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REsSumMO

Embora a ocorréncia dos fenémenos evolutivos nas populac¢des seja um facto conhecido,
existem ainda aspectos deste processo que sdo importantes clarificar, nomeadamente em
relacdo ao modo como a adaptacdo decorre. Uma possivel abordagem consiste no seu
estudo em tempo real, através de experiéncias de evolucdo experimental com a bactéria
Escherichia coli, de modo a investigar a evolucéo da fitness e os factores importantes neste
processo.

Um dos objectivos deste trabalho pretende esclarecer de que forma o tamanho
populacional efectivo influencia a adaptacéo de populacdes bacterianas ao meio. Para isso
mediu-se a fitness relativa em ensaios de competicdo de populacdes adaptadas durante
2000 geracBes com tamanhos populacionais efectivos distintos (N = 2 x 10* e N = 107).
Através da comparacao das medi¢cbes de fitness as 1000 e 2000 geracBes para os dois
tipos de populagdes foi possivel concluir que ambas estavam adaptadas e que as diferentes
médias de fitness identificadas correspondiam ao nivel maximo de adaptacao atingido, que
era significativamente maior nas populagdes grandes que nas pequenas.

Outro objectivo consiste em tentar perceber de que forma os aumentos de fitness
medidos em populagbes de Escherichia coli sdo sensiveis a alteragdo da forma da
distribuicdo dos efeitos das mutagfes benéficas na fitness que surgem durante o processo
adaptativo. Com recurso a simulagées Monte-Carlo de evolugdo adaptativa de populacdes
testaram-se diferentes combinagdes de pardmetros como a taxa de mutacdo benéfica, os
seus efeitos na fitness e a forma da distribuicdo desses efeitos, comparando-se os dados
gerados com os aumentos de fithess medidos experimentalmente. Os resultados
demonstraram uma robustez dos dados préaticos face a distribuicdo dos efeitos das
mutacdes existentes na populacdo, uma vez que nas diferentes distribuices as mutacdes
de maior efeito assumidas como raras é que acabam por se fixar.

Por outro lado procura-se estudar os estagios iniciais da compensacédo para o custo na
fithess associado a uma mutacao que confere resisténcia ao antibitico estreptomicina, em
condi¢cbes de elevado tamanho populacional e num meio estruturado. Assim, populacdes
mutantes foram propagadas em meio sélido e sem antibiético durante 200 geracbes e
através de ensaios de competicdo determinou-se uma percentagem de compensacado média
de 50%. Também foram estimados os efeitos das muta¢cdes compensatorias, com um efeito
médio de 4% e uma distribuicdo dos efeitos na fithess compativel com uma distribuicdo do
tipo Gama. Nao foram identificados revertentes, indicando assim que a compensacao € um
processo rapido e que ocorre frequentemente nas populagdes.

PALAVRAS-CHAVE — Adaptacdo, Bactérias, Efectivo Populacional, MutagGes Benéficas,
Compensacéo, Meio Estruturado



ABSTRACT

Although occurrence of evolution is a well know fact, there are still some points about this
process that are important to profound, like the way adaptation proceeds. As an approach to
study adaptation, experimental evolution using Escherichia coli allows its observation in real
time, in such a way that one can study fithess alterations and the several factors that
influence this process.

One main goal of this work is to understand the impact that population size has during
bacterial adaptation. To investigate this, populations with two different effective sizes (N, =
2,3x10* and N.=10") were propagated in liquid medium during 2000 generations and their
mean fitness was measured using competition assays. Through comparison of population
mean fitness at 1000 and 2000 generations it could be concluded that, although both groups
were adapted, the mean fitness value achieved by the small populations was statistically
lower than the one obtain for the large populations.

Another aim of this study is to investigate if the fithess increase observed after 1000
generations of E. coli adaptation is sensitive to changes in the shape of the distribution of
fitness effects among beneficial mutations arising in populations during the adaptive process.
In order to access this, Monte-Carlo simulations of adaptive evolution were performed,
testing different parameters such as mutation rate of beneficial mutations, its mean fitness
effect and shape of distribution of fitness effects. Simulations data was compared with the
mean fitness increase measured in real populations. These results showed robustness of
mean fithness measured in real populations, despite of the different distribution of fitness
effects assumed.

A last point intends to study the compensation for the fitness cost associated with a
mutation conferring resistance to the antibiotic streptomycin, occurring in mutant populations
growing in a structured medium with a high effective size. Independent mutant populations
were propagated during 200 generations in solid medium in the absence of antibiotic and the
relative fitness of individual clones was measured through competition assays. A mean
compensation of 50% to the cost of the mutation was calculated and the fitness effects of the
first compensatory mutations arising in the populations were investigated. A distribution
compatible with a gamma was observed, with a mean fitness effect of 4%. No streptomycin
sensitive revertants were identified during the course of the experiment, implying that

compensation is a rapid process that commonly occurs in populations.

KEYWORDS — Adaptations, Bacteria, Population Size, Beneficial Mutations, Compensation,
Structured Medium
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1 ESTUDO DA ADAPTACAO

A adaptacdo pode ser definida como a modificacdo genética de uma populacdo em
direccdo a um fendtipo que melhor se adequa ao ambiente presente’, traduzindo-se assim
num aumento de fithess de uma populacéo até ao seu 6ptimo. Embora a fithness possa ser
descrita de varias formas, o conceito essencial tem a ver com a capacidade de um
organismo, populacdo ou espécie sobreviver e se reproduzir no ambiente em que encontra®.
Uma vez que as diferencas de fitness entre organismos sdo necessarias a actuacdo da
seleccao natural e consequente ocorréncia de adaptacao, o estudo da fitness e dos factores
que a influenciam é importante no estudo do processo adaptativo. Assim, de modo a tentar
responder as inUmeras questdes existentes acerca deste processo tém sido seguidas
abordagens tedricas e experimentais, cujas conclusées combinadas ajudam a compreender

algumas partes destes fendmenos complexos.

1.1 MODELOS TEORICOS DE ADAPTACAO

A fim de tentar perceber e prever os mecanismos genéticos da adaptacdo tém sido
desenvolvidos e modificados modelos tedricos com diferentes graus de complexidade e
assumindo varios pressupostos. Um dos primeiros e mais simples é o modelo geométrico de
Fisher (Figura 1), no qual a adaptacéo se deve a fixacdo de muta¢cdes com efeitos variaveis
no fendtipo do individuo®. Neste modelo as populaces podem ser representadas como
pontos num grafico cartesiano, em que cada eixo corresponde a uma caracteristica
fenotipica e as mutagBes aparecem como vectores com diferentes magnitude e direcgdo no
espaco fenotipico®. Assim, os organismos compreendem um conjunto de caracteres
fenotipicos com um valor éptimo num dado ambiente, que quando é alterado leva ao
deslocamento da populacdo para um ponto ndo Optimo.

De modo a atingirem novamente um ¢ptimo de fitness,
as populagbes tém que se movimentar no espago

fenotipico, através de mutagdes estocasticas, assumindo ’

gue o Optimo se mantém fixo e que a variabilidade
genética é introduzida apenas por mutacées'®. Uma vez

gue estas mutacbes sao aleatorias, tanto podem levar a

uma aproximagdo como a um afastamento do pico de _

_ _ _ _ Figura 1 - Modelo geométrico de
fitness, caracterizando-se assim como benéficas ou  Fisher®

deletérias, respectivamente. Por outro lado as mutacdes

tém diferentes efeitos fenotipicos, pelo que levam a deslocacbes com diferentes

magnitudes. Outro ponto defendido pelo modelo consiste na existéncia de pleiotropia, pelo



que uma mutacdo que melhorasse um caracter fenotipico podia ter um efeito deletério
noutro'. Algumas conclusdes retiradas deste modelo relacionam-se com a maior
probabilidade das mutactes de menor efeito na fithess serem benéficas e com a distribuicao
quase exponencial dos efeitos das muta¢fes fixadas durante um periodo de adaptacéo.
Também se concluiu que o tamanho médio das mutacgdes fixadas diminuia a cada passo do
processo adaptativo e que esta diminuigcdo seguia uma sequéncia geométrica (mutacdes de
maior efeito tendem a ser substituidas primeiro)*°.

Outros modelos mais complexos baseiam-se nas sequéncias nucleotidicas ou de
proteinas em vez dos caracteres fenotipicos, em que a adaptacdo ocorre num espaco de
sequéncias discreto, ou seja, através de séries de sequéncias relacionadas®. Exemplos
deste tipo sdo o modelo de Maynard Smith e o modelo NK, em que as varia¢gfes de fitness
nos varios alelos sédo representadas numa fitness landscape, com varios Optimos locais.
Uma variacdo do modelo de Smith, desenvolvida por Gillespie e denominado modelo da
mutational landscape assume que ocorrem principalmente substituicdes de sequéncias ja
com fitness elevado (selvagem), pelo que a adaptagéo evolutiva se processa apenas entre
0s poucos alelos com elevado fitness hum dado locus ou genoma, ou seja na cauda direita

de uma distribuic&o da fitness nos varios alelos’ (Figura 2).
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Figura 2 — Localizagéo do alelo selvagem e
mutacdes benéficas numa distribuicdo de
fitness

Este facto permitiu a incorporagéo da Teoria de Valor Extremo no estudo da adaptagéo,
uma vez que esta teoria se foca nas caudas de distribuicdo de probabilidades de modo a
estudar eventos raros. Assim, embora a forma da distribuicdo da fitness num gene seja
geralmente desconhecida, assume-se que tanto o alelo selvagem como as mutacoes
benéficas se localizam na cauda direita dessa distribuicdo. Uma vez que diferentes tipos de
distribuicbes possuem caudas com propriedades comuns, apresentando grande robustez
relativamente aos detalhes da distribuicdo, é possivel estabelecer previsGes validas acerca

da adaptacéo, que sdo independentes da maioria dos detalhes bioldgicos®.



Existem trés diferentes dominios de atrac¢cdo de distribuicAo de valor extremo: a
distribuicdo de Fréchet, de Weibull e de Gumbel (Figura 3). A distribuicdo do tipo Fréchet
tem uma forma de L, estando presentes “caudas pesadas” e menor frequéncia de valores
intermédios de fitness e a distribuicdo de Weibull apresenta a cauda direita truncada. Devido
as suas caracteristicas, os dominios de distribuicdo de Fréchet e Weibull sédo considerados
biologicamente pouco naturais, pelo que se assume que a distribuicdo dos efeitos das
mutacdes pertence ao dominio de Gumbel®.
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Figura 3 — Dominios de atrac¢do da distribuicdo de valor extremo: (A) Gumbel e Fréchet; (B)
Weibull 3

Esta ultima é a mais regular e compreende varias outras distribuicdes comuns, tais como
a normal, lognormal, exponencial e gama, entre outras. Assumindo uma distribuig&o do tipo
Gumbel para os efeitos da fithess, espera-se que a distribuicdo dos efeitos das mutacbes
benéficas seja aproximadamente exponencial, com grande ocorréncia de mutacdes de
pequeno efeito e mutagcdes de grande efeito a aparecer em baixa frequéncia.

Curiosamente, apesar das diferencas entre os modelos de Gillespie e Fisher, foram ja
realizados trabalhos que forneceram algum suporte teérico de que em ambos 0os modelos se
encontra uma distribuico do tipo Gumbel para os efeitos das mutacdes®***2. No modelo de
Gillespie assume-se uma distribuicdo exponencial para os efeitos das mutacdes na fitness®?,
pressuposto tedrico que é suportado por alguns trabalhos praticos ***’. No entanto esta
inferéncia ndo é sempre verificada, uma vez que num trabalho recente em que se estudou a
evolugdo da resisténcia a um antibidticos em Pseusomonas aeruginosa, concluiu-se que a
distribuicdo dos efeitos das mutagBes benéficas na fitness varia consoante a fitness dos
individuos selvagens, estando de acordo com uma distribuigcdo exponencial quando a fitness

era moderada ou elevada e incompativel quando era reduzida®®.



1.2 ADAPTACAO EM EVOLUCAO EXPERIMENTAL

Para além de estudos tedricos nos modelos de adaptagdo tém sido desenvolvidos
trabalhos praticos na &area de evolugcao experimental que visam analisar 0 processo
adaptativo & medida que este decorre, permitindo assim observar-se a evolucao da fitness

em tempo real. ®'%%

Contudo a medicdo das diferencas de fithess entre grupos de
individuos nem sempre é facil, ja que muitas vezes ndo existe um caracter mensuravel do
organismo que seja representativo da fitness total.

Uma vez que nem todos os organismos sao passiveis de ser utilizados em evolucéo
experimental devido aos seus constrangimentos biolégicos, a utilizacdo de microrganismos
representa uma ferramenta Util neste tipo de estudos. Nos microrganismos a taxa de
crescimento € um bom indicador da fithess média de uma populagéo, pelo que € possivel
medir faciimente as diferengas de fitness entre populagdes quer através da determinacao
das curvas de crescimento, quer atraves da competicdo com uma estirpe de referéncia, nos
chamados ensaios de competi¢cdo. Neste ultimo caso, medem-se as taxas de crescimento
enquanto ambos 0s grupos competem pelos mesmos recursos, recorrendo-se ao uso de
marcadores neutrais para os distinguir’. No caso de experiéncias com bactérias, marcadores
mais comuns incluem resisténcia a um determinado antibiético®, resisténcia a
bacteriéfagos®®, coloracdo diferencial das colonias®, emissdo de fluorescéncia® ou
marcacdo com uma sequéncia especifica de DNA%. Assim, a utilizacdo de microrganismos
em estudos de evolugdo experimental possui varias vantagens que provém de
caracteristicas tais como a facilidade de manutencdo e manipulacdo, o curto tempo de
geracdo e a obtencdo de grande numero de populacdes, a possibilidade de guardar e
recuperar populacées em diferentes estadios de adaptacdo e a abundante informacao
genética e molecular existente’. Alguns exemplos da utilizacdo de microrganismos em
trabalhos de evolucdo experimental incluem o estudo da evolucdo do sexo em fungos?’ ou
as dinAmicas adaptativas em virus® e bactérias®.

Nos estudos da adaptagdo em bactérias como a Escherichia coli, populagtes
independentes de microrganismos sdo mantidas num ambiente controlado durante um
namero variavel de geracdes, realizando-se amostragens periddicas das populagbes ao
longo do processo, de modo a monitorizar a sua evolugdo. Uma vez que estas populacdes
derivam de uma Unica populacdo ancestral geralmente clonal, é possivel observar-se a
adaptacdo em tempo real & medida que se procede a propagacdo das populacbes num
ambiente ao qual ndo se encontram previamente adaptadas, quer identificando as mutacdes

benéficas que v&o surgindo, quer através do estudo dos aumentos de fitness associados’.



1.2.1 Mutacdes na Adaptacéo

Deste modo, a adaptacdo processa-se através
da fixacdo de mutacdes vantajosas que surgem ao
longo do tempo, aumentando a fitness dos
individuos. Metaforicamente este percurso pode ser
representado numa fitness landscape como uma

escalada das popula¢des de locais de menor fitness

(vales) para locais em que a populagéo se encontra
adaptada (piCOS)29 (Figura 4). No entanto o modo Figura 4 — Fitness landscapes e dinamicas
exacto como este processo ocorre ou os adaptativas das populagdes’

mecanismos envolvidos ndo sdo ainda totalmente

conhecidos. Assim, € possivel colocar diversas questdes relacionadas com a fonte de
variagdo (novas mutagdes ou variabilidade existente), extensdo dos efeitos das mutagdes e
a sua distribuicdo, alteracdes de fitness ao longo da evolucdo e taxas de adaptacéo’. Por
conseguinte, uma das abordagens no estudo do processo adaptativo é a analise das
mutacdes que surgem no decurso da evolucao, principalmente o das mutagbes vantajosas,
uma vez que desempenham um papel central na adaptacdo a novos ambientes®.

Para o estudo das mutacdes deletérias tém sido realizadas experiéncias de acumulagéo
de mutagfes, nas quais as populacdes sdo mantidas com um numero muito reduzido de
individuos recorrendo a bottlenecks severos (de um individuo)*'. Para além deste tipo
classico de experiéncias, € também possivel calcular a taxa de mutagfes deletérias através
da andlise comparativa de dados moleculares®. Embora sujeita a variacdes, dependendo
das caracteristicas ou espécies dos microrganismos estudados, dados conjuntos destas
duas técnicas permitem estimar uma taxa de mutacdes deletérias em redor dos 1073
mutacbes por genoma por geracdo para bactérias. Embora esta taxa estimada seja
relativamente elevada, as mutacfes deletérias sao geralmente eliminadas da populagéo por
efeito da seleccao natural.

Por outro lado as mutac¢des benéficas ocorrem a uma taxa menor e a maior parte possuli
uma vantagem muito pequena, sendo por isso dificeis de detectar, pelo que o seu estudo
nem sempre é facil’’. No entanto, utilizando um sistema em que se recorreu a um
microssatélite como marcador em E. coli foi possivel estimar uma taxa de mutacdes

benéficas na ordem de 10®° mutagées por genoma por gerac&o™.



1.2.2 Fixacdo de MutacBGes Benéficas

No entanto nem todas as mutacdes benéficas que surgem se fixam, uma vez que ha
diversos factores que condicionam a sua fixacdo. Dado que a fixagdo de uma mutacao
benéfica depende directamente da amplitude do seu efeito na fitness, as mutacbes de
pequeno efeito tém maior probabilidade de ser perdidas por varios fenémenos. Um deles é a
deriva genética, em que flutuacdes aleatérias nas frequéncias levam a perda estocastica de
mutacdes®. Uma vez que o aumento de frequéncia das mutacdes na populacdo é tanto
mais rapido quanto maior a sua vantagem selectiva, mutagcfes de pequeno efeito na fithess
tém menor probabilidade de aumentar de frequéncia e por isso sdo mais facilmente extintas
por accdo da deriva genética’.

Outro mecanismo que leva a perda de mutagcfes benéficas de pequeno efeito denomina-
se interferéncia clonal e esta relacionado com a competicdo entre diferentes mutagdes que
ocorrem em diferentes linhagens (Figura 5). Neste processo, a auséncia de recombinacao
leva a que duas mutacbes que surgem em duas células diferentes ndo possam ser
combinadas, pelo que os seus portadores competem entre si’®, o que resulta num aumento
de frequéncia na populacdo das mutacdes de maior efeito na fitness e uma diminui¢cdo das
de menor. Trabalhos te6ricos com base no fenémeno da interferéncia clonal permitiram a
construcdo de um modelo® que prevé vérias consequéncias deste fenémeno na adaptacéo
como: a remocgao da populacdo de pequenas mutacdes que escapam a deriva geneética,
ocorrendo fixagcdo de mutagdes com maior efeito na fithess; o aumento do tempo de fixagédo
das mutagbes benéficas; a substituicdo de mutacdes de forma ordenada (primeiro ocorre

substituicdo de mutacdes de maior efeito na fithess e posteriormente de mutagdes de menor

efeito); a ocorréncia de adaptagcéo (aumentos de fitness) até um méaximo, com diminui¢éo da
12,

taxa de adaptacéo a medida que se aproxima desse nive

(a)

(b)

Figura 5 — Fixacdo de mutacdes em populacdes de pequeno (A) e grande
(B) efectivo populacional4



Tanto a deriva genética como a interferéncia clonal tém diferentes pesos na extingdo de
mutagdes vantajosas de pequeno efeito consoante os efectivos populacionais considerados.
Se por um lado a deriva genética € menos relevante em populacdes grandes, por outro a
interferéncia clonal tem um papel mais preponderante neste tipo de popula¢des™.

Para além da deriva genética e da interferéncia clonal, também a ocorréncia de multiplas
mutacdes influencia o tipo de mutacbes que se fixa numa populacdo®. Este fendmeno
acontece principalmente em populacées com elevado efectivo populacional e ocorre quando
os efeitos somados de duas mutacbes que surjam no mesmo genoétipo predominam sobre
outra mutacdo de maior efeito, mesmo que individualmente as mutacdes tenham menor
vantagem selectiva que esta ultima. Deste modo, uma mutacédo de pequeno efeito que surja
primeiro pode ndo se extinguir face a outra de maior efeito que surja posteriormente se
ocorrer outra mutagcdo no mesmo background da primeira de tal forma que a soma dos seus
efeitos na fitness seja maior que a mutacdo de maior efeito na fitness. Este efeito provoca
assim um enviesamento na fixacdo das mutacdes benéficas, a favor das mutagcbes de
pequeno efeito na fitness, ao contrario do efectuado pela deriva genética e interferéncia

clonal.

1.3 FACTORES QUE INFLUENCIAM A ADAPTACAO

Em termos gerais os aumentos de fithess derivados da substituicdo de mutacbes
benéficas sdo mais rapidos em estagios iniciais do processo adaptativo mas tendem a sofrer
uma desaceleracéo a medida que a populacdo se aproxima de um pico de fitness’?°?*?*. No
entanto a taxa a que a adaptacdo se processa bem como a dindmica adaptativa da
populacdo séo influenciadas por diversos factores que se inter-relacionam, como a taxa de
mutacdo, a fitness inicial da populacdo, as interaccfes genéticas entre organismos, 0

tamanho da populac&o ou a variabilidade ambiental®’.

1.3.1 Taxa de Mutacao, Interac¢cdes Genéticas e Nivel de Adaptacéo

O aumento da taxa de mutacdo tanto implica uma maior disponibilidade de mutacdes
benéficas como um aumento das mutacdes deletérias, pelo que apenas acelera a
adaptacdo quando as mutacbes benéficas ndo surgem na populacdo frequentemente,
ocorrendo interferéncia clonal quando sucede o contrario (maior frequéncia de mutacdes
benéficas)®.

As interaccOes genéticas entre organismos consistem em relacBes pleiotropicas ou

epistaticas. Nas primeiras, a adaptacdo a um dado ambiente restringe o potencial adaptativo



(adaptabilidade) dos organismos, verificando-se assim um trade-off entre 0 aumento de
fitness num nicho especifico e a capacidade de diversificacdo®. Por seu turno a epistasia,
mais concretamente a epistasia antagoénica, leva a que multiplas muta¢des benéficas
presentes no mesmo genotipo tenham um efeito combinado na fithess menor do que a soma
dos efeitos das mesmas mutacbes em gendtipos independentes, implicando assim uma
menor taxa adaptativa®.

Por seu turno o nivel inicial de adaptagéo dos individuos também influencia a taxa de
adaptacdo, na medida em que nas populacdes com baixa fitness inicial, as mutacdes que
ocorrem tém maior probabilidade de aumentar a fithess comparando com popula¢des ja
adaptadas. Adicionalmente, espera-se que por accao da interferéncia clonal, mutacdes de
maior efeito na fitness sejam substituidas em estagios iniciais, pelo que populacdes

adaptadas tendem a fixar mutacdes de pequeno efeito na fitness®.

1.3.2 Tamanho Efectivo da Populagéo

O tamanho populacional € um factor importante no estudo do processo adaptativo, uma
vez que promove 0 aumento tanto da frequéncia como do tamanho dos efeitos na fitness
das mutacdes benéficas fixadas no decurso da evolugdo, pelo que é esperado que
populagdes com diferentes efectivos populacionais possuam diferentes dinamicas
adaptativas. Por conseguinte, popula¢cdes com um grande numero de individuos tém maior
disponibilidade de mutagBes benéficas por geragdo e devido ao efeito da interferéncia
clonal, muta¢gGes de maior efeito na fitness sao fixadas, levando a aumentos de fitness mais
rapidos, reflectindo uma maior taxa de adaptacdo. Por outro lado, quando o tamanho
efectivo da populacdo é pequeno, as mutagdes benéficas sdo menos frequentes e mutacdes
mais abundantes (de pequeno efeito) levam a que os aumentos de fitness sejam menores e
a uma taxa adaptativa inferior & das populacdes grandes®’.

Existem ja alguns trabalhos praticos em bactérias e virus que reforcam estes
pressupostos. Num estudo com o virus de RNA da estomatite vesicular *, populacdes com
trés efectivos populacionais diferentes (N.= 9x10% 6x10° e 3x10’) foram evoluidas durante
500 geracbes, obtendo-se resultados que revelaram um forte efeito do tamanho
populacional na fitness dos organismos, verificando-se um aumento da taxa de adaptacéo
com o aumento do tamanho populacional.

Noutro trabalho testou-se a recuperacédo da fitness previamente reduzida por acumulagéo
de mutacdes deletérias, através da adaptacao de populacées virais sujeitas a bottlenecks de
diferente amplitude (10, 33, 100, 333, 1000, 2500 e 10000 individuos)®®, encontrando-se

uma correlacéo positiva entre o tamanho da populagdo e a extensdo dos incrementos de



fitness, implicando que em populacbes mais pequenas as mutacbes fixadas séo
maioritariamente de menor efeito.

Num estudo recente, populacdes de E. coli com pequeno (N, = 2,3x10%) e grande (10°)
efectivo populacional foram propagadas independentemente e nas mesmas condi¢coes
durante 1000 geracBes em meio rico LB*. Os resultados demonstraram uma diferenca
significativa entre os valores de fithess atingidos por estes dois tipos de populagoes,
consistindo num aumento de fitness face ao ancestral de 17% para as pequenas populacdes
e 40% para as grandes, verificando-se também uma maior varidncia nos valores de fitness
atingidos pelas primeiras do que das Ultimas. Também estes resultados sdo consistentes
com uma menor taxa adaptativa em populacdes com menor efectivo populacional, dado que
nestas populacdes h& incorporacdo principalmente de mutacdes benéficas de pequeno
efeito, ao contrario das populagbes grandes em que as mutacdes incorporadas tém maior
efeito na fitness.

No entanto um aspecto ainda pouco estudado em termos préticos € o limite da adaptacao
consoante o efectivo populacional, ou seja, o valor maximo de fitness alcangado pelas
populacdes quando estas se encontram adaptadas (num pico). Uma vez que a fitness das
popula¢gbes ndo aumenta indefinidamente, espera-se que as populagdes de maior efectivo
populacional atinjam um valor maximo de fitness mais rapidamente que as populacdes
pequenas, dada a diferenca a nivel da extensdo das mutagdes benéficas incorporadas. No
entanto a ocorréncia de relagBes epistaticas entre as diferentes mutacdes que afectam a
fitness dos individuos € um factor que é importante considerar, pelo que é possivel que
populagbes com diferentes efectivos populacionais, como fixam mutacbes com efeitos
diferentes, sigam trajectdrias evolutivas suficientemente divergentes para atingirem niveis de
fitness distintos. Segundo uma teoria**, como as populacdes grandes incorporam sempre as
mutacBes de maior efeito de forma quase deterministica, ascendem rapidamente a um pico
de fitness embora este possa ndo ser o nivel maximo possivel. Por seu turno as populacdes
pequenas, incorporam mutagfes benéficas de diferentes efeitos na fitness, seguindo assim
trajectérias adaptativas mais estocasticas, pelo que é possivel que atinjam picos de fitness

diferentes das populag6es grandes (Figura 6).
)
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Figura 6 — Processo adaptativo em populacdes de elevado (A) e reduzido efectivo populacional (B)*
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Num trabalho prético recente*! que parece suportar esta teoria, algumas populacdes de
E. coli com baixo efectivo populacional (Ne = 5x10°) mostraram maior aumento de fitness ao
fim de 500 geracbes de adaptacdo em meio rico LB do que a totalidade das populacdes de
elevado efectivo populacional (Ne = 2,5x10"), embora tenha sido verificada uma menor taxa
adaptativa nos estagios iniciais. Também foi verificado maior variancia nas populacdes
pequenas que nas grandes, de acordo com o caracter mais aleatorias dos percursos
evolutivos seguidos. No entanto este trabalho parece contradizer estudos realizados em
virus® e bactérias®, em que os valores de fitness determinados para populacdes de elevado
efectivo populacional sdo consistentemente superiores aos encontrados em populactes
mais pequenas. Dados os resultados diversos e nem sempre directamente comparaveis,
parecem ser necessarios mais estudos de adaptagdo a longo termo em popula¢cdes com
diferentes tamanhos populacionais de modo a clarificar o impacto do efectivo populacional

na adaptacdo dos organismos ao meio.

1.3.3 Variabilidade Ambiental

Outro factor com peso no processo adaptativo € a variabilidade ambiental. Na maior parte
das experiéncias de adaptacdo em evolugdo experimental tenta-se geralmente manter um
ambiente controlado, cujas condicbes n&o sofram alteragbes durante o decurso da
experiéncia, de modo a excluir variabilidade ambiental na adaptagcédo dos organismos. Deste
modo, os microrganismos sdo mantidos a uma temperatura especifica (geralmente a
Optima), num meio liquido, de composig&o conhecida ou pelo menos sempre idéntica, e com
agitacdo. Este ultimo elemento € importante na manutencdo de um ambiente homogéneo,
uma vez que minimiza as diferengcas que poderiam existir no acesso dos individuos a
nutrientes e oxigénio presentes no meio e promove a competicdo entre todos organismos de
forma uniforme. Exemplos de meios liquidos correntemente utilizados sdo 0 meio minimo de
Davis (uma solucdo de sais suplementado com um actcar, geralmente glucose)™ e o meio
rico LB (cuja composicao inclui péptidos, vitaminas, sais minerais e compostos organicos)*.

No entanto em condi¢Bes naturais 0 meio ambiente é muitas vezes alterado tanto pela
actividade dos proprios organismos como por caracteristicas do meio ambiente, que podem
também ser introduzidos em experiéncias de adaptacdo. Um exemplo € a coevolucéo
antagoénica de gendtipos distintos que coexistem num dado ambiente alterado pela producéo
de metabolitos por um genétipo e subsequente utilizacdo desses metabolitos por outro, num
polimorfismo balanceado®.

Também a ocorréncia de estrutura no meio em que 0S organismos se encontram € um
caso de variabilidade ambiental uma vez que introduz heterogeneidade espacial. Uma

consequéncia deste tipo de heterogeneidade relaciona-se com a introducdo de diferentes
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nichos ecolégicos que podem ser ocupados por genétipos especializados*. Um exemplo
classico deste tipo de especializagdo consiste nas
experiéncias de radiacdo adaptativa com Pseudomonas
fluorescens, em que surgem na populacdo diferentes
morfologias com diferentes preferéncias de nichos®
(Figura 7).

Outra consequéncia da estrutura relaciona-se com a

subdivisdo da populacdo, com formacdo de pequenas

subpopulacBes mais ou menos independentes, o que tem  Figura 7 - Radiacdo adaptativa em
. . . Pseudomonas fluorescens®

consequéncias a nivel da adaptacdo. Por um lado a

fragmentagdo da populagdo traduz-se na formacgdo de subpopulagbes com um efectivo
populacional reduzido, mais afectadas pelo efeito da deriva genética e que incorporam de
mutacdes benéficas de menor efeito na fitness, relativamente a uma populacdo com maior
efectivo populacional'. Devido a estes elementos, espera-se assim que a fragmentacéo da
populacdo leve ao aparecimento e manutencdo de maior diversidade, promovendo a
ocorréncia de radiacdo adaptativa. De acordo com esta teoria, num trabalho pratico recente
foi demonstrada a diversificagdo a nivel do catabolismo de diferentes fontes de carbono
dentro de uma mesma populagdo adaptada durante 900 geracdes a um meio estruturado
(sélido)*. Por outro lado, uma vez que a competicdo é feita a nivel local, com interaccdes
entre individuos limitadas no espaco, a fixagcdo de mutacbes benéficas a nivel populacional
é retardada, pelo que a taxa de fixacdo vai ser menor relativamente a popula¢cdes sem
estrutura®®. Como a expansdo e invasdo da populacdo pelos individuos com mutacdes
benéficas de maior efeito é feita mais lentamente, individuos portadores de mutacfes de
pequeno efeito subsistem na populacdo, podendo ocorrer a coexisténcia temporaria de
diferentes mutantes*®. Num trabalho prético recente, medicdes de fitness em populacdes
propagadas em diferentes ambientes (meio estruturado, meio estruturado com destruicao
diaria da estrutura e meio homogéneo) mostraram que as populacdes que eram misturadas
antes de cada passagem em meio soélido apresentavam maiores taxas de adaptacdo
comparativamente aquelas em que se mantinha a estrutura®. No entanto estes resultados

n&o sdo compativeis com os dados obtidos em trabalhos préaticos e tedricos*’*®

, €em que a
menor taxa de adaptagéo verificada em populacdes com destruicdo periddica da estrutura
podia ser explicada pela perda estocéstica, por ac¢cdo da deriva genética, de mutacdes
benéficas colocadas em baixa frequéncia na populagdo, quando dispersas devido a
destruicdo da estrutura. Por outro lado, no caso do meio homogéneo ou do meio estruturado
a deriva genética exercia um menor impacto, possibilitando o aumento de frequéncia na

populacdo das mutacdes benéficas. Com base nestes trabalhos prevé-se também um

12



aumento no efeito médio das mutacdes fixadas, decorrente do efeito da interferéncia clonal.
Dado que o conjunto dos dados empiricos e tedricos disponiveis ndo parecem consistentes,
mais estudos praticos sdo necessarios de forma a clarificar o papel da estrutura na

adaptacao dos organismos.

1.4 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS E COMPENSACAO

No estudo da adaptacdo em evolucdo experimental é comum propagarem-se
microrganismos num meio ao qual ndo se encontravam anteriormente adaptados, por forma
a seguir e medir os aumentos de fitness. No entanto outra abordagem corrente consiste na
introdugdo de uma maladaptacdo em populacdes anteriormente adaptadas a um dado
ambiente, diminuindo a sua fithess média, de modo a ser possivel estudar a recuperagéo de
fithess que ocorre durante a sua propagagdo nesse mesmo ambiente. Um exemplo desta
abordagem relaciona-se com o estudo dos aumentos de fitness que ocorrem durante a
compensacao para a resisténcia a um antibiotico.

As resisténcias a antibidticos séo devidas a diferentes tipos de muta¢des que ocorrem no
genoma de bactérias anteriormente sensiveis. Estas mutacdes resultam geralmente em
alteracdes a nivel do ribossoma, DNA girase, RNA polimerase ou da parede celular,
incorrendo num custo na fitness dos individuos, o que se reflecte numa taxa de crescimento
e viruléncia reduzidas®®. Assim, embora obviamente vantajosas num meio onde esta
presente o antibidtico, na auséncia deste as mutagfes tém um caracter deletério, levando a
uma desvantagem dos individuos que as possuem face a restante populacdo sensivel.

No entanto, quando propagados em meio com ou sem 0 agente selectivo, as populacdes
resistentes ao antibiético tendem a acumular mutacées que atenuam o custo na fitness
provocado pela mutagdo, mantendo no entanto a resisténcia ao antibiotico, num processo
denominado compensacéo®™. Estas mutacdes compensatérias caracterizam-se por terem
um efeito benéfico no genoma em que esta A

presente a mutacdo que confere a resisténcia

ao antibiético mas neutro ou deletério quando . G
(v ) =
esta estd ausente. Outra possibilidade € a

ocorréncia de uma mutagao reversa, em que \

h& recuperagcdo do gendtipo selvagem e

Fitness

(iv)

_

AbR

consequentemente da fitness original dos -

=

individuos, retornando novamente ao fendtipo _ o o .
Figura 8 — Resisténcia aos antibiéticos em bactéria:

sensivel® (Figura 8). O estudo da resisténcia interaccdes entre sensiveis (AbS), resistentes (AbR)
e compensados (AbR")?
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aos antibidticos e da compensacgao genética para o custo da resisténcia apresenta-se assim
relevante, uma vez que tem implicacbes a nivel da saude humana. Dados os problemas
actuais relacionados com a ocorréncia e persisténcia de estirpes multirresistentes é
importante perceber quais os mecanismos genéticos envolvidos na resisténcia aos
antibiéticos e de que forma os microrganismos ultrapassam o custo derivado da resisténcia
num contexto adaptativo.

Um dos mecanismos de resisténcia mais estudado é o da estreptomicina, um
aminoglicésido inibidor da sintese protéica que se liga ao ribossoma. Efeitos descritos deste
antibiotico incluem a inibicdo da sintese protéica durante a traducao e a inducéo de erros de
leitura do cédigo genético’. A resisténcia a este antibitico pode ser causada por mutacdes
a nivel do gene rpsl, rRNA 16S ou por expressao de enzimas que modificam os
aminoglicésidos. Mutagbes no gene rpsl levam a modificacbes da proteina S12 da

[*°, Estes

subunidade 30S do ribossoma, impedindo a ligagdo da estreptomicina neste loca
mutantes dividem-se em dois tipos fenotipicos, consoante a capacidade de crescer ou nao
na auséncia de estreptomicina, respectivamente estreptomicina resistente (Sm') ou
dependente (Sm?)®. Por outro lado os mutantes podem também ser classificados quanto &
fidelidade de traducédo apresentada, podendo ser normal (ndo restritivos) ou aumentada
(restritivos). Alteracdes nas propriedades cinéticas da interac¢do entre tRNA e ribossoma
dos mutantes restritivos levam a que estes possuam uma maior capacidade de deteccéo de
erros, o que se reflecte numa maior fidelidade transducional e numa menor taxa de
alongamento durante a tradug&o®®*.

Uma das mutacdes restritivas que ocorre no gene rpsl é a K43N, uma mutacao pontual
que altera a sequéncia AAA do coddo 43 para AAC, o que resulta nhuma mudanca do
aminodcido lisina para aspargina nessa posicao. Esta mutacao especifica foi ja identificada
em Escherichia coli®®, Mycobacterium tuberculosis™ e Salmonella enterica®®. Recentemente
foi estimado um custo na fitness associado a esta mutacdo de aproximadamente 18% no
gendtipo selvagem MG1655 de Escherichia coli, medida em meio liquido LB®.

Num trabalho com Salmonella typhimurium® foi estudada a compensacéo para o custo
da resisténcia associado a mutacdo K43N, através da propagacdo em meio liquido sem
estreptomicina de 81 populacgdes. Os resultados mostram que a recuperagao para o custo
na fithess das populacdes ocorre maioritariamente por mutacdes compensatorias (35
diferentes mutacdes em 77 linhas) em vez de reversdo (somente em 4 linhas), apesar da
restauracdo da fitness por compensacédo poder ser apenas parcial, uma vez que a area alvo
para compensacédo € 20 vezes maior que para a reversao. Como ja tinha sido anteriormente
postulado®™, uma vez que a propagacdo das populacdes ao longo do tempo consiste em

passagens seriadas de uma amostra da populacdo, mutantes em menor frequéncia, como
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os revertentes, tém menor probabilidade de serem transferidos durante o bottleneck, pelo
gue embora surjam durante a expansdo da populacdo, raramente atingem uma fraccdo da
populagcdo muito elevada, apesar da sua vantagem em termos de fitness. Mostrou-se
também nesse trabalho a importancia do tamanho populacional nos aumentos de fitness,
dado que populacdes que sofreram bottlenecks menos severos durante a sua propagacgao
atingiram valores de fitness mais elevados.

Num trabalho empirico (de Sousa et al., dados nédo publicados) diferentes populacdes de
E. coli nas quais foi introduzida a mutacdo K43N, foram propagadas sob um tamanho
efectivo da populacado reduzido em meio liquido durante 200 geracbes, de modo a estudar
os efeitos das mutacdes benéficas com efeito na fithess que surgem durante o processo
adaptativo. Com recurso a um microssatélite como marcador foi possivel determinar a
frequéncia e efeitos das mutagfes benéficas associados a compensagdo para o custo desta

mutacgéo, investigando assim os primeiros passos do processo adaptativo.
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Il. OBJECTIVOS



Com o presente estudo pretende-se obter uma maior compreensdo do processo

adaptativo em E. coli e dos factores que o influenciam. Deste modo foram realizados

trabalhos em evolucdo experimental que passam pela adaptacdo de populacbes de

bactérias a um dado meio, manipulando factores importantes neste processo, de modo a

atingir objectivos especificos:

R/
0‘0

7
0.0

Investigar a importancia do tamanho populacional efectivo na adaptacdo das
populagdes a um novo ambiente. Populacdes evoluidas com diferentes efectivos
populacionais (N.=2,3x10* e N.=10") registaram aumentos de fitness estatisticamente
diferentes ao fim de 1000 geracdes (17% e 40% respectivamente)®. Assim, através
da propagacgdo dessas mesmas populagfes durante 1000 geracdes adicionais e da
medicdo da fitness as 2000 geracdes pretende-se averiguar se as populacdes
grandes se encontram de facto num Gptimo de fitness, correspondendo a um pico na
fitness landscape. Por outro lado também se procura perceber se o tamanho efectivo
da populagdo condiciona apenas a taxa de aumento de fitness (dado a diferenca a
nivel dos efeitos na fithess das mutagdes fixadas nos dois tipos de populagdes), ou se
as populagbes com diferentes tamanhos efectivos seguiram diferentes trajectorias

evolutivos, adaptando-se em picos de fitness distintos.

Perceber de que forma a o aumento de fithess derivado da fixagdo de mutacOes
benéficas estimado para as 1000 geracdes de adaptacdo® das populacdes
pequenas, é sensivel a alteracao da forma da distribuicdo dos efeitos das mutacdes
benéficas que surgem durante o processo adaptativo. Assumindo que estes efeitos
seguem uma distribuicdo gama, é possivel investigar se a alteracao da forma dessa
distribuicdo pode explicar os resultados de fitness obtidos experimentalmente. Para
isso recorre-se a simulacdo de evolucdo de populagcbes com 23000 individuos
durante 1000 geracles, testando-se diferentes valores de taxa de mutacdes
benéficas (U, - 10° a 10™), efeitos das mutacdes benéficas (s, - 0,05 a 0,7) e formas
da distribui¢do (a - 0,5, 1, 2 e 5).

Estudar a compensacao para o decréscimo de fitness associado a uma mutacdo que
confere resisténcia a um antibiético. Neste caso pretende-se perceber de que forma
0S microrganismos ultrapassam o custo da resisténcia ao antibidtico na auséncia
dessa pressao selectiva, estudando os primeiros passos da adaptacdo num meio
estruturado (sélido) e com tamanho efectivo populacional elevado. Através da
propagacdo durante 200 geragbes de populagcbes com uma mutacdo pontual que
confere resisténcia a estreptomicina (K43N) mas incorre num custo de fitness,

pretende-se estudar os estagios iniciais de compensacdo para o0 custo da fitness
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associado a mutacdo. Assumindo que um aumento na fitness medida as 200
geracdes se deve ao aparecimento de uma mutacdo benéfica, é possivel estimar os
efeitos das mutacdes benéficas num cenario de intensa interferéncia clonal. Também
se pretende averiguar a presenca de clones revertentes para a mutagdo, passiveis de
surgirem e se expandirem num meio onde a estrutura e o elevado efectivo
populacional favorecem o seu aumento de frequéncia. De um modo geral procura-se
também comparar os resultados obtidos da compensacao em meio sélido com a que
ocorre em condicBes ambientais homogéneas e com um tamanho populacional

inferior.
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[1l. MATERIAIS E METODOS



1 ADAPTACAO DE POPULACOES COM DIFERENTES EFECTIVOS POPULACIONAIS

1.1 EVOLUCAO DAS POPULACOES

Na experiéncia de adaptacdo a longo termo foi utilizada uma estirpe de Escherichia coli
transformada com o plasmidio F (com um gene de resisténcia a tetraciclina) e o pBR322
(com um gene de resisténcia a ampicilina e o microssatélite constituido por dinucle6tidos
GA), a estirpe XL-blue MRF’. Num trabalho anterior®® a partir de uma cultura derivada de um
anico clone, foram fundadas e propagadas durante 1000 gerac6es em meio liquido rico LB
populagbes de pequeno (S) e grande (L) efectivo populacional. Neste trabalho, uma amostra
de cada populacéo congelada as 1000 geragfes foi inoculada em meio liquido, de modo a
continuar a sua propagacédo durante 1000 geracdes adicionais. Para este prolongamento da
adaptacdo das populacées foi seguido o mesmo protocolo usado em ¥, que inclui diluicio
num tampdao salino (MgSQO,), inoculag&o diaria em 10 mL de meio novo LB e crescimento
durante 24 horas, com agitagdo a 37°C. O numero de individuos transferido a cada
passagem foi de 10° para as populacdes S e 107 para as populacgdes L e ao fim de 24 horas
ambos os tipos de populacéo atingiam uma densidade méxima de aproximadamente 10°
individuos por mL, decorrendo cerca de 23 e 13 geracdes respectivamente. Foi estimado um
tamanho efectivo populacional (N,) de 2,3x10* para as pequenas populacdes e 10’ para as
grandes, segundo a férmula N.=N,.G, onde N, é o numero de individuos transferidos a cada
diluicdo e G o numero de geracgfes entre diluicdes. Assim, foram propagadas até as 2000
geracbes de adaptacdo 7 populacbes com baixo tamanho efectivo populacional e 9

populagdes com elevado.

1.2 MEDICAO DA FITNESS MEDIA DAS POPULACOES

De modo a determinar a fitness média das populacdes evoluidas durante 2000 geracdes
em meio rico LB realizaram-se ensaios de competicdo contra uma estirpe de referéncia. As
populacdes L foram competidas contra estirpe de referéncia MG1655 AlaclZYA cm® amp®
galK::YFP F'(tet®), derivada da estirpe selvagem K12 MG1655. Esta estirpe possui o alelo
amarelo (yfp) do gene GFP sob controlo do promotor lac e uma delecdo a nivel do operéo
lac, o que permite a expressado constitutiva da fluorescéncia. Estdo também presentes no
cromossoma da bactéria mutagfes que conferem resisténcia aos antibiéticos ampicilina e
cloranfenicol.

Por seu lado, nas competicdes das populacdes S utilizou-se a estirpe MC4100 strf
galK::YFP amp® F'(tet®)®. Apesar desta estirpe também possuir expresséo constitutiva do

gene YFP sob controlo do promotor lac num background em que o operéo lac foi eliminado
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(MC4100), existem diferencas importantes relativamente ao genoétipo selvagem da MG1655.
Para além das mutacBes que conferem resisténcia a estreptomicina e a ampicilina, no
gendtipo especifico da estirpe MC4100 estéo presentes diversas mutacdes que levam a um
crescimento ligeiramente mais lento face a estirpe MG1655, sendo por isso utilizada com
vista a minimizar as diferencas verificadas a nivel do crescimento entre as estirpes
competidoras.

Para evitar a transferéncia do plasmidio F durante a cultura conjunta com a estirpe XL-
blue MRF’, foi realizada uma conjugacao entre esta estirpe e cada uma das estirpes de
referéncia (MG1666-YFP e MC4100-YFP). Neste procedimento um tubo que continha 10 mL
de meio rico LB foi inoculado com 100 pl de culturas frescas de cada uma das estirpes e
incubado sem agitacdo a 37° C durante a noite. Posteriormente procedeu-se a sua diluicdo e
plagueamento em meio sélido LB suplementado com tetraciclina, ampicilina e cloranfenicol
(no caso da MG1655) ou estreptomicina (no caso da MC4100), de modo a isolar os clones
com o plasmideo F (tetR). Por forma a garantir a fluorescéncia da estirpe de referéncia,
escolheu-se uma Unica colonia que apresentava fluorescéncia quando observada numa lupa
fluorescente (SteREO Lumar V12; Carl Zeiss) para iniciar uma cultura contra qual as
populacdes evoluidas competiram.

Para os ensaios de competicdo seguiu-se um procedimento semelhante ao descrito em
%, Assim, as estirpes competidoras foram inoculadas independentemente a partir do stock
congelado em meio liquido suplementado com os antibiéticos tetraciclina e ampicilina, onde
cresceram durante 24 horas, a 37°C e com agitacdo. Para garantir que ambas as estirpes se
encontravam nas mesmas condicdes fisioldgicas realizou-se uma passagem adicional para
cada estirpe competidora em LB liquido sem qualquer antibiético, onde cresceram durante
mais 24 horas. ApGOs este tempo, uma diluicdo da mistura de ambas as estirpes foi inoculada
em meio LB, decorrendo a competicdo por 24 horas, a 37°C e com agitacdo, nas mesmas
condigbes em que foi realizada a evolugcdo das populagbes. Uma vez que se verificou um
crescimento muito mais rapido das estirpes de referéncia do que das populacdes evoluidas
ou ancestral, as competi¢cdes foram realizadas com diferentes proporcdes de cada estirpe
competidora. Assim, nas competicdes das populacbes S foram misturadas 500 vezes mais
bactérias deste tipo do que bactérias da estirpe de referéncia MC4100-YFP (proporgéo de
500 para 1), enquanto nas competicdes relativas as populagbes L misturaram-se 10 vezes
mais bactérias deste tipo do que da estirpe de referéncia MG1655-YFP (proporcdo de 10
para 1). A populacdo ancestral foi competida contra ambas as estirpes de referéncia
independentemente, numa proporcdo de 500 da populacdo ancestral para 1 de cada uma
das estirpes de referéncia. Para o célculo das frequéncias iniciais e finais de cada uma das

estirpes competidoras, plaqueou-se a mistura em placas de LB agar e procedeu-se a
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contagem das unidades formadoras de colonias (CFUs). Por forma a discriminar as estirpes
competidoras foi efectuada a digitalizacdo das placas com recurso a um scanner
fluorescente (FLA-5100, Fujifilm), que permite distinguir as colonias de cada estirpe com
base na emisséo diferencial de fluorescéncia. Cada populagéo evoluida foi medida 3 vezes
independentemente e a populagéo ancestral foi medida 3 vezes para cada uma das estirpes
de referéncia usadas. O célculo da fitness média (W,) da populagdo (a) contra a estirpe de
referéncia (b) foi feito segundo o racio dos pardmetros maltusianos para a estirpe evoluida

(m,) e de referéncia (m,) segundo a férmula

m
W =n, =1 <Nfa/1vi )/Ln (Nfb/Nib>
a
b 1 em que Nf, e Nf, sdo os nimeros finais

das estirpes bacterianas evoluida e de referéncia, enquanto Ni, e Niy, correspondem aos
nameros iniciais das mesmas estirpes. Este valor de fithess € uma medida adimensional,
representando a fitness relativa de uma populacdo ao fim de um dia de competicdo. Para
estimar os aumentos de fitness verificados nas populacfes evoluidas face ao ancestral,
dividiu-se o valor de fitness das populacdes evoluidas medido contra a estirpe de referéncia
(Wey) pela fitness obtida da populacdo ancestral contra a estirpe de referéncia (Wane),
obtendo-se assim a fitness das populacdes relativamente a populacdo ancestral (W).

A analise estatistica foi realizada com recurso ao programa SPSS Statistics v17.0.

2 MODELACAO E SIMULACAO DE EVOLUCAO DE POPULACOES

De modo a modelar a evolugdo de populagBes bacterianas realizaram-se simulagdes
Monte-Carlo com base num modelo teérico semelhante ao utilizado em *°. Neste modelo,
assumiram-se populacdes assexuadas, com geracdes discretas e tamanho populacional
constante de 23000 individuos, de modo a simular a adaptacdo realizada
experimentalmente com populacdes de pequeno efectivo populacional (N.=2,3x10%) da
estirpe XL-blue MRF’ de Escherichia coli. Também se considerou que as mutacdes
deletérias surgiam no genoma segundo uma distribuicdo do tipo Poisson com média igual a
0,003 (Ug) e um efeito médio de cada mutacdo deletéria na fitness (sq) de 0,012. Estes
parametros baseiam-se na taxa de mutacdo e efeito médio de cada mutacdo na fitness
estimados actualmente para bactérias®*'*?. Para além destes parametros fixos, fizeram-se
variar outros relacionados com as mutacdes benéficas, nomeadamente a taxa de mutacao
(Uy), os seus efeitos na fitness (s,) € a forma da distribuicido desses efeitos (a). A taxa de
mutacdo corresponde a frequéncia a que mutagbes benéficas surgem em cada individuo e

fizeram-se variar os seus valores entre 10® e 10°. Quanto ao efeito cada mutacdo na
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fitness, considerou-se que este era retirado de uma distribuicdo do tipo gama cuja média
E(sp) podia assumir valores entre 0,005 e 0,1. Escolheu-se este tipo de distribuicdo para os
efeitos das mutagbes benéficas na fithess uma vez que tem a particularidade de originar
distribuicbes muito diferentes consoante se modificam os seus parametros (a e B)>’. Assim,
a alteragao do paradmetro a modifica a forma da distribuicdo, permitindo obter distribui¢cdes
tdo distintas como a exponencial (a=1), em forma de L (a=0,5) ou semelhante a uma
distribuicdo do tipo normal com um maior (a=2) ou menor (0=5) enviesamento.

No inicio das simulacfes todos os individuos tém fitness igual a 1, mas a cada geracao
surgem novas mutacdes em cada individuo, tanto deletérias como benéficas. Assim, a
probabilidade do individuo passar a geragéo seguinte € proporcional a sua fitness (W),

calculada com base na formula
k

Wy = (1_Sd)i'1_[(1+saj)

j=1 30

, onde i e k correspondem, respectivamente, ao
namero de mutacdes deletérias e benéficas acumulado por cada individuo.

Para cada conjunto de parametros (U,, E(sp) e a) foram simuladas 10 populacdes
independentes, medindo-se a fithess média ao fim de 1000 geracbes de adaptacdo. Estes
dados foram depois comparados, através de um teste t de Student, com o valor médio de
fitness estimado anteriormente para as populacdes de pequeno efectivo populacional as
1000 geracdes de adaptacdo (w=1,17; 2se=0,06), identificando-se assim os parametros que

produziam valores de fithess que ndo eram estatisticamente diferentes (P>0,05) deste valor.

3 COMPENSACAO EM MEIO ESTRUTURADO

3.1 EVOLUCAO DAS POPULACOES

Com vista a estudar a compensacdo para o custo da mutacdo K43N associada a
resisténcia ao antibidtico estreptomicina, utilizou-se uma estirpe de E. coli na qual foi
inserida esta mutacdo (MG1655 K43N str®). A mutacdo K43N anteriormente identificada e
isolada® foi transferida através da transducéo pelo fago P1 para uma populacéo de E. coli
K12 MG1655 evoluida durante 1400 geracdes em meio liquido LB. A partir desta populacéo
foram fundadas 25 populacdes independentes que foram propagadas em meio estruturado.
Foram escolhidas placas de LB agar de 60mm para propagar as culturas, uma vez que a
densidade de bactérias atingida ao fim de 24 horas de crescimento em placas desta
dimensao equivale aquela verificada para E. coli num meio homogéneo, homeadamente em

10 ml de LB liquido (10™ individuos). Deste modo 25 populac¢des foram fundadas através do
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plagueamento em meio sdlido de cerca de 10000 células, de modo a formar uma camada
confluente, transferindo-se diariamente uma amostra de cada populacdo para uma nova
placa com recurso a técnica de replica plating. Segundo este procedimento, uma amostra da
populacéo era transferida para uma nova caixa de meio solido LB mediante o contacto com
uma porcao de veludo. As placas de Petri eram depois incubadas durante 24 horas numa
estufa a 37°C, apresentando ao fim desse tempo um crescimento confluente, com uma
densidade de 6x10™ individuos. Aproximadamente 4,5x10° células eram transferidas
diariamente através este processo, decorrendo menos de 4 geracdes entre cada passagem.

As populacdes foram propagadas nestas condi¢des durante 200 geracoes.

3.2 MEDICAO DA FITNESS

De modo a calcular a fitness relativa das vérias populagbes ao fim de 200 geragbes de
adaptacéo foram realizados ensaios de competicdo nos quais um clone de cada populagdo
competia contra a estirpe de referéncia MG1655-YFP. Esta estirpe é a mesma que foi
anteriormente utilizada nas competicées com a estirpe XLblue, excepto quanto a presenca
do plasmidio F (ausente nesta estirpe).

Tanto a estirpe de referéncia como um clone individual de cada populagdo foram
crescidos separadamente em meio liquido LB durante 24 horas, com agitacdo e a 37°C. As
culturas foram depois independentemente plaqueadas em placas de Petri de 60mm
contendo LB agar, de modo a formar uma camada bacteriana confluente apds incubacéo a
37°C. As células foram raspadas do meio sélido, diluidas em tampéo salino PBS e
misturadas segundo uma propor¢ao de 1:1. Procedeu-se depois a co-cultura das estirpes
em meio solido através do plagueamento em LB agar e incubacdo desta mistura inicial.
ApoGs 24 horas de crescimento a 37°C as células foram novamente raspadas e diluidas,
obtendo-se assim uma mistura final. De modo a determinar as frequéncias iniciais e finais de
ambos os competidores, as misturas inicial e final foram medidas num citobmetro de fluxo
fluorescente (FACScan), que permite a contagem e distingdo dos dois tipos de bactérias
com base na emisséo diferencial de fluorescéncia. Foi medida a fithess de um clone de cada
populagéo propagadas bem como 3 populagfes ancestrais, realizando-se cada medicdo em
triplicado.

A fitness relativa (Wa) da populacdo (a) contra a estirpe de referéncia (b) foi calculada
com base na férmula W, =1+ s, , em que 0 sa representa o coeficiente de selecgéo ou
efeito da mutacdo por geracédo. Este elemento consiste na diferenca entre os pardmetros

maltusianos para a estirpe compensada (m,) e de referéncia (m,), segundo a formula

24



Sq =my —my = |Ln Nfa/N. —ILn Nfb/Nib /TErro! Marcador nio definido. *°,

lg

em que Nf, e Nf, sdo os numeros finais das estirpes bacterianas compensadas e de
referéncia, enquanto Ni, e Ni, correspondem aos nimeros iniciais das mesmas estirpes.

Para calcular o coeficiente de seleccdo associado a mutacdo apds compensacao (s)
subtraiu-se a fitness apds compensacao (W.) a fithess do selvagem (W,,). Por outro lado,
para determinar a parte do custo que foi compensado (s.), efectuou-se a diferenca entre a
fitness do compensado (W.) e a do ancestral K43N (W,,). Dividindo o valor de s; pelo
maximo que é possivel compensar (correspondente ao simétrico do custo inicial da mutagéo
(-sanc) relativamente ao selvagem) é possivel estima a percentagem de compensagéo que
ocorreu nas populacdes (%).

Os testes estatisticos foram realizados com base nos programas SPSS Statistics v17 e R

v2.3.1.

3.3 IDENTIFICAGCAO DE REVERTENTES

Com vista a identificar individuos revertentes para a mutagdo K43N (nos quais surgiu
uma mutagdo no mesmo local e com sentido oposto) testou-se a sensibilidade de clones
isolados a estreptomicina. Para isso recolheram-se as células que permaneceram no meio
sélido ap0s a passagem diaria e procedeu-se a sua diluigdo em tampé&o salino PBS e
plagueamento em meio sélido (LB agar em placas de Petri de 92mm) de modo a serem
obtidas colodnias isoladas. Ao fim de um dia de incubacéo a 37°C realizou-se replica plating
para meio solido suplementado com o antibiético (LB agar com estreptomicina) e incubaram-
se as placas a 37°C durante 24h. As col6nias crescidas em meio com ou sem antibiético
foram contabilizadas, identificando-se os mutantes revertentes como aqueles que soé

cresciam em meio sem antibiético.
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V. RESULTADOS



1 ADAPTACAO DE POPULACOES COM DIFERENTES EFECTIVOS POPULACIONAIS

Com vista a determinar o nivel de adaptacdo ao fim de um grande periodo de tempo,
procedeu-se a medicdo da fitness relativa de populacbes propagadas durante 2000
geragbes em meio rico LB. Para isso realizaram-se ensaios de competicdo contra uma
estirpe de referéncia (MC4100-YFP ou MG1655-YFP) de 7 populagbes com reduzido
tamanho efectivo (2,3x10%) e 9 populacdes com tamanho efectivo elevado (107).

Uma vez que na realizacdo destas competicdes foi utilizada uma estirpe de referéncia
diferente daquela usada anteriormente (K12 MG1655 str®, F'(tet?))*, mediu-se a fitness
relativa das populacdes de elevado efectivo populacional as 1000 gerac¢des de adaptacéo,
juntando-se os dados obtidos com aqueles anteriormente determinados. Por seu turno, para
as populagbes pequenas usaram-se os dados da fitness populacional anteriormente
recolhidos. Assim, como ja tinha sido previamente constatado, tanto as populagdes de
pequeno como de elevado efectivo populacional revelaram aumentos de fithess
relativamente a populagédo ancestral as 1000 geracdes de adaptagcdo em meio liquido rico
(Figura 9).

Fitness Média
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Figura 9 — Evolucdo da fithess média das populacdes pequenas (Ne=2,3x10%) e grandes
(Ne=10") até as 2000 geracdes

Nas 7 populacdes pequenas estimou-se um aumento médio de 15% (2se=0,06) com
aumentos a nivel de cada populacdo entre 3 e 29% (Tabela 1), ao passo que nas 9
populacdes grandes se verificou um aumento médio de 37%, com variacdes de fitness entre
28 e 44% (Tabela 2).
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Por outro lado, as 2000 geracdes, determinou-se para as populagdes pequenas um
aumento na fitness de 10% relativamente ao ancestral, com valores a variar entre 3 e 16%
(Tabela 1), enquanto para as populagbes grandes os valores flutuavam entre 8 e 63%,
verificando-se um aumento médio de 34% (2se=0,03) (Tabela 2).

Tabela 2 - Fitness médias das populagbes L
Tabela 1 - Fitness médias das populagbes S (Ne=10") as 1000 e as 2000 geracdes
(Ne=2,3x10% as 1000 e as 2000 geracdes

1000g 2000g
10009 20009 Pop | W | 2s¢ | W | 2se
Pop | W | 2 | W | 2= L2 | 1322 | 0,028 | 1357 | 0,050
S1 | 1082 0123 | 1,163 | 0,033 L3 | 1,442 | 0130 | 1,458 | 0,105
s2 | 1,031 | 0,058 | 1,075 | 0,021 ta | 1402 | 0106 | 1295 | 0047
S3 | 1,115 | 0,033 | 1,027 | 0,063 L5 | 1,415 | 0,049 | 1320 | 0,011
S4 | 1,145 | 0,031 | 1,005 | 0,054 L6 | 1422 | 0,003 | 1,446 | 0,076
S5 | 1,190 | 0115 | 1,115 | 0,034 Lz | 1278 | 0,051 | 1,191 | 0,017

S6 | 1280 | 0,045 | 1,130 | 0,068 L8 | 1,365 | 0,027 | 1,304 | 0,078
S8 | 1,200 | 0,074 | 1,080 | 0,051 L9 1,204 | 0,027 | 1,080 | 0,041

média| 1,150 | 0,064 | 1,000 | 0,033 L10 | 1,415 | 0053 | 1,626 | 0,050

média | 1,373 | 0,040 | 1,242 | 0,106

Analisando cada populacdo independentemente entre as 1000 e as 2000 geracdes
(Figuras 10 e 11), verifica-se que embora se observem algumas diferengas na fitness entre
os dois periodos de tempo ndo ha uma tendéncia consistente em nenhum dos dois grupos
de populagbes para uma subida ou descida dos valores. Comparando as medicdes de
fithess para cada populagédo as 1000 e 2000 geracdes de adaptagéo atraves de um teste U
de Mann-Whitney, € possivel constatar que a grande maioria ndo apresenta diferencas
significativas (Tabelas 3 e 4; P>0,05). Uma excepgédo é o caso da populacdo L10, onde se

verificou um aumento significativo de fitness das 1000 as 2000 geracdes.
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Figura 10 - Fitness das populagbes S individuais até as Figura 11 - Fitness das populagdes L individuais até as
2000 geragbes 2000 geragbes
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Tabela 3 - Teste U de Mann-Whitney para as diferencas de fithess entre as 1000 e 2000 geracdes de
adaptacéo de cada populacédo pequena (S)

Dependent Variables=w

pop
s1 s2 53 s4 s5 s6 s8
Mann-Whitney U 8,000 6,000 1,000 3,000 9,000 ,000 2,000
Wilcoxon W 29,000 27,000 7,000 9,000 15,000 6,000 8,000
z -,258 - 775 -2,066 -1,549 ,000 -2,324 -1,807
Asymp. Sig. (2-tailed) ,796 439 ,039 121 1,000 ,020 ,071
Exac):]t Sig. [2*(1-tailed 9052 ,548° 0482 1672 1,000* 0242 0952
ig.

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: time

Tabela 4 - Teste U de Mann-Whitney para as diferencas de fitness entre as 1000 e 2000 gera¢fes de adaptagdo de cada
populacéo grande (L)

Dependent Variables=W

pop
L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 L9 L10
Mann-Whitney U 6,000 10,000 8,000 1,000 9,000 5,000 6,000 000 1,000
Wilcoxon W 51,000 55,000 14,000 7,000 54,000 11,000 12,000 6,000 46,000
Z -1,387 -,647 -1,017 -2,311 -835 -1,572 -1,387 -2,496 -2,311
Asymp. Sig. (2-tailed) ,166 518 309 021 404 116 ,166 013 021
gxar):]t Sig. [2*(1-tailed 209 .600® 3738 ,018# 4820 1452 2097 ,009? 0182
ig.

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: time

Comparando a fitness média para as pequenas e grandes populagdes nos dois periodos
de tempo é possivel verificar que embora o valor correspondente as popula¢cdes pequenas
seja significativamente menor que a das grandes (Tabela 5; P<0,05), tanto as 1000 como as
2000 geracdes, ndo ocorrem aumentos significativos de fithess média entre os 2 periodos
de tempo (Tabela 6; P>0,05).

Tabela 5 - Teste t de Student para comparar as médias das popula¢gBes S e L em cada ponto temporal (1000 e 2000
geragoes)

Dependent variables=mean W

Equal variances assumed
time

1000 2000
Levene's Test for Equality F 543 4,582
of Variances Sig. 473 050
f-test for Equality of t -6,129 -3,913
Means df 14 14
Sig. (2-tailed) ,000 002
Mean Difference -222613 -,242630
Std. Error Difference 036323 062008
95% Confidence Interval Lower -,300519 -,375623
ofthe Difference Upper - 144708 - 109637
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Tabela 6 — Teste t de Student para comparar as médias as 1000 e 2000 geracdes em cada tamanho populacional (S e L)

Dependent variablesmean W

Equal variances assumed
size

1 2
Levene's Test for Equality F 2,704 3,408
of Variances Sig. 126 083
t-test for Equality of t 1,414 546
Meang df 12 16
Sig. (2-tailed) 183 592
Mean Difference 050913 030896
Std. Error Difference ,036015 056545
95% Confidence Interval Lower -,027556 -,088974
of the Difference Upper 129383 150766

Com vista a estudar o efeito de cada um dos factores (tamanho da populagédo e tempo)
na fitness média observada nas varias populagdes, realizou-se uma analise de variancia
factorial. Foi observado um efeito significativo do tamanho populacional (Tabela 7; P<0,001)
na variancia para a fitness entre populagées, ndo se encontrando no entanto nenhum efeito

significativo ligado ao tempo.

Tabela 7 - ANOVA para testar o efeito dos factores tamanho e tempo na fitness média das

populacdes

Dependent Variable:mean W
Type Il Sum

Source of Squares df Mean Sguare F Sig.
Corrected Model 4408 3 147 14,409 ,000
Intercept 48,518 1 48,518 | 4772,017 ,000
size 426 1 426 41,913 ,000
time ,013 1 013 1,296 ,265
size “time ,001 1 001 078 783
Error 285 28 010
Total 51,174 32
Corrected Total 724 31

a. R Squared = ,607 (Adjusted R Squared = ,565)

De modo a investigar a heterogeneidade dentro de cada grupo de populacoes,
comparou-se a variancia entre as populacées pequenas e entre as grandes, quer as 1000
quer as 2000 geracdes. As 1000 geracdes detectou-se uma variancia na fitness aproximada

entre as populacbes pequenas (0,07) e grandes (0,04), embora as 2000 geracdes as
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populagbes de maior efectivo populacional apresentem variancia muito maior (0,025) que
aguela determinada para as populacdes de menor efectivo populacional (0,002) (Tabela 8).

Tabela 8 — Estatisticas descritivas para as populacdes S e L as 1000 e 2000 geracdes

Variables=mean W
Statistic Std. Error
fime size N Mean Std. Deviation | Variance Mean
1000 small 7 1,15022 ,085030 ,007 ,032138
large 9 1,37283 ,060570 ,004 ,020190
2000 small 7 1,09931 ,043003 ,002 ,016253
large 9 1,34194 158452 ,025 ,052817

Através da andlise comparativa dos valores de fitness das populacdes de pequeno e
elevado efectivo populacional é possivel concluir que ndo ocorreu um aumento significativo
da fitness entre as 1000 e 2000 geracgfes, mostrando assim que as popula¢des evoluiram

para um éptimo de fitness

2 MODELACAO E SIMULACAO DE EVOLUCAO DE POPULACOES

Com o intuito de testar a robustez dos valores de fithess medidos nas pequenas
populacdes as 1000 geracdes relativamente a distribuicdo dos efeitos na fitness das
mutacdes benéficas assumida, realizaram-se simulacdes Monte-Carlo de evolucdo de
populacdes. Assim, foram obtidos dados tedricos de fitness, cuja compatibilidade com os
dados obtidos das populaces reais foi averiguada através de um teste t de Student. Nessas
simulacdes foram fixados valores correspondentes as mutacdes deletérias, de acordo com
estimativas da literatura®, fazendo-se variar os parametros correspondentes as mutacdes
benéficas (taxa, efeito médio e forma da distribuicdo). Das mais de 1700 combinac¢des de
parametros testadas nas simulagfes, 147 originavam populagfes cujos valores de fitness
médios, ndo eram estatisticamente diferentes (P>0,05) do valor de fithess médio obtido
experimentalmente (W=1,17; 2se=0,06), sendo por isso compativeis com estes dados. Na
Figura 12 estdo representados os diferentes tipos de distribuicdo obtidos consoante a

alteracdo do parametro a (A: 0=0,5: B: a=1; C: a=2 e D: a=5) da distribuicdo gama.

Figura 12- Diferentes distribuicées do tipo Gama obtidas por alteracdo do parametro a. A - forma de "L"; B -
exponencial; C — normal muito enviesada e D — normal menos enviesada



Agrupando as combinacdes de taxa de mutacédo (Up) e efeito médio na fitness (E(sp)) das
mutacgdes benéficas compativeis com os dados praticos por formas de distribui¢do (0=0,5; 1;
2 ou 5) observa-se que qualquer que seja a forma da distribuicdo dos efeitos das mutacdes
benéficas na fitness (exponencial, em forma de L ou semelhante a uma normal enviesada)

utilizada na simulacdo de evolugédo de populagdes, sdo sempre produzidos dados tedricos

compativeis com a fithess média das pequenas populac¢des (Figura 13: A, B, C e D).
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Figura 13 - Combinacdes de valores de U, e E(sp) compativeis com os dados praticos, agrupadas
segundo o parametro a da distribuigdo gama: 0,5 (A); 1 (B); 2 (C) e 5 (D)

Combinando a totalidade dos parametros passiveis de explicarem os valores medidos de
fitness das populacdes pequenas ao fim de 1000 geracdes de adaptacéo, verifica-se que
apesar de diferentes distribuicbes dos efeitos das mutagbes serem assumidas, os dados
tedricos compativeis com a fithess observada tém origem em valores de parametros
semelhantes, ndo se observando grandes diferencas entre eles (Figura 14). Deste modo
conclui-se assim que a fixacdo de mutacgBes benéficas que leva ao aumento médio de
fitness verificado nas populacdes de reduzido efectivo populacional ndo € muito sensivel a

distribuicdo dos efeitos na fithess das mutacdes que surgem durante o processo adaptativo.
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Figura 14 — Conjunto de parametros que geram dados tedricos compativeis com a
fithess das populagdes S as 1000 geracdes

3 COMPENSACAO EM MEIO ESTRUTURADO

Para estudar os primeiros passos da adaptacdo em meio solido determinaram-se 0s
aumentos de fitness subsequentes a compensacdo para 0 custo da mutacdo K43N, que
confere resisténcia ao antibidtico estreptomicina. Assim, mediram-se 0s coeficientes
selectivos atraveés da competicdo em meio sélido (LB agar) contra uma estirpe de referéncia
(MG1655-YFP) tanto da populacdo selvagem sem mutacdo (S.), como do ancestral que
continha a mutacéo (Sanc) € de clones individuais (s) retirados de 25 populacdes adaptadas
durante 200 geragfes ao meio solido (1 a 25). A mutagdo em meio solido e no background
genético da estirpe utilizada (uma populacdo de MG1655 adaptada a meio liquido durante
1400 geragdes) revelou um custo na fithness de 8% (s=-0,08; 2se=0,007). Por outro lado, ao
fim de 200 geracGes de adaptacdo, verificou-se uma diminuicdo consistente do custo na
fitness derivado da mutacdo, uma vez que todos os clones das popula¢gdes analisados
demonstraram um coeficiente selectivo menor que -0,08 (Figura 15). Em 24 dos clones
observou-se um decréscimo do coeficiente selectivo para valores entre -0,06 a -0,02, o que
corresponde a uma diminuicao de 2 a 6% no custo associado a resisténcia. Num unico clone

verificou-se uma recuperacao total da fithess, com um coeficiente selectivo positivo.
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Figura 15 — Coeficientes de selec¢édo do ancestral e dos clones das 25 populacBes propagadas em
meio sélido

Foi também calculada a percentagem de compensagdo que ocorreu nas Vvarias
populacdes, comparando-se assim o custo inicial da mutagdo com o custo determinado ao
fim de 200 geragcbes de adaptacdo (Figura 16). De acordo com 0s outros resultados,
verificou-se uma média de compensacdo na ordem dos 52%, com a maioria dos valores a
variar entre 25 e 73%, tendo sido identificado um Unico clone a compensar o custo total da
resisténcia. Deste modo é possivel concluir qgue em média, 200 geracbes foram suficientes

para atingir metade da compensacao para o custo da resisténcia a estreptomicina.
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Figura 16 — Percentagem de compensacdo para o custo associado & mutacdo que confere
resisténcia a estreptomicina
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Para além de determinar os coeficientes de seleccao e a percentagem de compensacao
ocorrida nos diferentes clones, foram também calculados os efeitos das mutagbes
compensatorias na fitness dos individuos (s.). Admitindo-se que o aumento de fitness
medido para cada clone corresponde apenas ao aparecimento de uma mutacao benéfica, foi
possivel inferirem-se os efeitos médios na fitness associados as muta¢des que surgem nas
populagbes (Figura 17). Apesar de ter sido identificado um clone com um efeito na fithess
elevado (0,078), a maior parte dos efeitos situa-se entre os 0,02 e 0,060, estimando-se um
efeito médio (s.) de 0,041 (2se=0,005).
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Figura 17 — Distribuicao dos efeitos das mutagfes compensatdrias

Com vista a identificar um tipo de distribuicdo compativel com os dados dos efeitos na
fitness medidos, foram comparados varios tipos de distribuicdo através de um Likelihood
ratio test. Com base nos resultados verifica-se que uma distribuicdo do tipo gama é mais
consistente com os dados recolhidos do que uma distribuigéo do tipo exponencial (P<0,001).
Por outro lado ndo se conseguiram distinguir diferencas entre uma distribuicdo gama ou
beta (P>0,05).

Testes a sensibilidade dos clones analisados mostraram que todos os 25 clones
continuavam resistentes a estreptomicina, pelo que as mutacdes que levaram ao aumento
de fitness s6 podem ser do tipo compensatério, ndo ocorrendo reversdes. Durante a
propagacdo das populacdes no meio estruturado foi também investigada a presenca de
revertentes para a mutacdo, incapazes de se desenvolverem em meio contendo
estreptomicina, contudo ndo foram identificados clones sensiveis na populacdo, ou pelo

menos numa frequéncia suficientemente alta para serem detectados por amostragem.
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V. DISCUSSAO DE RESULTADOS



1 ADAPTACAO DE POPULACOES COM DIFERENTES EFECTIVOS POPULACIONAIS

Uma vez que a adaptacdo de processa por mutacdes benéficas geralmente raras, um
aumento do numero de individuos reflecte-se num aumento do nimero de mutacdes
disponiveis numa populacao, pelo que potencia a adaptag¢éo. Por outro lado um excesso de
mutacdes benéficas leva a ocorréncia de competicéo entre elas (interferéncia clonal) o que
diminui a taxa de adaptacdo. Deste modo, o papel do efectivo populacional na adaptacao é
um assunto largamente debatido, dado o seu efeito no surgimento e fixacdo de mutacdes
benéficas e a sua relacdo com outros factores®**>%"%% De modo a investigar a influéncia
do tamanho populacional na adaptacdo das bactérias ao meio foram propagadas durante
2000 gerac6es populagdes independentes com dois diferentes tamanhos efectivos distintos:
um tamanho elevado (N.=10"), onde se prevé uma forte ac¢do da interferéncia clonal, com
mutacdes de maior efeito a serem fixadas e um tamanho reduzido (Ne=2,3x10%) onde por um
lado se espera que o papel da deriva genética ndo seja preponderante mas que por outro a
interferéncia clonal tenha um efeito reduzido. Este trabalho vem assim no seguimento de um
trabalho anterior®®, onde populacées destes dois tipos tinham sido evoluidas durante 1000
geracdes num meio ao qual ndo se encontravam previamente adaptadas (meio liquido rico)
e a sua fitness relativa determinada com recurso a competicdes contra uma estirpe de
referéncia. Nesse estudo, tinha sido verificado um aumento na fithess média das populacdes
pequenas significativamente inferior ao verificado nas populagdes grandes, com um efeito
médio de cada mutacdo na fitness superior nestas Ultimas que nas primeiras, demonstrando
assim o maior efeito da interferéncia clonal que ocorre nas populacdes de elevado efectivo
populacional.

Visto que para determinar a fitness as 2000 gera¢cdes se optou por um marcador diferente
do anteriormente utilizado nas competicbes as 1000 geracdes (distincdo das estirpes
competidoras através da emissdo de fluorescéncia em vez de resisténcia a diferentes
antibiéticos), mediu-se novamente a fitness relativa de algumas popula¢cbes, bem como a do
ancestral XL-blue MRF’. Estas medicdes foram feitas para as populacdes de elevado
efectivo populacional, pelo que para estas os novos dados foram usados com os
anteriormente determinados. Para as populagcdes de reduzido efectivo populacional foram
apenas usados os dados previamente recolhidos. Para as 2000 geracdes foi determinada a
fitness das populacdes pequenas e grandes.

Assim, no presente trabalho foram estudadas 7 populagdes (S1, S2, S3, S4, S5, S5, S6,
S8) com um N, reduzido (2,3x10* individuos) e 9 populagées (L2 a L10) com um N, elevado
(10" individuos) bem como a evolugéo da fitness populacional entre as 1000 e as 2000

geragbes. Dadas as informagdes anteriores a respeito da diferenca de fitness média
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verificada entre as populacdes pequenas e grandes, é possivel postular duas hipoteses para
explicar esta ocorréncia. Por um lado sabe-se que as populacdes pequenas apresentam
uma taxa de adaptacdo menor face as populacdes grandes, onde devido a alta densidade
populacional e ac¢édo da interferéncia clonal, estdo disponiveis na populagdo mais mutacdes
benéficas e com maior efeito na fitness. Deste modo, para as populacdes pequenas
atingirem niveis de fitness semelhantes aos verificados nas popula¢gbes grandes, pode ser
preciso decorrer mais tempo. Numa fitness landscape de Fisher esta hipdtese poderia ser
representada como a subida a um uUnico pico de fithess por parte das popula¢cdes com os
dois diferentes tamanhos. Outra explicacdo alternativa para as diferencas de fitness
verificadas entre as pequenas e grandes populacdes estd relacionada com a maior
estocasticidade de trajectorias evolutivas presente nas populagdes com menos individuos.
Ao contrério das populagbes grandes, que geralmente fixam mutagdes com maior efeito na
fitness, a adaptacdo das populagBes pequenas decorre por fixacdo de mutacbes benéficas
com efeitos na fitness mais variados. Este facto, em conjunto com a possivel presenca de
interaccdes epistaticas entre as diferentes mutagbes, pode pelo menos potencialmente
proporcionar solucdes adaptativas tdo diversificadas que levem ao alcance de diferentes
niveis de fitness. Este cenario pode ser representado numa fitness landscape rugosa como
a subida a picos distintos de fitness de populacdes com diferentes efectivos populacionais*.

O teste empirico destas hip6teses envolve a propagacdo nas mesmas condicées que as
anteriores durante 1000 geracdes adicionais (de modo a perfazer 2000 geragcbes de
adaptacdo) e a determinacao do fitness relativo de populagbes com pequeno e com grande
efectivo populacional. Dado que as 1000 geracdes se verificaram aumentos de fithess
significativos face ao ancestral e estatisticamente diferentes entre os dois efectivos
populacionais, espera-se que o facto de decorrer o dobro do tempo (2000 geragfes), seja
suficiente para os dois tipos de populacdes realizarem o seu potencial adaptativo.

Os dados préticos disponiveis para as varias populagbes mostram uma tendéncia da
manutencdo dos valores meédios de fithess para ambos os tipos de populacdo entre os dois
periodos de tempo considerados (Tabela 6, P>0,05), indicando assim uma auséncia de
evolucdo adaptativa das 1000 para as 2000 geracdes, ou pelo menos de adaptacdo que se
reflicta em termos de aumentos de fitness relativamente ao ancestral. Esta estabilizagédo
parece assim indicar que ambos os tipos de populacdes se encontram adaptados mas em
niveis (picos) de fitness diferentes, dada a diferenca estatisticamente significativa verificada
entre eles (Tabela 5 P<0,001). Adicionalmente, foi também realizada uma andlise da
variancia (ANOVA) de modo a testar os efeitos dos factores tempo e tamanho na fitness
média das populacdes. Através dos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov (para a

normalidade) e de Levene (para a homoscedasticidade dos dados) foram confirmados os
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pressupostos da ANOVA (P>0,05). Os resultados desta analise (Tabela 7), tal como
esperado, revelam um efeito significativo do factor tamanho (P<0,001), embora tanto o
tempo como a interseccao entre os dois factores ndo tenham efeitos significativos (P>0,05).

Comparando cada uma das populagfes individuais relativamente aos dois periodos de
tempo, segundo um teste ndo paramétrico (teste U de Mann-Whitney) verifica-se que a
grande maioria ndo mostra diferencas significativas (Tabelas 3 e 4), assumindo-se assim
gue as duas amostras provém da mesma distribuicdo. Dentro das excepg¢des encontradas,
apenas uma corresponde a um aumento de fitness significante das 1000 para as 2000
geracbes (L10). Noutra populacdo (S3), embora o valor de p esteja no limite do nivel de
significancia, as diferencas a nivel das medicbes parecem ser cobertas pelo erro. Os
restantes casos (S6, L5 e L9) embora mostrem diminuicdes na fithess média das
populacdes, é provavel que sejam artefactos produzidos devido & amostragem insuficiente
da populacdo ou degradagéo das amostras decorrente das condi¢des de acondicionamento.

A andlise da variancia da fitness (Tabela 8) revelou que as 1000 geragfes os valores
apresentavam uma pequena diferenga, com as populagfes pequenas a apresentarem maior
variabilidade (0,07) que as grandes (0,04). No entanto as 2000 gerag¢fes os resultados
invertem-se, uma vez que foi estimada uma variancia muito superior (0,025) nas populacdes
grandes do que nas pequenas (0,003), nesse mesmo ponto temporal. Se por um lado a
variancia ligeiramente maior das populacfes pequenas seja expectavel, a sua diminuicao
drastica ao longo do tempo ndo o é, uma vez que apenas é compativel com uma
convergéncia da fitness das varias populacdes, cenario inesperado face a maior
estocasticidade associada a adaptacdo das pequenas populacdes. Também o aumento de
variancia nas populacfes grandes é inesperado, uma vez que num estadio mais avancado
de adaptacdo espera-se fixacdo principalmente de mutacfes com efeito na fithess muito
reduzido®, pouco susceptiveis de introduzir uma grande variabilidade entre as linhas.

O conjunto destes dados parece assim apoiar a hipétese de que como as populagdes
pequenas tém dinAmicas adaptativas mais diversas (devido a variabilidade das mutacdes
benéficas fixadas e potenciado pelo grande ndamero de relacdes epistaticas que ocorrem
entre as varias mutacdes com efeito na fitness), podem atingir niveis finais de fitness muito
diferentes das populacdes de elevado tamanho populacional. A semelhanca deste trabalho,
num estudo recente* foi verificado este mesmo fenémeno, com populacdes pequenas a
atingirem niveis de fitness diferentes das populacdes grandes. No entanto, nesse caso 0S
autores verificaram aumentos de fithess em algumas populacbes pequenas superiores aos
da maioria das populagbes grandes, apoiando assim a teoria de que a aleatoriedade
associada a fixacdo de mutacdes benéficas se traduz num maior potencial adaptativo nas

popula¢cbes de reduzido tamanho populacional em detrimento de uma taxa de adaptacéo
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mais rapida (verificada nas populacdes grandes). Apesar destes dados parecerem
contrastar com os obtidos no presente trabalho (niveis de fitness inferiores nas populacdes
mais pequenas) é preciso notar que as diferencas a nivel das estirpes utilizadas em cada
um dos trabalhos podem ter tido um efeito relevante nos resultados alcangados em cada um
dos estudos. Em particular o genoétipo da estirpe XL-blue MRF' ((mcrA)183 (mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F* proAB laclqZ.M15 Tn10])
difere substancialmente do gendtipo da estirpe REL606 (B Bc251 T6" Str® rmlill Ara)
relativamente ao nimero e tipo de mutacdes inicialmente presentes, pelo que é possivel que
para condicdes ambientais e tamanhos populacionais semelhantes as solu¢des evolutivas

adoptadas pelas duas estirpes sejam distintas.

2 MODELACAO E SIMULACAO DE EVOLUCAO DE POPULACOES

A distribuicdo dos efeitos das mutacdes que surgem durante o processo adaptativo tem
sido alvo de estudos experimentais e tedricos™ que visam perceber por um lado a
disponibilidade das mutagBes na populacdo e por outro a distribuicdo daquelas que
efectivamente se fixam. Com vista a investigar a dependéncia da fixacdo de mutacdes que
levam ao aumento de fitness das popula¢des face a distribuicdo das mutacdes que surgem
na populagédo, podem-se testar varias distribuicbes dos efeitos das mutagbes benéficas na
fitness passiveis de ocorrerem, de modo a determinar uma que melhor se adequasse aos
dados empiricos existentes. Num trabalho anterior®®, foram realizadas simulacdes de
evolugdo de populagbes de elevado e reduzido efectivo populacional, com fixagdo dos
parametros relacionados com as mutacdes deletérias e variagdo daqueles respectivos as
mutacgdes benéficas: taxa de ocorréncia (Uy,) e efeito médio na fitness (sp), assumindo-se um
modelo exponencial de distribuicAo das mutacdes benéficas. Embora com fundamento
tedrico® e préatico, este modelo é apenas um dos Vvarios que podem ocorrer biologicamente,
pelo que a comparagdo de varios destes modelos pode trazer informagfes importantes a
compreensdo dos fendmenos adaptativos.

Assim, no presente trabalho experimental, recorreram-se a simulacfes de Monte-Carlo
de modo a reproduzir o processo adaptativo ocorrido até as 1000 geraces em populacées
de pequeno efectivo populacional (N.=2,3x10%). Algumas alteracdes relativamente ao
modelo anteriormente utilizado prendem-se com uma taxa de mutacdes deletérias superior
(decorrente de novos dados genémicos®) e com a utilizacdo de uma distribuicdo do tipo
gama para os efeitos das mutacdes na fithess. Esta distribuicdo apresenta-se como um bom

ponto de partida para o estudo de sistemas bioldgicos, uma vez que € uma distribuicao
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flexivel cuja alteragdo do parametro a (que condiciona a forma da distribuicdo) permite obter
distribuicbes muito diferentes®’. Deste modo quando o alfa é menor que 1 a distribuicio
assume uma em forma de L, quando € igual a 1 transforma-se numa exponencial, e quando
€ maior que 1 lembra uma distribuicdo normal enviesada (menos enviesada a medida que o
alfa aumenta) (Figura 12). Concretamente estas distribuicbes implicam que mutagdes com
diferentes efeitos ocorrem em proporcoes distintas, consoante a distribuicdo, esperando-se
assim uma consisténcia varidvel dos dados teoricos em relagéo aos préticos.

Embora seja a combinacdo dos dados das pequenas e grandes populacdes que permite
identificar os conjuntos de parametros que melhor explicam a fitness observada, unicamente
a partir das simulagcbes feitas para as populacbes de pequeno efectivo populacional
observou-se que qualquer que fosse a distribuigdo assumida, encontravam-se sempre
combinagfes semelhantes de valores da taxa de mutagdo e efeito na fithess compativeis
com os dados praticos existentes para as populagdes pequenas.

Esta robustez verificada face a alteracdo da distribuicdo dos efeitos das mutacdes
benéficas que surgem na populagdo estd relacionada com o facto da distribuicdo das
mutagbes que se fixam estar truncada para valores mais baixos. Uma vez que a
probabilidade de uma mutac&o subir em frequéncia e se fixar depende directamente do seu
efeito na fitness, mutagbes de menor efeito tém menor probabilidade de se fixarem, pois sdo
mais sensiveis aos efeitos da interferéncia clonal e deriva genética, acabando por serem
perdidas ao longo do processo adaptativo’. Assim, embora as varias distribuicbes dos
efeitos das mutacdes que surgem durante o processo adaptativo assumam formas distintas,
estas diferencas sdo principalmente a nivel da frequéncia das mutacdes de menor efeito,
mantendo-se as mutagbes de maior efeito a uma frequéncia muito reduzida (Figura 12).
Deste modo, apenas quando o parametro a aumenta e a distribuicdo se aproxima do tipo
normal (Figura 13 D), € que se verifica um aumento ligeiro do efeito médio das mutacdes
para a mesma taxa de mutacao, face a uma distribuicdo com um a menor, uma vez que uma
distribuicdo mais normal assume maior frequéncia de mutagbes com maiores efeitos na
fithess que uma distribuicdo em forma de L (Figura 13 A). Assim, € possivel concluir que as
mutacdes que se fixam durante o processo adaptativo sdo pouco sensiveis a distribuicdo
dos efeitos das mutacdes que surgem na populacéo.

Por outro lado, de modo a identificar uma distribuicdo que melhor se adaptasse aos
dados empiricos seria preciso ter informacdo sobre a dindmica adaptativa das populacdes
ao longo do tempo, nomeadamente sobre os incrementos de fithess que ocorrem durante a
adaptacéo, inferindo assim os efeitos das mutacdes que se fixam. Com os dados existentes
nao é possivel excluir-se nenhuma das distribuicdes testadas, uma vez que todas parecem

ser compativeis com o valor médio de fitness observado para as populacdes de pequeno
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tamanho efectivo ao fim de 1000 geracdes de adaptagdo. Mas se por um lado os dados ndo
nos permitem tirar conclusées acerca de um modelo que mais se aproxime da realidade, por
outro conclui-se assim que também ndo se incorre num erro grave se se assumir um dado

tipo de distribui¢do relativamente a outro.

3 COMPENSAGCAO EM MEIO ESTRUTURADO

O estudo da compensacdo para o0 custo na fithess de uma mutacdo que confere
resisténcia a antibiéticos é de especial importancia dado a ligacdo as infec¢des bacterianas

7

que atingem os seres humanos®™. Assim, a andlise do processo de compensacido é

Q-

relevante para perceber como é que as bactérias conseguem atenuar o custo subjacente
mutacdo, mantendo a resisténcia.

Com vista a investigar os estagios iniciais do processo adaptativo em meio solido foram
analisados os incrementos de fitness associados a compensacao para o custo da mutagéo
K43N em meio sélido. Esta mutacdo pontual no gene rpsl altera a conformacédo de uma
proteina ribossomal, impedindo a ligacdo do antibi6tico estreptomicina ao ribossoma® mas
incorrendo num custo a nivel da sintese proteica, o que se reflecte numa diminuicdo da
fitness dos resistentes face aos individuos sensiveis. Uma vez que este custo tende a
diminuir (mantendo-se a resisténcia) por acumulagdo de mutagfes compensatorias que
ocorrem durante a propagacgdo de populagfes resistentes, este fenomeno pode assim ser
utilizado para investigar a adaptacdo, numa abordagem alternativa ao estudo da adaptagéo
de populac¢des a num novo ambiente ao qual ndo estavam adaptadas.

Concretamente, focando-se nos estagios iniciais do processo adaptativo, podem-se
estudar os efeitos das primeiras mutacdes benéficas que surgem nas populagdes,
determinando a extensa dos seus efeitos, a frequéncia e a forma da distribuigdo. Num
trabalho recente (Sousa et al., dados nédo publicados), através da propagagédo durante 200
geracbes de linhagens independentes de E. coli portadoras da mutacdo K43N em meio
liquido (LB) sem antibiético, foi possivel identificar as mutacdes compensatérias presentes
nas populagdes, cuja distribuicdo dos seus efeitos na fithess era compativel com uma
distribuicdo do tipo gama, com efeito médio de cada mutacao na fitness de 2,7%. Embora
estes resultados tenham sido obtidos para condic6es ambientais homogéneas (meio liquido)
e com populagcbes de tamanho efectivo reduzido, em populacbes naturais de
microrganismos verifica-se geralmente algum tipo de estrutura, bem como ndmeros
elevados de individuos. Deste modo, pretendeu-se com o presente trabalho estudar os

primeiros passos da compensagcdo num meio estruturado e com um elevado efectivo
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populacional. O meio usado neste trabalho experimental foi o LB agar (um meio sélido rico
cuja composicdo € a mesma que o LB liquido, excepto quanto a presenca de agar),
transferindo-se diariamente um elevado nimero de individuos (na ordem dos 10°%). Nestas
condicdes foram propagadas durante 200 geracdes 25 populagdes independentes derivadas
de uma populagédo ancestral contendo a mutacdo K43N, procedendo-se depois a medicdo
da fitness para as vérias populacbes em questdo (evoluidas, ancestral com mutacdo e
selvagem sem mutacéo). A fitness foi determinada recorrendo ao coeficiente selectivo, uma
medida da diferenca de crescimento entre as estirpes competidoras durante um dia de
competicdo, de modo a ter em conta a variabilidade introduzida pelo meio utilizado.

A medicao do coeficiente selectivo da populacdo ancestral com a mutacdo revelou um
custo relativamente a populagéo selvagem, estimando-se assim um peso da mutagdo K43N
(Sanc) de aproximadamente 8% (2se=0,007), inferior ao anteriormente medido (18%,
2se=0,013)*°. No entanto, uma vez que a estirpe para a qual se transferiu a mutagao (wt)
tinha sido previamente adaptada durante 1400 geragcdes em meio liquido, é possivel que
tenham ocorrido altera¢cdes no background genético através da acumulagédo de algumas
mutagdes cuja interaccdo com a mutacdo K43N tenha um efeito positivo na fitness.

Para investigar a distribuicdo dos efeitos das muta¢cdes compensatérias presentes nas
populacdes as 200 geracdes escolheu-se um clone de cada uma das 25 populagbes e
determinou-se a sua fitness relativa em competicdo com a estirpe de referéncia. Em todos
os clones foram verificados aumentos de fitness relativamente ao ancestral com a mutacao,
evidenciados pela diminuicdo do coeficiente selectivo (s), indicando uma atenuacéo do custo
na fitness associado a resisténcia a estreptomicina (Figura 15). Tendo em conta o custo
inicial da mutacdo, verifica-se assim uma percentagem de compensacao média de 50%.

Assumindo que o clone escolhido é aquele que esta em maior propor¢éo na populacao e
sabendo que os aumentos de fitness se devem a ocorréncia de mutagbes benéficas
(compensatérias) mas raras nos varios individuos, pode supor-se que o aumento de fitness
verificado naquele clone corresponde ao surgimento de uma Unica mutacéo benéfica, com
um efeito na fitness semelhante ao aumento verificado (s.). Considerando as 25 populacgdes,
inferem-se efeitos de cada mutagdo na fithess entre 2 e 6%, com uma média de
aproximadamente 4%, superior ao verificado para compensag¢do em meio homogéneo (de
Sousa et al., dados ndo publicados) de acordo com previsdes tedricas existentes®.

Um caso excepcional € o clone da populagcdo 20, onde para além de ocorrer
compensacédo total para o custo da mutacdo ainda se verifica um aumento adicional na
fitness, ultrapassando até os individuos selvagens sem mutacdo. Neste clone especifico
parece provavel que tenha aparecido pelo menos mais uma mutagédo, embora seja possivel

gue este aumento se deva apenas a uma mutacéo benéfica.
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Dado que o tempo de fixagdo de uma mutagcdo benéfica depende tanto do seu efeito na
fitness como do tamanho efectivo da populacdo (Tq=In(Ng)/s), nas condicdes em que foi
efectuada a experiéncia e tendo em conta o efeito da estrutura, estimam-se tempos de
fixacdo muito superiores as 200 geragcfes durante as quais a experiéncia decorreu. Deste
modo é possivel assumir que a mutacdo benéfica detectada em cada clone investigado é a
primeira (ou das primeiras) a ocorrer, encontrando-se em expanséo na populagao.

Tendo em conta a totalidade dos efeitos estimados pode-se investigar a distribuicdo
associada as primeiras mutacgdes que ocorrem durante o processo adaptativo (Figura 17).
Através do Likelihood ratio test verificou-se que uma distribuicdo do tipo gama ou beta era
estatisticamente mais compativel com os dados existentes, relativamente a outro do tipo
exponencial (P<0,001). No entanto, com os dados disponiveis ndo é possivel distinguir entre
as distribuicbes gama ou beta em termos da que melhor se adequa aos dados (P>0,05).
Com este trabalho experimental pretendia-se também investigar a presenca de reversdes
(mutagbes com sentido oposto que restauram o0 genotipo para selvagem) dentro das
populacdes propagadas em meio estruturado. Embora a propagagdo em meio onde o
agente selectivo esta ausente possibilite a ocorréncia de reversées para o estado sensivel
com restauracgao da fitness inicial, esta situagdo embora mais vantajosa do ponto de vista da
bactéria, ocorre menos frequentemente. As razfes para este acontecimento consistem nao
s6 na menor area alvo para as reversdes relativamente as mutagbes compensatérias mas
também ao facto de quanto mais mutacdes compensatérias surgem, menor é a
probabilidade das reversfes ocorrerem, devido as interac¢des epistaticas entre mutacoes.
Dado esta menor frequéncia a nivel da populacdo e visto que as populacbes de
microrganismos sofrem muitas vezes bottlenecks, os individuos revertentes tém menor
probabilidade de se expandir na populacdo, mantendo-se assim a niveis reduzidos. No
entanto num meio estruturado e com elevado efectivo populacional, os clones revertentes
tém maior probabilidade de surgirem e se manterem na populagéo, ndo sé devido & menor
severidade do bottleneck efectuado como também do ritmo mais lento de invasdo das
mutagbes compensatorias. No entanto no presente trabalho experimental ndo foram
encontrados clones sensiveis a estreptomicina, nem durante a amostragem periddica
efectuada durante a propagacao das populacdes, nem entre os clones finais analisados. De
facto, a recuperacédo de fitness total para o custo da mutacdo encontrada num dos clones
(Figuras 15 e 16, clone 20) ndo se deve a uma reversdo como seria expectavel, visto que o
clone manteve a resisténcia para a estreptomicina. Os dados parecem assim suportar uma
ocorréncia muito maior de mutacdes compensatérias relativamente as reversdes, e em
estagios iniciais do processo adaptativo, de modo a tornar menos provavel o aparecimento

posterior de revertentes.
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VI. CONCLUSAO



Com este trabalho experimental pretendeu-se obter um conhecimento mais aprofundado
do processo adaptativo, relativamente a forma como ocorre e como é influenciado por
diversos factores, tais como o tamanho populacional e as condigcbes ambientais em que a
adaptacdo ocorre. Deste modo seguiram-se trés diferentes abordagens no estudo deste
fendmeno complexo e relevante que é a adaptacéo dos organismos ao meio.

Por um lado foi demonstrada a importancia do efectivo populacional na evolugdo das
populacdes, ndo s6 em relacdo a velocidade com que a adaptacdo se processa mas
também ao nivel maximo que pode atingir. A compara¢do das populacdes de pequeno e
grande efectivo populacional mostrou que as diferencas detectadas entre os valores de
fitness média as 1000 geracBes se mantinha as 2000 geracdes, sem se verificarem
alterac@es significativas ao longo deste tempo. Deste modo é possivel concluir que os dois
tipos de populagbes com diferencas no tamanho populacional seguiram trajectorias
evolutivas distintas, condicionadas ndo s6 pelo diferente tipo de mutacdes fixadas mas
também provavelmente pelas interacgbes genéticas passiveis de ocorrerem entre si. O
processo adaptativo assume assim um caracter mais complexo e com mais interacgfes do
que a visdo simplista de acumulagdo passiva de mutagfes benéficas ao longo do tempo.

Outra abordagem visava testar robustez dos aumentos de fitness medidos face a
distribuicdo das mutacdes benéficas que surgem na populagdo. Com este trabalho concluiu-
se que ndo havia uma grande dependéncia da fithess medida em relacdo ao tipo de
distribuicdo assumido para as mutacdes benéficas, uma vez que qualquer uma das
distribuicbes utilizadas permitia obter dados tedricos compativeis com as medicdes
efectuadas. Dado que as diferencas a nivel das distribuicdes assentam principalmente nas
propor¢cBes de mutacdes de muito pequeno efeito, assumindo-se sempre uma frequéncia
baixa para as de maior efeito, o tipo de distribuicdo usado parece nado ter muita importancia
visto que as mutacdes de pequeno efeito se perdem facilmente por deriva genética ou
interferéncia clonal antes de se fixarem.

Por fim foi também estudada a compensacao para o custo da fithess da mutacdo K43N
responsavel pela resisténcia a estreptomicina, num ambiente estruturado e com um elevado
tamanho populacional. Os resultados obtidos demonstraram um atenuamento do custo para
a mutacdo em apenas 200 geracgOes, com cerca de 50% de compensacao, ficando assim
patente a rapidez do processo adaptativo. Foram também estimados os efeitos associados
as primeiras mutacdes que surgem nas populages, compativeis com uma distribuicdo do
tipo gama com um valor de médio de 4%. Por outro lado ndo foram encontrados clones
revertentes, cuja expansado na populacdo € expectavel em situacdes de estrutura espacial e
elevado efectivo populacional. O conjunto dos dados demonstra assim que a compensacgao

€ um fenémeno que ocorre frequentemente e de forma rapida nas populagdes.
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