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Durante muchos afios se ha asumido que los virus se transmiten como
elementos individuales, en forma de particulas que contienen un Gnico
genoma y grupo de proteinas esenciales para la infeccion. Estas particulas
virales o viriones constituyen la forma de vida extracelular de los virus, y
deben proteger el material genético del mismo e iniciar una infeccion en
un nuevo hospedador. En los Ultimos afios, se ha incrementado
sustancialmente la evidencia de que muchos virus son capaces de
transmitirse en grupos de viriones, lo que les permite iniciar infecciones
con mas de un individuo, ya sea en un nuevo hospedador, o0 en una nueva
célula, dentro de un organismo pluricelular. Concretamente, se han descrito
multitud de estructuras, promovidas por genes virales, a las que se conoce
como unidades de infeccion colectivas, que permiten el agrupamiento,
transporte, y llegada conjunta de maltiples genomas o particulas virales,
desde wuna célula u hospedador infectado, hacia uno sano.
Independientemente de las caracteristicas especificas de cada una de éstas
estructuras, lo comin en todas ellas es que incrementan el nimero de
genomas virales que inician una nueva infeccion. La transmision colectiva
abre la puerta a los virus a multiples interacciones, las cuales pueden ser
estudiadas desde el punto de vista de la evolucidn social, al igual que ocurre
con otros microorganismos. En esta tesis estudiamos tres ejemplos de
interacciones virales que, como demostramos, se pueden entender desde la
oOptica de la evolucion social.

En el primer capitulo de la tesis estudiamos el efecto de la diversidad
durante la co-transmisién de variantes, algo que se ha demostrado que
ocurre con muchos tipos diferentes de estructuras de transmision colectiva.
Demostramos que la complementacion genética durante la co-infeccion no
mejora per se la eficacia de los grupos de individuos que se co-transmiten,
pero si aumenta su diversidad. En segundo lugar, demostramos que este
aumento de diversidad puede conllevar, en funcién de las caracteristicas
del mapa genotipo-fenotipo, un aumento de la adaptabilidad. También
estudiamos el efecto de la presencia de secuencias defectivas, las cuales se
comportan como tramposos sociales en un sistema de cooperacion.
Nuestras simulaciones indican que este tipo de secuencias son capaces de
invadir la poblacion si la transmisién colectiva implica la mezcla de
genomas que proceden de diferentes células, pero que si la co-transmision
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se limita a individuos que provienen de la misma célula, los tramposos no
proliferan. Las ventajas de adaptabilidad en este contexto se reducen, pero
no se pierden completamente. En los capitulos 2 y 3 de la tesis estudiamos
interacciones en virus que no llegan a infectar la misma célula, pero si las
mismas poblaciones, demostrando que puede haber interacciones sociales
sin necesidad de co-infeccion. En el capitulo 2 demostramos que la evasion
de la inmunidad innata por parte del virus de la estomatitis vesicular es un
caracter social, que evoluciona fundamentalmente por el efecto que tiene
en individuos que no son el propio virus que ejerce dicho bloqueo. También
demostramos que la naturaleza social de este caracter depende de algunas
caracteristicas especificas del sistema virus/hospedador, tales como la
viscosidad del medio, el coste de dicho blogqueo o el tiempo caracteristico
de produccion de viriones e interferon por parte de las células infectadas.
En el capitulo 3 de la tesis estudiamos la naturaleza social del dilema de la
prudencia en bacteriéfagos capaces de realizar ciclos liticos y lisogénicos,
y encontramos que existen condiciones que favorecen a variantes sobre-
prudentes, las cuales reducen la cantidad total de genomas virales que el
sistema puede producir. En concreto, demostramos que con poco o nulo
recambio de las poblaciones de bacterias hospedadoras, las variantes con
una mayor tendencia a reducir la lisis presentan una ventaja evolutiva,
aunque esto signifique reducir la cantidad total de genomas virales al que
tiende el sistema. Estas variantes, por tanto, se comportan como tramposos,
ya que reducen el rendimiento poblacional, pero desplazan en competencia
directa a fagos con mayor tendencia a lisar. Se trataria de un caso
excepcional dentro del dilema de la prudencia en virus, ya que los
tramposos en este caso no son los individuos mas virulentos, sino los que
no explotan a sus hospedadores tanto como podrian.
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La evolucion social estudia los caracteres cuya evolucién depende, al
menos parcialmente, del efecto que éstos tienen en individuos diferentes al
poseedor del genotipo de dicho caracter (West et al., 2007b; Gardner et al.,
2011). Durante muchos afios, este campo se centr6 en organismo
superiores, no siendo hasta finales del siglo XX que se comenz0 a estudiar
con profundidad la naturaleza social de muchas interacciones de
microrganismos (West et al., 2007a). La extension de estos estudios a virus
llegé més tarde, fundamentalmente centrada en las interacciones sociales
que pueden ocurrir durante las co-infecciones, (Sanjuan, 2021). En afios
recientes, especialmente en la Ultima década, ha surgido abundante
evidencia de que los virus poseen multiples formas de transportar
conjuntamente varios genomas virales, capacitandolos para iniciar
infecciones con muchos individuos a la vez (Sanjuan, 2017), lo cual ha
incrementado el interés por lo que se podria denominar como sociovirlogia.
Por otro lado, aun en ausencia de co-infeccién de la misma célula, dentro
de un hospedador pueden ocurrir multitud de interacciones entre virus, lo
que lleva a que la infeccién de una célula condicione el progreso de otras
infecciones. En esta tesis presentamos el estudio de diversas formas de
cooperacion en virus, tanto de forma directa, mediante co-infeccién, como
de forma indirecta, con virus que no infectan las mismas células, pero que

tiene un impacto en la eficacia de otros virus dentro de la misma poblacion.

Mecanismos virales de co-infeccidn.

Existen multitud de factores que promueven las infecciones maltiples,
desde una simple ratio elevada entre viriones y células del hospedador,
hasta sofisticados mecanismos estructurales. Para empezar, la co-infeccion

por azar no es un mecanismo menor. En un contexto en el que haya el
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mismo nudmero de particulas virales que de células u organismos
hospedadores, es decir, que la Multiplicidad de Infeccion (MOI, del inglés
Multiplicity Of Infection) sea 1, el azar genera multitud de co-infecciones.
Si asumimos una distribucién de Poisson en cuanto al nimero de viriones
gue infectan cada individuo (o célula), aunque la media nos indica que cada
infeccion ser4 producida por un Unico virus, existe un 18,39% de
probabilidad de tener una infeccion doble, y un 26,42% de probabilidad de
tener una infeccion multiple en general. Para diferenciar este valor
promedio de particulas virales por célula u organismo, del nimero real de
particulas o genomas que inician una infeccién, en el trabajo nos

referiremos a este Gltimo como MOI celular o cMOI.

Los virus animales suelen producir un gran ndmero de particulas
infecciosas por célula infectada, normalmente entre 100 y 10000 (Chen et.
al., 2007, Stray and Air, 2001, Novella et. al., 2004), que a menudo
difunden desde una célula infectada, hacia las que tiene a su alrededor, en
medios viscosos como son los tejidos animales (Stirbat et. al., 2013). Esta
naturaleza focal de las infecciones eleva la concentracion local de viriones,
provocando infecciones con una cMOI elevada en la vecindad de una
célula infectada, aunque la MOI general, tomando en cuenta todas las
células del tejido, sea sustancialmente menor. No obstante, esta elevada
concentracion local de viriones tampoco garantiza una cMOI alta. Otros
factores determinantes son la adhesividad de los viriones a las células, o la
permisividad de las células a la infeccion. Con todo, existe mucha
evidencia de co-infeccién in vivo en virus animales, como el mero hecho
de detectar particulas virales defectivas (Felt et al., 2021; Hein et al., 2021),
que so6lo pueden existir en co-infeccién con virus funcionales, como

explicaremos mas adelante.

Los virus que, en vez de infectar tejidos bidimensionales, se enfrentan a

infecciones en un medio liquido, como pueden ser los bacteriéfagos en un
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cultivo de bacterias en medio liquido, no pueden generar infecciones
focales. En este caso, sabemos que muchos fagos presentan eficiencias de
adsorcion extremadamente altas (Storms et al., 2010; Shao and Wang,
2008, Storms and Sauvageau, 2015) que, junto con su ubicuidad ambiental,
promueven altos niveles de co-infeccion. En el caso de virus animales que
infectan tejidos liquidos como la sangre, existe una forma més sofisticada:
la transmision célula a célula. Este mecanismo, muy importante también
en muchos virus de plantas, permite que se transmitan particulas virales
maduras, 0 a veces incluso Unicamente genomas virales, desde una célula
infectada a una nueva, sin pasar en ningin momento por el medio

extracelular.

El virus vaccinia es capaz de inducir la formacién de fibras de actina que
impulsan el transporte de particulas virales de una célula infectada hacia
una no infectada (Cudmore et al., 1995), de forma similar a como hacen
otros patdgenos como Listeria, Shigella o Rickettsia. Otros virus son
capaces de explotar estructuras celulares como los filopodios en el caso del
virus de la leucemia murina (MLV, del inglés Murine Leukemia Virus)
(Lehman et al., 2005), o los nanotubos de membrana en el caso del virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Sowinski et al., 2008), que
conectan diferentes tipos celulares, como células neuronales y del sistema
inmune. Algunos virus son también capaces de inducir estructuras de union
para favorecer su transmision. El virus del sarampion (MeV, del inglés
Measles Virus) o el virus de la varicela-z6ster poseen genes que promueven
la formacidn de sincitios (Takeuchi et al., 2003; Cole and Grose, 2003)
para inducir la fusion entre membranas celulares. EI VIH induce la
formacion de sinapsis entre dos linfocitos T, o entre linfocitos T vy
macréfagos, que potencian significativamente el progreso de las
infecciones, ya que, en su caso, la via de transmision por viriones libres es

mucho menos eficaz (Alvarez et al., 2014; Dupont and Sattentau, 2020).
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Como mencionamos, la transmision célula a célula también es
especialmente importante en virus de plantas, los cuales utilizan los
plasmodesmos para transmitirse a través de su hospedador (Kawakami et
al., 2004; Kumar et al., 2015). Sin embargo, en este caso, sabemos que la
cMOI que se alcanza no siempre es alta, y depende de la ruta de transmision
(Gutiérrez et al., 2010; Gutiérrez et al., 2015).

Transmision mediada por estructuras de infeccion colectiva.

El creciente interés en el estudio de las consecuencias de la co-infeccién ha
venido de la mano del descubrimiento, en los Gltimos afios, de mecanismos
gue activamente impulsan la transmisién colectiva de virus. Se han descrito
multitud de estructuras, promovidas por genes virales, que favorecen la
agrupacion y co-transmision de numerosos viriones, o bien de varios
genomas virales dentro de una misma particula infectiva. En conjunto, a
todas estas estructuras se les conoce como Unidades de Infeccion
Colectivas, o CIUs (del inglés Collective Infectious Units), las cuales estan
presentes en virus de todo tipo (Sanjuan, 2017; Altan-Bonnet, 2016; Altan-
Bonnet and Chen, 2015), aunque se han descrito mayoritariamente en virus
animales. En la Figura 0.1 mostramos un resumen de las ClUs més

importantes que se conocen a dia de hoy.
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Figura 0.1. Unidades de infeccion colectivas. A. Viriones poliploides. B.
Agregados extracelulares de viriones. C. Cuerpos de oclusion de
baculovirus. D. Vesiculas extracelulares lipidicas.

Viriones poliploides.

Desde hace ya mas de 20 afios se sabe que algunos virus son capaces de
empaquetar mas de un genoma en su capside. EI MeV puede producir
viriones con dos 0 mas genomas, y sabemos que dichos genomas pueden
complementarse mutuamente mutaciones deletéreas (Rager et al., 2002).
También se han descrito viriones diploides o poliploides en otros virus
como el VIH (lglesias-Sanchez and Lopez-Galindez, 2005), el virus del
Ebola (Beniac et al., 2012), el virus de la bursitis infecciosa (IBDV, del
inglés Infectious Bursal Disease Virus) (Luque et al., 2009) o el
aquabirnavirus (Lago et al., 2016). Es importante recalcar que, en estos tres
ultimos, se ha encontrado que la poliploidia puede estar relacionada con un

aumento en la infectividad. Como discutiremos mas adelante, este es uno
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de los posibles mecanismos por los que las ClUs pueden conferir ventajas

adaptativas a los virus.

Agregados extracelulares de viriones.

Los agregados de viriones constituyen un tipo particular de CIU, ya que
suponen la co-transmision de viriones (y por tanto genomas) provenientes
de infecciones de células diferentes. Esto se debe a que el proceso de
agregacion se produce con los viriones maduros, en el medio extracelular.
Sabemos que el VIH es capaz de adherirse a fibras amiloides del semen
para formar unas estructuras denominadas potenciadores de infeccion viral
derivados del semen (SEVI, del inglés Semen-derived Enhancer of Viral
Infection). Como su nombre indica, estas estructuras favorecen
sustancialmente la infectividad del VIH (Minch et al., 2007; Kim et al.,
2010). También se ha descrito la agregacion en el virus de la estomatitis
vesicular (VSV, del inglés Vesicular Stomatitis Virus), pero en saliva
(Cuevas et al., 2017; Anschau and Sanjuan, 2020). En ambos casos, la
agregacion se especula que tiene un papel importante en la transmision

entre hospedadores.

Cuerpos de oclusién de baculovirus.

Los cuerpos de oclusion son cristales de poliedrina que albergan decenas
de nucleocapsides, formados por virus de insectos como son los
baculovirus (Yang et al., 2017). Se trata de estructuras que juegan un papel
fundamental, una vez mas, en la transmisién entre hospedadores, ya que
confieren una gran resistencia a la desecacion y a la radiacion UV, y
protegen la nucleocapside de la degradacion en el tubo digestivo de los

insectos (Sajjan and Hinchigeri, 2016).
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Vesiculas extracelulares.

El tipo de ClIUs mas comun de todos los que se conocen son las vesiculas
extracelulares contenientes de viriones. Se trata de exosomas, estructuras
membranosas derivadas de endosomas tardios, que algunos virus son
capaces de utilizar para el transporte de maultiples viriones
simultdneamente. Se han descrito en una gran variedad de virus, tanto en
cuanto a hospedadores, como en cuanto a tipo de material genético.
Algunos de los ejemplos mas importantes son las vesiculas de norovirus y
rotavirus (Santiana et al., 2018), picornavirus como coxsackievirus B3
(CVvB3) (Bou et al., 2019), poliovirus (Chen et al., 2015) y el virus de la
hepatitis A (HAV, del inglés Hepatitis A Virus) (Ramakrishnaiah and Van
der Laan, 2014), y marseillevirus (Arantes et al., 2016). Su diversidad
también se encuentra en el nimero de viriones que son capaces de
transportar, desde decenas en el caso de algunos enterovirus, o norovirus y
rotavirus, hasta centenares o incluso miles en el caso de marseillevirus. A
diferencia de los cuerpos de oclusién o los agregados, para las vesiculas no
existe un consenso de cual es su funcién principal en el ciclo de vida viral.
Se sabe que algunas mejoran la infectividad, como es el caso de rotavirus
0 norovirus, pero en otros como el HAV se ha observado que confieren

resistencia a anticuerpos.

Interacciones directas mediadas por la co-infeccion.

La caracteristica principal que comparten todos los mecanismos de co-
infeccion, ya sea por medio de CIUs, transmisién célula a célula, o por una
alta MOI general, es que todas aumentan la cMOI, es decir, el nimero de

genomas que comienzan el ciclo infectivo, y en la mayoria de casos
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también las proteinas virales. Debido a toda la creciente evidencia de que
la co-transmisién, mas que la excepcién, puede ser la norma, algunos
autores han sefialado la posibilidad de que existan factores, comunes a
todos los virus, que favorezcan la evolucion estos mecanismos,
independientemente de las particularidades de cada sistema virus-
hospedador (Sanjuadn and Thoulouze, 2019). La alta cMOI puede ser
ventajosa favoreciendo interacciones cooperativas de varias maneras, ya
sea entre genomas potencialmente idénticos (homotipicas), o entre
diferentes variantes genéticas de un mismo virus (heterotipicas). Por otro
lado, la co-infeccion también puede promover interacciones perjudiciales,
como la epistasia negativa o la interferencia. Por Gltimo, también es
importante destacar el coste intrinseco de la dispersion en grupos: la
competicion por recursos, que reduciria siempre la eficacia de la poblacién
viral. Si m viriones infectan una misma célula, en vez m células diferentes,
y todas las infecciones producen la misma cantidad P de particulas
infecciosas, entonces su cantidad se reduce m veces por generaciéon en
comparacién al caso de mono-infeccion, ya que las mismas P particulas
virales se tienen que repartir entre los m genomas iniciales,
correspondiéndole a cada genoma P/m viriones, a menos que alguno posea
una ventaja intracelular. En contraste, con la dispersion individual, cada
uno de los m genomas tiene acceso P viriones. Por tanto, especulamos que
todo mecanismo de transmision colectiva deberia no sélo conllevar una
ventaja evolutiva, sino que esta ventaja debe ser suficientemente alta para
compensar dicho coste, que aumenta con el tamafio de las unidades

colectivas.
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Cooperacion homotipica.

Una caracteristica general de los virus es que existe, durante la replicacion,
una retroalimentacion positiva entre el nimero de genomas y el nimero de
proteinas virales, ya que los genomas codifican proteinas promotoras de su
propia replicacion (Andreu-Moreno et al., 2020). Esto hace que, al
aumentar uno de estos dos elementos (genomas o proteinas), se produzca
un aumento desproporcionado de la tasa de replicacion de ambos. Varias
lineas de evidencia apoyan esta idea, como el hecho de que el aumento de
la cMOI conduce a un aumento directo de los niveles de expresion de genes
virales a tiempos cortos post-infeccion en herpesvirus (Cohen and Kobiler,
2016). Se ha descrito que las vesiculas extracelulares de algunos virus
aumentan su tasa de replicacion, como es el caso de algunos enterovirus
(Chen et al., 2015), norovirus y los rotavirus (Santiana et al., 2018).
También se ha demostrado que las vesiculas de marseillevirus aceleran el
ciclo infectivo (Arantes et al., 2016), pero en este caso los autores
consideran que podria deberse a que las vesiculas utilizan un mecanismo
de entrada diferente a los viriones, por lo que la co-transmision no jugaria
un papel importante. Acelerar el ciclo infectivo facilitaria la liberacion
pronta de nuevos viriones, y por tanto el llegar antes a nuevos
hospedadores. Pensando en términos de compensacion del coste de
dispersién, para que el aceleramiento del ciclo sea un factor importante en
la evolucion de las infecciones colectivas, las células infectadas por m
viriones deberian realizar su ciclo infectivo m veces mas rapido que las

células mono-infectadas (Figura 0.2A).

Ofra ventaja posible es que la co-infeccion aumente el rendimiento, es
decir, el nimero de genomas producidos por ciclo infectivo (Figura 0.2B).
Al igual que sefialamos con la aceleracion del ciclo, en una célula co-
infectada por m genomas, el aumento del rendimiento debe ser m veces

superior al de las células mono-infectadas para aumentar el nimero de
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viriones mas que el coste de dispersion. El aumento de la produccion
general de viriones con la cMOI se ha demostrado ya en varios virus como
el virus de la gripe (Heldt et al., 2015; Jacobs et al., 2019; Martin et al.,
2020; Phipps et al., 2020) o el IBDV (Luque et al., 2009), pero un aumento
per capita de la produccién sélo se ha demostrado, hasta donde sabemos,
en VSV (Andreu-Moreno and Sanjuan, 2018) y el virus vaccinia (Stiefel et
al., 2012).

Finalmente, la co-infeccién también podria reducir la frecuencia de
infecciones abortivas. Al comienzo de las infecciones, la degradacion
(espontanea o impulsada por mecanismos celulares) del ADN o ARN, o de
las proteinas virales, puede ocurrir antes de los pasos clave del ciclo
infectivo, dando lugar a infecciones abortivas. Esta estocasticidad, junto a
la gran variabilidad que presentan los virus, son las razones principales por
las que un gran ndmero de particulas viricas no son realmente particulas
infectivas (McCormick and Mermel, 2021). La co-transmisién podria
incrementar la infectividad reduciendo la probabilidad de que se degraden
todos los genomas o proteinas virales clave antes de su replicacion o
expresion (Figura 0.2C). Tenemos evidencia de esto en vaccinia (Stiefel et
al., 2012), en el cual se ha demostrado que aumenta la proporcion de
infecciones productivas por particula virica conforme aumenta la cMOI.
También se ha observado algo similar en el VIH con la transmision célula
a célula que mencionamos anteriormente. Sin embargo, al ser un
mecanismo infectivo diferente, las causas del aumento de la infectividad
pueden ser ajenas al aumento de la cMOI. Los viriones poliploides del
IBDV también muestran una mayor infectividad (Luque et al., 2009), pero
dado que se trata de un virus segmentado, dicho aumento podria explicarse
por una mayor probabilidad de transmision de todos los segmentos del
genoma. Una vez mas, el factor clave seria si la ventaja en infectividad

supera el coste de dispersién, que se alcanzaria si la infectividad de los
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viriones individuales, en comparacion con ClUs de tamafio m, es inferior a
1/m.
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Figura 0.2. Posibles ventajas conferidas por la cooperacién
homotipica. A. Acelerar el ciclo infectivo, que se traduce en infectar

nuevas células méas rapidamente. B. Aumentar el rendimiento viral por
célula infectada. C. Disminuir el nimero de infecciones abortivas.

Aunque hemos presentado estas tres posibles ventajas de forma
independiente, la realidad es que todas pueden estar interconectadas y
ocurrir al mismo tiempo. La clave la encontramos en un concepto
mencionado anteriormente: la naturaleza cooperativa de la replicacion
viral. Como se demuestra en (Andreu-Moreno et al., 2020), la
retroalimentacion positiva que existe entre genomas y proteinas virales
conlleva que cualquier aumento de uno de los dos provoca un aumento no

lineal del otro. Con esta aceleracion inicial del ciclo, ademas de reducir el
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tiempo en el que se comienzan a producir los viriones, también puede
redundar en un aumento del rendimiento viral. Esto ocurrird si el limite de
viriones que puede producir una infeccion no depende de la disponibilidad
de recursos celulares, sino del tiempo que una célula infectada es
productiva antes de la muerte celular. Dicha muerte celular ocurre
principalmente por mecanismos apoptdticos, que se desencadenan en las
células infectadas tras el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patégenos, como el ARN de cadena doble (Kumar et al., 2011).
Se produce por tanto una carrera entre la produccién de viriones, y la
respuesta inmune innata (la primera en activarse en toda infeccién), que
deja una ventana temporal para la produccion que los virus deben
maximizar. De esta forma, un aceleramiento del ciclo infectivo, que ya de
por si puede ser beneficioso, puede ademas aumentar el rendimiento viral,
confiriendo dos ventajas en una. Por ultimo, el aceleramiento del ciclo
también podria redundar en una mayor frecuencia de infecciones exitosas,
ya que se disminuye la probabilidad de degradacion de genomas o
proteinas virales si todos los procesos replicativos clave ocurren mas

rapidamente.

Cooperacion heterotipica.

Al aumentar el nimero total de individuos que inician una infeccion,
también puede aumentar el nimero de variantes diferentes que lo hacen.
Los virus son los sistemas genéticos con las tasas de mutacién mas elevadas
gue se conocen, en especial los virus de ARN (Sanjuan and Domingo-
Calap, 2016). Esta alta variabilidad, junto con otros mecanismos como la
recombinacién, crean poblaciones muy diversas y con una gran
adaptabilidad, a costa de sufrir con frecuencia mutaciones deletéreas o

letales (Sanjuan et al., 2010). Teniendo esto en cuenta, la complementacién
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genética es otro de los mecanismos que se ha especulado que juegue un
papel importante durante la co-infeccion. En concreto, algunos autores han
sugerido que la complementacion genética entre variantes deletéreas o
letales puede compensar estos defectos genéticos y asi aumentar la eficacia
de estas variantes (Vignuzzi et al., 2006; Borderia et al., 2015; Lauring and
Andino, 2010; Domingo and Perales, 2018; Villarreal and Witzany, 2015;
Andino and Domingo, 2015; Leeks et al., 2018). Como hemos mencionado
anteriormente, la capacidad de complementacion genética durante las co-
infecciones se ha observado experimentalmente en virus que se transmiten
por medio de CIUs, como los viriones poliploides del MeV (Rager et al.,
2002).

Por otro lado, existe evidencia tedrica y experimental de que la
complementacion genética, al disminuir el efecto de la seleccidn sobre las
variantes letales, provocaria un aumento de su frecuencia en la poblacion,
disminuyendo la eficacia de dichas poblaciones a largo plazo (Sardanyes
and Elena, 2010; Gao and Feldman, 2009). Sin embargo, esta acumulacién
de variacién también podria ser beneficiosa si redundara en una mayor
adaptabilidad. En el primer apartado de la tesis exploramos estos dos
aspectos fundamentales respecto a la complementacion genética: si es
capaz de aumentar la eficacia al amortiguar el efecto de mutaciones letales,

y si fomenta la adaptabilidad debido al aumento de la diversidad genética.

Planteamos que la co-transmision puede ser particularmente importante en
la adaptacion de caracteres que presenten abundante epistasia. Las
interacciones epistaticas entre diferentes genes que afecten a un mismo
caracter, o entre diferentes posiciones en un mismo gen, pueden crear un
mapa genotipo-fenotipo accidentado, lleno de estados de alta eficacia,
rodeados de otros de menor valor. En este contexto, la evolucién por
mutacion-seleccion habitualmente lleva al sistema a uno de estos méaximos

locales, que suponen puntos de equilibrio sub-éptimos. En estos puntos,
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todas o la mayoria de mutaciones seran perjudiciales, por lo que los

mutantes que surjan seran purgados por la seleccién.

Se han propuesto varias explicaciones para superar esta limitacion. En
primer lugar, con tasas de mutacion suficientemente altas, podrian emerger
ciertas combinaciones de alelos favorables simultdneamente, evitando asi
los intermedios de baja eficacia (lwasa et al., 2004). Sin embargo, esto se
ve limitado a sistemas de pocos alelos, ya que es improbable que una
combinacién especifica de mas de 3 o 4 mutaciones surja, por azar, en la
misma generacion. Ademas, la tasa de mutacion necesaria para ello
aumentaria fuertemente la carga mutacional, lo que también podria lastrar
la adaptacion. En segundo lugar, la deriva genética aleatoria puede permitir
a las poblaciones atravesar valles de eficacia bajo la accion de la seleccién
neutral, alcanzando posteriormente combinaciones mas optimas (Barton,
2016). En tercer lugar, mecanismos de tolerancia mutacional pueden
favorecer la acumulacion de variacion genética criptica. Estas variantes
condicionalmente neutras pueden potenciar la adaptabilidad al volverse
beneficiosas cuando ocurren cambios en el fondo genético o en el entorno
(Zeng et al., 2019; Paaby and Rockman, 2014). También se ha demostrado
gue la propia acci6on de la seleccion natural puede promover la
adaptabilidad al aumentar la robustez mutacional (Zeng et al., 2020). Sin
embargo, los determinantes genéticos y poblacionales de la adaptabilidad
ain no estan perfectamente descritos. Mediante simulaciones y
experimentos, estudiamos si el aumento de la diversidad que conlleva el
amortiguamiento de las mutaciones deletéreas, debido al efecto de la
complementacion genética, es capaz de aumentar la adaptabilidad de los
virus que se transmiten en grupos de genomas, al permitir la acumulacién

de intermedios de baja eficacia.
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Interacciones sociales mas alla de la co-infeccién.

Las interacciones entre virus pueden tener lugar aun en ausencia de co-
infeccidn celular. Si dos virus infectan el mismo organismo hospedador,
aunque no infecten las mismas células, las caracteristicas de una infeccién
pueden condicionar otras, al estar en el mismo organismo. De la misma
forma, los bacteri6fagos que infecten la misma poblacion de bacterias

pueden interaccionar de diferentes maneras.

Interacciones por medio de sustancias que facilitan las infecciones.

Existen varios ejemplos en la naturaleza de este tipo de interacciones
indirectas, sobre todo en el mundo de los bacteriéfagos. Uno de los mas
destacados son las proteinas depolimerasas, enzimas capaces de degradar
las capsulas de exo-polisacaridos que producen algunas bacterias. Se trata
de un proceso fundamental, ya que, en muchos casos, dichas barreras de
carbohidratos enmascaran los receptores que los viriones necesitan para
comenzar las infecciones. Las depolimerasas se han encontrado en fagos
de Escherichia coli (E. coli) (Jakobsson et al., 2007; Muhlenhoff et al.,
2003; Kwiatkowski et al., 1983; Thompson et al., 2010; Schwarzer et al.,
2012), Klebsiella pneumoniae (Kassa and Chhibber, 2012; Lin et al., 2014;
Liu et al., 2014; Shang et al., 2015), Pseudomonas (Cornelissen et al.,
2011; Glonti et al., 2010; Cornelissen et al., 2012), entre otras. Estas
enzimas pueden estar adheridas a los propios viriones, o difundir

libremente por el medio.

Las proteinas anti-CRISPR representan otro ejemplo conocido de
cooperacion en fagos. El sistema CRISPR-Cas (del inglés Clustered

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats and Associated
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Proteins) es un sistema de inmunidad adquirida en procariotas, consistente
en un locus del genoma de bacterias que incorpora fragmentos del genoma
de fagos que la infectan. Durante sub-siguientes infecciones, las bacterias
expresan una enzima nucleasa (la proteina Cas) que degrada el ADN de los
fagos, guiada por secuencias de ARN transcritas a partir de las secuencias
de ADN incorporadas al genoma previamente (Brouns et al., 2008). En
respuesta a este sistema, muchos fagos han desarrollado proteinas
inhibidoras, Ilamadas anti-CRISPR, o Acrs (Bondy-Denomy et al., 2013).
En afios recientes se ha visto que este sistema puede presentar interacciones
cooperativas mediante co-infeccién, pero también mediante super-
infecciones. Se han descrito casos en los que un fago que infecta una
bacteria, por si solo, no es capaz de superar la barrera que supone el sistema
CRISPR, pero sus proteinas Acrs dejan a la bacteria comprometida,
haciendo que un segundo fago que llegue a la misma si sea capaz de
infectarla (Landsberger et al., 2018; Borges et al., 2018). Se trata de un
punto intermedio entre cooperacion directa e indirecta, ya que las
infecciones afectan al mismo hospedador, pero no mediante co-infeccién
directa, sino super-infeccion, es decir, infeccion secuencial del hospedador
por parte de dos viriones distintos. En este caso, el primer fago actuaria
como altruista, ya que no generard una infeccion, pero facilitara la

infeccién del segundo fago.

Interacciones sociales mediadas por el sistema inmune.

Existen muchos ejemplos de interacciones ambientales e inmunoldgicas
entre diferentes virus, las mas importantes relacionadas con la alteracion
de la susceptibilidad a los huéspedes, la modificacion o supresion de la
respuesta al interferon (IFN) o la alteracion de la activacién de las células

inmunitarias (Da Palma et al., 2010). Por ejemplo, el VIH es capaz de
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aumentar la replicacién del citomegalovirus humano en diversos tejidos
debido a la activacién de linfocitos (Biancotto et al., 2008); o también,
sabemos que las personas infectadas por el virus del herpes simple (HSV,
del inglés Herpes Simplex Virus) son mas susceptibles a las infecciones por
VIH y més contagiosos debido a una mayor expresion del receptor CCR5
(Corey et al., 2004; Sheffield et al., 2007), por s6lo poner dos ejemplos.

La respuesta inmune innata es la primera barrera de defensa de los
mamiferos frente a las infecciones. Las células infectadas reconocen
patrones moleculares asociados a patdgenos y secretan interferones de tipo
I, que actlan de forma autocrina y paracrina para bloquear el progreso de
las infecciones a nivel local (Ivashkiv and Donlin, 2014; Fensterl and Sen,
2015). La sefializacién autocrina desencadena respuestas antivirales en la
célula infectada, que conllevan fundamentalmente el bloqueo de la
expresion génica y la activacion de la apoptosis, mientras que la
sefializacion paracrina induce un estado de resistencia antiviral en las
células vecinas. La inmunidad innata impone, por tanto, una fuerte presion
selectiva a los virus, que han desarrollado una gran diversidad de
mecanismos de evasion. Muchos consisten en bloquear la deteccién del
propio virus, la transduccion de sefiales y/o la expresion génica (Fensterl
and Sen, 2015; Garcia-Sastre, 2017; Coccia et al., 2015). En muchos casos,
la via mas eficaz para los virus es adelantarse a la expresidn de la respuesta
inmune, lo cual ocurre con virus como VSV o HSV (Voigt et al., 2016;
Howat et al., 2006; Voigt and Yin, 2015). Esto provoca que el beneficio
del bloqueo del IFN pueda recaer, fundamentalmente, en virus que infecten
otras células posteriormente, debido al bloqueo del efecto paracrino, mas

que en el propio individuo que esté ejerciendo dicha inhibicion.

Sabemos que VSV es capaz de bloquear la expresion génica por medio su
proteina de matriz o proteina M. En concreto, durante el progreso de la

infeccion, la proteina M migra al nucleo celular y bloquea la transcripcion,
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el transporte de ARNSs mensajeros Yy la traduccién, uniéndose al factor de
exportacion Rael, entre otras proteinas celulares importantes (Redondo et
al., 2015; Rajani et al., 2012; Ahmed et al., 2003). Dicho bloqueo impide
la expresion de IFN, que requiere de la expresion de nuevos genes, pero
también desencadena la apoptosis en las células infectadas. Se sabe que
este bloqueo activa la apoptosis por via mitocondrial (la via intrinseca), al
inhibir la expresion de Mcl1 e inactivar a BclXy via la proteina Bid (de la
familia BH3-only). Ambas son proteinas anti-apoptoticas que, al inhibirse
o eliminarse, dejan de bloquear a la proteina pro-apoptdtica Bak (Pearce
and Lyles, 2009; Kopecky and Lyles, 2003), que activa a la caspasa-9. Por
otro lado, también sabemos que existen variantes mutantes de VSV cuya
proteina M no bloquea la expresion génica, pero que mantienen el resto de
funciones, por lo que son totalmente viables. Estas variantes, como la
conocida como VSV-A51, también activan la apoptosis durante las
infecciones, pero en este caso es por la via extrinseca, dependiente de Fas
y la PKR, la misma via por la que se activa la apoptosis en respuesta a IFN
(Gaddy and Lyles, 2005; Gaddy and Lyles, 2007). En el segundo capitulo
de la tesis estudiamos las implicaciones sociales del bloqueo o no del IFN
por parte de VSV, prestando especial atencion a la interaccién entre
variantes bloqueantes y no bloqueantes, y al efecto autocrino y paracrino
del IFN.

Conflicto social en poblaciones virales.

Ademés de las interacciones positivas que hemos presentado, tanto los
virus que co-infectan una misma célula, como aquellos con interacciones
indirectas, pueden presentar también interacciones negativas. La mas

evidente de todas es la propia competencia por recursos, que serian los
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recursos celulares (energia y biomoléculas) durante las co-infecciones, o
las diferentes células a infectar, dentro un organismo o poblacidn. Incluso
con la intervencidn de interacciones cooperativas, la competencia por los
recursos es intrinseca en cualquier poblacién, lo que genera una fuerte
presién de seleccion a favor de los virus con mayor tendencia a aduefiarse

de los recursos compartidos.

Desde los tiempos de Charles Darwin, el dilema de la cooperacién ha
supuesto un problema para la teoria de la evolucién (Gardner et al., 2011),
ya que se trata de caracteres que tienen un impacto positivo en la eficacia
de individuos que no son necesariamente el que posee dicho genotipo. El
altruismo va un paso mas alla, ya que es un fenotipo que reduce la eficacia
del propio individuo que lo realiza mientras que incrementa la eficacia de
otros. Para estudiar este fendmeno se han desarrollado varios marcos
tedricos, como son la seleccién por grupos, la teoria de juegos o la teoria
de evolucion por parentesco (Nowak, 2006; Bourke, 2014; West et al.,
2007b). A pesar de que en algunos casos el enfoque pueda ser diferente,
algunos autores han sefialado que estos marcos tedricos son reconciliables
y matematicamente equivalentes (Fletcher and Doebeli, 2009; Marshall,
2011; Lehmann et al., 2007).

Para estudiar este tipo de caracteres, se subdivide la eficacia total de los
individuos en dos partes: (1) la parte directa de la eficacia, que es aquella
que depende del propio caracter del individuo; y (2) la parte indirecta de la
eficacia, que es la que depende de los individuos con los que interaccione.
A la suma de ambas contribuciones se le conoce como eficacia inclusiva.
En el caso de poblaciones homogéneamente distribuidas, el caracter
promedio de los individuos con los que se interaccione sera una media de
las frecuencias de los caracteres de todos los individuos de la poblacién. Se
define que un determinado caracter serd cooperativo si su evolucién se

explica, al menos parcialmente, por el efecto de dicho caracter sobre
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individuos de la poblacion diferentes al propio actor, lo que implica que la
parte indirecta de la eficacia debe ser al menos del mismo orden que la
parte directa. En la Figura 0.3 podemos ver este modelo de particion de la
eficacia. Definiendo b como la parte indirecta, y ¢ como la parte directa,
segun el signo de ambos parametros podemos tener cuatro tipos de
caracteres: Mutualista, beneficioso tanto para el actor como para el receptor
(b > 0y c < 0); altruista, perjudicial para el actor y beneficioso para el
receptor (b > 0y ¢ > 0); egoista, beneficioso para el actor y perjudicial para
el receptor (b <0y ¢ <0); y maliciosos, perjudicial para ambos (b <0yc
> 0). La poblacion podra estar formada por dos tipos de individuos:
Cooperadores (C), que pagan el coste de la cooperacién (c), ya sea positivo
0 negativo, y Desertores o tramposos (D), que no lo pagan. Cualquier
individuo que interaccione con un cooperador recibe el beneficio (b), y si
interacciona con un desertor, no lo recibe. En muchos microorganismos,
este beneficio de la cooperacién se manifiesta en forma de la produccién
de una serie de sustancias que aumentan la eficacia de todos los individuos
de la poblacién (bienes comunes), pero cuya produccion es costosa para
los cooperadores. Mientras que los caracteres mutualista y egoista tienen
un efecto positivo en la eficacia individual, y por tanto su evolucién por
seleccién natural es intuitiva, el gran reto ha estado siempre en explicar la
evolucidn de caracteres altruistas y maliciosos, que tiene un efecto negativo

en la eficacia individual.
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Dilema del Seleccion por

eceptor prisionero parentesco
Actor C D C D
(b—rc)
- —_ X br—c
C b ¢ ¢ C 1+

D b 0 D b—cr 0

Figura 0.3. Matrices de particion de la eficacia en diferentes modelos
de cooperacion. Dilema del prisionero: Escenario en el que tenemos una
poblacién con interacciones al azar entre todos los individuos sin importar
su fenotipo, los cooperadores pagan un coste de su eficacia (—c) para
aumentar la eficacia de aquellos con los que interaccionan (b). En la
seleccién por parentesco, cada fenotipo interacciona preferentemente
consigo mismo, aumentando en la eficacia de los cooperadores de forma
proporcional al grado de parentesco (r).

Partiendo de la subdivision de la eficacia mostrada en la Figura 0.3
(izquierda), asumiendo que las interacciones entre individuos ocurren al
azar, y llamando p a la frecuencia de cooperadores en la poblacion, la
eficacia media de ambos genotipos serd: wo = bp —cy wp = bp. La
diferencia entre la eficacia de ambos es w; —wp = bp — c — bp = —c.
Con lo cual, en el caso de caracteres altruistas (¢ > 0), y en poblaciones en
las que los individuos interaccionan de forma homogénea, la eficacia de
los cooperadores siempre serd inferior a la de los tramposos, por lo que el
caracter esta abocado a desaparecer, a pesar de que la eficacia global se
maximiza si todos los individuos de la poblacién fueran cooperadores (en
cuyo caso w = w. = b — ¢, siempre que b > ¢, que es lo habitual en este
tipo de caracteres). A este escenario se le conoce como dilema del

prisionero (PD, del inglés Prisoner’s dilema), y surge  porque,
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independientemente del fenotipo del individuo con el que se interaccione,
la eficacia individual siempre sera mayor en el caso de ser desertor (ya que
b>b-c,y0>—c).

Uno de los principales resultados de la teoria de la evolucion por parentesco
es que los cooperadores seran capaces de imponerse sobre los tramposos si
las interacciones se realizan preferentemente entre individuos de su mismo
genotipo (West et al., 2007b; Gardner et al., 2011). La matriz de
interacciones se ve modificada debido a la interaccion preferente entre
individuos del mismo tipo (Figura 0.3, derecha), de forma tal que tenemos
we = pb +1rb — pcr — ¢, wp = pb — per y finalmente we — wp = pb +
rb —prc — c — (pb — prc) = rb -c, de la cual emana la famosa regla de
Hamilton, que estable que un caracter cooperador podra imponerse en la
poblacidn si r > c¢/b, siendo r el parentesco genético entre los individuos
que interaccionan. La regla de Hamilton establece que los caracteres
altruistas s6lo pueden existir si el beneficio (b) se reparte en mayor medida
entre los individuos que comparten el genotipo, favoreciendo asi a
cooperadores sobre desertores. En ausencia de mecanismos complejos de
reconocimiento del fenotipo, como son la memoria y el aprendizaje, los
microorganismos tienen en la estructura espacial de la poblacion la forma
mas facil de aumentar el parentesco genético en sus poblaciones y evitar

asi la propagacion de tramposos.

Los virus presentan estructura espacial a diferentes niveles, que van desde
el sub-celular hasta las poblaciones de hospedadores (Figura 0.4). Las
infecciones en tejidos sélidos (como son la mayoria de organismos
pluricelulares) suelen progresar en forma de focos fundados por una o unas
pocas particulas. Esta naturaleza focal crea una region en la que cada célula
estd infectada por virus genéticamente emparentados (Figura 0.4A). Las
co-infecciones mediadas por CIUs presentan también diferentes grados de

parentesco genético. Por ejemplo, las vesiculas extracelulares o los cuerpos
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de oclusion favorecen la co-transmision de genomas procedentes de la
misma célula infectada, limitando las interacciones a genomas "hermanos”,
al igual que ocurre con la transmision célula a célula. En cambio, los
agregados de viriones generan mezclas de particulas procedentes de células
diferentes, reduciendo el parentesco entre genomas que cooperan (Figura
0.4B). También surge estructura poblacional si, al infectar una misma
célula, las distintas variantes se organizan en centros de replicacion
independientes (Figura 0.4C). Sabemos que muchos virus de ARN llevan
a cabo los pasos clave de su ciclo replicativo en centros de replicacion
membranosos (de Castro Martin et al., 2017; Altan-Bonnet, 2017; Hsu et
al., 2010; Belov, 2016; Romero-Brey and Bartenschlager, 2016; Ravindran
et al., 2016; Shulla and Randall, 2016), los cuales pueden aislar la
replicacién de variantes que co-infecten la misma célula. En (Bou et al.,
2019) se ha demostrado que vesiculas derivadas de células co-infectadas
por CVB3 tienen una capacidad limitada de co-transmitir variantes
diferentes, lo que indica que dichas variantes replican de forma
independiente a nivel sub-celular. Otros niveles importantes de estructura
poblacional en virus son, por ejemplo, la distribucion a lo largo de tejidos
y organos de organismos pluricelulares, la distribucion entre diferentes
hospedadores o incluso entre poblaciones de hospedadores (Figura 0.4D-
F).
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Figura 0.4. Niveles de estructura poblacional en virus. A. Estructura
poblacional derivada de la naturaleza focal de las infecciones en tejidos
animales o colonias de bacterias. B. Los diferentes tipos de ClUs generaran
diferente grado de parentesco genético, segun si permiten o no la mezcla
de genomas procedentes de diferentes células infectadas. C. Los centros de
replicacion sub-celulares pueden aislar variantes genéticas que co-infecten
la misma célula, reduciendo sus interacciones. D. Segregacion en
diferentes tejidos y 6rganos dentro de hospedadores pluricelulares. E-F.
Segregacion por infeccion de diferentes hospedadores o poblaciones de
hospedadores.

Conflicto social en co-infeccion.

Durante una infeccion, los virus tienen que lograr un equilibrio entre dos
procesos: (1) la expresion génica, necesaria para sintetizar todas las
proteinas clave, tanto de la replicacién del genoma (proteinas replicativas)
como de la formacion de nuevos viriones (proteinas estructurales); y (2) la
propia replicacion de su genoma. Esto conlleva un conflicto del tipo de PD
si los productos génicos de un virus pueden ser explotados por otros con
los que co-infecten, algo que es habitual (Gelderblom et al., 2008; Appel
et al., 2005). Dichos productos génicos, que son esenciales para la

replicacion, constituyen un bien comuin, ya que su produccién se lleva a
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cabo a costa de sacrificar poder replicativo (reduciendo la eficacia de los
genomas que las producen), pero su produccion aumenta rendimiento de la
infeccidn. Las variantes que reducen su tendencia a la transcripcion y
priorizan la replicacion produciran mas genomas que sus homélogos que
invierten mas en la transcripcion, aduefiandose de mas proteinas
estructurales para crear una mayor progenie de viriones con su genoma.
Sin embargo, una célula infectada sélo con tramposos que priorizan la
replicacién produciria poca progenie, ya que destinan muy pocos recursos
a la sintesis de las proteinas esenciales. EI PD se cumple de lleno, ya que
las infecciones con s6lo cooperadores producen mas progenie en global,
pero las co-infecciones entre cooperadores y tramposos siempre estan
dominadas por los tramposos. En (Turner and Chao, 1999), los autores
demuestran experimentalmente que dicho dilema se cumple en una
poblacién de bacteri6fagos.

Existe un caso extremo de variantes tramposas en virus, las conocidas
como particulas interferentes defectuosas (DIPs, del inglés Defective
Interfering Particles). Las DIPs son virus que han sufrido grandes
deleciones, por lo que han perdido la mayor parte de su genoma, y con ello
los genes esenciales para la infeccion. Son incapaces de completar un ciclo
infeccioso excepto si un virus normal o "ayudante" esta presente en la
misma célula (Szathmary, 1992; Kirkwood and Bangham, 1994; Bangham
and Kirkwood, 1990). La presencia de DIPs se ha demostrado en virus tras
evolucionarlos en un régimen de alta MOI, como en VSV (Andreu-Moreno
and Sanjuan, 2020), IAV (Hein et al., 2021), entre otros. También se ha
demostrado que la interaccién entre DIPs y virus ayudantes lleva, bajo
ciertas condiciones, a generar un juego social conocido como juego de la
gallina o snowdirft (SD), con el cual la cooperacién no estaria condenada
a desaparecer, sino que generaria una coexistencia entre cooperadores y

tramposos (Chao and Elena, 2017). Sin embargo, esta condicién genera una

45



poblacion con una eficacia que es siempre inferior a la de una poblacion de
solo cooperadores. Es presumible que, si los cooperadores encuentran
mediante la estructura poblacional una forma de aislar a las DIPs, esto sea

mas ventajoso que la co-existencia por SD.

Conflicto social de las interacciones indirectas.

Como mencionamos antes, existen varios ejemplos de poblaciones virales
gue interaccionan sin llegar a infectar la misma célula. Las depolimerasas
de los bacteriofagos, por ejemplo, que podian estar adheridas a la cola de
los fagos, o ser proteinas que difunden en el medio. En el segundo caso,
son un ejemplo perfecto de bien comun, ya que se trata de una sustancia
producida por individuos de la poblacidn, que potencialmente aumenta la
eficacia de muchos otros, no s6lo de quienes la producen. Las primeras, las
depolimerasas adheridas a la cola de los fagos, pueden considerarse bienes
privados (frente a los bienes comunes que suponen las que difunden), ya
gue beneficiaran fundamentalmente al fago que la posee. Sin embargo, las
depolimerasas adheridas también pueden suponer un caracter cooperador,
ya que se ha demostrado que hay interacciones sinérgicas cuando varias
enzimas degradan la capsula de una misma bacteria (Schmerer et al., 2014),
facilitando la infeccion de varios fagos. Se trataria entonces de un bien
comun que favoreceria preferentemente a los cooperadores, un mecanismo
llamado altruismo reciproco, y que hace que la cooperacion sea
evolutivamente estable (West et al., 2007b; Nowak, 2006).

En el caso de las proteinas Acrs, al igual que en el caso de las
depolimerasas, un elemento crucial para entender su estabilidad evolutiva
es si el beneficio es exclusivo de fagos con el caracter (lo que generaria
altruismo reciproco), o lo puede obtener cualquier otro fago (lo que

generaria un caracter altruista clasico). En (Borges et al., 2018) los autores
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realizan un ensayo en el que miden el titulo obtenido por fagos que infectan
una cepa de P. aeruginosa previamente comprometida, y comparan el
resultado de dos fagos, uno que expresa la misma proteina Acrs, y otro que
no lo hace. El resultado obtenido en este caso es que el fago que si expresa
la misma Acr tiene un titulo 4 6rdenes de magnitud superior al que no lo
hace, demostrando una amplia ventaja de los fagos con proteinas Acr que
cooperan. Se necesitan mas ensayos en el campo con otros fagos y bacterias
para comprobar si este caso representa la norma o la excepcion, ya que la
diferencia entre existir 0 no este beneficio reciproco en el caracter
cooperador es fundamental. En su ausencia, la evolucion del caracter
dependera de otros mecanismos para mantener las interacciones

preferentemente entre cooperadores, como la estructura espacial.

Implicaciones sociales del dilema de la prudencia.

La explotacion prudente de recursos ha sido una fuente de estudios en
evolucién social desde hace afios (Lipson, 2015). Existen muchos casos,
tanto en el mundo de la biologia como fuera de ella, en los que se ha
descrito la incompatibilidad entre explotar los recursos de forma eficiente
(maximizando el rendimiento) y hacerlo de forma rpida (maximizando la
velocidad). En cuanto a microorganismos, se sabe que en muchos casos
existen compromisos entre el maximo nimero de individuos que puede
alcanzar una poblacion, y la tasa de crecimiento de la misma (Lipson, 2015;
Pfeiffer et al., 2001; Pfeiffer and Bonhoeffer, 2002). Dicho compromiso
tiene una raiz termodinamica, que impide la maximizacion simultanea de
la tasa de conversion de energia ambiental (obtenida de los nutrientes) a
ATP, y también un compromiso catabolico, ya que las rutas de
fermentacion ofrecen una mayor tasa de produccién de ATP, pero las rutas

basadas en la respiracion oxidativa presentan un mayor rendimiento.
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En lo que respecta a los virus, o parasitos en general, existe también un
compromiso similar, ya que infectar y matar a los organismos
hospedadores muy rapido puede llevar a su extincion, y por tanto a la
extinciéon de la poblacion de parésitos. Sin embargo, los virus que mas
rapido infecten y exploten a su hospedador tendran por lo general una
ventaja en competencia directa frente a variantes prudentes. Desde el punto
de vista de la evolucién social, los virus prudentes se pueden considerar
cooperadores, ya que sacrifican parte de los recursos a los que podrian
acceder si no lo fueran, en aras de aumentar la eficacia global de la
poblacidn (que viene con la explotacion prudente de los hospedadores). Las
variantes rapaces serian los tramposos, ya que su fenotipo les lleva a
infectar a mas hospedadores que los cooperadores, pero a reducir la eficacia
global de la poblacion. Los enfoques teéricos basados en evolucion social
predicen que las poblaciones con estructura poblacional evolucionaran a
ser menos virulentas, lo cual concuerda con el hecho de que la estructura
espacial sea un factor determinante a la hora de incrementar el parentesco
genético en virus (Buckling and Brockhurst, 2008; Cressler et al., 2016), y

gue el factor cooperador de la prudencia siga la regla de Hamilton.

La evidencia empirica disponible en el campo, aunque escasa, también
apunta en esta direccién. En (Kerr et al., 2006), los autores describen como
responde una poblacion del bacteriéfago T4 de E. coli a diferentes grados
de migracion a través de una red de subpoblaciones. Encontraron que, en
las poblaciones con mayor migracion, y por tanto con menos parentesco
genético, los cultivos estaban dominados por variantes menos productivas,
gue generaban menos titulo total de fago. En cambio, en las poblaciones
con migracién limitada, las variantes evolucionadas presentaban un mayor
rendimiento. Sin embargo, en competencia directa, las variantes de la
condicion de mucha migracion superaban a las de poca migracién. Este

experimento cumple de lleno la prediccidn tedrica, ya que en el sistema con
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poco parentesco genético triunfan las variantes rapaces, mientras que en el
de alto parentesco, las prudentes, es decir, las cooperadoras. En otro ensayo
con el fago ID11 de E. coli (Roychoudhury et al., 2014) los autores
encuentran que, tras una evolucion experimental de 550 pases en placas de
agar (y por tanto con poblaciones estructuradas), se seleccionan variantes
gue presentan menor adhesividad a las bacterias, manteniendo el mismo
tiempo caracteristico de lisis y el mismo rendimiento de fagos por célula
lisada. Esto genera poblaciones con mayor rendimiento total de fagos, ya
que la menor infectividad permite crecer mas a la poblacién de bacterias
antes de infectarlas y producir fagos. Una vez mas, evolucionan variantes
prudentes que aumentan el rendimiento a cambio de comprometer la tasa

de crecimiento, y en una poblacion estructurada.

Los fagos lisogénicos representan un caso especial dentro del estudio de
virus prudentes, ya que tienen la capacidad de integrar su genoma en el
cromosoma de la bacteria hospedadora y replicar con el ciclo celular de la
misma en forma de profagos o liségenos. Esto les confiere un mecanismo
de propagacion que no depende de matar a su hospedador, como mucho de
causarle un pequefio coste de eficacia debido a la replicacion del genoma
del virus ademas del de la bacteria. Sin embargo, los datos disponibles
indican que este efecto es despreciable (Berngruber et al., 2013, Gama et
al., 2013; Cortes et al., 2019). La propension a activar el ciclo litico o
lisogénico depende de varios factores, como el estado nutricional de las
bacterias infectadas, la cMOI de infeccién, o la respuesta a dafios del ADN
(Oppenheim et al., 2005; Zeng et al., 2010).

Recientemente se ha descrito un sistema molecular novedoso de control de
la decision lisis/lisogenia en fagos de la familia SPBeta, capaces de infectar
la bacteria Bacillus subtilis (B. subtilis). Este sistema, Ilamado arbitrium,
controla la decision inicial, en el momento de la infeccion, de realizar un

ciclo litico o lisogénico (Erez et al., 2017; Bruce et al., 2021). Se trata de
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un sistema molecular sencillo, de tan solo tres genes, consistente en un
péptido sefial (AimP), un receptor de dicho péptido (AimR) y un operador
(AimX), que controla la expresion de los genes pro-lisogénicos (Figura
0.5). En ausencia de péptido, el receptor AimR dimeriza consigo mismo, y
acta como un factor de transcripcion, activando la expresion del operador
AimX, que es un represor de los genes pro-lisogénicos (Figura 0.5A). Asi,
en ausencia de péptido, la decisidn por defecto es realizar el ciclo litico.
Las bacterias infectadas sintetizan el péptido AimP y lo secretan al medio
exterior, el cual se acumula y retorna al interior de las bacterias. Alli, AimP
se une a AimR, bloqueando su dimerizacion, y por tanto la expresion de
AimX, activando con ello el ciclo lisogénico (Figura 0.5B). También se ha
descubierto que el sistema arbitrium no sélo controla la decision inicial,
sino también el proceso de reactivacion del ciclo litico en los liségenos
(Brady et al., 2021). En el tercer capitulo de la tesis estudiamos las
implicaciones sociales, desde el punto de vista de la paradoja de la
prudencia, del proceso de lisogenia y su control molecular por parte del
sistema arbitrium en los fagos phi3T y spbeta, ambos con este mecanismo
de control, pero con un fenotipo, en cuanto a la reactivacion del ciclo litico,

ligeramente diferente.
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Figura 0.5. Esquema de la regulacién de la lisogenia por el sistema
arbitrium. A. Con ausencia o0 poca cantidad de células infectadas se
promueve la lisis, ya que la concentracion del péptido AimP es tan baja que
no actua, AimR es capaz de dimerizar y activar la expresion de AimX, un
represor de los genes pro-lisogénicos. B. En presencia de un gran nimero
de bacterias infectadas se promueve la lisogenia, ya que éstas sintetizan el
péptido AimP, se eleva su concentracion, se internaliza en las bacterias y
se une al receptor AimR, que ya no es capaz de dimerizar, ni por tanto de
activar la expresion de AimX, cesando la inhibicién de los genes pro-
lisogénicos.
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OBJETIVOS




El objetivo principal de esta tesis es el estudio de la naturaleza social de
diversas interacciones en virus, tanto las que emanan de la co-infeccion de
la misma célula (interacciones directas), como aquellas que ocurren cuando
dos 0 mas virus infectan el mismo organismo pluricelular o la misma
poblacidn, pero no las mismas células. En concreto, hemos dividido la tesis
en tres capitulos, cada uno abarcando un objetivo diferente:

1. Primer capitulo: estudiar el efecto de la diversidad entre variantes en
co-infeccion, analizando el impacto de la complementacion genética
en la eficacia media de las poblaciones, y cdmo esto repercute en su
capacidad adaptativa.

2. Segundo capitulo: estudiar la naturaleza social de la evasion de la
inmunidad innata en VSV, prestando especial atencion a los elementos
mecanisticos del virus y las células que influyen en el caracter altruista
de la inhibicion de la produccién de IFN.

3. Tercer capitulo: estudiar las interacciones sociales del sistema
arbitrium de control de la decisién entre lisis y lisogenia de los fagos
de la familia SPBeta, bajo la 6ptica del dilema social de la prudencia

en virus.
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METODOLOGIA
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Cultivos celulares eucariotas y VSV.

Cultivos celulares.

Para el desarrollo de la parte experimental de los dos primeros capitulos se
utilizaron dos lineas celulares diferentes, ambas adherentes. Por un lado,
utilizamos células BHK-21, procedentes de tejido renal de hamster neonato
(Mesocricetus auratus), y las células MEF, procedentes de fibroblastos
embrionarios de raton. Todas las células se cultivaban en medio DMEM
(el medio de Eagle modificado por Dulbecco), con glucosa a 4,5 g/L, L-
glutamina a 0,6 g/L, piruvato sédico a 0,11 g/L, bicarbonato sddico a 3,7
g/L 'y COza pH 7,4. El medio se filtraba por poros de 0,2 um para su
esterilizacion, y se suplementaba con aminoacidos esenciales a 0,4 mM y
suero bovino fetal (FBS) al 10% (medio DMEM completo). También
afladimos antibiéticos (penicilina 10 u/mL y estreptomicina 10 pg/mL) y
antiflngicos (anfotericina B 25 ng/mL). Las células se cultivaban en placas
de poliestireno pre-tratadas para facilitar la adherencia, de diversos
formatos: p100 (100 mm), y multipocillo de 6 (W6) y 12 (W12). Las
condiciones de cultivo fueron, salvo indicacion, 37 °C, con 95% de
humedad relativa y 5% de CO.. Los cultivos se renovaban periédicamente,
y tanto al descongelar como cada dos semanas se comprobaba la ausencia

de contaminacion por micoplasmas por PCR.

Subcultivos.

Tanto para la renovacion periddica de los cultivos, como para preparar los
cultivos de infeccion, las células se subcultivaban, partiendo siempre de
placas confluentes (90%-100% del area de la placa ocupada), normalmente

p100. Primero se retiraba el medio, luego se lavaba la monocapa con
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tampdn fosfato salino (PBS), y luego se afadia tripsina-EDTA (0,25%),
incubando a 37 °C durante aproximadamente 1 minuto, o hasta que se
apreciara visualmente que las células se despegaban. En ese momento se
afiadian 10 mL de medio DMEM con el que se recogian las células y se
traspasaban a un tubo con un volumen correspondiente a la dilucion vy el
numero total de nuevas placas que se deseara. Para BHK, se realizaban
pases de dilucién 1:3 para obtener células confluentes en un dia, 1:10 para
dos dias, y 1:20 para tres dias. En el caso de las células MEF, se hacian
pases 1:2, 1:5y 1:10, respectivamente. Para cultivos de mantenimiento, se
realizaban pases a placas p100, haciendo pases de dos o tres dias, mientras
para la mayoria de experimentos se hacian en placas W6 0 W12, y haciendo

siempre pases de un dia.

Las células se mantenian en stocks al 5% de dimetilsulféxido (DMSQ) a -
80 °C. En el momento de comenzar un cultivo, se descongelaban los tubos
a 37 °C, se afiadian a un tubo con 10 mL de medio DMEM, se centrifugaban
las células a 300xg durante 5 minutos, se descartaba el sobrenadante y se
resuspendian las células en 12 mL de medio DMEM completo, y se
cultivaban en placas p100. Para almacenar un nuevo stock de células, se
partia de una monocapa confluente que se traspasaba a un tubo mediante
la tripsinizacion descrita anteriormente, se centrifugaban y resuspendian en
medio DMEM completo, suplementado con 5% de DMSO, y se

congelaban a -80 °C en criotubos.

Stocks y variantes de VSV.

Para los ensayos del primer y segundo capitulo se utilizé el virus VSV
marcado con diferentes proteinas fluorescentes. Se trataba de variantes
recombinantes con el gen de la proteina mCherry, o GFP, que se

expresaban en las células infectadas. Las variantes VSV-WT-mCherry,
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VSV-WT-GFP y el VSV-A51-GFP se obtuvieron a partir de un clon de
cDNA infeccioso proporcionado amablemente por el Dr. Valery Z.

Grdzelishvili (Universidad de Carolina del Norte).

Cultivos celulares para infecciones en medio liquido y semisélido.

Para realizar las infecciones, tanto en medio liquido como medio
semisélido (DMEM-agar), las células se cultivaban en placas de W6 o
W12. En el momento de la infeccidn, el medio se retiraba, y se afiadian 200
uL del medio con virus a la concentracion deseada en el caso de placas W8,
y 100 pL en el caso de W12. Se realizaba una incubacion a 37 °C durante
45 minutos, agitando cada 15 minutos. Pasado este tiempo, se afiadia medio
DMEM liquido suplementado con FBS al 2%. En el caso de infeccion en
medio semisdlido, se afiadia DMEM-agar al 0,8% y FBS también al 2%.

Ensayos de titulacion.

El método estandar de cuantificacion viral utilizado en la tesis es la
medicion de particulas formadoras de calvas (PFUs, del inglés Plaque
Forming Units), para el cual se realizaban infecciones en medio
semisoélido, siempre en células BHK-21. En el caso de cuantificacion total
de PFUs, las infecciones se realizaban durante 16-18h, tras lo cual se fijaba
el cultivo con formaldehido al 10% durante una hora, se retiraba tanto el
formaldehido como el agar, y se tefiian los pocillos con cristal violeta al
2% en formaldehido al 10%, que permitia contar las calvas de la monocapa
correspondientes a células muertas por la infeccion del virus. En el caso de
cuantificacion de variantes diferenciadas por el marcador fluorescente, las
infecciones se realizaban en el mismo medio, tomando imagenes de

microscopia de fluorescencia. Para la cuantificacion, se tomaban iméagenes
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a 10-12 horas post-infeccion (hpi), y se contaban todos los focos de cada
color. En ambos casos, la medida siempre se tomaba como cantidad de
focos por mL incubado (0,2 en el caso de W6 y 0,1 en el caso de W12),

teniendo siempre como medida PFUs/mL.

Microscopia de fluorescencia en tiempo real automatizada.

Todas las imagenes de microscopia de fluorescencia se tomaron en un
IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System (Essen BioScience), un
microscopio de fluorescencia que se encuentra dentro de un incubador. Las
variantes  VSV-WT-mCherry, VSV-WT-GFP y VSV-A51-GFP
desencadenan en las células infectadas la produccién de dichas proteinas
fluorescentes (mCherry y GFP), lo que nos permite seguir el progreso de
las infecciones en tiempo real, ya que la fluorescencia actla como
marcador de que se expresan las proteinas virales. Las imagenes se tomaron
utilizando el contraste de fase (que permite medir el area total ocupada por
células) y los canales verde y rojo (para los marcadores GFP y mCherry,
respetivamente), siempre con un aumento de 4X. Para corregir el fondo,
las imagenes se sometian a una transformacion top-hat, con un disco de
100 um. Para medir el area total ocupada por la sefial fluorescente, se
definia un umbral de intensidad, tal que las areas fluorescentes de las
variantes silvestres (VSV-WT-GFP y VSV-WT-mCherry) fueran
similares. Se definieron unos parametros umbral diferentes para las
infecciones en células MEF y BHK-21. En el caso de éstas ultimas, al
realizarse experimentos de co-infeccion, los umbrales minimos (que
marcaban el limite inferior para considerar una célula como infectada) se
disefiaron para evitar que ninguna célula con un solo marcador fluorescente

pudiera considerarse co-infectada.
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Cultivos de B. subtilis y bacteri6fagos.

Cepas y cultivo de B. subtilis.

La cepa de B. subtilis A6 fue proporcionada amablemente por el grupo del
Dr. José Penadés, obtenidas del Centro de Reservas Genéticas de Bacillus
569 (BGSC). Se cultivaban a 37°C en placas de LB572-agar (Miller, 20%
de agar) suplementadas con CaCl, 130 mM o en medio liquido de caldo
LB (Miller) suplementado con MgCl, 1My MnCl, 20 mM, agitando a 250

rpm, en tubos de 13 mL con 2 mL de volumen de liquido.

Cepas y extraccion de fagos.

Los liségenos de B. subtilis de los fagos phit3T y spbeta también fueron
proporcionados por el grupo del Dr. José Penadés. Los stocks de ambos
fagos se obtuvieron purificando los viriones de un cultivo de 6 horas de
lisdgenos en LB suplementado con kanamicina 50 pg/mL, ya que la
infeccion e integracién de este fago en el genoma de la bacteria
(lisogenizacion) le proporciona una resistencia a la kanamicina. Todo el
cultivo se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante

se filtr6 con poros de 0,2 pm.

Infecciones y titulacion de fagos.

Como norma general, las infecciones correspondientes a ensayos se
realizaban con 10° PFUs de fagos en un cultivo de bacterias a densidad
optica (DO) de 0,005. Para seguir el crecimiento de las bacterias, mediamos

la DO en tiempo real a una longitud de onda de 600 nm con un Thermo
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Scientific Multiskan™ FC en una placa w96, utilizando 100 uL de volumen
final, incubando a 37 °C y agitando a 250 rpm.

El titulo de viriones se media por ensayo en placa, eliminando previamente
todas las bacterias por centrifugacion (ya que algunas o la mayoria podian
ser lisdgenos, que producirian mas viriones). Realizdbamos las diluciones
pertinentes e incubabamos 100 uL de fagos con 100 uL de una dilucién 1/5
de un cultivo saturado de bacterias (DO > 1) durante 5 minutos, para luego
afiadir esta mezcla a 0,65 mL de top-agar (LB-agar al 0,8%, en vez del 2%
estandar de las placas) y verterlo inmediatamente sobre placas W6 de LB-
agar + CaCl,. Se contaron las calvas después de una incubacién durante
toda la noche (en adelante, ON) a 37 °C. El titulo de lis6genos se media
también mediante ensayo en placas, vertiendo diluciones seriadas del
cultivo de infeccion (mas los 0,65 mL de top-agar) en placas de agar
suplementadas con kanamicina 50 pug/mL, y contando después la cantidad
de colonias obtenidas, para calcular la concentracién de Unidades

formadoras de colonias (CFUs).

Evolucién experimental de fagos lisogénicos.

La evolucion experimental de los fagos lisogénicos se desarrollé realizando
pases seriados de viriones y liségenos conjuntamente. La poblacién inicial
era la mezcla de viriones y lis6genos generada cuando los lisdgenos de
phi3T se cultivan ON en LB-kanamicina, que producen aproximadamente
(3+3)x10% PFUs/mL y (1+3) x10® CFUs/mL de viriones y liségenos,
respectivamente. Realizamos pases del cultivo de liségenos, diluyendo
1/100 el paso anterior, y sin afiadir bacterias no infectadas. Después de los
pases 5, 10, 15 y 20, almacenamos alicuotas del cultivo con glicerol a -80
°C.
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Competencia y cuantificacién de fraccion de variantes por gPCR

Realizamos un experimento de competencia entre la variante WT de phi3T,
y una hibrida phi3T-spbeta de la que disponiamos en el laboratorio, la cual
presenta la mayor parte de su genoma idéntico al phi3T-WT, salvo por una
recombinacion en la region que afecta a los genes que van del phi3T_20 al
phi3T_27, en la cual posee los homdlogos de spbeta (yomE-yoml). Esta
variante se comporta de forma similar a la silvestre (WT), salvo por el
hecho de que produce menos viriones cuando sus liségenos crecen en
solitario. El punto inicial de la competencia fue una mezcla 1:1 de un
cultivo ON de liségenos de ambas variantes, el cual, previa dilucién 1/100,
se mezclaba con una dilucion 1/100 de un cultivo ON de bacterias no
infectadas, y se dejaba crecer hasta que el sistema alcanzara una DO estable
de en torno a 2. Posteriormente, recogemos un extracto del tubo, el cual
diluimos 1/100 y mezclamos nuevamente con una diluciéon 1/100 de
bacterias, comenzando asi el siguiente pase de competencia. Realizamos
este proceso durante 6 pases, evaluando el resultado de competencia en los
pases 2, 4 y 6. Para ello, medimos el titulo de viriones generados tras el
crecimiento en esos pases, Yy realizamos una qPCR del extracto crudo de
esos pases de competencia. Dicha qPCR se realizé con dos parejas de
cebadores que responden Unicamente a la variante WT o la hibrida,
respectivamente. De entre varias parejas testadas, seleccionamos aquellas
gue presentaban una eficacia de amplificacién superior a 95% e inferior a
105%, con lo cual podemos asumir una amplificacion homogénea de

ambas variantes, por lo que el cociente entre ambas coincide con el valor
Z—ACt_

Los cebadores utilizados fueron:
Phi3T-WT forward: ‘ACTGTTTCACGATTTGTTGTACC".

Phi3T-WT reverse: ‘GTATGCAAACGTTTTTTGAAT’.
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Phi3T-Hyb forward: ‘ACTGTTTCACGATTTGTTGTACC".

Phi3T-Hyb reverse: ‘ATATGCAAACGTTTTTTGCAC".
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CAPITULO 1




INTERACCIONES DIRECTAS:

COMPLEMENTACION
GENETICA, DIVERSIDAD VY

ADAPTABILIDAD.
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Estudio de la complementacion genética durante la

co-transmision.

El primer capitulo de la tesis consistié en un estudio tedrico/experimental
del efecto de la diversidad genética durante la co-transmision de variantes.
Como hemos mencionado, la transmision colectiva de virus, ya sea por azar
debido a un alto ratio entre particulas infectivas y células hospedadoras, o
debido a estructuras especializadas, permite que muchas infecciones
virales comiencen con mas de un genoma. El objetivo de este capitulo es
estudiar los posibles efectos de que, dentro de un determinado grupo de
infeccidn, exista cierta variabilidad genética. Como discutimos en la
Introduccidn, se ha especulado que la complementacion genética entre
variantes podria contribuir a paliar el efecto de mutaciones deletéreas,
fendmeno que puede ser importante en poblaciones virales debido a su alta
tasa de mutacion, especialmente los de cadena simple de ARN (Vignuzzi
et al., 2006; Borderia et al., 2015; Lauring and Andino, 2010; Domingo
and Perales, 2018; Villarreal and Witzany, 2015; Andino and Domingo,
2015; Leeks et al., 2018).

Modelos de Wright-Fisher con mutacion seleccion.

Para estudiar el efecto de la diversidad bioldgica en infecciones maltiples,
realizamos dos tipos de simulaciones estocasticas basadas en modelos de
Wright-Fisher, a los que afiadiamos el equilibrio mutacién-seleccion. En
ambos casos la poblacidn consiste en un nimero constante de genomas
virales, S, agrupados en infecciones de tamafio m. Para mantener siempre
constante numero de genomas independientemente del tamafio de las

unidades infecciosas, el nimero total de infecciones por generacién es S/m.
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La variable m representa, por tanto, la cMOI, valor que puede ser mayor
que 1 debido a un alto ratio viriones/células susceptibles, o debido a la
transmision por ClUs, como explicamos en la Introduccién. Cada una de
las m secuencias consiste en una cadena binaria de n genes esenciales, por
lo que cada grupo de infeccidn se representa con una matriz m x n. En cada
generacion, la poblacion consiste en S/m matrices binarias. Para construir
la siguiente generacién, se realizan S rondas de seleccion aleatorias, que
determinan los genomas de la siguiente generacion. En el caso mas simple
posible tenemos grupos de tamafio 1 (m = 1), cada grupo conteniendo un
Unico genoma, y siendo todos los genomas funcionales, por lo que su
eficacia es 1/S. Cada genoma tiene, por tanto, una probabilidad 1/S de
generar una infeccion en cada ronda de seleccion, lo que conlleva una

probabilidad 1 — (1 — 1/5)S de formar parte de la siguiente generacion.

Modelo de mutaciones letales.

Con el modelo de mutaciones letales, cada gen podia ser funcional ('1'), o
no funcional como resultado de una mutacién ('0). Asumimos que al
menos una copia funcional de cada uno de los genes era necesaria (y
suficiente) para producir una infeccion exitosa, y que el nimero de copias
genéticas funcionales no tenia ningun efecto sobre la produccion de
progenie. Para ello, asignamos la misma eficacia biolégica a cada infeccion
funcional, independientemente de si contenia solo una o varias copias
funcionales de cada gen, siempre y cuando haya al menos un gen funcional
(es decir, un ‘1°) en cada una de las n posiciones. En cada generacion, cada
gen que forma parte de una secuencia seleccionada puede mutar a una copia
no funcional con probabilidad «, ignorando las mutaciones reversas. Como
los genes sélo tienen dos estados posibles y la produccion viral es

independiente del nimero de copias genéticas funcionales, la eficacia de
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cada grupo sera 1/(S/m)e o 0 si no contiene copias funcionales de algun
gen, siendo ‘(S/m)e el nimero de grupos funcionales. La eficacia media de
la poblacion es igual a la fraccion de células infectadas que experimentan
una infeccién productiva. Con el caso simple de m = 1, la eficacia media
de la poblacion es simplemente la fraccién de genomas con todos sus genes
no mutados, es decir: w = (1 — a)™. De la misma forma, como todos los
genomas con mutaciones son completamente eliminados en cada
generacién, la abundancia media de genomas con k mutaciones sera
simplemente la probabilidad de tener ese nimero k de mutaciones en cada
generacién en una misma secuencia, que se puede calcular con la

distribucion binomial (la probabilidad de mutantes con k cambios,
habiendo n genes, es: P, = (Z)a"(l—a)(""‘) ). En la Figura 1.1

podemos ver que las simulaciones cumplen estas predicciones analiticas.

Prediccion analitica vs simulaciones
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Figura 1.1. Modelo Wright-Fisher con mutaciones letales. A.
Mostramos la eficacia media de la poblacion (en negro) en una simulacién
y, sobreimpresionada en cian punteado, la prediccion analitica,
correspondiente a la ecuacion: w = (1 — a)™. B. De la misma simulacién,
mostramos la frecuencia de mutantes simples (verde), dobles (rojo) y
triples (azul), sobreimpresionando una vez més las predicciones analiticas,
correspondiente a la frecuencia teérica de dichos mutantes calculada con la
distribucion binomial. Pardmetros. S = 104 « =0,05,n=5, m=1.
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Transmision colectiva.

A continuacion, estudiamos el efecto de la complementacion genética de
las mutaciones letales con la transmision colectiva, utilizando grupos de
varios tamafios (m = {1,5,10}). Para ello, establecimos que, dentro de un
grupo, una Unica copia funcional de cada gen era necesaria y suficiente
para que las infecciones fueran exitosas. De esta forma, un grupo formado
por dos secuencias, en el que una de ellas tenga todos sus genes
funcionales, y el otro una o varias copias mutadas, tiene la misma eficacia
gue uno en el que ambas secuencias tengan todos sus genes funcionales.
Igualmente, un grupo formado por dos secuencias con algunos genes
mutados también tiene la misma eficacia, siempre y cuando esas
mutaciones no afecten al mismo gen, en cuyo caso la eficacia del grupo es
nula. El proceso de seleccion de cada genoma que formara parte de la
siguiente generacion tiene dos fases: (1) primero seleccionamos un grupo
de entre todos los que son funcionales, y (2) luego una secuencia dentro de
dicho grupo (proceso que se repite S veces para seleccionar los S genomas
de la poblacion). Para la seleccion intra-grupo consideramos que todos los
genomas tienen la misma eficacia, salvo en el caso de secuencias

interferentes, que presentaremos mas adelante.

Con las reglas de complementacién y seleccién descritas anteriormente,
realizamos multiples simulaciones variando la tasa de mutacion (a) vy el
tamafio de grupo (m). Tras 200 generaciones (suficiente para que el sistema
llegue al equilibrio), medimos la eficacia media de la poblacion y la
abundancia media de mutantes, como vemos en la Figura 1.2. El resultado
muestra claramente que la transmision colectiva (m > 1) no aumenta la
eficacia media de la poblacion (Figura 1.2A), sino que esta es igual, 0 en
algunos casos incluso inferior, al caso de transmision individual (m = 1).
En cambio, si que se observa un aumento en la abundancia de las

secuencias mutantes (Figura 1.2B). Analizando la dindmica temporal del
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sistema, lo que observamos es que la transmision colectiva inicialmente
mantiene alta la eficacia media de la poblacion, reduciendo el efecto de las
mutaciones letales. Sin embargo, dichas mutaciones aumentan
progresivamente su abundancia, disminuyendo con ello la eficacia de la
poblacidn, hasta Ilegar al mismo punto de equilibrio que en el caso de
transmision individual (Figura 1.2C-D).
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Figura 1.2. Efecto de la complementacién genética de mutaciones
letales en co-transmision. A. Eficacia media de las poblaciones en
equilibrio con diferente tamafio de grupo, en funcién de la probabilidad de
mutacién de un alelo funcional a uno no funcional. B. Frecuencia de
secuencias con al menos una mutacion en la poblacién en equilibrio. C.
Eficacia media de la poblacion en una simulacion. D. Frecuencia de
secuencias mutantes en una simulacion. Parametros: S = 10%. En C-D: «
=0,001. En A-B se muestra la media y el error estandar de la media (SEM,
inapreciable en la mayoria de casos) de 100 simulaciones, con 200
generaciones. En todos los paneles mostramos m = 1 en azul, m = 5 en
negro y m = 10 en verde, ademas de la prediccion analitica param = 1 en
linea punteada en cian.
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En la Figura 1.2A se aprecia que, con tasas de mutacion suficientemente
altas, la eficacia media alcanzada en el equilibrio por los sistemas de
transmision colectiva (m > 1) llega a ser inferior al sistema de transmision
individual. Ademas, podemaos ver que el sistema de grupos de 10 se desvia
de la eficacia tedrica con tasas de mutacidn inferiores al caso de grupos de
5. En la Figura 1.3 mostramos la diversidad de mutantes y la eficacia media
de la poblacion en uno de los puntos en los que la poblacién de 10 ya se
diferencia de la prediccion analitica, pero no asi el sistema de grupos de 5.
En 1.3A se aprecia como la eficacia media de los grupos de 10 disminuye
rapidamente al punto de equilibrio teérico, coincidiendo con la extincion
de la secuencia no mutada (Figura 1.3B). Posteriormente, oscila en torno a
este valor, para luego disminuir y oscilar en torno a un punto ligeramente
inferior. En el caso m = 5 solo observamos la primera caida, hasta el punto
de equilibrio analitico, y sin la extincion de ningln tipo de mutantes, ni
siquiera de la secuencia no mutada (Figura 1.3C). Se trata del fenémeno de
catastrofe de error: la tasa de mutacion es tan alta que lleva a la pérdida de
la informacion genética. En este caso, debido a la complementacién, la
poblacion no colapsa, pero su eficacia si disminuye. A mayor
complementacién (debido a un mayor nimero de secuencias por grupo),
menor es el umbral de mutacién requerido para que el sistema entre en esta

dindmica.
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Figura 1.3. La complementacién conlleva la reduccion de la eficacia
debido a la acumulacidn de mutaciones deletéreas. A. Eficacia media de
la poblacidén en una simulacién, con un valor de tasa de mutacién que lleva
al sistema de m = 10 a reducir la eficacia media respecto al caso de
transmision individual, no siendo asi con m = 5. B. Frecuencia de
secuencias mutantes en el sistema de grupos de 10. C. Frecuencia de
secuencias mutantes en el sistema de grupos de 5. Parametros: S = 10*y
a=0,01. En Am=5ennegroy m =10 en verde, ademas de la prediccién
analitica param = 1 en linea punteada en cian. En B-C las lineas de colores
representan la frecuencia de secuencias no mutadas (cian), y secuencias
con entre 1 y 5 mutaciones, en verde, morado, amarillo, rojo y azul,
respectivamente.

Efecto de la recombinacion.

Finalmente, también analizamos el posible efecto de la recombinacion, ya
que este fenémeno solo puede ocurrir en contextos de co-infeccion entre
variantes diferentes. Para ello, en los grupos con mas de una secuencia (m
> 1), introducimos una probabilidad or de que se genere una nueva
secuencia mediante un reordenamiento aleatorio de dos secuencias
parentales. Con cada evento de recombinacion se generaba un numero
entero aleatorio (I) entre 1 y n, y la secuencia recombinada estaria

compuesta por los genes desde uno hasta | de una secuencia, y desde | +1
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hasta n de otra secuencia. Descubrimos que los efectos negativos de la
transmisién colectiva en la eficacia de la poblacién se compensan
parcialmente con la recombinacion, siempre en el caso de poblacién bajo
la catastrofe de error, pero necesitando para ello altas tasas de
recombinacién (Figura 1.4). Se trata de un resultado intuitivo, ya que la

recombinacién permite recuperar secuencias libres de mutaciones.

Recombinacion/No recombinacion

1.15 ¢ m= 10 (Baja mutacion)
m = 10 (Alta mutacion)
m =1 (Baja mutacion)
m =1 (Alta mutacion)

Cociente de eficacia

]®-0-& - 0-0- 000 0 0 0 0 0 00

1072 107!
Probabilidad de recombinacion (aR)

Figura 1.4. Efecto de la recombinacién en la eficacia. Mostramos el
cociente entre las eficacias promedio alcanzadas en equilibrio por una
poblacién con una determinada probabilidad de recombinacion, frente a la
eficacia media alcanzada en ausencia de recombinacion. En azul
mostramos las simulaciones con baja probabilidad de mutacién (o= 0,001),
y en verde con alta probabilidad de mutacion (e = 0,1). En cian continuo y
punteado mostramos el cociente entre la eficacia media de las poblaciones
en ausencia de complementacion (m = 1) y la de la poblacién de grupos de
10 en ausencia de recombinacion. Parametros. S = 10*y m = 5. Mostramos
la media de 100 simulaciones y el SEM, con 200 generaciones.
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Complementacidn genética en un paisaje adaptativo.

Con los resultados anteriores, podemos concluir que la co-trasmision de
variantes no es capaz de aumentar la eficacia de las poblaciones virales por
efecto de la complementacion genética de mutaciones deletéreas, pero que
si es capaz de aumentar la diversidad genética en dichas poblaciones. Nos
preguntamos a continuacién si dicho aumento de la diversidad podria
conllevar un aumento en la adaptabilidad. Para estudiar este fendmeno,
modificamos nuestro modelo de Wright-Fisher, haciendo que las
mutaciones no sean deletéreas per se. En el nuevo modelo, la poblacion
sigue estando formada por S secuencias binarias, pero ahora a cada
secuencia se le asigna una eficacia en funcion de un mapa genotipo-
fenotipo, también conocido como paisaje adaptativo o paisaje de eficacia
(del inglés fitness landscape). Cada posicion de la cadena se sigue
representando Unicamente con ‘1’ o ‘0’, pero estos ya no significan
funcional y no funcional, sino simplemente estados diferentes, como alelos
diferentes de un gen, o nucledtidos alternativos de una posicién de un gen.
La eficacia de cada secuencia o grupo de secuencias es calculada en
funciéon de los alelos que presenta, utilizando modelos de paisajes
adaptativos que asignan un determinado valor cuantitativo a una secuencia
binaria. En el caso simple de m = 1, cada secuencia posee una determinada
eficacia, wi, lo que le confiere una probabilidad P; = wi/waj de ser

seleccionada en cada ronda de seleccion, y una probabilidad total de 1 —

1- wi/Zj’T w;) % de formar parte de la siguiente generacion. Al igual que

en el modelo anterior, cada secuencia seleccionada tiene una probabilidad

o. de mutar cada uno de sus alelos, pero siendo bidireccional en este caso.

Al igual que en el modelo anterior, aumentando el valor de m simulamos
poblaciones de infecciones maltiples. El factor determinante es el modo de

calcular la eficacia de los grupos que contenian varias secuencias distintas,
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para lo cual usamos diferentes modelos (resumidos en la Figura 1.5). En
primer lugar, consideramos la trans-complementacion genética clasica, por
la cual genes de diferentes genomas comparten sus productos génicos para
generar un fenotipo comun (en este caso, la eficacia de la infeccion). Para
simularla, primero determinamos todas las posibles combinaciones de
alelos producidas por las secuencias de un grupo, y luego utilizamos el
paisaje adaptativo predefinido para calcular la eficacia de cada una de estas
combinaciones alélicas. Por ejemplo, en los grupos de tamafio dos (m = 2)
formados por las secuencias [1-1] y [0-0] hay cuatro combinaciones
alélicas posibles: [1-1], [1-0], [0-1] y [0-0]. Una vez obtenidas las eficacias
correspondientes a dichas secuencias, la eficacia del grupo se calcula de
dos formas alternativas: como la eficacia de la combinacion alélica méas
apta presente en el grupo (Figura 1.5B), o como la eficacia media de todas
las combinaciones alélicas (Figura 1.5C). La primera representa alelos
dominantes, en los que una sola copia de un gen es suficiente para recuperar
el fenotipo asociado mas apto (trans-complementacion completa), mientras
que la segunda representa un sistema en el que la dosis génica determina el

fenotipo (trans-complementacion media).
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A. Ejemplo de paisaje adaptativo
Sccuencias Eficacia  Secuencias Eficacia
] F=1 ] Fiy=0
CT] Fp=04 M g -9
B. Trans-complementacién completa C. Trans-complementacion media
Grupo C91pb1nac10nes Fficacia Grupo Cc,)rpbmacmnes Eficacia
alélicas alélicas
. T - o
11 Foo=0.4f_ 1 11 Fpo=04 0.35
] [ Fly=0 1 m Fy= 0 .
i Fy=0 i Fop=10
max media
D. Cis-complementacién completa E. Cis-complementacion media
Grupo C(?IﬁblnaL‘IOHes Eficacia Grupo C(,)n_1bmac10nes Eficacia
alelicas alelicas
] [ Fi=1 _1 I 1 F, =1 — (0.7
L] Lol Foo=04] - 1 Fyy=0.4 .
max media

Figura 1.5. Modelo Wright-Fisher de paisaje adaptativo. A. Ejemplo
de paisaje adaptativo epistatico, en el que existe un maximo absoluto en [1-
1], un méximo local en [0-0], y dos secuencias intermedias de eficacia nula
[1-0] y [0-1]. B-C. Modelos de trans-complementacion, en los que la
eficacia de los grupos depende de todas las combinaciones alélicas
posibles, considerando todos los alelos de cada posicion de entre todas las
secuencias del grupo. La eficacia del grupo se calcula como la de la
combinacién mas apta (B, trans-complementacion completa) o como la
media de todas las combinaciones (C, trans-complementacion media). D-
E. Modelos de cis-complementacién, en los que la eficacia de los grupos
depende de las secuencias especificas presentes en el grupo, sin considerar
las combinaciones entre alelos de diferentes secuencias. La eficacia del
grupo se calcula como la de la secuencia mas apta (D, cis-complementacion
completa) o como la media de todas las secuencias (E, cis-
complementacion media).

También modelamos un tipo diferente de complementacion, en el que los
elementos de una secuencia no representaban diferentes loci, sino
diferentes posiciones dentro de un locus (nucledtidos o aminoacidos). Este
modelo, al que denominamos ‘cis-complementacién’, ya no considera
todas las combinaciones alélicas de las secuencias de los grupos, sino cada

secuencia real presente en un grupo (Figura 1.5D-E). Siguiendo con el
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ejemplo anterior, en un grupo con las secuencias [1-1] y [0-0], calculamos
solo la eficacia de esas secuencias en concreto, sin considerar las
combinaciones [1-0] y [0-1], que requieren mezclar alelos de dos
secuencias distintas. La epistasia conformacional (Ortlund et al., 2007) es
un ejemplo de esta situacion, en la que un Unico gen debe acumular varias
mutaciones para producir una proteina con un fenotipo diferente. Como en
el caso anterior, la eficacia del grupo se calcula como la eficacia de la
secuencia mas apta (cis-complementacion completa, Figura 1.5D), o como
la media de todas las secuencias dentro del grupo (cis-complementacion

media, Figura 1.5E).

Una vez mas, el proceso de seleccion se realiza en dos pasos. Una vez
definidos los grupos de secuencias (las infecciones de cada generacion),
calculamos la eficacia de cada grupo (wg) utilizando las reglas definidas
anteriormente. A continuacion, obtenemos la eficacia competitiva intra-
grupo de cada secuencia individual, que es la misma para todas las
secuencias en ausencia de secuencias defectivas. Asi, la probabilidad de

una secuencia i dentro de un grupo g de ser seleccionado en cada ronda de

seleccion es Py, = 1/m x wy/ )™ w.

Sistema simple de dos loci, dos alelos, dos secuencias.

Comenzamos este estudio con el caso mas simple posible: un sistema de
dos loci, con dos alelos por locus, y con grupos de dos secuencias. En este
sistema existen cuatro secuencias individuales ([0-0], [1-0], [0-1] y [1-1])
y 10 pares de secuencias diferentes. Es facil imaginar que, si el paisaje
adaptativo es estrictamente aditivo, en el que existe un Gnico punto maximo
de eficacia absoluto, y al que se llega afiadiendo mutaciones que siempre
aumentan la eficacia, el sistema llegara a dicho equilibrio rapidamente,

dependiendo de la tasa de mutacion, la ventaja de eficacia conferida por las
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mutaciones y el tamafio poblacional. Podemaos simular un escenario de este
tipo con un paisaje como el que usamos en la Figura 1.6A, en el que existe
un minimo absoluto (woo = 0,2), dos estados de eficacia intermedia (w1 =
Wo1 = 0,5) y un méaximo absoluto (w11 = 1). En estas condiciones, la
evolucion por mutacion-seleccion lleva al sistema rapidamente al 6ptimo
global (Figura 1.6B).

A B | Paisaje aditivo
0 1
=08
i
£ 0.6
0 |02 05 3,
= 0.2
105 1 .
0 10 20 30 40 50
Tiempo (generaciones)
C D : Paisaje epistatico
0 1
- 08
| B
£006
0 0.2 0 £
i 0.4
= 0.2
1 0 1

0(] 20 40 60 80 100
Tiempo (generaciones)

Figura 1.6. Adaptabilidad en diferentes paisajes adaptativos. A. Paisaje
adaptativo aditivo correspondiente a un sistema de dos loci con dos alelos
por locus. B. Eficacia media de la poblacion correspondiente a una
simulacion del modelo con el paisaje aditivo. C. Paisaje adaptativo
epistatico correspondiente a un sistema de dos loci con dos alelos por locus.
D. Eficacia media de la poblacién correspondiente a una simulacion del
modelo con el paisaje epistatico. Parametros. S = 10*y o = 0,001.
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Sin embargo, la adaptabilidad se ve comprometida si dicho paisaje
adaptativo no es estrictamente aditivo, sino que presenta interacciones
epistaticas, lo que lleva a que el efecto de una mutacion no sea siempre
beneficioso, sino que depende del estado de otras posiciones de la
secuencia. Con nuestro modelo podemos simular un paisaje epistatico
haciendo que el sistema presente, ademas del maximo absoluto, uno o
varios maximos locales. Se trata de estados con eficacia intermedia,
alejados del méaximo absoluto por mas de una mutacion. Esto conlleva que,
para que el sistema pase de un maximo local al maximo absoluto, deba
pasar por, al menos, un estado intermedio de menor eficacia que ambos.
Este tipo de paisajes adaptativos se suelen llamar rugosos, haciendo
referencia a un valle con varias colinas de diversa altura (los maximos
locales y el maximo global), separadas por zonas de valle de menor altura
(los estados intermedios de baja eficacia), en contraposicion con los
paisajes adaptativos lisos, que representarian una subida lineal desde
cualquier punto del mapa al maximo absoluto. Con nuestro modelo
podemos simular un paisaje adaptativo epistatico con un sistema tal que
wi1 =1, Woo= 0,2 y wio=Wo1 = 0 (Figura 1.6C). De esta forma, la secuencia
[1-1] sigue siendo el maximo global, la secuencia [0-0] el maximo local, y
las secuencias [1-0] y [0-1] estados intermedios de baja eficacia (nula en
este caso). Como vemos en la Figura 1.6D, el sistema tarda mucho mas en
alcanzar el maximo global, ya que la Unica posibilidad es que ocurra un

evento de mutacién doble en la misma secuencia.

Para estudiar el efecto de la complementacion genética durante la co-
transmisién, agrupamos las secuencias como en el apartado anterior, y
utilizamos las diversas reglas de complementacién, descritas
anteriormente. Comenzamos el estudio con el modelo de trans-
complementacion completa, por la cual la eficacia de un grupo se calcula

como la eficacia méxima de entre todas las combinaciones alélicas posibles
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gue se podrian formar con las secuencias del grupo. En la Figura 1.7A-B
podemos ver una tabla con todas las combinaciones de secuencias y su
eficacia correspondiente dado el paisaje descrito. Simulamos este sistema
Gnicamente con grupos de tamafio 2 (m = 2), y se apreciaen 1.7C-D que la
ventaja de adaptabilidad frente a la transmision individual (m = 1) es
evidente, ya que el sistema de grupos requiere muchas menos generaciones

para alcanzar el punto de maxima eficacia, dadas las mismas tasas de

mutacion.
A C | Adaptacion en paisaje epistatico
0 1 )
g
£
0 02 0 -
3
@
1 0 1
0 50 100 150
B D Tiempo (generaciones)
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0-0| 0.2 3

5100
0-1102 0 5
-
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Probabilidad de mutacion ()

Figura 1.7. Efecto de la complementacién genética en la adaptabilidad
con paisajes epistaticos. A. Paisaje adaptativo epistatico (mismo que en
1.6C). B. Matriz de todas las interacciones posibles y la eficacia de los
grupos correspondientes, usando el modelo de trans-complementacion
méaxima. C. Eficacia media de la poblacién a lo largo de 100 simulaciones
con transmisién individual (azul) y con grupos de tamafio 2 (rojo),
mostrando la media y la SEM cada 10 generaciones. D. Tiempo medio en
el que las poblaciones alcanzan el estado de méxima eficacia (en el que la
eficacia media es superior a 0,95), a lo largo de 100 simulaciones.
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Mostramos la media y la SEM, para sistemas de transmisién individual
(azul) y grupos de 2 (rojo). Si la transicién no ocurre, asignamos 150, ya
que es el nimero maximo de generaciones simuladas. Pardmetros: S =
10% En C: o = 0,002.

Particulas defectivas y parentesco genético.

A continuacion, introducimos en el sistema los parasitos genéticos mas
importantes de los virus, las particulas defectivas interferentes o DIPs, que
actian como tramposos sociales al co-infectar con variantes WT. Para
introducir las DIPs en el modelo, simulamos secuencias con las dos
caracteristicas principales de este tipo de genomas virales: pierden una
parte de sus genes debido a deleciones, y presentan una ventaja competitiva
frente a las WT en co-infeccion. En cada generacion, las secuencias
normales tenian una probabilidad ap de mutar a una DIP. Para cada

secuencia dentro de un grupo, la probabilidad de ser seleccionada en cada

S/m

ronda se vuelve P = wg/zj=1 w; X f;/ ¥j=1 B;- De este modo, la eficacia

intra-grupo, S, no afecta a la eficacia del grupo, s6lo a la probabilidad de
que las secuencias que son parte de un mismo grupo sean seleccionadas
para la siguiente generacion, una vez seleccionado dicho grupo.
Consideramos una ventaja promedio de 5 a 1 de las DIPs frente a las
secuencias WT (fw =1y fp = 5). Para simular las deleciones, que suponen
la pérdida de una parte importante de los genes esenciales, al generar una
DIP, un nimero aleatorio de sus genes (desde la posicién 1 hasta como
maximo la posicibn n) ya no se tienen en cuenta nunca para la
complementacion, y los grupos formados Unicamente por DIPs tienen
siempre eficacia 0. Comprobamos que estos paréasitos se apoderan de la
poblacién y reducen tanto su eficacia media como la adaptabilidad ganada

por la complementacion (Figura 1.8A-C).
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Grupos aleatorios
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Figura 1.8. Efecto de las DIPs en poblaciones con grupos aleatorios y
grupos emparentados. A. Frecuencia de DIPs en una simulacién con
grupos aleatorios de tamafio 2. B. Diversidad genética intra-grupo y
eficacia media de la poblacién en una simulacion con DIPs y grupos
aleatorios (m = 2). C. Tiempo medio de transicion hacia el estado de
maxima eficacia en poblaciones de transmision individual (azul), y
poblaciones de grupos de tamafio 2 aleatorios con DIPs (negro) y sin DIPs
(rojo). D-F. Mostramos las mismas simulaciones que en A-C, pero con
grupos emparentados. Parametros: S = 10*y ap = 0,001. En A-B 'y C-D:
a =0,002. En C y F se muestra la media y SEM de 100 simulaciones.

El parentesco genético entre los cooperadores es fundamental a la hora de
evitar la invasién de tramposos. En el caso de virus y otros
microorganismos, la estructura poblacional es una de las formas més
eficaces de aumentar dicho parentesco. En el caso de virus que se
transmiten mediante ClUs, existen varios ejemplos de transmision en los
que la agrupacion de viriones tiene lugar extracelularmente, y por tanto se
pueden mezclar genomas procedentes de diferentes células infectadas,
como es el caso de los agregados de viriones de VSV o VIH, o la
transmisién a una MOI general alta. Por otro lado, cuando la co-

transmision ocurre por medio de vesiculas extracelulares que contienen
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viriones, las capsides poliploides o los cuerpos de oclusién, asi como por
transmisién célula-célula, todos los genomas que infectan una célula
provienen de la misma célula anterior, restringiendo las interacciones a
genomas ‘hermanos’. En nuestro modelo, la agrupacion de genomas se
hacia tomando todas las secuencias de la poblacién, por lo que simulaban
ClUs del primer tipo, a las que llamamos CIUs aleatorias (Figura 1.9A).
Para estudiar el efecto de la transmision de genomas emparentados,
introducimos el parentesco genético haciendo que todas las secuencias que
infectan un grupo en una generacién provengan del mismo grupo de la
generacion anterior (grupos emparentados, en contraposicién con los
grupos aleatorios usados hasta ahora). Descubrimos que este tipo de
estructuras aumentan el parentesco genético lo suficiente como para evitar
la invasién de las DIPs (Figura 1.8D).

A B
ClUs aleatorias CIUs emparentadas

=

Figura 1.9. Modelos de ClUs. A. ClUs aleatorias, en las que los genomas
procedentes de un grupo en una generacion pueden provenir de cualquier
grupo de la generacion anterior. B. ClIUs emparentadas, en las que los
genomas pertenecientes a un grupo en una generacion provienen todos del
mismo grupo de la generacién anterior.

e
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Como se aprecia comparando los paneles B y E de la Figura 1.8, el mayor

impacto de la transmision por grupos emparentados se encuentra a nivel de
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la diversidad genética intra-grupo. En el caso de grupos aleatorios,
observamos un primer pico de diversidad, correspondiente a la transicion
entre el estado de baja y alta eficacia, que luego disminuye cuando la
secuencia 1-1 se impone en la poblacion. Seguidamente, se observa un
segundo pico de diversidad, correspondiente a la expansion de las DIPs,
que es concomitante con la reduccién de la eficacia de la poblacion. La
diversidad en este caso se mantiene, ya que existe una convivencia entre
las DIPs y las secuencias WT (Figura 1.8A). En el caso de grupos
emparentados, observamos el primer pico de diversidad, correspondiente a
la adaptacion, pero no el de la expansion de las DIPs. Las ClUs
emparentadas restringen las interacciones a genomas derivados del mismo
grupo previo, evitando que las DIPs se expandan de un grupo a otro, y por
tanto manteniéndolas a una frecuencia muy baja (Figura 1.8D). Este
aumento de parentesco y la consiguiente disminucion de diversidad
disminuyen la adaptabilidad en comparacién al sistema de grupos
aleatorios si no hubiera DIPs, pero protege al sistema de estos tramposos a
la par que permite una adaptabilidad superior comparada con el sistema en

ausencia de complementacion genética (Figura 1.8F).

Sistema multi-loci y tamafio de grupo.

En todos los resultados anteriores utilizamos el sistema simple de dos loci,
y grupos de tamafio dos. Para generalizar el modelo para maltiples loci y
grados de epistasia, utilizamos modelos NK aleatorios (Kauffman and
Weinberger, 1989). Estos paisajes de eficacia se construyen al azar,
creando secuencias de longitud N con K interacciones epistaticas. Los
valores de eficacia de las secuencias se calculan como una contribucién
aleatoria de cada una de las N posiciones. La epistasia se introduce

haciendo que la contribucion de cada una de las posiciones no dependa sélo
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de su estado (0 o 1), sino también del estado de otras K posiciones
aleatorias. K = 0 produce un paisaje de aptitud puramente aditivo (no
epistatico), mientras que K = N - 1 produce un paisaje totalmente aleatorio
con correlacion cero entre secuencias vecinas. Si se aumenta K, se
incrementa el nimero de interacciones epistaticas de cada locus y, en

consecuencia, el numero de maximos locales.

Decidimos utilizar siempre una N de 5, y explorar diferentes valores de K.
Este valor de N puede parecer bajo, ya que en el genoma de la mayoria de
organismos existen muchos mas loci. Sin embargo, el nimero de loci que
intervienen en un mismo proceso, y por tanto pueden tener interacciones
epistaticas, no es tan alto, por lo que nuestra aproximacion de 5 es
adecuada. Mantener un N bajo, ademas, nos permitia reducir mucho los
tiempos de computacion de las simulaciones. Como era de esperar, el
aumento de K dificulta en general la optimizacion evolutiva. Con una
epistasia minima (K = 1), observamos que la co-transmisidon (m > 1) es
neutra, o incluso ligeramente perjudicial, para la adaptabilidad (Figura
1.10A), mientras que con paisajes con abundante epistasia (K = 4), la
adaptabilidad se ve fuertemente favorecida por la co-transmision, efecto

que es mayor cuanto mayor es el tamarfio de los grupos (Figura 1.10B).
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Figura 1.10. Adaptabilidad con sistema multi-loci de diferente grado
de epistasia. A: Adaptabilidad en un paisaje con poca epistasia (N =5, K
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= 1). B. Adaptabilidad en un paisaje con abundante epistasia (N =5, K =
4). Mostramos el tiempo medio de transicion hacia el estado de méaxima
eficacia en poblaciones de transmision individual (azul), y poblaciones de
grupos de tamario 2 (rojo), 5 (negro) y 10 (verde). Parametros: S = 10*y
aop = 0,001, usando el sistema de grupos emparentados y de trans-
complementacion completa. Se muestra la media y SEM de 100
simulaciones.

Modelos de complementacion.

Hasta ahora, en todas las simulaciones asumiamos el modelo de trans-
complementacion completa (Figura 1.5B), que asume una
complementacion maxima entre alelos de diferentes secuencias dentro de
los grupos. Para estudiar otros contextos biolégicos, empezamos por la
trans-complementacion media, en la que la eficacia asignada a un grupo
era igual a la media de todas las combinaciones de alelos en el grupo. Se
trata de un modelo que simula una situacién en la que la dosis génica
determina el fenotipo, en contraposicion con la complementacién
completa, en la que un solo alelo del fenotipo de alta eficacia era suficiente
para expresar dicho caracter. Estudiamos la adaptabilidad de este sistema
en un paisaje epistatico (N = 5, K = 4), ya que es el Unico en el que
encontramos ventaja para la co-transmision, y en un sistema con DIPs y
ClUs emparentadas. En la Figura 1.11B podemos ver que este sistema tiene
una adaptabilidad claramente menor que la trans-complementacion
completa (Figura 1.11A, misma que Figura 1.10B), siendo incluso menor

al caso de transmision individual.
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Figura 1.11. Efecto del grado de complementacion en la adaptabilidad.
Adaptabilidad en un paisaje con abundante epistasia (N = 5, K = 4). A.
Trans-complementacidon completa (misma figura que 1.10B). B. Trans-
complementacion media. C. Cis-complementacion completa. D. Cis-
complementacion media. Mostramos el tiempo medio de transicion hacia
el estado de maxima eficacia en poblaciones de transmision individual
(azul), y poblaciones de grupos de tamafio 2 (rojo), 5 (negro) y 10 (verde).
Parametros: S = 10* y ap = 0,001. Se muestra la media y SEM de 100
simulaciones.

Finalmente, también analizamos la adaptabilidad con los modelos de cis-
complementacion, en los cuales la eficacia de los grupos no viene
determinada por la complementacion entre alelos de diferentes secuencias,
sino por la eficacia de cada secuencia individual. Las secuencias, en este
caso, no simulan genomas, sino genes o proteinas. De forma analoga al
modelo de trans-complementacién, también analizamos dos alternativas
para calcular la eficacia del grupo en funcién de las de las secuencias: en
el modelo cis-complementacién completa (Figura 1.5D) se toma la eficacia

de la secuencia mas apta, mientras que en el modelo de cis-
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complementacion media (Figura 1.5E), el promedio de las eficacias de las
todas secuencias del grupo. En la Figura 1.11C-D comparamos el resultado
de ambas versiones del modelo, en las mismas condiciones que las
simulaciones anteriores (paisaje epistatico, DIPs y ClUs emparentadas),
encontrando un resultado similar: el modelo de cis-complementacion
completa confiere mas adaptabilidad al sistema que el modelo cis-
complementacion media. También observamos que la cis-
complementacion completa presenta una adaptabilidad reducida frente a la

trans-complementacion completa, aunque es un efecto muy ligero.

Los resultados anteriores muestran que tanto la trans- como la cis-
complementacion completa promueven la adaptabilidad, siendo mucho
menor, cuando no perjudicial, el efecto de la complementacién media. El
hecho de que la ventaja mayoritaria se encuentre en que la
complementacion sea completa, en vez de en la contribucion de alelos de
diferentes secuencias (que no ocurre en el modelo cis), indica que el
principal efecto de la complementacion radica en la capacidad para
amortiguar el efecto negativo de las mutaciones deletéreas, y no en el
acceso a combinaciones de diferentes secuencias. Para entender mas en
profundidad este fendmeno, realizamos nuevas simulaciones en las que
estudiamos el efecto de las mutaciones en la eficacia de los grupos. Para
ello, en cada generacién, medimos la eficacia de los grupos antes y después
de mutar cada uno de los alelos de cada una de las secuencias, de forma
independiente, y calculamos la diferencia, que no es mas que el efecto en
la eficacia de cada mutacion. Observamos en la Figura 1.12A que este
efecto es nulo en el caso de los modelos de complementacién completa, y
negativo en los modelos de complementacion parcial o la transmision
individual. Por otro lado, también inspeccionamos las trayectorias
evolutivas en el paisaje de eficacia (N = 5, K = 4). En la Figura 1.12B

representamos la eficacia media de la poblacion en funcion de la distancia
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Hamming media de la poblacion a la secuencia mas apta (6ptimo global),
con varias simulaciones que comienzan en secuencias diferentes. Segln
avanzan las generaciones, la distancia media va disminuyendo, y conforme
a esto, la eficacia media aumenta. En el caso de los modelos de
complementacion parcial y la transmision individual, la mayoria de las
poblaciones se quedan sistematicamente atrapadas en maximos locales
sub-6ptimos. En cambio, las poblaciones con complementacién completa

son capaces, por lo general, de alcanzar el maximo global.

89



>

Efecto en la eficacia Efecto en la eficacia Efecto en la eficacia Efecto en la eficacia

Efecto en la eficacia

Trans- Completa

Trans- Completa

0.1 .
=
5
[
£
<
‘S
g
-0.05 =
-0.1 . - s
0 50 100 150
Tiempo (generaciones) Distancia de Hamming
ol Trans- Parcial i Trans- Parcial
0.8
= 0.
0.05 ﬁ
£0.6
0 ™ =
1 \ 204
=
-0.05 w 0.2
-0.1 0 , : : : ‘
0 50 100 150 5 4 3 2 1 0
Tiempo (generaciones) Distancia de Hamming
o1 Cis- Completa . Cis- Parcial
0.05 =08
B
£006
0 £
204
=
-0.05 m 02
-0.1 0
50 100 150 5 4 3 2 1 0
Tiempo (generaciones) Distancia de Hamming
ol Cis- Parcial i Cis- Completa
=
0.05 go8
5
2 0.6
0 s =
NN g 04
g
-0.05 2
\ \ \ = 0.2
0.1 ‘ ‘ 0 : ‘ : ‘
0 50 100 150 5 4 3 2 1 0
Tiempo (generaciones) Tiempo (generaciones)
Transmision individual i Transmision individual
8
05 gos
=
:‘ 0.6
0 *\_\ =
T \ S04
8
2
£0.2
5

0.5 \
-1

0 50 100 150
Tiempo (generaciones)

=

5 4 3 2 1 0
Tiempo (generaciones)



Figura 1.12. Caminos evolutivos a través del paisaje adaptativo. A.
Efecto medio de las mutaciones a lo largo de las generaciones B. Eficacia
media de la poblacion en funcidn de la distancia media de Hamming a la
secuencia Optima. El punto de inicio son los valores altos de la distancia de
Hamming, que corresponden a valores bajos de eficacia media de la
poblacién. Cada linea de color corresponde a una simulacién, con una
secuencia inicial diferente. Parametros: S = 104 a = 0,002 y ap = 0,001,
con 150 generaciones y grupos emparentados.

En conjunto, estos resultados nos indican que la complementacion permite
la exploracién de nuevos caminos en el paisaje adaptativo, al amortiguar
los efectos de las mutaciones deletéreas. En el caso de mapas de eficacia
con poca o nula epistasia, esta complementacion no es necesaria para llegar
en pocas generaciones al éptimo global (Figura 1.10A). En cambio, en el
caso de mapas de eficacia con abundante epistasia (valores alto de K), la
complementacion se vuelve fundamental. La transmisién en grupo abre
nuevos caminos hacia el maximo global, ya que permite la acumulacion
transitoria de secuencias de baja eficacia, que en el caso de la transmision
individual serian inmediatamente purgadas por la seleccion. Sin embargo,
este efecto sdlo se aprecia si la complementacion genética es completa, y
por tanto es capaz de amortiguar totalmente el efecto de las mutaciones
deletéreas. En cambio, si la complementacion es parcial, y las secuencias
intermedias entre picos reducen la eficacia de los grupos en los que se

encuentran, el efecto positivo se pierde.

Estudio experimental del efecto de la co-transmision en la
adaptabilidad de VSV.

Con el resultado tedrico acabado, decidimos explorar experimentalmente

la principal prediccion del modelo: que la transmision colectiva es capaz
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de potenciar la adaptabilidad. Nuestro organismo modelo para el estudio
de la transmision colectiva era el virus VSV, que sabemos que es capaz de
presentar complementacion genética durante la co-transmision, ya sea

mediante agregados, o simplemente por una alta MOI general.

Evolucion experimental con parentesco genético.

La evolucidon experimental es el estudio de procesos evolutivos en
condiciones controladas de laboratorio. Para realizar este tipo de ensayos
con virus, realizamos infecciones encadenadas, en las que las particulas
infectivas generadas en una infeccion (pase X), son utilizadas para realizar
una nueva infeccién (pase X + 1), de forma tal que la poblacion ird
acumulando mutaciones progresivamente que seran fijadas, eliminadas o
mantenidas a cierta proporcion por seleccion, mutacion o deriva genética.
Como hemos mencionado, elegimos VSV como organismo modelo, ya que
sabemos que sus co-infecciones presentan complementacion genética. Sin
embargo, por resultados experimentales ya publicados (Andreu-Moreno
and Sanjuan, 2020), sabemos que cuando VSV es transmitido mediante
agregados, o a alta MOI, se acumulan DIPs en muy pocos pases de
evolucion, algo coherente con nuestro modelo de ClUs aleatorias. Para
realizar una evolucion experimental en la que haya transmision colectiva,
pero que ademas mantuviera cierto grado de parentesco entre las variantes
co-transmitidas, ideamos un sistema de transmision de células infectadas
por VSV. La idea era realizar infecciones en las que las particulas
infectivas fueran células infectadas previamente. Como hemos
mencionado, la transmision célula-célula es un vehiculo de transmision
colectiva que restringe las interacciones a particulas derivadas de la misma
célula. Se trata del requisito que impone nuestro modelo en las ClUs

emparentadas, que deberian contener la emergencia de DIPs. Estas células
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infectadas, al ser colocadas en placas nuevas sobre un césped de células
susceptibles, deberian liberar un gran nimero de viriones. Para potenciar
la co-infeccion en las células de la vecindad, realizamos infecciones en
agar, que reduce la difusidn de los viriones, y, por tanto, aumentan la MOI

local.

En primer lugar, generamos un stock de células co-infectadas, y
comprobamos su capacidad para co-transmitir genomas diferentes cuando
iniciaban una nueva infeccién. Para ello, inicialmente infectamos una placa
p100 confluente a una MOI de 5, de dos variantes de VSV: VSV-mCherry,
y VSV-GFP, de forma tal que la inmensa mayoria de las células quedaran
infectadas con ambas variantes. Pasadas apenas 4 horas, recogimos las
células infectadas. Para ello, primero eliminamos el medio de infeccién, y
posteriormente realizamos 10 lavados con PBS, a fin de eliminar la mayor
cantidad posible de viriones libres. Posteriormente, levantamos las células
de la placa con tripsina (con el mismo protocolo usado para subcultivos), y
las trasvasamos a tubos de 1,5 mL, en un 1 mL de medio DMEM.
Centrifugamos las células a 300xg 5 minutos, eliminamos el medio, y
resuspendimos en medio nuevo, para continuar eliminando viriones
remanentes. Realizamos estos lavados por triplicado, y finalmente
guardamos 20 alicuotas de las células con DMSO a -80 °C, que supuso

nuestro stock ancestral para la evolucion.

Para comprobar si este stock estaba ausente de viriones, y si contiene
mayoritariamente células co-infectadas capaces de co-transmitir diferentes
variantes, realizamos una primera infeccion en DMEM-agar, y por
microscopia de fluorescencia a tiempo real, comprobamos el progreso de
las infecciones provenientes de estas células infectadas. En la Figura
1.13A-B se aprecia que la mayoria de los focos de infeccién presentaban
solo una de las dos variantes (90% de los focos presentan solo mCherry o

GFP). Esto podia deberse a dos motivos: Por un lado, que las células,
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aunque fueran co-infectadas, solo producian particulas infecciosas de una
de las dos variantes. Por otro lado, también podia deberse a que, por
muchos esfuerzos de lavado que realizamos, los viriones siempre estaban
en mayor cantidad que las células infectadas recuperadas. Para discernir
entre ambas, realizamos una nueva infeccion con el stock de células, en la
gue previamente a la incubacion de infeccidn, realizamos una incubacién
del stock con un anticuerpo neutralizante (Ac) durante 5 minutos a 37 °C,
haciendo que la inmensa mayoria de los viriones quedaran inactivos.
Posteriormente, centrifugamos y re-suspendemos dos veces para eliminar
los restos de Ac, y procedemos a infectar una nueva monocapa de células.
En la Figura 1.13C-D podemos comprobar cdmo, a la misma dilucién, el
numero de focos de infeccion disminuye considerablemente con la
incubacion con Ac, y que ademas aumenta significativamente el ndmero
de focos infectados por ambas variantes (70% de los focos con las dos

marcas).
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Figura 1.13. Analisis de las células co-infectadas y su capacidad de co-
transmitir variantes en infecciones en medio semisélido. A. Infeccion
con el stock de células doblemente infectadas, sin Ac, sobreimpresionando
en naranja el area con las dos marcas fluorescentes (rojo mCherry y verde
GFP), y fusionando las imagenes correspondientes a los canales de rojo y
verde. B. Mostramos una seccion de la imagen A. Arriba ambos canales
por separado (rojo y verde), y abajo la fusion de ambas imagenes. C-D.
Infeccién con el stock de células doblemente infectadas, pero con una
previa incubacion con Ac.

Una vez comprobado que las células co-infectadas si son capaces de co-
transmitir variantes, analizamos si dicha co-transmisiéon se mantiene a lo
largo de las sucesivas infecciones. En las primeras 16 hpi apreciamos que
los focos co-infectados presentaban células con doble marca tanto en el

centro como en los bordes del mismo (Figura 1.14), debido a que el agar
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limita mucho la difusion de los viriones y genera una MOI local alta,

manteniendo asi un alto grado co-transmision de diferentes variantes.

BStog + -

Figura 1.14. Focos de infeccion en DMEM-agar 0,8% a 16 hpi.
Mostramos tres focos de una infeccién en agar con el stock de células
doblemente infectadas (con las variantes VSV-WT-GFP y VSV-WT-
mCherry), previa incubacion con Ac, a 16 hpi. Arriba: Fusion de las
imagenes de los canales de rojo y verde. Abajo: Mismas imagenes,
sobreimpresionando en naranja el area que contiene las dos marcas
fluorescentes. Se mantiene la co-transmision en los bordes del foco,
correspondiente a infecciones de segundo ciclo.

Los pases de evolucidn, en el caso de la evolucion por células infectadas,

se realizaban de la siguiente manera:

1. Incubamos las células stock o pase correspondiente, a una dilucién
que genere una media de 500 focos por pocillo, con un Ac, durante
5 minutos a 37 °C.

2. Realizamos dos lavados por centrifugacion para eliminar el

anticuerpo.
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3. Incubamos a 37 °C grados durante 45 minutos, y tras lo cual se
afiadia el medio DMEM-agar.

4. Lainfeccidn se realizaba durante 12 horas, en el IncuCyte S3, que
nos permite comprobar el progreso de la misma, llevando un
control en tiempo real de la infeccion.

5. Extraemos las células infectadas y las almacenamos con DMSO a
-80 °C para realizar el pase siguiente. Para la extraccion, retiramos
la capa de agar con una espatula de plastico, con el mayor cuidado
posible para no dafiar la monocapa de células. Realizamos dos
lavados con PBS, y luego extraemos las células con tripsina, de la

misma forma que preparamos el stock.

Estudio de la co-transmisién en la adaptabilidad a la temperatura.

Una vez puesto a punto el método de evolucién experimental, disefiamos
las condiciones para comparar la adaptabilidad de VSV a infectar células
BHK a una temperatura superior a la habitual: 39 °C, bajo la cual VSV
alcanzaba un titulo de aproximadamente 10” PFUs/mL, en lugar de las 10°
PFUs/mL que se alcanzan infectando BHK a 37 °C. Nuestro objetivo era
comparar la adaptabilidad cuando la transmision es individual, frente al
caso de co-transmision. Para ello, disefiamos varias condiciones de
evolucién diferentes. A cada una de las dos temperaturas, realizamos una
evolucion en agar, utilizando como particulas infectivas las células
infectadas, como describimos anteriormente (Figura 1.15A). Como
control, realizamos una evolucion en la que usamos viriones libres como
particulas infectivas, e infecciones en medio liquido, reduciendo la co-
infeccion alrededor de las células inicialmente infectadas (Figura 1.15B).
Por ultimo, realizamos una segunda linea control igual a la anterior, pero

aumentando 100 veces el indculo inicial (Figura 1.15C). Esta Gltima linea
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control la afiadimos para paliar el efecto de que, al iniciar infecciones con
células, éstas liberan una gran cantidad de viriones al medio, con lo cual la
cantidad total de genomas que inician la infeccion, en el caso de la primera
condicion (células como particula infectiva), seria muy superior a la
segunda, lo que le proporcionaria una clara ventaja en término de
adaptabilidad (méas genomas conllevan mayor probabilidad de emergencia

de variantes nuevas).

A
> o Virién de VSV-mCherry
v @ Virién de VSV-GFP
7%
B d b A Célula infectada por VSV-mCherry
> - , Célula infectada por VSV-GFP
0/
’ %" Célula co-infectada
L4
- ,
C ) Célula no infectada
d ’
t a4 s °
% ‘o '

Figura 1.15. Condiciones de la evolucion experimental. A. Evolucién
experimental con células infectadas como vehiculo de la infeccion. B.
Evolucion experimental con viriones como vehiculo de la infeccidn, con
bajo indculo (10° PFUs iniciales). C. Evolucion experimental con viriones
como vehiculo de la infeccién, con alto inéculo (10° PFUs iniciales).

Estas tres variantes de lineas evolutivas se usaron para estudiar la
adaptabilidad de VSV a infectar BHK a 39 °C, teniendo también las
correspondientes lineas de evolucion control a 37 °C. En la Tabla 1.1
resumimos las 6 condiciones de evolucion, cada una con 3 réplicas. Para
mantener un control de la capacidad de co-infeccion, usamos como virus

ancestro una mezcla 1:1 de VSV-GFP y VSV-Cherry en el caso de las
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lineas evolutivas con viriones, y un stock de células co-infectadas a alta

MOI de esa misma mezcla en el caso de las lineas evolutivas con células.

Particula infectiva/medio de 37°C 39°C
infeccion
Células infectadas/sDMEM-Agar 37A 39A
VirionessyDMEM-Liquido 37L 39L
Viriones (indculo 37LH 39LH
x100)/DMEM-Liquido

Tabla 1.1 Nomenclatura y condiciones de las lineas evolutivas.

El primer resultado resefiable que tenemos es la emergencia de variantes
resistentes a Ac, con solo 5 pases de evolucion. Como mencionamos antes,
en las evoluciones con células era necesario incubar con Ac neutralizante,
gue eliminara los viriones libres remanentes después de la extraccion de
las células infectadas. De las 3 réplicas de evolucion de la linea 37A, dos
desarrollaron variantes mutantes que resistian la neutralizacion.
Curiosamente, surgié una en una variante VSV-mCherry, y la otra en una
variante VSV-GFP, como podemos ver en la Figura 1.16A. Esto nos
impedia continuar con esta linea evolutiva, y por tanto con los controles a
37 °C. Sin embargo, en la Figura 1.16B vemos que ninguna variante
resistente a Ac surgié en las lineas homélogas a 39 °C a pase 5, por lo cual

extendimos la evolucion hasta llegar al pase 10.
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37A

39A]

Figura 1.16. Evolucion de la resistencia a Ac. Mostramos el resultado, a
16 hpi, de una infeccion con viriones derivados de las lineas evolutivas con
células (37A arriba y 39A abajo), previa incubacion con el Ac
neutralizante. En ambos casos se muestra la fusion de las imagenes
correspondientes a los canales de verde y rojo. El area fluorescente
corresponde a células infectadas por viriones resistentes al Ac.

Con 10 pases de evolucién, decidimos evaluar el comportamiento de las
lineas evolutivas a 39 °C. Realizamos infecciones tanto en medio liquido
como en agar, a 39 °C, y medimos el progreso de la infeccion mediante la
expansion del area fluorescente, sumando la GFP y la mCherry. Para
evaluar el crecimiento en medio liquido, utilizamos viriones libres como
unidades infectivas, tanto del ancestro (mezcla 1:1 de VSV-GFP y VSV-
mCherry), como de las lineas 39L y 39LH. En el caso de las lineas 39A,
previo a las infecciones, obtuvimos un stock de viriones incubando en una
placa vacia las células infectadas. Las curvas de crecimiento que vemos en
la Figura 1.17A indican que, al menos a tiempos cortos, la mayoria de
lineas se comportaban mejor que el ancestro. Para analizar estas posibles
ventajas, realizamos un ajuste de dichas curvas de crecimiento a una

funcion logistica, con la ecuacion A = K + log(1/(1 + Ce™™)), siendo
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A la fraccion de area fluorescente. La tasa de crecimiento exponencial (r)
es el pardmetro que indica cuan rapido se expande la infeccién a tiempos
cortos. En la Figura 1.17C podemos ver que todas las lineas evolutivas de
medio liquido presentan un valor significativamente superior al WT. Las
lineas de agar, aunque su valor medio es ligeramente superior, no presentan
diferencias significativas, por lo que asumimos que su comportamiento es

similar, indicando que no hubo adaptacion en dichas lineas.
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Figura 1.17. Eficacia de las lineas evolucionadas a 39 °C. A. Infecciones
en medio liquido, a partir de viriones, a 39 °C y una MOI de 0,001, del
stock ancestro (negro), y de las lineas 39A (verde), 39L (azul) y 39LH
(rojo). B. Infecciones en medio semisdlido, a partir de células infectadas, a
39 °C y una MOI de 0,001, del stock ancestro (negro), y de las lineas 39A
(verde), 39L (azul) y 39LH (rojo). C-D. Tasa de crecimiento exponencial
(r) del ajuste de las curvas de crecimiento a una funcién logistica (con la
ecuacion: A = K + log(1/(1 + Ce™™))) en medio liquido (C) y agar (D).
En todos los casos mostramos la media y la SEM de tres réplicas de
crecimiento. En C-D los asteriscos indican diferencias significativas (test
t-student, * indicando p-valor < 0,05) respecto al WT.
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Para las curvas de crecimiento en agar, las unidades infecciosas fueron
células infectadas. Para ello, usamos las células ancestro, las células de las
lineas 39A, y células infectadas por viriones de las lineas 39L y 39LH.
Observamos en estas curvas de crecimiento (Figura 1.17B-D) que las lineas
gue mejor se comportan son las 39L (viriones a bajo inéculo). Dos de las
tres lineas 39A presentan una eficacia claramente inferior a la del ancestro,
mientras que la otra, en la que surgié una variante parcialmente resistente
a Ac en uno de los ultimos pases, se comporta de forma similar a las
variantes 39L. Las lineas de viriones de alto in6culo, salvo una, también se

comportan peor o similar al ancestro.

Con los datos obtenidos se aprecia que las lineas 39A no han ganado
adaptabilidad frente a las otras, ya que su crecimiento es igual o inferior a
lineas 39L y 39LH en las dos condiciones. Al observar su comportamiento
en agar, descubrimos que las dos lineas 39A que no presentan resistencia
al Ac se expanden de forma claramente peor que todas las demas,
incluyendo al ancestro. Como este efecto no se aprecia en medio liquido,
cuyas particulas infectivas son viriones individuales, la conclusién mas
plausible es que estas dos lineas evolutivas han acumulado un gran nimero
de variantes defectivas que merman su crecimiento. Dichas variantes
reducirian el crecimiento cuando las infecciones las inician células
infectadas, ya que habria co-infeccion junto a otros genomas no defectivos.
En cambio, en medio liquido, solo observariamos el crecimiento de los

viriones no defectivos, por lo que su dindmica es similar al WT.

Estos resultados nos indican que, a pesar de nuestros esfuerzos por
mantener un alto grado de parentesco, durante la evolucién se acumularon
variantes defectivas, algo que también parece ocurrir en al menos una de
las tres lineas 39LH, que presenta un crecimiento similar a las dos variantes
defectivas 39A. Como la exclusion de las DIPs era condicion necesaria en

nuestro modelo para que la co-transmision potenciara la adaptabilidad,
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nuestros ensayos no permiten sacar conclusiones sobre la prediccion del
modelo respecto a la adaptabilidad, mas alld del hecho de que la
acumulacion de variantes defectivas anularia cualquier posible ventaja de

la co-transmisidn, si es que esta existe.
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CAPITULO 2




INTERACCIONES INDIRECTAS:
EVASION SOCIAL DE LA
RESPUESTA INMUNE INNATA.
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Estudio experimental de la naturaleza social de la evasion de la

inmunidad innata.

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa que deben
superar los virus al inicio de las infecciones. Como mencionamos en la
Introduccion, el IFN tiene como objetivo principal contener el progreso de
dicha infeccién. Sus dos acciones principales son la activacion de la
apoptosis en las células infectadas (autocrino y paracrino) y la activacion
de un estado de bloqueo de nuevas infecciones en las células no infectadas
(paracrino). La naturaleza social del bloqueo o no del IFN radica en que,
de una célula infectada por un virus, se provoca una respuesta (produccion
de IFN) que actia no so6lo sobre la célula infectada por ese individuo
(actor), sino sobre otras, infectadas o que podran serlo, por otros miembros
de la poblacién viral (receptores). De esta forma, bloquear o no la
produccion de IFN se vuelve, potencialmente, un caracter social, ya que
afecta no sélo al individuo, sino también a otros miembros de esa

poblacidn.

En esta parte del estudio, nuestro organismo modelo fue una vez mas VSV,
ya que sabemos que la variante WT es capaz de bloquear la produccion de
IFN a través de su proteina M, lo que le permite infectar muchos tipos
celulares, aunque éstos sean capaces de producir y responder a IFN, como
es el caso de las células MEF. Al igual que en el capitulo anterior, usamos
variantes fluorescentes de VSV, con lo que podemos seguir en tiempo real
el progreso de las infecciones. En la Figura 2.1A-B mostramos una
infeccion de la variante WT de VSV en un cultivo de células MEF, la cual
se extiende infectando toda la monocapa. EI mutante VSV-AS51 tiene una
delecidn de un triplete en la proteina M, lo que le impide llevar a cabo esta

funcion de bloqueo del IFN, pero que no afecta al resto de sus funciones.
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Por tanto, VSV-AS51 es capaz de infectar eficientemente un cultivo de
células que no responden o producen IFN, pero no es capaz de extenderse
en un cultivo de MEF, més alla de unas pocas células alrededor de las
inicialmente infectadas. Estas pocas infecciones de segundo ciclo son
posibles gracias a que el ciclo de replicacién de VSV es mas rapido que la
produccién, secrecion y expresion de los genes activados por IFN en las
células vecinas (Voigt et al., 2016), por lo que VSV-A51 es capaz de
producir viriones e infectar nuevas células antes de que estas entren en el
estado antiviral. Sin embargo, pasadas unas 16/18 hpi, la mayoria de las
células del cultivo se vuelven inmunes, y la infeccion de VSV-A51 se
gueda bloqueada (Figura 2.1C-D).

20 40
Tiempo (hpi)

Figura 2.1. Infeccién de un cultivo de células MEF por parte de VSV-
WT y VSV-A51. A. Infeccidn de un cultivo de células MEF en plazas W6
confluentes con 10° PFUs de VSV-WT-mCherry. B. Fraccion del area del
cultivo que presenta fluorescencia (correspondiente a células infectadas),
en funcion del tiempo. C. Infeccion de un cultivo de células MEF en placas
W6 confluentes con 10% PFUs de VSV-A51-GFP. D. Fraccion del area del
cultivo que presenta fluorescencia (correspondiente a células infectadas),
en funcion del tiempo.

Analizando el crecimiento de las variantes en células MEF, observamos
que a tiempos cortos (8 hpi), VSV-A51 se expande mas rapidamente que

la variante WT, como podemos ver comparando el avance de la
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fluorescencia de GFP, frente a la mCherry a tiempos tempranos. A tiempos
tardios la variante WT se extiende por todo el cultivo, a diferencia de la
A51, alcanzando el WT titulos mucho mas altos (Figura 2.2A). Para
estudiar el efecto de VSV-AS1 sobre la eficacia global de la poblacion,
realizamos infecciones mixtas, las cuales presentaban un titulo viral mucho
mas bajo de lo esperado si no hubiera interaccion entre las variantes. En el
supuesto caso de no interaccion, el titulo generado en co-infeccion deberia
ser la media (ponderada por la fraccion inicial) de ambas variantes puras,
pero vemos que esta prediccion se aleja mucho de la realidad (Figura 2.2A),
demostrando el efecto nocivo de VSV-AS1 en la poblacién viral. Para
observar la naturaleza focal de la inhibicion, realizamos infecciones a baja
MOI con VSV-A51-GFP, y seguidamente blogueamos toda infeccion
secundaria por medio de un Ac neutralizante. Pasadas 20 horas, infectamos
el cultivo con una MOI de 10 de una variante VSV-WT-mCherry resistente
al Ac, de forma tal que infectaba toda célula susceptible. En la Figura 2.2B-
C se aprecia que, alrededor de las células infectadas por VSV-A51-GFP
(verdes) existe un area en la que muchas células no se infectan por VSV
(de unas 50 en promedio), las cuales estan presumiblemente en el estado
antiviral inducido por el IFN sintetizado en las células infectadas
inicialmente por VSV-A51.

>
(g

Efecto de AS1 en la eficacia global Radio de inmunizacion

Titulo (PFUs/mL)
.
o
Contaje

0
5 10 20 40 80 160 320
Células inmunes

0 02 04 0.6 08 1
Fraccion de A51

Figura 2.2. Interaccion entre VSV-WT y VSV-A51. A. Titulo viral

obtenido a 44 hpi. Los extremos representan las infecciones puras de WT
(Fraccion de A51 = 0) y AS1 (Fraccion de A51 = 1). Los tres puntos
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intermedios representan el resultado de infecciones mixtas con fraccion de
A51 de 0,05, 0,5 y 0,95. La linea punteada representa la media ponderada
de los titulos de las infecciones puras, en funcién de la frecuencia inicial
de cada variante. B-C: Area de influencia de una célula infectada por VSV-
A51. B. Infectamos un cultivo con pocas PFUs de VSV-A51, bloqueamos
sucesivas infecciones con un Ac neutralizante de VSV, y tras 16 hpi,
realizamos una nueva infeccion con una variante de VSV-WT resistente a
dicho Ac, a una MOI 10, de forma tal que infectaria todas las células que
no se encontraran en el estado de bloqueo antiviral inducido por el IFN
producido por las primeras infecciones. C. Por inspeccion visual, contamos
el nimero de células, alrededor de cada una de las que tenian fluorescencia
verde (infectadas por A51), que no habian sido infectadas por VSV-WT
debido a la inmunizacién por IFN. Representamos los resultados de 34
células inmunes.

Modelo de evolucion social para el efecto del IFN.

Uno de los sistemas mas clasicos en los que se aplica la evolucién por
parentesco es el crecimiento de una poblacién en la que sus individuos
producen una sustancia que aumenta la eficacia de todos los miembros de
la poblacion, aumentando asi la eficacia global. Este tipo de bienes
comunes se han descrito en multitud de organismos, como, por ejemplo,
los sideroforos producidos por bacterias (West and Buckling, 2003). Si la
produccién de estos bienes comunes acarrea un coste directo para eficacia
de los individuos que lo realizan, los productores o cooperadores se
convierten en altruistas: pagan un coste en término de eficacia individual,
para aumentar la eficacia de toda la poblacién. En el caso de VSV y el IFN,
lo que tenemos es una sustancia que inhibe el crecimiento de la poblacién,
y que los individuos cooperadores, presumiblemente, pagan un coste en
términos de su eficacia individual para bloquear su produccion. El bloqueo
de este mal comin aumenta la eficacia global de la poblacion, que de lo
contrario se veria fuertemente inhibida. Esta inhibicidn se evidencia en el
hecho de que la eficacia media de la poblacidon se ve fuertemente afectada

por la presencia de VSV-AS1 (Figura 2.2A). Tenemos por tanto dos tipos
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de individuos en este sistema, los cooperadores (W), virus VSV-WT, que
bloguean la produccién de IFN; y los tramposos o desertores (D), virus
VSV-A51, que no inhiben la produccion de IFN, y cuya presencia reduce

la eficacia de la poblacion.

Para estudiar el carécter social de la inhibicion del IFN por parte de VSV,
planteamos un modelo de particion de la eficacia (en escala logaritmica)
de cada variante en funcion del ambiente en el que se encuentra. Para

ambas variantes, tenemos las particiones: fy, = 1y fyyw + (1 — ) fwip

Y fo =@ =1p)fpw +1ofpp- Los valores fy Y fpip representan la
contribucién de individuos W o D que se encuentren influenciados
unicamente por individuos de su mismo fenotipo. Analogamente, fy,p ¥
fpyw representan la contribucion de individuos que encuentren en un
ambiente totalmente dominado por individuos del fenotipo contrario. Las
variables rw y rp, cuyo valor definimos entre 0 y 1, miden, en una infeccion
mixta, cuanto esta cada variante influenciada por los virus vecinos de su

propio tipo o del contrario. En infecciones puras de WT y A51 tendriamos

query =1, = 1,y portanto, fiy = fwiw Y fo = foip-

Para cualquier individuo, estar rodeado de virus bloqueantes de IFN (W)
tiene un efecto positivo en relacidn a estar rodeado de virus no bloqueantes
(D), ya que el IFN no se libera de las células vecinas. Llamamos b a este
efecto, que estad determinado por la accién paracrina del IFN, y es la
contribucién de la poblacién a la eficacia de cada individuo, o lo que es lo
mismo, la parte indirecta de la eficacia en la teoria de la eficacia inclusiva
(Bourke, 2011; Bourke, 2014; West et al., 2007b; Gardner et al., 2011). Por
otro lado, llamamos c al efecto de bloquear la produccion de IFN por parte
de cada virus, independiente de la vecindad. Se trata por tanto de la parte
directa de la eficacia, que depende del fenotipo del individuo, y del efecto

del IFN sobre las células infectadas. Dado que el IFN tiene este efecto
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exponencial en la eficacia de las infecciones (Figura 2.2A), analizaremos
el sistema en términos de la eficacia en escala logaritmica. Tomamos como
situacion de referencia el crecimiento de un cultivo puro de VSV-WT, lo
que nos lleva a que wy,y = 1, y por tanto: fiyw = logyo(Wyw) = 0.
Tenemos, por definicion, que un individuo W en un ambiente dominado
completamente por individuos D, no recibira nada del beneficio de la
cooperacion, por tanto: fi,p = —b. Un individuo D, en un ambiente
totalmente dominado por W recibiria el maximo beneficio, pero ademas
tendria la ventaja (o desventaja, dependiendo de su signo) de no pagar el
coste de bloquear IFN, por lo que: fpy, = c. Finalmente, un individuo D

en un ambiente D tendria la suma de ambas cantidades, fp, = ¢ — b.

Sustituyendo estos valores en el calculo de la eficacia de cada variante, es
facil ver que: fyy = —b(1 — 1) Y fp = ¢ — rpb. En una infeccion mixta
de ambas variantes, el caracter de bloqueo de IFN se vera favorecido si f;y,
> fp, 0 lo que es lo mismo, si fiy — fp > 0. Esta cantidad la podemos
obtener de las relaciones anteriores: fi, — fp = (rny + 1, — b —c, y
tomando r = ry, + rp — 1, obtenemos que el caracter seré favorecido si
rb —c >0, con lo cual recuperamos la regla de Hamilton, uno de los
resultados centrales de la teoria de la evolucion por parentesco (West et al.,
2007b; Gardner et al., 2011). Aunque r suele interpretarse como una
medida de parentesco genético, en nuestro contexto se define mejor como
la diferencia entre los vecindarios sociales de los individuos W y D. Por
tanto, es una descripcion de la estructura espacial, determinando cuanto
afecta la respuesta inmunitaria (desencadenada por los individuos D) a cada

variante.

Una particularidad de este sistema es que el proceso social estd mediado
por una proteina antiviral que difunde desde una célula infectada hacia

otras (infectadas o no). Por lo tanto, el IFN actta de forma esencialmente
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opuesta a un bien comun clésico: en vez de ser una sustancia secretada por
un individuo, y que favorece a los que tiene a su alrededor (West et al.,
2007a), tenemos una sustancia secretada por un individuo (una infeccion),
y que reduce la eficacia de aquellos a su alrededor. La supresion de la
secrecion de IFN (por parte de individuos W) crea un espacio favorable al
crecimiento viral. Por otro lado, la presencia de vecinos que estimulen el
IFN podria hacer ineficaz esta cooperacion, ya que unas pocas infecciones
de las variantes D pueden generar el suficiente IFN para inhibir casi por
completo el progreso de nuevas infecciones. En la Figura 2.2A podemos
ver que, a una fraccion inicial del 50% de cada variante, el titulo estd muy
por debajo de la media aritmética del que generaria un 50% de infecciones
de cada tipo, lo que nos indica la alta capacidad de la variante A51 para
inhibir el crecimiento global. Basandonos en esto, esperamos que los
individuos D ejerzan un efecto muy negativo sobre los W, mientras que la
variante W proporcionaria poco beneficio a D. En términos del modelo,

esta prediccion se establece como r, > 1y,

Calculo de los parametros sociales.

Dependiendo del signo de los valores de b y ¢, podemos tener 4 tipos de
caracteres sociales o cooperativos: Mutualista (b > 0 y ¢ < 0), altruista
(b>0yc>0), egoista (b <0yc<0)o malicioso (b <0yc>0).
Dado el claro efecto inhibidor que tiene el IFN sobre el crecimiento, es
intuitivo que en nuestro sistema b serd positivo, y estaremos ante un
caracter mutualista o altruista. La clave de la diferenciacion entre ambos
esta en el signo de c, es decir, en el efecto que tiene sobre los individuos el
hecho de bloquear la produccién de IFN. Dicho blogueo puede
proporcionar un beneficio directo evitando los efectos autocrinos del IFN

(c < 0), pero también puede implicar costes en términos de produccion de
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viriones (¢ > 0). Planteando diferentes escenarios de competencia entre las
variantes, somos capaces de calcular los valores de estos parametros
(Figura 2.3). Como mencionamos antes, en un escenario de aislamiento
completo entre variantes, tenemos que ry, =1p =1, fyy = fyw Y fp =
foip, Y por tanto la diferencia entre las eficacias en solitario de cada
variante nos da la cantidad f, — fp = b — ¢ (Figura 2.3D). En una
infeccion completamente desestructurada, tendriamos que r = 0, y por
tanto fiy — fp = —c (Figura 2.3B), teniendo ademas r, =1-—1p, .
Finalmente, en una infeccion mixta (Figura 2.3C), con cierto grado de
estructura poblacional, la diferencia de eficacia seria: fiy — fp = b —c,

siendor =ny +1p — 1.

A B C D
Modelo social * .
Eficacia P i . . L.
indirecta
W D

W 0 -b L * T .
D ¢ c¢c-b - p
Eficacia inclusiva . .
fw =—b(1 —ry)
fo=c—brp
fu=fp=rh—c | w=1-1
r=ry+rp—1 fw—fp= —c fw—fp=rb—c fw—fo=b-c
Figura 2.3. Modelo de evolucion social de la evasion del IFN por parte
de VSV. A. Matriz de pagos correspondiente a la contribucidn a la eficacia
del caracter individual y del ambiente en el que se encuentre cada
individuo. B. Poblacion completamente desestructurada, en el que cada
individuo se encuentra con un ambiente de influencia similar, y por tanto r
= 0, lo que lleva a que fiy, —f, = —c. C. Poblacion parcialmente
estructurada, en el que cada individuo se encuentra en un ambiente
dominado preferentemente por individuos de su mismo genotipo, pero con
cierta influencia de la otra variante. En este caso, al ser r > 0, tenemos que
fw — fo =rb —c. D. Poblacion completamente estructurada, en el que
cada individuo se encuentra en un ambiente influido Gnicamente por
individuos de su mismo genotipo. En este caso r=1, porloque fy, — fp =
b —c.

Eficacia
directa

r=0 r=ry+rp—1 r=ry=1p=1
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La mayoria de los escenarios de infeccion descritos de la Figura 2.3 eran
faciles de conseguir. Una infeccién con estructura poblacional completa
(Figura 2.3D) se consigue haciendo infecciones por separado de WT y A51.
Una infeccion mixta estructurada (Figura 2.3C) la obtenemos realizando
una infeccion estdndar de ambas variantes en la misma placa. Las
infecciones virales en placa son esencialmente estructuradas, ya que las
células crecen como una monocapa totalmente adherida a la superficie de
los pocillos de las placas, y las infecciones progresan como focos (Figura
2.4A). Para comparar esa situacién con otra en la que hubiera menos
estructura poblacional, en las que los virus de una célula puedan infectar
otras en zonas muy alejadas dentro de la placa, primero intentamos realizar
las infecciones en agitacion. Por desgracia, nos encontramos que las
infecciones no progresan en estas condiciones, ya que los viriones
generados se pierden en el volumen de liquido que cubre las células. Como
alternativa, optamos por ‘barajar’ las células. En momentos puntuales de la
infeccion (a 8 y a 24 hpi), retiramos el medio de infeccion, lavamos con
PBS, afiadimos tripsina y levantamos las células, las centrifugamos a
300xg durante 5 minutos para eliminar la tripsina, y resuspendimos en el
medio original, para luego ponerlas en una nueva placa. De esta forma, las
células infectadas quedaban completamente entremezcladas respecto a sus
posiciones originales en la placa anterior, y se rompe la estructura

poblacional en las infecciones (Figura 2.4B).
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Figura 2.4. Competencia entre variantes en medios con y sin
estructura poblacional. A-B Competencia entre VSV-WT y VSV- A5l
manteniendo la estructura poblacional (A) y rompiéndola con tripsina (B).
En ambos casos se infectaban con 500 PFUs de ambas variantes, y
mostramos el resultado a 16 hpi.

Para comprobar que esta tripsinizacion tenia un efecto significativo sobre
lainteraccion de las variantes, realizamos dos evoluciones por competencia
entre variantes. Partiendo de una frecuencia inicial de 1:1 entre VSV-WT
y VSV-A51, realizamos tres pases de competencia con y sin romper la
estructura poblacional con tripsina. En la Figura 2.5 podemos ver que,
cuando la estructura poblacional se mantiene, la variante D disminuye
progresivamente, mientras que en la competencia con tripsinizacion, su
frecuencia aumenta en cada pase. Esta combinacion de situaciones sélo es
posible si ¢ > 0y la tripsina rompe la estructura poblacional lo suficiente,
lo que refuerza nuestra teoria de que el bloqueo de IFN conlleva un coste
para VSV.
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Figure 2.5. Evolucion por competencia directa entre VSV-WT y VSV-
AS1. Frecuencia de A51 a lo largo de 3 pases de evolucion, en dos tipos de
poblaciones: una poblacion con infecciones estructuradas (verde) y otra
con infecciones en las que tripsinizamos el cultivo para romper la
estructura poblacional (rojo). Medimos la fracciéon de A51 como la fraccion
de titulo de virus GFP, respecto al titulo total obtenido después de cada
pase.

Asumiendo que la tripsinizacion rompe completamente la estructura
poblacional, podemos calcular los parametros sociales. Usamos como
medida de las infecciones la expansion del &rea fluorescente (Ay), y
tomamos como poblacion de referencia a la variante W pura. Asi, la
eficacia de una variante cualquiera viene definida como: wy = Ax /Ay, Y
por tanto: wy, = 1. Como trabajamos siempre en escala logaritmica: f =
log,o w, esto nos lleva a fy = log,y Ax — log, Ay, Podemos calcular la
eficacia de cada variante en cualquier momento de las infecciones, por lo
que los valores de los pardmetros sociales iran cambiando con el progreso

de la fluorescencia. Para iniciar el andlisis, tomamos las medidas de los
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tiempos finales de las infecciones (44 hpi), momento en el que todas las

células del cultivo se han infectado o inmunizado.

Comparando la eficacia de ambas variantes en una competencia por
separado (Figura 2.6A-B), obtenemos que fpp = ¢ — b =-1,221 £ 0,018.
Comparando las eficacias en una competencia con tripsinizacién (Figura
2.6D), tenemos que fiy — fp = —c¢ =-0,394 + 0,03, o lo que es lo mismo ¢
=0,394 +0,03, y por tanto inferimos que b =1,615 £ 0,048. De la infeccion
estructurada (Figura 2.6C) podemos inferir los parametros estructurales, ya
que tenemos que fiy = —b(1 —1y) Y fp = ¢ — 1rpb, de los que podemos
despejar ry = fy/b+1= 0,295 y 1, = (c — fp)/b = 1,009. Estos
resultados confirman de lleno nuestra prediccidn tedrica: Al ser tanto b
como ¢ mayores que 0, queda demostrado que el blogueo del IFN
evoluciona como un caracter altruista. En la poblacion desestructurada por
la tripsina, la variante D tiene ventaja sobre los cooperadores (fy,y — fp =
—c =-0,394). En la poblacion estructurada es la variante W la que presenta
ventaja, cumpliendo la regla de Hamilton, ya que fiy — fp =rb—c =
0,097. También demostramos que 1, > 7y, lo cual se explica por el hecho
de que la variante D tiene un efecto muy importante sobre la eficacia de W,

mientras la presencia de W tiene poco o ningun efecto sobre D.
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Figura 2.6. Calculo de los pardmetros sociales de la evasion del IFN en
VSV. A-B. Infecciones puras de VSV-WT (A) y VSV-A51 (B), mediante
las cuales medimos la magnitud f, — fp = b — c. C. Infeccion mixta
estructurada, de la que extraemos f, — fp = rb — c. D. Infeccion mixta
con tripsinizacion a 8 y 24 hpi, rompiendo la estructura poblacional, en la
cual fiy —fp =—c . En todos los casos mostramos imagenes de
fluorescencia a 7, 22 y 44 hpi. Las dos primeras corresponden al momento
previo a la tripsinizacion (aunque esto sélo ocurre en el caso D), y la Gltima
corresponde al momento final de las infecciones, que es el tiempo en el que
tomamos las medidas para calcular los parametros sociales. En la mitad
derecha de la imagen mostramos la fraccion de éarea fluorescente
correspondiente a cada infeccion y a cada color dentro de la misma (rojo
para WT y verde para AS1).

Cuellos de botella y meta-poblaciones.

Como demostramos en el apartado anterior, en infecciones mixtas, la
variante WT ve su eficacia mermada debido a la presencia de A51, aunque
gana la competencia al término de las mismas. En la naturaleza, las
infecciones virales muestran una marcada estructura meta-poblacional, en
la que subpoblaciones fundadas por un pequefio nimero de particulas
permanecen en gran medida aisladas de otras subpoblaciones (Zwart and
Elena, 2015; Gutiérrez et al., 2012; McCrone et al., 2018). Es un fenémeno
gue ocurre normalmente en la transmision entre hospedadores, creando
grandes cuellos de botella, pero también a nivel intra-hospedador, como
resultado de la compartimentacién de tejidos u 6rganos (Richard et al.,
2018; Salemi and Rife, 2016).

Para estudiar la influencia del efecto fundador, adaptamos nuestro modelo
social para calcular la eficacia de grupos fundados por pocos individuos.
Dado que el virus A51 no obtiene ningun beneficio del WT, podemos
asumir una eficacia constante de f, = ¢ — b independientemente de si es
un crecimiento puro o en presencia de WT. En los grupos mixtos

empezamos asumiendo ausencia de estructura (debido a que hablamos de
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poblaciones muy pequefas), en las que la poblacion estaria completamente
influenciada por D, lo cual nos lleva a que ry, = 0, y por tanto f,, = —b.
Finalmente, en los grupos puros de WT, f,, = 0, Por tanto, la eficacia
global de W depende de la frecuencia de infecciones puras, que depende
inversamente del tamafio del cuello de botella. Tomando p como la
frecuencia global de A51 y un tamafio poblacional de S, la probabilidad de
tener una infeccion con al menos un virus D seria P = 1 — (1 — p)S. En
estas condiciones, la eficacia global de W la podemos calcular como wy, =
Px10?+(1-P)x10°=1—-P(1—10""), y como A51 no obtiene
ninguna ventaja del WT, wp, = 10¢~?. Para comprobar esta aproximacion,
realizamos infecciones en pocillos de W96, en los que apenas hay una
poblacion de 10* células MEF aproximadamente. En estos pocillos,
comparando el crecimiento de ambas variantes por separado, tenemos que:
fw — fo = b —c =2,960. Asumiendo que la parte directa de la eficacia (c
= 0,295) no se ve alterada, ya que es intrinseca a la infeccion de una sola
célula, recalculamos el valor de b en este nuevo tipo de placa, obteniendo
b = 3,354. En estas condiciones, la eficacia de W, marcada por la ecuacion
wy =1—P(1—=10"%) (con P=1-(1-p)%), escala inversamente
exponencial con el tamafio del cuello de botella, que determina la
probabilidad de encontrar infecciones puras de W, como vemos en la
Figura 2.7A. Asumiendo una frecuencia inicial del 50% y ausencia
completa de estructura poblacional dentro de las subpoblaciones,
esperamos que el W se imponga sobre D cuando los cuellos de botella

generen subpoblaciones de menos de 11 virus iniciales por infeccion.
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Figura 2.7. Papel de los cuellos de botella poblacionales en la evolucion
de la evasion de la inmunidad. A. Eficacia relativa de VSV-WT y VSV-
A51 asumiendo que las meta-poblaciones pierden completamente su
estructura. B. Eficacia relativa de VSV-WT y VSV-A51 asumiendo que las
meta-poblaciones tienen cierto grado de estructura, como vemos en las
infecciones de placas W96.

Realizamos luego una infeccion mixta, con diluciones limite, en las
mismas placas W96, de forma tal que tuviéramos entre 0 y 2 unidades
infecciosas por pocillo. Observamos infeccién en 71 de los 96 pocillos, de
los cuales 20 eran puros de W, 35 puros de D, y 16 mixtos. Consecuente
con nuestros datos anteriores, el titulo logaritmico de W superaba
claramente al de D, siendo 7 £ 0,14 y 4,04 + 0,13 respectivamente. Lo mas
interesante que observamos es que, en los pocillos mixtos, el W igualmente
ganaba la competencia, teniendo titulos de 5,34 + 0,30 para W y 4,13 +
0,20 para D. Por un lado, nos confirman que el virus W se ve claramente
inhibido por la presencia de D, mientras que este Gltimo no obtiene
beneficio de la presencia del primero, lo cual se traduce a nuestro modelo
en querp, = 1y ny, < 1. Por otro lado, también nos indican que en los

pocillos mixtos si que existe cierto grado de estructura poblacional.

Asumiendo esta diferencia de titulo (5,34 frente a 4,13) como referencia en
infecciones mixtas, podemos recalcular la eficacia de W baséndonos en la

observacion de que el titulo global de las infecciones se reduce de forma
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exponencial con la frecuencia de D (Figura 2.2C). Como nuestro modelo
de eficacia se define en escala logaritmica, podemos aproximar la eficacia
de W en infecciones mixtas como: f;, = —bp, y mantener f, = ¢ — b, ya
gue hemos comprobado que D no se ve favorecido por la presencia de W.
La probabilidad (P) de tener una infeccion de frecuencia inicial p; = v/S
de D en cada sub-infeccion viene dada por la ecuacion: P = Bi(v|S, p),
donde Bi representa la distribucion binomial, que nos da la probabilidad de
tener v viriones de D en una infeccion con S viriones iniciales totales, dada
una frecuencia global de p. La eficacia global de W la calculamos como:
wy = YU L(Bi(v|S, p) X 107P*¥/S), excluyendo las infecciones puras
de D, que no contribuyen a la eficacia de W. Vemos en la Figura 2.7B que
la eficacia de W siempre sera superior a la D en estas condiciones, pero que
la diferencia sigue siendo exponencialmente superior con poblaciones

pequefias, en las que W tiene mayor probabilidad de aislarse de D.

Modelo de difusién-reaccién con autémata celular para el estudio de

la evasion de la inmunidad.

Una vez demostrado que la evolucion de la inhibicion del IFN en VSV se
debe fundamentalmente al efecto indirecto sobre la eficacia, y que se trata
de un cardcter altruista, pasamos a estudiar algunos parametros clave, tanto
del virus como de la respuesta inmune, que afectan a su naturaleza social.
Para ello, desarrollamos un modelo hibrido entre autémata celular y
difusién-reaccion, que simula las células como elementos individuales que
pueden estar en diferentes estados (autdmata celular), y tanto viriones
como IFN como una sustancia que difunde en un espacio bidimensional
(difusidn-reaccion). Dicho espacio se encuentra subdivido en celdas cuyo

tamafio puede variar, y en nuestro caso representaba el tamafio aproximado
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gue ocupa una célula animal en cultivo, como las células MEF usadas en

los experimentos anteriores.

El modelo simula células en diferentes estados: Ns, susceptibles de ser
infectadas por un virus (no infectadas); Ng, infectadas, pero no productoras
de viriones (fase de eclipse); Np, infectadas productoras de viriones; y Np,
muertas. Las células muertas no se remplazan por nuevas células y, por lo
tanto, son equivalentes a posiciones vacias en la cuadricula. Consideramos
dos variantes del virus, W y D. Para simplificar, ignoramos la posibilidad
de co-infeccion (exclusion completa de la super-infeccion y de ClUs). La
variante W bloquea o no estimula la produccién de IFN. En cambio, las
células infectadas con la variante D si son productoras de IFN, para lo cual
establecemos también una fase de eclipse (N:) que precede al estado de
produccién de IFN (Nz). Como el modelo permite variar la velocidad
relativa de la infeccion y la produccion de IFN, y los trata como procesos
totalmente independientes, las células en fase de eclipse de viriones (Ng)
pueden estar en fase de eclipse de produccion de IFN (Ng;) o ser
productoras (Nez), ¥ lo mismo ocurre con las células productoras de
viriones (Npz Yy Npg, respectivamente). También simulamos la
inmunizacion por IFN de las células susceptibles, de forma tal que una
célula en estado Ns se convierte en inmune a la infeccion (Ngr), pero no
produce IFN por si misma (Levy 2002). Las infecciones (Ns—Ng) e
inmunizaciones (Ns—Ng) se simulan como procesos estocésticos de

Poisson, cuya probabilidad, en un intervalo Az de tiempo, es:

P=1-—et (2.1)
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Siendo 1 = ky, VN para las infecciones, donde ky es la tasa de infeccion, V
es la concentracion local de viriones en una determinada celday Nses 0 o
1 dependiendo de si en esa celda hay o no una célula susceptible.
Analogamente, para la inmunizacion tenemos que A = kz SN, siendo kr
la tasa de inmunizacién y £ es la concentracion local de IFN. El resto de
transiciones de estado se modelan como transiciones de orden uno, con una
funcion de probabilidad delta de Kronecker, siendo P =0sitr<tr+7,yP
= 1 si ty > tr + 7; donde tr es el tiempo en el que la célula entr6 en dicho
estado y 7 el tiempo de vida media de dicho estado (por ejemplo, zp
representa la transicion Ne — Np). En la Figura 2.8 mostramos un diagrama

con las transiciones de estado simuladas.

Figura 2.8. Modelo de autémata celular. Ns: células susceptibles
(amarillas). Ng: células infectadas en fase de eclipse. Np: células
productoras de viriones. Np: células muertas (gris). Ng: células
inmunizadas (azul). Células infectadas con W: rojo. Células infectadas con
D: verde. También se considera una fase de eclipse entre la deteccion del
virus (N,) y la secrecién de IFN (N,). La velocidad relativa de la infeccion
y de la produccién de IFN puede variar. Por lo tanto, las células infectadas

124



con D pueden estar en cuatro fases posibles (Ngz:, Nps, Ngz, Npg). Ky
infectividad de los viriones. kg: tasa de inmunizacién por IFN. zep: tiempo
medio de eclipse viral. z.,: tiempo medio entre la infeccidn y la secrecion
de IFN. zpp: tiempo medio entre la produccion de viriones y la muerte
celular. La duracidn total del ciclo de infeccion es, pues: tep + zpp. Iv: tasa
de produccion de viriones. EI nimero de viriones producidos por células
infectadas es, por tanto, K = 7, 7pp. dv: tasa de degradacion/salida del
medio de viriones. r: Tasa de produccion de IFN por las células infectadas
por D (Ngx + Npz). d5: Tasa de degradacion/salida del medio de IFN.

La dindmica de los viriones obedece a un proceso de difusion-reaccion en

un espacio dividido ortogonalmente, siguiendo la ecuacion:

av ,
E=Tv NP—5VV+AVXDV/ADC (22)

Dicha derivada parcial representa la evolucion de la concentracion de
viriones en una de las celdas del espacio (V(x,y)). Los dos primeros
términos corresponden a la parte de reaccion, donde r, es la tasa de
produccién de viriones por parte de las células infectadas. Para el virus D
utilizamos, en vez de Np, la suma Np. + Np, (es decir, todas las células
productoras de D, independientemente del estado del IFN). Inicialmente
usamos la misma tasa de produccion de viriones para W'y D, sin embargo,
esta asuncion seria modificada més adelante para reproducir los resultados
experimentales, usando entonces r (W) y ry(D), respectivamente. El
pardmetro Jv es la tasa de pérdida de viriones, ya sea por degradacién o por
flujo hacia las capas superiores del volumen del cultivo, e ignoramos la
pérdida de viriones debida a la adsorcién a las células. El Gltimo término
describe la difusion, donde Dy es el coeficiente de difusion de Stokes-

Einstein, 4x es el tamafio de la cuadricula y AV la diferencia de
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concentracion de viriones entre las subunidades de la cuadricula.

Anéalogamente, para el IFN usamos la ecuacion:

B
o7 = 62— 85 + A X Dg/Ax* (2.3)

Donde r; es la tasa de produccion de IFN (por parte de las células
productoras, N;), s la tasa de pérdida de IFN y Dy el coeficiente de
difusion. Consideramos Unicamente la difusién entre celdas

ortogonalmente adyacentes, de forma que AV (0 Ap) se calcula como:

AV=V(x—-1y)+ Vx+1,+Viy—-1)+V(y+1)—4V(x,y) (2.4)

En los méargenes de la cuadricula utilizamos un enfoque de sistema
continuo, lo que significa que las celdas vecinas a las de mas a la derecha
eran las celdas mas a la izquierda, y lo mismo ocurria con las celdas
superiores e inferiores. EI ndmero total de células (o celdas de la
cuadricula) era de aproximadamente 50000, que corresponde a mas o
menos un tercio de un pocillo de placa W12 totalmente confluente. Por
eficiencia computacional, la unidad de tiempo (4f) de todas las
simulaciones era siempre 0,5 minutos, pero se necesitaba una resolucion
temporal mas fina para calcular el proceso de difusién del IFN. Por lo tanto,
utilizamos incrementos de tiempo mas cortos sélo para la parte de difusion,
y asumimos una aproximacion de estado cuasi-estacionario para el resto de
variables en estos intervalos inferiores a 0,5 minutos. En la Figura 2.9

podemos ver que nuestro modelo (con los parametros resumidos en la
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Tabla 2.1) reproduce fielmente las infecciones que observamos siguiendo

la fluorescencia.

WT-simulacion

WT-experimental

AS51-simulacion

A51-experimental
+ ,‘,:1: . £

Figura 2.9. Comparacion entre nuestro modelo y el resultado de
infecciones observadas por el microscopio de fluorescencia. En la mitad
superior mostramos el resultado del modelo (mas arriba) y la observacion
experimental (fila central superior) de una infeccion de VSV-WT,
marcando en rojo las células infectadas por WT, y en gris las células no
infectadas, homologo a como se ven en las imagenes reales, ya que la fase
se observa en escala de grises, y VSV-WT estd marcado con la proteina
mCherry. En la mitad inferior mostramos el caso homdlogo, pero usando
la variante VSV-A51, marcando en verde las células infectadas, y en gris
tanto las células no infectadas como las inmunes. En ambos casos, las
células muertas las marcamos con un gris ligeramente mas oscuro.
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Proceso Parametro Valor Unidades Definicion
Difusion kT 4,28 x 104 J Constante de
Boltzmann x
temperatura (37°C)
u 6,91 x 104 Pas Viscosidad del
medio (agua)

D, 0,18 um Radio
hidrodinamico de
los viriones!

Dg 0,007 pum Radio
hidrodinamico
del IFN?

Infeccion k, 1078 célulatvirion  Infectividad de
cm2mint los viriones?

&, 0,002 min-! Tasa de
degradacién/salida
de viriones*

TEP 6 h Vida media de la
fase
de eclipse®

D 6 h Vida media de la
fase
de produccion de
viriones®

7, 0,28 viriones célula®  Tasa de produccion

min? de viriones’
Inmunizacion Ter 9 h Vida media de la
fase
de eclipse de IFN®

g 1 IFN cm2cellt  Tasa de produccion

min? de IFN?®

kg 0,01 célula® min-t Tasa de

IFN1 cm? inmunizacion®

s 2x10* min-? Tasa de

degradacion/salida
de IFN!

Tabla M.1. Significado, unidades y valores de los parametros del
modelo de difusién-reaccion.

Tamafio de particula de los viriones de VSV (Cureton et al., 2010).
2Inferida a partir de la constante de difusion dindmica del IFN de pollo
utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein (Kreuz and Levy, 1965).
3Aproximadamente 1/24 viriones infectan con éxito las células después de
1 h, es decir, una relacion particula-foco de 24 en un ensayo tipico de
infectividad. Esta proporcion varia ampliamente entre los virus, desde
cerca de 1 a 1:1000 (Klasse, 2015).

4Una vida media de aproximadamente 18 h, como se estima para el VSV
(Zimmer et al., 2013).

5Tiempo de eclipse tipico de muchos virus animales de replicacion rapida.
Duracion total del ciclo de infeccion fijada en zp + ep = 12 h, un valor
tipico para muchos virus animales.

"Ajustado para producir 7, Tzp= 100 viriones/célula en dos dimensiones.
En tres dimensiones, este valor escalaria a 100%? = 1000 viriones por
célula, un valor tipico para un virus animal.

128



8Basado en la observacion de que el IFN comienza a liberarse después de
los viriones (Voigt et al., 2016; Howat et al., 2006) y en la cinética de
produccién de IFN (Voigt and Yin, 2015).

%En unidades arbitrarias; una poblacion celular entera infectada con el virus
D produciria aproximadamente 200 unidades (o 200%? = 2800 unidades en
tres dimensiones).

1%De tal forma que, junto al pardmetro anterior, 1 unidad inmuniza
aproximadamente el 50% de las células en 1lh (nuestra observacion
experimental).

Estabilidad de IFN determinada empiricamente (Voigt and Yin, 2015).

Con estos parametros, nuestro primer objetivo fue reproducir los resultados
obtenidos experimentalmente, y analizar los parametros sociales que
obtenemos haciendo un analisis homologo. La principal ventaja del modelo
en este caso es que podemos controlar homogeneidad del sistema a
voluntad. Asi, para simular infecciones desestructuradas, sencillamente
homogeneizamos la concentracion de viriones e IFN en cada paso de
integracion. Al tener esta facilidad, también podemos calcular la evolucién
temporal de todos los pardmetros sociales en cada paso de integracion. En
la Figura 2.10 tenemos un ejemplo homologo al analisis experimental
presentado en la Figura 2.6, con un sistema en el que el bloqueo del IFN
no reduce la produccién de viriones, lo que significa que no hay un coste
asociado al caracter cooperador. Con este escenario como referencia, en
los paneles 2.10C representamos la evolucion temporal de todos los
parametros sociales para el caso de la infeccién estructurada. Se aprecia
claramente como c es siempre cero, y que el factor indirecto de la eficacia
(rb) aumenta con el tiempo, segin aumenta la produccion y difusion de
IFN. A tiempos finales, como rb > ¢, concluimos que, aun en ausencia de
coste en el bloqueo del IFN, el factor determinante de la evolucién seguiria
siendo la parte social, la parte indirecta de la eficacia, aunque ya no se trate

de un carécter estrictamente altruista.
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Figura 2.10. Estudio de los parametros sociales, de forma homologa a
como lo realizamos en la Figura 2.6. A. Imégenes generadas por el
modelo de simulacion de las infecciones. Mostramos en azul oscuro las
células susceptibles, rojo y verde las infectadas por WT y A5l
respectivamente, gris las células muertas, y azul claro las células inmunes.
B. Graficas mostrando el nimero de células infectadas e inmunes en
funcion del tiempo. C. Evolucion temporal de la eficacia de las variantes y
los valores de los parametros sociales.

Efecto del coste de la evasion y la viscosidad del medio.

Para continuar el analisis, introducimos ahora un coste para la produccion
de IFN. Para ello, realizamos una serie de simulaciones en las que ry(D)
varia entre 1.5y 3 veces el valor de r,(W). Podemos ver en la Figura 2.11A
que, en estas nuevas condiciones, la inhibicién de la produccion de IFN se
convierte en altruista (c > 0), y el W se impone a D siempre que el coste de
dicha inhibicidn no supere el 100% del valor de los viriones producidos
por célula infectada. Con r(D) > 2 r (W), tendriamos que fo > fw
manteniendo idénticos el resto de parametros y la estructura espacial. El
caso opuesto lo encontramos al incrementar la viscosidad del medio
(Figura 2.11B), que limita la difusion tanto de viriones como de IFN, y por
tanto restringe el rango de influencia entre focos. Tomando como
referencia un sistema con la viscosidad del agua, aumentamos
progresivamente su valor y, consecuentemente, aumentaba la eficacia
relativa del W sobre D. Observando los parametros sociales, ocurre que ni
b ni ¢ se ven apenas afectadas, sino que, al aumentar mucho la estructura
espacial, el factor rb crece, y con ello el componente indirecto de la

eficacia.
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Figura 2.11. Efecto del coste de la evasion y la viscosidad del medio en
el caracter social de la evasion del IFN. A. Dependencia de las eficacias
relativas y los parametros sociales del coste de bloquear el IFN, medido
como la ventaja en término de produccion de viriones de la variante A51.
B. Dependencia de las eficacias relativas y los parametros sociales de la
viscosidad del medio, comenzando en el punto de viscosidad del agua a 37
°C (0,006913 Pa x s) y acabando en un valor 25 veces superior.

Efecto autocrino del IFN.

Como hemos mencionado anteriormente, el IFN no sélo actua sobre las
células no infectadas, sino que también activa la apoptosis en células
infectadas. Esto genera un efecto tanto paracrino como autocrino, ya que
la apoptosis se puede activar tanto en la misma célula inicialmente
infectada que produce el IFN, como en otras de su vecindad.
Intuitivamente, esto podria indicar que bloquear el IFN producira un
beneficio directo sobre el virus que infecta dicha célula, ya que mantener

bloqueada la apoptosis es fundamental para el desarrollo del ciclo viral.
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Para estudiar este efecto, modificamos el sistema incorporando el hecho de
que las células infectadas, independientemente de su estado, pueden
realizar una nueva transicion a células muertas (Ne—Np, Ne—>Np), con una
dindmica de orden 2 similar a la inmunizacion, con media: A = k,BN;.
Simulamos el sistema con diferentes valores de ka, la constante que
determina la tasa de activacion de la apoptosis. Al ser un proceso activado
por IFN al igual que la inmunizacion, usamos un rango que iba desde kgr/2
hasta 2kgr. En la Figura 2.12A podemos ver que ni la eficacia relativa de W
frente a D ni los pardmetros sociales se ven fuertemente afectados por la
introduccion de este nuevo proceso. La explicacion a esto la tenemos en el
hecho de que el IFN se libera mucho més tarde que los viriones en una
célula infectada (Voigt et al., 2016), por lo que su efecto sobre la eficacia

del propio virus es practicamente despreciable.
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Figura 2.12. Impacto de la activacion autocrina de la apoptosis por
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parte del IFN en el caracter social de su evasion. Dependencia de las
eficacias relativas y los pardmetros sociales del efecto autocrino y
paracrino que tiene el IFN para activar la apoptosis. Medimos dichos
valores alterando la constante caracteristica controla la activacion de la
apoptosis en células infectadas (ka). En A, el sistema se utiliza con los
pardametros mostrados en la Tabla 2.1, mientras que, en B, usamos un
tiempo caracteristico de produccion de IFN de 5 horas, una hora menos que
el tiempo caracteristico de la fase de eclipse de la infeccion (z.r < zep).

Continuamos el estudio simulando nuevamente el sistema, pero haciendo
gue el tiempo de transicion al estado de produccion de IFN de las células
infectadas por D sea menor al tiempo de eclipse de la produccion de
viriones. Con este nuevo escenario, el efecto autocrino tiene un peso mucho
mayor (Figura 2.12B). Ahora, La eficacia de W sobre D se ve claramente
incrementada conforme aumentamos la tasa de activacion de la apoptosis,
pero esta ventaja ya no se debe a la parte indirecta de la eficacia. Mientras
gue b disminuye, ¢ se vuelve cada vez mas negativa, convirtiendo la
inhibicion del IFN en un caracter mutualista, beneficioso para el individuo,
y aumentando el peso de la parte directa sobre la parte indirecta (c <0, con
Ic|] > |rb[). Con este resultado se evidencia la importancia de la dinamica
relativa del ciclo viral y el IFN en la evolucidn de la inmunidad innata. En
un virus que se adelante a la produccidn de IFN, su inhibicion beneficiara
fundamentalmente a la poblacion, no tanto al propio individuo, y por tanto
la evolucién de este caracter sera de naturaleza social. En cambio, si el
virus no es capaz de superar en velocidad a la respuesta innata celular, su
inhibicién se vuelve critica, ademéas de para la poblacién viral, para si

mismo, aumentando el caracter egoista 0 mutualista de dicha inhibicién.
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CAPITULO 3




INTERACCIONES INDIRECTAS:
DILEMA DE LA PRUDENCIA EN
FAGOS LISOGENICOS.
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Rendimiento y competencia de fagos lisogénicos.

Durante el tercer y Gltimo capitulo de la tesis estudiamos el dilema de la
prudencia en fagos lisogénicos. Para comenzar el estudio, desarrollamos
un modelo determinista que simula el crecimiento de una poblacién de
bacterias infectadas por este tipo de fagos, que son capaces de, al comenzar
la infeccidn, llevar a cabo un ciclo litico o lisogénico. EI primero conlleva
la muerte inmediata de la bacteria y la produccion de viriones, mientras que
con el ciclo lisogénico los fagos insertan su genoma en el cromosoma de la
bacteria, y replican con el mismo. Inicialmente, desarrollamos un modelo
que engloba el dilema de virulencia en un Unico pardmetro, que representa
la tendencia de cada virus a ser mas 0 menos proclive a matar a su
hospedador para producir viriones, o a replicar junto a su ciclo de vida.
Para ello, simulamos una poblacion de bacterias hospedadoras (S) que se
introducen en el sistema a una tasa constante x, se reproducen siguiendo
un modelo de crecimiento logistico, con una tasa de crecimiento
exponencial r, y son infectadas por viriones por un proceso de segundo
orden, de tasa «. Estas infecciones producen bacterias infectadas
(liségenos, L), que se reproducen siguiendo el mismo modelo logistico que
las bacterias no infectadas, y que activan el ciclo litico a una tasa «, siendo
este el Gnico parametro que determina la virulencia de los fagos. Dicha lisis
produce una cantidad £ de viriones libres (V), que se eliminan del sistema
por adhesiones a todo tipo de bacterias (hospedadoras o lisdgenos) y por
degradacion espontanea a una tasa dy. Para este primer modelo generalista,
tomamos valores de parametros estandar de fagos lisogénicos, usados en
otros trabajos similares (Bruce et al., 2021, Berngruber et al., 2013, Li et
al., 2020, Cortes et al., 2019). Representado en la Figura 3.1, el modelo se

rige por el sistema de ecuaciones diferenciales:
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ds
—=u+rSA—-S—-L)—aSV

dt
L

— =asV+ rL(1—S—1) —«L (3.1)
dv

i BrL — 8,V —a(S+ L)V

Figura 3.1. Modelo simple de crecimiento de bacterias y fagos
lisogénicos.

Dilema de prudencia frente a virulencia.

Para evaluar el comportamiento del sistema en base a la virulencia,

tomamos como medida de la eficacia poblacional la cantidad total de
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genomas virales una vez que el sistema llega a su equilibrio. Esta cantidad
total de genomas consiste en la suma de lisdgenos y viriones, y nos
referiremos a ello como rendimiento viral. Resolvemos numéricamente el
sistema, y analizamos la dependencia de esta cantidad en funcion de la
constante de lisis (x), en un amplio rango de pardmetros de entrada de
bacterias susceptibles (u), que es el parametro principal que describe la
disponibilidad de hospedadores. Como se observa en la Figura 3.2A,
existen dos zonas claramente diferenciadas en cuanto al efecto de la
virulencia en funcién de p. Cuando hay poca cantidad de hospedadores
disponibles, el rendimiento del sistema presenta un compromiso entre
matarlos para producir viriones, y permitir su replicacion para evitar la
extincion. Como vemos en la Figura 3.2B, el punto 6ptimo se encuentra
justo por debajo de la tasa de replicacidn de las bacterias. Un fago que
presente x > r tendra liségenos incapaces de crecer, ya que su lisis ocurre
mas rapido que el ciclo de replicacidn de la bacteria, como corresponde a
un comportamiento estrictamente litico. Para maximizar la cantidad de
genomas totales en un ambiente de baja |, los fagos tendrian que acercarse
a ese limite sin sobrepasarlo, teniendo liségenos capaces de crecer, pero
con una alta tendencia a producir viriones. Cruzando cierto umbral de p
(en torno a 5x103), la lisis se vuelve la estrategia dptima, ya que hay
suficiente cantidad de hospedadores para que todos los viriones puedan
infectar uno nuevo. A este umbral nos referiremos en el trabajo como
umbral litico, ya que marca el punto en el que la lisogenia deja de ser la
estrategia 6ptima para maximizar los genomas virales. En esta region de
valores de g, ser excesivamente prudente puede incluso llevar a la extincion
de los virus, ya que sus hospedadores infectados no podrian crecer a
comparacioén del gran recambio que existe de nuevos hospedadores (como

se aprecia en la zona inferior derecha del mapa de la Figura 3.2A).
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Figura 3.2. Efecto de la virulencia sobre el rendimiento viral.
Simulamos el sistema 3.1 y representamos el nimero total de genomas
(suma de viriones y liségenos) en equilibrio, en funcién de la tasa de
entrada de bacterias () y la tasa de lisis (k). En B mostramos los valores
de rendimiento en funcidn de x, a lo largo de las dos lineas de W indicadas
sobre el mapa A. Con la linea negra vertical representamos el punto de x
que coincide con la tasa de replicacion de los liségenos (r). Parametros:
r =0,04; a = 1072 6, = 10%; B =50.

T 1073

Loglo(fc)
Rendimiento viral

A continuacion, exploramos la capacidad del sistema para evolucionar
hacia los valores 6ptimos. Para ello, modificamos el sistema para simular
la competencia entre dos fagos que infectan la misma poblacién de

bacterias, diferenciandose en su tendencia a lisar:

ds
-_— = ‘H+TS(1_S_L1_Lz)_aS(Vl‘l‘Vz)

dt
dL,
E = aSVl + TL1(1 - S - Ll - Lz) - K1L1
dL,
— = asV, + rL,(1 =S —1L, —L,) — k,L, (3.2)
vy
dt ﬁKLl 6UV1 - a(S + L1 + LZ)VI
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dv,
E ES BKLZ - 6-,]V2 - a(S + Ll + LZ)VZ

Estudiamos la capacidad de la evolucion para optimizar el sistema
mediante simulaciones en las que sistematicamente competiamos dos fagos
con diferentes valores de x, seleccionabamos el ganador, y comenzabamos
una nueva simulacién con éste, y uno nuevo con valores ligeramente
diferentes. En todas las simulaciones, el fago ‘nuevo’ comienza a una
frecuencia mil veces menor que el primero, que se encuentra cerca de su
equilibrio, con lo que simulamos la emergencia de variantes. Al representar
estos valores a lo largo de 50 generaciones de competencia (Figura 3.3A),
con diferentes puntos iniciales de x, vemos claramente que convergen en
los mismos valores, indicando que la evolucion es robusta. Lo mas
interesante que encontramos es que estos puntos a los que tiende el sistema
se alejan significativamente de los éptimos de rendimiento, convergiendo
en valores drdenes de magnitud inferiores. En la Figura 3.3B vemos que,
efectivamente, la evolucion lleva al sistema a valores que presentan un
rendimiento sustancialmente menor al maximo que se podria alcanzar dado
ese valor de p. Se trata, por tanto, de variantes sobre-prudentes, que no
producen todos los genomas virales que les permite su poblacion de
hospedadores. En la Figura 3.3C podemos ver un ejemplo de esto, con una
variante sobre-prudente invadiendo una poblacién de uno que se encuentra

en el 6ptimo de rendimiento.
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Déficit de rendimiento
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Figura 3.3. Evolucidn de la sobre-prudencia. A. Réplicas evolutivas en
las que representamos los valores seleccionados de x a lo largo de 50
generaciones de evolucion. Iniciamos con diferentes valores de «,
compitiendo un fago ‘residente’, con uno que emerge a una frecuencia
1000 veces menor, y con valor ligeramente diferente de «, y representamos
el valor del ganador en cada generacion. B. Rendimiento obtenido con las
tasas de lisis que optimizan el rendimiento, frente a los valores a los que
tiende el sistema durante la simulacion de evolucién, para cada valor de L.
C. Simulacién en la que una variante sobre-prudente (x = 3x10) invade
una poblacién de fagos con los valores 6ptimos de rendimiento (x = 3x10
2). Parametros: r = 0,04; a = 10%; 6, =103; p =50, en C: u = 105,

Este resultado evidencia que la competencia directa entre dos fagos
favorecera variantes sobre-prudentes, que no producen todos los genomas
virales que podrian, pero que tienen una ventaja frente a las que si
optimizan este valor. En el estado al que tiende el sistema en competencia
directa existe una ratio entre viriones y liségenos muy por debajo de 1
(Figura 3.3C), indicando que las variantes que triunfan tienen una marcada
tendencia a lisogenizar, y mantenerse en forma de profagos. Esto es

consecuente con el hecho de que muchos fagos lisogénicos estudiados
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presenten una tasa de reactivacion espontanea del ciclo litico muy baja, de
entre 10 y 1000 veces menor al ciclo de generacion de la bacteria (Cortes
et al., 2019; Zeng et at., 2010; Little and Michalowski, 2010). Esta
prediccién de nuestro modelo es coherente con resultados tedricos previos
(Wahl et al., 2019), que predicen que los fagos pro-lisogénicos tienen
ventaja sobre variantes liticas a menos que exista una tasa de entrada de
bacterias suficientemente alta. Sin embargo, estos resultados previos no
analizaban el impacto a nivel poblacional. Nuestro modelo desvela que las
variantes prudentes que se imponen reducen el rendimiento de la
poblacion. Se trata del mismo fendmeno poblacional que ocurre en la
paradoja del rendimiento vs la tasa (en inglés ‘yield vs rate’). Dicha
paradoja se asocia normalmente a parasitos que, al ser mas virulentos,
reducen la eficacia o directamente colapsan la poblacién al ser demasiado
perjudiciales para sus hospedadores. En este caso, lo paraddjico es que las
variantes que aumentan el rendimiento son las mas liticas, que podrian
considerarse las mas virulentas, mientras que las variantes prudentes son
las que reducen el rendimiento de la poblacién, pero tienen ventaja en

competencia directa.

Efecto de la super-infeccidn.

La super-infeccion, el proceso por el cual dos virus infectan la misma
célula u hospedador de forma secuencial, es especialmente importante en
el dilema de la prudencia en virus. Desde hace afios, los modelos
matematicos estudiados apuntan a que es un factor clave en la evolucion
de la virulencia. Tanto en (Nowak and May, 1994) como en (Gandon et al.,
2002) los autores concluyen que, en ausencia de co-infeccion y
superinfeccidn, los parasitos pueden evolucionar a ser menos virulentos si

hay un alto grado de parentesco en la poblacién. Sin embargo, si se
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permiten ambos procesos, o s6lo uno de ellos, la alta virulencia se vuelve

la estrategia éptima.

La mayoria de fagos lisogénicos presentan mecanismos para inhibir la
super-infeccién, proceso conocido habitualmente como SIE (del inglés
Superinfection Exclusion). Para comprobar que nuestro modelo reproduce
estos resultados, y estudiar si nuestra evolucion de variantes sobre-
prudentes se ve afectada, modificamos el sistema 3.2 para incluir la
capacidad de los virus de infectar las bacterias infectadas por otro virus.
Tenemos una nueva variable, Ls, que representa a las bacterias super-
infectadas, y que surge de las infecciones de los virus Vi y V2 en los
lisdgenos L, y L1, respectivamente. Por simplicidad, asumimos que las
células super-infectadas producen la misma cantidad de ambas variantes
cuando ocurre la lisis, y que su tasa de lisis («s) corresponde a la mayor de
las dos variantes, con lo que asumimos que la tendencia a lisar serd

dominante intracelularmente.

ds
E=M+TS(1_S_L1_LZ_LS)_aS(V1+V2)

dL
d—tl =aSV, + 1Ly (1 =S — Ly — L, — L) — kL, — al,V,

dL
o = aSVa +7ly(1 =S = Ly — Ly = Lg) = KyLy — alsVy

(3.3)

dL
d—: = al,V, + al,Vy + rLg(1 —S — L, — L, — Lg) — KgLg
dv,

E = ﬁKlLl + BksLs/Z - 6UV1 - 0((5 + Ll + L2 + LS)Vl
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dv.
d_tz = BiyLy + Brsls/2 — 8,Vy — a(S + Ly + Ly + Lg)V,

Realizamos nuevamente las simulaciones de evolucion, con el nuevo
modelo que permite la super-infeccion, y encontramos que ahora las
variantes seleccionadas son mas virulentas. Como vemos en la Figura
3.4A, la evolucion en este contexto empuja al sistema a valores de x muy
superiores a los que presenta el sistema sin super-infeccién (con SIE). La
segunda caracteristica distintiva es que este sistema no tiende a unos puntos
fijos, sino que oscila en torno a una serie de valores. Esto se evidencia
cuando estudiamos la optimizacién en funcién de la entrada de bacterias
(1), comparando el 6ptimo de rendimiento con el resultado de la evolucion
(Figura 3.4B). En este nuevo sistema se aprecian tres escenarios diferentes:
para valores muy bajos de |, esta oscilacion lleva al sistema a saltar desde
el optimo de rendimiento, a puntos sub-6ptimos, presentando una gran
variabilidad de eficacia; con valores intermedios de 1 (mayores, pero sin
llegar al umbral litico), el sistema tiende siempre a puntos sub-éptimos; y
finalmente, con p por encima del umbral litico, la evolucién con super-
infeccion lleva al sistema al 6ptimo de rendimiento. Cuando representamos
el abanico de oscilaciones en la funcion de rendimiento frente a virulencia
(Figura 3.4C), podemos entender estos tres escenarios. Observamos que a
baja p (1 = 107) el sistema oscila entre el valor de x 6ptimo de rendimiento,
y punto ligeramente superior, que ya estd por encima de r, haciendo que el
virus sea sobre-virulento, y por tanto con un rendimiento mucho menor. En
la zona intermedia (4 = 107%) tenemos que el sistema oscila siempre en
valores sobre-virulentos de «, y por tanto siempre con un rendimiento
similar. Por encima del umbral litico (4 = 10%), como hemos dicho, la
evolucion con super-infeccion optimiza el rendimiento, ya que, en este

contexto, ser puramente litico es la mejor estrategia, tanto para optimizar
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la competencia como el rendimiento. Lo que si es comdn en todos los casos
es que las variantes que se imponen en la evolucién, ya sean sobre-
virulentas o estén justo en el Optimo, presentan muchos mas viriones en
equilibrio que lis6genos, siendo el caso opuesto al modelo sin super-

infeccion (Figura 3.4D).

A B
Evolucion con super-infeccion Déficit de rendimiento
5 3 -2 =] 7
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Figura 3.4. Evolucion de la sobre-virulencia con super-infeccién. A.
Réplicas evolutivas en las que representamos los valores seleccionados de
x a lo largo de las 50 generaciones, en el sistema con super-infeccién. En
azul y rojo punteado representamos los puntos a los que tiende la evolucion
sin super-infeccién, y en continuo, los valores éptimos de rendimiento. B.
Rendimiento obtenido con las tasas de lisis que optimizan el rendimiento
frente a los valores a los que tiende el sistema durante la simulacion de
evolucion, para cada valor de . C. Mostramos los valores de rendimiento
en funcion de «, con los tres valores diferentes de p usados en la evolucion
en (A). Encerramos en circulos la regién de valores en torno a la que oscila
el estado final de la evolucién con super-infeccién. D. Simulacion en la que
una variante sobre-virulenta (x = 3x10%) invade una poblacién de fagos con
los valores dptimos de rendimiento (x = 3x1072), en un sistema con super-
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infeccion. Parametros: r = 0,04; a =10%; §, =103; B =50,enD: u =10
3

Modelo complejo con regulacion de la lisogenia

Continuamos el estudio tedrico analizando el efecto de la regulacion de la
lisogenia por el sistema arbitrium, un sistema molecular presente en fagos
de la familia SPBeta, como explicamos en la Introduccion. Este modelo lo
disefiamos de forma que reprodujera fielmente el crecimiento de este tipo
de fagos, que sabemos que presentan regulacion de la lisis en dos puntos
de su ciclo vital. Al comenzar las infecciones ocurre una primera decision
entre lisis o lisogenia, y posteriormente, los lisogenos pueden reactivar o
no el ciclo litico. Para simular este ciclo de vida, nuestro sistema esta
compuesto una vez mas por una poblacidn de bacterias hospedadoras (S)
gue se introducen en el sistema a una tasa constante |, se reproducen con
el modelo logistico (r), y son infectadas por viriones (o). Una fraccion 1 -
¢ de estas infecciones producen liségenos (L) que se reproducen siguiendo
el mismo modelo logistico que los hospedadores, y reactivan el ciclo litico
a una tasa lineal 1. Los viriones libres (V) se producen por lisis directa de
la fraccidn restante de infecciones (¢), o por reactivacion del ciclo litico en
los liségenos, produciendo ambos procesos la misma cantidad g de
viriones; y se eliminan del sistema por adhesiones a todo tipo de bacterias
(hospedadoras o lisdgenos) y por degradacién espontanea a una tasa oy. Tal
y como se describe en la Introduccion, el arbitrium regula tanto la
lisogenizacién como la reactivacion del ciclo litico de los liségenos por
medio de un péptido sintetizado por las bacterias infectadas, el cual es
producido en nuestro sistema por los lisdgenos a una tasa ap y se degrada
con una tasa lineal dp. La Figura 3.5 muestra un esquema de este nuevo

modelo, que se rige por el sistema de ecuaciones diferenciales:
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ds
—=u+rSA—-S—-L)—aSV

dt
dL
E= 1-d)aSV+rL(1-S—-L)—AL
(3.3)

av
== B@aSV +2L) = 8,V —a(S + L)V

dP

E = apL — 6pP

Lo

Lisogenizacy quSiS directa
0 / s

C N g Q

K / B

Reactivacion R i

Figura 3.5. Modelo de crecimiento de bacterias y fagos lisogénicos con
sistema arbitrium.
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La regulacion por arbitrium la modelamos haciendo que tanto la fraccién
de lisis (¢) como la tasa de reactivacion de los liségenos (1) dependan de

la concentracion del péptido, mediante las funciones:

¢
¢= 1+ P/K,
(3.4)
A= _He
14 P/Kp

Siendo ¢c y Ac la fraccion de lisis y tasa reactivacion en ausencia de péptido
(respectivamente), y K. y Kr las concentraciones de péptido en las que ¢ =
dc/2Y A = Ac/2, respectivamente. La tasa de crecimiento exponencial
de las bacterias (r) la podemos ajustar de curvas de crecimiento de la
bacteria B. subtilis en solitario, utilizando un lector de DO en tiempo real,
como se describe en el apartado de Metodologia. Con esto, asumiendo que
la insercién del genoma del fago tiene un efecto despreciable en el
crecimiento de la bacteria, la tasa de reactivacion basal (Ac) la medimos
comparando el crecimiento de lisdgenos y bacterias no infectadas, en
ausencia total de péptido. Esto lo conseguimos con una variante mutante
de phi3T con una delecidn en el gen correspondiente al péptido arbitrium,
phi3T-AaimP (Figura 3.6A-B). En este contexto, el crecimiento de los
lisdgenos sigue la ecuacion diferencial dL/dt = rL(1—S—L) — AL =
(r—2c)L(1 —L—S), por lo cual la tasa de crecimiento exponencial
observada para los lisdgenos coincide con r - Ac. Observamos que estos
lisogenos de phi3T-AaimP presentan una tasa de crecimiento

sensiblemente menor que las bacterias no infectadas, lo que nos indica que

149



la tasa de reactivacion espontanea medida (Ac = 4,1x10%) se encuentra por
encima de la mayoria de fagos lisogénicos estudiados, que oscilan en una
horquilla de 10 a 10 (Berngruber et al., 2013; Zong et at., 2010; Little
and Michalowski, 2010).

A B
Experimental 10 Modelo
-1
107 :
o o10!
a a
2 [ Bacteria 5 — Bacteria
107 =2 | phi3T-AaimP 10° — phi3T-AaimP
0 2 4 6 0 2 4 6
c Tiempo (h) D Tiempo (h)
10° 10°
3 3
10~ S
[ Bacteria 5 —Bacteria
[ Infeccién 10 —Infeccion

0 2 4 6 0 2 4 6

Tiempo (hpi) Tiempo (hpi)
Figura 3.6 Ajuste de parametros del modelo. A: Medida de la tasa basal
de reactivacioén de la lisis comparando el crecimiento de liségenos de una
variante mutante de phi3T sin el sistema arbitrium. Crecemos las bacterias
a partir de una DO inicial de 0,01, aproximadamente, y tras 5 horas y media
de crecimiento, medimos el titulo de viriones. C: Crecimiento de bacterias
e infeccion. Mostramos el crecimiento de bacterias sin infectar (B. subtilis
A6), y de infecciones de fagos, a partir de una DO de 0,01 y 10° PFUs de
fagos. En B y D mostramos las correspondientes simulaciones del modelo.
Parametros: r = 0,049; a = 2,59x102; A, = 4,1x10%; ¢, = 0,78 ; &, =
103; B = 28,66.

La adhesividad/infectividad de los viriones la medimos incubando viriones

libres con un cultivo saturante (DO ~ 2) de bacterias no infectadas.
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Partiendo de un titulo conocido de viriones, medimos la pérdida de titulo
tras 30 minutos de incubacién. Pasado este tiempo, centrifugamos el
cultivo para retirar las bacterias y medimos nuevamente el titulo de
viriones. En la Tabla 3.1 podemos ver los datos de titulo antes y después
de la incubacion. Como en estos 30 minutos podemos asumir que las
bacterias no producen viriones debido a la infeccion, ya que no ha dado
tiempo suficiente a completar un ciclo infectivo, el Gnico proceso que
ocurre es laadhesion de viriones a las bacterias, por lo que podemos asumir
que el titulo de viriones evoluciona segln la ecuacién diferencial: dV /dt =
—aVS§. Asumiendo una cantidad saturante de bacterias (S = 1 en nuestro
modelo), podemos resolver la ecuacion como V(t) = Vye ¢, por lo que
podemos calcular la infectividad como: o« = —In(V/V,)/t. De forma
similar, intentamos medir la tasa de degradacion espontanea de los
viriones, incubandolos en medio liquido LB. Sin embargo, al no encontrar
diferencias significativas en el titulo tras incubaciones de hasta 6 horas,
decidimos usar los valores estandar que se usan en la literatura (el mismo

que usamos con el modelo simple de &, = 10 mint).

Réplica Titulo inicial Titulo final Ratio
(PFUs/mL) (CFUs/mL)
1 1,88x10* 1,42x104 0,755
2 1,64x10* 1,40x10* 0,854
3 2,02x10* 1,16x10* 0,574

Tabla 3.1. Titulo de viriones antes y después de una incubacién de 30
minutos con un cultivo saturante de bacterias (DO ~ 2).

El resto de parametros los medimos ajustando por minimos cuadrados el
resultado del modelo con un par de observaciones experimentales. La
cantidad de viriones producidos por ciclo litico (8) la ajustamos midiendo
la ratio entre lisdgenos y viriones producidos de forma esponténea por los

lisdgenos, tras unas 5 horas y media de crecimiento. En este contexto,
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cuando s6lo existen liségenos en el medio, estos se replicaran hasta ocupar
todo el nicho, y algunos reactivaran el ciclo litico, produciendo viriones.
Estos viriones no pueden infectar ninguna bacteria, pero si se adheriran a
ellas. De esta forma, el cociente entre viriones y liségenos, tras el tiempo
de medicion, dependerd de la tasa de crecimiento de los lisbgenos, la tasa
de reactivacion y la adhesividad, que ya las hemos medido antes, y también
de los viriones producidos por ciclo. Ajustamos por minimos cuadrados el
resultado del modelo en este contexto, con los datos experimentales

mostrados en la Tabla 3.2.

Réplica Titulo de viriones Titulo de liségenos Ratio
(PFUs/mL) (CFUs/mL)
1 1,62x108 3,8x107 4,26
2 1,96x108 4,36x107 4,5
3 2,43x108 4,32x107 5,63

Tabla 3.2. Titulo de viriones y liségenos producidos por el crecimiento
de los liségenos tras 5 horas y media, en medio LB, con una DO inicial
de 0,005.

Finalmente, el pardmetro restante del modelo que no esta relacionado con
el arbitrium, fraccion inicial de lisis (¢c), la ajustamos usando curvas de
infectividad. Como vemos en la (Figura 3.6C-D), tras unas 3-4 horas tras
incubar viriones libres con bacterias no infectadas, ocurre un evento de lisis
seguido de una recuperacion de la DO. Esto se debe a la lisis inicial
producida por las infecciones, y el posterior crecimiento de los liségenos.
Para este punto, todos los pardmetros del modelo tienen cierta influencia,
pero en la magnitud del evento de lisis (diferencia de DO entre el maximo
y el minimo local observados, Figura 3.6C-D), el mas importante es la
fraccion basal de infecciones liticas. Usando los pardmetros ya medidos,
dejamos Unicamente la variable ¢c como parametro libre y ajustamos por

minimos cuadrados el resultado del modelo (Figura 3.6D) con la curva de
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DO observada experimentalmente (Figura 3.6C). En la Tabla 3.3 podemos

ver un resumen de todos los pardmetros y sus valores.

Parametro

Valor

Unidades

Definicion

u

variable

S mint

Tasa de entrada de
bacterias

r

4,88x102

mint

Tasa de
crecimiento
exponencial de las
bacterias y
liségenos!

1.12x107?

L V1Stmint

Infectividad de los
viriones*

e

0,78

adimensional

Fraccion de
infecciones liticas
en ausencia de
péptido?

Ac

4,1x10°3

L1 min?t

Tasa de
reactivacion de los
lisogenos en
ausencia de
péptido®

15

mint

Viriones
producidos por
cada ciclo litico*

103

mint

Tasa de
degradacion de
viriones

opP

100

UA mint

Tasa de
produccion del
péptido arbitrium

op

0,01

mint

Tasa de
degradacion del
péptido arbitrium

KLR

variable

UA

Sensibilidad al
péptido que
controla los
procesos de lisis y
lisogenia

Tabla 3.3. Significado, unidades y valores de los pardmetros del

modelo.

LAjustada de las curvas de crecimiento de Bacillus subtilis.
2Ajustadas del experimento de infectividad.

3Ajustada de las curvas de crecimiento de los liségenos.

4Ajustada de la ratio PFUs/CFUs tras la reactivacion de los liségenos.
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Una vez ajustados todos los parametros no relacionados con arbitrium,
iniciamos el estudio observando el comportamiento del sistema en funcion
de la cantidad de bacterias disponibles, como hicimos con el sistema
simple. En este caso, al haber dos procesos involucrados en la decision
lisis/lisogenia (lisogenizacion inicial y reactivacion del ciclo litico en los
lisdgenos), estudiamos el peso de ambos en dos estados diferentes de
entrada de bacterias, que estén por encima o por debajo del umbral litico,
y analizamos el efecto de variar las tasas basales (¢c y Ac) y sus
correspondientes constantes de regulacion por arbitrium (K. y Kg). El
efecto de las tasas basales lo estudiamos simulando un sistema sin
arbitrium, para el cual simplemente usamos ap = 0, y, por tanto, con P
siendo siempre 0, tendremos ¢ = ¢c ¥ A = Ac. La Figura 3.7A-B muestra
que, por debajo del umbral litico, el rendimiento viral es insensible a ¢, ya
gue la mayor contribucion a los genomas virales proviene de la replicacién
y reactivacién de liségenos, y no de las infecciones, que son escasas. En
este caso, nuestro sistema responde a A exactamente igual que a x en el
modelo simple, existiendo un valor 6ptimo muy cercano a la tasa de
replicacion de las bacterias (r). Con valores altos de W, la lisis inicial gana
peso, pero la reactivacion no deja de ser importante. Como se aprecia en la
Figura 3.7A-B, ambos valores experimentales se encuentran cerca de su
Optimo tedrico de rendimiento. Esto es especialmente importante en el caso
de Ac, ya que, como hemos mencionado, se trata de un valor sensiblemente

mayor al de otros fagos lisogénicos.
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Rendimiento viral
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Figura 3.7. Rendimiento viral del sistema complejo. A-B. Rendimiento
viral del sistema sin arbitrium (usando ap = 0) en funcién de la fraccion de
infecciones liticas (¢c) y la tasa de reactivacion de los liségenos (ic).
Sobreimpresionamos en un punto negro los valores medidos
experimentalmente. C-D. Rendimiento viral del sistema con arbitrium, en
funcion de los valores de las constantes que regulan la lisis (K.) y la
reactivacion (Kg). Los parametros usados son los mostrados en la Tabla
3.3, teniendoen Ay C, u=10°%yenByD, u =102

A continuacion, introducimos en el sistema la regulacion de la decision
lisis/lisogenia mediante el sistema arbitrium, tal y como lo mostramos en
los modelos anteriores. En la Figura 3.7C-D representamos el analisis a
nivel de poblacién de los pardmetros del arbitrium, observando un
comportamiento similar al de las tasas basales de sus respectivos procesos:
por debajo del umbral litico, la regulacién de la lisis (K.) apenas tiene
efecto, siendo mas importante la de la reactivaciéon (Kg). Por encima del

umbral litico, K. gana peso en el rendimiento. Con un valor
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suficientemente alto de estas constantes es como si el sistema arbitrium no
actuara, y el rendimiento se vuelve insensible (con los pardmetros usados
en el modelo, el valor critico estd en torno a 10¢). Como es intuitivo, la
capacidad del sistema arbitrium para aumentar el rendimiento viene
condicionada por los valores de las tasas basales, es decir, el maximo de
rendimiento alcanzado es el que permiten ¢c y Ac (para los que usamos los
valores medidos experimentalmente). En ambos procesos se observa que
la regulacion por arbitrium es siempre perjudicial para el rendimiento viral,
el cual se maximiza cuando ambas constantes estan por encima de 10,
independientemente del valor de p. Esto nos indica que el sistema arbitrium
no es capaz de optimizar de ninguna forma el rendimiento viral, siendo en

cambio perjudicial.

A continuacion, realizamos las simulaciones de evolucion, tanto de los
parametros basales, como de las constantes arbitrium. En la Figura 3.8
podemos ver las trayectorias evolutivas de estos sistemas, que concuerdan
con lo esperado: por debajo del umbral litico, la seleccion actla
fundamentalmente sobre el proceso de reactivacién, siendo casi irrelevante
el efecto sobre los de lisis; mientras que por encima del umbral litico hay
un efecto sobre ambos procesos. Observamos en la Figura 3.8A-B que la
seleccion siempre empuja al sistema a estados sub-6ptimos de reactivacion,
incluso por encima del umbral litico. Esto nos indica que, similar a lo que
ocurria con x en el modelo simple, existira un éptimo de competencia que
siempre estara por debajo del 6ptimo de rendimiento (en cuanto a Ac). Para
la tasa basal de lisogenizacion (4c), cuando el sistema llega a los 6ptimos
de Ac, su valor se vuelve aparentemente irrelevante, ya que puede adoptar
un abanico muy amplio. Sin embargo, encontramos que existe un segundo
estado al que tiende el sistema, ya que hay casos en los que se alcanza un
valor de ¢c =1, y en los cuales /c llega a puntos incluso menores, algo que

ocurre mas veces cuando el sistema esta por encima del umbral litico. Esto
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significa que los fagos lisogénicos pueden tener un valor muy bajo de lisis
inicial (4c), para los cuales existe un 6ptimo de competencia estricto de
(4c), o un valor de ¢c = 1, para los cuales la reactivacion debe ser mucho
menor. Con estos resultados, nuestro modelo apunta a que la reactivacion
basal de fagos lisogénicos tenderia sistematicamente a valores bajos, sobre-
prudentes, lo cual concuerda con lo observado en la naturaleza (Cortes et
al., 2019; Berngruber et al., 2013; Zong et at, 2010; Little and
Michalowski, 2010).

Trayectorias evolutivas

LoglO(KR) LoglO(KR)
Figura 3.8. Trayectorias evolutivas del sistema complejo. A-B.
Simulaciones de evolucién en las que permitimos la variacion conjunta de
la fraccion de infecciones liticas (¢c) y la tasa de reactivacion basal (/c),
en un sistema sin arbitrium. Sobre impresionamos las trayectorias
evolutivas de las variantes seleccionadas sobre el mapa de rendimiento
generado por dichos parametros (ampliado respecto a la Figura 3.7A-B),
mostrando con lineas negras la trayectoria, y con un punto mas grueso el
estado final. C-D: Simulaciones de evolucion en las que permitimos la
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variacion conjunta de ambas constantes arbitrium (KL y Kg),
sobreimpresionando las trayectorias sobre el mapa de eficacia
correspondiente (ampliado respecto a la Figura 3.7C-D). Los parametros
usados son los mostrados en la Tabla 3.3, teniendoen Ay C, u=10%,yen
ByD, u=102

En cuanto a la evolucion de la regulacion por arbitrium, el sistema se
comporta igual con baja p, evolucionando a estados sobre-prudentes de
regulacion de la reactivacion (Kg), siendo irrelevante la de la lisis (K.). Con
alta entrada de bacterias, el sistema tiende a valores altos de ambas
constantes, indicando que el arbitrium no podria evolucionar en fagos que
tuvieran, de forma sistematica, una gran cantidad de hospedadores
disponibles. En cambio, el arbitrium si seria una herramienta Util en

competencia directa en un estado de poca disponibilidad de hospedadores.

Nuestros resultados muestran que la paradoja del rendimiento vs la tasa
representa la evolucién de la lisogenia en fagos, esté o no regulada: la
evolucion favorece variantes sobre-prudentes, que presentan un menor
rendimiento en cuanto al nimero total de genomas producidos, pero que
tienen una ventaja en competencia directa con otras mas optimas, lo que
conduce a una reduccion general de la eficacia de la poblacién. EI modelo
complejo que desglosa la lisis en los dos procesos (lisogenizacion inicial y
reactivacion), indica que este dilema es importante en el proceso de
induccidn de la lisis en los lis6genos, la cual tiende sisteméaticamente a
estados sobre-prudentes, ya sea en su tendencia basal o con la regulacion
del arbitrium. Por otro lado, el modelo simple también nos indica que, en
poblaciones con super-infeccion, los resultados se revertirian, llegando a
triunfar variantes sobre-virulentas. Sin embargo, la SIE es un proceso muy
extendido en fagos lisogénicos, lo que explica que la mayoria presenten
tasas de induccién de la lisis que son bajas a comparacion del ciclo de

replicacion de las bacterias que infectan (Cortes et al., 2019; Berngruber et
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al., 2013; Zong et at., 2010; Little and Michalowski, 2010). En el caso del
fago phi3T, observamos que su tasa de reactivacion basal es especialmente
alta a comparacion de otros fagos lisogénicos estudiados. Aunque el
sistema arbitrium puede contribuir a paliar este efecto, una tasa de
reactivacion mas alta de la media nos puede indicar que el fago phi3T ha
evolucionado en un ambiente de alta disponibilidad de hospedadores, o
bien que, con estructura poblacional, las variantes que optimizan el
rendimiento han podido aislarse y crecer en ausencia de los sobre-
prudentes. En conjunto, nuestro modelo predice que la SIE prevendria la
aparicion de variantes virulentas en fagos, haciendo que triunfen variantes
gue son, desde un punto de vista poblacional, sub-6ptimas, ya que no

explotan a sus hospedadores tanto como podrian.

Evolucidn de variantes prudentes.

Para estudiar experimentalmente las predicciones de nuestro modelo,
realizamos una evolucién experimental con el fago phi3T. Como el
parametro clave que determina la estrategia Optima es el flujo de entrada
de bacterias susceptibles, diseflamos una evolucion experimental que
maximizara la estrategia prudente. Para ello, realizamos pases de evolucion
de los liségenos de phi3T en ausencia total de bacterias susceptibles. Con
esto, si el sistema fuera capaz de acumular suficiente variacién en torno a
genes relacionados con estos procesos, el modelo predice que se deberian
imponer las variantes que reduzcan la reactivacion del ciclo litico. Tras 20
pases de evolucién, evaluamos el sistema, midiendo la reactivacion del
ciclo litico en los liségenos. Para ello, dejamos crecer los lisdgenos tanto
del ancestro como de las tres réplicas de evolucion. Tras unas 5 horas y

media, en las que la DO alcanza un punto de equilibrio en torno a 2,
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medimos el titulo de viriones generados. En la Figura 3.9 podemos ver que
las lineas evolucionadas producen un titulo de viriones similar al del
ancestro, revelando que no se ha acumulado ningun tipo de variacion que

afecte a este proceso.
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Figura 3.9. Reactivacion del ciclo litico de los liségenos de phi3T. A
partir de un cultivo ON de lis6genos, retiramos el medio por centrifugacion
a 4000 rpm durante 10 minutos, resuspendemos las bacterias y las diluimos
hasta una DO de 0,01. A continuacion, las dejamos crecer durante unas 5
horas y media, y medimos el titulo de viriones generados (PFUs/mL).

Dado que la evolucién experimental no generd variantes interesantes,
decidimos estudiar fagos que presentaran fenotipos diferentes. El fago
spbeta, como vemos en la Figura 3.10B, presenta una reactivacion
espontanea sustancialmente inferior al phi3T. Sin embargo, como ya se ha
publicado anteriormente (Dragos et al., 2021), los fagos phi3T y spbeta

presentan una caracteristica poco habitual en esta familia, y es que no
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tienen inmunidad cruzada. Es decir, los fagos de uno pueden infectar los
lisdgenos del otro, y viceversa. Esto, sumado a la gran homologia que
presentan en varias zonas de su genoma, a menudo acaba generando fagos
hibridos, como describen los autores en (Dragos et al., 2021). En el
laboratorio disponiamos de una variante hibrida phi3T-spbeta, la cual
presentaba una tasa de reactivacion espontanea mucho mas parecida a la
de spbeta que a la phi3T, pero que, sin embargo, presentaba inmunidad
frente a phi3T, debido a que el resto de su genoma era mayoritariamente
similar al phi3T-WT (Figura 3.10A-B). La regidn recombinante incluia los
genes que van del gen phi3T_20 al phi3T_27, correspondientes a los genes
yomE-K de spbeta. Este fago hibrido representa una excelente herramienta
experimental para nuestro estudio, ya que presentaba un fenotipo mas
prudente que el phi3T, y ademas se podian realizar experimentos de
competencia, ya que presentaba una inmunidad cruzada total con el WT
(Figura 3.10C-D).
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Figura 3.10. Fago hibrido phi3T-spbeta. A. Homologia entre los
genomas de phi3T y spbeta (arriba), phi3T y la variante hibrida (medio) y
spbeta y la variante hibrida (abajo). B. Reactivacion espontanea de las
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variantes, midiendo el titulo de viriones tras una incubacién de 5 horas y
media de los lisdgenos. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto a phi3T-WT (test t-student, ** indicando p-valor < 0,01). C-D.
Ensayos de inmunidad cruzada. Utilizamos stock de viriones libres para
infectar bacterias, tanto no infectadas, como liségenos de las diversas
variantes. Mostramos en negro el control de bacterias sin infectar (B.
subtilis A6), en azul infecciones de bacterias susceptibles, y en cian, rojoy
verde, infecciones de lisdgenos de phi3T, spbeta, y la variante hibrida,
respectivamente. En C, los viriones libres corresponden a phi3T-WT,
mientras que, en D, a la variante hibrida. En todos los casos comenzamos
las infecciones con una DO de 0,01 de bacterias, y 10° PFUs totales de
viriones. Las bacterias son previamente centrifugadas y resuspendidas en
medio fresco para eliminar todo el péptido inhibidor que quedara del
crecimiento anterior.

Para comprobar la prediccidn de nuestro modelo, realizamos una evolucion
por competencia directa entre phi3T-WT y la variante hibrida. Para ello,
partimos de una mezcla 1:1 de un cultivo de liségenos de ambos fagos, en
la que tenemos la cantidad de liségenos y fagos a la que ambos llegan en
equilibrio. Ambos generan unos (1 + 2)x108 CFUs/mL de liségenos tras un
cultivo de 6 horas, pero el WT genera unos (5 + 2)x108 PFUs/mL de
viriones libres, mientras que el hibrido, (2 + 3) x10°, por lo que podemos
considerar que el phi3T-WT tiene un rendimiento mayor, en términos de
genomas virales totales. Realizamos la competencia mezclando 1:1 estos
cultivos, diluyendo el resultado 1/100, y mezclando con otra dilucién 1/100
de bacterias susceptibles, en un volumen final 2 mL. Realizamos sucesivas
rondas de competencia diluyendo 1/100 el resultado de cada pase de
competencia, y afiadiendo la misma cantidad de bacterias. Podemos ver en
la Figura 3.11A que, tras s6lo 6 pases de competencia, el titulo de fagos se
reduce sustancialmente hasta un punto cercano al producido por los fagos
hibridos.
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Figura 3.11. Competencia entre el phi3T WT vy el hibrido phi3T-
spbeta. Realizamos una competencia entre la variante WT de phi3T y la
variante hibrida con spbeta. El punto de partida es una mezcla 1:1 del
resultado de crecer los liségenos de ambas variantes (el WT genera mas
titulo de viriones y el mismo de liségenos tras cultivo de 6 horas). El paso
inicial de competencia se realizé afiadiendo a esta mezcla una dilucion
1/100 de bacterias susceptibles, en un volumen final de 2 mL. Los pases
sucesivos se realizaron mezclando 1/100 del pase anterior con 1/100 de un
cultivo de bacterias, en un volumen final de 2 mL. A: Titulo de viriones
durante la competencia. Mostramos en los extremos los titulos de
viriones generados por el WT y el Hyb-phi3T-spbeta, y en medio, los
titulos de viriones tras 2, 4 y 6 pases de competencia. B: Cociente de
genomas del WT. Mediante qPCR, medimos la frecuencia relativa de
genomas de ambas variantes, tanto en el mix inicial como a lo largo de los
pases de competencia. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto al pase anterior, o al phi3T-WT (A) o al mix inicial (B) en el caso
de P2 (test t-student, * indicando p-valor < 0,05).

Para analizar la frecuencia de cada variante durante la evolucion,
disefiamos parejas de cebadores que sélo hibridan con el phi3T-WT o con
el phi3T-Hyb, ya que se encuentran en la zona de recombinacién. Como
mencionamos en el apartado de Metodologia, disefiamos los cebadores de
tal forma que ambas parejas presentaran una eficiencia de amplificacién
similar, cercana al 100%, lo cual nos permite asumir que la ratio entre
genomas presentes (WT:Hyb) en la muestra coincide con 2-2¢, Realizamos
una gPCR de un extracto crudo de las competencias, en los que tenemos

DNA tanto de bacterias como de viriones, para cuantificar asi genomas
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totales. Observamos en la Figura 3.11B que, inicialmente, la gran mayoria
de genomas corresponden al phi3T-WT, pero que progresivamente se
impone la variante hibrida. Este resultado encaja con las predicciones de
nuestro modelo, ya que muestra fagos que reducen el rendimiento global
de la poblacién, pero que presenta una clara ventaja en términos de
competencia directa, ya que se imponen frente al WT en pocas

generaciones de competencia.
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DISCUSION
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La complementacion genética aumenta la frecuencia de mutaciones

letales.

El primer resultado obtenido en nuestro estudio tedrico de los efectos de la
diversidad en co-transmision, es que la complementacion genética de
mutaciones letales es incapaz de incrementar la eficacia de la poblacion a
largo plazo, algo que coincide con otros estudios similares (Sardanyes and
Elena, 2010; Gao and Feldman, 2009). Observando la Figura 1.2, lo que
vemos es que, en las primeras generaciones, la complementacion si
aumenta la eficacia media de la poblacion. Dicho aumento se debe a la
relajacion del efecto de la seleccién en contra de las mutaciones letales. En
un sistema de un Gnico locus, cuya frecuencia de emergencia de mutaciones
letales por generacion sea «, la frecuencia en equilibrio de alelos
funcionales sera p =1 —a, y la eficacia media de la poblacién, en
ausencia de interacciones, coincidira con la propia frecuencia de alelos
funcionales, es decir, w = p = 1 — a. Si esa misma poblacion se agrupara
en unidades de infeccion de tamafio m, en la siguiente generacion la
eficacia media seria la probabilidad de tener al menos un alelo funcional
en cada grupo, es decir, de no tener todos los alelos no funcionales, lo que
llevaaw =1—(1—p)™=1-—a™. Sin embargo, seglin avanzan las
generaciones, la eficacia media del sistema con co-transmisién va
disminuyendo debido a la acumulacién de variantes letales que no son
purgadas por la seleccion. Es decir, el sistema tiende a un punto de
equilibrio de igual eficacia media con mayor frecuencia de mutantes, en
vez de a uno de mayor eficacia con la misma frecuencia de mutantes. Asi,
la nueva frecuencia de mutantes en equilibrio del sistema con
complementacion (p°) se alcanzaria cuando1 — (1 —p' )™ =p =1 —a,
lo que lleva ap’ = (1 — a)*/™, un valor que sera siempre menor que p

teniendom > 1y 0 < a < 1. Con las simulaciones realizadas en el primer
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capitulo de la tesis vemos que el resultado en un sistema multi-loci sigue

la misma dinadmica.

Existe evidencia experimental en virus de la acumulacion de diversidad
durante la co-transmision. Sabemos que, cuando se realiza una evolucion
experimental a una MOI superior a uno, se obtienen secuencias defectivas
(Andreu-Moreno and Sanjuan, 2020). Como explicamos en la
introduccion, una de las evidencias de la existencia de co-infeccion
abundante, en infecciones in vivo, es precisamente que se observa la
presencia de estas secuencias, que se han detectado en VSV (Holland and
Villarreal, 1975), el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV, del
inglés Lymphocytic Choriomeningitis Virus) (Ziegler and Botten, 2020), o
en infecciones en humanos por parte de MeV (Cattaneo et al., 1987), IAV
(Vasilijevic et al., 2017; Saira et al., 2013; Lui et al., 2019) y el virus
respiratorio sincitial (RSV, del inglés Respiratory Syncytial Virus) (Sun et
al., 2015).

Existen también casos de evolucion de secuencias defectivas que no son
interferentes para la poblacion. En (Charpentier et al., 1996) los autores
describen cdmo, tras realizar 100 pases de evolucién experimental a alta
MOI del virus de la fiebre aftosa del ganado (FMDV, del inglés Foot-and-
Mouth Disease Virus), infectando células BHK, obtienen dos secuencias
defectivas en la poblacién. Dichas variantes contienen deleciones que
afectan a la region de la proteinasa L, la primera proteina del virus en ser
traducida. Al igual que cualquier DIP, estas variantes eran incapaces de
infectar células por si solas, pero si se las complementaba con un virus WT,
eran capaces de replicar y encapsidar su genoma. La gran diferencia con
las DIPs radica en que estas secuencias no eran interferentes, no afectaban
a la replicacion del virus WT, sino que sencillamente replicaban junto a él.
En (Garcia-Arriaza et al., 2004) los autores llevan més all el estudio,

llegando a los 260 pases de evolucién, en las mismas condiciones, y
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obteniendo una poblacion de tres variantes mutantes (A417, A999 y
A1017). Lo mas interesante de este estudio es que dichas variantes eran
complementarias entre si. Concretamente, la variante A417 afectaba una
vez mas a la proteinasa L, mientras que las otras dos, que eran solapantes,
afectaban a genes de la capside. Infecciones iniciadas con la variante A417
y cualquiera de las otras dos eran totalmente funcionales, sin necesidad de
la presencia del virus WT. Se trata por tanto de la generacién de una
poblacién de variantes mutantes complementarias, en la que se pierde la
secuencia ancestral (la cual se encontraba a una frecuencia menor que
1/10000 tras la evolucion), tal y como describe nuestro modelo que puede

ocurrir tras una evolucion continuada a alta MOI.

El ejemplo de la evolucion de FMDV generando mutantes de delecion
complementarios se puede interpretar como una transicion desde un virus
no segmentado a uno multi-partito (Elena, 2016), ya que la secuencia
ancestral de la evolucion contenia el genoma completo, mientras que la
poblacion mutante resultante consistia en dos familias de secuencias con
deleciones complementarias, que necesariamente requerian de co-
transmitirse para generar una infeccion. Este experimento evidencia la
principal consecuencia de la transmisién continuada bajo régimen de co-
infeccion y complementacién: la reduccion de la seleccion en contra de los
mutantes deletéreos conlleva a la coexistencia de secuencias mutantes y, a

largo plazo, a la pérdida de las secuencias WT.

Desde su descubrimiento, la mera existencia de los virus multi-partitos ha
supuesto un misterio, ya que se trata de virus que necesariamente requieren
de la co-infeccion para sobrevivir, y se ha buscado explicar qué tipo de
ventaja podia ofrecer tener el genoma fragmentado en diferentes
‘cromosomas virales’ (Lucia-Sanz and Manrubia, 2017). Siguiendo el
experimento de FMDV, en (Ojosnegros et al., 2011) los autores someten a

la poblacién bipartita a un régimen de baja MOI, obteniendo una poblacion

169



de molécula dnica (un nuevo virus no segmentado), en la que se ha
revertido la particion del genoma, como resultado de la recombinacién
entre dos variantes. Al comparar ambas poblaciones (la bipartita y la
recombinada), los autores encuentran que la variante bipartita presenta una

mayor estabilidad de sus particulas infectivas.

Los experimentos de FMDYV suponen en conjunto una prueba de concepto
de la generacion de virus multi-partitos: un régimen de transmision a alta
MOI constante que, mediante complementacién genética, anula el efecto
de la seleccion en contra de deleciones. Al surgir estos mutantes y presentar
una ventaja (por la mayor estabilidad de sus viriones), se imponen en la
poblacidn frente a la secuencia completa. No tenemos evidencia de que esta
ventaja de mayor estabilidad de las particulas sea extrapolable a todos los
virus con genomas mas cortos, sin embargo, reducir el tamafio del genoma
suele traer una ventaja replicativa en co-infeccion, la cual es la base de la
ventaja de las DIPs. Incluso en ausencia de ningun tipo de ganancia de
eficacia, tanto nuestras simulaciones como los otros trabajos teoricos
publicados (Sardanyés and Elena, 2010; Gao and Feldman, 2009) indican
que las mutaciones deletéreas o letales se acumularan en la poblacion si
existe complementacion genética que reduzca la seleccion en su contra. Es
decir, no es necesaria una ventaja adaptativa que compense el efecto
negativo de las mutaciones para explicar su emergencia, Gnicamente un
régimen de neutralidad como el que supone la co-transmision y
complementacion. El reto de explicar el origen de los virus multi-partitos
estaria, por tanto, en explicar el origen de dicho régimen de transmisién a
alta MOI, siendo la complementacion genética una consecuencia, y no

causa, de dicha transmision.

Como explicamos en la Introduccién, la co-transmisidn se puede deber
sencillamente a una alta ratio entre particulas y células susceptibles (alta

MOI general), 0 a mecanismos especificos. En el caso de virus animales,
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ya explicamos que muchos obtienen una alta MOI local debido a la
produccién de grandes cantidades de viriones en entornos de difusion
limitada como son los tejidos animales. Esta alta MOI local puede ser la
norma en infecciones naturales, como se evidencia por la presencia DIPs.
Otros casos como los virus que se transmiten mediante transmisién directa
célula-célula también tienen, potencialmente, la capacidad de co-transmitir
multiples variantes. Estos casos generarian por si solos ambientes propicios
para la abundante complementacion entre variantes, pero su origen es
independiente a la propia complementacion. En el primer caso, la co-
infeccion es un efecto secundario de la acumulacion local de muchas
particulas infecciosas, y en el segundo caso, de la via de transmisién. Se
necesitan mas estudios en el campo para saber si este fendmeno de la
complementacion de mutaciones como efecto secundario de las vias de
transmision es extrapolable o no a la mayoria de los virus. Estudios
poblacionales de deteccion de DIPs en infecciones in vivo pueden servir de
orientacién para detectar hasta qué punto existe co-infeccion y

complementacion en infecciones naturales.

La complementacion genética fomenta la adaptabilidad en mapas de

eficacia epistaticos.

En la segunda parte de nuestro estudio de la co-transmision si encontramos
un efecto directamente beneficioso de la complementacién genética: el
incremento de la adaptabilidad debido a la acumulaciéon de variacion
genética. Demostramos, mediante nuevas simulaciones, que esta
acumulacion de variacion, debido a la reduccidn de la seleccion en contra
de mutantes deletéreos, fomenta la adaptabilidad, ya que aumenta la

capacidad de la poblacién para explorar paisajes adaptativos epistaticos.
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Mientras que los factores poblacionales y genéticos que determinan la
estabilidad evolutiva de la cooperacién han sido ampliamente investigados
(Bourke, 2011; Lehtonen, 2016; Nowak and Sigmund, 2004; Nowak, 2006;
West et al., 2007b; Fletcher and Doebeli, 2009), cémo la cooperacion
retroalimenta la adaptabilidad es un tema menos explorado. También
existen estudios previos que han analizado coémo evolucionan las
poblaciones en paisajes adaptativos epistaticos (Payne and Wagner, 2019;
Fragata et al., 2019; Kondrashov and Kondrashov, 2015; Weinreich et al.,
2006; da Silva et al., 2010; Schenk et al., 2013), pero en ellos no se ha
abordado como afecta la cooperacidn entre variantes genéticas distintas a
la adaptabilidad. Hasta donde sabemos, sélo en (Obolski et al., 2017) se
explora esta conexion, donde los autores determinan que la cooperacion
por bienes comunes incrementa la adaptabilidad al facilitar los saltos entre
picos en paisajes adaptativos rugosos. Nuestros resultados continGan esta
linea, mostrando una clara conexidn entre complementacién genética, que

es una forma de cooperacién entre variantes, y adaptabilidad.

Un aspecto fundamental que debe tener cualquier poblaciéon de
cooperadores es la capacidad para aislar a los tramposos, lo cual se
consigue, por diferentes mecanismos, aumentando el parentesco genético
entre los individuos actores y receptores de la cooperacion. Para nuestro
modelo de complementacion, esto supone una reduccion de la capacidad
de adaptabilidad, ya que esta se basa en la interaccion entre diferentes
secuencias. No en vano, cuando comparamos la adaptabilidad del sistema
de grupos aleatorios con el de grupos emparentados, los primeros llevan
ventaja. Sin embargo, en presencia de tramposos, los grupos aleatorios son
invadidos, mientras que los grupos emparentados son précticamente
insensibles, manteniendo un grado de adaptabilidad superior a la del

sistema sin interacciones. Nuestras simulaciones desvelan que existe
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margen para evitar a los tramposos a la par que se aumenta la adaptabilidad

mediante la complementacion de variantes genéticas distintas.

Aunque nuestro modelo esta creado para simular la evolucion de virus que
se co-transmiten, puede haber otros sistemas biol6gicos que presenten
interacciones similares. Por ejemplo, al compartir productos génicos
codificados en cromosomas homologos, los organismos diploides o
poliploides tienden a amortiguar los efectos de los alelos deletéreos o
letales, como demuestra el hecho de que la mayoria de ellos son recesivos
(Bagheri, 2006; Agrawal and Whitlock, 2011; Huber et al., 2018). Las
posibles ventajas y desventajas evolutivas de la poliploidia se han
estudiado ampliamente, a pesar de lo cual no existe un consenso al respeto
(Madlung, 2013). En (Maherali et al., 2009) los autores comparan la
resistencia y adaptabilidad de poblaciones diploides y tetraploides de
Chamerion angustifolium a diferentes relaciones hidricas, concluyendo
que las poblaciones tetraploides tenian mayor capacidad de resistencia,
pero que esta capacidad no se explicaba directamente por la duplicacion
gendmica, sino que habia surgido como un fenémeno adaptativo posterior.
Sin embargo, no determinan si esta adaptacion la explica directamente el
incremento de la ploidia, o es un efecto secundario. En un estudio similar
en (Ramsey, 2011), el autor describe que las semillas de Achillea borealis
gue son hexaploides presentan mayor supervivencia en dunas, al ser
trasplantadas desde invernaderos. En este caso, utilizando hexaploides
artificiales, concluye que el 70% de la ganancia de eficacia se debe
directamente al incremento de la ploidia, lo que deja un 30% de efecto que

se gana posteriormente al incremento de la ploidia.

También se han hecho estudios similares en Saccharomyces cerevisiae con
resultados opuestos. Varios autores han reportado que esta levadura
presenta una mayor ganancia de eficacia mientras la poblacion es haploide,

aungque las duplicaciones auto-inducidas confieran en si una mayor eficacia
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(Fisher et al., 2018; Gerstein et al., 2010). Sin embargo, es importante
recalcar que en estos estudios observan que la mayoria de las mutaciones
beneficiosas son recesivas (Marad et al., 2018), las cuales requieren su
presencia en homocigosis para la expresion del fenotipo, reduciendo la
adaptabilidad en organismos poliploides. En concreto, en los datos de
(Gerstein et al.,, 2010) se observa que las poblaciones con mayor
coeficiente de dominancia reducen esa deficiencia de adaptabilidad de los
diploides frente a los haploides, incluso con tamafios poblacionales
efectivos menores. Estos resultados de Saccharomyces concuerdan con la
prediccion de nuestro modelo de que la complementacién genética debe
ser total y no parcial para que el sistema presente el incremento de
adaptabilidad. Como explicamos en el capitulo 1, nuestros modelos de
complementacion completa simulan genes dominantes, en los que un solo
alelo es suficiente para recuperar el fenotipo de mayor eficacia, mientras
que los modelos de complementacion media representan caracteres para
los cuales la dosis génica determina el fenotipo. En estos casos, la
complementacion genética tiene un efecto pobre, cuando no perjudicial, en

términos de adaptabilidad (como se ve en la Figura 1.11).

El papel de las duplicaciones génicas o genémicas en el desarrollo de
nuevos genes o sub-funciones es un fendmeno mas estudiado. Siempre que
la funcion del gen original se conserve en al menos una copia, los genes
duplicados pueden acumular variacion criptica que puede conducir a la
sub-funcionalizacién o a la evolucién de nuevas funciones, aunque en
muchos casos son sencillamente silenciados (Magadum et al., 2013; Otto,
2007; Freeling and Thomas, 2006), ya que las mutaciones beneficiosas o
de ganancia de funcién son, en proporcién, menores a las neutras o
deletéreas. La sub-funcionalizacién consiste en el mantenimiento de la
misma funcion, pero en contextos ligeramente diferentes. Entre muchos

ejemplos, tenemos el caso del gen engrailed-1 y engrailed-1b del pez
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cebra, que provienen de una duplicacion de un segmento de cromosoma, y
su principal diferencia es el tejido en el que se expresan. En otros
mamiferos como el ratdn existe Gnicamente un locus, que se expresa en
todos los tejidos necesarios. El principal factor para el mantenimiento de
las duplicaciones es, sin duda, el desarrollo de nuevas funciones, y tenemos
ejemplos de todo tipo. Sin ir mas lejos, se estima que mas del 60% de los
genes de plantas son paralogos (Panchy et al., 2016), y datos similares se

obtienen para otros eucariotas (Kuzmin et al., 2022; Otto, 2007).

Nuestro modelo de cis-complementacion es un reflejo de este tipo de
adaptacion de genes duplicados, ya que podemos interpretar el desarrollo
de una funcion nueva como una evoluciéon a lo largo de un paisaje
adaptativo, en el que la secuencia original supone un pico sub-éptimo.
Manteniendo una copia funcional que no comprometa la eficacia del
individuo, la otra copia (o copias) del gen pueden explorar libremente el
paisaje adaptativo hasta encontrar configuraciones de mayor eficacia. La
condicién para evolucion de la nueva funcién es, una vez mas, la
neutralidad a la seleccién negativa que ofrece la complementacion genética

por parte de la copia que mantiene la funcién original.

La neutralidad como elemento fundamental en la adaptabilidad se ha
considerado desde hace muchos afios (Kimura, 1991; Ohta, 1992), pero ha
ganado importancia recientemente con estudios que apuntan al papel de la
robustez a mutaciones como elemento fundamental, que favoreceria la
exploracion de los mapas genotipo-fenotipo (Payne and Wagner, 2019;
Zheng et al., 2019; Zheng et al., 2020). En (Greenbury et al., 2022) los
autores estudian mediante asignaciones aleatorias de eficacia, la capacidad
de exploracion de 3 mapas de secuencias realistas, basados en la estructura
secundaria del ARN, la estructura terciaria de proteinas, y la formacion de
complejos proteicos, encontrando que en los 3 casos siempre se abren

caminos neutrales desde cualquier secuencia hacia el 6ptimo global. Esto
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se debe al enorme nimero de configuraciones diferentes que presentan
dichas secuencias. Se requieren mas estudios experimentales en el campo
para determinar si dicha neutralidad es la norma o la excepcién en la
mayoria de sistemas bioldgicos. Los virus, que presentan genomas muy
constrefiidos, y a menudo proteinas multifuncionales, es presumible que
presenten menos neutralidad a la mayoria de las mutaciones. En un
contexto como ese, la complementacion genética durante la co-transmision

seria una herramienta ventajosa para generar dicha neutralidad.

Papel de la complementacion genética en la eficacia de la co-

transmision.

Por ultimo, cabe preguntarse si esta ventaja en términos de variabilidad y
adaptabilidad, en el caso de darse en la mayoria de virus que se co-
transmiten, seria suficiente como para explicar la presencia de estructuras
de transmision colectiva. Como explicamos en la Introduccion, los virus
son los sistemas genéticos que presentan las mayores tasas de mutacion, en
especial los virus de ARN. A diferencia de los bacteriéfagos, los virus
eucariotas a menudo presentan un rango amplio de hospedadores a los que
infectar y una gran capacidad adaptativa para infectar nuevos hospedadores
(Shi et al., 2016; Elena, 2016; Parrish and Kawaoka, 2005; Hillung et al.,
2014). Dentro de éstos, los virus segmentados y multi-partitos presentan,
de media, un rango mas amplio de hospedadores (Lucia-Sanz and
Manrubia, 2017). Incluso de un mismo hospedador, los virus requieren a
menudo de infectar diferentes tipos celulares, para lo cual mantener un
cierto grado de diversidad es fundamental. Cuando se fuerza a algunos
virus a infectar células diferentes, el resultado mas comun es generar

fenotipos generalistas (Morley et al., 2016; Smith-Tsurkan et al., 2010). La
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transmision colectiva ofrece una alternativa, y es la convivencia de
haplotipos que, por separado, podrian ser especialistas de un tipo celular u
hospedador concreto, pero que mantendrian una alta eficacia en varios

ambientes debido a la co-transmision.

Este fendmeno se ha observado en los baculovirus, cuyos cuerpos de
oclusion (OB) transportan multiples particulas infecciosas y son esenciales
para la transmision entre hospedadores. Se ha observado que los OB que
contienen una mezcla de variantes WT y defectuosas para el gen de la
poliedrina se transmiten mas eficazmente que los que contienen
Unicamente secuencias WT, generando infecciones mas productivas y con
sintomatologia més grave (Simén et al., 2006). Esta observacion se
explicaria debido a que las variantes deficientes en poliedrina se transmiten
mejor dentro del hospedador, pero requieren a las WT para dar el salto entre
hospedadores. Sin embargo, para demostrar que esta transmisién colectiva
puede generar una interaccion estable, habria que estudiar si la mayor
severidad de las infecciones causada por la presencia de las variantes
mutantes conlleva un beneficio directo en la transmision entre
hospedadores, algo que no queda demostrado en el trabajo. En cualquier
caso, los autores encuentran poblaciones naturales de baculovirus en las
gue coexisten ambas variantes, demostrando la presencia de una
convivencia estable entre mutantes en poblaciones con CIUs como son los

cuerpos de oclusion.

Nuestros resultados, en global, apuntan a la importancia de la transmision
colectiva en el mantenimiento de la variabilidad y la adaptabilidad de los
virus. Aunque el papel de la complementacién genética no sea suficiente
por si solo para explicar la amplia existencia de CIUs en la virosfera, sin
duda es un factor importante que, junto a otros mecanismos como la

elevada tasa de mutacion, recombinacion, o la transferencia horizontal de
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genes, contribuye a hacer de los virus los organismos mas adaptables del

planeta.

Los virus presentan interacciones sociales sin co-infectar la misma

célula.

Como ya mencionamos en la Introduccién, los virus pueden interaccionar
sin necesidad de co-infectar las mismas células. En los capitulos 2 y 3 de
la tesis estudiamos dos ejemplos de interacciones entre variantes virales
que se explican utilizando modelos de evolucion social. En ambos casos,
la interaccion sucede entre virus que infectan diferentes células, pero
siendo parte de la misma poblacion, y a través de sustancias que difunden
entre células (IFN o el péptido arbitrium). La principal diferencia radica en
que, en el caso de la evasion de la inmunidad, el factor principal de la
interaccién es el IFN y la inmunidad innata, activados por genes del
hospedador, mientras que, en el caso los fagos, el sistema arbitrium y toda
la regulacion de la lisis/lisogenia es parte del genoma del virus. Otra
similitud entre estos dos sistemas es que ambos se pueden entender desde
la paradoja del rendimiento vs la tasa. En el capitulo 3 ya explicamos
detalladamente que las variantes conservadoras del fago siguen
perfectamente esta légica, ya que reducen la cantidad total de genomas
virales, pero se imponen en competencia directa en un cultivo liquido, en
el que no hay estructura poblacional (Figura 3.11). El mutante A51 de VSV
sigue una dindmica similar, ya que su eficacia en solitario es mucho menor
alade VSV-WT, y su presencia reduce la eficacia global de las poblaciones
mixtas. Sin embargo, en competencia directa en ausencia de estructura, la

variante A51 se impone al WT, como vemos en las Figuras 2.5y 2.6.
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Influencia de los parametros moleculares/mecanisticos del sistema
virus/hospedador en la naturaleza social de los caracteres

cooperadores.

La principal ventaja de nuestro modelo de difusién-reaccion es que permite
un estudio directo de como afectan los elementos mecanisticos del carécter
(evasion del IFN) en su naturaleza social, algo que se ha estudiado muy
poco en el campo de la evolucion social (West et al., 2007b). La mayoria
de estudios tedricos que analizan la evolucién de la cooperacion se realizan
con modelos abstractos, que muchas veces tienen poco valor predictivo
directo en sistemas experimentales (Nowak et al., 1994; Lieberman et al.,
2005; Nowak, 2006; Traulsen and Nowak, 2006; Lehmann, 2007; Marshall
2014; Smith et al.,, 2010). Por otro lado, la mayoria de estudios
experimentales sobre cooperacion, especialmente en microorganismos, se
han centrado en la descripcion mecanistica/molecular del sistema de
cooperacion (Rumbaugh et al., 2012; Diggle et al., 2007; Pollak et al.,
2015; Even-Tov et al., 2016; Asfahl and Schuster, 2017), incluso aquellos
que utilizan modelos matematicos (Pai et al., 2012). En el mejor de los
casos, los modelos sociales adaptados a sistemas experimentales buscan
una forma de calcular el parentesco genético en las interacciones (r), como
elemento fundamental para determinar la evolucién por parentesco. Sin
embargo, no se suele explorar la influencia de los elementos mecanisticos
en los valores de beneficio (b) y coste (c) en términos de evolucién social,
tan importantes como r para la regla de Hamilton (rb — ¢ > 0). En este
sentido, la conjuncién entre nuestro analisis experimental y modelo de
difusion nos permiten estudiar la relacion directa entre parametros
especificos del sistema virus/hospedador, como son el coste de bloquear el

IFN, la viscosidad del medio, o la velocidad relativa de replicacion y
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produccién de IFN; y los parametros sociales del sistema (Figuras 2.11 y
2.12).

Con nuestro sistema experimental de VSV demostramos que la evasion de
lainmunidad es caracter cooperador, ya que el beneficio de bloquear el IFN
no lo recibe en su mayoria el individuo que lo bloquea, sino otros de la
poblacién, algo similar a los fagos altruistas que debilitan el sistema
CRISPR, o los productores de depolimerasas que difunden. Gracias a
nuestro modelo de difusidn-reaccién, comprobamos que el factor clave que
convierte el caracter en altruista es la velocidad de produccion de viriones
e IFN. El ciclo viral de VSV acaba con la produccién de viriones por
gemacion tras unas 6-8 horas post infeccion, un tiempo mucho menor que
el que requiere el IFN para ser producido, secretado al medio extracelular,
y posteriormente activar, en la célula infectada, la apoptosis (Voigt et al.,
2016). Con nuestro modelo éramos capaces de explorar diferentes
situaciones, y comprobamos que, efectivamente, si el IFN actuaba antes de
que se liberaran viriones en las células infectadas, el caracter pasaba de ser
altruista a mutualista. En las condiciones normales del sistema, la parte
indirecta de la eficacia era la mas importante (Jrb| > |c|), mientras que, Si
el IFN precedia a los viriones, ocurria justo lo contrario (|rb| < |c|), y se
reducia el caracter social de la evasion de la inmunidad innata (Figura
2.12). La viscosidad del medio tenia el efecto contrario, ya que, al
aumentarla, se disminuia el radio de accién del IFN, y por tanto se
potenciaban las interacciones con individuos del mismo fenotipo. El caso
extremo de viscosidad consistiria en focos fundados por un solo individuo,
en el que la interaccion se limitara s6lo a individuos de dicho foco y, por
tanto, con parentesco genético total, en el cual tendriamos r = 1. Como
sabemos que en nuestro sistema |b| > |c|, una vez més tendriamos que la

parte social es la mas importante.
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Por ultimo, también estudiamos el efecto del coste de bloguear el IFN. Si
dicho coste aumenta, el sistema requerird mayores niveles de estructura
poblacional (r), o de beneficios de la cooperacion (b), para que sea
evolutivamente estable por seleccidn por parentesco. Con los parametros
de VSV, nuestro modelo predice que un virus tramposo que sea capaz de
producir el doble de progenie que uno WT, en un sistema con la viscosidad
del agua, alcanzaria una eficacia similar, y por tanto comprometeria la
evolucion del cardcter (Figura 2.11). En nuestros experimentos de
competencia, a tiempos cortos, la variante tramposa no obtiene mas del
50% de ventaja sobre el WT (fp /fiy = 1,5), y ademas, los tejidos animales
habitualmente tienen una viscosidad mayor, por lo que es poco probable
que dichas variantes sobrevivan mucho en la naturaleza. Sin embargo,
como bien podemos observar en nuestros ensayos y en el modelo, la
eficacia de las variantes varia a lo largo del progreso de las infecciones. Si
el virus es forzado a realizar infecciones de un solo ciclo, por ejemplo, en
regimenes de MOI superior a 1, las variantes tramposas podrian surgir y
dominar la poblacién. Por otro lado, en una poblacién dominada por virus
no bloqueantes, un virus blogueante que sea capaz de formar un foco
aislado tendria la capacidad de generar una gran poblacidn de cooperadores
gue sobrepase a los tramposos, como evidencia nuestro analisis de los
cuellos de botella. Esto es especialmente importante en el caso de la
variante A51 de VSV, ya que es un virus del cual se ha estudiado su
potencial como tratamiento oncolitico (Barber 2004, Lichty et al. 2004).
La ventaja de esta variante radica en que muchos tumores no son capaces
de producir IFN, y por tanto serian infectados por VSV-A51, a diferencia
de los tejidos sanos, que si presentan una respuesta inmune innata. Al
tratarse de una delecion de 3 bases, la reversion de la mutacion de A51 al
WT es précticamente imposible, pero esto no quita que VSV-A51 pueda
ser capaz de desarrollar una evasion rudimentaria al IFN durante la

infeccion de los tumores. Nuestro estudio predice que una variante
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inhibidora de IFN gue surja en estas condiciones tendria que encontrar una
region de tejido sano y completamente aislado de los no bloqueadores para
gue tenga éxito. A la vista de nuestros resultados, esto parece improbable,
sin embargo, los cuellos de botella poblacionales que ocurren en la

transmisidn entre tejidos y 6rganos pueden abrir la puerta a este escenario.

Los virus prudentes también pueden ser tramposos.

En la tercera parte de la tesis estudiamos la naturaleza social de la
prudencia en fagos lisogénicos. En concordancia con resultados teéricos
previos, nuestro modelo predice que los fagos mas prudentes, es decir, con
mayor tendencia a mantenerse como profagos y menos a lisar las bacterias,
tendrian una ventaja evolutiva en sistemas con poco o nulo recambio de las
bacterias hospedadoras. Sin embargo, en términos poblacionales, estos
fagos prudentes presentan cantidades de genomas totales producidos
(sumando viriones libres y profagos) menores a las que podrian producir
sin extinguir la poblacién de hospedadores. Consideramos a estas variantes
como fagos sobre-prudentes, ya que no explotan a sus hospedadores todo
lo que podrian. Se trata de una situacién paradédjica, ya que, en el juego
social de rendimiento frente a tasa, las variantes prudentes son las que
obtienen el mayor rendimiento del medio en el que crecen, mientras que
las rapaces aumentan su eficacia a corto plazo a coste comprometer el
rendimiento a largo plazo. Traducido a virus, o parasitos en general, las
variantes prudentes son aquellas que infectan y matan menos a su
hospedador, a cambio de obtener mayor rendimiento a largo plazo,
mientras que las rapaces incrementan la infectividad y la virulencia para
obtener ventaja a corto plazo, hasta el punto de poder llegar a colapsar la

poblacién de hospedadores.
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En el caso de fagos lisogénicos ocurre un cambio de paradigma que altera
esta situacion, y es que éstos son capaces de replicarse sin comprometer la
viabilidad de sus hospedadores, ya que replican junto al cromosoma de las
bacterias en forma de profagos. Esto cambia significativamente la
dindmica tipica de la virulencia, ya que ahora que estos virus no requieren
de matar a su hospedador, sélo infectarlo, para asegurarse un nicho de
crecimiento. En este escenario, una mayor infectividad seguiria
correlacionando con mayor eficacia biolégica, pero ahora esta infectividad
no tiene por qué tener un limite, ya que infectar al hospedador no acaba
necesariamente en su muerte. Asi, los fagos con mayor infectividad, pero
poca o nula tendencia a lisis, tendran mucha ventaja en escenarios con poca
entrada de bacteria, ya que ‘ocuparan’ el nicho de bacterias disponibles, y
replicaran junto a éstas, sin necesidad de generar muchos viriones. Como
hemos demostrado, estos profagos podrian aumentar su tendencia a lisar y
generar mas genomas virales totales, pero esto no les proporcionaria una
ventaja competitiva, ya que la mayor fuente de replicacidn de su genoma

es la replicacion de los liségenos.

Podemos analizar si este fenotipo de fago sobre-prudente encaja en la
definicion de tramposo o desertor en un sistema de cooperacion. Los
tramposos sociales son individuos que obtienen los beneficios de la
cooperacion, pero no pagan los costes (o los pagan en menor medida). La
virulencia o agresividad de un patdgeno se define como el efecto dafiino
gue causa en la eficacia de un hospedador, y en la mayoria de paréasitos
existe un compromiso entre virulencia, que causa una mayor eficacia a
corto plazo, y rendimiento, que aumentard la eficacia a largo plazo
(Mosquera and Adler, 1998; Gleichsner and Minchella, 2014; Barrett et al.,
2011). En este contexto de virulencia, los cooperadores son los individuos
menos virulentos, que explotan de forma prudente a sus hospedadores, y el

beneficio de la cooperacidn es la existencia a largo plazo de una poblacion
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de hospedadores disponibles para ser infectados. Por contraparte, el coste
es la cantidad de infecciones que se dejan de hacer para obtener este
beneficio a largo plazo. Los tramposos son los individuos més virulentos,
que si realizan todas las infecciones que pueden, con el peligro de colapso

de la poblacion de hospedadores.

Sin embargo, como mencionamos anteriormente, los fagos lisogénicos
presentan una caracteristica distintiva, y es que no requieren de la muerte
de su hospedador para su replicacidn. Si los liségenos presentaran una tasa
de crecimiento sensiblemente menor a la de las bacterias no infectadas, este
compromiso podria existir, ya que disminuir las infecciones podria
traducirse en un aumento del tamafio total de bacterias que producirian
nuevos fagos al ser infectadas. Sin embargo, esto no se cumple para el caso
de los lisdégenos de phi3T o spbeta en B. subtilis (al igual que muchos otros
fagos lisogénicos), que llegan a saturar los cultivos al igual que las
bacterias no infectadas. De hecho, la cepa estandar de laboratorio de B.
subtilis, B. subtilis 168, presenta 2 profagos silentes (PBSX y el propio
spbeta), y 4 zonas ‘profago-like’ (Kohm and Hertel, 2021) a lo largo de su
genoma, y no le suponen un coste en términos de replicacién. Debido a
esto, el concepto de virulencia clasico no es el mas adecuado para nuestro
sistema, ya que infectar o no infectar a las bacterias no afectard a su

poblacién si todas las infecciones se mantuvieran como profagos.

En cambio, podemos analizar, como presentamos en el capitulo 3, el efecto
poblacional y en competencia directa. Desde este punto de vista, los
tramposos deberian ser individuos con una menor eficacia que los
individuos cooperadores cuando estan aislados (ya que con » = 1 tenemos
que fw —fp =b—c>0), pero que en competencia directa, estos
tramposos tendrian ventaja en un medio sin estructura poblacional, y serian
capaces de desplazar a los cooperadores (r = 0, y por tanto fi, — fp =

—c < 0), reduciendo la eficacia global de la poblacién. Nuestro sistema
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cumple ambas condiciones, tanto el modelo simple de virulencia, como el
de fagos lisogénicos con arbitrium. Segln la teoria de la evolucion por
parentesco, el caracter tramposo debe ser aquel que conlleve: (1) beneficio
hacia el tramposo en detrimento del cooperador y (2) que los beneficios y
costes emerjan de la propia cooperacion (Ghoul et al., 2014). En nuestro
sistema hay claramente un beneficio hacia las variantes sobre-prudentes,
ya que éstas desplazan a las variantes mas liticas en competencia directa.
Ademas, los beneficios y costes se obtienen directamente de la diminucion
de la lisis, que es lo que reduce la eficacia global de la poblacién. Asi pues,
consideramos que los fagos sobre-prudentes encajan en la definicidn

evolutiva de tramposos.

La importancia de la exclusion de la superinfeccion en el dilema de la

prudencia.

Un aspecto fundamental para la eficacia de los virus prudentes es la
exclusién de la superinfeccién. Como hemos mencionado anteriormente,
los lisGgenos son, por lo general, inmunes a sucesivas infecciones por parte
de otros fagos de la misma poblacion, y también por fagos similares. En el
caso de los fagos de la familia de SPBeta, como es el phi3T, la exclusion
de la superinfeccién ocurre preferentemente entre fagos de la misma
especie, y también de otros estrechamente relacionados, por medio del gen
yomJ (McLaughlin et al., 1986; Kohn and Hertel, 2021). La inmunidad
cruzada con otros fagos mas alejados filogenéticamente ocurre a través de
una proteina transmembrana Illamada NonA, la cual se ha demostrado que
genera infecciones abortivas en fagos de la familia SP10 (Yamamoto et al.,
2014). Sin embargo, es curioso que el fago spbeta y el phi3T no generen

inmunidad cruzada. Se trata de fagos muy cercanos filogenéticamente,
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hasta el punto de tener grandes zonas de alta homologia (Figura 3.10), lo
que conlleva que se generen fagos hibridos que son biolégicamente
estables. Estos fagos presentan una dindmica de lisis/lisogenia similar,
regulada en ambos casos por el sistema arbitrium, aunque con péptidos
diferentes (Erez et al., 2017). Sin embargo, el hecho de que ambos
presenten tasas de reactivacion espontanea sustancialmente diferentes nos
facilité estudiar este proceso, ya que el hibrido, aunque poseia sélo unos
pocos genes de spbeta, presentaba un fenotipo similar, pero seguia
manteniendo la exclusion de la super-infeccién con el phi3T. La exclusion
de la superinfeccion se ha demostrado también en fagos lisogénicos de
Pseudomonas (Bondy-Denomy et al., 2016), Streptococcus (Sun et al.,
2006) y Salmonella (Owen et al., 2020).

Como indica nuestro modelo (Figura 3.4), ademas de otros similares
estudiados anteriormente (Nowak and May, 1994; Gandon et al., 2002), si
se permite super-infeccion o co-infeccidn, la sobre-virulencia se vuelve la
estrategia Optima, a menos que existan mecanismos de evolucion de la
cooperacion, como es la estructura poblacional. Varios estudios
experimentales corroboran esta prediccién, como el de (Smith, 2011), que
analiza el crecimiento de plasmidos en E. coli. El autor describe que el
factor determinante para el éxito de los plasmidos residia en la competencia
intra-hospedador, aumentando la virulencia cuando esta competencia es
intensa. Algo similar encuentran en (Leggett et al., 2013), donde se realiza
una evolucion experimental del fago ¢2 de Pseudomonas fluorescens,
encontrando que, cuando esta evolucion se realiza a alta MOI, los fagos
desarrollan una plasticidad fenotipica que les permitia ser mas virulentos
en co-infeccién. Sin embargo, otros estudios in vivo en los que también
existe competencia intra-hospedador han encontrado condiciones en las
que las variantes menos virulentas se imponen, como con Pseudomonas

syringae infectando Arabidopsis thaliana (Barrett et al., 2011), o con
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diferentes patdgenos flngicos de insectos (Staves and Knell, 2010). Se
necesitan mas estudios, y con condiciones mas controladas de parentesco
y grado de competencia intracelular, para determinar los factores clave que
determinan la evolucién de la virulencia y la prudencia en virus con la

capacidad de lisogenizacion.

Perspectivas futuras.

Con la evidencia a dia de hoy, se puede afirmar que los virus presentan
interacciones sociales como cualquier otra poblacion de organismos,
incluso en ausencia de co-infeccion directa de las mismas células, como
demostramos en los capitulos 2 y 3. Dentro del campo, una de las preguntas
maés relevantes que quedaria por responder es si las unidades colectivas
confieren una ventaja evolutiva a los virus que es comdn a todos ellos, o si
su evolucidn se explica por convergencia, y por tanto, cada una de las CIUs
diferentes tendra una explicacion evolutiva particular, centrada en el tipo
de virus en el que surge. Nuestro estudio sobre la complementacion
genética durante la co-transmision es un intento de explicar un efecto
comun a todos los virus. Al demostrar que la transmision colectiva puede
incrementar la diversidad genética, y que esto se puede traducir, en
determinadas circunstancias, en un incremento en la adaptabilidad,
establecemos el que puede ser un efecto transversal de la co-transmision
en todos los virus. Que el aumento de la diversidad confiere una ventaja
evolutiva es algo que estd demostrado con estudios experimentales
(Garcia-Arriaza et al., 2004; Andreu-Moreno and Sanjuan, 2020), pero el
efecto de la transmisién colectiva en la adaptabilidad atn es un campo por
explorar. Por desgracia, nuestro estudio experimental no consiguio arrojar

luz sobre este aspecto, debido a la acumulacion de mutantes defectivos. En
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un estudio sobre el salto zoonotico de AV, los autores encontraron que las
variantes responsables de la epidemia de la gripe aviar se encontraban en
pequefias proporciones en cerdos (Murcia et al., 2012). Estas variantes
presentaban una eficacia baja en los cerdos, pero se mantenian en la
poblacidn gracias a co-infecciones con otras variantes. Aunque no sea una
prueba directa de que la complementacion en co-infeccién sea la
responsable Gltima de la emergencia de estas variantes, este tipo de estudios
poblacionales pueden servir de orientacién sobre si este efecto de la
complementacion es transversal en la virosfera, y en caso contrario, en qué

tipo de virus es mas interesante estudiarlo.

Otro factor determinante es la capacidad de co-transmitir variantes que
presentan cada una de las diferentes CIUs. Sabemos que los agregados de
VSV si son capaces de generar infecciones de variantes diferentes (Cuevas
etal., 2017; Andreu-Moreno and Sanjuén, 2018), pero que las vesiculas de
CVB3, aunque se generen en células co-infectadas por diversos mutantes,
son altamente ineficientes para transmitir dicha diversidad (Bou et al.,
2019). Sin embargo, en dicho estudio no se encontraron beneficios directos
netos derivados de esa co-transmision, cosa que si ocurre con otros
enterovirus que se transmitian mediante vesiculas (Santiana et al., 2018).
Este Gltimo estudio, al ser in vivo, no era capaz de determinar qué tipo de
ventaja intracelular especifica proporcionaba la transmision colectiva por
vesiculas, o si éstas eran 0 no eficaces a la hora de co-transmitir diversas
variantes. En los cuerpos de oclusion de baculovirus, en cambio, si existe
evidencia de que se co-transmiten secuencias distintas, y de que esta co-
transmisién conlleva una ventaja debido a la especializacién (Simon et al.,
2006). Determinar, como se hace en (Bou et al., 2019), la capacidad de co-
transmitir, es fundamental para determinar el papel de la complementacién
genética, y de otros mecanismos como la recombinacidn, en la evolucién

de la transmision colectiva. De igual forma, es también importante
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determinar la cantidad de genomas virales que se transportan, y que inician
las infecciones, ya que es otro elemento clave en la complementacion
genética, y de la cual se ha explorado poco en los estudios de unidades
colectivas de virus.

Como discutimos antes, otro aspecto a determinar es si la complementacion
genética se debe entender como causa 0 consecuencia de la transmision
colectiva. La complementacion genética existird siempre que haya co-
infeccion entre variantes, y que éstas sean capaces de compartir sus
productos génicos. Sin embargo, esto puede tener efectos potencialmente
beneficiosos que expliquen por si solos la existencia de dicha co-
transmision, o ser neutros o perjudiciales, lo que significa que el origen de
la co-transmision deben explicarse por otros mecanismos. Este seria el caso
de la emergencia de virus multi-partitos, los cuales emergerian como
consecuencia de la complementacion genética, pero la ventaja evolutiva

que ofrecen no vendria directamente de dicha complementacion.

Respecto a las interacciones indirectas, como ya mencionamos antes, uno
de los factores menos estudiados es la relacién entre los aspectos
mecanisticos y los parametros sociales. Los modelos de evolucion social
son habitualmente muy abstractos, y los estudios experimentales suelen
centrarse fundamentalmente en la descripcion molecular de los procesos
gue generan el caracter cooperador, habiendo poca o nula comunicacién
entre ellos. Nuestro modelo de difusidn-reaccién nos permitia generar
resultados homélogos a los obtenidos con el sistema experimental de VSV,
lo cual nos permitia inferir la influencia de los pardmetros del modelo en
el aspecto social de la interaccion. El siguiente paso seria generar diferentes
variantes de VSV, con fenotipos diferenciales sobre dichos pardmetros
clave del ciclo viral, como el tiempo global del ciclo o la capacidad de
difusion, para estudiar como afectan éstos parametros a la cooperacién en

la inhibicién de la inmunidad innata.
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Otro aspecto relevante de los estudios de evolucion social en virus es que
permiten predecir el resultado de infecciones. Al saber que una variante de
VSV se comporta como un tramposo frente a otra (como VSV-A51 con el
WT), sabemos que estos tramposos podran imponerse a menos que exista
una marcada estructura poblacional. Con modelos matematicos precisos
podemos incluso predecir el grado de estructura necesario para que se
impongan tramposos o cooperadores, si se disponen de los datos necesarios
de virus y hospedadores. Como mencionamos en la discusion, esto es
especialmente importante en el caso de VSV-AS51, ya que se ha planteado
su uso como tratamiento oncolitico, con lo que determinar con precision la
probabilidad de triunfo de variantes blogueantes es fundamental para la
bioseguridad de dichos tratamientos. De la misma forma, al tener
conocimiento de los aspectos del virus que serdn cruciales para su
naturaleza social, podemos disefiar nuevas dianas terapéuticas, no basadas
en atacar el crecimiento del virus, sino quizas propiciar la evolucién de
variantes que sean menos virulentas, como es el caso de VSV-A51 con

tejidos sanos.

Nuestro modelo determinista de fagos lisogénicos nos permitio estudiar la
naturaleza social de la prudencia/virulencia, y demostrar que una variante
prudente, menos virulenta, puede comportarse como un tramposo, Yy
nuestro estudio experimental corrobora que asi puede suceder. Como ya
hemos discutido, esto representa un choque en el paradigma del dilema de
rendimiento frente a tasa, lo que puede indicar que, sencillamente, no debe
asociarse siempre mayor virulencia con tramposos, y mayor prudencia con
cooperadores. Por otro lado, como hemos discutido, la diferencia
fundamental radica en que los fagos lisogénicos integran su genoma en el
cromosoma de sus hospedadores y replican con ellos. Los modelos de
evolucion social que estudian este dilema no han tenido esto en cuenta, y

es posible que al hacerlo cambien algunas de sus conclusiones generales.
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Un elemento central no abordado en nuestro estudio de la lisogenia es la
estructura espacial. Los fagos pueden infectar a las bacterias en cultivos
liquidos, pero también a colonias de bacterias en superficies. En este Gltimo
caso, el factor espacial podria generar un mayor grado de parentesco que,
segun comprobamos con VSV y el IFN, era fundamental en la evolucion
de la cooperaciéon. En el caso de fagos lisogénicos, el aislamiento de
variantes menos prudentes puede hacerlas evolucionar escapando de los
tramposos sobre-prudentes. El hecho de que existan especies como phi3T
y spbeta, de la misma familia, y con un sistema de control molecular de la
lisogenia tan parecido, pero con caracteristicas sensiblemente diferentes en
cuanto su reactivacion espontanea, indica diferentes condiciones
ambientales en su historia evolutiva. Por un lado, podria explicarse
sencillamente por vivir en ambientes con diferente disponibilidad de
hospedadores, pero también, siguiendo la teoria de evolucién social, un
mayor grado de parentesco debido a la estructura espacial podria haber
favorecido a variantes que optimizan mas el rendimiento. Para dilucidar
entre ambas seria fundamental tener informacion sobre su historia
evolutiva y ambientes de crecimiento, aunque estudios de evolucion
experimental en cultivos con y sin estructura podrian indicar qué factor

seria determinante.

Con s6lo unos pocos genes de spbeta, nuestra variante hibrida de phi3T
cambiaba sustancialmente su fenotipo de reactivacion espontanea de la
lisis. Ningln estudio ha descrito la funcion de estos genes, ni se sospecha
que estén relacionados con el sistema arbitrium (a pesar de que ambos
fagos lo utilizan), lo que nos indica que la regulacion de la reactivacion
puede ser muy compleja, implicando genes de diversos operones del fago,
gue aun estan por determinar. Durante el desarrollo de la tesis no nos

alcanzo el tiempo, pero en el futuro nos gustaria estudiar por separado
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todos los genes que encontramos en la variante Hyb, ya que

presumiblemente tendran un efecto importante en este proceso.

Por altimo, nuestro modelo da una explicacion al hecho de que, por lo
general, los fagos lisogénicos tengan poca tendencia basal a reactivar el
ciclo litico, algo que es sensible al contexto de la disponibilidad de
hospedadores, y la capacidad de replicacion de los mismos. Con diversas
aproximaciones émicas, estudiando la cantidad media de bacterias y fagos
en poblaciones naturales, se puede predecir en cuales es mas probable que
un ciclo lisogénico tenga éxito, para buscar en ellos mas sistemas
moleculares de decisidn colectiva similares al arbitrium, ya que sabemos
gue estos solo triunfaran en ambientes con poca disponibilidad de

hospedadores.
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CONCLUSIONES
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La complementacion genética de mutaciones letales no es capaz
de incrementar la eficacia a largo plazo de poblaciones virales con
co-transmision.  Durante unas pocas generaciones, la
complementacion si puede mantener una eficacia mayor, pero la
acumulacion de mutaciones deletéreas lleva al sistema a un punto
de eficacia igual, o incluso menor.

Un alto grado de complementacion puede provocar una
acumulacion tan alta de mutaciones que incluso lleve a la
extincion de las secuencias WT, disminuyendo el umbral de
mutacion necesario para que el sistema entre en la dindmica de
catastrofe de error.

La complementacion genética de mutaciones deletéreas si es capaz
de aumentar la diversidad genética, manteniendo la misma
eficacia media de las poblaciones.

Este aumento de diversidad puede traducirse en una mayor
adaptabilidad en mapas genotipo-fenotipo epistaticos, en los que
el efecto de varias mutaciones individuales es perjudicial, pero en
conjunto son beneficiosas. La transmisién colectiva, si conlleva
complementacion genética, fomenta la adaptabilidad en mapas de
eficacia epistaticos, pero deja el sistema vulnerable a la invasion
de tramposos.

La invasion de tramposos ocurre cuando la agrupacion de las
secuencias es al azar (CIUs aleatorias). Si las CIUs contienen
secuencias que proceden Gnicamente de la misma célula infectada
(CIUs emparentadas), el parentesco genético entre las secuencias
que se complementan aumenta y los tramposos no proliferan.

El aumento del parentesco genético, debido a la transmisién por
ClUs emparentadas, disminuye la capacidad de adaptacion de los

grupos de transmision en relaciéon a las CIUs aleatorias, pero
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siguen manteniendo ventaja frente al sistema de mono-infeccion,
lo que indica que existe la posibilidad de evitar a los tramposos y
mantener una adaptabilidad incrementada debido a la co-
transmision.

El incremento de adaptabilidad no se debe, en gran medida, a la
complementacion de alelos de secuencias diferentes. EI factor
determinante es la capacidad de mantener la neutralidad respecto
a las mutaciones deletéreas, a la vez que se permite expresar un
fenotipo beneficioso.

La evasién de la respuesta inmune innata por parte de VSV es un
caracter altruista, que evoluciona fundamentalmente debido al
beneficio que tiene sobre otros virus que no son el individuo que
ejerce dicha inhibicion, para el cual es perjudicial.

Los mutantes de VSV que no bloquean la produccion de IFN se
comportan como tramposos sociales, que pueden invadir y
colapsar la poblacion de las variantes cooperadoras (bloqueantes)
en ausencia de estructura poblacional.

En ambientes de alto grado de parentesco, debido a la naturaleza
focal de las infecciones, las variantes cooperadoras presentan
ventaja y se imponen en la poblacién.

Las variantes no bloqueantes obtienen poco o nulo beneficio de
estar en presencia de los cooperadores, pero los cooperadores si se
ven fuertemente inhibidos por la presencia de individuos no
bloqueantes. Esto conlleva que los cuellos de botella
poblacionales sean un factor determinante para la evolucion de la
inhibicion del IFN, ya que traen la oportunidad de generar
infecciones de WT totalmente aisladas de variantes no

blogueantes.
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La naturaleza social de esta inhibicion depende de muchos
factores del virus y del hospedador, como son la viscosidad del
medio o el coste de la inhibicidn. Si la liberacién de IFN, y su
efecto sobre las células infectadas, ocurriera antes que la
produccidn de viriones, el bloquear su produccién se convertiria
en un caracter beneficioso para el que lo realiza, perdiéndose su
naturaleza altruista.

Los virus lisogénicos presentan interacciones sociales que siguen
la paradoja del rendimiento frente a la tasa, pero de forma inversa
a como ocurre con los parasitos liticos obligados. En este caso, las
variantes mas prudentes, las menos virulentas, reducen la eficacia
global de la poblacién, pero presentan una ventaja en competencia
directa.

Esta ventaja se puede dar tanto en virus lisogénicos no regulados,
como en los que la decisién lisis/lisogenia estd regulada por
sistemas moleculares colectivos, como el sistema arbitrium de la
familia de fagos SPBeta.

La super-infeccién elimina la ventaja de las variantes sobre-
prudentes, favoreciendo a las mas virulentas.

La recombinacion del fago phi3T con el spbeta genera variantes
del primero que presentan un fenotipo més prudente, con una tasa
de reactivacion de la lisis sustancialmente menor. Esta
recombinacién debe afectar, al menos, a alguno de los genes
comprendidos entre el phi3T_20y el phi3T_27, que corresponden
a los genes yomE-I de spbeta.

Estas variantes hibridas se comportan como predice el modelo:
ganan en competencia directa al phi3T-WT, aunque el
rendimiento global, en término de genomas virales totales, sea

menor.
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