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Resumen

Los insectos parecen ser particularmente proclives a la convivencia con muy
diversas bacterias con quienes establecen relaciones de muy variada indole. En par-
ticular, los endosimbiontes primarios se alojan en exclusiva en el interior de células
especializadas del insecto denominadas bacteriocitos, se transmiten verticalmente a
la descendencia, y establecen una relacion de mutua dependencia con el hospedador.
Las particularidades de los endosimbiontes primarios han probado ser valiosos mo-
delos en el estudio de las caracteristicas y consecuencias evolutivas de la transicion
de un modo de vida libre a uno de dependencia total de un hospedador.

Existen dos cambios que ocurren muy rapidamente en el genoma bacteriano tras
la transicién a un estilo de vida intracelular: el incremento masivo de secuencias de
insercién (IS) y otros elementos méviles, y la aparicién de un gran niimero de pseu-
dogenes. Estos eventos desencadenan una masiva inhabilitacion y pérdida de genes
que desembocan en la constituciéon de un genoma practicamente minimo. A la luz
de los datos actuales, adaptacion, degeneracion y evolucion neutral son mecanismos
posibles que pueden condicionar esta caracteristica reduccion genémica. Entonces,
.qué fuerzas evolutivas estan detras de las caracteristicas genémicas observadas en
los endosimbiontes de insectos?

En la presente tesis se aborda esta cuestién mediante el modelado explicito del
sistema, Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola, haciendo hincapié en el impac-
to de la seleccién a nivel del hospedador en el proceso de fijacion de mutaciones
que inhabilitan la funcién de genes implicados en el metabolismo bacteriano. En
particular, se desarrollan modelos que describen la dindmica de crecimiento de los
endosimbiontes en el seno del bacterioma, asi como la productividad de los mismos
y la relacion de esta con la fertilidad de los afidos. Conocida la influencia de los en-
dosimbiontes en el crecimiento de los afidos se modela su dinamica de poblaciones
en condiciones de laboratorio. Ademas, se desarrolla un método que permite cal-
cular semi-analiticamente las probabilidades de fijacion de mutaciones que afecten
directa o indirectamente (e.g. alteraciones en el fenotipo de los endosimbiontes) a
las capacidades de crecimineto de los afidos. Finalmente, tomando los modelos y
métodos de calculo desarrollados, se simula el proceso de degradacién genémica ob-
servado en los endosimbiontes primarios de insectos y se describen las caracteristicas
fundamentales del proceso.



La modelizacién del sistema Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola y su evo-
lucién ha permitido avanzar en la determinacién de la importancia de la seleccién
natural a nivel del hospedador en el proceso de degradaciéon genémica al que se ven
sometidos los endosimbiontes de insectos. Aceptando tres supuestos fundamentales
(la fuente de alimento de los &fidos no varfa en el tiempo y es accesible ad libitum,
toda mutacién que aparece en un endosimbionte se fija instantaneamente en el in-
secto en que este se aloja, y nunca coexisten dos o més mutaciones distintas en una
misma poblacién de afidos), se ha determinado que este proceso de degradacién se
divide en dos etapas: la primera, que abarca la pérdida de practicamente todos los
genes eliminables, se caracteriza por una velocidad de degradaciéon practicamente
constante, definida en funciéon de la probabilidad de fijacién de una mutacién neu-
tral. La segunda, correspondiente a los tltimos 1 — 20 genes no esenciales pendientes
de eliminar, procede a una velocidad muchisimo mas lenta. El decremento observa-
do es tan marcado que, si el tamano de la poblacién de afidos es suficientemente
grande, podria suponer la retenciéon de los tltimos genes no esenciales.

Las simulaciones efectuadas han permitido establecer, ademas, que la seleccion
natural afecta al proceso evolutivo de dos maneras distintas: en primer lugar, de-
termina las capacidades de crecimiento del sistema insecto-endosimbionte a lo largo
del proceso de degradacion gendémica. En esta linea, para tamanos de poblacién de
afidos razonablemente grandes, no se han observado pérdidas sustanciales en las
capacidades de crecimiento del sistema insecto-endosimbionte a lo largo de la evolu-
cion, un hecho que apunta a que la seleccién a nivel del insecto podria ser suficiente
para evitar la degeneracién de las funciones de los endosimbiontes relevantes al sis-
tema en su conjunto. En segundo lugar, la eficacia de la seleccién natural determina
la magnitud de la deceleracion del proceso de degradacion observada al final del
mismo.

En definitiva, la metodologia desarrollada plantea por primera vez el estudio
de la evolucién de los endosimbiontes de insectos desde una perspectiva puramente
dindmica, lo que ha permitido establecer claramente el papel de la selecciéon natural
en la reduccion del genoma de los endosimbiontes primarios de insectos. Este tra-
bajo sirve, por tanto, y con independencia de la validez de los supuestos en los que
se basa, como punto de partida para futuras aproximaciones a la evolucion de estos
sistemas.



Abstract

Insects seem to be particularly prone to coexistence with very diverse bacteria
with whom they establish relationships of varied nature. In particular, the primary
endosymbionts are housed exclusively inside specialized cells of the insect called bac-
teriocytes, are transmitted vertically to the offspring, and establish a relationship of
mutual dependence with the host. The peculiarities of primary endosymbionts have
proven to be valuable models in the study of the characteristics and evolutionary
consequences of the transition from a free-living mode to one of total dependence
on a host.

There are two major events that occur rapidly in the bacterial genome after
the transition of a bacterium to an intracellular lifestyle: the massive increase in
insertion sequences (IS) and other mobile elements, and the appearance of a large
number of pseudogenes. These events trigger a massive disabling and loss of genes
that lead to the constitution of an almost minimal genome. In the light of current
data, adaptation, degeneration and neutral evolution are possible mechanisms that
can condition this characteristic genomic reduction. So, what evolutionary forces
are behind the genomic characteristics observed in insect endosymbionts?

In the present thesis this issue is addressed through the modeling of the system
Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola, emphasizing the impact of selection at
the host level in the fixation of mutations that disable the function of genes invol-
ved in bacterial metabolism. In particular, models are developed that describe the
growth dynamics of the endosymbionts within the bacterioma, as well as their pro-
ductivity and its relationship with the fertility of the aphids. Given the influence
of endosymbionts in the growth of aphids, their population dynamics are mode-
led under laboratory conditions. In addition, a method is developed that allows to
semi-analytically calculate the fixation probability of mutations that directly or in-
directly affect (e.g. alterations in the phenotype of the endosymbionts) the growth
capacities of aphids. Finally, by using the models and calculation methods develo-
ped, the process of genomic degradation observed in the primary endosymbionts of
insects is simulated and the fundamental characteristics of the process described.

The modeling of the Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola system and its
evolution has allowed to advance in the determination of the importance of natural
selection at the host level in the process of genomic degradation to which endosym-



bionts of insects are subjected. Accepting three fundamental assumptions (the food
source of the aphids does not vary with time and is accessible ad libitum, any muta-
tion that appears in an endosymbiont is instantaneously fixed in the insect in which
it is lodged, and no more than one kind of mutation occurs simultaneously in the
same aphid population), it has been determined that this degradation process is
divided into two stages: the first, which covers the loss of practically all the genes
that are eliminated in a particular simulation, is characterized by an almost cons-
tant rate of degradation whose value depends on the fixation probability of a neutral
mutation. The second, corresponding to the last 1 — 20 non-essential genes to be
eliminated, proceeds at a much slower speed. If the size of the aphid population
is large enough, the observed decrease is so pronounced that the last non-essential
genes could be retained.

The simulations carried out have also established that natural selection affects
the evolutionary process in two different ways: first, it determines the growth ca-
pabilities of the insect-endosymbiotic system throughout the process of genomic
degradation. In this line, for reasonably large aphid population sizes, no substantial
decrease in the growth capabilities of the insect-endosymbiotic system have been
observed throughout evolution, a fact that suggests that selection at the insect level
could be enough to avoid the degeneration of the functions of the endosymbionts
which are relevant to the system as a whole. Second, the effectiveness of natural
selection determines the magnitude of the deceleration of the degradation process
observed at its end.

In short, the methodology developed addresses for the first time the study of
the evolution of insect endosymbionts from a purely dynamic perspective, made it
possible to clearly establish the role of natural selection in the genome reduction of
the primary endosymbionts of insects. This work serves, therefore, and regardless of
the validity of the assumptions on which it is based, as a starting point for future
approaches to the understanding of the evolution of these systems.



Capitulo 1

Introduccién general

La simbiosis, en sentido amplio, puede entenderse como toda interaccion biol6gi-
ca entre especies sostenida en el tiempo, sea esta de indole positiva, negativa o
neutra. Cuando en esta interacciéon uno de los organismos participantes habita en
el interior del otro, se habla de endosimbiosis. Hoy en dia resulta indiscutible que
las simbiosis han jugado un papel fundamental en configurar la biodiversidad tal y
como la conocemos. En particular, la implicacién de la endosimbiosis en el origen
de la célula eucariota [1], permitié alcanzar nuevas cotas de complejidad, coloquial-
mente entendida, que no parecen tener su reflejo en el mundo de las bacterias y
las arqueas. Por otra parte, que un organismo, en su interaccién con otros, acabe
integrandose en alguno de ellos parece oponerse a las interpretaciones mas inme-
diatas de los mecanismos de accion de la seleccion natural: jcudl es la dindmica
que, bajo el precepto de incrementar la propia presencia en la poblacion, lleva a dos
organismos coexistentes a llevar la cooperacion o el altruismo hasta este extremo?
Parece evidente, con lo apuntado hasta ahora, por qué esta pregunta, con todas
sus ramificaciones, constituye una de las grandes cuestiones de la Biologia de las
ultimas décadas.

1.1. Los insectos como modelo de estudio de la
endosimbiosis

Los insectos parecen ser particularmente proclives a la convivencia con muy di-
versas bacterias con quienes establecen relaciones de muy variada indole [2], una
caracteristica que probablemente se relacione con su enorme éxito reproductivo
[3]. Si estas bacterias se desarrollan fuera de los tejidos del hospedador (e.g. en la
cavidad intestinal), se denominan ectosimbiontes. Por el contrario, si viven en el
interior de los mismos, se denominan endosimbiontes. Estos tltimos se clasifican,
adicionalmente, en funcién del grado de interdependencia entre ellos y su hospeda-
dor [4-6]: (endo)simbiontes primarios o P-(endo)simbiontes y simbiontes secundarios
o S-simbiontes. Los endosimbiontes primarios se transmiten verticalmente a la des-



cendencia, se alojan en exclusiva en el interior de células especializadas del insecto
denominadas bacteriocitos y establecen una relacién de mutua dependencia con el
hospedador. En particular, las relaciones entre los endosimbiontes primarios y los
insectos son esencialmente de naturaleza nutricional: las bacterias aportan elemen-
tos que no estan disponibles en cantidades adecuadas en la dieta del hospedador,
como aminoacidos en el caso de insectos chupadores de savia, o vitaminas en el caso
de determinados insectos hematdfagos (si bien este provisionamiento no es exclusi-
vo de este tipo de dietas [7-9]); o participan en el metabolismo del nitrégeno y del
azufre [3, 10, 11].

Los simbiontes secundarios, por otra parte, conservan la capacidad de vivir fuera
del hospedador (que puede no ser tinico), pueden localizarse tanto en el interior co-
mo en el exterior de las células del hospedador, asi como transmitirse tanto vertical
como horizontalmente. A diferencia de los endosimbiontes primarios, los simbiontes
secundarios pueden ofrecer desde ventajas coyunturales al hospedador (e.g. incre-
mentar la tolerancia a cambios de temperatura [12] o conferir resistencia a pardsitos
[13]), hasta actuar como parasitos reproductivos (e.g. Wolbachia [14]).

Las particularidades de los endosimbiontes primarios han probado ser valio-
sos modelos en el estudio de las caracteristicas y consecuencias evolutivas de la
transicién de un modo de vida libre a uno de dependencia total de un hospedador
[5]. El potencial de estos sistemas como modelo radica, esencialmente, en que se
dispone de un gran nuimero de relaciones insecto-endosimbionte que, debido a su
distinta antigiiedad, permiten caracterizar distintas etapas de este proceso; desde
los cambios asociados al establecimiento del mutualismo (ver [15-18] como ejemplos
paradigmaticos), hasta cambios gendmicos en endosimbiosis ya asentadas [19].

A pesar de todo, las bondades de los sistemas insecto-endosimbionte no per-
miten abordar de forma fina una de las cuestiones més relevantes en torno a la
endosimbiosis: su origen. La razén principal es que, a pesar de disponer de sistemas
insecto-simbionte recientemente establecidos, se carece de informacion suficiente-
mente detallada sobre la fisiologia de la relacién en sistemas en los que la endosim-
biosis se encuentre en proceso de establecimiento. Puesto que la comprension de la
secuencia de cambios en el hospedador, al igual que en el huésped y en el contexto
ecologico de ambos, son materia imprescindible para comprender la dinamica del
establecimiento de la endosimbiosis, se hace necesario recurrir a otras aproximacio-
nes para esclarecer el proceso.



1.2. Modelos para el estudio del surgimiento y
estabilidad de las simbiosis mutualistas

Comprender el origen de la endosimbiosis no se limita a concretar las etapas que
permiten la integracion, mas o menos definitiva, de las bacterias en su hospedador,
sino que implica determinar qué circunstancias conducen a dos organismos que co-
existen a iniciar este proceso. Partiremos, pues, de este punto: una bacteria y otro
organismo coexisten en un determinado entorno y sabemos que, en el largo plazo,
la primera acabard siendo un organulo o cuasi-organulo del segundo.

La primera cuestion es determinar qué tipo de relaciéon pueden tener estos dos
organismos que posibilite el escenario final planteado. En particular, ;debe una bac-
teria pasar necesariamente por una etapa de parasitismo antes de establecer una
relaciéon en la que resulte beneficiosa para el futuro hospedador? Si consideramos en
primer lugar interacciones del tipo bacteria-eucariota, un reciente estudio filogenéti-
co en el phylum Proteobacteria [20] apunta a que la respuesta a esta pregunta es
negativa: los mutualistas del phylum Proteobacteria tienen su origen mayoritaria,
pero no exclusivamente, en bacterias parasitas. Los ancestros restantes se circuns-
criben en el conjunto de bacterias de vida libre (i.e. sin relacién a priori con otro
eucariota). Ademads, los mutualistas que se asocian con este origen exhiben rasgos
especificos atribuibles a la asociacion con su hospedador obtenidos mediante trans-
ferencia horizontal, una caracteristica menos comun en mutualistas con ancestros
pardsitos [20]. Estos datos ilustran, por tanto, no sélo que el parasitismo es un
camino probable pero no esencial para el establecimiento de la simbiosis, sino que
distintos origenes parecen implicar distintas idiosincrasias evolutivas. En el contexto
de la interaccién bacteria-bacteria la negativa es atin mas clara, ya que existen nu-
merosos casos documentados de cross-feeding (i.e. intercambio de metabolitos entre
bacterias) que tienen un origen claramente no pardsito (ver [21] para una revision
completa sobre el tema).

Por lo tanto, se parte de una situaciéon en la que el futuro endosimbionte y su
acompanante pueden mantener, a priori, una relacion de cualquier naturaleza. En
consecuencia, comprender los caminos que conducen a la integracion del primero en
el segundo, es esencialmente andlogo a entender cémo evoluciona, en general, una
simbiosis a lo largo del tiempo. Tradicionalmente, se ha establecido que las simbio-
sis mutualistas y las antagonicas evolucionan de maneras esencialmente distintas.
Sin embargo, actualmente se acepta que las relaciones biolégicas se circunscriben
en un continuo entre parasitismo y mutualismo [22, 23]. La idea del continuo hace
referencia al hecho de que una convivencia mutuamente provechosa tiene su origen,
no en la cooperacion, entendida como contribucion sin coste; sino en la explotacion
reciproca, de la que existen grados que la aproximan, en mayor o menor medida, a la
idea de parasitismo. Esta circunscripcion es, ademas, altamente dinamica: cambios
tanto intrinsecos como extrinsecos a los organismos implicados en una simbiosis



pueden y tienen un impacto en el tipo concreto de relacién que esta define.

En esta linea, los modelos que tratan de abordar el origen y el mantenimiento
de las simbiosis mutualistas centran sus esfuerzos en comprender las razones que
impiden que este tipo de relaciones se rompa debido a la apariciéon de comporta-
mientos de explotacién entre los organismos que la componen o, en otras palabras,
cémo de estables son estas relaciones a la aparicién de cheaters (ver [24] para una
discusién sobre este término). Dada la generalidad de la cuestién, se emplean muy
diversas aproximaciones a su estudio [25].

La mayoria de los estudios del mutualismo a escala poblacional obtienen la
abundancia de las distintas especies a lo largo del tiempo a partir de la represen-
tacion del sistema en estudio mediante ecuaciones diferenciales o sus equivalentes
discretos. En particular, muchos de estos modelos se basan en las ecuaciones de
Lotka-Volterra generalizadas (gLV). Estas ecuaciones diferenciales ordinarias des-
criben el cambio en el tiempo de una poblacién de N especies en funcion de sus
tasas de crecimiento intrinsecas y de como estas especies se relacionan, dos a dos,
entre si (i.e. si la presencia de una especie beneficia o perjudica a otra)[26]. A pesar
del amplio rango de aplicaciones de gLV, estas presentan un importante nimero
de limitaciones entre las que destacan el supuesto de homogeneidad espacial, la
invariabilidad de las interacciones entre las distintas especies con el tiempo, asi co-
mo del entorno en que estas se desarrollan, y la representacién de las interacciones
como funciones bilineales (i.e. la tasa de crecimiento de una especie vendra condi-
cionada por la abundancia de las especies con que se relaciona de manera lineal)[26].

Numerosas extensiones de las gLV se han propuesto con el fin de superar las limi-
taciones del modelo clasico, desde la inclusion de estructura espacial en la poblaciéon
y/o en el ecosistema [27, 28], hasta la adaptacién de las gLV para representar mejor
las interacciones basadas en el intercambio de metabolitos [29, 30].

A lo largo de las ultimas dos décadas el estudio de la ecologia evolutiva ha con-
ducido al desarrollo del concepto de retroalimentacion eco-evolutiva, base de los
métodos de dindmica adaptativa [31, 32]. En términos sencillos, la dindmica adap-
tativa considera que la evolucién de una poblacién en el tiempo genera un impacto
en su ecosistema y que este, a su vez, influye en la evolucién en el tiempo, esto es,
las dinamicas evolutiva y ecoldgica estan acopladas. Esta retroalimentacion conlle-
va, generalmente, que la accion de la seleccion natural sobre un fenotipo depende
de la frecuencia de los distintos fenotipos en la poblacién (selecciéon dependiente de
frecuencia), de forma que pueden darse situaciones en que la evolucién propicie la
extincién de la poblacién [31].

En relacion al problema del establecimiento del mutualismo, y en particular de
la endosimbiosis, es destacable el trabajo de Richard Law y Ulf Dieckmann [33],
en el que muestran que linajes separados pueden derivar en una simbiosis capaz de



reproducirse como una unica unidad aun si la transferencia de recurso es comple-
tamente unidireccional de la victima al explotador. En concreto, este fenémeno se
produce si, en el proceso de desarrollo de defensas frente al explotador, los costes
(y sus incrementos) experimentados por la victima en su evolucién son lo suficien-
temente grandes. Esto supone un incremento progresivo en la transmision vertical,
mantenido de generacién en generacion, de modo que explotador y victima se re-
producen cada vez méas como una tunica unidad. En términos esenciales, los autores
apuntan a que el factor critico que propicia el establecimiento de la simbiosis es
que existan mas muertes que nacimientos para las dos especies cuando viven por
separado (y correspondientemente més nacimientos que muertes en simbiosis), con
independencia de las causas de este desequilibrio.

Ademas de los modelos tradicionales basados en el estudio de sistemas dindmi-
cos, la teoria de juegos evolutiva representa un marco matematico ampliamente
utilizado en el estudio de como la presién selectiva condiciona la evolucién de las
estrategias de agentes implicados en interacciones sujetas a potenciales conflictos
[34, 35]. Brevemente, en este tipo de aproximaciones se supone que los organismos
que forman parte de la poblacién interactiian adoptando diversas estrategias (que
pueden representar desde conductas y fenotipos a genomas) de un conjunto dado,
de modo que el resultado de la interaccién viene definido por un sistema de pagos
preestablecido. Este sistema de pagos (el 'juego’ en si mismo) determina, en tltima
instancia, qué estrategias o conjuntos de estrategias (y en consecuencia, qué orga-
nismos) y en qué cantidad estaran presentes en una poblacién estable y, por tanto,
si establecido dicho sistema de pagos es posible una cooperacion sostenida en el
tiempo.

La naturaleza del juego simulado conlleva, implicitamente, la definicion del gra-
do de conflicto asociado a la cooperacién. Bajo esta perspectiva, uno de los juegos
tradicionalmente mas empleado en el estudio del mutualismo es el Dilema del Pri-
sionero [36], ya que este se puede asociar a situaciones de méximo conflicto. En el
Dilema del Prisionero un organismo puede optar por cooperar o no cooperar. Si dos
organismos interaccionan de forma cooperativa, el beneficio para ambos es mayor
al que se obtiene si los dos no cooperan. Sin embargo, cuando uno coopera y el
otro no, el beneficio obtenido por el primero es superior al adquirible a través de
la cooperacion mutua. En estas condiciones, y bajo el supuesto de una poblacion
perfectamente mezclada, la seleccion natural actiia en contra de la cooperacion.
Sin embargo, aun con el sistema de pagos asociado al Dilema del Prisionero, deter-
minadas variaciones en el modo de interaccién de los jugadores (e.g. interacciones
repetidas, heterogeneidad espacial) permite el surgimiento de un mutualismo esta-
ble [36]. A pesar de que el Dilema del Prisionero es el juego paradigmético en el
estudio del mutualismo, otros tipos (bienes publicos, halcén-paloma, ventisquero)
también se han aplicado con éxito [25, 37].

Un ejemplo interesante de la aplicacién de un juego alternativo en el estudio



particular de la evolucién de la explotacién (entendida esta como una forma de mu-
tualismo en la que un subconjunto de los organismos implicados obtienen la mayor
parte del beneficio de la cooperacién) puede encontrarse en [38]. En este trabajo
se plantea la hipdtesis del Rey Rojo (en contraposicién a la hipétesis de la Reina
Roja, ver [39] para una comparativa entre ambas), que plantea que si se parte de
una relacién mutualista consolidada (véase que se trataria del caso de una endosim-
biosis primaria recién establecida), aquel organismo que se adapte mas lentamente
obtendra, en el largo plazo, una mayor fraccién de los beneficios de la simbiosis.

Si bien los modelos basados en teoria de juegos son capaces de predecir estra-
tegias Optimas en situaciones sencillas, la necesidad de incluir factores adicionales
como poblacién finita, interacciones espaciales, comunicacién entre individuos, etc
requiere abordajes alternativos. Una de estas aproximaciones es la de los mercados
biolégicos [40]. Los mercados bioldgicos interpretan la cooperacién entre organismos
como un intercambio de recursos, bienes y/o servicios mutuamente beneficioso. Es-
to es, establecen una analogia entre la interaccion entre organismos y un mercado
humano. Tal y como se ha discutido anteriormente, el mutuo beneficio (el juego o
el sistema de pagos) no es suficiente para comprender adecuadamente el proceso
de aparicién y evolucién de las simbiosis mutualistas. A diferencia de la teoria de
juegos clasica, los mercados biolégicos consideran, adicionalmente, la posibilidad
de que los distintos organismos tengan al menos cierta capacidad de eleccion en lo
que a sus interaciones se refiere, asi como mecanismos que les permitan castigar de
algun modo las interacciones inconvenientes (capacidades implicitas en los agentes
de los mercados humanos). Al incluir estos mecanismos, ampliamente observados
en la naturaleza, se logra impedir la proliferacién de cheaters, emergen fendémenos
de competicion y se facilita la especializacion y, en consecuencia, la aparicién de
formas complejas de cooperacién [40].

Por otra parte, en los modelos basados en agentes [34] cada agente (i.e. cada
individuo de la poblacién) tiene asociada informacién especifica (un conjunto de
genes, si quiere visualizarse de este modo) que determina qué decisiones toma en
funcién de su contexto especifico. El comportamiento del conjunto de la poblacion
se obtiene, por tanto, simulando la evoluciéon de poblaciones de distintintos agentes
en el tiempo. Los diversos trabajos en muy distintas condiciones basados en los
modelos basados en agentes conducen, en linea con las variantes mas complejas de
los modelos basados en teoria de juegos [35], a una conclusién general: el resultado
de la dinamica explorada depende fuertemente de los pardmetros de la simulacion,
de modo que es necesario ser particularmente prudente a la hora de extrapolar las
conclusiones derivadas de estudios especificos.

Los métodos discutidos tienen en comun que la cooperacién, cuando se da, es
directamente correspondida. Sin embargo, otras formas de mutualismo pueden emer-
ger cuando los fenotipos cooperativos reciben beneficios indirectos al ayudar a otros
fenotipos. Este concepto, denominado fitness inclusivo [41], plantea que el altruismo
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puede emerger en una poblacién en la que exista un nivel suficiente de covarian-
za genética [42]. En términos mds concretos, esta covarianza puede deberse, entre
otros, a la existencia de una determinada estructura espacial, a la capacidad de los
fenotipos cooperativos de escoger otros de la misma naturaleza o de penalizar a los
cheaters o, en su forma mas inmediata, a la interaccién con parientes cercanos. En
este sentido, resulta interesante destacar que muchos de los mecanismos que con-
ducen a un incremento de la covarianza genética también se han identificado como
relevantes en el surgimiento y estabilizacion del mutualismo en las otras aproxima-
ciones descritas.

En definitiva, las distintas aproximaciones al estudio del origen y mantenimiento
del mutualismo coinciden en la identificacién de ciertos mecanismos que permiten,
en las condiciones adecuadas, promover la cooperacién de manera estable: capacidad
para entablar contacto con otros fenotipos cooperativos y castigar las interacciones
con cheaters, interacciones sostenidas con los mismos individuos que derivan en una
estructuracion espacial de la poblacién, diferencias entre los costes y beneficios de
las distintas interacciones, usos diferenciales de los recursos disponibles, etcétera.
Sin embargo, estas distintas aproximaciones también demuestran que la casuistica
de los modelos y casos de estudio existentes complican extraordinariamente la de-
rivacion de principios generales universalmente aplicables.

1.3. Degradacion genémica en endosimbiontes de
insectos

En la seccién anterior se han discutido los mecanismos generales por los que
dos organismos independientes pueden llegar a desarrollar una relacién de mutua
cooperacion estable en el tiempo. En esta seccion se discutiran las caracteristicas
genomicas particulares de los endosimbiontes primarios de insectos, asi como la for-
ma en la que estas se van modificando a lo largo de la evolucién desde la adopcion
de un estilo de vida intracelular. Estas cuestiones, junto con otras relacionadas,
han sido revisadas en multitud de trabajos [5, 19, 43-51], por lo que se resumira la
informacion mas relevante orientada a la cuestién central sobre la que se articula la
presente tesis: jqué fuerzas evolutivas estan detras de las caracteristicas gendmicas
observada en los endosimbiontes de insectos?

Uno de los rasgos distintivos mas remarcable de los genomas de los endosimbion-
tes primarios de insectos, junto a la elevada velocidad de acumulacién de cambios
en su genoma y el sesgo en la composicién del mismo a favor los nucleétidos A+T,
es su reducido tamarfio, habitualmente entre 112-791 kilobases (normalmente me-
nos de 300 genes). Los genes que tienden a conservarse corresponden a funciones
esenciales como la replicacion, transcripcién y traduccién del ADN (si bien normal-
mente restringida a un nimero muy limitados de rutas); y genes implicados en el
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plegamiento y estabilidad de las proteinas. Estos ultimos presentan unos elevados
niveles de expresion basal en varios endosimbiontes, un hecho que se ha asociado al
rescate de otras proteinas afectadas por mutuaciones levemente deletéreas [19, 52].
Sin embargo, es destacable que la proteina simbionina en Buchnera aphidicola pre-
senta, ademas de actividad chaperona, actividad fosfotransferasa acoplada a ATP
[53], a diferencia de su homdlogo en E.coli, la proteina GroEL; lo que sugiere que
puede cumplir otras funciones relevantes.

Por otra parte, entre los genes habitualmente eliminados, destacan los responsa-
bles de la generacion de determinados componenetes de la envuelta bacteriana (e.g.
lipopolisacéridos) y los implicados en la reparacién del ADN. Estas dos carencias
tienen implicaciones potenciales de gran relevancia en la evolucion de los sistemas
insecto-endosimbionte. En primer lugar, cambios potenciales en la envuelta bacte-
riana suponen una alteracion en la frontera insecto-simbionte y, por ende, de sus
propiedades fisicoquimicas (e.g. su permeabilidad). En segundo lugar, la falta de
mecanismos de reparacion del ADN puede suponer un incremento en la tasa de mu-
tacion de los endosimbiontes, tal y como se ha descrito en Buchnera aphidicola[54],
un fenémeno con claras repercusiones evolutivas.

Es importante destacar que los endosimbiontes primarios pueden entenderse co-
mo versiones simplificadas de sus equivalentes de vida libre ya que, hasta la fecha,
existen pocos casos documentados (ver [55] y [56]) de adquisicién de genes por via
horizontal. La dificultad en el intercambio de informacion genética con otras bacte-
rias, ademas de propiciar la acumulacién de mutaciones deletéreas, supone que la
pérdida de genes es practicamente irreversible, un hecho que limita enormemente
las capacidades adaptativas de los sistemas insecto-simbionte [45, 46].

Las caracteristicas gendémicas hasta ahora discutidas representan una descripcién
de las consecuencias a largo plazo de la endosimbiosis. En los tltimos anos, gracias
a la disponibilidad de un gran nimero de genomas secuenciados correspondientes
a linajes que recientemente han adoptado un estilo de vida huésped-dependiente,
se ha conseguido profundizar en la caracterizacién de los procesos que conducen a
dichas consecuencias [16, 43, 49, 51]. Existen dos cambios que ocurren muy rapida-
mente en el genoma bacteriano tras el cambio en su estilo de vida: el incremento
masivo de secuencias de insercién (IS) y otros elementos mdviles, y la aparicién de
un gran nimero de pseudogenes.

La proliferacién de los elementos méviles tiene tres consecuencias [49]: en primer
lugar, la transposicion de IS conlleva habitualmente la inactivacién de genes. Estos
genes se degradaran posteriormente, contribuyendo a la reduccién del genoma del
endosimbionte. En segundo lugar, la transposicion repetida de un mismo elemento
genera regiones de homologia a lo largo de todo el genoma, desencadenando un gran
nimero de recombinaciones homologas que implican un elevado niimero de reorga-
nizaciones espontaneas del material genético, asi como la deleciéon de fragmentos
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del mismo. Por 1ltimo, muchos IS arrastran promotores que pueden actuar acti-
vando la expresién de genes vecinos. En conjunto, estos tres factores junto con las
consecuencias derivadas del cambio de vida de la bateria, definen el escenario que
conduce a los endosimbiontes primarios que conocemos.

En conjunto, el incremento de la velocidad de acumulacién de cambios en el
genoma de los endosimbiontes, vinculado tanto a un potencial aumento de la ta-
sa de mutacion, como al del nimero de sustituciones no sinénimas (Ka) frente a
sinénimas (Ks), expresado como la ratio Ka/Ks, y los efectos de la proliferacion de
elementos moviles durante los primeros estadios de la adaptacion al hospedador,
unidos a la presumible reduccién en la poblacién efectiva y a la disminucion de las
oportunidades de transferencia horizontal de genes asociados al cambio de estilo de
vida [46], han llevado a concluir que la evolucién de los endosimbiontes primarios
estd marcada por una progresiva degeneracion funcional de su genoma asociada a
la acumulacién progresiva de mutaciones deletéreas [45, 57]. Un ejemplo notable
de esta degradacion funcional se observa en Candidatus Carsonella ruddii, endo-
simbionte del psilido Pachpsylla venusta [58], si bien el contexto bioldgico de esta
degradacion no esta claro. Sin embargo, los datos disponibles no permiten confir-
mar de manera definitiva si este es el caso. De hecho, otras alternativas (evolucién
neutral, adaptacién) pueden inferirse aproximandose a los mismos datos bajo otra
perspectiva (ver [46] y [43] para una detallada discusién al respecto).

En primer lugar, la transicion de un estido de vida libre a uno intracelular muy
rico en nutrientes, supone un cambio de gran envergadura en el mapa de presiones
selectivas al que se ve sometido el endosimbionte. Esto puede suponer un sustancial
incremento en la fraccion de mutaciones que son neutrales para el sistema insecto-
endosimbionte, més aun si se produce la sobreexpresiéon constitutiva de chaperonas
tipica de estas bacterias [52]. La evaluacién de los valores de Ka/Ks a escala genémi-
ca de varios endosimbiontes denotan una elevacion del mismo en la mayoria de los
genes. Dada la globalidad del efecto, y puesto que elevados valores de Ka/Ks se
interpretan como una accion relajada de la seleccion natural o un decremento en
la eficacia purificadora de la misma (véase la caja 2 y sus citas en [50] para una
explicacién detallada sobre Ka/Ks y sus limitaciones), la explicaciéon més sencilla
implica aceptar que los efectos de la deriva génica asociados a la disminucion de la
poblacién efectiva y la limitada capacidad de intercambio de informacion genética
con el entorno, supone una degeneracion progresiva del genoma de los simbiontes
y no un proceso esencialmente neutral. Sin embargo, la existencia de genes parti-
culares (esencialmente los que tienden a conservarse en estas bacterias) donde el
valor de Ka/Ks es incluso inferior al de los correspondientes de bacterias de vida
libre préximas (indicando, por tanto, la accién efectiva de la seleccién purificadora),
unida a la riqueza del nuevo entorno antes citada, hace que la interpretacion de los
elevados valores de Ka/Ks observados en gran parte del genoma de los endosimbion-
tes sea compatible con la hipétesis de una accion de la seleccion natural relajada vy,
en consecuencia, de una reduccién genémica esencialmente neutral [46].
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Una sintesis reciente de los datos publicados en relacion a la reduccién genémica
en bacterias de vida libre apunta a que esta reduccién es un fenémeno ampliamente
extendido, una observacion congruente con el hecho de que un gran ntimero de espe-
cies bacterianas no pueden cultivarse in vitro [57]. La generalidad de este fenémeno
ha conducido a contrastar la hipotesis de si esta reduccién genémica es fruto de un
proceso de adaptacion. Existen dos razones por las que la pérdida de genes puede
suponer un efecto beneficioso en el organismo correspondiente: la disminucién en
los costes (energéticos y materiales) derivados del mantenimiento y la expresién de
los genes eliminados, y la disminucion del volumen bacteriano, con el concomitante
incremento en la relacién superficie/volumen.

En relacién a la reduccion de costes asociada a la pérdida de un gen, se ha
estimado que el coste de replicacién de un segmento de ADN de unos pocos nu-
cleétidos podria ser suficiente como para que la seleccién natural pueda favorecer
su eliminacion siempre y cuando la poblacion efectiva de la bacteria considerada
sea lo suficientemente grande [59]. En este sentido, inserciones de gran tamano en
genomas de eucariotas (cuya poblacién efectiva es probablemente mucho menor)
pueden proliferar sin que la seleccion natural pueda eliminarlas eficientemente. En
consecuencia, dado que es esperable que los endosimbiontes primarios presenten ta-
manos de poblacion efectivos relativamente pequenos, el ahorro en costes asociado
a la pérdida de un gen no es esperable que justifique un mecanismo adaptativo, méas
aun si aceptamos la abundancia de recursos del entorno intracelular del hospedador.
Sin embargo, el coste combinado del mantenimiento, transcripcién y traducciéon de
un gen si que es suficiente para que, ain con tamanos de poblacién efectivos rela-
tivamente bajos, la seleccién pueda favorecer su eliminacién [59]. Puesto que a lo
largo de la evolucion de los endosimbiontes se registran pérdidas de muchos elemen-
tos implicados en regulacién [19], es de esperar que se den casos en los que un gen no
esencial adquiera una expresion constitutiva. En estas circunstancias, la eliminacién
de dicho gen podria estar selectivamente favorecida.

Por otra parte, la reduccion del volumen potencialmente asociada a la reduc-
cion del genoma bacteriano puede asociarse a varios efectos beneficiosos en el ca-
so particular de los endosimbiontes primarios, todos ellos asociados al incremento
concomitante en el ratio superficie/volumen. En primer lugar, en un entorno parti-
cularmente rico en nutrientes, no resulta descabellado plantear que el flujo de estos
a través de la envuelta bacteriana y no su cantidad es lo que limita las funciones
bacterianas. En consecuencia, un incremento de la superficie de contacto entre el
citoplasma bacteriano y el del hospedador puede suponer, a efectos practicos, un
incremento en los flujos de intercambio de metabolitos consistentes con un sustan-
cial incremento en el fitness del sistema. En este mismo sentido, un elevado ratio
superficie/volumen hace mas eficiente la generacién de ATP en procariotas [60], lo
que puede suponer una ventaja importante en los endosimbiontes primarios dado
lo limitado de sus capacidades metabdlicas.
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En cualquier caso, a pesar de que los factores discutidos no supongan dife-
rencias en fitness lo suficientemente marcadas como para que, atendiendo a los
valor pertinentes de tamano efectivo de poblacién, la seleccion natural pueda ac-
tuar eficazmente condicionando la eliminacién de determinados genes, si que pueden
compensar efectos levemente deletéreos vinculados a la pérdida de funcién de los
mismos, ampliando netamente el espacio neutral en el que se embebe la evolucién
de los endosimbiontes.

En definitiva, a la luz de los datos actuales, adaptacién, degeneracién y evolu-
cion neutral son mecanismos posibles que pueden condicionar la reduccién genémica
caracteristica de los genomas de endosimbiontes primarios de insectos. La pregunta
planteada al inicio de esta seccién continia, por tanto, irresuelta: ; qué fuerzas evolu-
tivas estan detras de las caracteristicas gendémicas observada en los endosimbiontes
de insectos? A lo largo de esta tesis se abordara esta cuestion mediante el modelado
explicito del sistema Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola, haciendo hincapié
en el impacto de la seleccién a nivel del hospedador en el proceso de fijacion de muta-
ciones que inhabilitan la funciéon de genes implicados en el metabolismo bacteriano.
En particular, a lo largo del capitulo 3 se desarrollaran modelos que describen la
dinamica de crecimiento de los endosimbiontes en el seno del bacterioma, asi como
la productividad de los mismos y la relacién de esta con la fertilidad de los afidos.
Conocida la influencia de los endosimbiontes en el crecimiento de los afidos, en el
capitulo 4 se modelara su dindmica de poblaciones en condiciones de laboratorio.
Ademas, se desarrollard un método que permite calcular semi-analiticamente las
probabilidades de fijaciéon de mutaciones que afecten directa o indirectamente (e.g.
alteraciones en el fenotipo de los endosimbiontes) a las capacidades de crecimiento
de los afidos. Finalmente, en el capitulo 5, tomando los resultados de los capitulos 3
y 4, se simulara el proceso de degradacion genémica observado en los endosimbion-
tes primarios de insectos y se trataran de describir las caracteristicas fundamentales
del proceso.
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Capitulo 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

El objetivo principal de esta investigacion es determinar la importancia de la
seleccion natural a nivel del hospedador en el proceso de degradacién metabdlica
al que se ven sometidos los endosimbiontes de insectos mediante el modelado del
sistema Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola.

2.2. Objetivos especificos

= Desarrollar un modelo de la dindamica de poblaciones de los endosimbiontes
en el seno del afido.

» Relacionar la dindmica de poblaciones de los endosimbiontes y su productivi-
dad con la fertilidad del afido hospedador.

= Determinar estrategias éptimas de regulacion de la poblacién de endosimbion-
tes bajo el supuesto de maximizacién de la productividad de los mismos a lo
largo del tiempo.

= Modelar la dinamica de poblaciones de afidos propagada en condiciones con-
troladas de laboratorio.

= Calcular la probabilidad de fijacién de mutaciones que afecten directa o indi-
rectamente a las facultades reproductivas de los afidos.

= Simular la pérdida de genes metabdlicos en los endosimbiontes a lo largo de
su evolucion y caracterizar exhausivamente el proceso.
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Capitulo 3

Endosimbiontes primarios:
modelos de dinamica de
poblaciones y productividad

3.1. Introducciéon

La supervivencia de muchos insectos cuya alimentacion es deficiente en determi-
nados nutrientes depende de la actividad metabdlica de los endosimbiontes bacteria-
nos que alojan. Comprender la evolucién de estos endosimbiontes viene de la mano,
en consecuencia, del entendimiento de su dinamica y de los mecanismos por los que
esta se regula. En concreto, existen tres procesos que es necesario caracterizar: el
desarrollo y organizacion de los bacteriocitos, células especializadas que contienen a
los endosimbiontes; el control del titulo bacteriano; y el intercambio de metabolitos
entre el insecto y los endosimbiontes.

Atendiendo a las particularidades de estos sistemas, a lo largo de este capitu-
lo, y tomando como referencia el sistema Acrytosyphon pisum-Buchnera aphidicola,
se construyen y comparan diversos modelos de la dindamica de poblaciones de los
endosimbiontes en el seno de su hospedador en los que el impacto del confinamien-
to de las bacterias en el bacterioma, un tejido cuyo volumen varia a lo largo del
desarrollo del insecto, adquiere una importancia capital. Adicionalmente, y con ba-
se en las dinamicas planteadas, se construye la funcion de fertilidad que relaciona
la produccion de nutrientes de los endosimbiontes con el nimero de descendientes
del insecto progenitor por unidad de tiempo. Finalmente, se tratara de justificar la
variacion del titulo bacteriano observado en Acrytosyphon pisum bajo el prisma de
la maximizacién del nimero de descendientes engendrados a lo largo de la vida del
afido.
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3.1.1. Desarrollo del bacterioma

Los bacteriocitos son un tipo celular evolutivamente recurrente en sistemas
insecto-bacteria. Estas células, en la mayoria de los casos conocidos (nétese la ex-
cepcién en la hormiga carpintera Camponotus floridanus, [61]), se agrupan en una
estructura diferenciada denominada bacterioma. A pesar de la ubicuidad de estas
estructuras, los mecanismos que promueven su diferenciacién ain no estan bien
caracterizados. De hecho, muy pocos estudios abordan esta problematica directa-
mente.

Durante la diferenciacién de los bacteriocitos en Acyrthosiphon pisum, tres fac-
tores de transcripcién se expresan en un orden especifico [62]: en primer lugar, se
detecta expresion de Distal-less (DIl) en niicleos sincitiales en la region posterior del
blastodermo del embrién momentos antes de la inoculacién de los endosimbiontes.
Conforme las bacterias entran en el embrién (estadio 7, ver [63] para una descripcion
completa de la embriogénesis), se asocian a los nicleos de los futuros bacteriocitos,
que empiezan a expresar Ultrabithorax (Ubz), Abdominal-A (Abd-A) o ambas. Fi-
nalmente, tras concluir la inoculacién, se detecta expresién de Engrailed (En). La
expresion de Ubz, junto con otros homélogos importantes en la morfogénesis de
Drosophila melanogaster (Tslr, Knri-1, ci, Hh 'y so) también ha sido observada por
otros autores [64]. Adicionalmente, la importancia de Ubz se ha puesto de manifies-
to en Nysius plebeius [65].

Aceptando la expresion de DIl como marcador de la poblacién de bacteriocitos,
se observa que la formacion del bacterioma de un afido adulto transcurre en dos
fases [62]: en primer lugar, los aproximadamente 8 niicleos de bacteriocito originales
se dividen dando lugar a un sincitio de unos 32 nicleos (estadio 13). En este mismo
estadio, una segunda subpoblacion de 40-60 células procedentes del area cercana al
extremo posterior de la banda germinal dorsal, con nicleos apreciablemente méas
pequenos que los que originan el bacterioma, comienzan a expresar DIl. En segundo
lugar, a lo largo de los estadios 13-16, esta nueva subpoblacion celular migra y se
intercala entre los bacteriocitos primitivos, que desde el estadio 14 se compone de
células uninucleadas poliploides formadas a partir del sincitio original.

Tanto los factores de transcripcion cuya expresion correlaciona con la diferen-
ciacion de los bacteriocitos como los procesos mediante los que se configura el bac-
terioma adulto se mantienen incluso tras eliminar la poblacién de endosimbiontes
mediante tratamiento antibiético [62]. Ademads, se han observado patrones semejan-
tes en Pemphigus spyrothecae, e incluso en Tuberaphis styraci, donde B. aphidicola,
el endosimbionte original, ha sido reemplazado por otro que no estd confinado [62].
Estas observaciones, en su conjunto, apuntan a que la génesis del bacterioma estéa
conservada y opera de manera independiente a las bacterias que aloja.
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3.1.2. Regulacién del titulo bacteriano

La poblacién de endosimbiontes varia sustancialmente a lo largo de la vida de los
hospedadores. Esta variacién es muy dependiente del insecto considerado (ver [66]
para una revision al respecto) y sugiere un control fino de la poblacién de endosim-
biontes en respuesta a las necesidades especificas del hospedador en cada momento.
En general, la poblacién de endosimbiontes se incrementa de forma relativamente
rapida durante los estadios previos a la fase adulta, donde el titulo alcanza el maxi-
mo. A partir de este momento es cuando se registran las mayores diferencias entre
los distintos insectos.

En Acyrthosiphon pisum, por ejemplo, tras alcanzarse el titulo méaximo apro-
ximadamente en el ecuador del periodo reproductivo, se observa una disminucion
progresiva de la poblacién de endosimbiontes hasta la muerte del afido [67]. Un
comportamiento semejante se observa en el gorgojo del trigo (Sitophilus) [68]: el
titulo bacteriano en tejidos no reproductivos se ve incrementado hasta que el adul-
to alcanza los seis dias de edad para luego disminuir rapidamente. Sin embargo,
mientras que el patron observado en Acyrthosiphon pisum se ha asociado a los re-
querimientos reproductivos del insecto [67], en Sitophilus se ha relacionado con la
formacion, tinciéon y endurecimiento de la cuticula. Un contrapunto de los compor-
tamientos presentados se observa en el psilido asiatico de los citricos Diaphorina
citri [69], ya que el titulo bacteriano no decrece en ningiin momento a lo largo de
la vida del insecto.

Ademas de las diferencias senaladas, es habitual encontrar variaciones en la
evolucion temporal del nimero de endosimbiontes entre machos y hembras de la
misma especie. Por ejemplo, en las cochinillas Planococcus kraunhiae y Pseudococ-
cus comstocki el sistema endosimbiético degenera progresivamente en los machos
hasta practicamente desaparecer en el adulto, mientras que en las hembras el titulo
bacteriano sigue un patrén cualitativamente semejante al de Acyrthosiphon pisum
[70].

Se han descrito varias vias a través de las cuales los hospedadores logran ade-
cuar el crecimiento y actividad de los endosimbiontes a sus necesidades. La mas
destacable se refiere al confinamiento de los endosimbiontes en células especializa-
das. La existencia de los bacteriocitos permite, en primer lugar, generar un entorno
que protege a las bacterias de la accién del sistema inmune del hospedador [71],
Ademas, permite generar un entorno especifico en el que el hospedador puede mo-
dular la expresién de genes clave en didlogo metabdlico con los endosimbiontes (ver
siguiente apartado).

La importancia del aislamiento de los endosimbiontes ilustra que la regulacién
precisa de la respuesta inmune resulta capital en la interaccion insecto-endosimbionte.
En concreto, los hospedadores necesitan mantener una respuesta inmunitaria eficaz
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contra patégenos sin que esto conlleve una agresion a la poblacién de endosimbion-
tes. Por ejemplo, a pesar de que el papel de los genes inmunitarios en la regulacion
del titulo de Buchnera no es claro [66], Acyrthosiphon pisum, su hospedador, pre-
senta un menor nimero de genes relacionados con inmunidad comparado con otros
insectos que han divergido del &afido [72]. En particular, Acyrthosiphon pisum ca-
rece de muchos genes relacionados con la ruta de Immune Deficiency (IMD), asi
como de proteinas de reconocimiento del peptidoglicano (PGRPs), implicados en
el desencadenamiento de la respuesta inmunitaria humoral en Drosophila a través
de las rutas de Toll e IMD. Estos resultados, junto con el hecho de que Buchnera
es capaz de generar una respuesta inmunitaria en Drosophila [73], apuntan a que
la atenuacion de la respuesta inmunitaria en Acrytosiphon pisum ha facilitado su
asociacion con endosimbiontes gram-negativos. Esta atenuacién, sin embargo, no
impide que Acrytosiphon pisum responda a amenazas externas, si bien con particu-
laridades como la falta de produccién de péptidos antimicrobianos [66].

Otros insectos, por el contrario, adoptan una estrategia mas activa en el con-
trol de sus endosimbiontes. En concreto, tanto Sitophilus oryzae como Camponotus
floridanus son capaces de modular la actividad de la ruta IMD a lo largo de su
desarrollo ([74] y [75] respectivamente). Adicionalmente, Sitophilus oryzae es capaz
de modular el titulo de la poblacién de Sodalis pierontonius, su endosimbionte, a
través de la accién bacteriostatica de coleoptericin A, un péptido antimicrobiano
cuya expresion se incluye entre los limitados genes inmunitarios expresados en el
bacterioma de este insecto [71].

Otro elemento indispensable para el control del titulo bacteriano es un mecanis-
mo que permita eliminar endosimbiontes. El estudio més reciente al respecto [76]
establece que la degeneracion del bacterioma observada en Acyrthosiphon pisum se
desarrolla en tres fases: (1) hipervacuolacién derivada del reticulo endoplasmaético,
(2) induccién de rutas de respuesta a estrés (activacién de la autofagia y permea-
bilizacién mitocondrial en los espacios intravacuolares) y (3) degradacion lisosomal
de Buchnera. El proceso descrito se identifica como esencialmente distinto de la
apoptosis, la autofagia y otros mecanismos no apoptéticos de muerte celular como
la paraptosis, la necroptosis y la oncosis. Los mismos homoélogos lisosomales impli-
cados en la degradaciéon de Buchnera también se han encontrado sobre-expresados
en la pupa de Camponotus floridanus [75]. Alternativamente, se ha sugerido que los
mecanismos degradativos que operan en el gorgojo son la autoplasia y la apoptosis

[68] y [77].

Por 1ltimo, ciertos endosimbiontes secundarios como Rickettsia en la mosca
blanca Bemisia tabaci [78] y Candidatus liberibacter en el psilido asidtico de los
citricos [79] también pueden influir en el titulo de los endosimbiontes primarios
manipulando directa o indirectamente los mecanismos sobre los que la relacion
insecto-simbionte se sostiene.

22



3.1.3. Regulacién del metabolismo insecto-endosimbionte

Actualmente, el papel tanto del hospedador como de las bacterias en el mante-
nimiento de las simbiosis nutricionales tan sélo se empieza a vislumbrar. Entre los
sistemas habitualmente estudiados, resulta comun que los endosimbiontes presenten
genomas muy reducidos que retienen esencialmente genes indispensables para los
procesos de replicacion, transcripcién y traduccion, asi como rutas metabdlicas im-
plicadas en el abastecimiento de nutrientes esenciales para el hospedador [19]. Estas
rutas tienden a presentarse parcialmente incompletas, y su funcionalidad depende de
la presencia de los genes complementarios en el hospedador adquiridos, en muchas
ocasiones, de un donador bacteriano mediante transferencia horizontal. De hecho,
se ha determinado que la expresion de estos genes complementarios es notablemen-
te activa en los bacteriocitos de afidos, cochinillas, psilidos y moscas blancas [80-83].

Esta complementacién metabdlica, unida a la aparente falta de elementos regu-
latorios en el genoma de los endosimbiontes, ha llevado a plantear que la regulacion
del metabolismo bacteriano en respuesta a las necesidades del hospedador recae,
esencialmente, en este ultimo. Por ejemplo, Buchnera aphidicola parece ser incapaz
de adaptarse a potenciales variaciones en los requisitos nutricionales del afido [84,
85]; una carencia que no se manifiesta en los bacteriocitos, que han demostrado ser
capaces de ajustarse a los requerimientos del insecto. En concreto, se ha observado
una prominente respuesta transcripcional en los bacteriocitos de afidos alimentados
con dietas empobrecidas en fenilalanina y tirosina (ambos esenciales) [86]. Ademaés,
se ha propuesto un mecanismo de inhibicién por retroalimentaciéon negativa en el
que la acumulacion del aminodcido esencial arginina en la hemolinfa de Acrytosyp-
hon pisum reduce el transporte de glutamina (donador de nitrégeno esencial para la
actividad metabdlica de Buchnera aphidicola), regulando la biosintesis de aminoéci-
dos en consecuencia [87].

Notese que a pesar de que en Buchnera aphidicola la mayor parte de los meca-
nismos de regulacién de la expresién se han perdido [88], se aprecia una significativa
regulacion transcripcional, si bien estos cambios no responden a las necesidades del
insecto [85]. Ademas, se han descrito variaciones en los niveles de expresién de pro-
teinas involucradas en la sintesis de aminodcidos a lo largo del desarrollo del afido
potencialmente atribuibles a mecanismos de regulacién post-transcripcional basados
en RNAs pequenos [89]. En consecuencia, a pesar de que resulta razonable suponer
un papel minoritario de Buchnera aphidicola en la regulacion del metabolismo del
sistema insecto-simbionte, no conviene descartar la posibilidad de que existan for-
mas de regulacién aun no caracterizadas.

Finalmente, el puzzle que representa la regulacion del sistema insecto-bacteria
se complica al considerar el transporte de productos génicos del hospedador al sim-
bionte. Este mecanismo, si bien ampliamente reconocido en el caso de mitocondrias,
cloroplastos y otras organelas, no se habia observado hasta muy recientemente [90].
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Este precedente ilustra no sélo la potencial amplitud de los mecanismos de didlogo
entre los endosimbiontes y sus hospedadores, sino que presenta un primer paso en
la comprension de la transicién final de un organismo a una organela [91].

3.1.4. Consideraciones finales

La amplia variedad de dinamicas bacterianas observadas en las distintas espe-
cies de insectos, aunque en muchas ocasiones cualitativamente semejantes, unida a
las potenciales particularidades asociadas a los mecanismos de regulacion de la po-
blacién de los endosimbiontes dificulta el planteamiento de un modelo general con
que simular la variacién temporal del titulo y la productividad bacteriana en estos
sistemas. En consecuencia, a lo largo de la tesis se tomara la relacién Acrytosyphon
pisum-Buchnera aphidicola como sistema de referencia, tal y como es habitual en
el campo de la endosimbiosis.

A lo largo de la introduccién se ha puesto de manifiesto la importancia del confi-
namiento de las bacterias en los sistemas insecto-bacteria en relacion a la capacidad
de los hospedadores de conservar una respuesta inmunitaria eficaz contra amenazas
externas asi como de cara al control del titulo y productividad bacteriana dada la
aparentemente limitada capacidad de los endosimbiontes de regular su propio me-
tabolismo. En consecuencia, y dada la ausencia de precedentes conocidos, en este
capitulo se construyen y comparan diversos modelos de la dindmica de poblaciones
de los endosimbiontes en el seno de su hospedador en los que el tnico factor mo-
dulador de la misma sera el crecimiento y degradacion del bacterioma. Notese que,
puesto que la variacion del nimero y tamano de los bacteriocitos reflejan, en 1lti-
ma instancia, los mecanismos regulatorios que operan en el hospedador, no se hace
necesario incluir estos explicitamente en los modelos. Adicionalmente, dada la falta
de informacién al respecto y con objeto de simplificar los modelos, se cosiderara
que no existen variaciones en las necesidades de los afidos a lo largo de su vida y
que, en esta linea, los tinicos cambios en la productividad de los endosimbiontes se
refieren a la velocidad a la que estén creciendo en cada momento. La relacién entre
ambos factores, productividad y velocidad de crecimiento, se supondra invariante
en el tiempo por las mismas razones.

Finalmente, aunque la inclusién ad hoc de la morfogénesis y degradacion del
bacterioma reproduce adecuadamente la variacion en el titulo bacteriano observada
en Acrytosyphon pisum, se tratara de determinar si la degradacion del bacterioma
en este afido responde a una optimizacién del nimero de descendientes engendrados
a lo largo de su vida, a la transmisién de endosimbiontes a su descendencia o a otras
causas, ya que no existe evidencia al respecto.
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3.2. Resultados

3.2.1. Primeras aproximaciones a un modelo de dinamica
de poblaciones de los endosimbiontes en el afido

El crecimiento de los endosimbiontes primarios en afidos se circunscribe al vo-
lumen definido por el bacterioma en el que se alojan. Esto quiere decir que, aun
suponiendo que las bacterias estén saturadas de los sustratos necesarios para crecer
y generar los productos para el hospedador, su dinamica se verd afectada en cada
momento por el espacio disponible. Esta dinamica, por tanto, puede representarse
inicialmente mediante una generalizacién de la ecuacién diferencial logistica o de
Verhulst [92] en la que se incluye la ontogénesis del bacterioma:

dB/dt = uB (1 — B/B™) (3.1)

donde B es el numero de endosimbiontes, x4 la tasa de crecimiento exponencial co-
rrespondiente a la poblacion bacteriana creciendo sin restricciones, y B™** el niimero
maximo de bacterias que puede alojar el afido, esto es, la capacidad maxima. Esta
capacidad maxima, en general, integra, ademas de la limitacién por volumen, las va-
riaciones en el suministro de sustrato a la poblacién bacteriana. Este ultimo factor,
sin embargo, puede descartarse a priori, especialmente al considerar poblaciones de
insectos propagadas in vitro. La razén esencial es que los afidos se alimentan de la
savia que producen constantemente las plantas que parasitan [93], por lo que, salvo
que el grado de infestacion de la planta sea muy elevado u otros factores externos
afecten a su productividad, parece sensato suponer que el influjo de savia al insec-
to esta condicionado sélo por la capacidad de asimilacion de este. Por otra parte,
si bien este recurso podria destinarse mayoritariamente a los tejidos del insecto,
privando a los simbiontes del mismo y potencialmente alejandolos del estado de
saturacion, resulta dificil plantear un escenario donde esto suceda. El motivo es que
la funcién esencial de los endosimbiontes primarios en los insectos chupadores de
savia es producir una cantidad elevada de aminoacidos asi como algunas vitaminas,
elementos que pueden asumirse imprescindibles para toda actividad que el insecto
pueda llevar a cabo salvo, quizas, aquellas relacionadas en exclusiva con el consumo
de energia. La energia, sin embargo, es improbable que suponga limite alguno, ya
que la savia vegetal es inmensamente rica en fuentes de carbono [94], hasta el punto
de que la gestion de la presion osmotica obliga a los insectos a excretar parte de
los azucares en forma de melaza [95]. Se puede, en consecuencia, y como prime-
ra aproximacion, descartar la escasez de los productos presentes en la savia en el
entorno bacteriano sea cual sea el caso. La funcién B™%*, por lo tanto, puede defi-
nirse en ultima instancia como proporcional inicamente al volumen del bacterioma:
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dB/dt = uB (1 — B/pV) (3.2)

donde p es el nimero maximo de bacterias por unidad de volumen, que podemos
suponer fijo, y V' es el volumen del bacterioma, que depende del tiempo.

Es importante matizar que la dinamica explorada es la del nimero total de bac-
terias exclusivamente en el bacterioma del afido. Es bien conocido que los afidos, al
reproducirse por partenogénesis, alojan en su seno embriones en desarrollo. Estos
embriones, a partir del estadio 7 de desarrollo ([63], dato de A.pisum), alojan su
propia poblacién de endosimbiontes en desarrollo. Este hecho implica dos dificulta-
des de cara al modelado de los sistemas endosimbionte-afido: en primer lugar, las
bacterias que se desarrollan en el embrién contribuyen potencialmente al desarrollo
de este, una componente dificil de cuantificar que debera considerarse al vincular
la dinamica de los endosimbiontes en el bacterioma con la fertilidad del afido. En
segundo lugar, y en relacién al problema que se discute en esta seccion, todo em-
brién en desarrollo recibe un inéculo de bacterias de la madre. Esto implica que la
dinamica de bacterias en el bacteriocito depende en cierta forma de la fertilidad del
afido y viceversa. En una primera aproximacion, el nimero de bacterias inoculadas
puede considerarse despreciable frente al nimero de endosimbiontes alojados en el
bacterioma de un afido medio, incluso considerando el nimero total de embriones
que se inoculan a lo largo de su esperanza de vida [67]. Puesto que el modelo se
construye sobre esta aproximacion, es importante enfatizar que no es valido en los
casos en los que la poblacién de endosimbiontes en el bacterioma sea reducida o la
eficacia de inoculacion sea sustancialmente baja.

Para completar el planteamiento del modelo, es necesario definir el término de
volumen en la ecuacion 3.2. Este término se relaciona, en ultima instancia, con
la ontogenia del bacterioma del insecto. El volumen del bacterioma queda defini-
do por dos procesos diferentes [67]: la variacién en el nimero de bacteriocitos que
componen el 6rgano, y la correspondiente al volumen por bacteriocito. El resultado
de la combinaciéon de ambos procesos es un crecimiento logistico del volumen total
hasta los trece dias, seguido de una caida del mismo hasta el final de la vida del afido.

Esta dinamica, sin embargo, no debe trasladarse directamente al término de vo-
lumen de la ecuaciéon 3.2 sin plantearse previamente dos cuestiones. La primera se
relaciona con las etapas en las que se producen pérdidas de volumen en el bacterio-
ma, ya sea por la disminucién del nimero de bacteriocitos, por la disminucion del
volumen por bacteriocito, o ambas: ;qué mecanismos operan en estas reducciones
y cémo afectan a los endosimbiontes? En segundo lugar, ;es realmente el volumen
total de bacterioma lo que restringe el crecimiento bacteriano o es el nimero de
bacteriocitos el factor limitante? La respuesta a esta pregunta resulta, evidente-
mente, capital a la hora de construir el modelo, ya que la forma de la funciéon V' en
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la ecuacién 3.2 cambiaria sustancialmente. En particular, si el recurso limitante en
el crecimiento de los endosimbiontes es el nimero de bacteriocitos, la disminucién
de la capacidad méaxima comenzaria a los nueve dias, en lugar de a los trece como
ocurre con el volumen total [67]. Pero, jqué implicarfa suponer que es el nimero de
bacteriocitos el recurso limitante? Esencialmente, que la velocidad a la que la célula
genera los recursos necesarios para sustentar a la poblacion de endosimbiontes que
crece en su seno (e.g membrana y enzimas necesarias para la gestién de sustratos
y productos bacterianos) es mucho mayor que el crecimiento bacteriano en si. De
no ser asi, el volumen total (que contendria implicitamente la generacién de todos
los recursos necesarios) se posicionarfa como un mejor representante de agente li-
mitante.

Comencemos por el caso de la reduccién en el volumen por bacteriocito que
se produce a partir de los 16-23 dias (los datos que aparecen en [67] no permiten
determinar el momento con mds precisién). Puesto que, concomitantemente a la
reduccion del volumen por bacteriocito, se observa una pérdida de densidad de en-
dosimbiontes en el bacterioma, podria suponerse que son signos que representan
una degradacion sistematica del tejido. Desgraciadamente, sin mas informacion,
determinar qué causa esta degradacion no es factible. La interpretacién mas inme-
diata es que se trata de una forma de reciclar parte de los recursos invertidos en
la construccién del bacterioma y el desarrollo de la poblaciéon de endosimbiontes;
y/o eliminar un tejido cuyo mantenimiento deja de resultar conveniente puesto que
el afido, en esta etapa, esta en plena senescencia. Puesto que la desestructuracion
del bacterioma corresponde, aproximadamente, con lo que se considera el final del
periodo reproductivo de los dfidos [67], no se incluird esta etapa en el modelo.

Una vez considerada la reduccién en el volumen por bacteriocito, es necesario
considerar la disminucién en el nimero de bacteriocitos que se produce a partir del
noveno dia de vida del insecto. En primer lugar, si consideramos, como parece razo-
nable, que los endosimbiontes estan mas o menos homogéneamente dispersos entre
las células que componen el bacterioma, la eliminacién de una de ellas implica un
destino analogo para los endosimbiontes que aloja. Resulta destacable que la pérdi-
da de bacteriocitos coincide con el inicio del periodo reproductivo del afido. Esta
observacion podria indicar que la pérdida de bacteriocitos es parte del mecanismo
de inoculacion de los embriones. De hecho, si tenemos en cuenta que, a lo largo del
periodo reproductivo, el nimero de bacterias por bacteriocito oscila entre aproxi-
madamente 130.000 y 175.000, y que se estima que el nimero de endosimbiontes
inoculados a cada embrién es de unas 36700 bacterias [96], se deduce que se pueden
inocular 3-5 embriones por bacteriocito. Si a lo largo del periodo reproductivo se
eliminan al menos 35 bacteriocitos [67], se deduce que se pueden generar, supo-
niendo eficacia de transmision perfecta, un minimo de entre 105-175 descendientes.
El nimero de descendientes de un afido de la misma especie (A.pisum) y variedad
(Harris) y criado en condiciones similares, bajo el supuesto de que sobreviva a lo
largo de todo el periodo reproductivo, es de unos 108. Otras variantes de A.pisum
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criadas en dos plantas diferentes pero a la misma temperatura (19.6 °C) produjeron,
bajo el mismo supuesto, 52 y 66 descendientes [97].

Estos niimeros parecen indicar dos apreciaciones. En primer lugar, las condicio-
nes de cultivo asi como la variedad de afido parecen tener un impacto importante
en la fecundidad del insecto, por lo que resulta conveniente tomar en considera-
cién el orden de magnitud més que el numero de descendientes especificos en las
consideraciones en torno al modelo. En segundo lugar, parece existir un exceso
potencialmente sustancial en el nimero de bacterias eliminadas en relacién a las
necesarias para inocular a los embriones. Esto se puede interpretar de distintas for-
mas. Por una parte, puede indicar que, efectivamente, la disminucién en el niimero
de bacteriocitos es concomitante a la inoculacion de los embriones, pero que este
proceso es altamente ineficiente (nétese que se desconocen los detalles del proceso
de inoculacién [98]). Por otra parte, la degradacién del bacterioma podria servir a
otro propodsito, por ejemplo, generar un pico de recurso para el afido a traves del
consumo de los endosimbiontes, tal y como se sugiere en el caso del gorgojo de los
cereales [68].

En resumen, todas estas consideraciones obligan a replantearse el modelo de
dinamica bacteriana representado por la ecuaciéon 3.2. En particular, se debe con-
trastar qué tipo de restriccién (volumen o nimero de bacteriocitos) se ajusta mejor
a los datos experimentales; asi como incluir y comparar dos dindmicas de disminu-
cion en el nimero de bacteriocitos: una que imite la observacién experimental, y
otra proporcional al nimero de crias generadas por unidad de tiempo, es decir, de
la fertilidad. La forma general de la ecuacion diferencial que representa todas estas
alternativas es:

IB (=)
dB/dt = uB (1 — B/pwxK) + H (t —t.) [E] (3.3)

donde K representa la restriccién considerada (volumen total o nimero de bacterio-

citos); pi la densidad méxima correspondiente; H es la funcién escalén de Heaviside,

situada en el tiempo de comienzo de la disminucion del niimero de bacteriocitos; y
(=)

dB

— representa la componente negativa de la variacién en el nimero de endo-

dt

simbiontes por unidad de tiempo, esto es, la cantidad de bacterias que se pierden
como consecuencia de la degradacion del bacterioma.

A lo largo de las secciones 3.2.2 y 3.2.3 se plantearan los modelos con desarrollo
de bacterioma fijo bajo las restricciones por numero de bacteriocitos y por volumen
respectivamente. Ambos modelos se compararan al final de la seccién 3.2.3, don-
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de se determinara qué restriccién resulta mas razonable considerar. En la seccién
3.2.4 se planteara el modelo con degradacion del bacterioma asociada a fertilidad,
donde ademés se comparara con los anteriores. En las seccion 3.2.5 se discute la
relacién entre el metabolismo de los endosimbiontes (productividad por bacteria,
tasa de crecimiento y la relacién entre ambas) y el periodo pre-reproductivo (¢.). En
la seccién 3.2.6 se probara que, en un amplio rango de situaciones, no resulta con-
veniente para el afido alimentarse de la bacteria. Finalmente, una vez concretados
todos los aspectos del modelo que representa la dindmica bacteriana, se estudiara
el comportamiento del mismo ante variaciones en sus parametros en la seccién 3.2.7.

3.2.2. Modelo con restriccion por nimero de bacteriocitos
y desarrollo del bacterioma fijo

Este modelo se construye como una modificaciéon del presentado en la ecuaciéon
3.2. En primer lugar, la restriccién por volumen se sustituye por una basada en el
nimero de bacteriocitos. En segundo lugar, a partir de t., las bacterias se eliminan
proporcionalmente a la velocidad a la que desaparecen los bacteriocitos ([%] (7)),
siendo la constante de proporcionalidad la densidad de endosimbiontes en ese mo-
mento (i.e. el nimero de bacterias dividido por el nimero de bacteriocitos, B/N).

La ecuacién diferencial correspondiente es:

BdN

AB/dt = uB (1= BJpyN(8) + H (t = t.) o= (3.4)

La ecuacién 3.4 tiene la forma de una ecuacién diferencial de Bernoulli [99] de
orden 2 y puede, por tanto, integrarse:

( B, e,ut
_ DOPN sit<t,
Bo J, (n/N)erdz + px
B= (3.5)
B N ep(t—te)
tePNITC sit>t,
By, (et — 1) + py IN;,

donde B, representa el numero inicial de endosimbiontes; y B;, y N, el nime-
ro de endosimbiontes y bacteriocitos a tiempo t. respectivamente. Notese que para
t > t. no aparece integral explicita ya que esta puede integrarse para un N genérico.

Tal y como ha sido previamente descrito [67], el desarrollo del bacterioma en
Acyrthosiphon pisum en nimero de células se ajusta, grosso modo, a un crecimiento
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Numero de bacteriocitos

logistico seguido de una caida exponencial (ver figura 3.1).

o0t e Periodo de puesta ------------
! N, = 37 bacteriocitos
i N,.. = 82 bacteriocitos
-1
v = 0.364 dias
80

¢ = 0.066 dias

(o))
o

B
o

N
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (dias)

Figura 3.1: Representacién de la dindmica de desarrollo del bacterioma en nimero de bacterio-
citos. Los valores experimentales extraidos de [67] se representan como puntos negros. El ajuste
de los datos a la ecuacién 3.6 se representa mediante la linea azul. Los resultados del ajuste en
términos de los valores de los parametros a optimizar se muestran explicitamente en la figura.

Si aceptamos este patrén como generalizable a otras especies, podemos expresar
N como sigue:

NONmazel/t it <t
sit <t

N = Nmam+N0 (6 t— 1) (36)
N, e~ #lt—te) sit>t,

donde se observa que el nimero de células del bacterioma se incrementa, empezando
con Ny células, con una tasa de crecimiento exponencial v, con un maximo asintoti-
co definido por N,.., hasta t., momento en que el 6rgano, de N; bacteriocitos,
comienza a degradarse a una velocidad definida por el exponente ¢ (ver figura 3.1).

Finalmente, al sustituir la ecuaciéon 3.6 en la 3.5 y resolviendo las integrales
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pertinentes se obtiene:

BOpNNma:ce'ut .
sit <t,.
Cl (6(”_V)t — 1) + Bo (el‘t — 1) + pNNmam
B= (3.7)
Bt pNNt e(iu‘_d))(t_tC)
= = sit>t,

H Nmax - NO
donde Ol = BQ .
H=v No

Una vez obtenida la ecuacion explicita de la dinamica de B, es necesario com-
probar si el modelo se ajusta razonablemente bien a los datos experimentales, o
si, por el contrario, puede descartarse como inapropiado. Para ello, una vez fijados
los parametros correspondientes a la dinamica de N, se identifico el valor de los
parametros By, py y i que minimizan la suma de los cuadrados de las distancias
entre los datos experimentales y los valores dados por el modelo. Los resultados de
este ajuste se muestran en la figura 3.2.

El ajuste es bastante bueno para valores de ¢t < t.. Sin embargo, el modelo pare-
ce incapaz de reproducir adecuadamente la caida en el nimero de endosimbiontes.
Mas concretamente, parece imposible aproximarse al valor experimental de B a
t = 23 sin alejarse sustancialmente de los valores correspondientes a otros tiempos.
No debe considerarse, a pesar de todo, que la ecuacién 3.7 es una mala aproxima-
cion experimental a la dindmica bacteriana observada. La razon esencial radica en
la esperanza de vida de los afidos en consideracién. Tal y como se recoge en [67]
(material suplementario), la supervivencia de los afidos comienza a disminuir del
100 % a partir del dia 16, alcanzando el 45 % a los 23 dias y el 10 % a los 28 dias.
Esto quiere decir, que el punto al que es incapaz de aproximarse adecuadamente
el modelo se corresponde a un tiempo de vida en el que sélo el 45 % de los afidos
sobreviven. Parece razonable suponer, en consecuencia, que la senescencia supone
la violacién de alguno de los supuestos sobre los que se han construido el modelo,
esto es, o bien el insecto no se alimenta de suficiente savia como para mantener a
los endosimbiontes en estado de saturacion, o bien es incapaz de mantener la inte-
gridad estructural del bacterioma, o bien le resulta beneficioso generar un pico de
recurso consumiendo la poblacion bacteriana. De hecho, la violaciéon de los citados
supuestos puede ser benefiosa en determinadas circunstancias. Supongamos, como
ejemplo, que a partir de una determinada edad el afido es incapaz de reproducirse
y deja, ademads, de alimentarse de la planta: permitiria a los afidos mas jévenes
acceder a cantidades suficientes de savia y, por ende, incrementaria la superviven-
cia de la poblacion. Adicionalmente, si se mantiene vivo mediante el consumo de
sus propias estructuras, entre ellas el bacterioma y sus habitantes, se convertiria
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Figura 3.2: Representacién de la dindmica de crecimiento de los endosimbiontes en el afido. Los
valores experimentales extraidos de [67] se representan como puntos negros. El ajuste de los datos
a la ecuacion 3.7 se representa mediante la linea azul. Los resultados del ajuste en términos de los
valores de los parametros a optimizar se muestran explicitamente en la figura.

en una potencial presa de los diversos depredadores de la especie. Como el afido
en consideraciéon ya no genera descendencia, su muerte no supone ningin perjuicio
para la propagacién de su estirpe. De hecho, implica lo contrario, ya que su muerte
reemplaza la de otro ejemplar fértil. En definitiva, tomando en consideracion que la
etapa reproductiva de los afidos termina en torno a los 18 dias [67], que el desajuste
del modelo se concentra fuera de este periodo, los datos de mortalidad y el posible
impacto de la senescencia en la biologia de los afidos, se puede descartar el punto
correspondiente a t = 23 (figura 3.3).

3.2.3. Modelo con restriccién por volumen y desarrollo del
bacterioma fijo

Este modelo esté representado por la ecuacién 3.3, tomando la restriccion al
crecimiento bacteriano (K) como el volumen del bacteriocito:

BdN
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Figura 3.3: Representacién de la dindmica de crecimiento de los endosimbiontes en el &fido con
restriccién por nimero de bacteriocitos. Los valores experimentales extraidos de [67] se representan
como puntos negros, con la salvedad del correspondiente a t = 23, que se excluye del ajuste y se
indica en rojo. El ajuste de los datos a la ecuacién 3.7 se representa mediante la linea morada.
La linea azul discontinua representa el ajuste a todos los datos experimentales. Los resultados del
ajuste correspondiente a la linea morada en términos de los valores de los pardametros a optimizar
se muestran explicitamente en la figura.

donde V es el volumen del bacteriocito, py el nimero maximo de bacterias por
unidad de volumen, N es el nimero de bacteriocitos, y H es la funcién escaléon de
Heaviside.

La expresion 3.8, de nuevo una ecuacién diferencial de Bernoulli [99] de orden
2, puede integrarse analiticamente rindiendo:

Byp,ett
7 o sit <t
By |, (1/V(2)) edz + p,
B = (3.9)
B, pyNettte)
: tel? sit>t,
By, [\ (uN(2)/V(2)) erG-t0dz + p, N,
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donde, a diferencia del caso del modelo con restriccién por ntimero de bacteriocitos
(ecuacién 3.5), la integral necesaria para determinar B para ¢t > t. no puede resol-
verse explicitamente.

Por otra parte, de los datos presentados en [67], no se puede extraer la fun-
cién que representa el volumen total ya que, como se ha discutido previamente, se
descarta en el modelo la disminucion en el volumen por bacteriocito que comienza
entre los 16-23 dias. Para obtener dicha funcién, supondremos que el crecimiento
del volumen es logistico, que la restriccién de este crecimiento viene dada por el
numero de bacteriocitos a cada tiempo, y que toda disminucion del volumen total
es fruto de la disminucion en dicho nimero. Estas consideraciones implican una
ecuaciéon diferencial andloga a la ecuacién 3.4:

VdN

dV/dt =wV (1= V/VyN(0) + H (t ~ to) 5 (3.10)

donde w es la tasa de crecimiento exponencial correspondiente, Vy es el volumen
méximo alcanzable por cada bacteriocito, y [dN/ dt](_) representa la componente de
la variaciéon de N con el tiempo que contribuye a su disminucién.

La ecuacion 3.10 tiene la forma de una ecuacién diferencial de Bernoulli [99] de
orden 2 y puede, por tanto, integrarse:

( VoVne*!
_T0INe sit<t,
Vofo (w/N)evzdz + Vy
V= (3.11)
Vi, Yy New(t=te) .
sit >t
(Vi (ew(tftc) — 1)+ VN,

donde Vj representa el volumen inicial del bacterioma; y V. y V;, el volumen del
bacterioma y el nimero de bacteriocitos a tiempo t. respectivamente.

Incluyendo la expresion para N (ecuacién 3.6) en 3.11 e integrando, obtenemos:
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%VN Nmaa: GWt

Ch (et — 1) + Vo (e¥t — 1) + VN Nyaa
V= (3.12)
V, Vy N, e@—9)t—tc)

Vi, (55 — 1) + VN,

sit<t.

sit>t.

w Nma:p_NO
4 NO
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Figura 3.4: Representacién del desarrollo del bacterioma del 4fido en términos del volumen total
del 6rgano. Los valores experimentales extraidos de [67] se representan como puntos negros, con
la salvedad del correspondiente a ¢t = 23, que se excluye del ajuste y se indica en rojo. El ajuste
de los datos a la ecuacion 3.11 se representa mediante la linea azul. Los resultados del ajuste en
términos de los valores de los parametros a optimizar se muestran explicitamente en la figura.

Al ajustar la ecuacion 3.11 a los datos de volumen total recogidos en [67], obser-
vamos que la expresion deducida se aproxima convenientemente a las observaciones
experimentales (figura 3.4) con la excepcién, ya discutida, de los puntos a t = 23.

Al incluirse las expresiones 3.6 y 3.12 en 3.9 y resolviendo las integrales presentes
en dicha ecuacién, se puede obtener la expresién explicita de la dindamica de B:

35




-6

Numero de endosimbiontes x10

10

12 R — Periodo de puesta ------------ .
; 1 B, = 10000 bacterias
' i py = 1.831 bact./célula
5 ! p=1.264 dias |
8 :
6
4
2
°~% 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (dias)

Figura 3.5: Representacién de la dindmica de crecimiento de los endosimbiontes en el &fido con
restriccién por volumen. Los valores experimentales extraidos de [67] se representan como puntos
negros, con la salvedad del correspondiente a t = 23, que se excluye del ajuste y se indica en rojo.
El ajuste de los datos a la ecuacion 3.13 se representa mediante la linea azul. Los resultados del
ajuste en términos de los valores de los pardmetros a optimizar se muestran explicitamente en la
figura.

C3Boeut .
sit <t,
Cl (e(l‘*”)t — 1) + CQ (6('“7“))1e - 1) + BQ% (e“t — 1) + Cg
B =
C5Bt-€:u(t7t3)
= sit>t,.
04 (e(#_w)(t_tC) — ]_) —+ Btc‘/;c (eﬂ(t_tc) — ]_) + 05
(3.13)
u 1
donde Cl = ABO 3 CQ = B(] —— (VNNma:B —A— ‘/0)7
= = w
w Nmax - NO
A= Vb ; C’3 = VNNmazBOpV;
W —v N()
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W
Cy = B, <—> (VnNi, — Vi) Cs = VNN By py

y B;, representa el nimero de endosimbiontes presentes en el bacterioma a tiempo ..

Una vez fijados los pardmetros correspondientes a la dindmica de N y V, se
procedié a la estimacion de los pardmetros exclusivos de la dindmica bacteriana (i.e
By, pv v ). Los resultados del ajuste se recogen en la figura 3.5.

Una simple inspeccién visual demuestra que, a diferencia del caso de la restric-
cién por N presentada en la seccién 3.2.2 (ecuacion 3.7), el modelo con desarrollo de
bacterioma fijo y limitacion por volumen no ajusta con una precision deseable. En
cualquier caso, y en pro de futuras disquisiciones, se comparé la bondad de ajuste
de ambos modelos mediante el criterio de informacién de Akaike corregido (AIC¢,
[100]), ver figura 3.6. Brevemente, el AIC¢ es un estimador de la calidad relativa
de distintos modelos que incorpora un término que penaliza aun mas el exceso de
pardametros (el AIC simple ya tiene en cuenta el numero de parametros libres de
los modelos a comparar) de forma que lo hace compatible con conjuntos de datos
pequenos. Cuanto menor es el AICs, mas plausible es el modelo a la luz de los
datos considerados. A partir de los valores de AIC, obtenidos para los distintos
modelos a comparar, se puede calcular una suerte de plausibilidad relativa, £, (),
que representa cémo de plausible es, dados unos datos, el modelo 7 con respecto al
modelo de AICs minimo. En el caso que nos ocupa, resulta evidente que se puede
descartar el modelo restringido por V', con un L,.; = 2e — 5, a favor del restringido
por N.

3.2.4. Modelos con reduccion en el nimero de endosimbion-
tes asociada a la fertilidad del afido

Consideremos ahora el caso en que la reducciéon en el nimero de endosimbiontes

en el compartimento materno de los afidos se asocia, exclusivamente, a la inocula-

cién de estos a la progenie. Bajo el supuesto de que el nimero de bacterias que se

inoculan por embrién es constante (nétese que esta cifra incluye implicitamente la

eficacia de inoculacién), la ecuacién diferencial correspondiente a la dindmica bac-
teriana es:

dB/dt = uB (1 — B/pyN) — H (t — t.) eF (3.14)

donde € es el numero de endosimbiontes inoculados por embrion, y F' es la funcion
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Figura 3.6: Comparativa de los modelos de dindmica de crecimiento de los endosimbiontes en
el 4fido con desarrollo de bacterioma fijo restringidos por N y por V. Los valores experimentales
extraidos de [67] se representan como puntos negros, con la salvedad del correspondiente a t = 23,
que se excluye del ajuste y se indica en rojo. El ajuste de los datos al modelo restringido por N
(ecuacién 3.7) se representa mediante la linea azul. El ajuste de los datos al modelo restringido

por V (ecuacién 3.13) se representa mediante la linea morada. La plausibilidad relativa (L,¢;) de
AICT™ _ATCE
cada modelo, calculada como e 2 “ se muestra explicitamente en la figura.

de fertilidad, definida como nimero de descendientes por unidad de tiempo.

La definicion de F' es, en ultima instancia, el eje central sobre el que se articula
toda esta tesis, ya que vincula en ultimo término el metabolismo de los endosim-
biontes y la evolucién de su ntimero en el afido, con la dinamica de poblaciones de
este. Del mismo modo que en la construcciéon de todos los modelos anteriores se
supuso que los endosimbiontes disponian de una fuente de sustratos ad libitum, una
suposicién que permitia considerar el desarrollo del bacterioma como tnico agente
limitante del crecimiento bacteriano, se aceptara que la fertilidad del afido no esta
limitada por la savia disponible para el insecto.

Adicionalmente, supondremos que no existe ninguna limitacién intrinseca a la
fertilidad, esto es, dados los recursos necesarios, el insecto puede engendrar descen-
dencia sin limites. Todo esto implica, finalmente, que la fertilidad del afido depende
estrictamente de los compuestos producidos por los endosimbiontes.
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Pero, jde qué forma depende la funcion de fertilidad de la dindmica bacteriana?
Preliminarmente, se puede plantear la siguiente expresion:

F =YgpYps (t,B,..) B (3.15)

donde Ygp representa el nimero de embriones que pueden generarse por unidad de
producto generado por los endosimbiontes, e Ypp es la productividad por bacteria,
que potencialmente depende del tiempo, del nimero de endosimbiontes, y de otros
parametros dependientes del impacto de las variaciones en el contexto bacteriano en
su metabolismo. Nétese que al introducir la productividad por bacteria en el modelo
abrimos la puerta a la integracién de modelos de maxima capacidad de produccion,
como son los estequiométricos basados en restricciones, una opcion que se tratara
en el capitulo 5.

Como primera aproximacién, se puede considerar que el contexto bacteriano (i.e.
entorno quimico, acceso a recursos metabdlicos, regulacién, etc) es constante, con
la salvedad de las variaciones en la tasa de crecimiento asociadas a la limitacién de
espacio en el bacterioma. Esto implica que construir la funcion Ypp es equivalente
a encontrar la relacion entre la tasa de crecimiento bacteriano real y*, y la cantidad
de recurso producido por bacteria. Resulta evidente que, sin un modelo del metabo-
lismo de los endosimbiontes, obtener explicitamente esta relacién es imposible. Sin
embargo, parece sensato suponer, a priori, que esta relacion es bien estrictamente no
creciente o bien estrictamente no decreciente. Para que esto no fuese asi, tendrian
que darse situaciones en la que la produccién de recurso fuese proporcional a la
tasa de crecimiento bacteriano cuando esta toma valores bajos, y que a velocidades
de crecimiento elevadas esta proporcionalidad se pierda; o bien el caso contrario. Si
bien estas situaciones son concebibles, no representan casos habitualmente descritos
en la literatura.

Aceptando la suposicion de monotonicidad no estricta, caben tres posibilidades :

1. El recurso producido por los endosimbiontes es un subproducto de su creci-
miento (funcién creciente, figura 3.7, panel 'Proporcional’).

2. El recurso se genera de forma independiente al crecimiento (funcién constante,
figura 3.7, panel 'Independiente’).

3. El recurso es necesario para el crecimiento bacteriano (funcién decreciente,
figura 3.7, panel "Competitiva’).
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Proporcional Independiente

Competitiva Andlisis estequiométrico

Productividad por bacteria

Tasa de crecimiento

Figura 3.7: Representacién de distintas relaciones entre la productividad (cantidad de producto
por unidad de tiempo) por bacteria y la tasa de crecimiento real, p* = pu(1— B/pyN). El panel ti-
tulado "Proporcional’ ilustra el caso en que el producto se genera acoplado al crecimiento. El panel
titulado ‘Independiente’ ilustra el caso en que la produccién y el crecimiento, dadas unas restric-
ciones, no estan relacionadas. El panel titulado ’Competitiva’ ilustra el caso en que el crecimiento
limita la generacién de producto, el caso mas creible en el caso de la producciéon de aminoacidos.
Finalmente, el panel titulado ’Anélisis estequiométrico’ ilustra el tipo de relacién que se obtendria
mediante el estudio de la red metabdlica del endosimbionte mediante anélisis estequiométrico.

Teniendo en cuenta que el recurso generado por los endosimbiontes de afidos
son aminodacidos, esta ultima opcién parece la mas probable. En cualquier caso, la
forma especifica de la curva que representa la relacién entre produccién y creci-
miento sigue sin poder determinarse. Ante esta vicisitud, aplicaremos la navaja de
Ockham y supondremos una relacién lineal, ya que es la forma mas sencilla capaz
de representar las tres opciones comentadas previamente. Es conveniente destacar
que bajo las suposiciones habituales en torno al estudio del metabolismo desde la
perspectiva del andlisis estequiométrico [101], (ver figura 3.7, panel ’Andlisis este-
quiométrico’), la relacién buscada viene definida, necesariamente, por una coleccién
de lineas rectas.

Finalmente, atendiendo a lo discutido hasta ahora, podemos expresar F' median-
te la siguiente relacion lineal:
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F=Ygp B (3.16)

u*
020 (1) 492

donde Y}, y Y25 representan la productividad por bacteria cuando la tasa de creci-
miento real es maxima y cero respectivamente; y el cociente “7 representa la fraccién
de la tasa de crecimiento maxima a la que estda operando la poblacion bacteriana,
que depende del tiempo.

Recordemos que, tal y como se plantea en la ecuacion 3.14, el crecimiento bacte-
riano estd inhibido por densidad, de forma que la fraccion de la tasa de crecimiento
maxima viene definida, precisamente, por el término que define dicha inhibicion:

*

% —1- B/pyN (3.17)

Conocida la expresién de “7 y sustituyéndola en 3.16, se obtiene la forma explici-
ta de F"

(Yo — Ypp)

F(t) =Y, Yh, —
( ) EP PB PNN(t)

B(t)| B(t) (3.18)

Una vez concretada la forma de F, es necesario plantear las ecuaciones corres-
pondientes a la variacién en el nimero de bacteriocitos.

Uno de los fundamentos de la construccién de este modelo es la suposicién de
que la disminucién en el nimero de bacteriocitos observada experimentalmente se
asocia al proceso de inoculacion de los endosimbiontes a la progenie. Esto implica
que, en la aproximacién continua, cada vez que se inocula una bacteria, se pierde
una cantidad de bacteriocitos de forma que la densidad bacteriana se conserva:

AN/dt = UN (1 — N/Npas) — H (t — t,) %F (3.19)

La ecuacion 3.14 no puede integrarse analiticamente en general. Sin embargo, en
el caso particular de que la productividad sea independiente de la tasa de crecimien-
to (figura 3.7, panel 'Independiente’), si que se puede obtener una expresién explicita

41



de la dindmica bacteriana. Si bien este caso se podria interpretar como anecdético,
lo cierto es que es una buena aproximacién en un amplio abanico de situaciones.
El primer caso, y el mas evidente, es cuando la relacién entre productividad y tasa
de crecimiento es casi constante, esto es, (Y55 —Y25) ~ 0. Un segundo caso es
cuando la maxima tasa de crecimiento bacteriano es mucho mayor que la velocidad
de crecimiento del bacterioma (i.e p >> v, ecuacién 3.6). La razén es simple: si
se cumple esta condicién, la poblacién bacteriana crecera de forma proporcional a
como crece el bacterioma, ya que cada pequeno incremento del bacterioma vendra
acompanado de un incremento concomitante y casi instantaneo de la poblacién de
bacterias que recupera la saturacién (ndtese que esta afirmacién puede probarse
facilmente calculando el limite cuando p tiende a infinito en las expresiones 3.13
y 3.7 at <., la etapa donde se representa sélo el crecimiento). Esto implica que
p* € (0,v) o u* € (0,w) segun el caso. Puesto que bajo este supuesto p >> v o
@ >> w, dnicamente si [Yh5 — Y25 >>> 0 la productividad por bacteria podria
variar de forma apreciable a lo largo del tiempo. Nétese que E.coli presenta tasas de
crecimiento de 5—30 dias™! [102], y que el rango de tasas de crecimiento de bacterias
del género Mycobacterium, un género de bacterias intracelulares caracterizado por
su lento crecimiento, oscila entre 1 — 10 dias™" [103]; y que el valor de v estimado
es de 0.364 dias™!. Estos datos implican que la aproximacién es razonablemente
buena en casos de reciente adquisicién del endosimbionte asi como durante las pri-
meras etapas de la degradacion metabdlica de este. Esto es especialmente cierto
al tener en cuenta que el afido comienza a reproducirse cuando el bacterioma esta
completamente desarrollado y la poblacién bacteriana cercana a saturacion, hechos
que implican una p* relativamente préxima a cero a t > t.. Esta observacién, de
hecho, extiende la validez de la aproximacion a tasas de crecimiento proximas, pero
no inferiores, a la del bacterioma; siempre y cuando, como se ha indicado antes,
|YE5 — Y2g5| no sea muy grande. En el caso de que u sea lo suficientemente bajo co-
mo para que a t = t. la poblacién de endosimbiontes no esté proxima a saturacion,
la aproximacion dejaria de ser valida.

Finalmente, la aproximacion es también valida para valores de p proximos a
cero, ya que, a lo largo del desarrollo, la poblacién de endosimbiontes estaria tan

lejos de saturar el bacterioma que p* &~ p durante toda la vida del afido.

En definitiva, en muchos escenarios podemos considerar F' directamente propor-
cional al nimero de bacterias:

F = YgpY;,B (3.20)

donde Y75 representa el valor de la productividad por bacteria derivado de consi-
derar p* /i constante en la ecuacién 3.16.
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Sustituyendo 3.20 en 3.19 e integrando, se obtiene la expresion explicita de la
dindmica del niimero de bacteriocitos:

NONmazeut i<t
Noaz + No (e — 1) =T
N = (3.21)
Nt Nmaxel/(t_tc)
= sit>t,.

Nimaz + Ny [v/V'] (et — 1)

donde V' = (v —eYrpYpy).

Finalmente, a partir de las expresiones 3.14, 3.20 y 3.21 se obtienen las expre-
siones explicitas de la dinamica bacteriana:

BOpNNmaxe'ut .
sit <t
Ol (e(u—u)t - 1) + BO (eut - 1) + pNNmaa:
B— (3.22)
By, p} Nmameul(titc)
____ DtPN : sit>t,
02 (e(# =) (t—te) — ]_) + Btc (e# (t—te) — ]_) -+ 03
v M/
donde p=p—eYppYpp; V' =v —eYppYip; Py == || Pn;
v |n

] Npaz — No 74 Noaz — [V/V'] Ny,
C, =B ; Cy = By, ;
! 0 (,u—l/> ( No ) ? ! (,u’—u’) ( [v/V'] Ny,

y CS = pINNmax-

Una vez definido el modelo, se procede al ajuste de los datos experimentales, al
igual que en los casos anteriores (ver figura 3.8 para el ajuste de N y figura 3.9 para

el de B).

Las conclusiones principales tras la inspeccién de las figuras 3.8 y 3.9 pueden
resumirse en tres puntos:

= El ajuste del modelo dependiente de fertilidad, con independencia de la rela-
cion entre produccién y crecimiento, es de gran precision.

43



Numero de bacteriocitos

w0 e Periodo de puesta ------------
— Produccién independiente

— Produccién competitiva

N, = 38 bacteriocitos

N ax = 90 bacteriocitos

-1
v = 0.302 dias

-1
80 Y:ax: 0.17510.206 dias

60 ; i
: | ] ]
40! 8 : 3 : .
! : . : ;
i . | a
i : : °
20 : i
% 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (dias)

Figura 3.8: Representacién del desarrollo del bacterioma del dfido en términos del niimero de
bacteriocitos. Los valores experimentales extraidos de [67] se representan como puntos negros, con
la salvedad del correspondiente a ¢ = 23, que se excluye del ajuste y se indica en rojo. La linea
azul representa el caso de produccién independiente del crecimiento (Y5 = Y3 g, figura 3.7, panel
'Independiente’). La linea morada representa el caso de produccién inversamente proporcional al
crecimiento (Y55 = 0,figura 3.7, panel ’Competitiva’). Los resultados del ajuste en términos de
los valores de los parametros a optimizar se muestran explicitamente en la figura.

» La diferencia entre la méxima productividad (Y35) correspondiente al caso
de produccién independiente (Y5'** = 0,175, ver figura 3.9), e inversamen-
te proporcional al crecimiento (Y% = 0,206, ver figura 3.9), es sustancial
en términos relativos (>15%). Esto quiere decir que, para los pardmetros
obtenidos durante el ajuste, la aproximacion de “7 constante es valida solo

cualitativamente.

» La incapacidad del modelo de ajustar la dindmica bacteriana a ¢ = 23 es mu-
cho mas marcada que en el caso de los modelos con desarrollo de bacterioma
fijo. De hecho, tal y como se infiere de las ecuacion 3.22, si u > v, el nimero
de endosimbiontes no se aproxima a cero. Esta observacion implica que, de
considerar el modelo dependiente de fertilidad vélido, las consideraciones dis-
cutidas en la seccion 3.2.2 al respecto de la validez de los modelos en la iltima
etapa de vida del afido se hacen imprescindibles.
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Figura 3.9: Representacién de la dindmica de crecimiento de los endosimbiontes en el dfido. Los
valores experimentales extraidos de [67] se representan como puntos negros, con la salvedad del
correspondiente a t = 23, que se excluye del ajuste y se indica en rojo. La linea azul representa el
caso de produccién independiente del crecimiento (Y/; = Y35 figura 3.7, panel "Independiente’).
La linea morada representa el caso de produccién inversamente proporcional al crecimiento (Y5 =

0, figura 3.7, panel ’Competitiva’). Los resultados del ajuste en términos de los valores de los

pardmetros a optimizar se muestran explicitamente en la figura. Nétese que Y'%% = eYppY Py

Sin embargo, antes de confirmar la validez de los modelos, es necesario com-
probar que el valor del producto del nimero de endosimbiontes transferidos por
embrion parido €, el nimero de embriones generables por unidad de producto Ygp,
y la cantidad de producto generado por cada 10° bacterias y por dia (Y3z), re-
presentado en el ajuste como un dnico pardametro (Y2***), es razonable. En primer
lugar, € toma un valor de en torno a 0.0367x10° bacterias por embrién si la eficacia
de inoculacién es del 100 % [96]. En segundo lugar, el peso seco aproximado de un
insecto recién nacido es de 60 pg [104]. De esta masa, se puede estimar que en
torno al 19 % [105] debe ser producida por los endosimbiontes si aceptamos que el
producto generado por estos son aminoacidos esenciales. Por tanto, el valor de Ygp
es del orden de 0.09 embriones por pg de producto. Dado que el Y*** calculado es
de en torno a 0.2 dias™!, el valor de Y35 debe ser de, a lo més, 60 ug de producto
por cada 10° bacterias y por dia. Si se toma como referencia E.coli, se estima que se
producen entre 0.5 y 1 mmol de aminoédcido por mmol de glucosa consumida [106].
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Considerando que el consumo de glucosa es de unos 10 mmol por gramo de peso
seco de bacteria por hora [107] y que el peso seco de una bacteria es del orden del
picogramo [108], se deduce que se generan entre 1.2-2.4 10~* mmol de aminoécido
por cada 10° bacterias y por dia. El peso molecular de un aminodcido es de entre
75.07 y 204.23 g/mol. Por tanto, se puede concluir a partir de estos datos que el
valor de Y25 deberfa ser del orden de 9-50 pg de producto por cada 10° bacterias y
por dia. Se puede concluir, a la sazén de estas cifras, que el valor de Y2"** obtenido
del ajuste es razonable, en términos de orden de magnitud. Nétese que los calculos
efectuados son altamente aproximados y que se ha considerado que ningiin endosim-
bionte se pierde en el proceso de inoculacién, por lo que las diferencias observadas
podrian estar justificadas.

Una vez demostrado que el modelo dependiente de fertilidad es compatible con
los datos experimentales, se hace necesario resolver si es preferible cenirse a este, o
al modelo con desarrollo de bacterioma fijo restringido por N (seccién 3.2.2). Para
comparar ambas aproximaciones, se recurrié de nuevo al AIC¢ (ver seccién 3.2.3)
para establecer qué modelo es mas plausible de cara a su compatibilidad con la
dindmica observada tanto de N (figura 3.10) como de B (figura 3.11).

Los resultados son claros: los modelos dependientes de fertilidad son aparente-
mente mas plausibles que el modelo con desarrollo de bacterioma fijo en lo que a
los datos de N se refiere. Sin embargo, debido a que la distribuciéon y ntmero de
datos resultan evidentemente insuficientes para decantarse por un modelo u otro
(seria necesario enriquecer la informacién experimental a partir del noveno dia),
no es conveniente fiarse ciegamente de la calidad de los ajustes. A pesar de todo,
los modelos dependientes de fertilidad presentan una ventaja esencial respecto al
modelo con desarrollo de bacterioma fijo: son capaces de reproducir el desarrollo y
degradacion del bacterioma a partir de sus supuestos, y es esta capacidad explica-
tiva la que decanta la balanza a su favor.
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Figura 3.10: Comparativa de los modelos de dindmica de crecimiento del bacterioma en término
del nimero de bacteriocitos dependiente de fertilidad y con desarrollo fijo. Los valores experimen-
tales extraidos de [67] se representan como puntos negros, con la salvedad del correspondiente a
t = 23, que se excluye del ajuste y se indica en rojo. El ajuste de los datos al modelo dependiente
de fertilidad, con produccién independiente del crecimiento (ecuacién 3.14, Y5 = Y2 figura 3.7,
panel 'Independiente’) se representa mediante la linea azul. El ajuste de los datos al modelo depen-
diente de fertilidad, con produccién dependiente del crecimiento (ecuacién 3.14, Y5, = 0, figura
3.7, panel "Competitiva’) se representa mediante la linea morada. El ajuste de los datos al modelo
con desarrollo del bacterioma fijo (ecuacién 3.6) se representa mediante la linea roja. La plausibi-

min i
AlICH —AICH

lidad relativa (L,;) de cada modelo, calculada como e 2 , se muestra explicitamente en
la figura.
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Figura 3.11: Comparativa de los modelos de dindmica de crecimiento de los endosimbiontes en el
afido dependiente de fertilidad y con desarrollo fijo. Los valores experimentales extraidos de [67] se
representan como puntos negros, con la salvedad del correspondiente a ¢t = 23, que se excluye del
ajuste y se indica en rojo. El ajuste de los datos al modelo dependiente de fertilidad, con produc-
cién independiente del crecimiento (ecuacién 3.18, Yi 5 = Y2y, figura 3.7, panel Independiente’)
se representa mediante la linea azul. El ajuste de los datos al modelo dependiente de fertilidad,
con produccién dependiente del crecimiento (ecuacién 3.19, Y/, = 0,figura 3.7, panel ’Compe-
titiva’) se representa mediante la linea morada. El ajuste de los datos al modelo con desarrollo
del bacterioma fijo (ecuacién 3.7) se representa mediante la linea roja. La plausibilidad relativa

min 7
AICH" —AICH

(Lrer) de cada modelo, calculada como e 2 , se muestra explicitamente en la figura, con
0
Y]J“” = GYEPYPB
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3.2.5. Sobre el significado de ¢, y su impacto en el modelado

Hasta ahora el parametro t., considerado fijo, simbolizaba, simplemente, el mo-
mento en que el bacterioma comienza a degradarse. Sin embargo, como se ha apun-
tado anteriormente, la coincidencia entre el inicio del periodo reproductivo del afido
y la citada degeneracion llevan a plantearse si esta consideracion resulta apropiada.
En concreto, parece sensato suponer que el inicio del periodo reproductivo viene
determinado por uno de dos factores: o bien la cantidad de nutrientes a los que
tiene acceso el afido es suficiente como para que el momento en el que alcanza la
madurez sexual dependa de factores intrinsecos que pueden asumirse fijos; o bien
la disponibilidad de nutrientes es la que define dicho momento. De darse el primer
caso, el t. es constante y no hay mas que anadir. En el segundo, y puesto que se
acepta que los afidos disponen de acceso ad libitum a la savia que los sustenta, se
hace necesario relacionar el t. con la productividad de los endosimbiontes.

Afortunadamente, una vez obtenido un modelo adecuado para la productividad
bacteriana (ecuacién 3.18, prescindiendo del término Ygp, que unicamente permite
obtener la productividad en forma de embriones por unidad de tiempo), el célculo
del t. es sencillo, ya que unicamente hay que calcular el tiempo necesario para ge-
nerar la cantidad de producto que implica el crecimiento y maduracion sexual del
insecto:

(Yo — Yip)

Yh, —
PB pnN(t)

B(t)| B(t) dt (3.23)

te
ar- |
0

donde AT representa la cantidad de producto necesaria para que el afido alcance la
madurez sexual; y N(t) y B(t) se calculan a partir del modelo deseado (ecuaciones
3.14 y 3.19 tras el andlisis efectuado en las secciones 3 y 4).

El incremento de masa seca de un afido desde que nace hasta que comienza a re-
producirse es de unos 630 pg [104], de los cuales un 19 % son aminoécidos esenciales
[105], supuestamente producidos por los endosimbiontes. Atendiendo a esto, pode-
mos estimar Al en unos 120 pug de producto. Fijados los valores de los parametros
que definen N (figura 3.8), se puede calcular el valor de ¢. para distintos valores de
v asi como de Y25 para los casos de produccién competitiva (Y)z = 0, figura 3.7,
panel 'Competitiva’) e independiente (Y}, = Y2g, figura 3.7, panel 'Independien-
te’), ver figura 3.12.

Una primera inspeccion de la figura 3.12 revela que la relacién entre la produc-
tividad y la tasa de crecimiento bacteriano resulta critica en el calculo del ¢. para
valores de p relativamente bajos. Este hecho deriva de que en las primeras etapas
del desarrollo de la poblacion bacteriana, la densidad de endosimbiontes es relati-
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vamente baja, por lo que la tasa de crecimiento real de la poblacién, que depende
de esta densidad (u(1 — B/pyN)) es, en consecuencia, relativamente elevada. Esto
hace que en el caso de la produccién competitiva con el crecimiento (i.e cuanto més
rapido crezca la poblacion bacteriana, menor es su productividad, figura 3.7, panel
"Competitiva’), la produccién por parte de los endosimbiontes a tiempos cortos se
ve apreciablemente afectada, incrementando sustancialmente el ¢..

Una segunda observaciéon, de gran relevancia en lo que concierne a determinar el
impacto de las variaciones en la maxima capacidad productiva y de crecimiento de
los endosimbiontes, es que la influencia de la productividad es esencialmente nula
a partir de un valor de Y25 bastante bajo (= 10). Un comentario analogo puede
hacerse en relacién a la tasa de crecimiento p, cuya influencia sobre el t., se vuelve
esencialmente inapreciable a partir de un p = 5, una tasa de crecimiento en el rango
de las determinadas para bacterias del género Mycobacterium.

Por otra parte, es necesario discutir si el ¢, calculado a partir de la ecuacién 3.23
es compatible con los valores de p y €YgpY3y obtenidos del ajuste experimental
(figura 3.9, seccion 3.2.4), y la observacién experimental de que el periodo repro-
ductivo comienza, aproximadamente, el noveno dia. Al fijar el valor de p a 0.867,
se observa que, para obtener un t. entre 8.5 y 9.5 dfas, es necesario un valor de Y25
de entre 10.5 y 25 g de producto por cada 10° bacterias y por dia en el caso de
produccién competitiva (figura 3.7, panel ’Competitiva’), y de entre 4.6 y 8 en el
caso de produccién independiente (figura 3.7, panel ‘Independiente’), para un valor
de Ygp = 0,09 embriones por ug de producto. Puesto que el caso mas probable
es el de produccion competitiva, ya que el recurso suministrado por el afido son
aminodacidos, el intervalo a tener en cuenta es de entre 10.5 y 25 pug de producto por
cada 10° bacterias. Sin embargo, estos valores son incompatibles con los deducidos
en la seccién 3.2.4) bajo el supuesto de inoculacién perfecta. Para cuadrar las ci-
fras, es necesario considerar que la eficiencia en la transferencia de endosimbiontes
de la madre a los embriones sea de entre el 17 y el 40 %. Esta ineficiencia en la
inculacién seria sintomatica de un mecanismo que implique la liberacién transitoria
de endosimbiontes al medio extracelular, y no uno que se sustente en la formacion
de canales o la formacion de vesiculas de transporte. Afortunadamente, observacio-
nes del proceso de inoculacién in vivo apuntan a un mecanismo de inoculacion del
primer tipo [98], por lo que, hasta disponer de valores experimentales més fiables,
se pueden aceptar los valores de eficiencia estimados. Notese, sin embargo, que las
estimaciones de Ygp asi como de Al son, a lo mas, groseras, y pueden afectar apre-
ciablemente a los valores de eficiencia obtenidos.

Finalmente, puesto que el objetivo tltimo de lo aqui planteado es estudiar qué
variaciones en la méaxima capacidad productiva y de crecimiento de los endosim-
biontes son fijables en la poblacién de afidos, es necesario establecer cuando las
capacidades metabdlicas de los endosimbiontes no pueden reducir atin mas el valor
de t.. Nétese que el crecimiento del afido, asi como el de los embriones que aloja,
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Figura 3.12: Impacto de la tasa de crecimiento () y la productividad méxima (Y35) en el inicio
del periodo reproductivo (.) en los casos de produccién independiente (figura 3.7, panel 'Indepen-
diente’, ecuacién 3.18, Y5 = Y25, panel superior) y dependiente de crecimiento (figura 3.7, panel
"Competitiva’, ecuacién 3.19, Y/, = 0, panel inferior). Los distintos valores de p se representan
mediante un gradiente de color en el que los tonos més oscuros corresponden a valores superiores.
El caso limite de u = oo se indica con la linea punteada negra. Los valores correspondientes al p
estimado mediante el ajuste de los datos experimentales de [67] al modelo de dindmica bacteriana
dependiente de fertilidad (seccién 3.2.4, ver figura 3.9) se representan mediante la linea roja. Los
valores de t. se calcularon a partir de la ecuacién 3.23 con un Al = 120 ug y los valores de los
parametros de IV obtenidos del ajuste representado en 3.8.

debe proceder a una velocidad del orden de los eucariotas, por lo que no resulta a
priori creible que el t. pueda tomar un valor demasiado bajo. Sin embargo, especies
de afidos como Aulacorthum solani, Macrosiphum euphorbiae y Uroleucon ambro-
siae presentan un t. minimo de unos 2 dias [109]. En cualquier caso, tomando en
consideracién que para p = 10 y valores elevados de productividad el ¢. obtenido es
de en torno a 1 dia, no merece la pena establecer un limite inferior a este parametro.

3.2.6. Impacto de la fagocitosis de endosimbiontes en la pro-
ductividad del afido

En la seccion 3.2.1 se planted la posibilidad de que la disminucién en el nime-
ro de endosimbiontes a lo largo de la vida del afido podia asociarse a dos causas.
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La primera, la inoculacién, potencialmente ineficiente, de bacterias a los embriones
de insecto. La segunda, la obtenciéon de un pico de recurso mediante ingesta de
bacterias para abordar la etapa reproductiva de forma lo méas temprana y eficiente
posible. La primera causa se abordd en detalle en la seccién 3.2.4, donde se mostré
que la dindmica bacteriana observada se puede explicar adecuadamente recurrien-
do estrictamente a la pérdida de bacterias asociada al proceso de inoculacién. La
segunda, se discutira a lo largo de esta seccion.

En concreto, se tratara de contestar a la pregunta: ;resulta conveniente pa-
ra el afido alimentarse de los endosimbiontes? Notese que obtener una respuesta
completa implica, en 1ltima instancia, determinar cuantos endosimbiontes deberian
consumirse a cada tiempo, para maximizar el fitness del insecto. Esto supone el uso
de calculo variacional, ya que se debe obtener la funcion que maximiza una deter-
minada funcién objetivo que representa dicho fitness. Las técnicas de optimizacion
desarrolladas en el contexto del calculo variacional, sin embargo, son de particular
complejidad. A pesar de estas limitaciones, se trato de plantear y resolver el pro-
blema haciendo uso del paquete de software APMonitor [110].

Los resultados apuntaron a que, en un amplisimo rango de situaciones, no resulta
conveniente ejercer ningiin control activo sobre la poblacién de endosimbiontes. Sin
embargo, a la luz de lo comentado, la conclusién obtenida se acepté de manera pre-
liminar. Con objeto de contrastarla, se planted la siguiente pregunta: ;existe algtiin
momento en el que el consumo sibito de una determinada cantidad de bacterias
resulte conveniente al afido? Esta cuestion, si bien no resuelve exhaustivamente el
problema planteado al inicio de la seccion, permite emplear técnicas matematicas
habituales para respaldar o desmentir la idea de que, en la mayoria de situaciones,
la inaccion es la mejor forma de control de la poblacién de endosimbiontes.

El primer paso en la resolucién del problema consiste en definir matematicamen-
te el significado de ’conveniente’, esto es, construir una funcién objetivo. Puesto que
se trabaja bajo el supuesto de que la fertilidad del afido depende, en exclusiva, de la
capacidad de la produccion de los endosimbiontes que aloja, parece sensato articular
esta funcion objetivo en torno a esta capacidad.

En la seccién 3.2.4 se discutio la forma de la funcién que representa la pro-
duccién por unidad de tiempo (ecuacién 3.18, prescindiendo del término Ygp, que
unicamente permite obtener la productividad en forma de embriones por unidad
de tiempo). Sin embargo, no se planted el caso en que a un determinado tiempo se
consuma una determinada cantidad de bacterias. Para obtener una expresion vali-
da para este caso, hay que considerar iinicamente que a tiempo de la perturbacion
t = 7, la produccién definida por la ecuacién 3.18 (prescindiendo del término Ygp)
se incrementa una cantidad igual a la fraccién de la masa bacteriana que suponga el
producto, en este caso, aminoacidos. Ademads, en ese mismo instante, la poblacion
bacteriana se reducira una cierta cantidad, por lo que la dindmica bacteriana y, po-
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tencialmente, el desarrollo del bacterioma, se veran afectados a partir de ¢t > 7. El
impacto especifico dependerd de como se consuman los endosimbiontes. Si las bac-
terias se degradan intracelularmente, el bacterioma no se ve afectado, y la dindmica
bacteriana cambiara al eliminarse una cierta cantidad de individuos de la poblacién.
Por otro lado, si las bacterias se eliminan consumiendo una fracciéon del bacterioma,
tanto la dindmica bacteriana como el desarrollo del bacterioma se veran afectados,
ya que la eliminacion de endosimbiontes supone la degradacion concomitante de una
cantidad de bacterioma tal que la densidad de bacterias se conserva. Atendiendo a
estas consideraciones, la expresion general de la productividad incluyendo el caso
del consumo instantdneo de bacterias toma la siguiente forma:

( (Yep — YPs)
Yh, - ————""B(t,0,By)| B(t,0,B
PB pNN(t,O,NO) ( s Yy 0) ( s Uy 0)+
+  0(t—T7)YsAB sit<rT
P(t,7,AB) = 4 Yh, — Y3
( ) YIIDLB _ ( PB PB) B(t,’T, BT—
owN(t, 7. N.(1 — ZAB/B.))

— AB)B(t, 7, B, — AB) sit>r

(3.24)

donde 7 es el tiempo en el que se consumen las bacterias; §(t — 7) es la funcién
delta de Dirac centrada en 7; Y, es la cantidad de producto que se obtiene por
bacteria consumida; AB es el nimero de bacterias consumidas; N, = N(7,0, Ny);
B, = B(1,0,By); Z toma un valor de 0 si las bacterias se consumen intracelular-
mente, y de 1 si se consumen mediante la degradacién del bacterioma, conservando
la densidad de endosimbiontes constante; y B(t,z, B,) y N(t, z,N,) corresponden
a las ecuaciones 3.25 y 3.26, explicadas a continuacion.

Las dinamicas de B y N, necesarias para evaluar la productividad P, se han
discutido ampliamente en anteriores secciones. En particular, se trabajara con las
ecuaciones 3.21 y 3.22 para t < t., ya que tener en cuenta la pérdida de bacterias y
bacteriocitos asociados a la fertilidad inicamente complica los calculos. Nétese que,
a pesar de que estas ecuaciones estan definidas como aproximaciones, son exactas
para t < t., por lo que no existen problemas de imprecisién en su uso. Por cues-
tiones de conveniencia en términos de notacién, a lo largo de la presente seccion se
emplearan las siguientes versiones de las ecuaciones 3.21 y 3.22 en las que el tiempo
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inicial deja de ser 0 para incluirse como un parametro a especificar. Ademas, en el
caso de B, se divide el numerador y el denominador por el nimero de bacterias a
tiempo inicial:

Nszazey(t_Z)
N(t, 2 N.) = 5—— Fa=—y (3.25)

szNNmameu(t_Z)
B(t 2, B;) = C} (el=1)(t=2) — 1) + (er(t=2) — 1) + pnNpaz/ B- (3.26)

W—v N,
N, y B, representan el nimero de bacteriocitos y de endosimbiontes en el tiempo
inicial, respectivamente.

% Nma:c - Nz . e
donde C] = ; 2 es el tiempo que se toma como inicial; y

Al comparar ahora la productividad bacteriana con consumo (P, = P(t, 7, AB))
y sin consumo (P,.y = P(t,00,0)), y atendiendo a la ecuacién 3.24, se observa que
(ver figura 3.13):

» P, esidéntico a P hasta t = 7.

» P, es superior a P en Y,AB at = 7, ya que es el instante en que se
consumen los endosimbiontes.

» P, es estrictamente menor a P, a partir de t = 7, debido a la disminucién
de la poblaciéon de endosimbiontes en el primer caso, ya que la productividad
se incrementa con esta.

Atendiendo a esto, resultaria conveniente alimentarse de la poblaciéon de endo-
simbiontes si el pico de producto obtenido a tiempo ¢t = 7 compensa la pérdida en
la productividad que se produce a partir de entonces a sazon de la disminucién en
el nimero de bacterias. Pero, dado que un aumento de fertilidad temprano da méas
tiempo a la descendencia del afido para tener, a su vez, descendientes, es razonable
suponer que consumos de bacterias tempranos deben tener mas peso que consumos
tardios, por lo que una funciéon objetivo apropiada seria:
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Figura 3.13: Impacto en la productividad del consumo puntual de endosimbiontes. La linea
azul representa la productividad sin que haya consumo bacteriano. La linea morada representa la
productividad con consumo bacteriano a tiempo = 12 dias. La pérdida de productividad que se
debe compensar mediante el producto obtenido a través del consumo bacteriano (punto morado)
se representa mediante el area roja semitransparente.

tr

F(r,AB) = ¢ [Pon — Poej] dt (3.27)

donde P.,, = P(t,7,AB); P,y = P(t,00,0); r es un parametro que se variara arbi-
trariamente; y t; es la esperanza de vida del éfido. El término exponencial se incluye
para, modulando r, discutir casos en los que resulte mas conveniente incrementar
la productividad de forma temprana. La eleccién de esta funcién de pesos no es
arbitraria, ya que la forma de la ecuacién 3.27 reproduce la de la ecuacion de Euler-
Lotka [111], que permite calcular la tasa de crecimiento de una poblacién libre de
restricciones con generaciones solapantes, tal y como es el caso de los afidos. Nétese
que en los limites de integracion ya se ha tenido en cuenta que las productividades
son idénticas hasta t = 7.

Una vez formulada una funcién objetivo razonable, se puede, finalmente, identi-
ficar en qué circunstancias resulta conveniente consumir endosimbiontes (i.e. casos
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en que F > 0), si es que tales circunstancias existen. Comenzaremos con el caso de
consumo intracelular de bacterias (Z = 0 en la ecuacién 3.24). Sustituyendo en la
ecuacion 3.27 obtenemos:

ty
}"(T,AB)—/ et

Y[gB (Bcon - Bref) -

(Y]ljB _ YIQB) (
)ONNref

— BZ, — Bl;) +6(t—7)Y,AB| dt (3.28)

con

donde B, = B(t,7,B; — AB); B,y = B(t,7,B;) y N,y = N(t,7,N;). Desa-
rrollando la diferencia de cuadrados:

ty
f(T,AB):/ e "t

- V)
PNNyey

Y;B (Bcon - Bref) -

Definiendo la densidad a tiempo ¢ como pref = Bref/Nyes (andlogamente pe,, =
Bcon/Nref):

ty
f(T,AB):/ e "t

— (YE, —Y3p) (p“’” + pref) (Beon — Brep) +0(t — T)Y,AB| dt (3.30)

ngB (Bcon - Bref) -

PN PN

. M 0 . . .
Se puede considerar Y/, ; —Ypp < 0, ya que el caso contrario implica que la tasa de
crecimiento de los endosimbiontes es proporcional a la productividad, una situacién
dificil de concebir en el caso de la produccién de aminoacidos, como es el caso del
afido. Atendiendo a esto, definimos o = Y}, /Y. Puesto que resulta evidente que
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Beon — Brey < 0, se puede reexpresar la ecuacién 3.30 de forma que cada término
de la integral, con la salvedad del signo que lo precede, es positivo:

ty
f(T,AB):/ e "t

Yo (1-a) (pm N ma) (Byej — Bun) +0(t — )Y, AB| dt (3.31)

- ng)Ba(Bref - Bcon) -

PN PN

Con objeto de simplificar el andlisis, y dado que estamos interesados en identificar
los casos en los que F > 0 (i.e. situaciones en las que resulta conveniente consu-
mir una determinada cantidad de bacterias), se realizaran diversas aproximacionas
que reduciran el valor de los términos negativos de la integral. Estas modificaciones
implican que, si se deduce a partir de la aproximacion que no resulta convenien-
te alimentarse de endosimbiontes, la conclusion sera cierta también en el caso sin
aproximar. Comencemos considerando que (prer/pn + po/PN) > pref/PN:

ty
f(T,AB)</ e
Pref
(

—Yis (1 —a)—2
o ( )pN

- Y]gBa(Bref - Bcon) -

Bref - Bcon) + 5(t — T)Y¢AB dt (332)

Como p,er/py < 1, resulta evidente que el valor de a para el que el valor de la
integral es maximo es o = 0:

ty
f(T,AB)</ e "

Resolviendo la integral del término que contiene a la funcién delta:

_YIQB%(BT#_Bcon)+5(t—7)Y¢AB dt (3.33)

o7



tr
F(r,AB) < / —YIQB@(BT# — Beon) et dt + YsABe™ (3.34)
PN

Sustituyendo F = 0 y despejando:

v, 1 ["
¢ Pref —r(t—T)
> Bt — Beon dt 3.3

Por otra parte:

PN Nmaaseu(tiﬂ-)

Bre =
f Cl (e(#‘”)(t_T) — 1) + (6“(t_7) — 1) + pNNmax/BT

(3.36)

PN Nmameu(t_‘r)

Bcon =
Cl (6(“7'})“77) — 1) + (6““77—) — 1) + pNNmax/(BT — AB)

(3.37)

3 ’ : : % Nmax - N(]
siendo B, el nimero de bacterias a tiempot =7; vy (] = :
0

A partir de 3.36 y 3.37 y operando:

ABp% N2, ett=)

max

[K(t)BT + pNNmaz]z - ABK(t) [K(t)BT + pNNmax]

B'ref - Bcon -
(3.38)

siendo K (t) = Cy (e — 1) + (ert=7) —1).

Simplificando el denominador de 3.38 haciendo AB = 0 (de forma que B,y — Beon,
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(V]

minimo

PB

Y, /Y

toma un valor menor que el real) y sustituyendo en la desigualdad 3.35:

t

Y¢ ! pT@prNgwaxe(#_r)(t_T) dt
— >
Yes ) [Ci (et — 1) B + (€4 — 1) B + piy Nyao”

(3.39)

La desigualdad 3.39 tiene la ventaja de no depender de AB, por lo que,fijados los
parametros de la dindmica de N y de B, los valores de Y,;/Y2 para los cuales el
consumo intracelular de endosimbiontes es conveniente pueden estimarse variando
Unicamente 7, pu y r. Puesto que la integral en 3.39 es, en general, decreciente con
o (datos no mostrados), y dado que r (que no debe tomar valores demasiado altos)

pierde influencia conforme g crece, los célculos se efectuaron fijando un valor de
r=0,5 (figura 3.14).

1.4 ToR=05 /=S
— p= — p=10
—_— p=2 — p=60

1.2

1.0

0.6

0.4

0.2

~
0.0 L
0 5 10 15 20 25

Momento de la perturbacion, < (dias)

Figura 3.14: Representacién de los valores minimos de la relacién entre la cantidad de producto
obtenido por bacteria consumida y su productividad maxima (Y/Y35) a partir de los cuales
resulta conveniente para el insecto alimentarse de la poblaciéon de endosimbiontes a tiempo ¢t = 7
para distintas tasas de crecimiento p y un r = 0,5 en la funcién objetivo (ecuacién 3.27), calculados
de acuerdo a la desigualdad 3.39.
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Puesto que en torno al 52 % del peso seco de una FE.coli son aminoacidos [112]
y sabiendo que 10° bacterias pesan del orden de 1 pg [108], Y, < 0,52 pg/10°
bacterias, ya que no todos los aminoacidas seran los producidos por los endosim-
biontes. Esto implica que, para que Yy/YS; >0.1 la productividad Y3, < 5. En
estas circunstancias, sélo para tasas de crecimiento muy elevadas (u >10 dias™!),
correspondientes a bacterias de vida libre, y productividades muy bajas, resultaria
de interés alimentarse de la poblacién de los endosimbiontes. Por otra parte, con
independencia de los parametros, a valores muy proximos a la esperanza de vida
del insecto, siempre es conveniente consumir la poblacién bacteriana en su practica
totalidad, ya que, evidentemente, estas no tienen margen para producir nada des-
pués de la muerte del afido.

Una vez discutido el caso del consumo intracelular de endosimbiontes, se hace ne-
cesario deducir si las conclusiones alcanzadas son extrapolables al caso del consumo
de bacterias asociado a la degradacién del bacterioma (Z = 1 en la ecuacién 3.24).
El consumo por degradacién, a diferencia del intracelular, si que afecta a la dinamica
de N. Sin embargo, dado que la degradacién del bacterioma no afecta a la densidad
bacteriana, se deduce que By, /N(t,7,N,(1 — AB/B,)) = B,.s/N(t,7,N;) = p.
Incluyendo esta igualdad en la expresién de F obtenemos:

ty
]::/ et
T

YFI:B (Bcon - Bref) -

Yhy =Y
_Wep = Yos)o Byog) + 0(t — 7)Y,AB| dt (3.40)
PN

Expresando de nuevo Y}, = aY2y y sustituyendo:

ty
F = / et
T

— ngBa(Bref - Bcon)_

- YIQB (]' - Oé) i(BTef - Bcon) + 5(t - T>Y¢AB dt (341)
PN

ecuacion idéntica a la ecuacién 3.32 salvo por la desigualdad. En consecuencia, todo
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lo deducido y comentado para el caso del consumo intracelular de endosimbiontes
es aplicable al caso del consumo mediante degradacion del bacterioma.

En definitiva, tal y como se pretendia demostrar, en un amplisimo rango de
escenarios no resulta conveniente para el insecto alimentarse de los endosimbiontes
que alojan.

3.2.7. Influencia de la tasa de crecimiento y la productivi-
dad de los endosimbiontes en la fertilidad del afido

Una vez concretada la naturaleza definitiva del modelo de dindmica bacteriana
(modelo descrito en la seccién 3.2.4 con t. variable y sin fagocitosis de endosim-
biontes de ningun tipo) y su relacién con la fertilidad de los afidos (seccién 3.2.4),
se hace necesario caracterizar el impacto de los parametros metabdlicos (tasa de
crecimiento, y; productividad a méxima tasa de crecimiento, Y} 5; y méxima pro-
ductividad, Y35) en la forma de la funcién de fertilidad (i.e. nimero de hijos paridos
por unidad de tiempo a cada tiempo).

Para una primera exploracion del citado impacto, se grafico la funcién de ferti-
lidad para unas pocas parejas de valores de u e Y35 (figuras 3.15 y 3.16).

Las figuras muestran que la funciéon de fertilidad presenta algunas tendencias
claras, con independencia de si la relacién entre la productividad y la tasa de creci-
miento es competitiva o independiente (figura 3.7): a mayores valores de productivi-
dad (Y2p), antes se vuelve no nula (i.e. menor es el t., figura 3.12), mas se aproxima
el tiempo al que dicha funcién alcanza el maximo al t., y mas pronunciada es la
caida. Todos los citados efectos se vuelven mas marcados cuanto mayor es la tasa
de crecimiento (u). El caso del valor méximo es mas complejo ya que, aunque en
general parece crecer con la productividad, en el caso de produccién independiente
existe un valor de Y35 para el que el méaximo de la funcién de fertilidad alcanza un
valor maximo en los casos de p =0.5 y p =1 dias™!.

Las tendencias observadas permiten describir la funcién de fertilidad, grosso mo-
do, a partir del momento en que toma por primera vez un valor no nulo (i.e. el t.),
su valor maximo (F,.:), y alguna métrica que represente la velocidad a la que decae
(M\). Esta caracterizacién permite explorar el espacio de pardametros de forma maés
exhaustiva (nétese que la influencia de p e Y35 en el ¢, ya se estudié en la seccién
3.2.5, figura 3.12).

La caracteristica esencial que debe cumplir A para que resulte una métrica de
interés es que debe depender tinicamente de la forma de la curva, esto es, no debe
depender ni del t. ni del par F,,qz-tmae. Ademads, resulta conveniente que su inter-
pretacion sea lo mas directa posible. Atendiendo a estos factores, se decidié definir
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Figura 3.15: Funciones de fertilidad asociadas a distintos valores de tasa de crecimiento (p) y productividades (Y35) de los endosimbiontes para
el caso de produccién competitiva (figura 3.7, panel ’Competitiva’, Y55 = 0). Las funciones fueron obtenidas a partir del modelo descrito en la
seccién 3.2.4 con un t. variable obtenido a través de la ecuacién 3.23, un valor de Ygp de 0.09 embriones por pug de producto, y una eficiencia de
inoculacién del 25 % (e =4).
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A como sigue:

- ftoo F(t)dt

A
Fmaz (tf - tc)

(3.42)

donde F(t) representa la funcién de fertilidad; y ¢; representa la esperanza de vida
del afido.

La A asi definida no representa otra cosa que el cociente entre el area bajo la
funcién de fertilidad (calculada hasta la esperanza de vida del éfido) y el area del
rectangulo de base ¢ty —t. y altura F,,,. Cuanto menor sea este ratio mas acentua-
da serd la caida de la funcién de fertilidad, ya que la geometria de esta funcién se
aproxima grosso modo a un triangulo rectangulo.

Una vez concretada la forma de caracterizar la velocidad de decaimiento de la
funcién de fertilidad, se explord la influencia de u e Y25 en dicho decaimiento (fi-
gura 3.17).

Los resultados concuerdan con lo discutido al respecto de la figuras 3.15 y 3.16:
la masa de la funcién de fertilidad se concentra cada vez mas hacia el ¢, conforme se
incrementa Y25, v esta concentracién es tanto méas rdpida cuanto mayor sea la tasa
de crecimiento. Més finamente, se observa que la disminuciéon de A més apreciable
se produce a partir de un Y35 &~ 10 (nétese que este valor también marcaba un cam-
bio cualitativo de régimen en el ¢., figura 3.12), un efecto particularmente marcado
para valores de p > 5. En términos de dinamica de poblaciones, un decremento de
A implica que se engendran un nimero mayor de afidos a tiempos mas tempranos,
a costa de parir un menor nimero de descendientes a tiempos mayores. Puesto que
la probabilidad de supervivencia del afido es mayor cuanto menor sea su edad, la
disminucién de A supone una ventaja evidente para el insecto. Pero ademas, una
distribucién de la funcion de fertilidad concentrada en torno a tiempos bajos resulta
ventajosa en términos de la capacidad de crecimiento de la poblacion de afidos, tal
y como se deduce de la ecuacién de Euler-Lotka [111]. Nétese, sin embargo, que si
la disminucion de A\ supone una pérdida apreciable en el total de descendientes del
afido, la capacidad de crecimiento si podria verse resentida.

En linea con lo comentado, se calculé el numero total de descendientes en fun-
cion de la tasa de crecimiento y la productividad bacteriana (figura 3.18). La figura
muestra que para todo p y tanto en el caso de produccién independiente como com-
petitiva (figura 3.12), el total de descendientes presenta un inico maximo para un
valor de Y25 de entre 10 y 30 pg por cada 10° bacterias y dia, como se ve en la
figura 3.18. A partir de dicho maximo, el total de descendientes decrece tanto mas
abruptamente cuanto mayor es u, y de forma mucho més acentuada en el caso de la
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Figura 3.17: Representacién de la velocidad de decaimiento de la funcién de fertilidad en términos
de la métrica A (ecuacién 3.42) para distintos valores de tasa de crecimiento p y productividad Y25
bajo los supuestos de produccién independiente (figura 3.7, panel Independiente’, Y5, = Yig,
tonos azules) y competitiva (figura 3.7, panel ’Competitiva’, Y55 = 0, tonos morados). Los célculos
se llevaron a cabo a partir del modelo descrito en la seccién 3.2.4 con un t. variable obtenido a
través de la ecuacion 3.23, un valor de Ygp de 0.09 embriones por pg de producto, y una eficiencia
de inoculacién del 25% (e =4).

produccién independiente. Este descenso, sin embargo, parece menos marcado que
el observado para A (figura 3.17), por lo que no resulta descabellado anticipar que
el impacto neto del incremento de p e Y35 en la tasa de crecimiento de la poblacién
de afidos sera positivo.

En definitiva, el incremento de p e Y25 supone un sesgo de la funcién de fer-
tilidad hacia t = t., a costa de sacrificar capacidad reproductiva neta a partir de
valores Y25 préximos a 15 pg por cada 10° bacterias y dia. Estas alteraciones en
la funcién de fertilidad podrian ofrecer ventajas en lo que a la capacidad de creci-
miento de la poblacién de insectos se refiere, tal y como se deduce de la ecuacién de
Euler-Lotka [111]. Este comportamiento de la funcién de fertilidad, si bien puede
parecer extrano, ha sido observado en diversas especies de dfidos en campo [113].

Finalmente, resta comentar la variacion de F},,, con las capacidades metabdli-

cas de los endosimbiontes. En la figura 3.19 se observa que Fj,,. crece de forma
aparentemente hiperbdlica en la mayoria de casos, y que ese crecimiento hiperboli-
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Figura 3.18: Representacién del niimero total de descendientes por afido para distintos valores de
tasa de crecimiento p y productividad Y35 bajo los supuestos de produccién independiente (figura
3.7, panel 'Independiente’, Y/ =% 5, tonos azules) y competitiva (figura 3.7, panel ’"Competitiva’,
Y} = 0, tonos morados). Los cdlculos se llevaron a cabo a partir del modelo descrito en la seccién
3.2.4 con un t. variable obtenido a través de la ecuacién 3.23, un valor de Ygp de 0.09 embriones
por ug de producto, y una eficiencia de inoculacién del 25 % (e =4).

co se aproxima progresivamente a uno lineal conforme se incrementa p. Ademas,
y al igual que con el resto de propiedades de la funcion de fertilidad estudiadas,
el impacto del incremento en este parametro se amortigua abruptamente a partir
de valores de p entre 2 y 5 dias™!. Este incremento hiperbdlico, sin embargo, no
puede extrapolarse a todas las situaciones. De hecho, para el caso de produccion
independiente y valores de y menores de 2 dias™!, F},,, crece hasta adoptar un valor
maximo para luego disminuir de forma sustancialmente lenta. Esta particularidad
no debe atribuirse necesariamente a la naturaleza independiente de la produccion,
ya que incrementos en la eficiencia de inoculacién (disminuciones del valor de e,
seccién 3.2.4) hacen que se produzcan efectos semejantes bajo el supuesto de pro-
duccién competitiva (datos no mostrados).

El comportamiento de F,,., tiene importantes implicaciones en términos de la
validez del modelo de dindmica de poblaciones de los endosimbiontes planteado en
la seccion 3.2.4. En concreto, el incremento de F},,, con Y}?B define un rango de
valores de Y35 para los que el modelo es compatible con la realidad. Es evidente que
Fr0e 10 puede ser arbitrariamente grande, ya que un afido no puede, fisiologica-
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mente, parir una cantidad cualquiera de descendientes en un dia. Como referencia,
un afido de la especie Acyrthosiphon pisum es capaz de parir unos 12 insectos por
dia. Si aceptamos este valor como una aproximacién de la maxima capacidad a la
que pueden generar los afidos descendencia por razones fisioldgicas, se deduce que
para valores de p > 1, el valor mdximo de Y35 compatible es de en torno a 15 ug
de producto por cada 10° bacterias y por dia. Este valor se incrementa draméti-
camente para valores inferiores de pu, ya que, para estos valores, el crecimiento de
Frnaz con YPp se estanca apreciablemente. Este valor maximo de Y35 definirfa el
punto a partir del cual se estaria generando un exceso de producto. Este exceso
de producto puede perderse (e.g. excretandolo en forma de melaza), o almacenarse
para momentos en los que la funcién de fertilidad tome valores inferiores al limite
fisiologico. Notese, sin embargo, que el valor de F),,, depende, adicionalmente, de
YEep v €, valores que se han fijado a lo largo de esta seccién. Puesto que la estimacion
de estos parametros ha sido, a lo mas, grosera, dada la falta de evidencia experi-
mental, y puesto que tampoco se dispone de informacién sobre cémo se gestiona,
de existir, el exceso de producto, se decidié suponer que el afido opera siempre por
debajo del limite fisiologico de Fi,qz-

No conviene concluir la seccién sin enfatizar que todo lo discutido se sostiene
sobre el supuesto de que el t. que define la fertilidad es el minimo posible dados
unos parametros metabodlicos. Puesto que el nimero de bacterias presente en el
momento en que comienza el periodo reproductivo resulta capital de cara a definir
la forma de la funcion de fertilidad, y se ha observado que ciertas propiedades
de la misma (esencialmente el nimero total de descendientes, aunque también la
fertilidad méxima a valores de p bajos) no son siempre crecientes con u e Y35, es
posible que existan presiones selectivas que favorezcan a los afidos que comiencen a
reproducirse mas tarde que el . minimo.

3.3. Discusion

La importancia del bacterioma como pilar fundamental de la interaccién insecto-
endosimbionte es ampliamente reconocida (ver seccién 3.1). En esta linea, al con-
siderar que el crecimiento y degradacion del bacterioma es el tinico elemento que
regula el titulo bacteriano en el sistema Acrytosyphon pisum-Buchnera aphidicola
(ver secciones 3.2.1-3.2.4), se logran ajustes a los datos experimentales, en general,
de gran precision. En particular, los modelos desarrollados describen adecuadamente
la variacion del titulo bacteriano hasta los 16 dias de edad, esto es, hasta practica-
mente el final del periodo reproductivo del afido. A partir de entonces, el niimero
de endosimbiontes estd apreciablemente sobreestimado (ver figuras 3.3, 3.5 y 3.9).
Notese que este hecho es compatible con la observacién de que, en esta misma eta-
pa, se produce una disminuciéon en la densidad de endosimbiontes en el bacterioma
[67], un mecanismo de reduccién del titulo bacteriano que no se ha tenido en cuenta
en ningun caso. Sea como sea, tal y como se ha discutido previamente (ver seccién
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Figura 3.19: Representacién del méximo de la funcién de fertilidad (F,,.) para distintos valores
de tasa de crecimiento p y productividad Y35 bajo los supuestos de produccién independiente
(figura 3.7, panel ’Independiente’, Y, = Y25, tonos azules) y competitiva (figura 3.7, panel
"Competitiva’, Y}z = 0, tonos morados). Los célculos se llevaron a cabo a partir del modelo
descrito en la seccién 3.2.4 con un t. variable obtenido a través de la ecuacién 3.23, un valor de
Yep de 0.09 embriones por ug de producto, y una eficiencia de inoculacién del 25 % (e =4).

3.2.2), es posible que los supuestos sobre los que se articulan los modelos (esencial-
mente el que se refiere a que el influjo de nutrientes en el insecto es constante) no
se cumplan en afidos senescentes.

La comparacién de los modelos, por otro lado, ofrece pocos resultados concluyen-
tes. En primer lugar, la figura 3.6 muestra claramente que suponer que el niimero
de bacteriocitos y no el volumen del bacterioma es el agente determinante de la
dinamica de poblaciones de los endosimbiontes permite ajustarse mas a la realidad
experimental. Sin embargo, es importante enfatizar que el desconocimiento de la
forma especifica en que el volumen de los bacteriocitos varia con el tiempo puede
ser la razén tultima de la menor calidad del ajuste. En consecuencia, a la luz de estos
resultados, no parece sensato descartar ninguna de las hipdtesis. En segundo lugar,
la comparativa entre los modelos con desarrollo del bacterioma fijo (seccién 3.2.2)
y dependiente de la fertilidad del afido (seccién 3.2.4), no ofrece resultados que per-
mitan, objetiva y definitivamente, decantarse por una opcién u otra (ver figura 3.11).

Notese, sin embargo, que el modelo dependiente de fertilidad, a diferencia de los
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demds, aporta una explicacién mecanistica a la degradacion del bacterioma obser-
vada en Acrytosyphon pisum, a saber: la causa de la degradacién del bacterioma
es la inoculacion de los embriones de afido. Pero, jse puede concluir que no existe
otra razoén que justifique esta degradacién? En esta linea se explord si el consumo
de los endosimbiontes, sea mediante la degradacién del bacterioma o por el con-
sumo directo de las bacterias, podria resultar beneficioso al afido en términos de
su fertilidad (ver seccién 3.2.6). Las conclusiones del estudio son claras: no parece
razonable suponer que el consumo de la poblacién de endosimbiontes resulte be-
neficioso al afido en términos de su fertilidad salvo a tiempos cercanos al final de
la esperanza de vida del mismo. Atendiendo a esto, la degradacion del bacterioma
debe responder o a la inoculacion de su descendencia, tal y como supone el modelo
dependiente de fertilidad, o a otras razones.

Para que el modelo dependiente de fertilidad ajuste adecuadamente a los datos
experimentales, y considerando los valores de parametros definidos a lo largo del
capitulo, es necesario que la eficacia de inoculacién sea relativamente pequenia (no
més del 40 %). En la seccién 3.2.1 se estimd, a partir de datos obtenidos de diversas
fuentes, que a partir de un bacterioma pueden inocularse entre 2-5 embriones. Si
tenemos en cuenta que, a pesar de que el mecanismo de inoculacién no es claro,
aparentemente no funciona con eficiencia maxima [98], y que el nimero total mini-
mo de descendientes inoculables a partir de la poblacién de endosimbiontes de un
afido adulto es de unos 150 (muchos més de los que se observan normalmente [97]),
eficacias tan bajas como la estimada son asumibles.

Si sumamos la adecuacién del modelo dependiente de fertilidad a las distin-
tas observaciones experimentales al hecho de que la degradacién del bacterioma
comienza exactamente cuando el afido alcanza la madurez sexual, parece sensato
hipotetizar que la citada degradacion se debe a la inoculacién de los embriones, si
bien otras razones no estan excluidas. Es importante destacar que, aun si se probara
que la degradacion del bacterioma se asocia a la transferencia de endosimbiontes a
la descendencia, no se podria concluir que el modelo dependiente de fertilidad es
mas apropiado que el que supone un desarrollo fijo, ya que ambos son compatibles
con esta hipdtesis.

La construccién de modelos de la dinamica de poblaciones de los endosimbion-
tes en el insecto compatibles con datos experimentales define el primer paso en la
comprension de como las mutaciones en estas bacterias evolucionan en el tiempo, ya
que su actividad en el insecto es indispensable para que éste se desarrolle y repro-
duzca y, por ende, es uno de los elementos esenciales que definen su fitness. En esta
linea, las funciones de fertilidad construidas a partir de los modelos con restricciones
basadas en el nimero de bacteriocitos (ver secciones 3.2.2 y 3.2.4) presentan, a lo
largo del periodo reproductivo del insecto, una forma cualitativamente semejante a
la descrita para distintas especies de afidos [97]. De hecho, al considerar el modelo
con degradacion del bacterioma asociada a la fertilidad del afido, se observa que
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cuanto més temprano comienza el insecto a reproducirse (i.e. cuanto menor es su
te, ver seccién 3.2.5), mas rapidamente decae la fertilidad con la edad del mismo
(ver seccién 3.2.7, figuras 3.15 y 3.16), una caracteristica previamente puesta de

manifiesto al comparar las funciones de fertilidad de distintas especies de afidos
[113].

En definitiva, se ha logrado construir una relacién entre el metabolismo de Buch-
nera aphidicola y la fertilidad de Acrytosyphon pisum compatible con una amplia
variedad de datos experimentales; una relacién que, si aceptamos como extrapola-
ble a otras especies de afidos, sienta las bases sobre las que construir el fitness del
insecto y, en consecuencia, caracterizar la evolucién de este tipo de endosimbiontes.
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Capitulo 4

Dinamica de poblaciones y calculo
de probabilidades de fijacion en
afidos propagados in vitro

4.1. Introduccion

Este capitulo tiene como objetivo desarrollar un método de calculo de la probabi-
lidad de fijacién de mutaciones que afecten directa o indirectamente (e.g. mutaciones
en los endosimbiontes que alteran sus capacidades metabdlicas) a las facultades re-
productivas de los afidos, esto es, que alteren de algiin modo cuando se reproducen
y/o el nimero de descendientes a que pueden dar lugar. Con este objetivo en mente,
resulta evidente que el primer paso no es otro que construir un modelo que represen-
te adecuadamente la dinamica de poblaciones de los afidos y asi, simultaneamente,
construir el paisaje de fitness que definira, en ltima instancia, las probabilidades
de fijacién buscadas.

La construccion de un modelo adecuado para representar la dinamica de pobla-
ciones de los afidos exige comprender en profundidad su ciclo de vida, asi como la
influencia de distintos factores ambientales en el mismo. A lo largo de esta seccion
se recogerd lo esencial de estos aspectos. Para una explicacién més completa se re-
comienda consultar [114] (capitulo 3), fuente esencial de la informacién presentada
en esta seccion.

4.1.1. Ciclos de vida

La complejidad de los ciclos de vida de los afidos tienen su razén tiltima en las
variaciones en el ecosistema asociadas a cambios estacionales [115], entre ellos la
variacion en la composicion de la savia vegetal de la que estos insectos se alimentan
[116-118]. En primavera, las hojas crecen e importan aminodcidos a través de la
savia, lo que favorece el desarrollo y capacidad reproductiva de los afidos. En ve-
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rano, cuando las hojas han madurado, el floema transporta esencialmente azicares,
lo que limita sustancialmente el nitrégeno disponible para los insectos. En otono, el
valor nutricional del floema se recupera a consecuencia de la senescencia del follaje,
que conlleva la exportacion de aminoacidos. En definitiva, a lo largo del ano, sélo
se dan dos periodos relativamente cortos en los que la planta hospedadora resulta
favorable a los afidos, intercalados con periodos mas largos donde no lo es tanto.
A estas fluctuaciones en la calidad del alimento, hay que anadir los cambios en la
temperatura a la que se ven expuestos los afidos, carentes de mecanismos internos
de regulacion térmica [119], asi como variaciones en la actividad de depredadores y
otros eventos de indole climatica [115]. Como respuesta a este entorno cambiante,
los afidos han desarrollado un marcado polimorfismo gracias al cual han conseguido
establecerse como uno de los insectos maés prolificos conocidos.

En funcién del nimero de especies de plantas que sirven de hospedador, los ciclos
de vida de los dfidos se pueden clasificar en monoicos o dioicos. En el primer caso (el
maés habitual), los afidos completan su ciclo de vida en una tnica especie vegetal o
en un conjunto de especies relacionadas, mientras que en el segundo, alternan entre
dos conjuntos de especies no relacionadas.

En los ciclos dioicos, morfos (i.e. variedad polimdrfica) capaces de reproduccion
sexual se emparejan y reproducen durante la segunda mitad del verano y otono,
depositando huevos en el hospedador primario, tipicamente una planta lenosa. Es-
tos huevos son capaces de soportar las bajas temperaturas del invierno, de forma
que cuando llega la primavera, eclosionan, dando lugar a la primera generacion de
afidos. Las causas exactas que desencadenan la eclosién no son conocidas [120], si
bien se ha conseguido inducir la misma in vitro, ademés de establecerse la impor-
tancia de la congelacién de los huevos durante la hibernacion, de los ciclos diarios
de temperatura y del fotoperiodo [121].

Los afidos que emergen de los huevos se denominan fundatrices. Estos mor-
fos, se reproducen por partenogénesis y se caracterizan por ser dltamente fecundos
[122, 123]. Las fundatrices dan lugar a una segunda generacién de insectos de ca-
racteristicas similares, las fundatrigenias, que producen descendencia alada. Esta
nueva generacion de afidos migra al hospedador secundario (sufriendo importantes
pérdidas), normalmente una planta herbédcea (entre las que se incluyen muchas de
interés agricola), y da lugar a varias generaciones, apteras (i.e. sin alas) o aladas
segun las condiciones de cada progenitor, de insectos a lo largo del verano. A partir
de la segunda mitad de esta estacion, comienzan a generarse machos alados y hem-
bras gimnéparas (i.e hembras que, mediante partenogénesis, dan lugar a hembras
oviparas), que migran de vuelta al hospedador primario. Aqui, las gimnéparas dan
lugar a hembras oviparas que se reproducen con los machos, cerrando el ciclo. Néte-
se que el ciclo expuesto debe tomarse s6lo como referencia, ya que existen muchas
variantes. Una de las mas resenables concierne a las especies en las que la forma
de hibernacién no es el huevo, sino la fundatriz, como es el caso de Brachycaudus
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helichrysi [124].

Los ciclos monoicos, por otra parte, pueden concebirse como ciclos dioicos en los
que se suprimen las fases y los morfos implicados en la migracion entre los hospe-
adores primario y secundario. Esto no implica que estas especies de afidos no den
dad d Est 1 t de afid d
lugar a formas aladas, ya que estas siguen siendo necesarias en la dispersién de la
poblacién a hospedadores no infestados.

A pesar de las semejanzas, existen diferencias de importancia entre los ciclos
dioicos y monoicos en lo que concierne a las caracteristicas de los distintos morfos
que intervienen en los mismos. En las especies de afidos que presentan ciclos dioicos,
las fundatrices, asi como las fundatrigenias, presentan diferencias sustanciales con
las hembras partenogéneticas que se desarrollan en el hospedador secundario. En
concreto, poseen un mayor numero de ovariolas (i.e estructura ovérica donde se
generan los évulos), son més grandes y de forma mucho més redondeada [122]; to-
das caracteristicas asociadas con una fecundidad muy superior[123]. En las especies
monoicas, sin embargo, las diferencias entre las fundatrices y otras hembras parte-
nogenéticas son mucho menos pronunciadas. Otra diferencia resenable, concierne a
la generacion de las formas sexuales. En las especies monoicas, a diferencia de las
dioicas, tanto los machos como las hembras oviparas son engendrados por el mismo
tipo de hembra partenogenética, habitualmente aptera, denominada sextpara.

En general, puede deducirse que los afidos que siguen ciclos dioicos presentan
morfos méas diversos y especializados, més alla de los atribuibles a la migracion en-
tre dos hospedadores distintos. Esta caracteristica se ha atribuido a la tendencia de
estas especies de afidos a formar agallas en el hospedador primario en primavera. De
hecho, muchas especies de Pemphiginae y Hormaphidinae son capaces de producir
morfos especializados en la defensa y reparacion de estas agallas, caracterizados por
ser ninfas jévenes usualmente estériles [125, 126].

Adicionalmente, existen ciertas especies de las tribus Fordini y Hormaphidinae
que presentan ciclos bienales (ver 7.2.5 Two-year life cycles en [127] para un ejem-
plo); ademds de no pocos casos en los que la especie adopta una estrategia hibrida
entre monoica y dioica, en la que la alternancia entre hospedadores ocurre en para-
lelo a la partenogénesis continua en el hospedador secundario.

A pesar de la rica casuistica de los ciclos de vida de los afidos, sus particu-
laridades son ain mayores. Los ciclos descritos hasta ahora presentaban una fase
de reproduccién sexual (ciclo holociclico). Sin embargo, este no siempre es el caso
(ciclo anholociclico). En determinadas circunstancias, como por ejemplo en regio-
nes calidas y/o con una relacién hospedador primario-afido baja, no se generan
huevos como forma de hibernacién, sino que se emplean hembras partenogenéticas
[128]. Este tipo de comportamientos implica la existencia de morfos especificos o de
patrones de comportamiendo particulares que permitan sobrevivir al invierno. Sin
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embargo, esencialmente a causa de la predacién, el nimero de insectos que sobrevi-
ven a la primavera es siempre sustancialmente inferior al observado en los afidos con
ciclos holociclicos [128]. Finalmente, determinados clones de afido presentan un tipo
de ciclo entre holociclico y anholociclico, en el que se generan machos o hembras
oviparas, pero no ambos.

4.1.2. Factores determinantes del polimorfismo en afidos

La clave de la supervivencia de los afidos radica en su capacidad para generar los
morfos adecuados en el momento oportuno. Tal y como se ha planteado al describir
los distintos ciclos de vida en la subseccién anterior, en términos generales, se iden-
tifican los siguientes morfos principales: hembras partenogenéticas apteras y aladas,
formas de reproduccién sexual (machos y hembras oviparas), y formas de resisten-
cia, que pueden ser huevos o variantes fenotipicas de hembras partenogenéticas.

La generaciéon de formas sexuales, con independencia de si el afido sigue un ciclo
monoico o dioico, viene desencadenada por dos factores principales [129]: el fotope-
riodo (i.e. parte del dia en que un ser vivo estd expuesto a la luz) y la temperatura.
En concreto, son el incremento en el nimero de horas de oscuridad, y el descenso
de las temperaturas los factores que determinan la generacion de estas formas. Las
formas sexuales son las responsables de generar huevos, que sirven como forma de
hibernacién para superar el invierno. Sin embargo, las condiciones mencionadas no
son exclusivas del otono, sino que también pueden darse en primavera, aunque las
formas sexuales no tienden a aparecer en esta estacién. Este hecho se asocia a la
existencia de un reloj interno, sensible a la temperatura, capaz de impedir la gene-

racién de formas sexuales a partir de las primeras generaciones descendientes de las
fundatrices [130].

Existen, sin embargo, especies de afidos que, debido a sus habitos de alimenta-
cién (e.g. afidos que extraen su alimento de raices), son incapaces de percibir con
precision el fotoperiodo. En estos casos, la generacién de los correspondientes morfos
sexuales se produce en respuesta al cese del crecimiento de la planta hospedadora
[131] y/o al descenso de las temperaturas [132], con independencia del nimero de
horas de luz al que se expongan.

Las hembras partenogenéticas aladas se generan ante la necesidad de la pobla-
cién de dispersarse a otros hospedadores, sean del mismo tipo o diferente, segin
sea la especie monoica o dioica y la etapa del ciclo. Resulta logico, en consecuen-
cia, que los factores que inducen la diferenciacién de estos morfos sean el grado
de hacinamiento [133], el estatus nutricional del hospedador [134-136] y la presen-
cia de depredadores[137]. Nétese que la temperatura, en este caso, ejerce un efecto
esencialmente coadyuvante, limitando el desarrollo de formas aladas cuando toma
valores elevados o notablemente bajos (temperaturas bajo cero).
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Cuando la poblacién de afidos se incrementa, la probabilidad de que dos indivi-
duos contacten fisicamente también aumenta, y es este contacto fisico (en regiones
concretas de la anatomia del insecto) el que desencadena la generacién de formas
aladas. Sin embargo, existen especies como Myzus persicae que se caracterizan por
no ser gregarios. En estos casos, la influencia de los estimulos fisicos en la diferencia-
ciéon de morfos alados es sustancialmente menos marcada que en el caso de especies
gregarias [137].

De cara al estatus nutricional del hospedador, se ha evidenciando la relevancia
del déficit de determinados metabolitos (ciertas vitaminas, aminodcidos, etc) en la
diferenciacion de morfos alados. Estos resultados, tomados en conjunto, implican
que es el valor nutricional general de la savia, mas que la presencia de metabolitos
concretos, el factor responsable de este polimorfismo [114] (capitulo 3).

Por ultimo, existe evidencia de un incremento en la produccién de formas aladas
en respuesta al ataque de escarabajos depredadores, si bien no existe tal evidencia
para el caso de ataques de parasitoides. Este comportamiento, sin embargo, no es
general, ya que varias especies emplean tacticas de defensa alternativas. En esta
linea, la presencia en la poblacién de afidos de hormigas mutualistas se ha asociado
con la inhibicién de morfos alados [138].

Las formas de resistencia de los afidos, ademas de los huevos, se relacionan no
solo con la hibernacion, sino también con la defensa ante las condiciones adversas
asociadas al verano: elevadas temperaturas y escasez de alimento asociada tanto al
incremento en la poblacién de afidos como al final de la fase de crecimiento y madu-
racion de las hojas del hospedador. Las hembras partenogenéticas especializadas en
hibernar o estivar suelen ser particularmente pequenas, presentar tejidos de reserva
més desarrollados y baja capacidad reproductiva [122]. En determinadas especies,
los morfos de estivacién presentan caracteristicas aiin mas peculiares, como es el
caso de insectos de la especie Periphyllus testudinaceus, donde adoptan formas pla-
nas protegidas por placas [114] (capitulo 3). La induccién de los morfos estivales
de resistencia puede asociarse a una respuesta directa a cambios en el hospedador
(hojas maduras v.s. hojas en crecimiento), como a factores intrinsecos que anticipan
estos cambios [114] (capitulo 3).

La existencia de morfos de estivacion y de hibernacién ilustran cémo la tempe-
ratura es un factor estresante capital en el desarrollo y reproduccion de los éfidos
[139]. Entre los 3 y los 25 °C, el incremento en la temperatura se relaciona con una
mejoria en el desempenio de los afidos, determinado esencialmente en las hembras
partenogenéticas. Si la temperatura supera estos valores, el efecto es dramaticamen-
te opuesto: la capacidad reproductiva y el desarrollo de los afidos se ve abruptamente
afectada, un efecto que se ha asociado a la gran inestabilidad térmica caracteristica
de las proteinas de los endosimbiontes primarios, encargados de la produccién de
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metabolitos esenciales para el insecto [119]. El impacto especifico de la temperatura
es altamente variable entre las distintas especies de afidos e incluso entre clones,
ya que existe un cierto grado de adaptabilidad frente a variaciones en los valores
6ptimos de temperatura. Esta adaptabilidad, curiosamente, es mucho mas limitada
a temperaturas altas, si bien la presencia de determinados endosimbiontes secunda-
rios (también relacionados con la resistencia a parasitoides y otras formas de estrés)
se ha vinculado a la resistencia a estas condiciones [140].

Existen otras formas de estrés ambiental (e.g humedad, viento) con influencia
directa o indirecta en el desempeno de los afidos, asi como una variedad fenotipi-
ca apreciable aun dentro de morfos especificos [114] (capitulo 3). Sin embargo, los
factores y formas discutidos hasta ahora son suficientes para mostrar la enorme
complejidad que es necesario condensar en un modelo completo de la dinamica de
poblaciones de los afidos, asi como la gran cantidad de particularidades asociadas
a las distintas especies de los mismos. Ambas caracteristicas, complejidad e idiosin-
crasia, comienzan a perfilar la necesidad de configurar un modelo simplificado de
laboratorio sobre el que llevar a cabo los objetivos planteados al comienzo de esta
seccion.

4.2. Resultados

4.2.1. Diseno experimental

Tal y como se ha desarrollado en la seccion 4.1, existen muchas dificultades a la
hora de plantear modelos que representen adecuadamente la dindmica de poblacio-
nes de los afidos en campo. Estas dificultades se circunscriben no sélo al ambito del
modelado, que debe ser capaz de representar y tratar la influencia de muy diversos
factores, sino que también se dan importantes limitaciones experimentales, esencial-
mente relacionadas con el solapamiento de generaciones y la constante variacién de
las condiciones del entorno.

Esta problematica, sin embargo, puede reducirse muy sustancialmente si la po-
blacién de afidos se propaga en laboratorio en condiciones controladas. En particu-
lar, es posible mantener condiciones de temperatura, alimentacién y hacinamiento
tales que la poblacion de éfidos se componga integramente de hembras parteno-
genéticas; y propagar esta poblacion sélo con estos morfos. Obviamente, esta forma
de mantener a la poblacion de afidos se aleja en mucho de las condiciones naturales.
No se debe olvidar, sin embargo, que el objetivo perseguido aqui es comprender me-
jor cémo operan las fuerzas evolutivas sobre el genoma de endosimbiontes obligados;
y que la adecuacion de los modelos empleados a la realidad ecoldgica es secundaria
a su manejabilidad.
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Notese, por otra parte, que al estar interesados en cuantificar el efecto de la
seleccién natural sobre mutaciones que afecten a las facultades reproductivas de los
afidos, se trabajara siempre con dos poblaciones distintas: la silvestre y la mutante,
indicadas mediante el superindice s y m respectivamente en las variables correspon-
dientes.

En definitiva, se tratarda con hembras de afido que se reproducen por parte-
nogénesis, tanto silvestres como mutantes, que competiran y se propagaran de acuer-
do al sistema de pases esquematizado en la figura 4.1. Por claridad, la notacién que
se empleara en la descripcién de este protocolo se resume en la figura 4.2.

De acuerdo a este esquema, se parte de una poblacién total fija de A(0) indivi-
duos recién nacidos, divididos en A™(0) afidos mutantes y A°(0) afidos silvestres.
Esta poblacion inicial, que denominaremos inéculo, se dejara crecer, confinada, en
condiciones de temperatura y alimentacién controladas una cantidad de dias sufi-
ciente para que el numero total de afidos sea uno dado. A este nimero de dias lo
denominaremos tiempo de muestreo (t,,). Al transcurrir estos t,, dias, la poblacién
de afidos estard compuesta de un total de A(t,,) individuos, A™(¢,,) mutantes y
A5(t,,) silvestres. Este total de afidos presentara una distribucién de edades con-
creta (I(t,,) para el total e I"(t,,) e I°(¢,,) para los afidos mutantes y los silvestres
respectivamente). De todas las edades presentes, sélo un subconjunto de ellas co-
rresponderan a individuos en edad fértil. Al total de afidos fértiles a tiempo t se le
de)nominaré Ay (t) (AT (t) y A3(t) al hablar de mutantes y silvestres respectivamen-
te).

Para iniciar una nueva poblacion a partir de una poblacion desarrollada previa-
mente, se efectuard un pase. En particular, se seleccionardn al azar A(0) individuos
fértiles de los Af(t,,) presentes a tiempo t,,. Entre los A(0) individuos selecciona-
das habra una determinada cantidad de individuos mutantes (A™(0)) y silvestres
(A*(0)), cuyo valor especifico vendra dado de acuerdo a una determinada distribu-
cién de probabilidad definida por el método de seleccién. Esto es, A™(0) y A*(0)
son variables aleatorias.

Estos A(0) seleccionados se transferirdan a un nuevo entorno, donde a cada in-
dividuo se le dejara parir a un tnico descendiente antes de eliminarlo del mismo.
De este modo, garantizamos que el nuevo inéculo esté formado por individuos re-
cién nacidos. El inoculo se desarrollara del modo previamente descrito, hasta que
se procede a llevar a cabo un nuevo pase. El niimero de pases que se han efectuado
previos al desarrollo de una determinada poblacion se denotarda mediante un su-
perindice numérico a la izquierda en las variables correspondientes. Por ejemplo,
SAT(tm) representa el ntimero de mutantes fértiles a tiempo t,, de una poblacién
que tiene 3 pases. Con esta notacion, la poblacién original a partir de la cual se han
obtenido las siguientes se denotara con el superindice izquierdo 0 (e.g. °A™(0) para
indicar el total de mutantes en el inéculo de la poblacién original).
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Afido Fértil

Afido infértil

Figura 4.1: Esquema del sistema de pases empleado para la propagacién de la poblacién de éfidos.
El protocolo se divide en tres etapas. Durante la etapa de muestreo se seleccionan aleatoriamente,
de la poblacién correspondiente al pase anterior, un nimero fijo de afidos fértiles (i.e. maduros
sexualmente) que servird de inéculo y contendrd, en general, insectos mutantes y silvestres. Tras
esta etapa, y con objeto de homogeneizar la edad de los dfidos de la poblacion, se dejard a cada
uno parir un unico descendiente. Inmediatamente después se retirardn los progenitores, dejando
unicamente las ninfas. Estas dos etapas, indicadas en azul, transcurren en menos de un dia. Después
de la sincronizacion, la poblacién de afidos se deja crecer t,, dias, tras lo cual, se seleccionara el
indculo correspondiente al siguiente pase, cerrandose el ciclo.
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Poblacion Poblacion Poblacion
mutante Fértil silvestre

Figura 4.2: Resumen de la notacién empleada en la caracterizacién de las distintas poblaciones
de dfidos. En general A es una funcién dependiente, entre otras variables, del tiempo (), que
representa el total de afidos. La subpoblacién particular a la que se hace referencia se indica
mediante un conjunto de sub- y super-indices que se describen a continuacién: m y s senalan la
subpoblacién de mutante o silvestre respectivamente; f indica que se trata de insectos fértiles (i.e.
maduros sexualmente); e ¢ muestra el niimero de pases que se han efectuado previos al desarrollo
de una determinada poblacion.

El sistema de pases aqui planteado presenta una serie de ventajas. En primer
lugar, la poblacién de afidos crece de forma semejante a como lo haria un cultivo
celular (con la excepcién de que la existencia de una distribucién de edades exi-
ge un abordaje mediante generaciones solapantes), lo que simplifica enormemente
el desarrollo de un modelo matematico que describa este crecimiento (ver seccién
4.2.2). En esta linea es importante destacar la importancia de la eleccién de t,,, el
tiempo que se deja crecer a la poblacién antes de proceder a efectuar un pase. Al
dejar crecer una poblacién de afidos en un entorno de espacio limitado, es posible
que aparezcan efectos de hacinamiento que influyan mas alla de la limitacién de
la capacidad reroductiva de los integrantes de la poblacién. De particular interés
es la generacién de hembras partenogenéticas aladas, ya que su comportamiento
reproductivo asi como los costes asociados a su génesis deberian tenerse en cuenta
en el modelo de dindmica de poblaciones, complicandolo innecesariamente. En con-
secuencia, se deberd escoger un t,, tal que la poblacion de afidos crezca lo suficiente,
pero sin alcanzar valores de hacinamiento elevados que puedan desencadenar efectos
no deseados. En esta linea resulta conveniente definir ¢,, como el tiempo necesario
para que la poblacion de afidos alcance la densidad deseada, ya que de esta forma
se controla el efecto del hacinamiento con independencia de la poblacion especifica
estudiada.

Otra ventaja clara del esquema experimental propuesto es que la probabilidad de
fijacién queda claramente definida y, tal como se discutird en la seccién 4.2.3, puede
calcularse semi-analiticamente. La razon es que, al realizar pases de una poblacién
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compuesta por afidos mutantes y silvestres, llegard un momento en que el inéculo
que se tome para efectuar el siguiente pase esté compuesto por afidos de un sélo
tipo. La probabilidad de fijacion queda definida, por tanto, como la probabilidad de
que, tras un numero infinito de pases, la poblacién obtenida a partir de un inéculo
inicial dado (A(0) individuos, con °A™(0) afidos mutantes y °A*(0) silvestres) esté
compuesta solo por mutantes.

Finalmente, las caracteristicas de una poblacién de afidos desarrollada del mo-
do descrito a partir de un determinado inéculo ("A7(t,,), "A}(tm), etc) dependen
unicamente de la composicion de este. Como esta composicién depende a su vez, ex-
clusivamente, de las caracteristicas de la poblacién del pase anterior (de ”_1A}” (tm),
"1 A5(tn) concretamente), no es necesario conocer toda la historia de una pobla-
cion pasada n veces para caracterizarla, sino que es suficiente con saber como es la
poblacién en el pase anterior. Esta propiedad, tal y como se vera en la seccién 4.2.3,
es la clave para el calculo de la probabilidad de fijacién y otras magnitudes de interés.

4.2.2. Modelo de dinamica de poblaciones de afidos propa-
gados en laboratorio

Esta seccion esta dedicada a desarrollar el modelo que representara el crecimien-
to de la poblacién de afidos a partir del indculo A(0) hasta el tiempo ¢, en que se
lleva a cabo el pase (ver seccién 4.2.1 y figura 4.1). Recordemos que el tinico morfo
a tener en consideracion es el de hembras partenogenéticas, y que todas las condi-
ciones ambientales, salvo el grado de hacinamiento se mantendran fijas.

Bajo estos supuestos, parece sensato modelar el crecimiento de la poblacién de
afidos entre pase y pase de acuerdo a una ecuacién logistica:

dAJdt = 1A (1 — AJApa) (4.1)

donde A representa el nimero total de afidos; A,,., el nimero maximo de insectos
alcanzable; y r es la tasa de crecimiento intrinseco de la poblacién (i.e. la tasa de
crecimiento supuesto un crecimiento exponencial).

Otros autores han empleado variantes de esta misma ecuacion en las que se in-
cluyen la influencia de depredadores y otros factores ambientales, como base para
construir modelos que describan la dinamica de poblaciones de los afidos en campo
([141] y referencias en el mismo). No obstante, la inhibicién por densidad planteada
en estos trabajos no es lineal (i.e. de la forma (1 — A/A,,4.), con Ap,q, constante),
sino de orden superior (i.e. de la forma (1 — A™/A,,4:) paran > 2y A,e. constan-
te). Alternativamente, se ha planteado que la inhibicién del crecimiento depende, no
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de la densidad instantdnea (i.e. A/Aq42), sino de la acumulada, esto es, del total de
afidos generados desde la iniciacién de la poblacién [142] (capitulo 1). Sin embargo,
el hecho de que en modelos de campo se incluya una dependencia super-lineal con
la densidad no implica que esta deba incorporarse en el modelo de laboratorio aqui
planteado. La razén de la inclusion de esta dependencia super-lineal en los modelos
de campo es, esencialmente, representar la despoblacién asociada a la emigracion
de la poblacién de los morfos alados [142] (capitulo 1), un factor irrelevante en el
caso de poblaciones confinadas.

La tasa de crecimiento intrinseca, r, necesaria para concretar el modelo junto
con A,., s un parametro que depende, en ultima instancia, de la fertilidad de
los afidos a cada edad y tiempo, y de la fraccién de individuos que alcanzan una
determinada edad. Puesto que las generaciones en los afidos solapan, esto es, existen
ventanas de tiempo en las que la generacion parental y su descendencia engendran
hijos simultdneamente, el valor de r podria obtenerse a partir de la ecuacion de
Euler-Lotka [111]:

= /too e " F(a)S(a)da (4.2)

donde F'(a) representa la fertilidad (i.e. nimero de hijos paridos por unidad de
tiempo) de un afido de edad a; S(a) la fraccién de afidos que alcanzan la edad a; y
t. el inicio del periodo reproductivo.

Sin embargo, la ecuacion 4.2 supone implicitamente que la estructura de edades
de la poblacién en crecimiento es la estacionaria. Esto es, para que el valor de r
obtenido sea valido, la fraccion de afidos en la poblacién de cada una de las eda-
des debe tomar un valor especifico, en concreto, el que emergeria de una poblacion
creciendo exponencialmente una cantidad infinita de tiempo. Bajo este supuesto,
y descartando los efectos inhibitorios de la densidad (término 1 — A/A,.. en la
ecuacién 4.1), el nimero de afidos deberia crecer exponencialmente siempre. Sin
embargo, esto es evidentemente falso durante los primeros dias de desarrollo pobla-
cional [143], especialmente si se parte de un conjunto de individuos recién nacidos.

Esta observacion hace necesario plantear una forma alternativa de representar el
crecimiento poblacional que tenga en cuenta la estructura de edades a cada tiempo.
Una manera adecuada de incluir este factor es el uso de matrices de Leslie [144].

Las matrices de Leslie (o modelo de Leslie) son un modelo discreto de crecimiento
poblacional, que incluye la estructura de edades, valido bajo los supuestos de ausen-
cia de migracién, entorno ilimitado (i.e. crecimiento libre), en el que inicamente un
sexo (normalmente el femenino) es considerado. Como tal modelo discreto, el tiem-
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po se aproxima considerando que avanza en saltos de magnitud At. Cuanto menor
sea el valor de este At, mejor sera la aproximacion. Esta representacion del eje del
tiempo, supone que la poblaciéon queda dividida naturalmente en categorias defini-
das por un determinado rango de edades: [0, At), [At, 2At), ..., [EAt, (k+ 1)At),
.y [(n —=1)At, nAt). Si denominamos I(7) al vector de subpoblaciones por edades
de dimension nx1 que representa cuantos individuos de cada categoria hay a tiempo
T At, con T un nimero natural, la ecuacién de recurrencia que define su dindmica es:

(T + 1) = LI(T) (4.3)

que se resuelve trivialmente rindiendo:

I(T) = L"1(0) (4.4)

donde I(0) es el vector que representa el niumero de individuos en cada rango de
edades en la poblacion inicial y L la matriz de Leslie, de dimensiéon nxn y con la
siguiente forma:

F, I\ F, F,
Sy 0 0 0

L=|0 S5 0 0 (4.5)
0 0 Sp_1 0

donde S, es la fraccién de individuos que alcanzan la edad a + At; y F, representa
el niimero de hijos paridos por un individuo de edad a en el intervalo de [a, a + At).
Noétese que no todos los individuos de edad a sobreviven a una edad a + At, por lo
que los valores F,, sélo corresponden a la integral de la funcién de fertilidad F' entre
t=ayt=a+ At si suponemos que las muertes se concentran en t = a + At. De
hecho, el valor exacto de F, esta acotado por:

Obsérvese que si el término de supervivencia S, = 1, F, es exacto.
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La ecuacion 4.4, sin embargo, no se puede emplear directamente para represen-
tar la dindamica de poblaciones de los afidos aqui descrita ya que, como ya se ha
mencionado, las matrices de Leslie exigen suponer un crecimiento no inhibido por
densidad. Se han llevado a cabo diversas modificaciones del modelo de Leslie de
forma que se adapte a un crecimiento logistico con una capacidad maxima dada
([145] y referencias en el mismo). Sin embargo, dada la naturaleza fenomenoldgi-
ca del modelo logistico, estas aproximaciones acostumbran a ser insatisfactorias en
algin sentido.

En particular, segin el mecanismo por el que se produce la inhibiciéon por den-
sidad, podrian verse afectadas la fertilidad de los individuos de la poblacién, su
supervivencia, o ambas. Ademas, en funcién de cémo se modifiquen estos parame-
tros, la distribucién de edades a cada tiempo, asi como la existencia y caracteristicas
de una poblacion limite a la que tender se veran afectadas. Puesto que los mecanis-
mos que definen estas cuestiones son habitualmente desconocidos, es virtualmente
imposible decantarse por un modelo de inhibicién por densidad u otro.

Por ejemplo, en [145], se plantea (para valores de r < log(3)) una manera de
incluir la inhibiciéon por densidad de forma que la poblacién tienda a un total y a
una distribucién de edades previamente especificados. Esta flexibilidad a la hora de
definir las caracteristicas de la poblacién limite tiene la ventaja de poder ajustar
con relativa facilidad observaciones experimentales al modelo, aiin sin poseer infor-
macion sobre los detalles de como opera la inhibicién por densidad. Sin embargo,
para lograr esta tendencia, los términos de la matriz L no pueden modificarse arbi-
trariamente. Esto implica que el modelo es potencialmente incompatible con ciertas
formas de inhibicién por densidad. Por ejemplo, en el citado trabajo, para alcanzar
asintoticamente la distribucion de edades correspondiente al crecimiento exponen-
cial modelado mediante las matrices de Leslie, modifican todos los términos de L.
Si se considerara, por ejemplo, que la inhibicién del crecimiento opera tinicamente
reduciendo la fertilidad de los individuo (i.e. disminuyendo el valor de Fy, Fi,...,F),
en L, ver ecuacién 4.5), esta aproximacién no serfa valida.

Pero también hay que tener en cuenta la forma en que la poblacién se aproxima
a la capacidad maxima. Si aceptamos que cualquier forma de modificar L es valida,
el modelo presentado en [145], y analizado en [146] para el caso de una distribucién
de edades asintética idéntica a la del modelo de Leslie de crecimiento exponencial,
la poblaciéon en crecimiento se aproxima cada vez mas a la limite si y solo si L es
una matriz primitiva (i.e. tal que existe un nimero natural para el que todos los
elementos de la matriz elevada a dicho nimero son estrictamente positivos). En
caso contrario, la poblacién orbitara alrededor de la poblacién limite buscada. Es-
ta ultima situacién contrasta con el modelo logistico representado por la ecuacién
4.1, en el que la poblacién nunca decrece. Ademas, la relacién intrinseca entre las
adaptaciones del modelo de Leslie como la presentada en [145] con el mapa logistico
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[147], implica que la convergencia puede no darse, ya que la poblacién entra en
régimen caético para valores de r > log(3). De nuevo, en funcién del mecanismo de
inhibicién subyacente, la posibilidad de que el total de individuos de la poblacién
decrezca, o entre en régimen caotico, resulta aceptable o no.

Para evitar tales complicaciones, y puesto que la supervivencia de los afidos man-
tenidos como hembras partenogenéticas no parece verse afectada por la densidad
(100 % de supervivencia hasta una edad de 16 dias, [67], material suplementario), y
dado que el comportamiento de la poblacion a densidades elevadas no es de interés
en el caso estudiado (ver seccién 4.2.1), la dindmica de poblaciones de los éfidos se
simul6 mediante la siguiente relacién de recurrencia (compérese con la relacién de
recurrencia 4.3):

I(T+1) = (11_ ! I (T)) LI(T) (4.7)

max

donde I(T) e I(T + 1) son vectores que representan cuéntos individuos de cada
rango de edades hay a tiempo T'At y (T + 1) At respectivamente, L es la matriz de
Leslie descrita en la ecuacion 4.5, de dimension nxn; I es la matriz identidad; A4
es una medida del nimero de afidos que es capaz de alojar el entorno; e I (T) es
una matriz nxn con la siguiente forma:

K(T)l 0 --- 0
I.(T) = 3 (4.8)
0 0 -~ 0

siendo ||I(T)||; la 1-norma del vector I(T") (i.e. la suma de sus componentes en
valor absoluto). Nétese que dada la forma de la matriz I (7)) el término inhibitorio
de la ecuacién 4.7 afecta tinicamente a los términos de L relacionados con la ferti-
lidad (i.e. la primera fila de la matriz L), pero no a los términos de supervivencia S,,.

Una vez construido el modelo, es necesario especificar como se obtienen los
parametros que lo concretan. Comenzando por la matriz de Leslie L, se puede
aceptar que los términos de supervivencia .S; toman valores de 1 dados los datos
presentados en [67] (material suplementario). Los términos asociados a la fertilidad
F; se calcularan a partir de la funcién de fertilidad (F) presentada en el capitulo 3
(ecuacién 18), empleando la ecuacion 4.6, que se convierte en igualdad al ser S; = 1
para todo i. En particular, se emplearan las ecuaciones correspondientes al modelo
de dindmica bacteriana con desarrollo de bacterioma fijo, restringido por nimero
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de bacteriocitos (capitulo 3, ecuacién 7) y edad a la que comienza la reproduc-
cién (t.) variable (capitulo 3, ecuacién 23). Por tltimo, la edad final a la que se
supondré que los afidos dejan de reproducirse serd de 18 dias, ya que la superviven-
cia in vitro decae abruptamente a partir de esta edad ([67], material suplementario).

Notese que en el capitulo 3 se concluyd que, pese a que todos los modelos de
dindamica bacteriana restringidos por niimero de bacteriocitos ofrecen resultados de
ajuste similares, el modelo con degradacion del bacterioma asociado a la fertilidad
del afido exigia menos supuestos. Sin embargo, en el modelo de dindmica de pobla-
ciones de afidos presentado en la ecuaciéon de recurrencia 4.7, la dependencia con la
fertilidad implica que la matriz de Leslie L varia con el tiempo. La razén radica en

que el término de inhibicién por densidad <]I e | (T)) afecta a los términos

b»
de fertilidad F;. Esto es, afecta a la funcién de fertilidad F' y, en consecuencia, a
la dindmica de poblaciones de los endosimbiontes, que se emplea, a su vez, para
construir los términos F;. La inclusién de esta dependencia temporal de L implica
que los términos F; deben recalcularse tras cada aplicacién de la recurrencia 4.7.
Esto supone un incremento muy sustancial del coste computacional, hasta el punto
de resultar inafrontable (a la luz del equipo disponible) al considerar el nimero de
veces que sera necesario construir la dinamica de poblaciones de los afidos. Todas
estas razones justifican la eleccion del modelo de dindmica bacteriana con desarrollo
de bacterioma fijo para la obtencién de la matriz de Leslie L.

En relacién al valor de la capacidad méaxima de la poblacién A,,.., vendra dado
por criterios técnicos méas que tedricos. Si suponemos que se mantiene a la poblacion
de afidos con dieta artificial en cajas circulares de 10 cm de radio, y suponemos que
un afido medio ocupa del orden de 3 mm? de superficie, la poblacién maxima que
el disco es capaz de soportar es de unos 10000 insectos, por lo que serd el valor que
se fijard de aqui en adelante.

Tal y como se indicé previamente, el modelo deducido es una aproximacién
discreta de la situacion real, en la que el tiempo (salvando cuestiones de fisica a
pequena escala) es una variable que toma valores reales y existen, en consecuencia,
infinitas categorias en la poblacién de afidos, cada una caracterizada por una edad
especifica. Se hace necesario, en consecuencia, determinar si reduciendo la magni-
tud de los saltos a los que avanza el tiempo (At) el modelo converge, asi como
determinar un valor de At para el que se pueda considerar que la aproximacion es
suficientemente buena. Para ello, se graficé la variacion del nimero total de éfidos
con el tiempo para valores progresivamente menores de At (i.e. un nimero cada
vez mayor de categorias) de forma que, si las curvas se aproximan cada vez més a
una limite, se puede aceptar la convergencia y determinar el valor de At con el que
trabajar. Los resultados obtenidos, junto a una comparativa de la dinamica basada
en matrices de Leslie (ecuacién 4.7) y en el modelo logistico basado en ecuacién de
Euler-Lotka (ecuacién 4.1) se representan en la figura 4.3.
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Figura 4.3: Representacién de la dindmica de poblaciones de los afidos de acuerdo al modelo
logistico basado en la ecuacién de Euler-Lotka (linea azul, ecuacién 4.1) y al modelo de Leslie con
inhibicién por densidad (ecuacién 4.7) con distinto niimero de categorias (i.e. distintos valores de
At, lineas rojas). La matriz de Leslie L se construyé de acuerdo a lo expuesto en la seccién 4.2.2:
Apar = 10* 4fidos, S; = 1 para todo i, edad maxima de 18 dias, y los F; calculados a partir de
la funcién de fertilidad (F') presentada en el capitulo 3 (ecuacién 18), empleando la ecuacién 4.6.
La dinamica bacteriana se calcul6 empleando el modelo de dindmica bacteriana con desarrollo de
bacterioma fijo, restringido por nimero de bacteriocitos (capitulo 3, ecuacién 7) y edad a la que
comienza la reproduccién (t.) variable (capitulo 3, ecuacién 23). Los pardmetros del modelo de
la dindmica bacteriana corresponden al ajuste ilustrado en la figura 3 del capitulo 3: = 0,936
1/dfas; Ny = 82 bacteriocitos; Ny = 37 bacteriocitos; v = 0,364 1/dias; ¢ = 0,066 1/d{as;
Y25 = 10 pg de producto por cada 10° bacterias; Y55 = 0 pg de producto por cada 108 bacterias;
AT =120 pg de producto; e Ygp = 0,09 insectos por pg de producto.

Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de emplear matrices de Leslie
en el calculo de la dindmica de poblaciones de los afidos, ya que la curva es radi-
calmente distinta a la que se obtiene a partir del modelo logistico (ecuacién 4.1)
parametrizado de acuerdo a la tasa de crecimiento intrinseco r de la ecuacion de
Euler-Lotka (ecuacién 4.2). De cara a la convergencia, no se aprecian diferencias
entre las dindmicas calculadas con At = 0,1 y At = 0,01. Atendiendo a esto, se
aceptarda que un tamano de paso de At = 0,1 (180 categorias) es suficiente para
aproximar adecuadamente la dindmica de poblaciones de los afidos.

Hasta ahora se ha considerado el crecimiento de una poblacion compuesta por

una unica poblacién de afidos, esto es, una poblacion en la que todos los individuos
estan caracterizados por la misma matriz de Leslie L. Para compatibilizar el modelo
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de dinadmica de poblaciones planteado con el diseno experimental representado en
la figura 4.1 es necesario generalizar la relaciéon de recurrencia 4.7 al caso de dos
poblaciones distintas (mutante y silvestre), compuesta cada una por individuos ca-
racterizados por una matriz de Leslie concreta (L, y L, respectivamente).

La generalizacion buscada es trivial, especialmente si aceptamos que el A,,,, es
comun a las dos poblaciones consideradas. En concreto, la dindmica de cada pobla-
cién particular tiene que venir dada por una relaciéon de recurrencia andloga a la
presentada en la ecuacion 4.7, con la diferencia de que el tnico término no nulo de
la matriz I (T") debe ser el total de todas las poblaciones, y no sélo de la poblacién
particular considerada. Formalmente:

™(T+1)\ (H — I (T>) Ly, 0 I'™(T)
( ) - E (11 e (T)) L, (IS(T) )(4 ,

donde los indices m y s representan a las poblaciones mutante y silvestre respecti-
vamente; e Itz"t“l (T') es una matriz con la siguiente forma:

() + (Tl 0 -+ 0

total 0 0O --- 0
1ol () = | L (4.10)

0 0 - 0

Antes de mostrar algtin ejemplo de la dinamica de poblaciones de los afidos y, en
particular, de los afidos fértiles, es necesario describir cualitativamente el compor-
tamiento basico del modelo definido mediante las ecuaciones 4.9 y 4.10. En primer
lugar, recordemos que los afidos comienzan a reproducirse a una determinada edad
(t.) que viene definida, en ultima instancia, por las capacidades metabdlicas de los
endosimbiontes que alojan. En consecuencia, los mutantes y los afidos silvestres co-
menzaran a reproducirse, en general, a tiempos distintos. La funcién de fertilidad,
a partir de t. disminuye progresivamente tras alcanzar un méaximo, normalmente
no mas de cinco dias después del inicio del periodo reproductivo. Si una poblacién
homogénea (sea mutante o silvestre) crece a partir de un inéculo de A(0) individuos
de edad 0, la poblacién total se mantendra en A(0) hasta exactamente ¢ = t.. En ese
instante, los afidos del inéculo, ahora sexualmente maduros, comenzaran a reprodu-
cirse. Como los descendientes no seran sexualmente maduros, entre t = t, y t = 2t,
la poblacién crecerd proporcionalmente a A(0). Este crecimiento seria estrictamen-
te lineal si la funcién de fertilidad fuese constante a partir de t = ¢, y no existiese
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inhibicion del crecimiento por densidad. Puesto que no es el caso, el crecimiento se
atenuara progresivamente con el tiempo, esencialmente por el envejecimiento de la
poblacién, ya que la inhibicion por densidad, salvo que la capacidad maxima sea
pequena, sera despreciable en ese momento. A tiempo t = 2t., la poblacion estara
compuesta por descendientes directos de los afidos del indculo cuya edad oscilara
entre 0 y t. dias, ademas de los afidos del propio inéculo, de no haber fallecido a
causa de la edad. A partir de este momento es cuando el solapamiento generacional
y, en consecuencia, el crecimiento logistico (exponencial de no existir inhibicién por
densidad) comienza. Conforme la poblacién crece, la inhibicién por densidad tam-
bién, lo que implica que el nimero de descendientes a cada tiempo se hace cada vez
menor. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los afidos mueren. Esto quiere
decir que, para valores del total de la poblacién proximos a la capacidad maxima
es posible que haya etapas en las que la mortalidad supere a la natalidad, lo que
implicarfa una disminuciéon local del total de la poblacién. Esta disminucién viene
acompanada de la correspondiente reduccién del término de densidad. La poblacion,
en consecuencia, volverd a crecer hasta valores proximos a la capacidad maxima,
momento en que la mortalidad superara de nuevo a la mortalidad, repitiéndose el
ciclo indefinidamente. Esto es, al aproximarse el total de la poblacién a la capacidad
maxima, esta oscilara indefinidamente.

Consideremos ahora qué ocurre con los afidos fértiles, poblacion que define, en
ultima instancia, la composicién del siguiente pase. Notese que lo discutido a con-
tinuacion es extrapolable a otras subpoblaciones de afidos definidas mediante un
unico rango de edades. Como el indculo inicial estd compuesto de ninfas de 0 dias
de edad, el total de afidos fértiles sera nulo hasta t = t., momento en que la totalidad
del inéculo sera fértil. A partir de ese instante, la dindmica de esta subpoblacion
sigue una tendencia completamente analoga a la del total de la poblacién, con una
diferencia: debido a que los afidos fértiles dejan de serlo antes de morir, las osci-
laciones de esta subpoblacién son més marcadas (i.e. tienen una mayor amplitud)
que las correspondientes a las de la poblacion total.

Finalmente, al considerar la evolucion temporal de la poblacién total y fértil
desarrollada a partir de un inéculo mixto compuesto por afidos mutantes y silves-
tres, es de esperar un comportamiento analogo a los discutidos con la importante
salvedad de la diferencia en las capacidades metabdlicas y, en consecuencia, en las
funciones de fertilidad de los dos tipos de insectos. Estas diferencias se manifiestan
en la dindmica de dos formas.

En primer lugar, los afidos con peores capacidades metabdlicas (supongamos
que sean los mutantes) comenzaran a reproducirse mas tarde que los otros (ndtese,
ademads, que este desfase también implica que la maxima fertilidad de los afidos
mutantes se alcanza mas tarde que la correspondiente a la poblacién silvestre, un
hecho de capital importancia de cara a entender como varia la frecuencia de afidos
mutantes fértiles con el tiempo). Esto supone un retraso en la dindmica que, debido
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a la inhibicion por densidad, resulta perjudicial en el corto plazo a la poblacion
mutante, ya que cuando esta comience a incrementarse, los afidos silvestres habran
consumido parte de la capacidad méxima del sistema.

En segundo lugar, y si consideramos el modelo de dinamica bacteriana indepen-
diente de la fertilidad del afido (ver capitulo 3), el total de descendientes engendrados
por un afido mutante serda menor que el correspondiente a un afido silvestre. Este
hecho supone que, en la dinamica a largo plazo del sistema, la poblacién mutan-
te terminard por extinguirse. Un ejemplo de dindamica de una poblacién mixta de
afidos (indculo de 10 individuos, 5 de ellos mutantes) en la que se muestran los com-
portamientos justificados se representa en la figura 4.4. Obsérvese, efectivamente,
la tendencia decreciente de las curvas rojas (poblacién mutante).

Una vez conocidas las caracteristicas de la evolucién temporal de una poblaciéon
mixta de insectos, es inmediato deducir como varia la frecuencia de afidos mutantes
entre la poblacién fértil (x) con el tiempo (ver figura 4.5). Recordemos que el desa-
rrollo de una poblacién de afidos propagada a partir de ninfas de 0 dias de edad
se puede dividir en cuatro etapas: maduracién sexual del inéculo (la poblacién no
crece), crecimiento cuasi lineal (el nimero de dfidos fértiles es constante e idéntico
al tamano de in6culo), crecimiento exponencial (la primera generaciéon de afidos
alcanza la madurez sexual) y estacionamiento oscilatorio (el total de la poblacién
oscila en torno a valores préximos a la capacidad maxima, sin sobrepasarla). Estas
etapas vienen definidas por el tiempo que tarda un afido en alcanzar la madurez
sexual, esto es, de t.. Notese que la dinamica de poblaciones de los éfidos fértiles es
la de la poblacion total, pero desfasada. Esto es, cuando la poblacién total entra en
la fase exponencial, la de afidos fértiles entra en la cuasi lineal. La evolucién de y
en el tiempo, por tanto, depende de la relacién entre los tiempos a los que los éfidos
silvestres y mutantes comienzan a reproducirse (t3 y t7* respectivamente); o lo que
es lo mismo, de como solapan las distintas fases de crecimiento de las poblaciones
mutante y silvestre. Por simplicidad (el resto de casos se pueden resolver sin mucha
dificultad) discutiremos el caso en que las etapas son practicamente coincidentes,
correspondiente a mutaciones ligera y moderadamente deletéreas (ver figura 4.5).

En el caso planteado, el valor de y sélo resulta de interés durante la etapa de
crecimiento exponencial, ya que es entonces cuando se procede a inocular una nueva
poblacién (ver seccién 4.2.1 y figura 4.1). En cualquier caso, en la etapa de madu-
racién sexual, x o no estd definido (ningin éfido ha alcanzado la madurez sexual)
o es cero (s6lo los &fidos silvestres del in6culo han alcanzado la madurez sexual);
mientras que en la quasi lineal y toma un valor constante e idéntico a la frecuencia
de mutantes en el in6culo (todos los afidos del inéculo y sélo estos son fértiles). En
la etapa exponencial, la poblacion fértil crece de forma quasi lineal. Como los éfidos
silvestres entran en esta etapa antes que los mutantes, existe una primera y breve
etapa en la que x o bien decrece (los tinicos mutantes fértiles son los del in6culo
mientras que los silvestren se incrementan) o bien es nula (los mutantes del inéculo
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Figura 4.4: Representacién de la dindmica de una poblacién mixta de dfidos. La poblacién inicial
se compone de 5 ninfas mutantes y 5 silvestres de 0 dias de edad. La linea azul continua representa
el total de afidos silvestres (A®) mientras que la linea continua roja senala a la poblacién mutante
total (A™). Las lineas punteadas representan el nimero de afidos fértiles mutantes (A7, rojo) y
silvestres ( re azul). La matriz de Leslie correspondiente a la poblacién silvestre Ly se construy6
de acuerdo a lo expuesto en la seccién 4.2.2: A,,4, = 10* 4fidos, S; = 1 para todo i, edad maxima
de 18 dfas, y los F; calculados a partir de la funcién de fertilidad (F') presentada en el capitulo 3
(ecuacién 18), empleando la ecuacién 4.6. La dindmica bacteriana se calculé empleando el modelo
de dindmica bacteriana con desarrollo de bacterioma fijo, restringido por niimero de bacteriocitos
(capitulo 3, ecuacién 7) y edad a la que comienza la reproduccién (¢.) variable (capitulo 3, ecuacién
23). Los pardametros del modelo de la dindmica bacteriana corresponden al ajuste ilustrado en la
figura 3 del capitulo 3: p = 0,936 1/dias; Nya. = 82 bacteriocitos; Ng = 37 bacteriocitos;
v = 0,364 1/dfas; ¢ = 0,066 1/dfas; Y35 = 10 ug de producto por cada 10° bacterias; YE; =0
ug de producto por cada 10° bacterias; AI = 120 pg de producto; e Ygp = 0,09 insectos por
pg de producto. La matriz de Leslie correspondiente a la poblaciéon mutante L,, se construyé
de forma andloga, siendo las tinicas diferencias los valores de p e Y35, que son un 90 % de los
correspondientes a la poblacion silvestre.
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han muerto). Cuando la poblacién mutante entra en fase exponencial, tanto la po-
blacién fértil como la mutante estan creciendo quasi linealmente. Esto supone que y
se mantendra practicamente constante en esta etapa. Més finamente, como la fertili-
dad de los afidos (sean del tipo que sean) decrece con la edad, x crecera ligeramente
con el tiempo, ya que los afidos silvestres fértiles seran, de media, mayores que los
mutantes. Llegado el momento, el nimero de afidos silvestres fértiles comenzara a
crecer exponencialmente, ya que los afidos de segunda generacién habran alcanzado
la madurez sexual. En consecuencia, y decae bruscamente hasta que la segunda
generaciéon de afidos mutantes alcanza la madurez sexual. A partir de entonces, el
comportamiento descrito se repetira, cualitativamente, de forma ciclica, si bien con
valores de x cada vez menores.

Hasta ahora se ha considerado, de acuerdo al modelo experimental representado
en la figura 4.1, que todos los individuos que componen el inéculo son recién na-
cidos. Sin embargo, no es razonable suponer que la sincronizacion del inéculo sea
perfecta. Teniendo en cuenta la importancia del desfase en la evolucién de x, se hace
necesario evaluar la influencia de imprecisiones en la sincronizacién en la evolucion
de esta variable. Si suponemos que se puede garantizar que todos los individuos
del inéculo tengan entre 0 y 1 dias de edad, determinar para qué distribuciones
de edades especificas en el indculo se obtienen cotas superiores e inferiores de y
resulta un problema nada trivial. Sin embargo, parece sensato aproximar el rango
explorando los casos de méximo desfase en el inéculo (i.e todos los mutantes tienen
1 (6 0) dias de edad y todos los afidos silvestres tienen 0 (o 1) dia de edad para
calcular la cota superior (inferior)). Los resultados se recogen en la figura 4.5. Tal
y como se puede observar, las imprecisiones en la sincronizacion del inéculo tienen
un importante efecto en la frecuencia de mutantes en la poblacién fértil. De hecho,
cuando la poblacién ha alcanzado un 50 % de la maxima (i.e. en el momento de
muestreo), la frecuencia de mutantes varia entre 0.33 y 0.43, un rango nada des-
denable. Nétese, ademas, que los valores empleados para definir los rangos en los
que se mueve Y no son universalmente validos, por lo que la imprecision podria ser
ain mayor. Estas cuestiones, en consecuencia, deberan considerarse a la hora de
interpretar las probabilidades de fijacion y otras magnitudes relacionadas.

4.2.3. Calculo de la probabilidad de fijacion de mutaciones
que afectan a la fertilidad y /o supervivencia del afido

En la seccién 4.2.1 se definié la probabilidad de fijacién como la probabilidad de
que, tras un numero infinito de pases, la poblaciéon obtenida a partir de un inéculo
inicial dado (formado por afidos mutantes y silvestres), esté compuesta sélo por
mutantes. Ademas, se destacd que la composicion del inéculo correspondiente al
pase n tan sélo depende del nimero de afidos mutantes ("' A7 (t,,)) y silvestres
("t A5(t)) fértiles presentes a tiempo del pase (t,,) en la poblacién correspondiente
al pase n — 1. Las variables "' A (t,,) y "' A}(t;n) dependen, a su vez, de la com-
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Figura 4.5: Representacién de la evolucién temporal de la frecuencia de mutantes entre los afidos
fértiles. La poblacion inicial se compone de 5 ninfas mutantes y 5 mutantes silvestres de 0-1 dias
de edad. El rango de los valores de frecuencia cubierto por distintas distribuciones de edad de la
poblacién inicial se indica mediante el area azul. La linea negra discontinua senala el punto donde
la poblacién total alcanza un 50 % de la méxima. La matriz de Leslie correspondiente a la poblacién
silvestre L, se construyé de acuerdo a lo expuesto en la seccién 4.2.2: A, = 10* 4fidos, S; = 1
para todo i, edad méxima de 18 dias, y los F; calculados a partir de la funcién de fertilidad (F)
presentada en el capitulo 3 (ecuacién 18), empleando la ecuacién 4.6. La dindmica bacteriana se
calcul6 empleando el modelo de dindmica bacteriana con desarrollo de bacterioma fijo, restringido
por nidmero de bacteriocitos (capitulo 3, ecuacién 7) y edad a la que comienza la reproduccién
(t.) variable (capitulo 3, ecuacién 23). Los pardmetros del modelo de la dindmica bacteriana
corresponden al ajuste ilustrado en la figura 3 del capitulo 3: p = 0,936 1/dias; Nye. = 82
bacteriocitos; No = 37 bacteriocitos; v = 0,364 1/dfas; ¢ = 0,066 1/dfas; Y35 = 10 pg de
producto por cada 10° bacterias; Y5s = 0 pg de producto por cada 108 bacterias; AT = 120 pug
de producto; e Ygp = 0,09 insectos por ug de producto. La matriz de Leslie correspondiente a la
poblaciéon mutante L, se construyé de forma andloga, siendo las unicas diferencias los valores de
weYPp, que son un 90 % de los correspondientes a la poblacién silvestre.
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posicién en niimero de &fidos mutantes (""*A™(0)) y silvestres ("' A%(0)), siempre
A(0) individuos en total, presentes en el inéculo correspondiente al pase n — 1. Esto
implica que, dado un modelo de dinamica de poblaciones como el planteado en la
secci6én 4.2.2, la composicién del inéculo correspondiente al pase n (i.e. "A™(0) y
"A%(0)) , dependera unicamente de la composicién del inéculo correspondiente al
pase n — 1.

Esta propiedad indica, en tultima instancia, que la probabilidad de obtener un de-
terminado indculo en el pase n depende solamente del in6culo anterior. Los procesos
estocasticos en los que, como este, la probabilidad de que ocurra un evento depende
solamente del evento inmediatamente anterior, se denominan cadenas de Markov
[148]. La teorfa de las cadenas de Markov permite obtener, de manera sencilla, mu-
cha informacion sobre el proceso en estudio a partir de la matriz de transicién que
lo caracteriza. Los elementos M; ; de esta matriz de transicién, que denominaremos
M, representan la probabilidad de que partiendo del estado ¢ se alcance el estado
7 en un paso. En el presente caso, los distintos estados corresponden a las distintas
composiciones de indculos posibles, y un paso corresponde a un pase.

Puesto que el total de individuos en el inéculo es siempre de A(0) por diseno
experimental, cada posible indculo esta caracterizado univocamente por el niimero
de mutantes en el mismo (A™(0)). A cada posible valor de A™(0) € [0, A(0)] le
corresponderd, de acuerdo al modelo de dindmica de poblaciones correspondiente,
unos valores especificos de A} (t,, A™(0)) y A3 (tm, A™(0)), donde el término A™(0)
anadido al paréntesis indica la dependencia con la composicion del indculo.

De acuerdo al diseno experimental presentado en la seccién 4.2.1, del total de afi-
dos fértiles a tiempo t,, en el pase n—1 ("' Ay (t,,, A™(0)) =" AP (t,,, A™(0))+""
A3 (tm, A™(0))) se seleccionan sin reposicién A(0) individuos al azar para conformar
el nuevo indéculo. En consecuencia, la probabilidad de que en este indculo haya
un determinado numero de mutantes "A™(0), condicionada a que el nimero de
mutantes en el indculo previo sea de ""*A™(0), vendrd dada por una distribucién
hipergeométrica [149]:

) ()
"LAR (L, A (0)) 771 A (i, A™(0))
( Ao )

P("A™(0)[" T A™(0)) =

(4.11)

donde P("A™(0)|""1A™(0)) representa la probabilidad de que en el inéculo corres-
pondiente al pase n haya "A™(0) mutantes condicionada a que hubiera "~ A™(0)
mutantes en el indculo correspondiente al pase n — 1. Esto es, los distintos valores
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de P("A™(0)|"*A™(0)) definen las entradas M,; de la matriz de transicién M, de

dimensiones A(0) + 1 x A(0) + 1, que caracteriza el proceso.

Conocida la matriz de transicion, el vector P("A™(0)) (vector de estados) que
tiene por componentes las probabilidades de que en el indculo correspondiente al
pase n haya 0,1, 2, ..., A(0) mutantes viene dado por:

P("A™(0)) = M"P(°A™(0)) (4.12)

donde P(°A™(0)) es el vector de estados inicial.

La matriz M presenta varias caracteristicas particulares, puesto que si el nimero
de mutantes en un inéculo (A™(0)) es 0 o A(0), todas las poblaciones propagadas
a partir de entonces estan compuestas inicamente de afidos silvestres o de mutan-
tes respectivamente. En la terminologia de las cadenas de Markov, se dice que los
estados A™(0) =0 e A™(0) = A(0) son estados absorbentes. Atendiendo a esto, M
debe tener la siguiente estructura:

1 Gy 0
M=[0 G 0 (4.13)
0 Gg 1

donde Gj; y Gg son matrices 1 x A(0) —1 que contienen las probabilidades de pasar
de un estado de transicion (i.e. un estado que no es absorbente, esto es A™(0) # 0
y A™(0) # A(0)) a los estados absorbentes correspondientes a sélo afidos mutantes
y solo afidos silvestres respectivamente; y G es una matriz (A(0) — 1) x (A(0) — 1)
cuyos componentes son las probabilidades de pasar de un estado transitorio a otro.
Notese que todas las columnas de M suman 1, de manera que se satisfaga la pro-
babilidad total.

Atendiendo a la ecuacién 4.13, se puede reexpresar la ecuacion 4.12 como sigue:

n

G
G
Gg

P("A™(0)) = P(°A™(0)) (4.14)

OO =
_— o O

desarrollando la potencia de la matriz:
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1 Gy, G o
P("A™0) = [0 G" 0] P(°A™0)) (4.15)
0 GSZ?,l Gt 1

Nétese que, en la ecuacién 4.15, cada componente de los términos G, G** del
sumatorio, representa la probabilidad de alcanzar en exactamente i pases el estado
absorbente de sélo mutantes partiendo de un inéculo con el niimero de mutantes co-
rrespondiente a dicha componente. Puesto que la probabilidad de fijacién Py puede
definirse como la probabilidad de alcanzar en cualquier nimero de pases el estado
absorbente de s6lo mutantes, en consecuencia:

Py = lim Gy Y _ G'PA™(0))|hx (4.16)

=1

donde P(°A™(0)) representa la distribucién de probabilidad del niimero de mutan-
tes en el indculo inicial; y || - ||; representa la norma matricial calculada sumando
el valor absoluto de todas sus componentes. Resolviendo el sumatorio (ver Caja 1),
obtenemos:

Py =] lim Gy (I = G")(I - G)~'P(°A™(0))[ (4.17)
n—oo
Si suponemos que ||G|[;*® < 1, con || - [|{*® la 1-norma subordinada de G (i.e. la
suma absoluta de las columnas de la matriz G), lim G" = O, con O la matriz nula
n—oo

(ver Caja 2). En consecuencia:

Py = |Gy (L= G)~ P("A™(0))]]s (4.18)
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Caja 1: Resolucién de > G

Sea:

S = Z?:l G = Z;‘:ol G’

Multiplicando ambos lados de la igualdad por (I — G):

SI-G)=I-G+G-G*+G*+ .-G +G"1-G"
SI—-G)=I-G"

Suponiendo (I — G) invertible:

S=(-G"(I-G)!

La condicién ||G|[§** < 1 no tiene por qué cumplirse en general. Para que
||G][5#* = 1, debe ser imposible obtener un inéculo compuesto inicamente por

mutantes o afidos silvestres al realizar un pase, con independencia del ntimero de
mutantes (A™(0)) del inéculo (obviamente mixto) del pase anterior. Esto es, debe
existir algin indice tal que las columnas de las matrices G,; v Gg correspondien-
tes a este indice sean nulas. Para ello, debe existir algin A™(0) € (0, A(0)), tal
que AT (tm, A™(0)) < A(0) y A3(tm, A™(0)) < A(0), o lo que es lo mismo, tanto
el nimero de mutantes fértiles A7 (t,,, A™(0)) como el niimero de dfidos silvestres
fértiles A% (¢, A™(0)) debe ser menor al niimero de individuos en el inéculo. De no
cumplirse esto, siempre se podrian tomar A(0) mutantes o A(0) afidos silvestres, lo
que implicaria que para cada 0 < A™(0) < A(0), la componente correspondiente de
Gy y/o la de Gg serfa no nula. Nétese que esta condicién también implica que no
pueden existir estados absorbentes mixtos, esto es, con afidos mutantes y silvestres.
La razon es analoga a la recién expuesta: para que exista un estado absorbente mix-
to, en el momento del muestreo deberian existir exactamente A(0) afidos fértiles.
De no ser el caso, la probabilidad de alcanzar cualquiera de los estados siempre serd
menor que uno y, por ende, el estado de partida no puede ser absorbente.

En definitiva, para poder emplear la ecuacion 4.18, se debe cumplir que, para
todo A™(0) € (0, A(0)), el nimero de &fidos mutantes o bien el de silvestres a tiem-
po de muestreo debe ser mayor que el tamano de inéculo (A} (t,,, A™(0)) > A(0) o
A3 (tm, A™(0)) > A(0)). En consecuencia, una condicién suficiente es que la pobla-
cién de afidos fértiles a tiempo de muestreo sea de al menos el doble que el tamano
de indculo (Af(t,, A™(0)) > 2A(0)). Puesto que, salvo que los afidos presenten una
capacidad reproductiva muy baja, es de esperar que tras t,, dias la poblacion total
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al menos se duplique, se descartaran las situaciones en las que esto no suceda.

Adicionalmente a la probabilidad de fijacién, resulta de gran interés determinar
cudndo se produce la fijacién, en caso de darse. Si denominamos N7, a la variable
aleatoria que representa el pase al que se produce la fijacion del mutante, la pro-
babilidad de que una mutacién se fije en n pases (P(NF}, = n)), tal y como se ha
deducido previamente en esta seccion, viene dada por:

P(Nji, =n) = [|GuG" ' P("A™(0))[l (4.19)

La probabilidad de que la fijacién se produzca en n pases condicionada a que se
produzca dicha fijacién sera:

P(NFL =n | fijacion) = 1G G P(PA™(0)) |1/ Py (4.20)

El ntimero medio de pases hasta la fijacién, N fiz» Duede calcularse, entonces,

T
como sigue:

o
o= _nPNJ, =n| fijacién) (4.21)
n=1

sustituyendo el valor de P(N}, = n | fijacién) de acuerdo a la ecuacién 4.20:

7= > nllGuG T P A™0)|:/ Py (4.22)
n=1

Puesto que la matrix G,G" ' P(°A™(0)) tiene componentes no negativas, el suma-
torio de la ecuacién 4.22 puede incluirse en la norma, de forma que:

N, = |G (Z nG"l) P(OA™(0))]]1/Py (4.23)

Resolviendo el sumatorio (ver Caja 3), obtenemos:
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Nite =1Gu (@ = G)*P("A™(0))]1/ Py (4.24)

El valor de {7, sin embargo, no da una idea adecuada del tiempo necesario
para lograr que la mutacion se fije, ya que no considera el niimero de intentos ne-
cesarios para que la mutacién considerada se fije. Afortunadamente, la distribucién
de probabilidades que describe el niimero de intentos necesarios para la fijacién ()
es sencillo. Puesto que cada intento es independiente, para que £ = k, es necesario
que se hayan dado exactamente k — 1 intentos fallidos previos al exitoso. Puesto
que la probabilidad de fijacién determina la probabilidad de que un intento tenga
o no éxito, se deduce que:

PE=k =(1-P) P (4.25)

Atendiendo a esta distribucién, el nimero medio de intentos necesarios para que

la mutacién se fije (£) es de (ver Caja 4):

E=1/P; (4.26)

Cada intento fallido puede interpretarse como un intento en que la poblacién
silvestre es la que se fija. Por ello, la distribucién del ntimero de pases necesarios
para eliminar a la mutacién de la poblacién es andloga a la del nimero de pases
necesarios para fijar la mutacién (ecuacién 4.20). En consecuencia, el nimero medio
de pases necesarios para eliminar la mutacién (?) es:

NG, = [|Gs(I = G)*P(°A*(0))||/(1 — Py) (4.27)

Tomando en cuenta las ecuaciones 4.24, 4.26 y 4.27, y puesto que la media de la
suma de variables aleatorias es la suma de las medias correspondientes, el niimero
medio de pases necesarios para que se fije la mutacion considerando los intentos

fallidos, m es:

Trie = (1P = 1) N, + N3, (4.28)
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Caja 2: Condiciones para las que lim G" = O.
n—oo

Se define el radio espectral p de la matriz G como el maximo de los médulos
de sus autovalores. De acuerdo al teorema de Jordan para matrices, toda
matriz G puede descomponerse como sigue:

G =PDP!

con D una matriz diagonal por bloques en la que cada bloque D; tiene la
forma:

M 1 0 -+ 0
0O X 1 --- O
0 0 0 -+ A

Considerando esta descomposicion, se tiene que:
G"=PD"P!

Si p(G) < 1, se tiene que:

lim G" =0

n—o0

donde O es la matriz nula.

Sea || - || una norma matricial, A, el autovalor de G de médulo méaximo, y v
un autovector asociado a \,. Entonces:

NGV < NG VI = Al VI < IGIHIVIE = ol S TIGI = p(G) < |IG]

En consecuencia, una condicién suficiente para que lim G" = O es, por
n—oo
tanto, que ||G][;** < 1, con || - [|§** la 1-norma subordinada, que no es mas

que la maxima suma absoluta de las columnas de la matriz correspondiente.
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Caja 3: Resolucién de > °° iG''.

Para resolver el sumatorio infinito, primero se resolvera el caso finito con n
sumandos y posteriormente se tomara el limite n — co. Sea:

5= Z?:l G

Multiplicando ambos lados de la igualdad por (I — G):
SI-G)=1+2G-G+3G*-2G*+...+nG" ' — (n—1)G" ' —nG"
SI-G)=1+G+G*+..+G" ! —nG"

SI-G) = Y17 G —nG"

Suponiendo (I — G) invertible y sustituyendo el valor de Z?;Ol G de acuerdo
a lo deducido en la Caja 1:

S=I-G")(I-G)?-nG"(I-G)"
S=MnG""—(n+1)G"+1](I-G)2

Tomando ahora el limite cuando n — oo y sabiendo que lim G" = 0 si
n—oo

||G][5* < 1 (ver Caja 2) se deduce que bajo este supuesto:

Mimi Gl =(1-G)™?
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Caja 4: Calculo de £

La expresion de la media de la distribucién del nimero de intentos necesarios
para que una mutacién se fije (€, ecuacién 4.25) de acuerdo al modelo
experimental descrito en la seccion 4.2.1 es:

€= k(1= Pp)*1py
El sumatorio Y2, k(1 — P;)*! se resolvié en la Caja 3. Sustituyendo:
E="P;(1/F}) =1/F;

Que es la expresién correspondiente a la ecuacion 4.26.

Uno de los factores capitales que definen la probabilidad de fijacién (si bien
implicitamente) es el tamafio del inéculo. Resulta evidente que si el nimero de mu-
tantes en el indculo de la poblacién inicial es fijo, a mayor tamano de inéculo menor
probabilidad de fijacién. Sin embargo, existen otros efectos que es imprescindible
considerar antes de proceder a realizar calculo alguno. El primero, en linea con lo
comentado, es el impacto del tamano de inéculo en la probabilidad de fijacién con
independencia de la frecuencia de mutantes en el mismo. El segundo se relaciona
con la sensibilidad de la probabilidad de fijacién a errores en el proceso de sincroni-
zacion (seccién 4.2.1). En la figura 4.6 se observa claramente que, atin manteniendo
la fraccién inicial de mutantes constante, el tamano de inéculo influye fuerte y ne-
gativamente en la probabilidad de fijacion de las mutaciones deletéreas, mientras
que las correspondientes a las neutrales no varian. En concreto, el logaritmo de la
probabilidad de fijacién anti-correlaciona casi perfectamente (r = —0,99997 para el
caso graficado) con el tamano de indculo, si bien se aprecia una sutil desviaciéon con
respecto a la recta de regresiéon a valores de tamano de inéculo bajos. Si ahora se con-
sidera la influencia del tamano de in6culo cuando lo que se mantiene constante es el
nimero (y no la fraccién) de mutantes en el mismo, se observa una anti-correlacion
de la misma calidad entre el logaritmo del cociente entre la probabilidad de fijacion
de la mutacién considerada y la de una neutral con el tamano de inéculo. Puesto
que en todos los casos considerados, y en concordancia con los cdlculos de Kimura
[150], la probabilidad de fijacién de una mutacién neutral coincide con la frecuencia
de mutantes en el inéculo, se deduce que la variacion de la probabilidad de fijacion
con el tamano de in6culo tiene la siguiente forma:

_ A7)

FHAO) = T

e—(aA(O)—i—b) (429)
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donde a y b son constantes que dependen de la mutacién considerada.

De cara al impacto de los errores en la sincronizacion, resulta claro que la pro-
babilidad de fijacion es extremadamente sensible a los mismos, en linea con lo de-
ducible en relacion a los resultados presentados en la seccion 4.2.2, figura 4.5. El
rango de las probabilidades de fijacién calculadas es tanto menor cuanto menor
sea el tamano del inéculo, llegando a ser inferior a un orden de magnitud para
valores iguales o inferiores a 6. Afortunadamente, si se acepta la relacién presen-
tada en la ecuacién 4.29 como valida en general, se puede trabajar con tamanos
de inoculo pequenos y extrapolar los valores de probabilidad de fijacion obtenidos
para valores mayores. Esto presenta la doble ventaja de minimizar el impacto de
errores en la sincronizacion a nivel experimental, y de reducir sustancialmente los
tiempos de célculo, ya que la matriz G tiene dimensiones (A(0) — 1) x (A(0) —1) y
el calculo de la probabilidad de fijacién requiere la inversién de esta (ecuacién 4.18).

Es imprescindible concluir esta subseccién enfatizando que todo lo discutido al
respecto del tamano del in6culo derivan de calculos efectuados tomando una po-
blaciéon méxima de afidos A,,.; de 1000 veces el tamano de inéculo considerado en
cada caso. El objeto de definir A,,,, en funcién del tamano del in6culo es lograr que
dos poblaciones de afidos idénticas que se propagan empleando tamanos de in6culos
diferentes presenten la misma dinamica de crecimiento, de forma que el incremento
del tamano de in6culo tiene el sentido del incremento en el tamano de la poblacion
de afidos considerada.
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Figura 4.6: Impacto del tamafio de inéculo (A(0)) en la probabilidad de fijacién (Py) de
mutaciones neutrales (linea morada) y deletéreas (columnas azules). La fraccién de mutantes
en el inéculo es del 50% en todos los casos. La variacién en el valor de las probabilidades de
fijacién asociadas a errores en la sincronizacién de la poblacién (ver seccién 4.2.1) en el caso
de la mutacién deletérea se indica mediante una barra de error sobre las columnas. Los valores
maximos y minimos de estas barras corresponden a un desfase de edades entre afidos mutantes y
silvestres de un dia. La altura de las columnas representa la probabilidad de fijacién en el caso
de un indculo perfectamente sincronizado (i.e. mutantes y no mutantes de la misma edad). La
matriz de Leslie L se construyé de acuerdo a lo expuesto en la seccién 4.2.2: A4, = A(0)103
afidos, S; = 1 para todo i, edad méaxima de 18 dias, y los F; calculados a partir de la funcién de
fertilidad (F) presentada en el capitulo 3 (ecuacién 18), empleando la ecuacién 4.6. La dindmica
bacteriana se calculé empleando el modelo de dindmica bacteriana con desarrollo de bacterioma
fijo, restringido por nimero de bacteriocitos (capitulo 3, ecuacién 7) y edad a la que comienza la
reproduccién (t.) variable (capitulo 3, ecuacién 23). Los pardmetros del modelo de la dindmica
bacteriana corresponden al ajuste ilustrado en la figura 3 del capitulo 3: p = 0,936 1/dfas;
Npaz = 82 bacteriocitos; No = 37 bacteriocitos; v = 0,364 1/dfas; ¢ = 0,066 1/dfas; Y25 = 10
pg de producto por cada 10° bacterias; Y5 = 0 pg de producto por cada 105 bacterias;
Al = 120 pug de producto; e Ygp = 0,09 insectos por pg de producto. La matriz de Leslie
correspondiente a la poblacién mutante L,, se construy6é de forma andloga, siendo las tnicas
diferencias los valores de p e Y25, que son un 90 % de los correspondientes a la poblacién silvestre.

4.2.4. Consideraciones en torno al impacto de la dinamica
bacteriana en la propagacion de mutaciones

A lo largo de la seccién 4.2.3, al hablar de afidos que alojan una poblacién de
endosimbiontes mutantes se considera que dichos afidos contienen una poblacién
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bacteriana integramente mutante. Esto es, no se estudia la dinamica de fijacion de
la mutacién en la poblacién de endosimbiontes, sino qué sucede al disponer en com-
peticiéon una poblacién de afidos con endosimbiontes silvestres con otra de afidos
portadores exclusivamente de endosimbiontes mutados. Notese que si suponemos
que cuando aparece una mutacion en la poblaciéon de endosimbiontes alojada en el
insecto, esta se fija instantdneamente (i.e. toda la poblacién se convierte en mutante
a la vez), nunca puede existir un insecto con poblaciones mixtas de endosimbiontes
y, por ende, los calculos realizados corresponderian exactamente a la probabilidad
de fijacién de dicha mutacién. A pesar de que el citado supuesto (la homogenei-
zacion inmediata de la poblacién endosimbionte de mutantes en el hospedador en
el que aparecen) es, en general, poco realista, cabe plantearse si las probabilidades
de fijacion calculadas via esta simplificacion son una cota superior de las reales.
La respuesta es, en general, negativa. Pongamos un ejemplo: si consideramos una
mutacién particularmente deletérea para los afidos, un insecto que contenga una
poblacion integra de mutantes tendra serios problemas para competir contra la po-
blacion silvestre. En cambio, los endosimbiontes mutantes si que pueden extenderse
por la poblacién si se mantienen en frecuencias bajas en los bacteriomas de sus hos-
pedadores. Este hecho supondria que el fitness medio de la poblacion disminuye,
de forma que, a diferencia del caso anterior, los afidos con una mayor frecuencia
de bacterias mutantes pueden proliferar. Procediendo de este (seguramente lento)
modo, la mutacion altamente deletérea puede llegar a fijarse. De esta forma, la pro-
babilidad de fijaciéon de una mutacion muy deletérea seria mayor en insectos con
poblacién bacteriana mixta que con la poblaciéon homogénea que se ha venido su-
poniendo este capitulo.

Consideremos ahora, por el contrario, una mutacién deletérea casi neutral. Re-
sulta complicado plantearse qué estrategia favorece més el proceso de fijacion: fijarse
primero en un afido y que este compita con el resto de la poblacion, extenderse gra-
dualmente como el caso de la mutaciéon altamente deletérea antes descrita, o una
estrategia mixta con un cierto grado de contribucion de cada una de las anteriores.
De ser la primera, la suposicion de la fijacion instantanea del mutante en el primer
hospedador en que aparece (suposicién compatible con los calculos desarrollados
en este capitulo) conduciria a una sobrestimacién de su probabilidad de fijacién, al
contrario que en el caso de la mutacién altamente deletérea. De ser la segunda, las
probabilidades de fijacion de ambas mutaciones aqui calculadas estarian subestima-
das, posiblemente en similar medida. En cualquier caso, parece sensato aceptar que
las probabilidades de fijacién calculadas bajo el supuesto de fijacién instantanea en
el primer hospedador permitirian comparar cualitativamente la eficacia con la que
dos mutaciones se extienden en la poblacién, con la consideracion particular de que
las especialmente negativas estarian en realidad subestimadas.

Resulta conveniente advertir en este punto que existe una diferencia conceptual
sustancial entre la probabilidad de fijacién y la velocidad a la que esta se produce,
ambos conceptos asociables a la eficacia de expansion de una mutaciéon, pero siendo
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a priori posible que a probabilidades de fijacién apreciables les correspondan, en
cambio, tiempos de fijacién largos. Sin embargo, tal y como se deduce de la ecua-
cién 4.28, probabilidad de fijaciéon y velocidad de fijacion estan, afortunadamente,
altamente relacionadas, por lo que la validez de la probabilidad de fijacion calculada
bajo el supuesto de fijacién instantanea en el primer hospedador se mantendria sea
cual sea la interpretacién que se dé a la eficacia de expansion.

Independientemente de estas consideraciones y objeciones, si hay casos donde
la suposicién de que solo existen afidos con poblaciones homogéneas de endosim-
biontes se ajusta bastante a la realidad. Estos casos se dan cuando, en el momento
de engendrar descendencia, un tipo de endosimbionte, mutante o silvestre, domina
sobre el otro hasta el punto de que resulta improbable inocular endosimbiontes del
tipo no dominante a la descendencia. Mas concretamente, supongamos que, en un
momento dado, durante el crecimiento de la poblacién de endosimbiontes una bac-
teria muta espontaneamente. Supongamos que la tasa de crecimiento de los citados
endosimbiontes es de s mientras que la del mutante es de p,,. Supongamos ademas
que la dindamica de poblaciones del total de los endosimbiontes en el bacterioma del
afido puede ser descrita mediante el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales:

st/dt = Msst(tv Bs; Bm)

4.30

donde B, y B,, representan el nimero de endosimbiontes silvestres y mutantes; y
J es una funcion que en general depende del tiempo, de B, y de B,,. Nétese que
la funcién J se supone comun a las dos poblaciones, mutante y silvestre, en linea
con la consideracion de que el tamano del bacterioma es el causante tltimo de la
inhibicion del crecimiento.

Si se define x(t) como la fraccién de bacterias mutantes a cada tiempo se tiene
que:

. dBy/dt B, dB,/dt +dB,/dt
dx/dt =d | —— = — 4.31
v/ (Bm+BS>/ Bn+B. Bn+B., Bn+B (4.31)
Sustituyendo las expresiones 4.30 y considerando x = B,/ (B, + Bs):
dX/dt = (:um - Ns) X (1 - X) j(tv B, Bm) (432)
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La ecuacién diferencial 4.32 es separable y se integra rindiendo:

1
t= : 4.33
X( ) (B(T) — 1) e(/‘S*#m)f_r J(2)dz +1 ( )

donde se ha incluido la condicién inicial x(7) = 1/B(7), siendo 7 el momento en el
que aparece la mutacién, y B(7) el nimero de endosimbiontes presentes en el bac-
terioma a dicho tiempo. Es importante considerar que cuanto més tarde aparezca
el mutante (i.e. cuanto mayor sea 7), en menor frecuencia estara en el momento
de su aparicién. La situaciéon mas favorable es, por tanto, que el mutante aparezca
entre las bacterias que componen el indculo.

Si la tasa de crecimiento de la poblacién bacteriana en su conjunto es lo suficien-
te alta, el bacterioma del afido estara saturado de endosimbiontes en el momento
de reproducirse. Si el bacterioma se encuentra saturado, y mientras no se inocule
ninguin embrién, la composicion de la poblacién de endosimbiontes es fija. Esto es,
si ., v, especialmente, us son suficientemente elevados, la fraccion de mutantes
en el bacterioma en el momento de la reproducciéon se puede considerar invariante
e igual a xo = tliglo X(t). Conocido X, v puesto que el nimero de bacterias en

el bacterioma es muy elevado, se puede calcular la probabilidad de transferir un
determinado niimero de mutantes a la descendencia sin mas que recurrir a una dis-
tribucién binomial.

Conocido J, el valor de x. es facilmente calculable a partir de la ecuacién
4.33. Si bien distintas formas de J se discutieron en el capitulo 3 para el caso de
una poblacién homogénea de bacterias, todas ellas se fundamentan en una ecuacion
logistica en la que la capacidad maxima, que representa el bacterioma, varia con
el tiempo. Esto es, la dindmica de crecimiento bacteriano considerada es de la forma:

dB/dt = uB(1 — B/K(t)) (4.34)

siendo p la tasa de crecimiento pertinente; B el total de bacterias y K la capacidad
maxima, que es una funcién estrictamente creciente acotada entre K, v Knae-
Tomando esta expresion y considerando el sistema de ecuaciones 4.30, se deduce
que:

J(t)=1-B(t)/K(t) (4.35)
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Atendiendo a la expresién 4.33 se deduce que, cuanto menor sea el valor de
f:o J(2)dz, menor serd x. para el caso de mutaciones que favorezcan el creci-
miento bacteriano (us < p,,). El caso de las mutaciones perjudiciales (ps > fir,) €s,
evidentemente, el opuesto: cuanto menor sea el valor de fTOO J (2)dz, mayor sera Xso-
Como tratamos de determinar valores de us, ., y 7 para los que la probabilidad
de transferir a la descendencia tinicamente endosimbiontes silvestres o tinicamente
endosimbiontes mutantes sea muy elevada, podemos obtener limites conservado-
res para los tres parametros de interés si tomamos una cota inferior del valor de

[T (2)d=.

Una cota sencilla puede obtenerse a partir de las ecuaciones 4.34 y 4.35 sin més
que tomar K (t) fijo e igual a K (7) y suponiendo que las poblaciones bacterianas son
indistinguibles y presentan una tasa de crecimiento u = max(us, ). Bajo estas
consideraciones, y de la solucion explicita de 4.34, se tiene que:

K(r)— B(7)
B(7)ert=7) + K(7) — B(1)

T(t) = (4.36)

sustituyendo la expresion en la ecuacion 4.33, integrando, y tomando el limite ¢ — oo
se obtiene:

1

Y = B - D BEOROY § 1 (4.57)

/Lm_,us

siendo § = ——mM————
Maz(fm, fis)

, que tiene la forma tipica de un coeficiente de seleccion.

La expresion recogida en la ecuaciéon 4.37 permite calcular, bajo las aproxima-
ciones comentadas, la fraccién de endosimbiontes mutantes en el momento en el
que el afido comienza a reproducirse. Puesto que se ha supuesto que esta fraccién
no cambia a lo largo del periodo reproductivo del insecto, es inmediato derivar la
probabilidad de obtener un descendiente con una composicién bacteriana particu-
lar. En concreto, y puesto que el nimero de bacterias en un afido adulto es muy
elevado, la probabilidad de inocular a un embrién con un nimero concreto de en-
dosimbiontes mutantes se ajusta a una distribuciéon binomial:

PU5a0) = 1) = (717 )kt = 0 (4.38)
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donde B,,(0) es la variable aleatoria que representa el nimero de endosimbiontes
mutantes inoculados al embrién; y B(0) es el nimero total de bacterias transferidas
al mismo.

La distribucién recogida en la ecuacion 4.38 es el tltimo elemento necesario para
conocer la naturaleza de los descendientes de un afido en términos de la composi-
cién de bacterias de su bacterioma. Si bien existen B(0) + 1 tipos diferentes de
insectos en funcién del nimero de endosimbiontes mutantes con que fueron inocu-
lados, podemos dividirlos en dos categorias: insectos con poblaciones bacterianas
mixtas, e insectos con poblaciones bacterianas homogéneas. En un sentido estricto,
las poblaciones homogéneas son aquellas que corresponden a inéculos bacterianos
compuestos Unicamente por mutantes o no mutantes (valores de k = B(0) y k =0
en la ecuacién 4.38 respectivamente). Sin embargo, resulta sensato relajar ligera-
mente este criterio con objeto de obtener una visién mas realista de la distribucion
de afidos en términos de la composicién de bacterias de su bacterioma sin necesidad
de analizarla explicitamente. En esta linea, se puede encontrar una pareja de valores
king ¥ ksup tales que la probabilidad de obtener un descendiente de 2* generacion
(i.e hijo de alguno de los descendientes del afido donde aparecié el primer mutante)
con una poblacién de bacterias homogénea, silvestre y mutante respectivamente,
sea superior a un valor 1 — e dado.

Este céalculo es equivalente al efectuado para el caso de la apariciéon de un mutan-
te a tiempo t = 7, con la unica diferencia de que, en este caso, ’surgen’ k mutantes
a tiempo t = 0. Considerando esta observacion, el valor de x, correspondiente a
un insecto inoculado con k£ mutantes es:

1

X(k)oo = (4.39)
(%) (BO)/EO) +1

Considerando esta ecuacién y la distribucién de probabilidad 4.38, los valores ki,
Y ksup buscados deben cumplir:

(1= X(king)o) @ 21— ¢ (4.40)
W) 20 21— ¢ (4.41)
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O equivalentemente, sustituyendo la ecuacién 4.39 en las ecuaciones 4.40 y 4.41 y
despejando:

[B(0)/K(0)]" (1 — (1 —¢)/BO)
I (- [BO/KON 1 (1~ e>1/3<0>>” 44)

1—(1—-[B(0)/K(0)]°) (1 —¢)1/BO (4.43)

[B(0)/K(0)]° (1 — €)V/B® ]w

donde |-| y [-] representan las funciones suelo y techo respectivamente.

Se esta ya en disposicion de calcular la probabilidad de que la descendencia de
un afido en cuyo seno surge un mutante a la edad de ¢ = 7 esté compuesta en su
totalidad por individuos con poblaciones homogéneas de bacterias segun el criterio
Eing-ksup- Si suponemos que el afido tiene un total de D descendientes y aceptamos
que los embriones inoculados con menos de k;,; y mas de kg, mutantes presentan,
en términos efectivos, una poblacién homogénea de endosimbiontes (éfidos quasi-
homogéneos), la distribucién del nimero de afidos quasi-homogéneos (H) es:

P(H=h)= (g) P'1—P,)P" (4.44)
king B(0)

P, =Y P(B,(0)=k) + P(B,,(0) = k) (4.45)
k=0 k=ksup

En la figura 4.7 se observa que, tal y como se anticipé al principio de esta sec-
cién, la suposicién de que la dindmica de fijacién de la mutacion en la poblacién de
endosimbiontes puede ignorarse, solo es razonable en el caso de mutaciones que al-
teren muy sustancialmente la tasa de crecimiento de los endosimbiontes. De hecho,
en relacién a las mutaciones ventajosas (s > 0), si se interpreta el valor selectivo de
la mutacién s como se defini6 en la ecuacién 4.37 (ndtese que entonces toma valores
entre -1 y 1), sélo se podria aceptar el supuesto para inéculos de endosimbiontes
relativamente pequenios (del orden de centenas) y, en estos casos, sélo para muta-
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Frecuencia de afidos homogéneos
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Figura 4.7: Estudio del rango de validez del supuesto de descendencia homogénea. En la
figura se recoge la variacién de la media + desviacién tipica (linea azul y drea coloreada en el
mismo tono) de la frecuencia de descendientes homogéneos (¢ = 0) con el valor selectivo de la
mutacién considerada (s) para distinto nimero de endosimbiontes transferidos al embrién (B(0))
bajo el supuesto razonable de que un afido adulto engendra D = 50 descendientes. Las areas
moradas indican para qué mutaciones se puede aceptar que la descendencia estd compuesta
integramente por afidos quasi-homogéneos (e = 1072, P(H > 0,999)). En todos los casos se
considera que la mutacién aparece en el inéculo del &fido parental (7 = 0). K(0) = 8x10° bacterias.

ciones que incrementen la tasa de crecimiento de los endosimbiontes silvestres méas
de 2.35 veces para el caso de B(0) = 10 y més de 5 veces para el caso de B(0) = 100.

Notese, sin embargo, que si a la hora de definir J (ver ecuacién 4.36) se toma la
tasa de crecimiento p como la tasa de crecimiento de los endosimbiontes silvestres
(us) en lugar de como el maximo entre la de la poblacién silvestre y la mutante
(maz(m, 1)), aunque no se obtiene una cota inferior estricta de [~ 7 (z)dz, sf se
obtiene una aproximacién razonable o, en el peor de los casos, una cota superior
del valor de la integral. Atendiendo a esta reinterpretaciéon del valor selectivo como

Hom, —

s = Hm — P y de acuerdo a la figura 4.7, se puede descartar la dindmica de fijacion

S
de la mutacién en la poblacién de endosimbiontes para inéculos de endosimbiontes
de hasta 10000, si bien la tasa de crecimiento de los endosimbiontes mutantes sigue
teniendo que ser muy superior a la de los silvestres (> 3 veces para tamanos de

in6culo del orden de 10000).
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En conjunto, parece razonable suponer que una mutacién se fija instantaneamen-
te en la poblacion de los endosimbiontes tnicamente cuando la tasa de crecimiento
del mutante supera en varias veces a la del silvestre. Este tipo de casos, obviamen-
te, no parecen muy probables si se interpreta al endosimbionte mutante como una
variante genética del silvestre. Sin embargo, si en su lugar se considera al endosim-
bionte mutante como una bacteria competidora de una especie/cepa distinta (e.g.
un endosimbionte secundario que pierda la capacidad de vivir fuera del bacterioma),
si que es razonable suponer que su tasa de crecimiento es varias veces superior a la
del endosimbionte silvestre.

En definitiva, la suposicién de que la dinamica de fijacién de la mutacién en la
poblacién de endosimbiontes puede ignorarse es valida para mutaciones muy bene-
ficiosas e inéculos de endosimbiontes pequenos (< 10) o para el estudio de procesos
de reemplazamiento del endosimbionte por otra bacteria de su entorno. Puesto que
en Acrytosyphon pisum el tamano de inéculo estimado es de 36700 bacterias [96],
el supuesto en esta especie solo seria valido en el segundo caso.

Conclusiones semejantes se alcanzan al considerar mutaciones deletéreas (s <
0). Nétese que en estos casos, ambas interpretaciones del valor selectivo (s =

_ Hm T Hs y s = M) coinciden. En particular, se puede aceptar que una
max(um, Ihs)

mutacién se elimina a efeétos practicos de la poblacién de endosimbiontes si la tasa
de crecimiento del endosimbionte del mutante es sustancialmente menor que la del
silvestre y el in6culo bacteriano es del orden del millar o menos (i, < 0,23 para
B(0) = 1000, g, < 0,39 para B(0) = 10 y uy, < 0,48 para B(0) = 10).

4.3. Discusion

La enorme complejidad de los ciclos de vida de los afidos unida a la gran variedad
de factores que afectan a su dindmica (ver seccién 4.1) impiden plantear modelos
manejables de su dindmica. En esta linea, se ha planteado un sencillo diseno ex-
perimental (seccién 4.2.1) para estudiar la dindmica de expansién de mutaciones
en la poblacién de afidos en el que se eliminan todos los factores que afectan al
crecimiento de los afidos salvo la naturaleza de los endosimbiontes que alojan y, po-
tencialmente, efectos de hacinamiento. Este diseno define un sélido punto de partida
sobre el que, progresivamente, incluir de manera controlada la influencia de otros
factores (temperatura, variaciéon en la dieta, etc) en la evolucién de los sistemas
afido-endosimbionte.

El diseno experimental planteado presenta dos ventajas de cara al modelado
del proceso evolutivo en estudio: en primer lugar, permite construir un modelo del
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crecimiento de la poblacion de dfidos manejable y contrastable experimentalmente
(seccién 4.2.2). En segundo lugar, al mantenerse constantes las condiciones de pro-
pagacion de la poblacion de insectos, se puede aplicar el formalismo de las cadenas
de Markov para determinar caracteristicas claves del proceso evolutivo, tales como
la probabilidad de fijacién de una mutacién y el tiempo necesario para que esta
fijacién se produzca (seccién 4.2.3).

En relacién al modelo planteado para representar la dindmica de poblaciones de
los afidos, se trata de un modelo discreto basado en matrices de Leslie en el que los
insectos se dividen en un numero finito de categorias en funciéon de su edad. Este
abordaje, a diferencia de otras aproximaciones habitualmente empleadas como la
ecuacion de Euler-Lotka (ver figura 4.3), permite representar adecuadamente el cre-
cimiento de una poblacién de éfidos con independencia de su estructura de edades
(i.e. cuantos insectos hay de cada categoria). Sin embargo, es necesario senalar que
esta discretizacion supone limitaciones notables en determinadas circunstancias. En
particular, si se quiere calcular con precisién, por ejemplo, la probabilidad de fija-
ciéon de una mutacién casi neutral que altera muy levemente el momento en que el
insecto empieza a reproducirse (i.e., su t.), es necesario considerar que el tiempo
avanza en saltos At de muy pequena magnitud (lo que implica dividir a los insectos
en un numero extraordinariemente elevado de categorias), con el potencialmente
inasumible coste computacional que ello implica. La razon de esta necesidad deriva
del hecho de que, a la luz del modelo, el t. del insecto mutante es indistinguible
del del silvestre salvo que se diferencien en una cantidad varias veces superior a la
magnitud de At.

En la linea de las potenciales limitaciones técnicas asociadas al diseno experimen-
tal y a los protocolos de calculo desarrollados en este capitulo, resulta indispensable
destacar la importancia de la sincronizacién de la poblacién de afidos al inocular una
nueva poblacién (ver seccién 4.2.1) de cara al célculo de la probabilidad de fijacién
de una determinada mutacion. Recordemos que este proceso permite obtener una
poblacién compuesta integramente por ninfas recién nacidas a partir de una pobla-
cién de afidos fértiles de diversas edades. Al poder considerar que todos los afidos
que componen el inéculo tienen la misma edad, solo es necesario conocer el niimero
de mutantes que hay en el mismo para que éste quede completamente caracterizado.
Esto supone que si el tamanio de inéculo A(0) es de 10, existen 11 tipos distintos
de inéculo y, en consecuencia, la matriz de transicion M (ver ecuacién 4.13) tiene
una dimension de 11x11. De no sincronizarse la poblacién, el inéculo estaria carac-
terizado no sélo por el numero de mutantes, sino por cuantos individuos de cada
edad y tipo hay presentes en el mismo. Esto supondria que el nimero de inéculos
distintos, si se clasifican los dfidos en un numero finito de categorias en funcién de
la edad, crece combinatorialmente con el nimero de categorias, lo que podria hacer
intratable la obtencién y uso de la matriz M.

Esta limitacion técnica unida al hecho de que los errores en el proceso de sincro-
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nizacién tienen un impacto enorme en la probabilidad de fijacién calculada (tanto
mas cuanto mayor sea el tamano de in6culo considerado; ver figura 4.6) supone que
el proceso de sincronizacién debe ser lo més preciso posible para que los cédlculos
basados en la matriz M (probabilidad de fijacién, tiempo medio para la fijacién,
etc) sean validos. Afortunadamente, esta problemética puede atenuarse en el caso
del calculo de la probabilidad de fijacién si se trabaja con indculos relativamente
pequenos gracias a la relacién observada entre esta y el tamano del inéculo (ver
ecuacion 4.29), si bien no hay que olvidar que es una relacién basada en un conjun-
to limitado de observaciones y, por ende, podria no ser universalmente vélida.

No conviene concluir el capitulo sin enfatizar que el método de calculo de las
probabilidades de fijacién aqui desarrollado es estrictamente valido para mutaciones
que afecten directamente a los afidos o para comparar insectos que tienen pobla-
ciones homogéneas de bacterias diferentes. Al considerar mutaciones que aparecen
al nivel de los endosimbiontes, el empleo de estos métodos supone implicitamente
que las mutaciones se fijan instantaneamente en la poblacién bacteriana en el afido
en que surgen. Esta suposicién, tal y como se deduce en la seccién 4.2.4, es una
buena aproximacion a la realidad si el nimero de bacterias que se inoculan a los
embriones es pequeno y/o el endosimbionte mutante considerado presenta una tasa
de crecimiento mucho mayor que la de los endosimbiontes silvestres. Esta tultima
situacion es concebible, por ejemplo, si el mutante adquiere la capacidad de incor-
porar algin metabolito complejo del entorno; o si se interpreta como ’endosimbionte
mutante’ a una especie distinta que entra en competicion con la poblacién silvestre.
En cualquier caso, si bien este supuesto no permite una interpretacion absoluta de
los valores de probabilidad de fijacién (y derivados) obtenidos, si parece sensato
aceptar que permite comparar cualitativamente el impacto de distintas mutaciones
entre si, particularmente si no son muy perjudiciales.
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Capitulo 5

Algoritmo de simulacién de la
reduccién genémica

5.1. Introducciéon

A lo largo de los capitulos 3 y 4 se han desarrollado elementos necesarios en el
proceso de comprension de la dinamica evolutiva de los endosimbiontes de éfidos.
En particular, se han construido modelos de la dindmica de poblaciones de estos
endosimbiontes en su hospedador, se ha establecido la relacién entre esta dinamica
y la cantidad de producto generado por la poblacion bacteriana a cada tiempo, y
se ha definido, en condiciones experimentales precisas, como depende la dindamica
de poblaciones de los afidos de esta productividad. En ultima instancia, se ha es-
tablecido una relacion entre las capacidades metabdlicas de los endosimbiontes y el
fitness del afido que los hospeda. Ademas, y gracias a esta relacion, se han deduci-
do propiedades esenciales (probabilidad de fijacién y distribucién de tiempos hasta
la fijacién) que caracterizan, al menos cualitativamente, la dindmica evolutiva de
mutaciones que aparecen en este tipo de sistemas. Conocidos estos elementos, se
esta ya en disposicion de abordar el proceso de degradacion genémica al que se ven
sometidos los endosimbiontes. En concreto, se modelizara el proceso de pérdida de
genes metabolicos ampliamente observado en estas bacterias (ver capitulo 1).

Dado que el objeto de estudio son los genes metabdlicos de los endosimbiontes,
se hace necesario determinar la funcionalidad de las redes metabdlicas de estos a
partir de su genoma y otros datos bioquimicos disponibles. Las diversas aproxima-
ciones a la obtencion de una descripcion integrada y predictiva del funcionamiento
de redes metabdlicas complejas que existen hoy en dia pueden clasificarse, de for-
ma grosera, en dos categorias. La primera aborda el metabolismo como un sistema
dindmico representado mediante un ntimero apropiado de ecuaciones diferenciales
que contienen, en ultima instancia, toda la informacion cinética y mecanistica de
las reacciones quimicas que lo componen. La segunda, estudia las propiedades del
metabolismo que derivan de su topologia (i.e. de la forma en que las reacciones
conectan los distintos metabolitos entre si, de su estequiometria), de la direcciona-
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lidad de las reacciones que lo conforman, y otras restricciones como el flujo maximo
que puede llevar una reaccién.

Si bien es cierto que la aproximacion dinamica es, a todas luces, mucho més
completa, es poco habitual disponer de la informacion necesaria para definir y para-
metrizar las ecuaciones que rigen esta dindmica. Por el contrario, las aproximaciones
basadas en la estequiometria (CBM de Constraint-Based stoichiometric Modeling),
si bien mas limitadas, solo requieren conocer la estructura de la red metabdlica, que
puede inferirse a partir del genoma del organismo en estudio [151]. En esta linea, y
dada la necesidad de tratar el metabolismo de los endosimbiontes al completo, se

recurrird al CBM para caracterizar el mismo (para una introduccién detallada al
CBM consultar [101]).

5.1.1. Fundamentos del CBM

El CBM se fundamenta en el estudio de la topologia, estructura o estequio-
metria caracteristica de la red metabdlica de interés. Formalmente, esta topologia
viene dada por dos elementos: la matriz estequiométrica N, una matriz de dimen-
siones mxr donde r es el nimero de reacciones, m es el nimero de metabolitos, y
la componente N;; representa el coeficiente estequiométrico asociado al metabolito
¢ en la reaccién j; y el conjunto de reacciones irreversibles, que indica cuales de las
reacciones de la red operan, a nivel practico, en una unica direccién.

A partir de la matriz N, y descartando los efectos de dilucién asociados al
crecimiento del organismo en estudio, la variacién de la concentracién (expresada
habitualmente en mmol por gramo de peso seco, mmol/gDW') en el tiempo viene
dada por:

dc/dt = Nv(t) (5.1)

donde dc/dt representa el vector de las derivadas de la concentracién de los distintos
metabolitos con respecto al tiempo; y v(t) es el vector que representa la distribu-
cion de flujos a cada tiempo, esto es, el vector cuyas componentes vienen dadas por
la velocidad a la que opera cada una de las reacciones del sistema en cada momento.

El vector v(t) depende, en general, ademads del tiempo, de las concentraciones de
todos los metabolitos del sistema asi como de otros parametros normalmente des-
conocidos. Esto es, es la funcién que contiene toda la informacién sobre la cinética
del sistema. La ecuacion 5.1 es compatible, por tanto, con las dos aproximacio-
nes previamente descritas, ya que contiene tanto la informacién topolégica de la red
metabdlica (matriz IN) como la cinética, a través del vector v(t) y sus dependencias.
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El metabolismo implica, normalmente, reacciones rapidas y una elevada tasa de
reposiciéon de los distintos metabolitos en comparacién con la cinética de los eventos
de regulacién. E1 C BM parte de esta premisa y supone, que a una escala temporal
suficientemente grande, las concentraciones de los metabolitos y las velocidades de
reacciéon (o al menos su media) pueden considerarse constantes (aproximacién de
estado pseudo-estacionario). Esto es, la ecuacién 5.1 puede aproximarse a:

Nv =0 (5.2)

donde se observa que el sistema de ecuaciones diferenciales de la ecuacion 5.1 pa-
sa a convertirse en un sistema homogéneo de ecuaciones lineales caracterizado, en
exclusiva, por la matriz estequiométrica N. Esta ecuacién representa, en ultima
instancia, el balance de materia del sistema: la velocidad de produccién y consumo
de los distintos metabolitos debe coincidir. Es importante destacar que, dada la
existencia de reacciones irreversibles, determinadas componentes del vector v nunca
podran tomar valores negativos y, en consecuencia, la ecuacion 5.2 debe resolverse
en el marco del dlgebra convexa y no del dlgebra lineal.

La ecuacién 5.2 unida a la definicién del conjunto de reacciones irreversibles y
a otras potenciales restricciones sobre los valores que pueden tomar los distintos
flujos del sistema, definen, en 1ltima instancia, el conjunto de distribuciones de flu-
jo compatibles con una red metabdlica dada en las condiciones definidas por estas
restricciones.

5.1.2. Refinamientos del CBM basico

A pesar de que el CBM en su planteamiento més bésico sélo considera la topo-
logia de la red metabdlica en estudio, se han ido incorporando mejoras, normalmente
en la forma de restricciones adicionales sobre la metodologia elemental que permi-
ten, al menos parcialmente, lidiar con sus limitaciones.

Uno de los elementos clave en los métodos basados en el CBM es la definicion del
conjunto de reacciones irreversibles. La direccionalidad de las reacciones se determi-
na en ensayos bioquimicos n vitro que, normalmente, no reproducen con precision
las condiciones fisicoquimicas que se dan in vivo. Estas discrepancias pueden impli-
car errores en la definicion del conjunto de reacciones irreversibles con importantes
consecuencias en la modelizacion. Atendiendo a esta problemética, se han desarro-
llado diversos métodos que aplican restricciones termodinamicas mas rigurosas que
permiten limitar el flujo a través de las distintas reacciones de acuerdo a los va-
lores de energia libre de Gibbs asociados a las mismas [152-155]. Obviamente, no
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es habitual disponer de los valores de los distintos parametros termodinamicos de
todos los metabolitos que forman parte de una red metabdlica. Afortunadamente,
recientes avances en teoria de contribucién de grupos permiten estimar los valores
de energfa libre de Gibbs estandar desconocidos [156], de manera que las aproxima-
ciones termodinamicas descritas se hacen factibles.

Por otra parte, los modelos basados en CBM se pueden complementar con in-
clusién de la regulacién a nivél génico (trascripcion, traduccion, etc). Existen dos
formas de integrar el impacto de la regulacién a nivel génico en el CBM: la pri-
mera consiste, sencillamente, en emplear datos experimentales de expresién (trans-
criptémica, protedmica, etc) de los distintos genes metabdlicos para restringir el
flujo a través de las restricciones correspondientes [110, 157]. La segunda implica
integrar una representacion matematica de la red de regulacién y/o senalizacién con
la red metabdlica en estudio de forma que se obtiene un modelo més fidedigno de la
realidad bioldgica que mejora la capacidad predictiva del CBM clasico y, ademas,
puede sugerir interacciones regulatorias previamente inexploradas [158-160).

Finalmente, la que quizas pueda considerarse la limitacién fundamental del CBM
es su naturaleza estacionaria (ver seccién 5.1.1. Los célculos basados en CBM asu-
men que el metabolismo alcanza un estado en que la velocidad de las distintas
reacciones no varia con el tiempo. Sin embargo, si podemos aceptar que este esta-
do se alcanza lo suficientemente rapido, se puede integrar el CBM con un modelo
dindamico que caracterice la evolucion del entorno del organismo cuyo metabolismo
se estd estudiando. Esta idea es la base del flux balance analysis dindmico (dF-
BA, [161, 162]), una variante del fluz balance analysis (seccién 5.1.3) que permite,
bajo el supuesto de que el organismo trata de optimizar algin objetivo particular
(e.g la maximizacién de su crecimiento), representar con precisién el crecimiento
del organismo y la concentracién de sustratos y productos de interés en el medio
extracelular a cada tiempo.

5.1.3. Aplicaciones del CBM

Tal y como se ha discutido a lo largo de esta seccion, el CBM y sus diversas
variantes permiten identificar, dadas una red metabdlica y un conjunto de restric-
ciones sobre las reacciones que la componen, el conjunto de distribuciones de flujo
compatibles con ambas bajo el supuesto de estado pseudo-estacionario. Pero, ;de
qué manera esta informacién resulta til en el estudio de la biologia de un orga-
nismo? De entre todas las distribuciones de flujo posibles, la mayoria, con bastante
seguridad, resultan inconvenientes a la célula en las condiciones consideradas. Por
ello, una de las primeras aplicaciones del CBM desarrolladas, el fluz balance analy-
sis (FBA), tiene como objetivo identificar distribuciones de flujo particulares que
correspondan a estados fisiolégicos de interés. En el FBA se define un objetivo ce-
lular y, tras incorporar restricciones que limiten el flujo de entrada de sustratos a la
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red metabdlica, el objetivo definido es optimizado. El resultado de la optimizacion
se compone de dos elementos: un valor (inico) correspondiente al objetivo celular
considerado, y al menos una distribuciéon de flujos compatible con dicho valor. Se
deduce, entonces, que las distribuciones de flujo éptimas identificadas (o un sub-
conjunto de ellas) representan el estado fenotipico de la célula.

Puesto que normalmente se supone, en particular al tratar el metabolismo bac-
teriano, que los organismos buscan maximizar su crecimiento, resulta habitual em-
plear este criterio como objetivo celular. Para representar el crecimiento en una
red metabdlica, sencillamente se introduce una reaccién, normalmente denominada
reaccién de biomasa, que toma como sustratos los elementos necesarios para que
el organismo en consideracién ’crezca’ (i.e. aminoécidos, acidos nucleicos, lipidos,
ATP,etc). Dada la reaccion de biomasa, resulta sencillo obtener el valor de maxima
produccién de biomasa y de alguna de las distribuciones de flujo asociadas a ese
valor mediante programacién lineal. Sin embargo, es imprescindible hacer hincapié
en la que es una de las mayores limitaciones del FBA: el objetivo celular no emerge
del modelo sino que viene dado por el investigador. Esto implica que, al establecer
dicho objetivo, se estd suponiendo implicitamente cémo se comporta la célula, una
suposicion que, como todas, debe ser convenientemente justificada mediante argu-
mentos experimentales o tedricos. En esta linea se han llevado a cabo trabajos en
los que el objetivo celular no se impone, sino que se infiere de datos experimentales
bajo el supuesto de que estos corresponden a una situacién 6ptima [163-165]. Afor-
tunadamente, estos estudios apuntan a que, al menos para el caso de E.coli [163] y
S.cerevisiae [164], la suposicién de que el objetivo celular es la maximizacién de la
produccion de biomasa es razonable, si bien no debe suponerse extrapolable a todos
los casos [166].

Se han desarrollado numerosas variantes del FBA con objeto de caracterizar el
conjunto de distribuciones de flujo compatibles con el resultado del problema de
optimizacién o para incluir consideraciones adicionales que proporcionen fenotipos
mas realistas (ver [167] para una revisién de los mismos). La caracterizacién de
las distintas soluciones al problema de optimizacién resulta capital en la adecuada
interpretacion de cualquiera de las variantes del FBA ya que no resulta extrano que
muy distintos fenotipos metabdlicos sean compatibles con estas soluciones.

La posibilidad de maximizar un determinado objetivo en el contexto de un mo-
delo que contempla el metabolismo al completo hace posible determinar n silico la
importancia de las distintas reacciones y /o genes metabdlicos en el desempeno de un
determinado organismo o, de manera anéloga, establecer el impacto que supondria
la inhabilitacién de estos. Este tipo de aproximaciones tienen un gran interés tanto
a nivel biotecnoldgico, en el contexto del diseno in silico de cepas para la produccion
de compuestos de interés; como a nivel clinico en la determinacién de potenciales
dianas en el disenio de antibidticos y similares, asi como en investigacién biologica
bésica, al permitir identificar genes y/o reacciones esenciales para un organismo en
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distintos contextos, o deducir y caracterizar interacciones ecologicas basadas en el
intercambio de nutrientes (ver [167] para una revisién completa sobre los distintos
métodos basados en CBM y sus aplicaciones).

En este orden de ideas, se han llevado a cabo simulaciones basadas en CBM que
toman como objetivo, al igual que el presente capitulo, comprender el proceso de
degradacion gendémica observado en los endosmbiontes de insectos. En particular,
P&l et al [168] logran obtener redes metabdlicas minimas altamente semejantes a
la de Buchnera aphidicola mediante la delecién sucesiva de genes con escaso im-
pacto en las capacidades metabdlicas de la bacteria (simplificadas en forma de una
ecuacién de biomasa modificada), partiendo de un modelo a escala completa del
metabolismo de E.coli. Sobre esta idea fundamental, Yizhak et al [169] tratan de
correlacionar, con moderado éxito, el orden de pérdida de los genes observados en
las simulaciones con el inferible a partir de la filogenia de estos endosimbiontes.

Sin embargo, a pesar de la compatibilidad de los resultados obtenidos en estos
estudios con las observaciones experimentales, la falta de detalles a la hora de es-
tablecer el modelo de evoluciéon empleado no permite abordar preguntas como qué
deleciones son mas probables en cada etapa de la degradacion gendémica, ni iden-
tificar puntos en los que esta degradacion se acelera o se frena, ni otras cuestiones
de interés en una comprension fina de la evolucion de estos organismos. Con el
fin de abordar estas cuestiones, en este capitulo se combinan técnicas basadas en
CBM con los modelos dindmicos y métodos de calculo de probabilidades de fijacién
presentados en los capitulos 3 y 4 para simular la degradacién genémica de los en-
dosimbiontes y caracterizar exhaustivamente el proceso.

5.2. Resultados

5.2.1. Algoritmo de simulacion de la reduccién genémica

Con objeto de explorar las caracteristicas evolutivas del proceso de reduccién
gendmica observado en los endosimbiontes primarios de insectos, se desarrollé un
sencillo algoritmo para simular la pérdida gradual de genes metabdlicos a partir de
los resultados obtenidos en los capitulos 3 y 4. Brevemente, se parte de la red me-
tabdlica obtenida a partir del genoma deseado, y se eliminan genes secuencialmente
hasta llegar a un genoma minimo en el sentido de que la eliminacion de cualquier
otro gen supondria la extincion del insecto. El gen particular que se elimina en cada
paso se determina al azar de acuerdo a una distribucion de probabilidades cuya
obtencion se detalla mas adelante en esta misma seccién. Dada la naturaleza alea-
toria de la seleccion de los genes a eliminar, se repitio la simulacién el niimero de
veces necesarias para garantizar que las propiedades evolutivas determinadas sean
representativas.
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La determinacién de la probabilidad de que el siguiente gen eliminado sea uno en
particular representa el eje central del algoritmo. Para ello, supondremos que en el
proceso evolutivo nunca hay més de una mutacién en proceso de fijacion. Esto es, si
aparece un mutante en la poblacion, hasta que esta elimine a los mutantes o toda la
poblacién se vuelva mutante no aparecera otra mutacion. Ademaés, consideraremos
que las unicas mutaciones que pueden darse son inhabilitaciones (e.g. deleciones)
de genes metabdlicos, y que la probabilidad de que aparezca una determinada mu-
tacion es idéntica sea cual sea la que se considere.

Bajo estos supuestos, resulta sencillo calcular la probabilidad de que aparezca
una determinada mutacién A; (en este caso, una delecién) y que esta se fije en la
poblacién. Puesto que todas las mutaciones tienen la misma probabilidad de apare-
cer, si existen Ay mutaciones posibles, la probabilidad de que surja particularmente
la mutacién A; serd de 1/Ay. Si dada esta mutacion, la probabilidad de fijacién de
la misma es de “Py, la probabilidad de que surja la mutacién A; y se fije serd:

P = "P;/Ay (5.3)

De manera analoga, la probabilidad " P, de que aparezca la mutacion A; y no se
fije sera:

P=(1 - P)/A, (5.4)

Tomando como referencia la ecuacion 5.4, se puede calcular la probabilidad P
de que no se produzca la fijacién de cualquier mutacién que aparezca, una vez apa-
recida, sin mas que sumar las probabilidades correspondientes a cada una de ellas:

P = iu — 'P))/Ay=1—P; (5.5)

donde Ff es la probabilidad de fijacién media del conjunto de mutaciones posibles.

Estamos ya en disposicién de calcular la probabilidad *P; de que la mutacién A,
aparezca y se fije tras la aparicion y no fijacion de k— 1 mutaciones, sean cuales sean.
Considerando las ecuaciones 5.3 y 5.5 y puesto que la aparicién y fijacién/purga de
cada mutacién es un evento independiente, la probabilidad buscada es:
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kp= (1P Py (5.6)

Finalmente, la probabilidad “P; de que la siguiente mutacién fijada en la po-
blacién sea A;, con independencia del nimero de intentos fallidos de fijacién que
hayan sido necesarios sera:

P=Y"(1-P)" Ay (5.7)
k=1

dénde el sumatorio se puede resolver analiticamente (ver Caja 1 y Caja 2 en el
capitulo 4) rindiendo:

°P,

= - 5.8
™z (5.8)

La ecuacién 5.8 permite determinar, conocidas las probabilidades de fijacién de
todas las deleciones de genes metabdlicos de un genoma, con qué probabilidad el
siguiente gen eliminado es uno dado. En el capitulo 4 se dedujo la probabilidad
de fijacién de mutaciones que afecten al sistema insecto-simbionte a partir de la
dinamica de poblaciones de una poblacion mixta de afidos mutantes y silvestres en
unas condiciones dadas. En consecuencia, el tinico componente restante para poder
calcular las distintas 7P, y llevar a cabo la simulacién de reduccién genémica es la
determinacion del impacto de cada una de las deleciones en la capacidad de creci-
miento de la poblacion de afidos.

Afortunadamente, en el capitulo 3 se construyen diversos modelos que relacio-
nan alteraciones en las capacidades metabdlicas de los endosimbiontes con la funcion
de fertilidad del afido, que determina en ultima instancia las propiedades de creci-
miento de la poblacion de afidos. En particular, ademas de otros parametros que
no dependen estrictamente del metabolismo de los endosimbiontes, es necesario co-
nocer la funcién que relaciona la productividad de las bacterias, Ypp, con su tasa
de crecimiento p* (que debe variar entre 0 y la tasa de crecimiento maxima p), una
funcién que se supone no varia con el tiempo.

Puesto que en la simulacion se parte de determinado genoma, se puede recons-
truir la red metabdlica asociada y emplear los métodos de andlisis estequiométrico
presentados en la seccién 5.1, en particular, FBA (5.1.3). Brevemente, en la red me-
tabdlica correspondiente se definen dos reacciones de biomasa, una correspondiente
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al endosimbionte y otra al insecto, y se limita el flujo de entrada de recursos al
sistema de manera que se simule el medio intracelular del bacteriocito (ver Caja 5).
Para construir la funcién Ypp se comienza determinando el valor de g maximizando
el flujo a través de la reaccion de biomasa del endosimbionte. Una vez obtenido u,
se fija el flujo a través de la reaccion de biomasa a la cantidad deseada de valores
p* € [0, u], y para cada p* fijado, se maximiza el flujo a través de la reaccién de
la funcién de biomasa del insecto. De este modo la funciéon Ypp se obtiene punto a
punto. Los valores de Ypp correspondiente a tasas de crecimiento p* no exploradas
se determinan mediante interpolacién lineal.

Caja 5: Calculo del nimero medio de mutaciones que deben
aparecer antes de que una se fije.

La ecuaciéon 5.5, permite calcular la probabilidad de que una mutacién
cualquiera aparezca y no se fije. En consecuencia, resulta evidente que la
probabilidad P de que una mutacion cualquiera aparezca y se fije es:
P=P;

Mediante un razonamiento analogo al que permite obtener la ecuacion 5.6 se
deduce la probabilidad P(Ky;, = k) de que alguna mutacion se fije después
de que hayan surgido k£ — 1 mutaciones que se han eliminado de la poblacién:
P(Kfir = k) = (1 —P;)*'P;

El valor medio de Ky;, serd, en consecuencia:

Kfifc = 2?:1 k(l - E)kilﬁf

El sumatorio puede resolverse analiticamente (ver Caja 4 en el capitulo 4)
rindiendo:

Kfiz = 1/Pf

que es el resultado buscado.

Conocidas las funciones Ypp para el genoma de partida y todas las posibles
deleciones se obtienen las correspondientes probabilidades de fijacién y, en conse-
cuencia, haciendo uso de la ecuaciéon 5.8 se puede determinar la distribucion de
probabilidades de acuerdo a la cual se escogera cudl es el siguiente gen eliminado.
En definitiva, el algoritmo con que se simulara la reduccién genémica de los endo-
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simbiontes primarios se esquematiza como sigue:

1. Ay = nimero de genes metabdlicos restantes en el genoma.

2. Para cada gen metabdlico A;:

a) Eliminar de la red metabdlica correspondiente al genoma las reacciones
que no pueden operar en ausencia del gen A;.

b) Obtener la funcién Ypp correspondiente a la red metabdlica resultante.

¢) Calcular la probabilidad de fijacién ‘P; a partir de la funcién Ypp obte-
nida en el paso anterior (capitulos 3 y 4).

3. Calcular la probabilidad de fijacién media P;.

4. Si Py =0 (i.e. todos los genes restantes son esenciales):

a) Finalizar simulacién.

5. Si Py > 0:

a) Determinar 2P (z’.e._la probabilidad de que el siguiente gen eliminado
sea A;) a partir de Py y las Ay probabilidades de fijacién * Py calculadas
(ecuacién 5.8).

b) Seleccionar al azar, de acuerdo a las ?P; determinadas, qué gen serd el
siguiente que se elimina del genoma.

c¢) Eliminar el gen seleccionado del genoma y las reacciones que no pueden
operar en su ausencia del mismo de la red metabdlica.

d) Volver al paso 1.
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5.2.2. Detalles de la simulacion

En la seccion 5.2.1 se plantea el algoritmo general sobre el que sustentan las simu-
laciones de reduccion genémica. Sin embargo, existen muchos detalles que influyen
en los resultados que es imprescindible especificar. El primer aspecto a concretar
es el genoma de partida. Todos los modelos desarrollados a lo largo de esta tesis
representan situaciones en las que el endosimbionte ha perdido la capacidad de vivir
fuera de los tejidos del hospedador. En consecuencia, el genoma de partida ideal
deberia corresponder con el de una endosimbiosis primaria recientemente estableci-
da. Sin embargo, no se dispone de tal genoma, menos atin de un modelo de calidad
de la red metabdlica asociado al mismo. Dada esta limitacion, se decidié tomar
como organismo de partida a E.coli y el modelo metabdlico :JR904 [170] (descarga-
do de "http://bigg.ucsd.edu/models/iJRI04” en abril del 2019) por dos razones: la
primera, y al igual que Buchnera aphidicola, es una bacteria de la familia Enterobac-
teriaceae. La segunda, es que E.coli es uno de los microorganismos mas estudiados
y, en consecuencia, el modelo 1JR904 es de los méas contrastados disponibles.

Partir del genoma correspondiente a una bacteria de vida libre implica que hay
que ser particularmente cuidadoso de cara a interpretar los resultados de la si-
mulacién. En particular, conviene descartar los resultados correspondientes a los
primeros genes eliminados, ya que estas deleciones podrian corresponder a estadios
previos a la endosimbiosis obligada. Notese, sin embargo, que tras la transiciéon al
estilo de vida intracelular se pierden una gran nimero de genes (ver capitulo 1),
por lo que no es de esperar que haya que descartar una parte importante de las
simulaciones.

El segundo aspecto a concretar son las ecuaciones de biomasa correspondientes
al endosimbionte y al afido. Con respecto a la primera, se empleard la que viene
definida en el propio modelo 1JR904. Nétese que el hecho de que la ecuacién de
biomasa empleada incluya componentes como los lipopolisacaridos, ausentes en de-
terminados simbiontes (Buchnera aphidicola en particular [171]), unido a que la
composicion del endosimbionte seguramente varie a lo largo de su evolucion impli-
can, nuevamente, que la interpretacion de las simulaciones debe considerarse en un
sentido cualitativo.

La biomasa del afido, por otro lado, se construyé como sigue: en primer lugar
se definié un producto P que se obtuvo combinando en las proporciones adecuadas
los aminoacidos esenciales y las vitaminas producidas por el endosimbionte. Con-
cretamente, P se compone de 12 aminoécidos esenciales (arginina, histidina, isoleu-
cina, leucina, lisina, metionina, cisteina, fenilalanina, tirosina, treonina, triptéfano
y valina) [172] y de riboflavina [7]. Las fracciones molares correspondientes a los
aminodcidos se obtuvieron a partir de los valores presentados en la Tabla 4 de [172],
mientras que la de la rivoflavina, dada la falta de evidencia experimental, se definio
arbitrariamente de forma que, tal y como corresponde a una vitamina, fuese mucho
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menor que el resto (ver Cuadro 5.1). En segundo lugar, se escalaron estas fracciones
molares con objeto de que las unidades del flujo a través de la reaccién de biomasa
del afido fuese de pug de P por cada 10° bacterias y dia (las unidades asignadas a
los valores de productividad Ypp a lo largo de la tesis). Para ello se consider6 que
el peso seco de una bacteria es del orden de 1pg y que las unidades de los flujos a
través de las reacciones (salvo las ecuaciones de biomasa) en el modelo metabdlico
eran de mmol por gramo de peso seco de bacteria y por hora.

Componente Fraccién molar Peso molecular Coef. estequiométrico

Arginina 0.106506 174 3.110400
Histidina 0.037450 155 1.093682
Isoleucina 0.104647 131 3.056104
Leucina 0.168126 131 4.909934
Lisina 0.158033 146 4.615183
Metionina 0.030279 149 0.884253
Cisteina 0.016733 121 0.488666
Fenilalanina 0.075165 165 2.195120
Tirosina 0.062682 181 1.830560
Treonina 0.098804 119 2.885459
Triptofano 0.010624 204 0.310264
Valina 0.130941 117 3.824008
Rivoflavina 0.000008 376 0.000233

Cuadro 5.1: Reaccién de biomasa del 4fido. La biomasa del afido viene dada por los metabolitos
de la columna Componente en las proporciones indicadas en la columna Fraccion molar. Los
valores correspondientes a la columna Coef. estequiométrico indican el coeficiente estequiométrico
correspondiente a la reaccién de biomasa del afido de forma que las unidades del flujo a través de
esta sean de pug por cada 105 bacterias y dia, suponiendo que el peso seco de una bacteria es del
orden de 1pg y que las unidades de los flujos a través de las reacciones en el modelo metabdlico
eran de mmol por gramo de peso seco de bacteria y por hora.

Anéalogamente a lo discutido para el caso de la reaccién de biomasa del endo-
simbiontes, dada la potencial variedad en la composicién del afido en funcién de
la edad, la especie, el momento evolutivo y la planta parasitada, la ecuacion de
biomasa obtenida para el insecto debe asumirse como una aproximacion cualitativa
a los valores reales.

El dltimo aspecto a considerar de cara a la simulacién es la definicién de las res-
tricciones que se aplicaran en el modelo metabdlico para el calculo de la funcion Yppg
(ver seccién 5.2.1). Dicho de otra forma, es necesario establecer a qué sustratos tiene
acceso el endosimbionte y en qué cantidad, asi como otras posibles limitaciones que
actuien sobre el metabolismo del endosimbionte. En esta linea, y con objeto de poder
comparar este trabajo con otros similares en la bibliografia [168, 169], se permiti6 la
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entrada de glucosa y glutamato de forma que el flujo total de carbono se limité a 60
mmol por gramo de peso seco de bacteria y por hora. Adicionalmente se permitio

la entrada de CO,, Fe*t, HY, H,O, K+, Na*, NH; , O, fosfato y SO~ ad libitum.

A pesar de su uso en trabajos previos, resulta evidente que las restricciones con-
sideradas podrian no ser representativas de las condiciones de vida intracelulares de
un endosimbionte, ya que es de esperar que estos tengan acceso a una amplia gama
de metabolitos intermedios presentes en el citosol del insecto. La capacidad para
transportar moléculas més alld de la glucosa y el glutamato se ha demostrado (in-
directamente) en un gran nimero de sistemas insecto-simbionte, ya que no resulta
inhabitual que ciertas rutas de sintesis esenciales estén total o parcialmente incom-
pletas (ver [173] como ejemplo). Esto implica que, a lo largo de la evolucién, los
sistemas insecto-simbionte han adquirido (si no disponian ya de ellos) medios que
facilitan el intercambio de metabolitos hospedador-simbionte, eventos que segura-
mente tuvieron una importancia determinante en la configuracion del metabolismo
de los endosimbiontes tal y como lo conocemos. Podria pensarse, en consecuencia,
que considerar un medio metabdlicamente limitado como el aqui planteado, unido
al hecho de que este se mantiene invariante a lo largo de la simulacion, resulta de
escaso interés de cara a la comprension de la evolucién de los endosimbiontes. Sin
embargo, tal y como se verd en la seccién 5.3, la simplicidad y naturaleza constante
del medio empleado permite comprender pautas de este proceso que serviran para
dar sentido a futuras simulaciones con medios variables mas complejos cuyos resul-
tados serian, de otro modo, ininterpretables.

Por dltimo, y con el fin de evitar que el nimero de embriones generados por dia
supere los 15 (los afidos acostumbran a presentar fertilidades maximas inferiores a
este valor), la productividad maxima Y2§* se restringio a valores menores de 11.68
g de producto por cada 10° bacterias y dia.

5.2.3. Caracteristicas evolutivas del proceso de reduccion
genémica observado en los endosimbiontes primarios
de insectos

El primer aspecto a explorar de las simulaciones llevadas a cabo de acuerdo a
las condiciones presentadas en la secciéon 5.2.2 hace referencia a la velocidad a la
que se eliminan los genes en cada momento del proceso evolutivo. Puesto que se
conoce, en cada etapa de la degradacién, la probabilidad de fijacién de cada uno
de los genes restantes asi como su nimero, se puede determinar cual es el nimero
medio de veces m que debe aparecer una mutacién que inhabilite algin gen antes
de que esta inhabilitacién se fije en la poblacién (ver Caja 5).

Es necesario destacar que el valor de K;, no proporciona una medida de tiem-
po absoluta por si sélo. En concreto, hay que tener en cuenta adicionalmente el
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tiempo medio necesario para que cada mutacion surgida se elimine o fije en la
poblacién (nétese que el tiempo necesario para que la mutacién aparezca es ca-
si siempre despreciable frente al de eliminacién/fijacién). Afortunadamente, tal y
como se demostro en el capitulo 4 seccion 4.2.3, el tiempo total es esencialmente
proporcional al nimero de veces que debe aparecer una mutacién antes de fijarse
cuando las probabilidades de fijacién no son muy elevadas, lo que ocurre en la ma-
yoria de las ocasiones (témese como referencia que para una poblacién de insectos
que se mantiene mediante pases de solo 10 individuos la probabilidad de fijacién de
una mutacién neutral es de 0.1).

Todas las consideraciones planteadas se sustentan en el supuesto que estable-
ce que nunca hay dos o mas mutaciones presentes en la misma poblacion. De no
cumplirse este, existen dos cuestiones a considerar de cara a la interpretacién de
Kyip: la primera es que los valores de probabilidad de fijacién reales serdn, segura-
mente, mayores que los calculados bajo el supuesto, lo que implica que el valor de
m estara sobrestimado. La razén radica en que el fitness medio de una poblacién
compuesta sélo por afidos silvestres serd siempre mayor o igual a otra que contenga
mutantes del tipo considerado en este capitulo. Por tanto, los afidos que presenten
la mutacién de la que queremos conocer su probabilidad de fijacién tendra mayor o
igual ventaja al competir contra una poblacién mixta que al competir con una que
no presente mutantes. La segunda cuestion es que la tasa de mutacion, a diferencia
de los casos en los que se cumple el supuesto, tiene un papel esencial de cara a
determinar qué tiempo corresponde a un valor de m dado (e.g. si aparecen 10
mutaciones por unidad de tiempo y m = 10, sera necesaria una unidad de tiempo
para que aparezca la mutacién que se va a fijar en la poblacién). En cualquier caso,
a pesar de que en estas condiciones no resulta sencillo interpretar el valor de m
en términos de tiempo absoluto, si que se puede emplear en modo comparativo, ya
que es de esperar que las dos cuestiones discutidas afecten de manera semejante a
todas las mutaciones. Esto es, se puede emplear el valor de m para determinar
posibles momentos de la evolucion en los que se produzca un freno en el proceso de
degradacion.

En esta linea, se representaron los valores de m correspondientes a varias tra-
yectorias evolutivas en las condiciones expuestas en la secciéon 5.2.2 suponiendo que
los pases de mantenimiento de la poblacion de afidos se llevan a cabo con indculos
de 10 y 100 individuos (figura 5.1). Los resultados son claros: la pérdida de genes
comienza con un valor de Ky;, practicamente igual al correspondiente a una situa-
cién en la que todas las deleciones son neutrales (logio(K i) = 1 para A(0) = 10 y
logio(K yiz) = 2 para A(0) = 100), contintia creciendo muy lentamente hasta que se
han eliminado la mayor parte de los genes no esenciales y entonces, para los tltimos
genes eliminados (1-20 genes), el valor de m se dispara. Una exploracion mas
fina de las trayectorias (ver ampliaciones en la figura 5.1) muestra un caracteristico
aspecto serrado (mas marcado para A(0) = 100) al final del proceso de degradacién.
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Figura 5.1: Representacién de los valores de m a lo largo del proceso de degradacion genémica.
Las condiciones con que se llevaron a cabo las simulaciones son las descritas en la seccién 5.2.2,
para &fidos propagados mediante pases de A(0) =10 (lineas azules) y A(0) = 100 individuos
(lineas rojas). Las matrices de Leslie L se construyeron de acuerdo a lo expuesto en la seccién
4.2.2: Apae = A(0)103 4fidos, S; = 1 para todo i, edad maxima de 18 dfas, y los F; calculados
a partir de la funcién de fertilidad (F) presentada en el capitulo 3 (ecuacién 18), empleando la
ecuacion 4.6. La dindmica bacteriana se calculé empleando el modelo de dindmica bacteriana con
desarrollo de bacterioma fijo, restringido por nimero de bacteriocitos (capitulo 3, ecuacién 7) y
edad a la que comienza la reproduccién (t.) variable (capitulo 3, ecuacién 23). Los pardmetros
correspondientes al desarrollo del bacterioma corresponden al ajuste ilustrado en la figura 3 del
capitulo 3: N,.. = 82 bacteriocitos; Ny = 37 bacteriocitos; v = 0,364 1/dfas; ¢ = 0,066 1/dfas;
AT =120 pg de producto; e Ygp = 0,09 insectos por pg de producto.

Estos resultados sugieren, tal y como se deduce de la relacién entre m y la
probabilidad de fijaciéon media Ff (ver Caja 5), que los genes eliminados en practi-
camente toda la trayectoria son neutrales, y que el incremento de Ky;, corresponde
esencialmente al incremento progresivo en la fraccion de genes esenciales para el
metabolismo del endosimbionte. La aparicion de dientes de sierra se asocia, preci-
samente, a aquellas pocas situaciones en las que se elimina un gen con un marcado
impacto en el desempeno del afido: el valor de m se incrementa bruscamente
(pérdida de gen no neutral) para luego recuperar el valor basal (los genes elimina-
dos son, de nuevo, neutrales), que crece rapidamente.

Para confirmar si la dinamica evolutiva observada respondia, efectivamente, a
una pérdida continuada de genes neutrales salpicada por unos pocos eventos de de-
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lecién no neutrales, se investigé como variaba la frecuencia de deleciones neutrales,
letales y demads a lo largo del proceso de degradacién (ver figura 5.2). Los resultados
confirman la hipdtesis: la fraccion de deleciones ni letales ni neutrales es muy baja
y se mantiene asi a lo largo del proceso evolutivo, de modo que los genes eliminados
son en su mayoria neutrales y el incremento de m se debe a la disminucion del
valor de la probabilidad de fijacién media Ff asociado al incremento en la fraccién
de deleciones letales para el sistema afido-endosimbionte. Para llegar a esta conclu-
sion es necesario tener en cuenta que el valor de m depende tnicamente de la
probabilidad de fijacién media P; de todas las mutaciones posibles (ver Caja 5).
En las condiciones de la simulacion, las mutaciones no neutrales y no letales son,
necesariamente, deletéreas. En consecuencia, las probabilidades de fijacién corres-
pondientes variaran entre 0 y la probabilidad de fijacién de una mutaciéon neutral.
En consecuencia, el valor de m esta acotado como sigue:

_ 1 1
Hia € ((fN TPy fNP;V> (59)

donde fy es la fraccién de mutaciones neutrales, fo es la fraccion de mutaciones no
neutrales no letales y P es la probabilidad de fijacién de una mutacién neutral.
Nétese que (fy + fO)Pf es la probabilidad de fijacién media si las mutaciones no
neutrales no letales son consideradas neutrales y, andlogamente fNPJ{V es la proba-
bilidad de fijacion media si las mutaciones no neutrales no letales son tratadas como
letales.

De acuerdo a la figura 5.2, al principio del proceso de degradacion fy = 0,75
y fo = 0,061. Puesto que P}’ = 1/A(0) siendo A(0) el tamano de in6culo y de
acuerdo a la ecuacién 5.9, para A(0) = 10 tenemos que Ky, € (12, 13), mientras
que para A(0) = 100 tenemos que m € (123, 133). Cuando se han eliminado
600 genes (practicamente al final del proceso evolutivo) las medianas de las frecuen-
cia de mutaciones neutrales y no neutrales no letales son fy = 0,13 y fo = 0,02
para A(0) = 10y fv = 0,12 y fo = 0,1 para A(0) = 100. Con estos valores
Krir € (77, 83) v Kyir € (454, 833) respectivamente. Todos estos célculos, tal y
como se ha senalado previamente, demuestran que el incremento de m se debe
a la disminucién del valor de la probabilidad de fijacién media P; asociado al in-
cremento en la fraccion de deleciones letales. Esto es, con independencia de que la
seleccion natural sea capaz de evitar o no la fijacion de mutaciones deletéreas, la
velocidad a la que se produce la degradacion genémica se mantendra, esencialmente,
invariante.

Una vez confirmada la naturaleza de la dindmica evolutiva resta cuantificar y
caracterizar el freno en la velocidad de degradacién genémica observado en las ulti-
mas etapas de la misma. Para ello, se determiné el valor maximo de Ky, de cada
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Figura 5.2: Distribucién del impacto de las deleciones a lo largo del proceso de degradacién
gendémica. La altura de las columnas representa la mediana de las frecuencias correspondientes
a las distintas simulaciones llevadas a cabo. Los valores maximos y minimos de estas frecuencias
se indican mediante barras de error. Las mutaciones se dividieron en tres categorias: neutrales
(en azul), letales (en morado) y otras (en naranja). Las condiciones con que se llevaron a cabo
las simulaciones son las descritas en la seccién 5.2.2, para afidos propagados mediante pases de
A(0) =10 (lineas azules) y A(0) = 100 individuos (lineas rojas). Las matrices de Leslie L se
construyeron de acuerdo a lo expuesto en la seccion 4.2.2: A,,q. = A(0)10% afidos, S; = 1 para
todo ¢, edad méxima de 18 dias, y los F; calculados a partir de la funcién de fertilidad (F)
presentada en el capitulo 3 (ecuacién 18), empleando la ecuacién 4.6. La dindmica bacteriana se
calcul6 empleando el modelo de dinamica bacteriana con desarrollo de bacterioma fijo, restringido
por numero de bacteriocitos (capitulo 3, ecuacién 7) y edad a la que comienza la reproduccion (¢.)
variable (capitulo 3, ecuacién 23). Los pardmetros correspondientes al desarrollo del bacterioma
corresponden al ajuste ilustrado en la figura 3 del capitulo 3: N, = 82 bacteriocitos; Ny = 37
bacteriocitos; v = 0,364 1/d{as; ¢ = 0,066 1/dias; AT = 120 ug de producto; e Ygp = 0,09 insectos
por pg de producto.

trayectoria (W) como medida de la magnitud del freno y se determiné el tiempo
de transicién de la curva de m frente a la fraccién del total de genes eliminados
como medida del momento en el que el freno se pone de manifiesto (figura 5.3).
Los resultados son, de nuevo, claros: en primer lugar, tal y como se intuia en la
figura 5.1, el freno comienza a actuar al final del proceso evolutivo (cuando apro-
ximadamente el 90 % de los genes a eliminar se han perdido). En segundo lugar, el
freno es inmensamente mayor cuando el niimero de afidos que sirve de inéculo para
una nueva poblacién es de 100 (nétese que en todas las simulaciones la maxima
poblacién de afidos se define proporcionalmente al tamano del inéculo). En tercer
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Figura 5.3: Caracterizacién del freno en la velocidad de degradacién genémica observado en
las tltimas etapas del mismo. Se representan el valor maximo de Ky, (Kﬂg’”, linea continua)

y el tiempo de transiciéon de la curva de m frente a la fraccién del total de genes eliminados
(linea discontinua) correspondiente a cada una de las simulaciones llevadas a cabo. Cada punto
corresponde a una simulacién. Las condiciones con que se llevaron a cabo las simulaciones son las
descritas en la seccién 5.2.2, para dfidos propagados mediante pases de A(0) =10 (lineas azules)
y A(0) = 100 individuos (lineas rojas). Las matrices de Leslie L se construyeron de acuerdo a lo
expuesto en la seccién 4.2.2: A4, = A(0)102 &fidos, S; = 1 para todo i, edad maxima de 18 dfas,
y los F; calculados a partir de la funcién de fertilidad (F) presentada en el capitulo 3 (ecuacién 18),
empleando la ecuacion 4.6. La dindamica bacteriana se calculé empleando el modelo de dinamica
bacteriana con desarrollo de bacterioma fijo, restringido por ntmero de bacteriocitos (capitulo
3, ecuacién 7) y edad a la que comienza la reproduccién (t.) variable (capitulo 3, ecuacién 23).
Los parametros correspondientes al desarrollo del bacterioma corresponden al ajuste ilustrado en
la figura 3 del capitulo 3: Np,., = 82 bacteriocitos; Ny = 37 bacteriocitos; v = 0,364 1/d{as;
¢ = 0,066 1/dias; AI =120 pg de producto; e Ygp = 0,09 insectos por pg de producto.

lugar, existe una apreciable variabilidad en el valor de K7* en funcion de la tra-
yectoria particular considerada, aparentemente mayor cuanto mayor sea el tamano
de in6culo. En particular, para un tamano de inéculo de 10, una gran mayoria de

las trayectorias presentan valores de K70 relativamente bajos, entre 1000 y 10000,

mientras que para un tamano de inéculo de 100, los valores de K7}0” se distribuyen
mas uniformemente en un intervalo de 10° — 10290,

Finalmente, se determiné de qué manera varia la tasa de crecimiento intrinseca r

(calculada mediante la ecuacién de Euler-Lotka [111], ver ecuacién 4.1) del sistema
afido-endosimbionte a lo largo de la evolucién (figura 5.4), ya que en las condiciones
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de propagacién de los insectos (ver seccién 4.2.1) la velocidad de crecimiento de la
poblacién es un buen indicador de fitness. Notese el hecho de que, a diferencia de la
velocidad de degradaciéon del genoma (figura 5.1), la variacién de r si que depende
de la eficacia con la que actia la seleccion natural. Los resultados muestran, como es
de esperar, que cuando el tamano de inéculo es de 100, » no varia apreciablemente
salvo al final del proceso de degradacién, momento que corresponde al freno brusco
en la velocidad a la que se produce la misma (ver figuras 5.1 y 5.3). Con un tamano
de in6culo de 10, sin embargo, se produce una reduccién del valor de r de hasta
el 10% tras la inhabilitacién del 90 % de los genes. Si bien esta reduccién puede
parecer pequena, hay que considerar que los valores de tasa de crecimiento u de
los endosimbiontes correspondientes a los genomas més degradados toman valores
superiores a 10 dias™!, y que los valores de productividad maxima Y %% sélo estdn
por debajo del establecido como limite superior practicamente al final del proceso
evolutivo. Puesto que cuando p es apreciablemente superior a la velocidad de cre-
cimiento del bacterioma, la funcién de fertilidad del afido se vuelve notablemente
insensible a cambios en este parametro, se deduce que una variacién en r del 10 %
puede interpretarse como sustancial.

En conjunto, parece razonable suponer que la reduccién genémica observada en
los endosimbiontes de los afidos se ajusta a un proceso de degradacién esencial-
mente neutral cuya velocidad sufre un freno sibito cuando quedan 1-20 genes no
esenciales por eliminar, cuya magnitud depende fuertemente de la trayectoria y el
tamano de inéculo empleado al propagar la poblacién de insectos. Esto implica que,
a pesar de la existencia del freno, existiran trayectorias en las que este no tenga una
influencia apreciable en el proceso evolutivo (i.e. los dltimos genes no esenciales se
perderdn en un tiempo razonable) mientras que en otras podria suponer la conserva-
cion de genes no esenciales en el genoma del endosimbionte. Por otro lado, a pesar
de que la velocidad de degradacion gendmica no varia con la eficacia con la que
actia la selecién natural, las capacidades metabdlicas y el fitness correspondientes
a los endosimbiontes mas reducidos si que se ven apreciablemente afectados por esta.
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Figura 5.4: Representacién de la tasa de crecimiento intrinseca normalizada r a lo largo del
proceso de degradacion gendmica. Las condiciones con que se llevaron a cabo las simulaciones
son las descritas en la seccién 5.2.2, para afidos propagados mediante pases de A(0) = 10 (lineas
azules) y A(0) = 100 individuos (lineas rojas). Las matrices de Leslie L se construyeron de acuerdo
a lo expuesto en la seccién 4.2.2: A, = A(0)10% &fidos, S; = 1 para todo i, edad maxima de
18 dias, y los F; calculados a partir de la funcién de fertilidad (F) presentada en el capitulo 3
(ecuacién 18), empleando la ecuacién 4.6. La dindmica bacteriana se calculé empleando el modelo
de dindmica bacteriana con desarrollo de bacterioma fijo, restringido por nimero de bacteriocitos
(capitulo 3, ecuacién 7) y edad a la que comienza la reproduccion (t.) variable (capitulo 3, ecuacién
23). Los pardmetros correspondientes al desarrollo del bacterioma corresponden al ajuste ilustrado
en la figura 3 del capitulo 3: Ny, = 82 bacteriocitos; Ny = 37 bacteriocitos; v = 0,364 1/dfas;
¢ = 0,066 1/dias; AI =120 ug de producto; e Ygp = 0,09 insectos por pg de producto.

5.3. Discusion

El método de simulacién empleado permite determinar, conocidas las probabi-
lidades de fijacién de todas las mutaciones posibles (la pérdida de la funcién de
todos los genes metabdlicos en este caso), con qué probabilidad el siguiente gen
inhabilitado serd uno determinado. A partir de esta informacién se calcula, ademas,
el nimero medio de mutaciones que deben darse antes de que un gen se inhabilite
(m, ver Caja 5). Esta aproximacion implica, en consecuencia, que en cada paso
de la simulacion se inhabilita necesariamente un gen, con independencia de si esta
inhabilitaciéon podria darse en realidad debido a que el tiempo necesario para que
esta sucediese fuera demasiado grande. En otras palabras: es posible identificar fre-
nos (i.e. puntos en los que el valor de m se incrementa apreciablemente) en el
proceso de degradacion gendmica.
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Uno de los elementos mas destacados en torno a la evolucion de endosimbiontes
de insectos que recientemente han adquirido este estatus es la rédpida y dramatica
reduccién del nimero de genes funcionales [16, 49] que experimenta su genoma.
Las nuevas condiciones de vida del endosimbionte (transferencia vertical estricta,
entorno rico en nutrientes) han llevado a considerar que los cambios genémicos ob-
servados son resultado tanto de la reduccion de la presion selectiva sobre muchos
genes como de la incapacidad de ésta de actuar eficientemente sobre el sistema
insecto-bacteria (si bien recientemente se ha sugerido que la degradacién genémica
observada podria ser, de hecho, favorecida por la seleccién natural [46]). En esta
linea, los resultados obtenidos al simular la degradacion genémica de este tipo de
bacterias apuntan a que, efectivamente, la inhabilitaciéon de la mayor parte de los
genes no tiene consecuencias en el dfido en el momento en el que se produce. Atn
mas, se ha demostrado que la velocidad de degradacién gendémica no se ve apre-
ciablemente afectada con independencia de la eficacia con que actue la seleccion
natural.

Sin embargo, el hecho de que la eficacia con que actie la seleccién natural no
afecte a la velocidad de degradacién gendémica no implica que esta no sea relevante
en el proceso evolutivo. En particular, cuanto mas eficientemente actie la seleccion
natural, mas improbable serd que las mutaciones no neutrales no letales que se fijen
tengan un impacto importante en el fitness del afido. Esto es, las pérdidas sustan-
ciales de fitness se dan tanto mas tarde en el proceso de degradacion cuanto mas
intensamente actie la seleccion natural. Como la degradacién sufre un freno apre-
ciable en sus tltimas etapas (ver figura 5.1), una selecciéon natural eficiente podria
evitar la eliminacién de genes no esenciales que afecten apreciablemente al fitness
del insecto. En este sentido, trabajar con poblaciones de afidos compuestas por,
como méximo, 50000 individuos, y mantenerlas mediante pases de 100 insectos (ver
secci6én 4.2.1) se demuestra suficiente como para impedir, en términos efectivos, la
pérdida de fitness a lo largo de la mayor parte del proceso de degradacion. De he-
cho, si tal y como se infiere de la magnitud del freno observado en este caso (figura
5.3) los tltimos genes no esenciales no se inhabilitan en un tiempo razonable, la
funcionalidad del endosimbionte no se ve apreciablemente afectada a lo largo de la
evolucién. Con poblaciones més pequenas (menores de 5000 individuos) y tamanos
de inéculo més discretos (10 insectos), en cambio, si que se observa una apreciable
degeneracién funcional en los endosimbiontes (figura 5.4). Sin embargo, puesto que
la poblacion efectiva de los dfidos se estima superior a 100000 individuos [174, 175],
este ultimo caso es, a priori, descartable.

Es importante enfatizar que en el presente capitulo sélo se han considerado
mutaciones de tipo delecion, esto es, mutaciones que inhabilitan completamente la
funciéon de un gen. Por tanto, a pesar de que los resultados obtenidos apuntan a
que la pérdida de genes metabdlicos a lo largo de la evolucion de los endosimbion-
tes primarios de los afidos es, esencialmente, un proceso quasi-neutral, no hay que
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descartar la posibilidad de que la funcién de determinados genes se pierda de forma
progresiva. Esto podria permitir la eliminacién de genes que, de otra forma, que-
darfian retenidos incluso en el genoma de los endosimbiontes méas reducidos.

Hasta ahora se ha hablado de la existencia de un freno ’apreciable’ en sus tlti-
mas etapas (ver figura 5.1). La precauciéon tomada a la hora de hacer referencia
a este comportamiento se refiere al hecho de que la velocidad de degradacion se
caracteriza mediante m Este valor, como se ha discutido en la seccion 5.2.3, es
aproximadamente proporcional al tiempo absoluto sélo si en ningiin momento co-
existen dos o mas mutantes de distinta naturaleza. De no cumplirse el supuesto.
la tasa de mutacién cumpliria un papel determinante en la interpretacion de m
como medida de tiempo: valores relativamente grandes, si las tasas de mutacion son
elevadas, podrian estar asociados a tiempos no demasiado elevados. Esto supone que
la magnitud del freno correspondiente a poblaciones de afidos propagadas mediante
in6culos de 10 individuos, que en muchos casos se asocia a valores de K, < 10000
(figura 5.3, lineas azules), seguramente no sea suficiente como para evitar la inha-
bilitacién de los iltimos genes no esenciales. Sin embargo, para tamafios de in6culo
de 100, los valores méaximos de m acostumbran a ser superiores a 10%° (figura 5.3,
lineas rojas), por lo que el freno si que podria suponer la evitacién de la pérdida de
los 1ltimos genes no esenciales y el notable impacto en el fitness que ello supondria.

Todas las simulaciones llevadas a cabo en este capitulo suponen una serie de
restricciones en los flujos de entrada de diversos sustratos a los endosimbiontes (ver
seccién 5.2.2). En concreto, se supone que los unicos metabolitos complejos que
pueden entrar al sistema son glucosa y glutamato y nunca en cantidades superiores
a las correspondientes a un flujo de entrada de carbono méaxima de 60 mmol por
gramo de peso seco de endosimbionte y por hora. Sin embargo, los detalles de la
comunicaciéon metabdlica insecto-simbionte no se conocen [176]. De hecho, evidencia
indirecta apunta a que los endosimbiontes seguramente tengan acceso a una varie-
dad sustancial de metabolitos [176]. En consecuencia, no seria descabellado suponer
que los resultados aqui representados no sean representativos. Esto implicaria que
el nimero de mutaciones letales disminuiria a costa de incrementar el nimero de
mutaciones neutrales y deletéreas. Si este incremento afectase preferencialmente a
las mutaciones neutrales, entonces las deletéreas se mantendrian en baja frecuencia
y la dindamica evolutiva discutida en este capitulo seria aplicable, si bien la magni-
tud de la reduccién en el fitness del sistema afido-endosimbionte podria variar. En
caso de que se incremente esencialmente la frecuencia de mutaciones deletéreas, y
a diferencia del caso anterior, la velocidad de degradacién genémica si que podria
verse afectada por la eficacia con que actia la seleccién natural. Sin embargo, tras
la inhabilitacién de varios genes, llegard un momento en que la flexibilidad (i.e. el
ntimero de rutas disponibles para llevar a cabo la misma funcién) sera lo suficiente-
mente baja como para que la frecuencia de mutaciones no neutrales no esenciales se
reduzca enormemente. A partir de este momento, la dindmica evolutiva serd analoga
a la descrita en este capitulo.
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En otro orden de cosas, si bien la restriccién del flujo de carbono a 60 mmol por
gramo de peso seco de endosimbionte y por hora permite obtener valores razonables
de tasa de crecimiento y productividad en FE.coli, el genoma empleado como ances-
tro de los endosimbiontes en las simulaciones, los valores de tasa de crecimiento y
productividad correspondientes a los genomas minimos (i.e. 100 % de genes esen-
ciales) son mucho més altos que los obtenidos al ajustar los datos experimentales
(ver capitulo 3). En concreto, la tasa de crecimiento p estimada en los ajustes es
del orden de 1 dia—!, mientras que en las correspondientes a los genomas minimos
es mayor de 10 dfa—!. La productividad méxima Y%, por otro lado, es de unos 10
g de producto por cada 10° bacterias y dia en el caso del ajuste, y de entre 10-20
pg de producto por cada 10° bacterias y dia en el caso de los genomas minimos. Si
bien una ligera variacién en el valor maximo de flujo de carbono permitiria ajustar
sin problemas las discrepancias en torno a Y75, las de ;1 no son salvables de este
modo. Este hecho sugiere la existencia de factores no tenidos en cuenta que afectan
particularmente a la tasa de crecimiento de los endosimbiontes, ya sea la existencia
de alteraciones en los genes no metabdlicos implicados en el crecimiento o la accion
del afido sobre las bacterias que aloja.

Finalmente, es necesario discutir las simulaciones llevadas a cabo en este capitulo
en relacién a las presentadas en [168, 169]. En primer lugar, hay que senalar que el
objetivo del presente trabajo es caracterizar la dindmica evolutiva de los simbiontes,
mientras que los otros exploran la caracterizaciéon metabdlica de los genomas mini-
mos obtenidos al final del proceso de degradacién [168] y el orden en el que los ge-
nes metabdlicos se pierden [169]. En ambos trabajos la simulacién de la degradacién
gendmica consiste, simplemente, en la delecién iterativa y al azar de genes metabdli-
cos cuya eliminacion tiene un impacto arbitrariamente pequeno en la productividad
de los componentes necesarios para el crecimiento del sistema insecto-simbionte. A
pesar de la sencillez de la aproximacion, las caracteristicas de los genomas minimos
obtenidos en [168] coinciden sustancialmente con las correspondientes a los aqui
obtenidos. Esta coincidencia es facilmente justificable atendiendo al hecho de que, a
lo largo del proceso de degradacién, la fraccién de deleciones no neutrales no letales
es pequena (ver figura 5.2). Esto supone que la mayoria de los genes eliminados son
neutrales y, por tanto, cumplen el criterio establecido en [168]. Como este criterio
implica la aceptacion de mutaciones con un pequeno impacto en las capacidades
metabdlicas del endosimbiontes, las pequenas diferencias que pudiesen surgir en el
resto de casos se ve amortiguada. Comprendida una de las posibles razones que
justifican la coincidencia de resultados, es indudable que se pueden dar circunstan-
cias en las que esta coincidencia deje de darse. En consecuencia, a pesar de que
el metédo propuesto en [168] es mucho més eficiente en términos de coste compu-
tacional, su validez queda restringida a determinadas circunstancias particulares.
Por otra parte, caracterizar el orden en que se pierden los genes a lo largo de la
evolucién exige disponer de un nimero suficiente de trayectorias evolutivas. Por
desgracia, el nimero de trayectorias calculadas no es suficiente para satisfacer este
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objetivo, por lo que no se ha podido determinar si las conclusiones presentadas en
[169], basadas en el algoritmo propuesto en [168], son compatibles con el abordaje
al problema de la evolucién de los endosimbiontes planteado en esta tesis.
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Capitulo 6

Discusién general

La pregunta que ha motivado esta tesis es sencilla: jqué papel tiene la selec-
cion natural en el proceso de degradacion gendémica al que se ven sometidos los
endosimbiontes de insectos? Sin embargo, como sucede con casi todas las preguntas
sencillas, no es facil dar una respuesta. Habitualmente se ha abordado este problema
desde el punto de vista de la genémica comparativa (ver capitulo 1 seccién 1.3 para
un resumen al respecto), pero este tipo de aproximaciones rara vez proporcionan
conclusiones cerradas y plenamente satisfactorias. Pocos estudios han enfocado el
problema desde una perspectiva diferente [177-179].

O’Fallon [179], basdndose en la ecuacién para la probabilidad de fijacién de
mutaciones sometidas a deriva y seleccién natural planteada por Kimura [150], y
suponiendo, al igual que en el presente trabajo, que la mutacion en consideracion
se fija primero en la poblaciéon bacteriana y luego en la del insecto, se deduce la
probabilidad de fijaciéon de una mutacién en la poblacién de insectos en funcién de
su valor selectivo (tanto de cara al endosimbionte como al insecto) y de la poblacién
efectiva de bacterias e insectos. Ademads, se deriva cémo variaria esta expresion al
permitir la existencia de transferencia horizontal de los endosimbiontes. Con estas
expresiones en la mano, se concluye que en condiciones de transferencia horizontal
nula, la acumulaciéon de mutaciones deletéreas en el genoma de los endosimbiontes
puede verse frenada por dos factores: la correlacién entre el fitness bacteriano y el
del hospedador, y la actuacion de la seleccion natural a nivel del mismo. En con-
creto, se plantea que el cuello de botella en la transmisién de endosimbiontes de la
madre a los descendientes afecta en exclusiva a la capacidad de la seleccién natural
de actuar sobre las mutaciones a nivel de los endosimbiontes, por lo que si el fitness
del huésped y el del hospedador estan correlacionados, la selecciéon natural a nivel
del insecto podria ser suficiente para evitar la acumulacion de mutaciones deletéreas
para el sistema. Este cuello de botella, ademads, evita la proliferaciéon de mutaciones
egoistas (i.e. mutaciones que favorecen a los endosimbiontes pero perjudican al in-
secto).

Por otra parte, Rispe y Moran [177] asi como Pettersson y Berg [178] recurren a
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una aproximacion dinamica en la que se tienen en cuenta explicitamente a todos los
individuos de la poblacién. De hecho, puede considerarse que el modelo planteado
por Pettersson y Berg [178] representa una extensiéon del propuesto por Rispe y
Moran [177] que permite considerar tamanos de poblacién mayores. En estos tra-
bajos se acepta, entre otros supuestos, que los genomas acumulan un nimero cada
vez mayor de mutaciones levemente deletéreas con exactamente el mismo valor se-
lectivo. Sin embargo, mientras que Rispe y Moran [177] concluyen que la seleccién
natural a nivel del insecto no es suficiente para evitar de manera efectiva la degra-
dacién funcional del genoma de los endosimbiontes, Pettersson y Berg [178] llegan
a la conclusién opuesta. La razéon de que, a pesar de las semejanzas metodologicas
se alcancen conclusiones tan dispares, radica en el impacto que tiene el incremento
en la poblacién a nivel de los insectos en la evitacién de la acumulacion de muta-
ciones: mientras que Rispe y Morédn [177] determinan que la eficacia de la seleccién
natural crece de manera logaritmica, Pettersson y Berg [178] identifican un creci-
miento exponencial. Dado que las conclusiones de Rispe y Morédn [177] se basan en
la extrapolacion de ajustes llevados a cabo con tamanos de poblacion relativamente
pequenos, parece sensato decantar la balanza de la razén a favor de los resultados
expuestos por Pettersson y Berg [178]. En otro orden de cosas, y en sintonia con
O’Fallon [179], ambos trabajos sugieren que la transferencia de un nimero pequeno
de bacterias a la descendencia evita la proliferacion de mutaciones egoistas a costa
de disminuir la eficacia de la seleccion natural a nivel de los endosimbiontes.

., Cémo encajan los resultados de esta tesis con estas conclusiones y qué aportan
de nuevo? En primer lugar, la metodologia desarrollada plantea por primera vez el
estudio de la evolucion de los endosimbiontes de insectos desde una perspectiva pu-
ramente dindmica: en los trabajos de Rispe y Morédn [177], Pettersson y Berg [178],
y O’Fallon [179] las mutaciones se representan como una variacién en un fitness
abstracto; en esta tesis, por el contrario, no se define explicitamente fitness alguno,
sino que este emerge naturalmente del comportamiento del sistema. Esta aproxi-
macion al problema permite caracterizar la influencia de caracteristicas especificas
del sistema en el proceso evolutivo. El ejemplo més significativo hace referencia a
la importancia del desarrollo del bacterioma en la dinamica de los endosimbiontes.
El hecho de que el bacterioma presente una tasa de crecimiento en el orden de los
eucariotas, unido a que los endosimbiontes primarios se encuentran confinados en
el mismo, supone que no existen diferencias sustanciales en el comportamiento del
sistema insecto-simbionte ante variaciones sustanciales de la tasa de crecimiento
bacteriana siempre y cuando esta sea apreciablemente superior a la del bacterioma.
Puesto que los procariotas, en general, presentan tasas de crecimiento muy supe-
riores que los eucariotas, esta situacién es de esperar al menos al principio de la
evolucion de los endosimbiontes. Esta insensibilidad supone que mutaciones que al-
teren (a bien o a mal) la tasa de crecimiento de los endosimbiontes seran, a efectos
practicos, practicamente neutrales. En consecuencia, el mero confinamiento de la
poblacién bacteriana en un tejido especifico previene la proliferacién de mutaciones
egoistas, que no podran ser seleccionados ya que no aportan una ventaja apreciable
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al endosimbionte.

En segundo lugar, todos los modelos planteados se han desarrollado con un
disenio experimental en mente (ver capitulo 4, seccién 4.2.1), por lo que los resulta-
dos derivados de los mismos son, a priori, contrastables. Ademas, cada aspecto del
sistema insecto-simbionte y su evolucién (crecimiento de los endosimbiontes en el
bacterioma, dindmica de poblaciones del insecto, desarrollo del bacterioma, calculo
de probabilidades de fijacién) se han modelado de manera relativamente indepen-
diente, por lo que resulta sencillo incluir modificaciones en aquellos médulos en caso
de que sea necesario.

En tercer lugar, relacionar explicitamente el metabolismo bacteriano con la
dinamica de poblaciones del dfido permite emplear herramientas de la biologia de
sistemas en la caracterizacion del proceso evolutivo. En particular, el empleo del
analisis estequiométrico permite caracterizar el efecto de todas las posibles delecio-
nes en las capacidades metabdlicas de los endosimbiontes. Al poder relacionar este
efecto con la dindamica de poblaciones de los insectos, se puede determinar con qué
frecuencia una delecién tiene una determinada probabilidad de fijarse y, en con-
secuencia, se ha logrado caracterizar con relativa finura la dinamica evolutiva de
los endosimbiontes en lo que a pérdida de genes refiere (capitulo 5). Dado el tipo
de aproximaciones empleadas por Rispe y Moran [177], Pettersson y Berg [178],
y O’Fallon [179], este tipo de andlisis no es posible dada su falta de un modelo
dinamico explicito.

Finalmente, y en linea con Pettersson y Berg [178] y O’Fallon [179], se ha con-
cluido que la presién selectiva a nivel de la poblacion de los afidos es capaz, supuesto
un tamano de poblacién razonablemente grande, de impedir eficazmente la proli-
feracion de mutaciones deletéreas. Ademas, dada la forma en que el metabolismo
de los endosimbiontes influencia la dindmica de poblaciones de los afidos (capitulo
3), se concluye que cuando el endosimbionte presenta unas capacidades metaboli-
cas limitadas, la probabilidad de que una mutacion ligeramente deletérea se fije es
practicamente nula. De manera analoga, una mutacion ligeramente beneficiosa en
estas circunstancias proliferara en la poblacién rapidamente. Esto quiere decir que,
aun si las capacidades metabdlicas de los endosimbiontes llegan a reducirse a nive-
les bajos, la probabilidad de que existan mutaciones deletéreas fijables se reducirian
enormemente, dando la oportunidad de que surjan retromutaciones o mutaciones
beneficiosas que reviertan, al menos en parte, la pérdida de funcionalidad. Por des-
gracia, no se pueden discutir algunos de los resultados presentados por Rispe y
Morén [177], Pettersson y Berg [178], y O’Fallon [179], ya que en estos trabajos
se contempla la fijacién a nivel de la poblacién de endosimbionte, mientras que en
esta tesis esta dindmica se obvia (si bien su impacto en la interpretabilidad de los
célculos efectuados se discute en la seccion 4.2.4). En esta linea, la incorporacién
de esta dinamica a los modelos planteados representa el siguiente paso natural en
este trabajo.
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Capitulo 7

Conclusiones

La modelizacion del sistema Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola y su evo-
lucién ha permitido avanzar en la determinacion de la importancia de la seleccion
natural a nivel del hospedador en el proceso de degradacion genémica al que se ven
sometidos los endosimbiontes de insectos. En particular:

= El confinamiento de los endosimbiontes en el bacterioma del hospedador im-
plica que mutaciones que alteren la tasa del crecimiento de los endosimbiontes
seran practicamente neutrales siempre y cuando esta tasa de crecimiento sea
suficientemente superior a la del bacterioma. Este hecho implica que las mu-
taciones egoistas, en general, no se veran favorecidas.

= Bajo el supuesto de que la presencia de los endosimbiontes no supone coste
alguno al hospedador, existen muy pocas circunstancias en las que el consumo
(menos aun el control) de la poblacién bacteriana resulte beneficioso para el
insecto.

» La probabilidad de fijacién Py de mutaciones deletéreas que afecten al sistema
insecto-simbionte depende fuertemente del tamafio de inéculo A(0) empleado
en la propagacién controlada de la poblacién de afidos (P; o e=*4©+5/4(0)).
Noétese que el tamano de la poblacién de insectos escala con A(0).

= La degradacion gendémica de los endosimbiontes parece operar a una veloci-
dad practicamente constante, definida por la probabilidad de fijaciéon de una
mutacién neutral, hasta que se han perdido > 90 % de los genes eliminados
en cada trayectoria evolutiva particular. Tras esta primera etapa se aprecia
un decremento brusco de la misma que, si el tamano de la poblacién de afidos
es suficientemente grande, podria suponer la retenciéon de 1 — 20 genes no
esenciales.

= La velocidad de degradacion del genoma de los endosimbiontes es esencialmen-
te independiente de la capacidad de la seleccién natural de evitar la fijacion
de mutaciones deletéreas.
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= La eficacia de la seleccion natural determina las capacidades de crecimiento del
sistema insecto-endosimbionte a lo largo del proceso de degradacion gendémica.

» Para tamanos de poblacién de éfidos razonablemente grandes (no més de
50000 individuos propagados mediante pases de 100 insectos fértiles), no se
observan pérdidas sustanciales en las capacidades de crecimiento del sistema
insecto-endosimbionte a lo largo de la evolucion. Este hecho apunta a que la
seleccion a nivel del insecto podria ser suficiente para evitar la degeneracion
de las funciones de los endosimbiontes relevantes al sistema en su conjunto.

Todas las conclusiones presentadas derivan de tres supuestos fundamentales: la
fuente de alimento de los afidos no varia en el tiempo y es accesible ad libitum, toda
mutacion que aparece en un endosimbionte se fija instantaneamente en el insecto en
que este se aloja, y nunca coexisten dos o mas mutaciones distintas en una misma
poblacién de afidos. En futuros trabajos se extenderan los modelos y métodos de
calculo desarrollados a situaciones en las que estos supuestos no se cumplan asi
como a otros insectos que presenten caracteristicas particulares distintas a las de
los afidos.
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Capitulo 8

Conclusions

The modeling of the Acyrthosiphon pisum-Buchnera aphidicola system and its
evolution has allowed to advance in the determination of the importance of na-
tural selection at host level in the process of genomic degradation to which the
endosymbionts of insects are subjected. In particular:

» The confinement of the endosymbionts in the host bacterioma implies that
mutations that alter the growth rate of the endosymbionts will be practically
neutral as long as this growth rate is sufficiently higher than that of the
bacterioma. This fact implies that selfish mutations, in general, will not be
favored.

» Under the assumption that the presence of the endosymbionts does not imply
any cost to the host, there are very few circumstances in which the consum-
ption (even less the control) of the bacterial population is beneficial for the
insect.

» The probability of fixation Py of deleterious mutations that affect the insect-
symbiont system depends strongly on the inoculum size A(0) used in the
controlled propagation of the aphid population (P o< e=*4(+5/4(0)). Note
that the maximum size of the insect population scales with A(0).

= The genomic degradation of the endosymbionts seems to operate at an almost
constant speed until > 90% of the eliminated genes have been lost. The
particular value of this speed is defined by the probability of fixing a neutral
mutation. After this first stage there is an abrupt decrease of the same, which,
if the size of the aphid population is sufficiently large, could suppose the
retention of 1 — 20 non-essential genes.

= The rate of the endosymbionts genome degradation is essentially independent
of the ability of natural selection to avoid the fixation of deleterious mutations.

= The effectiveness of natural selection determines the growth capabilities of the
insect-endosymbiotic system throughout the genomic degradation process.
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» For reasonably large aphids population sizes (no more than 50000 individuals
propagated by passes of 100 fertile insects), no substantial losses in the growth
capabilities of the insect-endosymbiotic system are observed throughout evo-
lution. This fact suggests that the selection at the level of the insect could
be sufficient to avoid the degeneration of the functions of the endosymbionts
relevant to the system as a whole.

All the conclusions presented here derive from three fundamental assumptions:
the food source of the aphids does not vary in time and is accessible ad libitum, any
mutation that appears in an endosymbiont is instantaneously fixed in the insect in
which it is lodged, and two or more different mutations never coexist in the same
population of aphids. Future studies will extend the models and calculation methods
to situations in which these assumptions do not hold as well as to other insects that
have particular characteristics different from those of aphids.
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Capitulo 9

Métodos

Los parametros y condiciones particulares empleados en la obtencién de los resul-
tados de esta tesis se describen en las secciones correspondientes. Todas las integra-
ciones numéricas se llevaron a cabo haciendo uso de las funciones scipy.integrate. quad
(funcién a integrar definida explicitamente) y scipy.integrate.simps (integracion de
conjunto de datos) de la librerfa SciPy [180] con las opciones por defecto. Para la re-
solucién numérica de ecuaciones algebraicas se empleo la funcion scipy.integrate.brentq
de la misma libreria, también con las opciones por defecto.

Los estudios de CBM se realizaron utilizando COBRApy [181]. Los problemas
de optimizacién lineal (determinacién del maximo valor de flujo a través de las reac-
ciones de biomasa del dfido y del endosimbionte, capitulo 5) se resolvieron mediante
el Gurobi Solver, accedido a través de COBRApy. La eliminacién de los genes se
representé mediante la limitacién a cero del flujo de las reacciones asociadas (ndtese
que se emplearon las relaciones gen-reacciéon del modelo 1JR904 [152] para determi-
nar si una reaccién asociada a un determinado gen puede operar en ausencia de este).

El codigo desarrollado para este trabajo se programé en Python, y se puede
solicitar a los autores. Todos los calculos efectuados se llevaron a cabo en un orde-
nador de sobremesa de 4 ntcleos (2 hilos por niicleo), con un procesador Intel(R)
Core(TM) i7-3770 CPU @ 3.40GHz y 8GiB DIMM DDR3 Synchronous 1333 MHz
(0.8 ns), corriendo Fedora 3.14.27-100.fc19.x86_64 Linux OS. El tiempo medio de
célculo de una probabilidad de fijacién (capitulo 4) es del orden de segundos pa-
ra tamanos de inéculo A(0) < 100. Cada simulacién de una reduccién genémica
completa (capitulo 5) tarda del orden de dias (menos de dos dias para tamanos
de inéculo A(0) < 100). En las simulaciones se consideraron como efectivamente
neutras mutaciones que alterasen la tasa de crecimiento o la producividad maxima
del endosimbionte menos de 10~® unidades correspondientes. A las probabilidades
de fijacién de las mutaciones neutrales se les asigné un valor de 1/A(0), ya que en
todos los casos en que se calculé la probabilidad de fijacién de una mutacion neutral
de acuerdo a lo presentado en el capitulo 4 se obtuvo este resultado.
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