a una Exponencial para a=1). En esa ocasién, la mejora en el ajuste que
proporciona la adicién de un pardmetro compensa el aumento de complejidad,
en lo que a las mutaciones aleatorias se refiere, mientras que el modelo
Exponencial sigue siendo el mas adecuado en el caso de las mutaciones
previamente descritas de acuerdo con el criterio de Akaike (Tabla 5).
La distribucién de Pareto, también llamada ley de potencia, y cuya fdp es
Pa(s|a,B)=af®s ), (47)

es un modelo relacionado las distribuciones que acabamos de introducir. Su

Aleatorias Descritas
I's ' AlC r AlC
Exponencial .0.960 9.785 0.966 ' 2.652
Gamma 0.961 9.962 0.974 3.094
Weibull 0.963 9.636 - 0.972 3.192
Pafeto 0.973 8.784 0.882 6.011
log-Normal 0.974 8.087 ' 0.951 3.722

Semi-Normal 0.924 27.177 0.938 - 3.671

Tabla 5. Ajuste de diferentes modelos probabilistcos a la distribucién
acumulada observada del valor absoluto de los coeficientes de seleccién para
mutaciones deletéreas. Se muestra el cuadrado del coeficiente de correlacién
(), que indica la proporcién de la varianza explicada por el modelo, asf como el
~estadistico de Akaike (A/C), que permite ordenar los modelos de mejor (menor
AIC) a peor (mayor AIC).
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ajuste es mejor que el de la Gamma y la Weibull para las mutaciones aleatorias
y también es preferible a la exponencial de acuerdo con el criterio de Akaike
(Tabla 5), mientras que el modelo Exponencial sigue siendo el mas adecuado
para las mutaciones previamente observadas.

Finalmente, el mejor ajuste para las mutaciones aleatorias se logra con
una distribucion log-Normal, la cual se define como aquélla en la que el
logaritmo de la variable se distribuye de manera Normal, y por lo tanto su fdp

es

1( log(s/|
LogN(s (log(s/p)
Los valores estimados para los parametros de esta distribucion son
a= 1.203+0.068 y /?7=0.327+0.013, con lo que el valor medio o esperanza de

los efectos deletéreos (en valor absoluto) segun este modelo es

Coeficiente de seleccion

Figura 12. Funciones de probabilidad Exponencial (punteado) y Gamma (linea
discontinua) que describen el efecto de las mutaciones deletéreas previamente
descritas sobre la eficacia, asi como funcidon de probabilidad log-Normal (linea
continua) que describe el efecto de las mutaciones aleatorias.
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Els]=€"#*%* =0.674 y su varianza es Var[s]=e?*s#*>* — ¢?*8#* = 1.477. En
cuanto a las mutaciones previamente descritas, de acuerdo con la distribucion
Exponencial, Els]=1/A=0.440 y Varlsl=1/A*=0.193. Las distribuciones de
efectos inferidas para los dos conjuntos de datos se muestran en la Figura‘12.
En el caso de que los efectos observados fueran una mera consecuencia
del error experimental aditivo, éstos se ajustarfan a una Normal de media cero,
y por lo tanto ios efectos deletéreos observados - seguirfan la semi-Normal
asociada. Sin embargo, este modelo esti entre los que mas pobremente se

ajusta a los datos (Tabla 5), quedahdo pues descartada esta posibilidad.

Distribucién de efectos beneficiosos

La contrastacién de los diferentes modelos probabilisticos en el caso de
las mutaciones beneficiosas es menos resolutiva, debido al escaso tamafio de
las muestras. Los ajustes correspondientes, mostrados en la Tabla 9, indican
que para las 7 mutaciones aleatorias, el mejor modelo es una distribucién
Exponencial de pardmetro A=14.130, con lo que la esperanza y la varianza de
los efectos beneficiosos aleatorios son £[s]1=0.070 y Varls]=0.005, aunque el
ajuste logrado con una Gamma es mejqr y el criterio de Akaike indica que el
coste de incluir el pardmetro adicional estd cerca de ser compensado. Para las

10 mutaciones previamente descritas, los datos no permiten afirmar que

Aleatorias Descritas
r AlC r AlC
Exponencial 0.932 - -23.585 | 0.941 1.339
Gamma 0.950 —-23.066 0.941 . 2514
Weibuill - 0.948 -23.025 0.942 2.714
Pareto 0.738 -18.5636 0.920 1.789
log-Normal 0.933 -22.735 0.917. 3.635

Semi-Normal 0.887 -21.647 0.942 3.480

Tabla 6. Ajuste de diferentes modelos probabilisticos a la distribucién
acumulada del valor absoluto de los coeficientes de seleccién observados en
mutaciones beneficiosas. _
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ninguno de los modelos de dos parametros sean mejores que la Exponencial. H
valor del parametro estimado para este ultimo es A=4.535, por lo que se

estima £[s] =0.220 y Var[s]=0.049. Las distribuciones de efectos inferidas

20 i

1 1 1 1 1 1 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Coeficiente de seleccion
Figura 13. Funciones de probabilidad Exponencial (continua) y Gamma
(punteada) que describen el coeficiente de seleccién Malthusiano de las
mutaciones beneficiosas previamente descritas sobre la eficacia, asi como

funcion de probabilidad Exponencial (linea discontinua) que describe el efecto
de las mutaciones aleatorias.

para los dos conjuntos de datos se muestran en la Figura 13.
Por ultimo, los efectos observados no pueden ser una mera consecuencia
del error experimental aditivo, ya que la distribucion semi-Normal no esta entre

las que mejor se ajusta a los datos.

Cambios previamente descritos en clones y en secuencias consenso

Las mutaciones previamente descritas pueden separarse en dos grupos
principales. En primer lugar, estan aquéllas que han sido detectadas en clones
moleculares, que corresponden pues a genomas individuales de los cuales se
desconoce la frecuencia en la poblacidon de origen y ademas, en algunos casos,

no existe garantia de que esos cambios no sean fruto de errores cometidos
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durante la amplificacién por PCR. Por estos motivos no es de extrafar que los
efectos de esos cambios sobre la eficacia bien puedan ser deletéreos. En
segundo lugar, estan aquéllas que han sido detectadas en secuencias consenso
de poblaciones, dé las cuales se espera que, al menos el efecto sobre la
eficécia sea menos deletéreo que en el caso de las prime'ras. Sin embargo, de
las cinco mutaciones letales observadas, tres pertenecen al primer grupo y dos
al segundo y en cuanto a ias no letales, tampoco barece haber diferencias entre
ambos grupos en la frecuencia de cambios deletéreos, neurtrales y beneficiosos
(prueba de una colé, ¥=1.519, p=0.234). Por (ltimo, aunque la mec_liana de
los efectos de las mutaciones aisladas en clones es —0.301 mientras que para
alquéllas halladas en secuencias consenso es -0.107, esta diferencia no es
estadisticamente significativa (prueba de Mann-Whitney de una cola: Z=0.565,
p=0.294).

Grado de restriccién funcional en diferehtes genes '

En principio, ca‘be. esperar que los efectds mutacionales deletéreos sean
distintos en los diferentes genes de VSV debido a diferencias en el nivel de
restnccnén funcional. Utilizando sélo las observaciones correspondientes a los
cambios aleatorios, es posible detectar heterogeneldad del efecto mutacional
entre genes (prueba de Kruskal-Wallis: (¥*=7.946, p=0.047), siendo el gen N
el que mas restriccién funcional muestra, con un efecto mediano de -2.170,
rsegwdo por el G (-0.459), el L (-0.196) y el P (-0.136), mientras que en el M
hay tan sélo una observacién. Con-el fin de incluir a este dltimo y en general,
debido al escaso tamano muestral en cada gen, puede ser conveniente analizar
conjuntamente las mutaciones aleatorias y las previamente descritas. Aun asl,
“sigue existiendo heterogeneidad de los efectos mutacionales entre genes
{xz=12;600, p=0.013), siendo el gen N de nuevo el que mas restriccién
_ funcional muestra, con un efecto mediano de -O. 622, seguido por ‘el G (-
- 0. 462) y el L (-0.406), mientras que el M (- 0 096) el y el P( 0 074) muestran
la menor restriccién funcnonal

A partlr de las clases establecudas en la Tabla 3 es posnble reelaborar una
clasificacion de las mutaciones segin si son por un lado, deletéreas o letales y
por otro lado, neuirales o beneficiosas. El estudio de la broporcién de cada uno
de estas dos categorfas en los diferentes genes nos da una idea de la

restriccién funcional a la que estadn sometidos. Como puede apreciarse en la
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Tabla 7, en los genes L, G y N las mutaciones tienden a ser perjudiciales con
mas frecuencia que en los genes P.y M, siendo las diferencias entre genes

significativas (y*=16.186, p=0.006).

Letal + deletérea Neutral + beneficiosa

2+ 4 2+ 3
P 14+ 1 8 + 1
" 3+ 2 b+ 2
G 6+ 10 4+ 1
L - 12+ 14 7+ 1

Tabla 7. Ndmero de cambios letales o deletéreos por
“un lado y neutrales o beneficiosos por otro lado, en
los cinco genes de VSV. En la primera columna, se
indica el nimero de mutaciones letales seguido del
nimero de deletéreas, mientras que en la segunda
columna se hace esto mismo con las neutrales y
beneficiosas, en este orden.

"TASA DE MUTACION

Prueba de fluctuacién de Luria-Delbriick

Para estimar la tésa de mutacioén del fenotipo silvestre, hemos llevado a
cabd 6 pruebas de fluctuacién de Luria-Delbriick independientes usando el
anticuerpo AcM |, como agente selectiAvo'. Para cada uno de estos ensayos, se
inf_ectan 84 pocillos y se averigﬁa el nﬁméro de mutantes MARM que aparecen
por pocillo, obteniéndose asi 6 distribuciones observadas del nimero de
mutantes, una de las cuales se muestra en la Figura 14.

. Si se pretende utilizar la frecuencia total de mutantes -aparecidos en cada
prueba de fluctuacién o incluso la propia distribucién observada para obtener
una estimacién. de la tasa de mutaciéh en este caracter, es necesario tener»

~conocimiento del modo de replicacién de VSV. Si el modo de replicacién fuera
binario, podriamos dtilizar la ecuacién 42 para e_stimar la tasa de mutaciéh, o

incluso ajustar la distribucién observada del nimero de -mutantes a la
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distribucién de Luria-Delbriick. Sin embargo, es bien sabido que VSV no replica

de manera binaria, sino que cada cadena molde es copiada multiples veces.

40 m

O 10 20 50 60

N° de mutantes

Figura 14. Distribucién repesentativa del
numero de mutantes MARM aparecidos en una
de las pruebas de fluctuacion de Luria-
Delbrick.

En el extremo opuesto, si en cada ciclo de infecciéon la cadena que entra
en la célula hospedadora fuera el unico molde utilizado en la replicaciéon, de
manera que todas las particulas liberadas en un ciclo son derivadas
directamente de ésta (replicacidon lineal), la tasa de mutacion podria ser
obtenida mediante la ecuacion 41 o también ajustando la distribucion
observada del nimero de mutantes a una Poisson. Este modelo es en principio
mas realista que el de la replicacién binaria. En cualquier caso, podemos evaluar
su validez comprobando si la distribucion Poisson se ajusta realmente a la

distribucién observada. Tal y como se puede observar en la Tabla 8, el modelo
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Poisson es incompatible con los datos en cuatro de los seis casos, por lo que

diffcilmente puede asumirse un modo de replicacién lineal.

° ’ . 5
m:ta:tees Prueba1 Prueba2 Prueba3 Prueba 4 Prueba 5 Prueba 6
0 31 40 50 32 39 39
1 22 22 19 23 27 19
2 10 10 o 17 o 17
3 5 6 3 5 2 2
a 3 0 2 3 1 2
5 2 1 0 2 0 2
6 1 0 0 1 1 0
>6 1 3 1 1 5 3
(14) (17, - Q7 7 - . (8, (12, 186,
27,100 | 16,31,36  53)
| , 104)

p-valor 0.173 <0.001 . 0.020 0.104. <0.001 <0.001

Tabla 8. Distribucién observada (nimero de casos) de la cantidad de mutantes
en cada una de las 6 pruebas de Luria-Delbriick. Cuanto ésta es mayor que 6,
los valores entre paréntesis indican la cantidad de mutantes obtenidos. Se
muestra también la probabilidad de que la distribucién sea Poisson, de acuerdo
con una prueba de Kolmogorov-Smirnov. '

El método de la ciase nula desaprovecha gran parte de informacién
proporcionada' por la prueba de fluctuacion, ya que sélo utiliza la frecuencia con
la que no apareée mutante alguno; Sin embargo, tiene la ventaja fundamental
de no hacer asunciones acerca del rﬁodo de replicacién, por lo que a la vista de
los resultados obtenidos, es el mas adecuado para estimar la tasa de mutaqién.
Utilizando la _ecuacién 39, obtenemos u=(2.473+0.595)x10®° mutaciones por
locus MARM y generacién, con lo cual la ta.s’a por sitio nucleotidico es
pu=(1 .20(_)i0.298)x10‘5 y la tasa de mu;cacién genémica U=0.138+0.033.
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EPISTASIAS ENTRE PARES DE SUSTITUCIONES NUCLEOTIDICAS

Combinaciones de mutaciones aleatorias _

‘Combinando al azar las 29 mutaciones aleatorias viables, hemos
construido 47 cDNAs que incorporan dos de esas mdtaciones, con el fin de
. poder comparar la eficacia biolégica observada en cada caso con la esperada en -
ausencia de epistésia (modelo'mu'ltiplicativo). _

Hemos podido recuperar particulas infecciosas‘v a partir de 44 de los 47
cDNAs tras cinco intentos de transfeccién. A lo largo de esos intentos, el cDNA
correspondiente al genotipo silvestre ha sido transfectado 28 veces, _
obteniéndose bartfculas infecciosas .en 23 casos, por lo que la tasa de
transfeccién fallida es igual a 0.179. Asl pues, la probabilidad de ho obtener
particulas tras diez intentos;es 0.1795=i.8x1o* por lo que en una muesfra de
47 genotipos, seré 1.8x10™*x47 =0.009. Por consiguiente y de igual manera
que en el caso de los mutantes simples, los tres mutantes dobles para los que
no hemos podido AreCuperar pa‘rtfculés' infecciosas son candida.tos a ser
genotipos letales. En esta ocasién, sin embargo la presencna de posnbles letales
~es més IIamatlva ya que las dos mutaciones son V|ables por separado. A esta
clase de genotipos, que son un tipo particular de letales condicionales, se les
den'or_nina letales sintéticos, y representan un baso extremo de epistasia
negétiva. o | | '

En la Figui'a 15 se muestra la eficacia biolégica observada para cada
" mutante doble frente al valor esperado en ausencia de epistasié,_mientras que
en el Apéndice 4 se ‘proporciona informaciénv mas .detallada acerca de cada
genotipo; asi como la estimacién del efecto epistatico en cada caso, obtenido a
partir de la ecuacién 3. Trés aplicar pruebas t para muestras independientes,
eﬁcontrarﬁos evidencia de epistasia positiva en 21 ca.sos; mientras que ésta es
significativamente negativa en cuatro casos (excluyendo los tres posibles
letales sintéticos). Aplicando la correccién de Bonferroni péra pruébas multiples
de Ia.misma hipétesis,,tan. sélo 'permanecen significativos 7 caSos, siendo en
» todos ellos la epistasia de signo pOSItIVO L

El efecto medio epistético por generamén es 8’ 0.14710. 036 valor que
es significativamente positivo (t43=4.109,‘.p<0.001). Podria no obstante

argumentarse que, dado que las eficacias biol6gicas estadn definidas en el
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intervalo [0, + oo[, fluctuaciones puramente aleatorias en la intensidad de la
epistasia pueden traducirse en una distribucidon asimétrica de los valores de e,
como de hecho ocurre (y,=2.695; f43=2.694, p=0.005) tal y como puede
apreciarse en la Figura 16, dando la falsa impresiéon de una epistasia
predominantemente positiva. Este problema puede solucionarse sencillamente si
recalculamos la epistasia como

£ y~logWj -lo gifViWwi) (49)

Figura 15. Relacion entre la eficacia observada de los mutantes
dobles y su eficacia esperada en ausencia de epistasia, en escala
logaritmica. En negro se representan las eficacias de los genotipos
que combinan dos mutaciones deletéreas, mientras que en blanco
se representan las eficacias de aquellos que combinan dos
mutaciones beneficiosas.

tras lo cual obtenemos E =0.227+0.077, valor que es también claramente
positivo (f43=2.891, p=0.006), siendo ahora su distribucion efectivamente

simétrica (p, =0.908; f43=0.381, p=0.353).
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Figura 16. Histograma de frecuencias para el efecto
epistatico entre pares de mutaciones aleatorias (gris) y
entre pares de mutaciones beneficiosas (blanco).

Epistasias entre pares de mutaciones beneficiosas

Hemos realizado todas las combinaciones entre las seis mutaciones
simples de efecto mas beneficioso, todas ellas previamente descritas,
obteniendo asi 15 mutantes dobles que, segun el modelo multiplicativo, deben
ser beneficiosos. En esta ocasion, hemos podido recuperar particulas
infecciosas a partir de los 15 cDNAs, por lo que no hay caso alguno de letal
sintético.

En la Figura 15 se muestra la eficacia biolégica observada para cada
mutante doble en funcién del valor esperado en ausencia de epistasia, mientras
que en el Apéndice 5 se proporciona informacion mas detallada acerca de los
datos para cada mutante. En 14 de los 15 casos, el signo del efecto epistatico
es negativo, habiendo evidencia estadistica de epistasia negativa en 9 casos (8
de ellos permanecen significativos tras aplicar la correccion de Bonferroni).
Llama la atencion ademas, que en esos casos, el mutante doble es menos
eficaz que cualquiera de los dos mutantes simples correspondientes, caso

particular de epistasia al que se denomina epistasia descompensatoria.
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El efecto rpedio epistatico por generaciéon para los pares de mutaciones
beneficiosas es & ='—0.537:l:0.120,A valor que es significativamente negativb
(t,,=4.487, p=0.001). En esta ocasi6n, tal y combvpuede observarse en la
Figura 16, no hay e_videncié de que la distribucién 'vde valores de ¢ sea
asimétrica (g,=-0.425; t,,=0.733, p,=0.238“) y en cualqdier caéo,'el efecto
‘medio epistéatico calculad_c) tal.y como se define en la ecuacion 49 sigue siendo
claramente negativo (t,,=4.468, p=0.001). Sin embargo, en esta 6ca$i6h
podria argumentarse que los 15 genotipos carecen de la necesaria
independencia estadistica, ya que se trata de todas las comb'inaciones posibles
de 6 mutaciones simples. El méximo nimero de valores independientes que
pueden extraerse de las n{n — 1)/2 combinaciones posibles de dos elementos es
n‘— 1. Asi pues, el pfobléfna puede ser resuelfo resmuestreand‘o 5 de los 15
valores un gran nimero de veces, mediante la tércnica del bootstrap.
Obtenemos 1000 pseudo-muestfaé de tamafio 5 y sus correspondientes 1000
'pseudb-valores del efecto medio epistatico £ . En los 1000 remdestreos, el
- efecto medio epist4tico sigue siencjo negativo, por lo que claramente, podemos
reafirmarnos en la conclusién de ;que la episfasia entre mutaciones de efecto

beneficioso es predominantemente de signo negativo.

Correlacién entre el efecto epistatico y el coeficiente de seleccién

Como hemos visto, el signo de la epistasia entre mutaciones deletéreas es‘
en promedio positivo, mientras que entre mutaciones beneficiosas es negativo.
Este resultado puede ser el reflejo de dos posibles situacioneé. En primer lugar,
es posible que el cambio de v'signo de la epistasia se produzca mediante una
transicién subita, caracterizdndose el genotipo silVestr_e p'or estar en el punto de
" inflexién entre la epistasia négativa y positiva. En 'segundo lugar, puede que
exista un compromiso generai entre el efecto de las mutaciohes y el valor de la
epistasia entre éstas, lo que se traducirfa en una co»rrelacién r'\egat‘iva entre la
eficacia esperada _séglin el modelo multiplicativo y el valor del efecto epistatico.

De acuerdo con la definicién conveﬁcional del éoeficiente de seleccién
(ecuacién 1) y segun el modélo rﬁultiplicativo, el vVanr- esperado del coeficiente
de seleccién de un génotipo con las mutaciones jy / es |
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Como puede apreciarse en la Figura 17, hay una clara correlacion
negativa entre £[s] y el valor del efecto epistatico e (Spearman: r=-0.411,
p-0.001), lo cual nos indica que el cambio de signo que experimenta la
epistasia al pasar de mutaciones deletéreas a mutaciones beneficiosas no es
mas que una consecuencia del compromiso general que existe entre el efecto

de las mutaciones y el valor de la epistasia entre éstas.
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Coeficiente de seleccidon esperado

Figura 17. Correlacion negativa entre el coficiente de seleccion
esperado en genotipos dobles mutantes (ecuacién 50) y el
efecto epistatico.

RECUPERACION DE LA EFIACIA BIOLOGICA

Reversiones y evolucion adaptativa

Hemos escogido seis mutantes simples y seis mutantes dobles, todos
ellos con una eficacia biolégica menor que la del silvestre, para llevar a cabo
una dinamica de evolucién experimental durante aproximadamente 20
generaciones. Cada uno de estos 12 mutantes, cuyas caracteristicas se

detallan en el Apéndice 6, ha sido evolucionado por triplicado a dos tamafos
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poblacionales efectivos: N,=2x10? PFU y N,=2x10* PFU. Para conseguir hacer
variar el tamafio efectivo, han de inoc:xlarse las infecciones con un namero
diferente de particulas-iniciales (N,=50 y N,=7x10% PFU, respectivamente, de
acuerdo con la ecuacién 37), siendo el m’xmeré de generéciones transcurridas .
por pase g=4.4 y g=3.1, respectivamente (ecuacién 35). Es por ello que en el
brimer caso se han llevado a cabq cuatro inf‘ecciones_ seriadés para completar
las 20 generaciones, mientras que en el ‘segundo'de han llevado a cabo 6
infecciones seriadas. Tras ese periodo de evolucién experimental, ‘hemos
.estimado'la eficacia biol6gica de cada poblacién i-ésfma y hemos calculado su
ganancia de eficacia como | , .
7 qw, = Wi(z_w) /'Wi(b) ‘ (51)
donde W, vy W,{m, son las eficacias biolégicas"del genotipo ancestral y de la -
poblacién 'evolucionada relativa al silvestre expresadas en. generaciones,
réspectivamente. _

- Hemos comprobado en-(‘:ada_caso si tras la evolucién, la mutacién
ah_céstral se ha mantenido o ha revertido al estado silvestre. De las 18 lineas
" derivadas de los seis mutanteé simples a un tamafio poblacional ~N,=2x102
PFU, tan sélo hemos observado un caso de reversién incompleta, es decir un
polimorfismo entre la mutacién y el estado silvestr.e, mientras que para
N,=2x10* PFU, hemos observado cuatro casos en los qUe la mutacién
ancéstral ha cambiado. Anélogamente, de las 18 lineas derivadas de los 6
mutantes dobles a un tamarfio poblacional Nr,=2>v<102’PFU, en ;can s6lo un solo
caso una de las dos mutaciones ha sufrido una reversién polimérﬁca, mientras
para N,=2x10* PFU, se han producido seis reversioneé {tres polimérficas y tres
fijadas). Estos resultados nos permifen concluir que a lo largo del tie‘mlpo de
-evolucién estudiado, las reversiones son .poco frecuentes bajo un tamano
poblacional efectivo de 2x10? PFU (5% de los casos) y que bajo un tamaiio
2x10% aunque la reversién sigue sin ser mayori'tari‘av (28% de los casos), su
frecuencia se ve incrementada (¥*=6.400, p=0.011).

_ ~ El aumento medio de eficacia : biolégica relativa de los genotipos
_revertientes respebto a sus ancestros es gy = 6.887+0.378 para N,=2x10? PFU

Yy quw=9.073+0.235 para ' N,=2x10* PFU, incremento que ha de ser
cbpsecuencia tanto de las propias reversiones como de la aparicién de otro tipo

ﬂ—:dé%ﬁiﬁfacbi'on’es.t De hecho, para N,=2x10* PFU, los genotipos que no han
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sufrido reversibhes experimentan también un aumento de la eficacia biolégica
(qw—7 16310. 137) aunque como es de esperar éste es menos intenso que en
a el pnmer caso (prueba de Mann- Whltney de una cola U=5. 700 p<O. 001) En
el caso- N,=2x10? PFU, los genotipos que no han sufrido reversién
experimentan también un aumento de la éficacia (gw= 6.576i0.096), aunque
no- parece haber diferencias con el grupo de los genotipos revertientes (prueba
de Mann:Whitney de una cola: U=O.§93, p=0.161). Estos resultados nos"-
permiten concluir que, a lo largo del tiempo de evolucién estudiado, las
reversiones se ven acompafnadas de mutacioneé béneficiosas adicionales, pero
no nos permiten vaﬁrmar nada respecto a la posible existencia de mutaciones

compensatorias.

Evidencia de evolucién compen'satbria _

Las mutaciones compensatorias son ‘aqu"éllas_ q'ue' sin ser reversiones,
permiteﬁ _paliar especfficamente el efecto de lés mutaciones deletéreas total o
parcnalmente. La ganancna en eficacia biol6gica que han sufrido Ias poblaciones

a lo largo del experlmento de evolucién puede haber sido determinada por

varios factores. En primer lugar, podemos distinguir entre Ios:,genotlpos que

partfan con una mutacién de los que partian con dos. En segundo lugar, cada
unb de los mutantes simples y dobles puede ver su evolucién condicionada en -
funcién de la mutacién concreta introducida. En tercer lugar, cada genotipo es'
evolucionado bajo dqs vtaméﬁ_os _poblacionales distinfos, esperdandose pues
ganancias de eficacia distintas. Por l'lltimb; para cada genotipo y tamaiio
poblacional, han sido llevadas a cabo.tres li_heas de evolucién independientes, el
resultado de las cuales puede variar por efectos aleatorios. Podemos determinar
la inﬂuencia de cada uno de estos factores sobre la ganancia eficacia biol6gica
observada mediante un andlisis de la .varianza (ANOVA) encajado, que se
muestra en la Tabla 9 Hemos exc|U|do de este y los subsiguientes anélisis
todos los casos de reverSIén, puesto que estamos :ahora interesados en la
posible existencia'de -mutaciones compensatoriéé. Los resultados del ANOVA
. indican primeramente que un mismo genot|po evolumonado bajo un mismo
tamafo poblacional experlmenta ganancias de eficacia sngmflcatwamente
distintas en las diferentes lineas, resultado esperable: tenlendo en cuenta que la
aparicién de camblos benefucuosos es un fenémeno estocéstico y raro. En

segundo lugar, a mayor N, mayor es la probabilidad de aparicibn de
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mutaciones béneficiosas, por lo que no .es de extrafiar que hayamos detectado
en el ANOVA un efecto significativo de este factor. M4s interesante resulta
observar que la ganancia de eficécia estd fuertemente determinada por el
genotipo de parfida. Las diferencias son notorias no solo entre n;iutantes'
simples y dobles, sino también entre los distintos genotipos de cada grupo. .
Puesto que hemos excl»uido del analisis todos los casos de reversién, estos

resultados ponen

rueme de variacion S5 g.1. - P
N° de mutaciones 19.144 1. 15.231 < 0.001
Genotipo © 99.048 10 7.880 < 0.001

. Tamafio po'blaciénal- E 44.3‘98 1 o 3.211 0.004
Linea de evolucién 46.508 37 -4.987 < 0.001
Error . 30244 120

Tabla 9. ANOVA anidado de la ganancia de eficacia. Cada factor est4d anidado
en el inmediatamehtg superior. Todos los factores son fijos a excepcién de la
. linea de evolucién. Se muestra la suma de cuadrados residual, los grados de
“libertad asociados, el valor del estadistico F y la significacién estadistica.

de manifiesto que las mutaciones de éfecto beneficioso que han aparecido
durante la evolucién interéccionan con las mutaciones deletéreas ancestrales.
Pueden ser mdltip'les las propiedades de los genotipos ancestrales que estén
influyendo sobre su capacidad de adaptacién, siendo una de,ellés su eficacia
biolégica ancestral. Para expiorar esta posibilidad, sustituimoé el factor
“genotipo” en el ANOVA de la Tabla 9 por su eficacia ar_\cestral, que entra
éhdra como covariable en el anélisis. ‘Sﬁ efecto es ,altamente significativo -
(F1.167=47.652, p<0.001), lo que demuestra que la eficacia ancestral estd
deferminando en gran medida el potencial adaptativo de los genotipos. De
hecho, a menor eficacia inicial, mayor es la ganancia de eficacia (correlacfén
barci.al 'controlando'para N, r=-0.442, p<0.001), tal y como sé muestra en la
Figufa 18. De la presencia de mutaciones beneficiosas, la ausencia de
reversiones, la presencia de intéracciones epistéticas y la corrélacién negativa
entre la eficacia ancestral y la ganancia dbe eficacia se deduce la existencia de

mutaciones compensatorias.
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Figura 18. Correlacion negativa entre la eficacia ancestral y la
ganancia de eficacia, para la cual se muestra la media de las
tres lineas de evolucion. Los circulos negros y la linea de
regresion continua corresponden al tamafo poblacional
Ne= 2x104 PFU, mientras que los cuadrados blancos y la linea
de regresiéon discontinua corresponden a Ne=2x102 PFU.

Compensacion de mutaciones simples y dobles

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 18 y dado que
hemos hecho un esfuerzo para que los grupos de mutantes simples y dobles
tengan aproximadamente la misma eficacia inicial, seria de esperar que en
promedio los mutantes dobles experimentasen la misma recuperacién de
eficacia que los simples. Sin embargo, como demuestra el ANOVA de la Tabla
9, esto no es asi y en realidad los mutantes dobles recuperan eficacia mas
lentamente que los simples, tal y como puede observarse en la Figura 19. Estos
resultados son esperables si durante el experimento de evolucibn no ha
transcurrido el tiempo suficiente para que puedan compensarse las dos

mutaciones ancestrales.
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Puesto que gran parte de los genotipos dobles mutantes tan sdlo habra

podido compensar una de sus mutaciones durante el tiempo de evolucién

O Mutantes simples

® Mutantes dobles
V. =102 Ne = 104

Figura 19. Recuperacién de eficacia en mutantes simples y dobles
bajo los dos tamafios poblacionales explorados. Se muestra el
valor medio y su error asociado.

experimental, esperamos que los efectos epistaticos entre esas mutaciones
ancestrales tengan una influencia sobre la recuperacion de eficacia observada.
Si la epistasia entre ellas es negativa, la compensacién de una de las dos
supondra un aumento de la eficacia mayor que en ausencia interaccion alguna,
ya que no solo se reducira el efecto deletéreo de la mutacién, sino que también
el término epistatico. A su vez, en ausencia de interaccién esperamos una
recuperacion mayor que en el caso de epistasia positiva, ya que en éste ultimo
caso la compensacion tendera a eliminar el efecto deletéreo de la
mutacion, pero también el efecto epistatico beneficioso. Para contrastar esta
hipotesis, podemos reemplazar el factor "genotipo" en el ANOVA mostrado en
la Tabla 9 no solo por su eficacia ancestral, como hemos hecho previamente,
sino también por el valor correspondiente del efecto epistatico (e). Dicho
analisis, realizado loégicamente sélo con los mutantes dobles, demuestra que
ademas de la eficacia ancestral (F179=4.136, p=0.001), la epistasia también
tiene una influencia sobre la ganancia de eficacia observada tras la evolucion

(/r179=2.188, p=0.016). De hecho, cuanto mas negativa es la epistasia inicial,
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mayor es la ganancia de eficacia (correlacién parcial controlando para el tamafo
poblacional y la eficacia inicial, r~-0.311, p=0.004).

La Figura 20 muestra la relacion que hay entre el efecto epistatico y la
ganancia de eficacia. Puede apreciarse, al menos para /Ve= 2x104 PFU, que la
ganancia de eficacia no es mayor cuanto menor sea el efecto epistatico, como

cabria esperar en principio, sino que parece alcanzar un optimo para un valor
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Figura 20. Influencia sobre la recuperacién de la eficacia de
la epistasia entre las mutaciones introducidas. Se muestran
los valores medios y su error asociado. En el caso Me=104
hay una categoria ausente ya que en las tres lineas de
evolucion al menos una de las dos mutaciones ha revertido.
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intermedio. Este patr_én no es méas que la consecuencia de nuestros resulfados
précedentes. En primer lugar, existe una correlacién negativa entre el
coeficiente de seleccién de I.a mutacién introducida y la \génan'cia de eficacia,
reflejo de la existencia de mutaciones éompensatorias» (Figurav 18). En segundo
lugar como a_cabamovs‘ de mencionar, la gahancia de eficacia se correlaciona
hegativamente con el efecto epistatico entre las mutaciones introducidas. En
te(cér lugar, existe también una correlacién negativa entre el c'o.eficie‘nte’de
seleccién de- las mutaciones introducidas y eI"efeéto epistatico entre ellas
(Figura 17). Asi pues, una epistasia excesivamente ‘positiva dificultars la
récuperacién de la efigacia,‘ pero si la epistasia se desplaza en exceso hacia
valores negativos, la gananbia en eficacia tampoco- podra ser elevédé, ya que
los coeficientes de seleccién tenderdn a ser menos .delefcéréos. Por eIIo,.v se

alcanzaié la méxima recuperacién de eficacia para valores intermedios de

epistasia.
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MAGNITUD DE LAS MUTACIONES DELETEREAS

Robustei Qenética de los virus de RNA . _

Los virus de RNA se distinguen de otros sistémas biol6gicos por tener una
tolerancia muy limjtada  a la - mutacion '(Domingo et al., 1996). Esta
- caracterfstica fue puesta de manifiesto por grimera én el_bac_terié'fago ¢6 (Chao,

1990) que, tras in’fécciones a un tar_néﬁo poblacional efectivo ‘muy ‘reducfdo
(pases p!z;ca-placa), perdia un 22% de su eficacia como co‘nsecdencia de la
accién del trinquete de Muller. Pero este no es un casé.ﬁnico: FMDV v_io‘
redﬁcida su eficacia'biolégica en més de un 35>% tras ser sbmeti_do a 30 cuellos
de' b‘otella consecutivos mediante pases placé-placa (Escarmis et a/.,1996).
Curiosamente, esas poblaciones debilitadas no fijaron en promedio mas de 2 6
3 _hutaciones durante ese. perfodo, lo que sugiere que cada mutacién deberia
tener un efecto_'del'etéréo considerable. Especialmente llamativo es el caso de
HIV-1, que fras»‘sélo 15 pases placa-placa perdi6 un 82% de su eficacia (Yuste
et al., 1999), aunque en este caso el ﬁﬁhero de muiaciones fijadas por genomé
fue mayor (Yuste et al., 2000). ' S

La respuesta de VSV a las dinamicas poblacionales con cuellos de botella
es la habitdal enfre los virus de‘RNA. Una dinamica de 20 pase;s placa-placa
. mermé su eficacia biol6gica eh aproximadamente un 38 % (Duarte et al., 1992;
Clarke et a/., 1993; Elena y Moya, 1999). Nuestras estiﬁ)aciones van mas alla
y nos permiten propéner que en prbmedio,v una sola mutacién reduce en un
_ 55% la efi_cacia de st; es decir que su-: coeficiente de seleccién vale
s=0.555. Una palffe" sustancial de esa reduccién es debida a las mutaciones
letales, que constituyen hasta un 40% 'd_el t_otal.' Para entendef la diferencia
entre nuestros resu‘ltados y los obtenidos previamente en VS_VA,y otros virus de
RNA, hay que iener en cuenta qué en los experimentos de acUmul‘acién de.
7mutaciorv1es, hay dos posibles fuentes de error'_qUe éondUCen a subestimar el
efecto de las mutaciones; En primer lugar, se tiéne la seguridad de estar‘ '
ignorando los genotipos Ietaleé, 'buesto que estos no vformarévn aros de lisis
visibles. En segundo lugar, por ‘muc_ho que se reduzca el tamafio poblacibhal
efectivo, no se tiene g.a»rantl'a de que hayva ausencia total de seleccién durante
el crecimiento del aro de ‘lisis (Kibota y Lynch, 1996). De hecho, para un mismo

tamafio poblacional, cuanto mayores sean los coeficientes de seleccién, mayor
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sera la accién de Ia. seleccién en relacién a la deriva y por‘IQ tanto, mayor sera
la subestima del efecto real de las mutaciones. - o

En cu§lquier caso, no hay duda de que la sensibilidad de los virus de RNA
a la mutacién es mayor que>la de cualduier. organis_mo’. Usando unv método de
mutagénésis por transposicion, Elena et al. (1998Ab) crearon una cdieccién de
- 226 mutantes de E. coli, cada uno de ellos pdrtador de una insefcién aleatoria
del transposén mini-TnIO."Loé experimentos de competéncia.indicé_ron que,
aunque al menos el 80% de las rﬁUtaciones tienen un efecto deletéreo, su
. coeficiente de seleccion pforhedio_es_aproxumadamente s=U.U‘31. Mediante un |
. experimento de acumulacién de mutaciones en este mismo organismo, Kibota y .
Lyhch V(199>6) habfan obtenido previamente un valor méximo de s=0.012, algo |
menor que el obtenido por Elena et al., lo cual‘no és de extrafiar teniendo en
cuenta que Elena et al 'trabajaron s6lo con inéerciones._ Experimenfos de
inactivacion sistemética de ‘genes en S. cerevisiae mediante la’ insercién
~ aleatoria del eleménto transponibie Ty1 han con¢luido bque casi el 40% de las
‘mutaciones tienen un efecto no detectable en_ la tasa de. <‘:reci‘mientc'> en .
diferentes ambientes (Smith et al., 1997), mientras que la reduccién de la
- eficacia sélo era de-superior al 25% en el 17% de los casos, algo impensable
para un virus de RNA. En el hongo A.‘nid.u‘/ans en fase asexual, ‘se ha estimado
mediante experimentos ‘de acumulacién. de mutaciones que el coeficiente de
seleccién rﬁedio en contra de Ias,mutaciones deletéreas es como maéaximo

' s=0.0069 (Bruggerﬁan et al. 2003). Keightley y Cvaballero (1997),

Grupo - _Especie s
. Ribovirus - VSV . 0.555
B Poliotipo 1 0.230
. o 06 -~ 0.054
Procariotas ~ - ~ E.coli . 0.0120
\ o - 0.0310 -
' Eucariotas .  _A.nidulans  -0.0069

D.melanogaster  0.007.

Tabla 10. Coeficiente de seleccién estimado para
diferentes sistemas biolégicos. Hay que recordar que
éstos han sido obtenidos por métodos muy dispares.
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llevaron a cabd un experimento de acumulagién de mutaciones en lineas
paralelas durante 60 generaciones en C. elegans. A pesar de que la varianza
genética entre lineas aumenté, como es de esperar en presencia de deriva '
: genétlca, la eflcama promedlo no descendi6 sngnlflcatlvamente Este resultado,
confirma que ‘o bien- Ios efectos mutacionales o bien la- tasa de mutacién
.genémlca en ‘este organlsmo son bastante menores’ que en virus de RNA. El
.‘coeflmente de seIeccuén promedlo en D. melanagaster esta’ entorno a 0.003-
0. 030 (Mukai, 1972 Ohnlshl, 1974; Kelghtley, 1994) y la fraccnén de letales.
es aproxnmadamente el 1% (Mukal, 1964). En general, en eucariotas
multlcelulares, muchas mutaciones que lnadtivan genes muéstran' un débil o
'nulo efecto fenotfplco (Wang et al., 1996) La Tabla 10 resume los valores del

coefICIente de seleccién estimados en Ios diferentes estudios mencuonados

Patrones de robustez genétlca :
~ La redundancia genétlca es quizés la manera més dlrecta de alcanzar la’
.robustez genética. A su vez, la forma més trivial de redundanCIa es Ia-i
" existencia de varias’ copias de Ia; informacioén genétlca,’ sea mediante di- o
poliplbidl’a o mediante duplicacione‘s‘v de gehes. S-in embargo, barece que no
existe una correlécfé_n positiva entre las semejanza filogenética o funcional de
los genes duplicados y la robustez genética, medida como el efecto que las
mutacuones en esos genes tienen sobre las funcnones que desempenan Esto es
.una mducacnén de que la redundancia genética se alcanza preferentemente
mediante el establec:mlento de una red de mteraccmnes entre genes y no la
mera dupIucacnén de éstos (Wagner, 2000) _
La redundanma y la robustez genétlcas crecen con la complejldad de los
‘orgamsmos, por lo que es tipica de los eucariotas. Por el contrano, Ia anti-
redundancua deberfa ser més tipica de las- bactenas y los virus (Krakauer Y |
Plotkin, 2000). Algunos ejemplos de las carac'gerfstlcas propias de esta anti-
-fedundancfa son la haploidl'a, las padtas de lectura solapadas, los elementds de' ~
reguIacnén de'la expresnén compartldos, (Krakauer 2000), el sesgo en el uso de
codones (Berg y. Sllva, 1997), los cuellos de botella en !a transm,lsuSn
(Bergstrom y Pritchard, 1998), las a_ltés fasas de repIicaCién (Lenski et al.,
1999) ovla ausencié de mecanismos de reparaci6n del material genético

(Steinhauer et al., 1992). Todas estas caracteristicas han sido puestas de
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manifiesto en los virus de RNA (Holland et a/., 1982, Steinhauer et al., 1992;
Krakauer, 2000; Krakauer y Ploti(in, 2002; Jenkihs y Holme's 2003). |
La relacién entre complejidad 'y robustez viene apoyada en prlmer Iugar'
'por el anél|5|s del patrén de sustltucmnes sménlmas 'Y no. sménlmas en
_eucariotas supenor_es, que permlte demostrar la exnstencna de una correlacuén' _
_négativa entre el tiempo de genefaciéri y la intenéidad de la seleccién. At;lnque
- este resultado puede atribuirse a que los organismos con mayor tiémpo de
generaci6n tienden a tener tamafios poblacionales més pequeﬁos, aumentando
pues la accién de lé'deriva génética en relacién a la seledcién (Keightley y Eyré- -
Walker 2000), tamblén puede mterpreta,rse como el reflejo de una correlacién
‘positiva entre la robustez genética y la complejldad de Ios organlsmos En -
segundo lugar, experimentos con organismos digitales han concluido que los
genomas madas reducidos y sencillos ~muestran una mayor sensnbllldad ala
mutacién que los genomas grandes y complejos (Lenski et al., 1999; W|Ik_e Yy
 Adami, 2001). | o

Detérrﬁinécién 'de los coeficientes de seleccién
~Como hemos visto, el coeficiente de seleccion es la medida m&s habitual
de robustez genética. Puesto que el principél interés de la determinacién de la
robustez es poder realizar comparaciones entre diferentes especies, se requiere
’ -que los coeficientes de seleccion estén no s6lo correctamente ‘estimados, ‘sino
exbresédos de la manera més general posible. Sin embargo- pbr desgracia, este
‘no suele. ser el caso. En primer lugar, en la 'mayorfa de ocasiones, éstos han
sudo denvados de experimentos de acumulac:én de mutaciones en los que no se
, Aconoce el nimero ni la naturaleza de las mutacmnes fijadas y ademés, se tlende
a subestlmar el valor real de los coeficientes de seleccién, tanto porque se
V -ignoran las mutaciones letales como porque no se puede garantizar la ausencia
* total de seleccién. Estbs inconvenientes 'pueqen s'ubsana‘rse médiante el uso de ,'
| 'Ialv'mutagén'esi's.difigida. En segundd lugar, es habitual encontrar diferentes
medidas de eficacia biolégica, fundamentalmente porque éstas son estimadas '_
en unidades de tiempo absoluto. Dada Ié ehorme vari,'abilid_a‘d_ en el iiempo de
generacié'ri entre diferentes taxones, las unidades empleadas"soh disbafes,
dificultando pues las comparacnones Por ello, seria apropiado expresar las
- eficacias: bloléglcas de las dlferentes especies por generacién y no por unidad

de tiempo absoluto. En tercer lugar, existen al menos dos maneras de calcular
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- el coeficiénte de seléccién' a partir de la ef,ic.'acia biolégica. La mas habitual es
s=W-1 (ecuacién 1), pera ta'mbién ve-xistevla version s=logW (ecuacién 2).
Ambas variantes convergen para efectos mutacionales pequeiios, pero divergen
7 fuertemente cuando éstos crecen. La ventaja' de la bfimera reside justamente en -
su uso habitual no ya ‘en experlmentos de evolucuén experimental, sino en los
propios modelos de Genétlca de Poblaciones. Sin embargo, presenta el serio -
inconveniente de ser asumétnco respecto al genotipo de referencia silvestre en
su intervalo de defmlcuén [-1, +o[, por lo que la comparacuSn de Ios efectos

beneflmosos Yy deletéreos se ve dlstorsmnada

DIStI‘IbUCIOﬂ de efectos mutac:onales )

Si se pretende tener un conommlento real de los efectos mutacnonales,
hay que ir mas alla de la mera estimacion del valor medio del coeflmente de
seleccién y caracterizar su distribucién. Aunque este es un objetivo que
© requiere un gran e‘sfuérzd éxpe'rimell'ital ‘existen precedentes en' sisfemas

bloléglcos como C. elegans (Kelghtley Y Caballero 1997; Keightley y Batalllon,
| 2000), D. melanogaster (Seager y Ayala, 1982 Kelghtley, 1994 1996 Garc[a-
dorado 1997) E. coli (Elena et al., 1998b) y los proplos virus de RNA (Elena y
Moya, 1999; Lézaro et al. 2003). La conclusién general que puede extraerse de
estos estudios es que la mayorra de mutaciones tienen un efecto pequefio
sobre la eficacia biolégica, aunque Ia distribucién presenta una larga cola |
correspo‘ndiente a valores poco 'fre‘cuentes pero extremadamente deletéreos.
Debido a esta dltima caracteﬁstica, la distribucién Exponencial, que es el
modelo razonable mas seacillo para describir Ia distribucién d’é efec-t'os'(Mukai, ’
1972), no suele resultar totalmente satlsfactono Habltualmente, puede ser
mejorada ‘mediante generahzacmnes como son la Gamma (Kelghtley, 1994) tal -
y-como propuso Klmura (1979), la Welbull (Lazaro et.al., 2003) o lncluso '
medlante modelos compuestos por combmacuones llneales de més de una '
dlstrlbumén (Elena -et a/ 1998b Elena y Moya, 1999). Una vez mas, hemos de
decir que las medldas del efecto mutacional empleadas en.los diferentes -
estudios son 'heterogéneas Nosotros nos hemos decantado por la definicién
Malthusnana del coefncuente de seleccién ya que, ademés de la ventaja arriba
expuesta, permite un uso mas correcto de la mayorfa de los. modelos

probabilisticos, ya que éstos suelen estar definidos en el intervalo ]—o, +ol.
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De los modelos probabih’sticos que hemos explorado, la distribucié.n log-
Normal es la que mejor descrlbe el efecto deletéreo de las mutaciones
‘aleatorias. Muchos procesos bloléglcos, como son Ios perfodos de latencia en
“las enfermedades infecciosas, la sensibilidad de los mlcroorgamsmos a los
'tratamlentos antlblétlcos, los t_lempos de supervivencia en medlcma, la
presencia de contam_lnantes en el aire o la abundancia de especies en ecologia
han sido descritos mediante modelos log.—Normales' (révisado en Limbert 'y -
Stahel, 2001). E_n general, esta distribucién surge cuando la variable de estudio
esta determinada por éfectos multiples que actéan de ma’ne’rav multiplicativa.
Recientemente, -Lazaro et al. (2003) han mostrado que el patrén de
fluctuapiones— del titulo en .p.oblaciones de FMDV bajo el equilibrid mutacién-
seleccién . 'sigue una diStribucién log-Normal. Ese resultado puede ser la
consecuencna de los multiples . factores celulares que determlnan, de manera
multlphcatlva, Ia cantlaad de partfculas a que el virus puede dar lugar. Sin
embargo, en ese sistema experimental dichos f_actpres celulares no_ podian ser
A' diécernidos de los propios efectos muf_cacibnales." Por el -'pohtrario, nuestros -
resultados.permiteh atribuir el pa'trén log-Normal a las mutaciones introducidas
“en el genoma viral. " LOS'virus de RNA se caracterizaﬁ por tener genomas
'extremadamente compactos, de manera que una regién genémlca dada puede
tener multiples funciones, no s6lo como mero soporte de Ia mformacnén.
genética, sino también como elemento regulador (revisado en Novella, 2003).

A la hora caracterizar el efecto dé las mutaciones delétéreas previamente
descritas, la distribucién Exponencial es la mé&s adecuada de acuérdo' con
nuestros resultados, auriqu'e seguida de cerca por la Gamma. Esta familia de
distribuciones. es la que maés habitualmenté ha sido pro'puesta para describir los
* efectos mutacionales en los diferentes sistemas biol6gicos estudiados, como
hemos mencionado. Adem4s, la ‘distribucién Gamma ha sido utilizada como
modelo de la variacién en las fasa's de sustitucién por codén a lo largo de los
genomas en virus’ de RNA (Yang et é/., 2000; Fal;es y Holmes, 2002). Esta .
fo'rmabide' distribucién, en la que las mutaciones de pequ_eﬁb efecto son més
frecuentes que .en'elt caso de la log-Normal, puede ser una (mnéécuehci'a de la
accién de la seleccién negatiVé, simblemente porque la eficiencia de é.sta para‘
eliminar las mutaciones deletéreas de la poblacuén serd mayor cuanto mayor‘

sea el efecto de dichas mutacuones
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Efectos deletéreos y mutaclones prewamente descrltas

Aunque como era de esperar, tanto el efecto mutamonal medio como la
prbpormén de Ietales difiere' entre el grupo de mutaciones aleatorlas Yy
prevnamente descritas, Ilama la atencién que eI efecto promedlo de estas
ultimas. sea deletéreo, mcluso con algunos casos de efecto letal. En realldad
esto no es de extrafiar para aquellas mutaciones descritas en clones
mole'cularés'aislados, ya que cualquier 'pdblacién se encueh_tra en un equilibrid
_.dindmico entre la entrada de nuevos variantes deleféreos por mutacién_‘yv su
salida debido a la accién de la seleccién purificadbvr'a. Ademas, algunas de esas
.mutaciones podrian haber permahecidor ocultas a la seleccién por,rﬁedio de la -
-.complementacién génética, siempre que'_la mﬁltipli‘éidad de infeccibén‘ fuera lo
béstante elevada para permitif este fenémeno (Schubert 'et a/.;‘1984; ‘Wilke y
NoVeiIaV, 2003). Sin embargo,vgran parté de los cambios que hemds infroddcido
no fueron descritos en clones sino en secuencias consenso de poblaciones.
" : Novella et al. (1999) secuenciaron la mitad 3" del genoma consenso' de
, poblacnones de VSV . evolucionadas tanto en células de mamifero como de
‘insecto, encontrando un total de’ 13 sustituciones nucleotfdlcas dos de las:
cuales aparecieron en mas de una ocasién de manera mdependlente en lineas
evolutlvas sometidas a amblentes dlferentes Es interesante resefiar que ambos
camblos han resultado ser beneflcmsos al ser recreados en nuestro sistema
experlment‘al (P120A y L123W, ambos en el_gen M) y son por lo tanto buenos
candidatos a mutaciones de efecto venfajoso generalista. En todas las lineas
del mencionado experimento hemos encontrado’ al menos un cambio de efecto
benef:cuoso pero por otro lado, todas ellas contlenen al menos una mutacuén'
que muestra un efecto deletéreo en nuestro SIstema experlmental Estas
ultlmas podrian haber su_do‘ arrqstradas hasta la fuamén al encontrarse en el
misr:n'orgenotipo dOndeivse ‘produj'o la mutacié'n be'neficiosa, en un fenémenoﬁ
descrlto en poblacwnes asexuales como autostop genétlco (Maynard Smlth \%
Halgh 1974; Snlegowskl et al., 1997) .

Cuevas et al. (2002) encontraron 25 mutamones en secuencuas consenso .
‘.'de 21 lineas mdependlentes de evolucién de. VSV muchas de las cuales
ocurrieron recurrentemente en dlferentes: lineas. Todas Ias‘ poblacnones fueron
,adaptadés al mismo tibd_ célular en él que hemos trabajado y mostraron
ganancia neta en eficacia biolégica durante ei perfodo de evolucién. En al

menos cuatro de esas poblaciones, todas las sustituciones halladas han
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mostrado un efecto deletéreo al ser introducidas -en nuestro sistema
experimental e incluso una de ellas es, al parece'r,_ Ietal. Esta aparente -
.diécrepancia de resulfados_ puede ser debida a la existencia de fuertes
epistasias e interécciones genotipo-ambiente (Elena y de Visser, 2603). Sin
embargo, no se pu‘ede descartar que sea fruto de errores experimentales. - .

: ,El'hallazgd de las mencionadas discrepancias nos lleva a considerar una
situéciéh hasta ahora pasada por alto. Cabria Ia'p.osibilidéd de que durante la
mutagénésis dirigi;da, la DNA polimerasa haya cometido errorés ’indeseadps.' La
bprobabilidad d'e qhe_esto ocurra puede ser estirhadé modi’ficando la ecuacién 42
como ' v | , |
m=plog2s, S B

donde m es la frecuencia de mutaciones, u l_a tasa de error por sitio
-.nucleot'fdico y evento de replicacién 'yrc el namero de ciclos de arﬁplificaciéh.
La tasa de error de la DNA polimerasa Pfu ests alrededor de 10‘6,-"cl:ambi‘os por
- ciclo de PCR y nucleétido (Bracho et al., 1998; André et al., 1997; Cline et al.,
1996; Lundberg et al., 1991), mientras .que el valor de ¢ en nuestros
' expeiiméntos de :mutagénesis es de 18 'ciclos, por lo: 'qug tenemos
m=10‘6xI692‘° es decir, ‘una frecuencia en »el' plésmido amplificado de
1 .25x10’5~6ambios por nucleétido \ bbr taﬁtp, de 0.14 cambios.pof‘ genoma..
'Esfo significa que el 87% dekl'o‘s mutanteis,serén efectivaménte»- simples,
mientras que el 13% restante bodrfan contene.r: al ménos un cambio indeseado.
Evfdéntementé, seljn’a apropiado descartar estos.altilﬁos_, pero ello implicar'fa‘
secuenciar la totalidad de los 91 cDNAs generados, lo cual hubiera desbordado
nuestros objefivos experimentales. Nuestros r'es:ultad‘os' (Tabla 3) sip tener en
_cuenta este inconvenienté rendian una ‘proporcién de- letales éntre -.Ias
mutaciones previamente desc’:fitas del »11.6%, valor.muy cercano al porcentaje
dé genotipos que podrian ‘incorporar un cambio indeseado.” Asf pue_s,_,éerfé
pru’denfe r'eemplazar dicha estimacién‘bor el intervalo_O-_12_% para los cambios

' preyiémente descritos y 27-40% para las mutaciones aleatorias.
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CONSECUENCIAS EVOLUTIVAS DE LAS MUTACIONES DELETEREAS

Carga genética' de las poblaciones - »
| - Uno de los resultados clasicos de la Genétlca de Poblaciones es que, en el‘
equ1l|br|o mutacnén seleccién la carga genétlca es mdependlente del coeflcuente
de seleccné_n en contra de las mutaciones deletéreas y de’pende»unlcamente de
la tasa de mutacién genénﬁica tal y como ilustra la ecuacién & '(Hald'ane,’ 1937;',
 Kimura y Maruyama, 1966). Utlllzando nuestra estlmacuﬁn de tasa de mutacuénn'
genémlca por generacnén U=0.138, obtenemos un valor esperado para la .
eflcacm media de la poblacnén de E(W)—O.$71, es decir que la mutacién
representa un lastre genético de aproximadamenfe 13% de la eficacia. Si en
vez de nuestra estimacién utilizamo's Ia probu_esta por Drake y Holland (1999)
(del orden de ‘rhagnit‘ud de la obtenida por Elen_a'y Moya (1999) a partir de
: datos dé' éxperimeﬁtos.'de acumulacién de muta_ciones); U=1.11, entonces
obtenemos E(W) =0. 330‘ eé deéir que la rﬁutacién supone un lastre genético de
‘ aproxnmadamente 67% de la eficacia. Una clara discrepancia existe. entre estas |
dos est:macnones - _
Cuando dejan de ignorarse las . mutac10nes recurrentes, el valor del
| coeficiente de seleccién influye tamblén_ en Ia -eficacia poblacuonal en el
équi_libﬁo (Schuster y Swetina, 1 988). Utilizando’ Ia_s-expresiohe.s de Krakauer y
Plotkin (2002) y nuestras éstimaciones de la media del coaficiente de aeleccién '
7(sH=-O.304) y de la tasa de mu_tacién, se obtiene que en la pobiacién»en ‘
, _eqailibrio hay promédio 0.454 mutaciones por individuo y que la eficacia media
de ésta vale E(W) -—’-0.é58'.“ Siv en vez de. nueSfra estimac'iéri de la tasa de
~mutacién utilizamos ia‘ propdrqiohada por Drake y Holland (1999), se obtierge
que evl'namero promedio de rﬁutaciones pbr individuo ea 3.650 y que la eficacia
media- de la poblacién se reduce hasta E.(W)=0.080.“Esto's resultados son
relativamente robustos a la presencia de epistasia (Krakauer'y PIOtkin, 2002). _
- Estos célculos i.ndican q“ue ‘ignorar‘ las mutaciones. récurrenté’s conduce a
grandes sobreestimacianes de un parémet_ro tan esencial en Genética de |
" Poblaciones como la _eficacia media | poblacional. Si qui_siéramo‘s‘_ calcular
mediante las expresiones de Krakauer y Plotkin (2002) la eficacia media de una ‘
poblacién con un Valor relativamente pequefo del coeficiente de seleccion

(s=0.012, Tabla 10) y la tasa de mutacién genémica que hemos estimado en

103



VSV obtendrfamos £(W)=0.010, mientras que la estimacion cIésnca obtenida

medlante la ecuacién 5 serfa, como hemos. visto, E(W) 0.871. Si por otro

lado, qu1s1éramos obtener la~ef|caCIa_ media esa misma poblacién utilizando un
' valor re'Iativamente bajo de la tasa de mutaci6n (U=0.0025, Tabla 1) y el
coeficiente. de seleccién que hemos estimado para VSV, 'obfendrfémos
‘E(W)=O.3'0_3 mientras que la estimacién clésica seria £(W)=0.997. En otras
~ palabras, Iar aproximacién clésica de la Genética de IsoblacioneS', qﬁe ignora las
mutaciones reburféntes, deja de ser vdlida, 'no’.vsélo cuando las' tasas de
mutacién son elevadas, sino también cuando los coeficientes de seleccién son
altos. o . | - - '
| - Parece poco verbsfmil que .Ia tasa de mutacién en VSV sea tan elevada

como proponen Drake y Holland (1999), ya que ello conlleva una reducmén de . -
la eflcacua en térmmos de lastre genétlco de més del triple respecto aI valor '

obtenldo a partir de nuestra estlmamén de la tasa de mutacion. Hay que
<men(:|onar que en sus célculos, Drake y Holland asumieron un modo de
rephcacnén linea! el cual, como hemos demostrado mediante el ajuste de los
datos de las pruébas de Luria-Delbriick a la 'diétribucién Poisson, no est4
* justificado. Precisamente, esta asuncién produce una sobreestimacién de las.
tasas de mutacién. Por otro'lado, recordemos que aunquella.'estimacién de la
tasa de mutacién por evento de replicacién Ut'ilizando el método de la clase nula
| es insesgado, ‘a .Ia hora de expresarla en genera,éiones', hemos -tenido que
asumir que no hay més que "dos eventos de 'replicacién. pbr individuo y
generacion (feplicacién lineal), lo qpe'éubestimalnuestro valor de la tasa de
‘mutacién. Finalmente, existe una fuente de incertidunjbre adicional tanto en’
nuestra estimacién ‘como “en Ia__de'f'Drake y'H'oIland, yé que - no puede
.des,c_artarhsé que ademés _'de‘las seis sustitucio_nes décritas (Holland 'et_ al.,
1991)‘, otras mutaciones confieran el fenotipo de re'sisténc_ia-'al anticuerpo

. monocional empleado.

Umbral de error _

' El umbral de error es un concepto mtroducndo por Ia teorfa de las
cuasmspecues (Elgen et al 1988) Impone un Ifmlte superior al nimero de
"mutamones que una poblacién puede mcorporar por genoma sin que se
produzca la corrupcién del mensaje codlflcado (Schuster, 1986; Nilsson y

Snoad, 2000), de manera que predice que la tasa de error méxma soportable
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es inversamente. proporcional a la ‘Ic-)rngitud del genoma. Utilizando la ecuacidn.
-8, _bodemos obtener una estimacién de la tasa- de mutacién a la cual VSV
'en:traria en catéstrofe de error El valor de la éuperi'oridéd de la secue‘ncia
: maestra sobre su nube de mutantes (cro) para los mutantes snmples aleatorios,
de acuerdo con Ia ecuacion: 9 seria cra 1.533, con lo cual la tasa méxnma de
'mutaCIén por genoma Yy generacnén seria U,,,=0.427. Sin embargo, puede'
objetarse que no estamos teniendo en cuenta Ia frecuencia en la poblacuén de
“los diferentes mutantes, la cual dependeré de su eficacia. chha frecuenma
puede estimarse en el equullbrlo,mutamon seIeccuSn, donde el ndmero de
mufa_ciones por individuo se distribuye de acuerdo con una. Poisson de
parémetrb 'U/sv,,, (Kimura y Maruyama, 1966) con lo que la frchencié en la

_poblécién de mutantes simples vendra dada por la expresion

p, =Ue"/* [s,, . o A (53)
Mutaciones por o - IR ‘
genaﬁa fn) W,. S o . , Uwf.
v 0696 = 0.366 .~ 0.584
2 0484  0.166 '~ 0.636
3 '0.337  0.050 , 0.676 -
4 0.235 - 0011 © 0.690
5 - 0.163 0.002 0.693
6 0114 . 3x10*  0.693
7. 0.079 o ax10% 0.694
8

0056  5x10° 0.694

Tabla 11. Eficacia biol6gica multiplicativa (W,) y frecuéncia de los individuos en
la poblacién (p,) funcién del nimero de mutaciones por genoma. Se muestra
finalmente la estimacién de la tasa de mutacion méaxima (Unax) cuanto se tiene
_en cuenta los genotlpos portadores de una hasta n mutaciones.

Una vez hecha esta correccuén, el valor estlmado de la superlorldad de la
secuencia maestra es- 0,=1.79% y el limite de error queda en U,.,=0. 584 No
obstante, aun puede objeta_rse que no se han tenido en cuenta los mutantes

miltiples para realizar los célculos. Si asumimos ausencia de epistasia, la
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eficacia bromedio de los _genotibbs 'po‘rtadOres de n»mutapionés puede déducirse
- de la eficacia prdmed-io de ‘los mutantes Simples " mediante el modelo
. mulﬁplicativd (ecuacién 21) y $u,frecuencia en la poblaci_cﬁn se obtiene de la .
"_.’ distribucién Poisson comd.' : , o . )
Pu=et U/ sy)" /n' e ey
" Puede aprecnarse en Ia Tabla 11 que no es necesario ir més alla de n=4, |

ya que Ias estlmacmnes del umbral de error convergen répldamente, pudiéndose
decnr que la tasa de mutacién méxima por genoma y generacnén es U, =0.7.
| Notemos que el valor de Drake \Y rlolland (1999),VU 1.11, estéd por
encima de esta estlmacuﬁn del umbrai de error, mlentras que la inferida a parti’rAv
~de nuestros experimentos es tan sélo cinco vecés menor que el hmbrél de error
estimado. Aplicando mutagenos qu.fmicos tanto é_\./S\'/_cbm‘o_a FMDV, Hol_iahd
et al.‘ (1990) observaron que uﬁ aumento de dos veces eh la frecuencia de
mutantes conllevaba una reduccién del porcentaje de virus viables de mas del
| 90%, apuntando a la posibilidad dé que los virus de RNA repliquen cerca del
umbral de error. En bacterias genéralmente puede aumentérSe la frecuencia de
I'mutac16n varios érdenes (genotlpos mutadores) de magnltud sin producw
necesanamente un dafio excesivo (Goodman y Fygenson, 1998) No obstante,
~también existen evudenmas de cepas mutadoras con graves defectos .
funmonales (Funchain et al., 2000). Independlentgment,e de que los genqmas
repljduen o no cerca del umbfai de error, mirando la ‘ecuaci6n 8. puede
entenderse que el valor de éste ultimo depend_e del- valor promédio de los
coeficientes de seleccion. Como éonsecuencia,~ puede sdponerse_ que. la escasa
' robustez genética de los virus de RNA le.s. permitirfa folérar una ‘tasa: de-

mutacién superior a la de s'is_tejn'as biol6gicos méas domplejos V' robustos.

Tasa de mutaci6n 6pt|ma .

De manera habltual se argumenta que las altas tasa de mutacnén permlten
a los virus de RNA un? mayor capa_clda_d adaptatlva (Hol]and et a/.,-1982,
- Novella et a/. 1995; bomingo y Holland, 1997; Domingo, .2000)".‘Sin embargo,
esta hipéte_sis carece de evidencia 'éxperimentél asu favdr--y por otro lylédo, su
fundamento evolutivo es dudoso. Es cierto que a mayor tasa de mutacién'y a
mayor tamano poblacional efectivo, mayor nimero de mutaciones adapfativas"

se generan. Sin embargo, al mismo tiempo, las poblaciones que aumenten su
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tasa de mutacion sufrirdn un descenso en eficacia debido al aumento de la
carga genética. Teniendo en cuenta estos dos factores contrapuestos, se llega
a una tasa de optima de mutacidén que permite maximizar la tasa de adaptacion
(Figura 21), cuyo valor en poblaciones asexuales es igual a la media armodnica
del los coeficientes de seleccion en contra de las mutaciones deletéreas (Orr,
2000). A partir de nuestros resultados con las mutaciones simples aleatorias,
podemos estimar sH=-0.304, por lo que UOPT- 0.304. Si tal y como hemos
sugerido previamente, corregimos a la baja la proporciéon de cambios letales y
consideramos que éstos representan el 25% del total, obtendriamos
UCGPT= 0.267. Estos valores son bastante cercanos a nuestra medida directa de

la tasa de mutacién, (7=0.138.
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Tasa de mutacion

Figura 21. Tasa de adaptacion predicha por las ecuaciones de Orr
(2000) en funcion de la tasa de mutacion para tres valores del
coeficiente de seleccion en contra de las mutaciones deletéreas.
N= 103 :.=0.07,..=0.01.

A la vista de los resultados, parece légico sugerir que la seleccién natural

ha optimizado la tasa de mutacion de VSV. Habitualmente, se argumenta que
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"Ias altas tasas de mutacién‘ tipicas de los virus de RNA sdn consecuencia de la
carencia de mecanismosvde prueba de lectura. Eh efecto, esté generalmente‘
acéptado que, a di,fere'ncia_fde]a mayor(a de. lég DNA -polimerasés, las RNA
polir.neraSas;viraIes no pbseen'actividad 3 “-exonucleasa (Steinhauer et -al.,
1'992) ni la posibilidad de reparar mutaciones mﬂediante edicién ‘post-replicativa,
lo que conlleva que-los'virué‘ de RNA tengan unas tasas de mutacién al menos
dos 6rdenés de magnitud mayores que los dé la mayoria de sistemas biolégicos
A basados en el DNA (Drake et al.,‘ 1998). Sin embargo, estas caracteristicas no -
deb‘en entenderse como la consecuencia de restricciones'bioquf_micas, ya que
existen mﬁ‘ltiples' evidencias experimentales recientes de que en determinadas
condiciones, la seleccién natural puede favorecer RNA polimerasas con una
mayor fidelidad replicativa. Pfeiffer y Kirkegaard (2003) han demostrado que el
poliovirus de tipo 1 es capaz de generar resistencia a la ribavirina multiplicando
por tres la fidelidad de su rephcacuén, mediante una Cmica sustifucién
aminoacidica en el gen de su RNA polimerasa. La tasa de mutacién del virus de
la fiebre amarilla parece ser de 2x10-7 sustituciones por sitio nucleotidico y
‘evento de replicacién (Pugachev et al., 2004), aunque esos datos deberfan-ser
' iomados con mucha cautela, dado que el método qu.é se usé para obtener-éS»ta
' estima.es altamente indirecto, basado en pocoé datos y sensible a la seleccién.
En HIV-1, se han descrito numerosas mutaciones puntuales capaces de
modificar la ﬁdélid_ad de la transcriptasa reversa (Bakhanashvili et al., 1996;
.Wisniewski et al., 1999; Lewis et al., 1999; Boyer y Hughes 2000) En DNA
pohmerasas, la fidelidad de la- rephcacuén estd gobernada por un compromlso
entre velqmdad de replicacién y fidelidad, en forma de un balance entre I.as
actividades 5'-polimerasa y 3’—exonulqlea'sa (Goodman vy Fygenson, 1998). En |
V‘ virus de RNA ét’m nd se ha explbradb la relacién entre fidelidéd y velocidad de la
repllcamén Puesto que no eX|ste actividad 3'-exonucleasa, es razonable
suponer que la fidelidad pueda ser dependlente de la constante de
'polnmernzacnén Esta reIacuén es la predlcha por la hlpéteSlS de la prueba de
Iectura cunétlca (Hopfleld 1974), la cual ha demostrado ser vélida en procesos
- como la traducqlén (Ruusala et al., 1982), la transduccién de sefiales celulares
(McKeithan; 19'95_)vo> el mecanismo de accién de los enzimas implicados en el
plegado -del .DNA (Yan ét al.,‘. 1999). Asi pues, existe suficiente evidencia
experimental para postular que la escasa fidelidad de las 'RNA polimerasas

virales no debe entenderse como algo inevitable, sino como una carécter al
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menos parcialrﬁente optimizable, siendo la anti-robustez genética de los virus de -
'RNA la causa de que éus tasas de mutacién éptimas sean maYoreS'qua las de'
otros sistemas biolégicos (Figura 21). | | .

La prediccién de Orr (2000) acerca de Ia tasa éptlma de mutacién es
vélida para diferentes_distribuciones de efectos mutacionales y robusta a la
presencia de interferencia clonal. Sir‘y'embargo,_ se’ asienta_sobre el supuesto de>
que el efecto de las mutaciones beneficiosas es'éiempre menor que el de las
mutacuones deletéreas, de manera que un camblo benef:cnoso s6lo . podré
prollferar en la poblacnén si ha aparecido en un genotipo libre de’ mutacnones
deletéreas. Nuestros datos apoyan la validez de _esta suposmlé_n, ya que el -
coeficiente de selebciﬁn medio de las mufaciones beneficiosas es 0. 092i0 034
mientras que el de las deletéreas es -0.66610.059, mclundas Ias letales En el

caso de que Ios cambios ventajosos tuvieran un efecto més fuerte que los
| deletéreos, 'se producirfa el fenémeno del autostop genético (Maynard-Smith y
Haigh, 1974). Este efecto conllevarfa qué la ‘tasa de mutacién éptima faera
mayor que la predlcha por orr, pudlendo genotlpos mutadores alcanzar altas
frecuencias en la poblacnén (Sniegowski et a/ 1997; Taddei etal., 1997) Este
“aumento de la tasa 6ptima de mutacién tamblén podrfa producirse si, como -
hemos sugendo prevuamente, exustlera un coste de la fidelidad repllcatwa

{(Johnson, 1999).

Trmquete de Muller '

En presencla de cuellos de botella poblacmnales, la seIeccnén queda
.mlnlmlzada frente a la accién de la derlva genética; y Ias mutaCIones deletéreas_
se fijan en la poblacuc’m con la consecuente pérdlda de eficacia bloléglca Como
ya hemos comentado, los virus de RNA son espemalmente sensibles aI trinquete
de Muller. El ritmo al que Ias mutaciones deletéreas se fijan en Ia poblacién
crece conforme la tasa de mutacu’)n aumenta, lo que expllca en parte esta“

propledad Pero ademés, el tamano poblacuonal critico a _partir del cual la

frecuenma de mutaciones beneficiosas es mcapaz de frenar el avance del

trlnquete depende del efecto de las mutaciones deletéreas y de la dlstrlbumén”
de estos efectos (Whltlock 2000) La relacién entre Ia robustez genética y la
pérdida de eficacia debida a la accién del trinquete no es sencilla. Por un Iado,
cuanto menores saan los coeficientes de seleccién, mayor nimero de

mutaciones podrdn acumularse pero por otro lado, también serd menor la caida
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de eficacia por cada mutacién fijada. Por ello, la pérdida de eficacia es maxima
para un valor intermedio del efecto de las mutaciones (Felsenstein, 1974;
Gabriel et al., 1993; Lynch et al, 1993; Butcher, 1995). Como puede
apreciarse en la Figura 22, existe un primer tramo en el que la robustez
individual, medida como coeficiente de seleccién, determina la robustez
poblacional al trinquete. Sin embargo, a partir de un valor critico, la tasa de
pérdida de eficacia decrece al aumentar el coeficiente de seleccién en contra de
las mutaciones deletéreas, por lo que se establece un conflicto entre la robustez
individual y poblacional. Conforme el tamafio poblacional se reduce, el valor del
coeficiente de seleccion que maximiza la pérdida de eficacia aumenta. Por ello,
cuando los tamafos poblacionales sean muy reducidos, las poblaciones
formadas por individuos muy poco robustos, como es el caso de los virus de
RNA, sufriran con mas intensidad el efecto del trinquete que otros sistemas
individualmente mas robustos. Por el contrario, si los tamafios poblacionales son
algo mayores, seran las poblaciones con mayor robustez individual las que
perderan mas eficacia, aunque el ritmo de pérdida podria ser lo suficientemente

leve como para ser compensado por las mutaciones beneficiosas. Precisamente
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Figura 22. Tasa de pérdida de eficacia como consecuencia
del trinquete de Muller en funcién del coeficiente medio de
seleccion de las mutaciones deletéreas, para tres tamafos
poblacionales (modificada de Butcher, 1995).
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-es en condiciones de tamaﬁos p'oblacionales reducidos cuando mayor es la
" accién del trinquete, lo que explica que los v1rus de RNA muestren tasas de

pérdlda de eflcac1a tan altas.

MUTACIONES BENEFICIOSAS Y EVOLUCION ADAPTATIVA

Propbrcién de mutaciones beneficiosas- _
En raursendria‘ de i‘ntérferencia clonal,) la tasa de fijécién de mutaciones
beneficiosas .en una poblacién ase‘xual dependé linealmente de la proborcién de
:camblos benefncnosos En nuestros experimentos, parece que uno de cada 15
cambios’ aleatonos tlene ‘un coeficiente -.de - selecmén positivo, proporcién
inusualmente elevada _sn la comparamos con los valores hallados en otros
trabajos »y comﬁnfnente acéptados (Miralles et al., 41999' Imhof y Schlétterer, -
2001; Keightley y Lynch, 2003). Desde luego, la primera causa a Ia que se
puede atribuir esfe_ resultado es la imprecisién experimental. Obtener ‘un valor
medio del cbefit;iente de seleccién positivo "tras cinco réplicas no garantlza' en
‘absoluto que el valor real sea efectivamente positivo. Una vez aplicada la
'correspondiente—prUeba estadistica, tan sé6lo uno de los 48 mutantes muestra
una éficacia significativamente mayor due el silvestre. Este valor podrfa ser. Unay'
sUbestfma de la‘proporcién real, ya qué la potericia estadistica con cinco
répllcas no puede ser muy elevada mlentras que la magnltud del efecto puede
- ser |I|m|tadamente pequeiia. Por otro lado, tras aplicar 48 pruebas estadfstucas
.con una especn‘ncndad del 95%, es de esperar obtener més de un falso efecto
posmvo. Asi pues, tenemos un alto grado de |ncert|dumbre sobre la proporcién
real de efectos beneficiosos. ' v | ' ' |
TraS' crear 226 mutantes' de E. coli por insercién de "elementos -
transpombles Y utlllzando ensayos de competencia. parecndos a los nuestros,
Elena et al. (1998b) no encontraron ningdn caso de mutacién benefncuosa Esta 7"
_ duferenma puede deberse al tipo de mutacién introducida, pero también al grado . '
de 'adaptaéiéh'dél genotipd mutado. La proporcién de cambios ben'eficipsoé
debe depe_'nder lég-icamente de lo cerca que la poblacién dé halle de sd 6ptimo
adaptativo. Nuestro clon .infeccioso es una qﬁime’ra gvénética de las cepas San

Juan y Orsay eh la que ademas, ellextremo 57 del genoma proviene de una

particula defectiva interferente. Es por ello esperable que existan gran cantidad
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de vias para optimizar este genotipo, pudiendo esto explicar, en parte, la
existencia de algin cambio beneficioso entre los. 48 cambios aleatorios que

hemos introducido..

~ Tasas de adaptacién e interferencia clonal 7 _

" Enel experimento de recuperacién de Iav eficacia que herhos r'ealizado,' ésta
se ha multiplicado aproximadamente por seis a un tamafio poblacional efebtivo
~ de 2x10%, lo que equivale a unar tasa de aumento de 0.10 del logaritmo de la
eficacia por generacién, valor bastante mayor que el predicho por las
ecuaciones (14) y (15), que seria apro*imadamente de 0.0017. Esta
discrepancia puede ser debida a que el tamafio poblacibnal efectivo es adecuado
para mgdir la deriva genética y la probabilidad .‘de que una mutacién beneficiosa
‘aparezca en un fondo libre de mutaciones deletéreas, pero no la probabi.lidad de
aparicién de cambios beheficiosos. Para é_stimar esfé Gltima, podria ser mas

apropiado utilizar el tamafio poblacional real, cuya media geométrica esté

entorno a N=105. Con este valor y una proporcién de mutaciones beneficiosas

dé 1073, los valores observado y eéperado serfan m&s o menos coincidentes. Sin
;embargo,\cuando trabajamos con un tamaiio poblacionallefectiv'o de 2x10% la
tasa observada de aumento .para el Iogaritmo_ de la eficacia es apenas mayor
que _én el primer caso (0.11), mientras que su valor predicho por las ecuaciones

es aproximadamente 0.17. Si corrigiésemos el valor esperado usando el tamano

poblacuonal real, que en este caso vale N =~ 10° y una proporcuén de camblos .

| beneﬁc:osos de 10 3 la tasa esperada seria de 0 33.

A pesar de la mexactltud de estas est_nmacnones, parece claro que la tasa

de adaptacién observada no aumenta proporcionalmente al tamafio poblacional,

lo cual es un indicio de la presencia de interfefencia clonal. Aplicando la

ecuacion 17 (Wilke, 2004) a nuestros datos experimentales, la interferencia
: clonal deberfa ser notable a partir de N ~ 102 si asumimos una propormén de
camblos benehcnosos de 1/50y N= 103 si asumimos una proporcnén de 1073, lo
que indica que en efecto, esperamos que la |nterferen0|a clonal - pueda haber

entrado en Juego

Efectos beneficiosos y mutaciones fijadas
La distribucién empirica de efectos beneficiosos es una incégnita en casi la

totalidad de sistemas biolégicos, debido a lo escaso de estos cambios. De
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manera tedrica 'y baséndose en que los efectds beneficios.os son los casos
extremos de una distribucién cualquiera de efectos mutacionales, Gillespie
(1983) y Orr (2003) predueron que la dlstnbumén de efectos beneficiosos
deberia ser exponenc1a| Hasta ahora, sélo Bull et al. (2000) han- estudlado
dlrectamente el efecto de las mutacmnes benef:cnosas Para ello alslaron clones
de ¢X1 74 (bacteriéfago de DNA) resistentes a altas temperaturas Yy encontraron
tres mutaciones de efecto ‘extremo, con un coeficiente de selecci6n (W—1) entre
s=4 y s=13. Estos resultados demuestran la existencia de mutaciones de gran
efecto en este fago, aunque no permlten hacer inferencias sobre la frecuencia
de éstos ni su dlstrlbuc16n Nuestros datos apuntan a que una funcién de
'probabllldad Exponencnal o Gamma podrian ser modelos adecuados en VsV, '
aunque eI resultado no es concluyente debido al e.sc.aso tamaﬁo de la muestra,
_E'I coeficiente de seleccién medio de las mutaciones con efecto beneficioso est4
entorno a s=0. 1 . | |

_ La distribucién de efectos fijados en Ia poblamén puede deducirse de la
distribucién de efectos mutacionales. S| la pnmera es una Exponenmal y la
probabilidad de que una mutacién beneficiosa sobreviva a la ‘deriva es
proporcional a su’ coeficiente de seIeccuén, entonces los efectos de Ias
mutacnones que no se pierden por deriva saguen una Gamma con un valor medlo
~ mayor que la Exponencial (Orr, 2002). A su vez, la interferencia clonal hara que'
s6lo la mejor de eatas mutaciones se fije, de manera que la distribucién de los
efectos fijados tendra forma de campana y un valor esperado aln ma'ybr (Rozen
et a/ 2002) Esta prediccién ha sido corroborada expenmentalmente
 propagando 30 lineas de E coli durante 400 generacnones, durante las. cuales
pudleron identificarse un total de mas de 30 eventos de fuacnén Eil efecto
‘promedio de estos camblos estaba entorno as=0.1yla distribucién de efectos
era concordante con la teoria (Rozen et al., 2002) Aunque en un momento
dado del proceso de adaptac16n la distribucién de efectos fuados sea
acampanada, ésta seré aproximadamente exponencial a Ia'largo de un proceso
‘ completb de,‘adaptacién, ya que qanf’orme.lavpoblacién de acerca al’ 6ptimo‘
adaptativo, los cambios b_eneficiosos iran teniendo un efecto cada vez menor
(Orr, 1998). A favor de esta prediccién estan los resultados obtenidos por

Imhof y Schidtterer (2001), quie.nés propagaron 10 lineas paralelas durante

aproximadamente 1000 generaciones e identificaron un total de 66 eventos

adaptativos. En nuestros experimentos, la distribucién de efectos beneficiosos
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previamente descritos puede interpretarse co'mo un rﬁﬁestréo de los efectos
fijados a lo largo de diferentes procesos de evolucién (aunque 3/11 mutaciones
fueron aisladas de clones). El coeficiente de seleccién medio de éstas ests
entorno a s=0.3, valor mayor que el de las mutaciones aleatorias tal y como
predice la teorfa y ademds, su distribucién es comp'atible con un modelo

exponencial.

EFECTOS EPISTATICOS

Génesis de la épistasia 7

Existen diversos mecanismos subyacenfes ala épistasia }medida(sobre la
eficacia biolégica como la desviacién del modelo de efectos independientes.
Primeramente, el efecto de una mutacién sobre la funciéh 'ehiimética o
estructural de una profefna no tiene porqué ser proporcional a su efecto medido
sobre el caracter estudiado, como se ha comprobado estudiando los genes /acZ
y lacY de E. coli (Dykhmzen, 1987), abriendo aS| la posibilidad a los ‘efectos no
multlpllcatlvos de las mutaciones. Ademas, la mteracmén bloqufmlca que existe
~ entre distintos enznmas‘ por pertenecer a una misma ruta o a rutas relacionadas
se traduce en una interaccién entre los efectos de las mutaciones en los genes
correspondientes (Keightley, 1989). De hecho, a nivel biodufmico,l la eficacia
..biblégica v‘iene determinada por el fluj‘o de producto que se esiabléce en una
‘determinada ruta. Cuando se mutan los enzimas implica'&os, un efecto
multiplicativo sobre la energla “de wunién entre enzima y sustrato puede
traducnrse en una modrhcacnén no'proporcmnal de la actividad enzimética, que a
su vez tampoco se traducird proporcionalmente sobre el flujo de producto
(Szathméry,1993). Cuando se trate de rﬁutaciones en un mismo enzima, se
espera que 'mayoritariamente, su efecto nocivo se transmita de manera
smérglca sobre el ﬂu;o producnendo una eplstasm negatlva Sin embargo, este
patr6n no aparece en nuestros datos cuando restrmglmos el anéhS|s del efecto
eplstétlco a los casos en que hemos mtroducndo dos mutaciones en uno de Ios
genes Pol. Cuaﬁdo se trata de mutaciones sobre enzimas distintos, el ﬁpd de
epistasia esperado depende del tipo de seleccién que se ejerce sobre la ruta
bioquimica, como veremos después.

La existencia de epistasia sobre la eficacia no implica necesariamente la

presencia de un nexo bioquimico entre los /oci implicados. Aunque los efectos
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de los cambios genéticos sean independientes, la epistasia puede surgir como:_
consecuencia de la selecci6én. Por ejemplo, en ej caso de que los aleldsr de varios
- genes contribuyén éditi,vamente al valor de un carécter'spmetido a seleccién
estabilizadora, el paso a un alelo nulo en un gen.podré verse éompénsa’do por la
activacion de otro de los genes implicados [revisado por Fenster et al.v (1997) y
Whitlock et al. (2003)]. Ademds, efectos multiplicativos sobre la eficacia en
ausencia de competencia puéden acabar siendo epist4ticos en presencia de
cbmpete_ncia. Notablemente, la epistasia négativa puede aparecer cuando la
lucha por los recursos’ limitados ocdrr'e en pequeﬁog grupos (Peck y Waxman,\'
2000). Finalmente, de manera general, dado que puede suponerse la existencia
de un valor maximo y minimo de eficacia biol6gica a los que denominamos pico
adaptativo y genotipo letal respectivamente, es de esperar que _l'as mutacionés-
beneficiosas tiendan a mostrar epistasia negativa, mientras que »Ias’ mutaciones
dNeIetékreas tiendan mostrar epistasia positiva. La epistasia negativa entre
mutaciones beheficio_sa‘s ha sido hallada tanto en el_l;écteriofago $X1 74 (Bull et
-al., .2000) como en nuestrd sistema experimental. Ademés, hemos encontrado ,
que, en efecto, la .epistasia entre mutaciones deletéreas_-es predominantemente

~_positiva.

Patrones de epistasia , _ ‘

Hasta hace poco, no podia llegarse a conclusiones generales acerca del
“signo de la epistasia, aunque parecfa que las interacciones negativas leves
predominaban en eucariotas mientras que los procariotas y los virus no
mostréban tendencia alguna. En 'todo caso, experimentos con organismos
digitales sugerian-que la epistasia deberia ser més abundante en I.os organismos'
complejos que en los Simp_les (Lenski et a/., 1999). Las ciéncia,s biomédicas se

haﬁ_ valido generalmente de técnicas como la mutagénesis dirigida para el
disevﬁ‘o de vacunas atenuadas, en las. que se introducen varios cambios,
generalmente deletéfeos, en la cepa salvaje. 'Burch et al. (2003) éprovechar,on
estos datos para lleva'r_ a cabo un anélisis de la epistasia en virus‘d_e RNA. Se
compilaron datos de 14 especies y muy diver_sas medidas de efi_cacia, como la
tasa de crecimiento, el titulo méximo en cultivo o in vivo, o la actividad
| enziméatica maxima. Sin embargo, no se encontré tendencia alguna haéia un tipo
~particular de epistasia y aunque pares concretos de mutaciones mostraron

epistasia, estos casos no fueron abundantes. Por el contario, nuestros datos
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7 de’muestran que al vménos en VSV, -éxisté una predominancia de la epistasia
positiva entre mutaciones deletéreas. Este resultado est4 en concordancia con
la evidencia mas reciente hallada en otros virus de RNA. Experimentos de
‘acumulacién de mutaciones en el bacteriofago ¢6 han. demostrado que la -
magni'tud'del coeficiente de seleccién decrece conforme el genotipo sobre el
cual se acumulan las mutaciones decrece en eficacia (Burch y Chao, 2004). Por
otro lado, la pérdida de infectividad del poliovirus 1 en presencia.de ribavirina se
asocia con la acumulacién de mutaciones vdebido al efecto mutagénico de ésta
.'(Cr‘otty et al.,'2601 ). Un reandlisis de 'estos datos (Burch y Chao, 2004) permite
boncluir que la caida del logaritmo de la eficacia no es proporcional al ndmero
de mutaciones ‘incorporadas, sino que existe un efecto epistatico positivo,
aunque nd estadisticamente 'significativ‘o. Bonhoeffer et a/. (2004) clonaron los
Age'ne‘s de la broteasa y la retrotranscriptasa de 9466 aislados de pacie:ntes
‘infectados con HIV-1, secuencia_roh cada.fragmento para conocer el nGmero de
‘mutaciones que cada genotipo tenia respecto al silvestre y midieron la eficacia
de los viru‘s~ recombinantes resultantes. La conclusién clara es que la epistasia
"entre mutaciones deletére;s en HIV-1 es predominantemente positiva. No
obstante, a este estudio cabe objetarle que'utilizaron como medida de eficacia
la cantidad de particulas producidas por célula, lo cual no es en realidad mas
que un componente de eficacia iigado ala _seléccién de tipp"k (Cuevas et al.,
2005). | ‘ |
Los experimentos con otros sistemas biolégicos‘ no son aun tan
. concluyer;tes. Creando lineas de Aspe’rgi/lusl niger con diferentes combinacionés
de mutaciones deletéreas conoéidas, de Visser et al. (1997) determinaron que,
aunque la epistasia es frecuente, no existe tendencia significativa hacia valores
. positivos o negativbs. Elena y Lenski (1997) generaron 225 genotipos de E. coli
porfadoreé de una, dos o tres mutaciones deletéreas y midieron su efi'éacié. La -
- relacién entre el nimero de mutacioneé y el logaritmo de la eficacia era lineal, lo
que" in‘dica que en' promedio, no hay desviaéién\del médelo mul_tiplicativo. Sin
. embargo, al medir la éficac_—ia en mutantes simplés y dobles tal y como hemos |
realizado' nosotros, observaron que la >epist'asia es frécuente aunque la
desviacién hacia valores positivos era parecida en magnitud y frecuencia a la
desviacién hacfa valores negativos. Utilizando la asimetria. de la distribucién de
lbs logaritmos de las eficacias en cruces del alga unicelular Ch/amydomonas
moewussii, de Visser et al. (1997) encontraron‘ una predominancia de epistasia
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negativa cuando el caracter de eficacia medido era la cabécidad de carga (K),
mientras que si el caracter. estudiado éra la tasa de crecimiento (r), parecfa no
héber desviacién del modelo- multiplicativo. Sin embargb, mientras que en el
caso de la capacidad de carga la medida correcta del Iogéritmo de la eficacia es,
en efecto, logK, en el caso de la tasa de crecimiento la medida correcta es r y
no logr como de Visser et al. emplearon.-Si ese error no 'se hubiera cometido,' es
posible que {a asimetrfa hubiera. sido sngnlflcatlva y se hublera detectado‘
epistasia negatlva Withlock y Bourget (2000) abordaron el tema usando un
conjunto de marcadores deletéreos en D. melanogaster. La productividad, que
es la corﬁbinéciéh de la fecuhdidad de las hembras y la supervivencia' de la
'pfogenie, mostré un patrén de ebifétasia fuertemente ‘negativa, mientras que el
componente de eficacia correspondiente al éxito reproductivo de los machos _no.
mostré tendencia alguna. En 'suma, puede afirmarse que con los datos
disponibles, los organismos de DNA se diferencian de los virus de RNA por no
mostrar eplstaS|a positiva, sino mas bien una aparente ‘ausencia de epistasia o'

una tendencia hacia la epistasia negatlya.

Epistasia y robustez genética

Puesto que la robdstez genética se define como la capacidad de mantener
la eficacia biolégica inalterada frente a la -mutacién,' es intuitivo decir.que la
epistasia positiva es un signo de robustez. Sin embargo, vamos a argumentér
que esta visién no se corresponde con la realidad. Pensemos primeramente en
la f'ormé-en que la eficacia cae en fqnciéh del ntimero de mutaciones deletéreas _
acumuladas. Si la curva es céncava, la epistasia es negativa _miéntras que si es
canexa la epistasia es positiva. En el primer caso, el silvestre, que. es el
:genotlpo de referencna para medir la robustez, tiene mayor capamdad para
‘tolerar los cambios genéticos que aquellos genotipos que ya han sido danados
por la mutacién. Por lo tanto, como esgrimen Burch y Chao (2004), puede
decirse que eX'iste un tamponamientq'del efecto de las mutaciones es decir,
" una robustez genéﬁca. Si_ por el contrario la curva es convexa y la episfasia es
positiva, el genotipo sobre el que estamos midiendo la robustez no estéd
tamponado y no es robusto.

A este razonamiento inicial hay que .afiadir qﬁe'_laveficacia biolégica de
los mutantes deletéreos estd comprendida ente los valores maximo (eficacia

igual al silvestre, W= 1) y minimo (genotipo letal, W=0). Es ineludible que todo
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genotipo silvestre pase de uno a otro extremo si se introduce un numero
creciente jlimitado de mutaciones. Para una eficacia de partida fija y un nimero
de mutaciones fijo tras el que un organismo alcanza la letalidad, la epistasia
entre esas mutaciones determinara el grado de robustez genética, tal y como
puede observarse en la Figura 23, siendo la epistasia negativa un caracter de
robustez y la epistasia positiva de anti-robustez. Podria sin embargo
argumentarse que el niumero de mutaciones tolerables puede ser a su vez
funcion de la epistasia. Esto es lo que pasaria si un genoma aumentase su
grado de redundancia. Como ejemplo sencillo podemos plantear el caso de la
duplicacién de un gen esencial, aunque el razonamiento deberia ser valido para
cualquier tipo de redundancia. Independientemente del efecto que la duplicacion
tenga sobre la eficacia biolégica, queda claro que el genoma ganara robustez
frente a las mutaciones que ocurran en el gen duplicado. Situandonos en el
caso ilustrativo de mutaciones que inactiven el gen, el genotipo ancestral sélo
tolerara un cambio, mientras que el que ha sufrido la duplicacién tolerara al
menos dos. La seleccidén sera en este caso de tipo truncado, que no es mas que

un caso extremo de epistasia negativa. Este ejemplo ilustra como la

W ik

Numero de mutaciones

Figura 23. Curvas de pérdida de eficacia
alternativas ante la acumulacion de
mutaciones deletéreas fijando la eficacia
inicial (cero mutaciones) y la final (n
mutaciones).
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redundancia y la robustez generan epistasia negativa y no positiva. Expresado
en otros términos, si un organismo no es redundante, cualquier estrés
mutacional tendra serios efectos adversos sobre las funciones clave del
metabolismo. Pero una vez danadas esas funciones, el estrés adicional tendra
efectos poco importantes (Elena y de Visser, 2003). Por el contrario, si las
funciones esenciales para el crecimiento son redundantes de manera que
pueden ser realizadas por varios caminos, entonces el organismo sera mas
robusto a la mutaciéon, pero los efectos anadidos tenderan a ser cada vez
mayores (Lyman et al., 1996).

La epistasia estd fuertemente relacionada con la geometria del espacio
fenotipico (Wagner et al., 1998; Wilke y Adami, 2001; You y Yin, 2002). A
priori, se podria esperar que la epistasia fuera independiente de los efectos de
las mutaciones simples. Sin embargo, si fijamos la condicién de que la suma de
todos los efectos mutaciones se mantenga constante (se denomina a esta
constante la constante de neutralidad del espacio genotipico), se deduce por

razones puramente geométricas que

Nimero de mutaciones

Figura 24. Curvas de pérdida de eficacia
hipotéticas ante la acumulacion de
mutaciones deletéreas de un genotipo anti-
robusto A y un genotipo robusto B
respetando la constante de neutralidad del
espacio genotipico.
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existe necesariamente un compromiso ente la epistasia y la robustez genética.
~ Si por ejemplo, en una regién del espacio loé efectos mutacionales son fuertes,
entonces conforme los cambios se acumulan y nos alejamos de dicha regién,
los efectos disminuirén y por lo tanto la epistasia sera positiva (Wilke y Adami,
2001). La correlacién negativa entre la robustez y la epistasia se ha observado
en el plegamiento de secuencias simuladas de RNA (Wilke y Adami, 2001), en’
organismos digitales (Wilke y Adami, 2001) y mediante mqtagéhesis sobre el
fago T7 in silico (You y Yin, 2002). Nuestros datos covnfirman lds reéultados de
‘todas estas simulaciones.’ 7 ' '
El modelo de Peck y Waxman (2000) y los resultados obtenidos por de
Visser et al. (1996) en Chlamydomonas sugieren que la epistasia negativa
ocurre bajo regimenes de seleccién de tipo K. De hecho, la teoria del flujo
metabdlico predice que, si la seleccién actia favoreciendo el maximo flujo, las -
mutaciones deletéreas sobre enzimas distintos mostrarén epistasia positiva
mientras que por el contrario, si la seleccién actia optimizando el flujo o la
homeostasis, entonces las mutaciones interacci.onarén ‘mediante epistasia
negativa. La primera situacién deberfa darse en organismos simples de rapida
tasa de reproduccién, pequefios genomas y escasds mecanismos de robustez
genética, mientras que la 'segu'ndva deberfa ser propia en organismos con rutas
metabdlicas complejas con mayor tamafno y robustez genémicos, en los que la
competencia favorezca en méximo aprovechamiento de los recursos. Esta
hipétesis explicarfa porqué los sistemas menos robustos, notablemente los virus
de RNA, muestran una preddminancia de ep.iStasia positiva mientras que los
sistemas mas complejos y robustos muestran ausencia de epistasia 0 una
~ epistasia negativa. Ademas, es esperable que los sistemas robustos paguén su
mayor capacidad de reproduccién ante la acumulacién de mutaciones con una
menor .tasa de reprodugc‘:i‘én en ausencia de éstés, restricciéﬁ que permite
‘mantener la constante de néutralidad del éSbacib_ genbtl'pico. La Figura 24

ilustra la relacién esperable entre tasa de repfodﬁccién, robustez y epistasia.

IMPLICACIONES EVOLUTIVAS DE LA EPISTASIA

Efecto sobre el trinquete de Muller ‘
En prihcipio, podria pensarse que la epistasia positiva, al ralentizar el ritmo

de pérdida de eficacia consecuencia de la acumulacién de mutaciones, conferirfa
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a las pobia;:iones una mayof robustez ante el trinquete de Muller. Pero una vez
'més, esto no es. asf. Como hemos visto, debe existir, para uh tamafio
poblacional dado, un valor del coeficiente de sele‘cc‘ién més alls del cual el
avance del trinquete se reduce, pudiéndose incluso detener (imaginemos el caso
extremo de la seleccién truncada) o verse contrarre;tado por las mutaciones
beneficiosas. En este sentido, la epistasia negativa contribuye a frenar el
trinquete de Muller (.Chérlesworth et al., 1993; Kondrashov, 1994; Butcher,
1995), mientras que su avance es més rapido con ebiétasia positiva (Butcher,
"1;995; Hansen y Wagner,‘ 2001). A su vez, el tamafio poblacional critico que
permite la supewivencia {(Whitlock, 2000) se vera previsiblemente aumentado
como consecuencia de las epistasias positivas, haciendo pues que la poblacién
sea mas suAs_ce_btibIe a la extincion. _

 El efecto de la epistasia sobre el trinquete de Muller pljede contribuir a
expliéaAr,' junto con otros factores como la tasa de mutacién, porqué los virus de
RNA sufren unas pérdidas tan acusadés de eficacia bajo un régimen poblacional
de cuellos de botella répetidos, observandose incluso la extincién de la
poblacién en algunos casos (Yuste et a/., 1999), mientras que organismos més
complejos como E coli o C. elegans sufren pérdidas de eficacia menores (Kibota
y Lynch, 1996; Keightley y Caballero, 1997). Sin embargo, carecemos auin de

evidencia expe'riniental que pérmita comprobar esta prediccién.

Evolucién compensatoria |

Tanto las reversiones como las mutaciones compensatorias pueden
- contribuir a.la ‘recuperacién de eficacia en virus de RNA (Novella, 2004a).
VCuando poblaciones de HIV-1 resisténtes al inhibidor de la proteasa evolucionan
en el laboratorio, se observa una ganénéia de 'eficaciva' parcialmente atribuible a
la reduccién del coste de la resistencia ‘medi.éht'e la fijécién de pequeiios
cambios compen_satorios y no pbr reversién de la mutacién de resisfencié. De
igual modo, po_blac_iones del bacteribfago ¢6 altamente adaptadas que han
‘sufrido la fijaciéon de un dnico cambib deletéreo recu'perah eficadia mediante la
fijacién-de. pequeios cambios, siendo la mayoria de estoé pequeﬁbs cahbios de
tipo compensatorio (Burch y Chao, 1999). A su vez, el anélisis de los cambios
genéticps ésociados a la recuperaciéon de la eficacia en poblaciones
experimentales de FMDV revel6 que existen muiltiples soluciones moleculares

compensatorias, aunque la reversion también tiene lugar (Escarmis et al.,
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1999). .En el ‘caso de VSV, hemos comprobado que la recuperacién de eficacia
sev produce también de manera preferente por compensacién, ya que sélo
hemos identificado 12 reversiones entre las 72 lineas de evolucién.

AEn primer lugar, hemos observado qﬁe la probabilidad de reversién
‘aumenta al incrementarse el tamaio poblacional. La reversién constituye el'
modo mé&s eficaz de recuperar eficacia, pero es menos probable en términos
mutacionales que la compensacién. Por ello es esperable'que la probabilidad de
que la evolucién se produzca por reversién se correlacione positivamente con el
‘tamafio poblacional y el tiempo de evol_ucién (Levin et al., 2000), lo cual
explicarfa ‘porqué Novella (2004a) encontr6 en VSV una proporcién de
reversiones muy superior a la que nosotros hemos observado. El fenémeno de
supercompensacion, pbr el cual la eficacia del genotipo compensado es rhayof
que las del ancestral_(Whitldck et al., 2003) serfa la excepcién a esta regla.
Aunque hemos observado que la eficacia de los génotipos de VSV tras la
evolucién és sistematicamente mayor que la del silveétre, esto es afribuible ala
- fijacibn de mutaciones de efecto beneficioso inespecifico. En segundo lugar,
nuestro sistema experimental permite contrastar la hip6tesis de Novella (2004a)
segun la cual aquelloé'genbtiboé con mayor nimero de mutaciones deletéreas
tenderfan a recuperér eficacia por reversién, mientras que aquelloé con un
menor numero de mutaciones tenderfan -a fijar " cambios compen_satdrios.
Nuestros datos no apoyan tal hip6tesis, puesto que en ambos tama)ﬁos
_poblacionales examinados, la frecuencia de reversiones erntvre los mutantes
simples no es menor que eﬁtre'los mutantes dobles.

La importancia relativa de la compensacién y la reversién en la
recupera’cién'_ de la eficacia biolégica ha sido explorada més alld de los virus de
RNA. En el bacteri6fago T7, la recuperacién de la eficacia tras la delecién del
gen de la Iigasa'se produce en su totalidad por cambios compensatorios (Rokyta
et al. 2002), resul.tado mas que previsible ya que la _probabilidad de reversién
ante una mutaci6n tan grande es realmente nula. M4s interesante es el caso del
experimento de Crill et a/.4(2000) con el bacteriofago ¢X174, donde se observé
que la recuperacién de la eficacia en un genotipo debilitado por la fijaéién de
tres susﬁtuciones puntuales se producfa preferentémente por reversiéon. En E.
co]i, se ha demostrado que el coste de la resisténcia a estreptomicina es
‘ compénsada por mutaciones secundarias y qué ademds, éstas son epistéticas

. : Y . .
con las propias mutaciones primarias de resistencia, de manera que la reversién
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de éstas ultimas pasa a ser deleférea en el nue\)o fondo genético (Schfag et al.‘,
1997). Estos i'esultados fueron generalizados por Moore et al. (2000) qui_enés,
tras introducir una serie de inserciones, siguieron el patrén de recuperacién de la
efic_acia, observando que la compensacién genética en E. coli es altamente
frecuente. De manera sehejante, éle\pas de Salmonella typhimurium resistentes
é» antibiéticos muestran inicialmente un fenotipo no virulento en ratén en
ausencia del ahtibiético, pero evolucionan de nuevo hacia la virulencia mediante
la fijacién de mutaciones compensatorias y no por reversién de la resistenéia
- (Bjorkman et al., 1998). En C. elegans, también se ha observado una rapida
recuperacion tra's la acumulacién de mutaciones deletéreas (Estes y Lynch,
2003), aunque en este caso no pudo dett_arminarse la fraccién de reversiones y
de cambios compensatofios. | |

- Con este conjunto de'iresultados en Ié'mano, parece claro. que salvo
excepciones, la recuperacion de la eficacia biolégica tras la acumulaciénde
mutaciones _se produce fundamentalmente . por la fijacibn de cambios
compensatorids \ qt'ie, por lo tanto, existe un alto grado de irreversibilidad en la
evolucién. Esto pone de ménifiesto que las epistasias no sélo son abundantes,
sino que tienen una fuerte influencia en la evolucién. Aunque el hecho de due la
adaptacién en estos casos proceda por pequefios pasos compensatorios
pfoporciona evidencia a favor del modelo georﬁétrico de Fisher (1930) vy el
modelo exponencial de Orr (1998), la exist_éncia misma de los cambios
éompénsatorios da una grah validez al modelo de paisajes adaptativos rugosos
d'e Wright (1982). Asi pues,’ parece que la éonjuncién de deriva g‘enética,
seleccién y epistasia bérmite explicar en parte la diversificacion ‘de Aas

poblaciones a al vez que el mantenimiento de las contingencias histéricas.

Sidno de la episfasia y adaptacién ,

Nuestros resultados apuntan claramente hacia una epistasia negativa entre
las mutacnones beneflmosas, en concordancua con las observacuones de Bull et
al. (2002) en ¢$X174. Este fenémeno puede ser atribuido a la existencia de un
techo adaptativE) a pocos pasos mutacionales del silvestre, de rﬁanera que los
pares de mutaciones beneficiosas resulten parcialmente redundantes. La
presencia de epistasia negativa contrasta con el signo de la interaccién entre
" las mutaciones deletéreas, tanto en VSV como en el resto de virus de RNA.

- Como hemos visto, este cambio de signo no debe entenderse como una
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transicién subita que ocurre en el genotipo silvestre, sino como la consecuencia
de la correlacipn'negativa general entre el efecto epistatico y el coeficiente de
seleccién.esperado en ausencia de interaccién, atribuible a su vez a la
conservacién de la constante de neutralidad del espacio genotipico.

- Es importante resaltar que a diferencia de los resultados obtenidos por Bull
et al. (2002), en. VSV parece préddminar un caso particular de epistasia
‘ negativa' entre las mutaciones beneficiosas, que se caracteriza por que la
eficacia del doble mutante es menor que la de cualquiera de los mutantes
simples a partir de los cuales eété construido y a la que se denomina epistasia
descompensatoria (Wolf ét al., 2000). Puesto que el genotipo portador de dos
mutaciones beneficiosas no obtiene beneficio alguno, el techo adaptativo queda
‘reducido. Ademés, los Iinajés portadores de las mutaciohes simples tendrdn que
competir por la fijacién, acentuando la interferencia clonél. Por otro lado, este
tipo de epistasia fue propuesto como mecanismo de especiacién alopétrica
-(Dobzhansky, 1936; Muller, 1939) y en todo caso, apoya la ldea de un paisaje
adaptatlvo rugoso para VSV. )

Si bien la epistasia descompensatoria reduce‘necesariamente la cépacidad
adaptativa, no resulta tan intuitivo el efecto que pueda tener sobre la tasa dé
adaptacién la epistasia convencional es decir, aquélla én que los rangos de las
éfiéacias se corresponden con el nimero de mutaciones presentes. En nuestros
experimehtos, hemos explorado directamente_el efecfo de la epistasia sobre la
tasa de adaptacidn de VSV midiendo la magnitud de la recuperacién de la
eficacia en genotipos portadores de mutacionés dobles que muestran epistasia
de diferente sugno e intensidad. Este anélisis tiene un precedente en el trabajo
de Moore et al. (2000) quienes concluyeron que en E. coli, la compensacién es
més eficiente cuando las mutaciones ancestrales introducidas interactGan
mediante epistasia negativa, seguida por aquéllas que no muestran epistasia y-
finalmente por las que muestran eplstaSIa posmva Este resultado es el
esperado si tenemos en cuenta que en cuanto a la recuperacuSn de la eficacia
concierne, existe un méximo adaptativo bien definido por el silvestre. En el
caso de la epistasia negativa,-si se compensa o revierte uno de los cambioé
deletéreos, la ganancia de eficacia resultante es no sélo la disipacién del efecto
deletéreo individual de_.dicho cambib, sino también del término epistético,
siendo contraria la situaciobn en el supuesto de epistasia positiva. Este

fe‘néméno puede ser visualizando leyendo de derecha a izquierda la Figura 23.
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'CQmo hemos visto, puede predecirse en poblaciones- asexuales la
existencia de una tasa de mutacién 6ptima a la cual se maximiza la tasa de
adaptacién. Dicha tasa de mutacion podrd ser mayor cuanto mayor sea el
coeficiente de selecciéon en contra de las mutaciones deletéreas (Orr, 2000).
Este razo’namientp se basa en que las Unicas mutaciones beneficiosas con
opciones de fijarse en la poblacién son aquéllas que ocﬁr'ra'n en genotipo libres
de mutaciones deletéreas. La frecuencia de éstos ultimos se ve reducida como
consecuencia de la epistasia positiva (Chao, 1988) de manera que la tasa de
mutacién 6pti'mav también se veréd reducida. Esta es una de las posibilidades
para explicar por qué la tasa de mutacién que hemos medido en nuesfro
genotipo silvestre es algo menor que la esperada por el modelo de Orr (2000),
el cual lgnora la influencia de las epistasias.

De manera paralela .al razonamiento sobre el modelo de Orr, la lectura de
la Flgura_ 23 permlte también entender que (imponiendo la condicién de que
exista un techo adaptativo), la epistasia negativa entre mutaciones beneficiosas
acelera la respuesta adaptativ_a. Este tipo de epistasia es precisamente el que
‘hemos observado en VSV que, como el c_onjunto de virus de RNA, muestra una
rapida tasa de adaptacién‘(HoIIand et al., 1982; Novella et al., 1995). Notemos
que el efecto de la epistésia sdbrq la tasa de adaptacion es coincidente con el
del coeficiente de seleccién multiplicativo, ya quev cuanto mayor es éste, menor
es la tasa de adaptacién (Figu'fa 18). Si ademés se conserva la constante de
neutralidad - del espacio genotipico, existird un combrom_iso entre dicho
- coeficiente de selecci6n y la epistasia, de manera que lo esperado ya no es que
la tasa de adaptacién decrezca monétonamente con el valor de epistasia, sino '
que se maximice en un punt'o, tal y cdmo se aprecia en la .Figura 20 y en
discofdancia' ‘con los resultados de Moore et ‘al. (2000) en los que
posiblemente, el rango de valores explorado o el peso relativo de la epistasia. Y
los coeficientes de seleccién impidi_é ll'egar a tal concluéidn, |
" Epistasia y recombinacion A

Gran parte de las investigaciones realizadas acerca de la epistésia han sido‘.
_motivadas por su posible relacién con la evolucién y el mantenimiento de y la .
reproduccién sexual y la recombinacién. De entre las muchas hip6tesis
planteadas para explicar la evolucién del sexo, la hip6tesis determinista de la

mutacién (Kondrashov, 1988) ha sido quizas la que mas atencién ha acaparado
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dentrb de la Genética de AEvoVIutiva,'debido a su generalidad y su facilidad para
ser contrastada experimentalmente. Como hemos visto, la idea se basa en que
en el equilibrio mutacién-seiebcién, la reproduccién séxual permite reducir la
carga genética de ‘I-as poblaciones siempre que la epistasia entre mutaciones
déletéréas sea en promedio débil y negativa y que la tasa de mutacién sea
mayor de un cambio por genoma y'generacién. Aunqde se han descrito ciertos
casos de epistasia negativa en organismos sexuales (de Visser et al.,1997;
- Withlock y Bourget, 2000) y nuestros resultados conf[rman la predbminancia de
la epistasia positiva entre mutaciones deletéreas en un gerioma asexual como
es el de VSV, los recientevs hallazgos de epistasia positiva en virus de RNA con
reproduccién sexual contradicen - esta hip6tesis (Burch y Chao, 2_004;
Bonhoeffer et al., 2004). A esto se afiade que la condicién de epistasia débil y
negativa no es suficiente, sino que se. requiere que la varianza de la epistasia
sea pequefia (Otto y Feldman, 1997), lo cual tampoco parece de écuerdo con la
evidencia empfrica (Elena y Lenski, 1997; de Visser et al., 1997; 'Withlock \
Bourget, 2000). Por ultimo, utilizando el hecho de que bajo neutfalidad estricta,
la tasa de evolucién es igual a la tasa de mutacién (Kimura, 1983) y asumiendo
que los cambios silenciosos eh zonas codificantes son estrictamente neutrales,
Keightley y Eyre-Walker (2000) estimaron que la tasa de mutaci’6n ‘deletér‘ea en
algunos sexuales obligados es hasta 20 veces menor de lo requerido por la
hip6tesis determinista de la mutacién. . | | —

_ La relacién entre epistasia y recombinacién puede “ser generalizada
mediante la ecuacién 18 (Bartoh; 1995). En el caso particular de que la
poblacién se ‘encuentre en el equilibrio mutacién-seleccién, el valor de la
epistasia y el desequilibrio de ligamiento son proporcionales (Barton, 1995), por
lo que la epistasia ha de ser débil y negativa, tal y quo establece la hipé6tesis
determinista de la mutécién. Sin embargo, fuera del equilibrio la epistasia podra
estar desacoplada del desequilibrio de ligamiento, por ejemplo'en. ambientes
temporal o espacialmente heterogéneos. En un modelo de seleccién fluctuante,
las condiciones para la recombinécién' serdn favorables cuando la epistasia
cambie de signho con rapidez, cada 2 - b generaciones (Barton, 1995). Esta idea
podria _serqrelevanfce'para virus de RNA ya que se han descrito patrones de
evolucién fluctuantes en lpresencia de particulas defectivas interferentes (de '
Polo et al., 1987). Otra manera de desacoplar la epistésia del desequilibrio de

ligamiento es ‘mediante ambientes espacialmente heterogéneos y mas

126



concretamente, por migracion. La seleccién sobre diferentes loci podria estar
positivamente correlacionada entre ambientes, de manera que si al cambiar de

ambiente, la intensidad de la seleccion se hace, por ejemplo, mas fuerte en un

-X  -sasb

Epistasia

Figura 25. Importancia de la epistasia y el desequilibrio de
ligamiento en la evolucion de la recombinacién en un modelo de
dos loci. La linea roja indica el equilibrio seleccién-mutacion. La
flecha simboliza los procesos que pueden romper ese equilibrio.
La trama roja horizontal indica una ventaja de la recombinacion
a corto plazo, mientras que la trama roja vertical indica una
ventaja de la recombinacion a largo plazo. La zona sombreada
corresponde a las condiciones favorables para la evolucién de
la recombinacion.

locus, también tendera a ser asi para los demas loci. Entonces se generaria un
desequilibrio de ligamiento positivo, por lo que se requerira una fuerte epistasia
negativa entre las mutaciones para favorecer la recombinacién (Lenormand y Otto,
2000). La situaciéon habitualmente mas favorable para la recombinacion se daria en
presencia de una correlacion negativa de la seleccion a través del espacio

(Lenormand y Otto, 2000). El efecto de la migracién puede entenderse como un



desplazamiento de la linea mutacion-seleccion en la Figura 25. Si la seleccién esta
positivamente correlacionada entre ambientes, la linea mutacion-seleccion se
desplaza hacia arriba. Si, por el contrario, dicha correlacién es negativa, la
migracion desplaza la linea hacia abajo. Finalmente, las poblaciones pueden
alejarse del equilibrio al entrar en accién la deriva genética, por ejemplo a través de
los cuellos de botella frecuentes experimentados por los virus en su transmision.
Entonces, el desequilibrio de ligamiento tendera a ser negativo de acuerdo con el
efecto Hill-Robertson (19686) y la recombinacién podra evolucionar si la epistasia no
es negativa y fuerte.
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APENDICES






Posicién Gen Codén Referencia

406T N 115 Novella et al. (1999)®
447A N 129 ) De Polo et al. (1987)°
527G N 155 Nickels et al. (1994)°
904C - N 282 Nickels et al. (1994)°
1544A P 50 Galiione et al.- (1981)°
1622C P 76" Gallione et al. (1981)¢
1663A P 20 Rodriguez et al. (2000)°
1724C P 110 Gallione et a/. (1981)¢
1820C P - 142 Cuevas et al. (2002)'
1846T P 151 Hudson et al. (1986)¢
1879G P - 162 Rodriguez et a/. (2000)¢
2033A P 213 Rodriguez et a/. (2000)®
2104G P 237 Gallione et a/. (1981)°
2296C M 16 Cuevas et al. (2002)'
2344A M 32 Morita et al. (1987)°
2409C M 54 Morita et al. (1987)9
2607T M 120 Novella et z/. (1999)°
2608A - M 120 Cuevas et al. (2002)"
2617G M - 123 Novella et al. (1999)°
2743A M 165 Cuevas et al. (2002)
.2892G M 215 Morita et al. (1987)"
2936C M 230 Novella et a/. (1999)*
3120T G 15 Bilsel et a/. (1990) -
3183C G 36 Bilsel et al. (1990)'

- 3277C G 67 Novella et a/. (1999)*
3441G G 122 Novella et a/. (1999)®
3709C G 211 Cuevas et al. (2002)
3802G G 242 Cuevas et al. (2002)*
4111A G 345 Cuevas et al. (2002)
4179G G 368 Cuevas et al. (2002)
4394G G 440 Cuevas et al. (2002)'
5202G L 157 Cuevas et al. (2002)*
5733C L 334 Cuevas et al. (2002)'
6131C L 467 Schubert et al. (1984)
6376C L 549 . Schubert et a/. (1984)
6741C L 670 Schubert et a/. (1984)
7461C L 910 Schubert et a/. (1984)
7808C L 1026 Schubert et a/. (1984)
8775C . L 1348 Schubert et al. (1984)
9278G L 1516 Cuevas et al. (2002)
10739G L 2003 Schubert et al. (1984)%
10809C L 2026 Schubert et a/. (1984)*
10892G L 2054 " Schubert et a/. (1984)*

Apéndice 1. Localizacién, gen y cod6n afectado, cambio aminoacidico y
referencia bibliografica de cada uno de los 44 cambios previamente
descritos que hemos elegido para ser introducidos en el clon infeccioso. El
superindice tras cada referencia conduce al Apéndice 2.

147



Cédigo Aislado

Origen

Informacién adicional disponible

a Consenso Laboratorio Pasado alternativamente en células de
mamifero (BHK21) y de insecto (LL-5).
Cepa Mudd-Summers, en un régimen
tipico de ganancia de eficacia biol6gica.

b Consenso Laboratorio  Aislado a alta m.o.i., resistente a
particulas defectivas interferentes. Cepa
Glasgow.

c Consenso Laboratorio - Presente en mutantes termosensibles (ts).

Clon . Laboratorio Cepa San Juan.

Consenso Natural Focos de Veracruz, Nuevo Méjico,
Colorado y Utah (1997-1998) en ganado
bovino y equino.

f Consenso Laboratorio Pases masivos en células BHK, en un
régimen tipico de ganancia de eficacia
" biol6gica.
g Consenso Laboratorio  Virus silvestre. .
h Clon Laboratorio Encontrado /n vivo en ratones y en virus
mutantes ts. ’
i | ‘Consenso Natural Norte América
/ | Clon Laboratorio Cepa San Juan. Posibles mutantes
» deletéreos o errores de la 7aqg polimerasa
en el protocolo de PCR para la |
secuenciacion.
k Clon Laboratorio Cepa San Juan o Mudd-Summers. Posibles

mutantes deletéreos o errores de la Taq

polimerasa en el protocolo de PCR para la

. secuenciacién.

Apéndice 2. Contexto en el que fueron descritas las 43 mutaciones elegidas
para ser introducidas en el clon infeccioso. El cédigo se refiere a las referencias
citadas en el Apéndice 1
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Gen Sitio mutado Cambio Aleatorio Eficacia (w))
N 112C K17Q sf Letal
4067 G115C no 1.165 £ 0.042 °
447A S129R no 0.595 +0.032 **
527G K155R no 0.967 +.0.063
" 636A Y192Stop sf Letal
877C D272H sf 0.537 £ 0.059 *
204C F282L no 1.172 £ 0.056 °
906C . sin6nimo sf 1.268 +.0.094 *
1044C sinénimo sl 1.010 £ 0.037
1073G A337G: si 0.029 + 0.030 ™"
1323A F421L si '0.040 £ 0.012 ™"
P 1544A R50K no 1.151 £ 0.073
1585A S64T "~ osf 0.879 £+ 0.042 °
1622C V76A no 1.275+0.102 *
1663A G90R no 0.929 £ 0.083
1724C Q110P no 0.939 + 0.065
1820C 1142T no 0.374 £ 0.036 *"
1846T H151Y no 0.930 £ 0.044
1879G S162A no 0.958 + 0.080
2018T Q208L sf 0.867 £ 0.053 *
2033A S213N no 1.027 £ 0.105
M 2104G N237D no Letal
' 2296C K16T no . 0.908 + 0.054
- 2344A S32N . no 1.137 £0.047 *
2409C Y54H " no Letal
2607T P120A no 1.354 + 0.189
2608A P120G no - 0.433 £0.027 **
2613C vV122L sl 1.014 £ 0.067
2617G L123W no 1.893+0.240 "
2743A G165D no 0.890 +0.020 °
2767C L173P sf Letal
2877T - sinénimo sf Letal
2892G K215E no 0.954 £ 0.043
2936C K230N no 0.981 £ 0.074 .
Intergénico 2969T intergénico si . 0.964 £ 0.071
2969A intergénico si 0.839 + 0.031 *
G 3079A M1K sf Letal
31207 N15Y no 0.719 £0.079 "
3183C N36H no 0.570 £ 0.053 *
3192C Y39H sf 0.137 £0.011 ™
32777 AB7V no 0.668 +£ 0.041 *
3327G - C84G si Letal
3441G N122D no 0.344 +0.021 ™
.3446C Q124pP si . 0.876 £ 0.081
3615A S180T si 0.633 £ 0.056 "
3625C WwW183S si Letal '
. 3688C F204S sl Letal
3709C L211P no 0.405 + 0.043""
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3802G
3950G
4111A
4163C
4175G
4179G
4394G
4398C
44597
L . 4824A
4984G
5124A
5202G
5496A
5597C
5733C
6010C
6131C
6376C
6676A
6741C
6907T
7123C
7128T
7287T
7461C
7739A
-7808C
7918C
8188A
8374C
8426C
8459T
8775C
8787T
9278G

9315C

95635C
10595A
10739G
10809C
10892G
10941C

H242R
sinénimo
R345K
M363lI
sinénimo
T368A
sinénimo
F441L
W461L
M31K
N85K
I1131N
L157W
L255Q
V289L

F334S
sinénimo
D467H
L549F
Y649Stop
R670P
K726N
sinénimo
C799F
P852L
F910S
L1003l
A1026P

sinénimo -
Y1153Stop
K1215N
S1232P
S$1243C
G1348A
- N1352]
11516V
L1528R
W1602C
P1955T
12003V
12026T-
K2054E
W2070S

no

- sf

no
sf
sf
no
no
sf
si
si

s
si

no

si
sf

no
sf
no
no
si
no
si

. sf

sf
si
no

. sf

no
si
si
si
sf

sl

no
si

.no

si
si
si
no

no

no
si

1.980 + 0.246 *
0.732 + 0.046 °
Letal

Letal

1.090 +£0.087
0.360 + 0.028 **
0.886 + 0.057
0.630 £ 0.061 *
0.121 £ 0.037
Letal

1.099 £ 0.122
0.427 £0.035 **
1.021 £ 0.139
1.030 £ 0.073

1.130 £ 0.046 *

0.736 £ 0.027 **
0.823 +0.053 *
Letal

0.360 + 0.048""
1Letal

0.624 + 0.034 **
Letal

0.829 +0.072 *
0.254 + 0.032 ™
0.296 + 0.017 **
0.350 £ 0.049 **
0.848 + 0.036 *
Letal

0.900 + 0.090
Letal

Letal

Letal

0.638 £ 0.047 *
0.697 £ 0.052 *
0.822 +0.124
0.717 £ 0.057 *
Letal '
Letal

Letal

0.836 + 0.062 *
0.409 +0.031""
0.443 + 0.057 **
Letal -

- Apéndice 3. Posicién y cambio nucleotidico, cambio aminoacidico y eficacia
biol6gica para cada uno de los mutantes simples creados. Se muestra el valor
medio de eficacia y su error asociado. *: significativamente diferente de w;=1
sin correccién por pruebas mdltiples. **: significativamente diferente de w;=1
utilizando la correccién de Bonferroni. '
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Mutacién 1 Mutacién 2 Eficacia observada Efecto epistatico
877C. 7123C 0.433 +£ 0.068 0.039 + 0.079
1044C 2969T - 1.418 £ 1.003 0.315 £ 0.655
1044C 3615A 0.528 £ 0.107 —0.047 £ 0.169
1044C 7128T 0.114 £0.012 —0.041 £ 0.032
1323A 906C 0.068 £ 0.009 0.019 £ 0.007*
1323A 7123C 0.040 £ 0.003 0.009 + 0.003*
1585A 4398C 0.346 £ 0.044 —0.118 £ 0.095
1585A 4984G 0.671 £ 0.067 -0.083 £ 0.151
2018T 906C 0.846 + 0.081 0.125 £ 0.063*
2018T 5124A 0.356 £ 0.044 0.205 + 0.029**
2613C 3950G 1.000 +0.082 ©  0.440 + 0.082**
2969A 6010C 1.084 £+ 0.094 0.567 + 0.063**
2969A 7123C . 1.0891£0.095  0.594 £ 0.091** -
2969A 7128T 0.093 £ 0.013 —0.022 £ 0.018
2969A 7739A 1.270 £ 0.383 0.810 £0.247*
2969T 3950G 0.780 + 0.093 0.197 £ 0.095*
2969T 7739A 1.142 £ 0.179 0.429 £ 0.132*
3192C 2969A 0.190 £ 0.077 0.099 + 0.049*
3192C 3446C 0.107 £ 0.010 -—0.017 £ 0.015
3615A 877C 0.209 £ 0.013 —0.048 + 0.041
3615A 3192C 0.027 + 0.005 —-0.037 £ 0.011*
3615A 7123C 0.496 + 0.067 0.122 + 0.052*
4175G - 2613C Letal
4175G 2969A 0.951 +0.110 0.368 £ 0.112*
4459T 5597C 0.087 + 0.008 ~0.009 £ 0.021*
44597 7128T Letal
4459T 7918C 0.077 £ 0.009 0.008 £ 0.016

T4984G 2613C 0.667 + 0.053 —0.074 £ 0.078
5124A 3950G 0.343 £ 0.027 0.198 £ 0.021**
5496A 84597 Letal
6010C 906C 1.138 £ 0.447 0.173 £ 0.247
6010C 1585A 0.428 £ 0.044 -0.285 + 0.093*
6010C 5597C 1.012+£0.220 0.157 £ 0.146
7123C 4459T 0.423 £ 0.035 0.331 £ 0.029**
7123C 4984G 0.918 + 0.083 0.281 £ 0.164
7128T 3950G 0.082 + 0.005 —-0.013 £ 0.013
7128T 5496A 0.061 + 0.006 —0.049 £ 0.012*
71287 8787T 0.081 + 0.004 —-0.022 £ 0.013
7287T 1585A 0.165 + 0.023 0.013 £ 0.025
7287T 3446C 0.088 + 0.006 —0.073 £ 0.039*
7287T 3615A 0.054 £ 0.005 —0.032 + 0.024
7287T 3950G 0.224 £ 0.039 0.118 £ 0.030*
7739A 2018T 1.074 £ 0.090 0.623 + 0.063**
7739A 3446C 0.977 £0.120 0.276 £ 0.111*
7739A 8787T 1.080 £ 0.224 0.546 £ 0.157*
8459T 6010C 0.736 £ 0.195 0.362 £ 0.112*
8787T 1323A 0.044 £ 0.013 0.025 £ 0.007*

Apéndice 4. Eficacia de los mutantes dobles aleatorios y valor del efecto
epistatico con sus errores asociados. *: significativamente diferente de ¢=0
sin correccién por pruebas mudltiples. **: significativamente diferente de £¢=0
utilizando la correccién de Bonferroni.
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Mutacién 2

Eficacia observada

Efecto epistéatico

Mutacién 1

904C 406T 0.734 +0.076  —0.388 + 0.096**
2344A 406T 1.034+£0.067  —0.700 + 0.130**
2607T . 406T 0.723 £ 0.051 —0.683 £ 0.087**
2617G 406T 1.169+£0.105  —0.718 £ 0.114**
'3802G 406T 0.940 * 0.050 —0.945 + 0.182**
2344A 904C 0.603+0.055  —0.417 +0.092**
2607T 904C 0.672+0.080  —0.175+0.107
2617G " 904C 1.062 £ 0.071 —-1.026 £ 0.151**
3802G 904C 1512 +0.176  —0.143 +0.219
2607T 2344A 1.194 £ 0.146 0.220 £ 0.158
2617G - 2344A 1.636 £ 0.386 -0.257 + 0.309
3802G 2344A 2.202+0.259  —0.087 + 0.404
2617G 2607T 0.648 + 0.057 —1.491 £ 0.244**
3802G 2607T 1.824+0.457  —0.162 + 0.389
3802G 2617G 2.065 £ 0.330 —-1.074 £ 0.452*

Apéndice 5. Eficacia de los mutantes dobles que combinan mutaciones de
efecto beneficioso y valor del efecto epistatico. *:
correcciéon  por
significativamente diferente de £=0 utilizando la correcci6én de Bonferroni.

diferente

e=0 sin
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Mutacién 1 Mutacién 2 Eficacia ancestral Ganancia de eficacia
1323A - 0.040 £ 0.012 7.989 £+ 0.431
9.910 £ 0.360
3192C - 0.137 £ 0.011 7.721 £ 0.590
' o ) i 9.155 £ 0.267
4459T - 0.121 £ 0.365 6.217 £ 0.204
7.735 £ 0.197
3709C - 0.405 £ 0.043 5.926 + 0.080
: 7.528 £ 0.240
6376C - 0.360 £ 0.048 6.052 + 0.095
: 6.379 £ 0.094
10809C - 0.409 £ 0.031 6.428 £ 0.155
6.652 £0.110
71287 8787T 0.081 £ 0.004 6.494 +0.119
7.458 £ 0.273
87877 1323A 0.044 £ 0.013 6.370 £ 0.138
' , 9.952 +0.172
7128T 5496A .0.061 £ 0.006 6.689 +0.138
8.450 + 0.468
1585A 4398C 0.346 + 0.044 6.309 £ 0.061
7.085 £ 0.248
2018T 5124A 0.356 £ 0.044 - 6.189 + 0.209
6.107 £ 0.085
6010C 1585A 0.428 £ 0.044 6.728 £ 0.302
6.219 £ 0.111

Apéndice 6. Eficacia ancestral y ganancia de eficacia de los
mutantes elegidos para el experimento de evolucién. Para cada
eficacia ancestral, se indica la ganancia de eficacia media y su error
asociado para los tamafios poblacionales N,=2x10? (arriba) vy
N,=2x10*(debajo).
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