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Mecanismos evolutivos basicos:

mutacion, seleccion y deriva genética

La mutacién es la ultima fuente de variacidn genética, sobre la que la seleccidn
natural, la deriva genética aleatoria, el flujo génico y la recombinacion, actian para
modelar la estructura genética de las poblaciones. El efecto fenotipico de las
mutaciones es aleatorio y dependiendo de estos factores, las mutaciones pueden
eliminarse de la poblaciéon, o pueden llegar a imponerse (“fijarse”). Por tanto, la
evolucion puede dividirse en dos procesos, el origen de la variacion y la fijacion de
cambios. El estudio de estos procesos se lleva a cabo sobre las poblaciones. Estas
son entidades finitas y, cuando su tamafio es pequefio, el cambio de las frecuencias
genotipicas en la poblacién puede ser producto del azar, lo que se denomina deriva
genética aleatoria; pero cuando los tamafos poblacionales son elevados, la seleccion
natural actia modificando las frecuencias de forma no aleatoria, adaptando la

poblacién al ambiente.

Un parametro evolutivo relevante a la hora de estudiar los mecanismos evolutivos es
la eficacia bioldgica (W), que puede definirse como el numero de descendientes con
que un individuo contribuye a la siguiente generacién. Puesto que se mide sobre los
fenotipos, va a tener un componente ambiental y un componente genético.
Generalmente, la eficacia se calcula en relacion a un genotipo de referencia en un
ambiente dado. El cambio en la eficacia producido por una mutaciéon viene
representado por el coeficiente de seleccion, definido como s = W — 1. Tanto el
coeficiente de seleccion medio de las mutaciones como su varianza y, en general, su
distribucion estadistica, son relevantes para entender procesos evolutivos como la
evolucion neutral (Ohta 1992), el equilibrio mutacién-seleccion (Haldane 1937), los
procesos de pérdida de eficacia (Butcher 1995; Lynch y col. 1993), o el origen del
sexo y la recombinacion (Peck y col. 1997; de Visser y col. 2003), entre otros.
Ademas, es de gran relevancia para muchos campos como el conocimiento de las
enfermedades humanas complejas (Eyre-Walker y col. 2006) o la conservacion

genética (Schultz y Lynch 1997).
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Un concepto central que tiene relacion directa con los coeficientes de seleccion es la
robustez genética o robustez mutacional. Puede definirse como la capacidad de un
genotipo para mantener su eficacia bioldégica a pesar de la mutacién, es decir, la
capacidad de tolerar mutaciones. La robustez mutacional puede medirse, por
ejemplo, como el efecto promedio de las mutaciones, es decir 1 — E(s), siendo E(s) el
coeficiente medio de selecciéon. La redundancia genética es quizas la manera mas
sencilla y directa de obtener robustez genética, y puede alcanzarse mediante
duplicacién de genes, o poliploidias. Otra manera es el establecimiento de una red de
interacciones entre genes (Wagner 2000). La redundancia y la robustez genéticas
crecen con la complejidad de los organismos, por lo que es tipica de eucariotas. En
bacterias y virus, es mas tipica la “anti-redundancia” (Krakauer y Plotkin 2002), con
ejemplos como la haploidia, las pautas solapadas, los elementos de regulacion de la
expresion compartidos (Krakauer 2000), o el sesgo en la utilizacién de codones (Berg
y Silva 1997).

En la evolucién adaptativa las mutaciones beneficiosas son el motor de la evolucion.
Un modelo clasico de adaptacién es el modelo geométrico de Fisher (Fisher 1930),
basado en que los cambios de pequefio efecto tienen una probabilidad mayor de
resultar beneficiosos que aquellos cambios con mayor efecto. Como consecuencia de
ello, la adaptacion debe ocurrir de manera gradual mediante la fijacion de mutaciones
de pequefo efecto que acercarian a las poblaciones hacia el 6ptimo. Sin embargo,
todas las mutaciones (aun siendo beneficiosas) tienen una frecuencia inicial pequefia
y estan pues sujetas a pérdida por la deriva genética, siendo la probabilidad de
superar esta fase inicial dependiente del coeficiente de seleccion y del tamafio de la
poblacion (Haldane 1927; Peck 1994; Wilke 2003). Combinando este cribado inicial
con el modelo de Fisher, cabria esperar que sean las mutaciones beneficiosas de
efecto intermedio las que mas contribuyan a la adaptacion (Kimura 1985). Ademas, la
tasa de adaptacion deberia disminuir conforme la poblacién aumenta su adaptacion,
bien sea por la menor disponibilidad de mutaciones beneficiosas o por su menor
efecto. Se tenderia asi a un limite en el que la poblacién alcanzaria una meseta de
eficacia, aunque cabe destacar que el limite es asintético. En cualquier caso, la tasa

de adaptacién esta relacionada positivamente con el tamafio poblacional, porque el
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numero de mutaciones beneficiosas producido por unidad de tiempo incrementa de
forma lineal con el tamafio poblacional. De todos modos, cabe resaltar que en
ausencia de recombinacioén el incremento de eficacia puede presentar un rendimiento
decreciente (Arjan y col. 1999; Miralles y col. 2000; Elena y Lenski 2003), ya que a
elevados tamafos poblacionales, distintas mutaciones beneficiosas pueden aparecer
al mismo tiempo en distintos fondos genéticos y tendran que competir entre ellas en
su camino hacia la fijacion. Estas mutaciones ventajosas deberian combinarse en el
mismo genotipo, ya que si no es asi, durante esa competencia algunas van a ser
eliminadas de la poblacion, retardando la adaptacion (Gerrish y Lenski 1998). Este
proceso de interferencia impone pues un limite adaptativo. En suma, en especies
donde no se dan procesos de recombinacién, las mutaciones beneficiosas deben

incorporarse de manera secuencial (Fisher 1930; Muller 1964; Crow y Kimura 1965).

Frente al pensamiento evolutivo dominado por la seleccién natural y la adaptacion,
Kimura introdujo un nuevo concepto de evolucién neutral (Kimura 1983), donde
propuso la accion de la deriva genética como el motor principal de la evoluciéon. Como
se ha comentado, la intensidad de la deriva genética depende fundamentalmente del
tamafio poblacional, aunque existen multiples factores implicados, como por ejemplo
la historia demografica, el modo de reproduccién, el desequilibrio de ligamiento, o la
propia seleccidon natural. Por ello, para conocer la accion de la deriva en una
determinada poblacion, generalmente se utiliza el tamafio poblacional efectivo (Ne),
un parametro que resume la cantidad de deriva que sufre una poblacién. Bajo un
modelo de evolucion estrictamente neutral, todos los alelos tienen la misma
probabilidad de fijacion, siendo ésta igual a la frecuencia del alelo. Por lo tanto, cada
nueva mutaciéon en una poblacion haploide de tamafo N tendra una probabilidad de
fijacion 1 / N. Por otro lado, el aporte de mutantes por generacion sera UN (siendo U
la tasa de mutacién). Asi pues, la tasa de evolucién neutral sera K= UN /N = U
(Kimura 1968). Aunque obviamente, no todos los genotipos de una poblacion tienen
la misma eficacia, y por lo tanto, la neutralidad estricta no se cumple. Las mutaciones
se comportaran de manera efectivamente neutral sélo si la intensidad de la deriva es
mayor que la intensidad de la seleccion, es decir si Ne x s < 1 (Ohta 1992). Cuando

Ne es pequeno, mutaciones deletéreas pueden alcanzar la fijacion por deriva
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genética al comportarse como efectivamente neutras. En este contexto, y si se
considera el genoma completo, es posible que los individuos sin mutaciones
deletéreas sean escasos. Si éstos no dejan descendencia, tendria lugar una
acumulacién de mutaciones, aunque podria revertirse por recombinacion. Por ello, las
poblaciones asexuales son especialmente sensibles a la acumulacion secuencial de
mutaciones deletéreas a bajo tamano poblacional, proceso conocido como trinquete
de Muller (Muller 1964). Al aumentar Ne, el trinquete se detiene y las mutaciones
previamente fijadas vuelven a ser visibles a la seleccion. Se espera entonces que la
poblacion recupere su eficacia, y en general, a mayor pérdida de eficacia, mas rapida
es la recuperacion (Elena y col. 1998). Es posible entonces que las mutaciones
deletéreas reviertan, pero también puede que otras mutaciones secundarias actuen
compensando el efecto deletéreo. Este segundo caso es un tipo particular de

epistasia o interaccion entre loci.

Puesto que la mayoria de las mutaciones con efectos sobre la eficacia son deletéreas
(Bell 1997; Eyre-Walker y Keightley 2007), la seleccion natural tiende a favorecer a
aquellos individuos que generan menos mutaciones, es decir, que la seleccién tiende
hacia una reduccién de la tasa de mutacién. Sin embargo, puesto que los efectos de
las mutaciones son aleatorios, también quedara reducido el aporte de mutaciones
beneficiosas por unidad de tiempo. Asi pues, la seleccidén natural en contra de las
mutaciones deletéreas disminuiria la adaptabilidad de las poblaciones. Por otro lado,
si en una poblacion la tasa de mutacion aumentase de manera incontrolada, la carga
genética asociada también aumentaria, y esto dificultaria la evolucién o incluso
llevaria a la extincion. Debido a ello, tanto la tasa de evolucién como la de adaptacion
deben ser maximizadas para algun valor intermedio de tasa de mutacion. Puesto que
la seleccion actua a corto plazo, y la mayoria de las mutaciones son deletéreas, es
posible que la seleccién no haya permitido a las poblaciones naturales encontrar ese
optimo, sino que las haya conducido hacia tasas de mutaciéon subdptimas
(Sniegowski y col. 2000; Orr 2000). Sin embargo, esta posibilidad no ha sido
contrastada empiricamente e incluso se desconoce el valor 6ptimo de la tasa de

mutacién en la mayoria de casos.



Introduccién | 15

Una forma de visualizar la evolucion de las poblaciones son los paisajes adaptativos
de Wright (Wright 1932). Segun este modelo, los organismos pueden situarse de
forma abstracta sobre un espacio de secuencia y representarse graficamente. Para
ello, los diferentes genotipos se representan en una o dos dimensiones, y en otra
dimension (generalmente en el eje de ordenadas), la eficacia de cada genotipo (altura
del paisaje). En la figura 1 se pueden observar diferentes picos adaptativos, dando
lugar a un paisaje rugoso. Los distintos picos presentan diferentes alturas

dependiendo de la eficacia de cada genotipo, siendo los picos mas altos los de mayor

Adaptacion

Convergencia

Deriva /
genética l

Figura 1. Evolucion en un paisaje adaptativo de Wright. Se representa un paisaje rugoso con diferentes
picos de adaptacion. La seleccién natural va a favorecer ascender hacia picos de alta eficacia, mientras
que la deriva génica y otros procesos pueden llevar a descensos de eficacia y por tanto, a alejarse del
6ptimo (adaptado de Sanjuan y Domingo-Calap 2011).
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eficacia. En presencia de deriva genética, las poblaciones tienden a acumular
mutaciones de manera aleatoria, y por tanto a divergir, permitiendo que cada
poblacién atraviese valles. Al aumentar el tamafio poblacional, se retorna a un estado
en el que la seleccidén natural prevalece frente a la deriva. En este momento, la
poblacion se va a conducir hacia una recuperacion de eficacia, y por tanto, un
ascenso de un pico adaptativo, pudiendo quedar atrapada en un pico distinto del que
provenia. Puesto que la deriva tiende a conducir a las poblaciones hacia los valles,
permitiria favorecer la transicion de un pico a otro (teoria del equilibrio cambiante;
Wright 1982), ya que pasar de unos picos a ofros sin pasar por los valles de baja
eficacia resulta complicado (varias mutaciones beneficiosas tendran que ocurrir a la
vez). Esto mismo puede ocurrir mediante cambios ambientales, ya que modifican la
topografia del paisaje. Ademas, diferentes poblaciones alopatricas pueden ascender
distintos picos adaptativos incrementando la variabilidad genética. Si en algun
momento distintas poblaciones entran en contacto, aquellas que han ascendido a

picos mas elevados desplazaran a las demas.

Evolucion experimental y virus

La evolucion experimental es conceptualmente sencilla y una herramienta flexible que
nos permite ir desde el nivel molecular hasta el propio ecosistema, ademas de testar
hipotesis bajo condiciones controladas, y por tanto, validar o refutar teorias mediante
la observacion directa (Bell 1997). Organismos pequefos y con cortos tiempos de
generacion son adecuados para llevar a cabo evolucidon experimental e intentar
comprender aspectos fundamentales de la evolucidon a todos los niveles. Algunas
ventajas de trabajar con microorganismos son que replican muy rapido, alcanzan
elevados tamarios poblaciones y, en ocasiones, presentan altas tasas de mutacion, lo
que les permite evolucionar rapidamente y mostrarnos a corto plazo qué sucede en

un proceso adaptativo concreto. Ademas, son sencillos de manipular y pueden ser
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guardados en el congelador sin pérdidas significativas de viabilidad, lo que nos
permite ademas tener un “registro fosil viviente” para preservar las muestras y poder
comparar diferentes estadios de la evolucion, tanto a nivel fenotipico como molecular
(Elena y Lenski 2003; Buckling y col. 2009). Experimentos en los que la evolucion
tiene lugar a tiempo real pueden ayudarnos a establecer relaciones causa-efecto que

son dificiles de inferir a partir del estudio de poblaciones naturales.

Ancestro Evolucionado Ensayos de Secuenciacion

Pases eficacia
AN

: : : '— AGTCTGTTACCATGTTATAGTCATGTAGACGACTAGT
N AGTCTGTTACCATGTTATAGTCATGTAGACGACTAGT
AGTCTABTACCATGTTATAGTCATGTAGACGACTAGT

| L /f‘m
it =

ﬁ'- L L Anélisis ® TCGATCTAGCTAGCTACTAGTAT%QGCTATCGATGC
- |:> - |:> |:> |:'|> ’; ° TCGATCTAGCTAGCTACTAGTAT!( GCTATCGATGC
| " " © TCGATCTAGCTAGCTACTAGTATCTAGCTATCGATGC
w —' GCTAGCTACTGACTTACTATCATCTAGCTACTGATGC
GCT - TACTGACTTACTATCATCTAGCTACTGATGC
) L GCTAGCTACTGACTTACTATCATCTAGCTACTGATGC
j GTGTACTGATCATCTACTACTACATGCTATCABGATCT
GTGTACTGATCATCTACTACTACATGCTATCATGATCT
GTGTACTGATCATCTAQBACTACATGCTATCATGATCT

Guardar a -80°C Numero de pases

Figura 2. Protocolo tipico de un experimento de evoluciéon con virus (adaptado de Sanjuan y Domingo-
Calap 2011).

La sencillez, rapidez evolutiva y relevancia biomédica de los virus los hace
particularmente interesantes como sistema modelo para estudios de evolucion
experimental (Sanjuan y Domingo-Calap 2011). Los virus son parasitos obligados y
pueden infectar bacterias, plantas o animales, bajo una gran variedad de condiciones.
En el laboratorio, pueden estudiarse tanto in vivo, como ex vivo, o in vitro, y pueden
usarse para testar hipotesis genético-poblacionales, estudiar las bases genéticas de
la evolucioén, o predecir cambios evolutivos en la naturaleza. En la figura 2 se muestra

un ejemplo esquematico de estudios tipicos de adaptacion viral a un determinado
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ambiente. Ademas del estudio de conceptos basicos como mutacion, adaptacion o
deriva genética, los virus pueden utilizarse para entender mejor la emergencia de
resistencias frente a farmacos (Vella y Palmisano 2005; Pond y col. 2012), explorar
nuevas estrategias antivirales (Schinazi y Prusoff 1981; Prusoff y col. 1989; Sarrazin y
col. 2012), crear mejores vacunas atenuadas (van der Noordaa y col. 1967; Jordan y
col. 2011; Kan y col. 2012), o incluso su uso como agentes antitumorales (Chen y col.
2011; Parato y col. 2011; Ferguson y col. 2012; Auer y Bell 2012).

Mutacion y evolucion virales

Las tasas de mutacion van a depender, en gran medida, de las enzimas que
intervienen en la replicaciéon del genoma. Los virus de RNA utilizan RNA polimerasas
RNA dependientes (RdRps), los retrovirus usan retro-transcriptasas (RT), y los virus
de DNA utilizan DNA polimerasas. Las RdRp y las RT presentan las mayores tasas
de mutacién (Flint y col. 2004) debido a la ausencia de actividad correctora
5’exonucleasa. Esta actividad si esta presente en las DNA polimerasas, y reduce la
tasa de mutacion durante la replicacion al menos un orden de magnitud (Garcia-Diaz
y Bebenek 2007). Ademas, en el DNA de doble cadena (dsDNA) existen sistemas de
reparacion de errores mediante escision de bases desapareadas, cosa que no ocurre
en el RNA o en heteroduplex de RNA-DNA (Garcia-Diaz y Bebenek 2007). Otros
procesos que afectan a las tasas de mutacién son la oxidacion y metilacion de bases
(Drake 1993), la desaminacion de bases nitrogenadas desapareadas (Domingo 1997;
Walsh y Xu 2006), la formacién de estructuras secundarias en el genoma (Drake
2007), y los mecanismos precisos de replicacion viral (Chao y col. 2002; Sardanyes y
col. 2012). Cabe destacar también, que los virus de RNA codifican sus propias
polimerasas en sus genomas, mientras que algunos virus de DNA utilizan las

polimerasas de sus hospedadores puesto que no codifican las suyas propias.
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La tasa de mutacion esta relacionada de forma inversa con el tamafio genémico
(figura 3), relacion conocida como regla de Drake (Drake 1991). Aunque esta regla
estd muy bien documentada en organismos de DNA, en virus de RNA es necesario
mas esfuerzo para detectar una relacion significativa (Sanjuan y col. 2010). Existen
datos de tasas de mutacion de virus de RNA de cadena sencilla (ssRNA), de RNA de
doble cadena (dsRNA), retrovirus, ssDNA y dsDNA, medidas como sustituciones por
nucledtido por célula infectada (psnc). Hasta ahora, la tasa de mutacion viral descrita
mas elevada es la del bacteriéfago Qf3, un virus de ssRNA de polaridad positiva (+),
con una tasa estimada de 1.1 x 10 s/n/c (Domingo y col. 1976), mientras que la mas
baja la presenta el bacteriéfago T2, un virus de dsDNA con 9.8 x 10® s/n/c (Luria
1951; Drake 1991). De todos modos, aunque las diferencias entre virus de RNA y
DNA parecen claras, algunas tasas de mutacion de virus de RNA y DNA son
similares. Por ejemplo, el virus ®6 (dsRNA) presenta una tasa de 2.7 x 10 s/n/c
(Chao y col. 2002), y el bacteriéfago ®X174 (ssDNA), de 1.1 x 10 s/nlc (Raney vy col.
2004; Cuevas y col. 2009a).

Se sabe que los virus con estadios de RNA evolucionan rapido, aunque recientes
investigaciones muestran que la separacién con los virus de DNA en términos
evolutivos no esta tan bien definida como se pensaba anteriormente, porque aunque
en general las tasas de mutacion de los virus de RNA son mayores que las de virus
de DNA, las tasas de evolucion en la naturaleza son a veces similares (Duffy y col.
2008; figura 4). Estudios filogenéticos proponen que muchos virus de ssDNA
(Umemura y col. 2002; Shackelton y col. 2005; Duffy y col. 2008) y algunos de doble
cadena (Firth y col. 2010), evolucionan a tasas cercanas o incluso similares a las de
virus de RNA. Ademas, existen algunos ejemplos de virus de RNA con tasas
anormalmente bajas, como es el caso del virus espumoso de los simios (SFV) y el
virus linfotropico humano de células T tipo II (HTLV-ll), con 1.7 x 10°® y 10”7
sustituciones/sitio/afio respectivamente (Switzer y col. 2005; Lemey y col. 2005).
Ambos casos son retrovirus, y aunque sus RTs no presentan mecanismos

adicionales de correccidon de errores, las bajas tasas se explican, en parte, por los
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Figura 3. Relacion entre la tasa de mutacion y el tamafio gendmico, con los grupos virales indicados, asi
como los valores para dos niveles bioldégicos de complejidad adyacentes, viroides y bacterias. La tasa de
mutacion esta expresada como numero de sustituciones por nucleétido por generacion, definido como
infeccion celular en virus (usne). La tasa de mutacion del unico viroide representado es de sustituciones por
copia de la cadena, ya que los viroides no presentan el equivalente a generacién al ser agentes infecciosos

subvirales constituidos por un pequefio RNA no codificante (adaptado de Sanjuan y col. 2010).

largos periodos de latencia en los hospedadores donde integran su genoma como
DNA de doble cadena en el genoma del hospedador. Otra posible explicacion es la
baja tasa de transmision inter-hospedador de este tipo de virus, aunque en momentos
en las que las poblaciones experimentan transmisiones epidémicas rapidas, son
capaces de evolucionar a tasas de 10™ sustituciones/sitio/ario, ya que en estos casos
necesitan una rapida replicaciéon activa para iniciar la infeccién de los nuevos

hospedadores (Salemi y col. 1999; Vandamme y col. 2000). He aqui ejemplos de
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cémo diferencias en los tiempos de generacion virales combinadas con la mutacion,
modelan la tasa de sustitucidn viral. Mas controvertidos son los casos de otros virus
de RNA con bajas tasas de evolucién, aunque existen varios ejemplos, como los
hantavirus y los flavovirus de roedores, que bien por co-divergencia con sus
hospedadores, o por su modo de infeccion crénica, tienen tasas de 107
sustituciones/sitio/afio (Charrel y col. 1999; Hughes y Friedman 2000; Plyusnin y
Morzunov 2001). Como se ha comentado anteriormente, también hay ejemplos
descritos de altas tasas de sustitucion en virus de DNA, similares a las tasas de los
virus de RNA. En el caso de los virus de ssDNA, aunque no codifiquen sus propias
polimerasas y utilicen las de sus hospedadores (Flint y col. 2004), las altas tasas de
recombinacién que presentan pueden explicar, en parte, los altos niveles de

diversidad génica intra-hospedador (Harrison y Robinson 1999; Hino y Miyata 2007).

Tasa de mutacion (mutaciones/sitio/replicacion)

[[ssDNA ] [dsDNA]
R
| j \II*V—
10° 102 10~ 10-¢ 10-8 1070
\ ssDNA I dsDNA |

\ Retro |

Tasa de sustitucion (sustituciones/sitio/afio)

Figura 4. Comparacion entre tasas de mutacion y sustitucion virales. Los rangos de tasas de mutacion,
presentados como mutaciones por sitio y por ronda de replicacion, en la parte superior de la figura. Los
rangos de tasas de sustitucién, como sustituciones por sitio y por afio, presentados en la parte inferior
(adaptado de Duffy y col. 2008).
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Algunos ejemplos son los parvorirus CPV-2 y B19, el virus de la panleucopenia felina
(FPV), los circovirus y anelovirus SEN-V, y el geminivirus del rizado amarillo del
tomate; que presentan tasas de 10™ sustituciones/sitio/afio, es decir, del orden de los
virus de RNA (Shackelton y col. 2005; Shackelton y Holmes 2006; Duffy y Holmes
2008). Todas estas estimas se han llevado a cabo a partir de muestras obtenidas en
la naturaleza. Andlisis experimentales en condiciones de laboratorio podrian
ayudarnos a determinar mejor los factores genético-evolutivos responsables de estas

observaciones.

Debido al lastre genético que suponen las mutaciones deletéreas, los virus de RNA
no pueden incrementar su tamafio gendémico mas alla de cierto umbral (Eigen y col.
1988). Asi pues, por un lado las altas tasas de mutacion confieren a los virus una
gran capacidad adaptativa, pero por otro lado, existen constricciones debido al
pequefio tamafio de sus genomas, como altos niveles de pleiotropia,
compensaciones de eficacia, epistasia, y evolucion convergente (Holmes 2003). La
gran evolucion paralela o convergente ha sido observada tanto en virus de RNA como
de ssDNA a nivel molecular (Bull y col. 1997; Wichman y col. 1999; Crill y col. 2000;
Cuevas y col. 2002; Rico y col. 2006; Agudelo-Romero y col. 2008; Domingo-Calap y
col. 2010). En este aspecto parece que algunas de las propiedades de los genomas
virales son debidas no a su material genético, si no al hecho de presentar pequefos
genomas, por lo que virus de RNA y ssDNA pueden compartir caracteristicas. La
evolucién experimental es una herramienta muy utili para poder comparar

directamente estas propiedades en distintas especies virales.

Distribucion de efectos mutacionales en virus

En virus de RNA los efectos mutacionales son marcados por la ausencia de funciones

alternativas o reguladoras, modularidad, o redundancia genética (Holmes 2003; Elena



Introduccién | 23

y col. 2006; Belshaw y col. 2008). Sin embargo, poco se conoce sobre las posibles
diferencias entre virus de RNA y de DNA. Caracterizar los coeficientes de seleccion y
su distribucion en virus es experimentalmente sencillo, ya que es posible crear
mutantes simples y determinar el efecto que supone en la eficacia una mutacion
puntual. Los virus de ssDNA tienen genomas de tamafio similar a los virus de RNA y
puede esperarse que ambos tipos presenten una sensibilidad similar frente a las
mutaciones, aunque existen diferencias obvias en términos evolutivos, genéticos y
ecoldgicos. Por ejemplo, dado que las tasas de mutacion de los virus de RNA son
superiores, es posible que la seleccién actue incrementando la robustez para asi
poder tolerar el gran numero de mutaciones que se originan en los genomas
(Schuster y Swetina 1988; Wilke y col. 2001; Sanjuan y col. 2007), aunque esto
también debe promover la compresion genémica (Eigen y col. 1988; Holmes 2003;
Belshaw y col. 2007). Ademas, el hecho de que los virus de RNA presenten sus
propias replicasas y los virus de ssDNA utilicen las de sus hospedadores también
puede repercutir en la robustez mutacional, ya que el gen de la replicasa va a
representar una gran parte del genoma de los virus de RNA, y estos genes suelen
presentar altos niveles de constriccion. Por ultimo, algunos virus de ssDNA codifican
dos proteinas estructurales, lo que podria introducir cierto grado de redundancia en el

proceso de ensamblaje de la capside (Chen y col. 2007).

La rapida respuesta de los virus a fuertes presiones de seleccion, impuestas por
ejemplo por antivirales o por el propio sistema inmunitario se explica en gran parte
por las altas tasas de mutacion, entre 10 y 10 sustituciones por ronda de
replicacion en el caso de los virus de RNA (Drake y Holland 1997; Domingo y Holland
1999; Holmes 2009). Algunos virus, sin embargo, no usan la mutacién como
mecanismo de evasion de la respuesta inmune, si no que se transmiten antes de que
el sistema inmune pueda responder (Lucas y col. 2001). Ademas, hay otros factores
implicados en la adaptabilidad, como el coeficiente de seleccion. Por ejemplo, se ha
demostrado que organismos con baja robustez mutacional se adaptan mas rapido
(Cuevas y col. 2009b), aunque la relacién entre robustez mutacional y la capacidad
de evolucionar sigue aun en discusion. Fuertes efectos mutacionales implican que las

mutaciones deletéreas son eliminadas de forma mas eficiente, lo que favorece la
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fijacion de las mutaciones beneficiosas (Orr 2000). De hecho, la falta de mecanismos
de robustez puede resultar en una mayor variacion fenotipica que va a favorecer la
seleccion de las mutaciones beneficiosas (Lenski y col. 2006; Frank 2007; Wagner
2008). Recordemos que el coeficiente de seleccion promedio de las mutaciones es
una medida de la robustez genética. Una aproximacion clasica para caracterizar este
parametro son los experimentos de acumulacion de mutaciones, en los que lineas
derivadas de un clon fundador son propagadas al menor tamafio poblacional posible
para minimizar la selecciéon y favorecer que las mutaciones se vayan acumulando
(Mukai 1964; Keightley 2004). En este caso, se intenta obtener virus de muy baja
eficacia, introduciendo una gran cantidad de mutaciones en los genomas.
Generalmente, la forma de acumular mutaciones en virus son los llamados
experimentos calva a calva (figura 5), y es posible acelerar el proceso utilizando
agentes mutagenos durante los pases calva a calva. Una forma mas directa y potente
para medir los coeficientes de seleccion consiste en introducir en los genomas
mediante ingenieria genética mutaciones al azar, aunque este sistema es mucho
menos utilizado debido a su complejidad y dificultad para llevarlo a cabo en ciertos
organismos (Eyre-Walker y Keightley 2007).

Figura 5. Pases seriados calva a calva. En este tipo de ensayos, los fuertes cuellos de botella llevan a una

acumulacion de mutaciones deletéreas en los genomas.
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Sistema experimental:
bacteriofagos de RNA y DNA de cadena sencilla

Para poder resolver algunas de estas cuestiones evolutivas, como la relacion entre
tasa de mutacion, robustez, adaptacion y evolucion molecular, hemos utilizado como
modelo experimental los bacteriéfagos, virus cuyos hospedadores son bacterias.
Hemos escogido seis especies virales de tamafo gendmico similar, tres de ssRNA
(QB, SP y MS2) y tres de ssDNA (®X174, G4 y 1), capaces de infectar todas ellas a
la misma cepa de Escherichia coli (tabla 1). Todos los virus de ssRNA utilizados
pertenecen a la familia Leviviridae, y presentan un genoma lineal de polaridad
positiva, es decir, que su propia secuencia corresponde al mRNA, y puede ser
traducido a proteinas directamente al entrar en la célula. QB es un allolevivirus con un
genoma de 4215 nucledtidos (nt) que codifica cuatro proteinas y un 73% de su
genoma es codificante. Otro allolevivirus utilizado es SP, con 4276 nt y también 4
proteinas, y con un 85% de genoma codificante. El ultimo virus de RNA utilizado es el
levivirus MS2, el mas pequefio de todos, con solo 3569 nt que codifican 4 proteinas, y
un 91% del genoma es codificante. La adsorcion de todos estos virus es por el pilus F
de la bacteria. En el caso de los virus de ssDNA, todos ellos presentan genomas
circulares y replican mediante el método del circulo rodante. ®X174 pertenece a la
familia Microviridae, con un genoma de 5386 nt que codifica para 11 proteinas, y un
tiene un 95% de secuencia codificante. Este virus fue el primer genoma de DNA
secuenciado (Sanger y col. 1977). Otro microvirus relacionado es G4, con 5577 nt
que codifican para 11 proteinas (87% del genoma codificante). Estos dos virus
necesitan la ayuda del lipopolisacarido para penetrar en las bacterias. El ultimo virus
de ssDNA es f1, que pertenece a la familia Inoviridae, con 6407 nt, 10 proteinas (91%
codificante), y cuya adsorcion es también por el pilus F. La biologia general de los
seis virus se puede encontrar en libros de virologia general (Calendar 2006). Se
puede observar que todos los virus utilizados presentan genomas de pequefio
tamafio y altamente codificantes, y todos excepto f1 que es filamentoso, son virus con

capsides icosaédricas.
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Tabla 1. Resumen de las especies virales utilizadas.

Material . ) Tamafio Nimero % Genoma
genético Familia Genero Especle genémico  de genes codificante
ssDNA Microviridae ~ Microvirus OX174 5386 11 95
G4 5577 11 87
Inoviridae Inovirus f1 6407 10 91
ss(+)RNA Leviviridae  Allolevivirus QB 4215 4 73
SP 4276 4 85
Levivirus MS2 3569 4 91

De los virus anteriores, solo hay estimas de tasas de mutacion para dos de ellos, Q8
y ®X174, aunque la tasa descrita para el primero parece estar sobrestimada (Sanjuan
y col. 2010). Puesto que para posteriores conclusiones es adecuado tener
informacion lo mas fiable posible sobre las tasas de mutacion, las hemos estimado de
nuevo en nuestro laboratorio. En este caso se han estimado mediante tests de
fluctuacion (Luria y Delbrick 1943; Luria 1951; Sanjuan y col. 2010) en las mismas
condiciones de laboratorio que van a ser utilizadas en los experimentos de la
presente tesis. En el caso de QB hemos obtenido un valor de (4.0 + 1.0) x 10™ s/n/c
(datos no publicados), lo que da una estima de 1.68 sustituciones por genoma por
ronda de replicacion, un valor inferior al estimado anteriormente de 1.1 x 10 s/nlc
(Domingo y col. 1976). En el caso de ®X174, el valor estimado es de 1.0 x 107 s/n/c,
sin diferencias significativas con los valores estimados previamente (Raney y col.
2004; Cuevas y col. 2009a).
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Como se ha comentado, todos los virus utilizados son capaces de infectar la misma
especie bacteriana Escherichia coli. Las cepas que se han utilizado como hospedador
son E. coli C 1J1862, proveniente del laboratorio del Prof. James J. Bull, y la cepa E.
coli gro89 cedida por el Dr. Bentley A. Fane (Universidad de Arizona). Los virus
utilizados también provienen del Prof. James J. Bull (Universidad de Tejas), excepto
el clon infeccioso de QB que fue cedido por el Dr. René C. Olsthoorn (Universidad de
Leiden).

Objetivos

El objetivo central de la tesis es comparar las propiedades evolutivas de virus de
ssRNA y ssDNA. Comprobaremos si los efectos mutacionales difieren entre estos dos
tipos de virus, si los virus de RNA se adaptan mas rapido que los de DNA, si las tasas
de mutacion virales son 6ptimas para la adaptacion y qué ocurre cuando se aumenta

artificialmente la tasa de mutacion de los virus de ssRNA y ssDNA.
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Metodologia

Pases seriados de evolucién

Experimentos de adaptacion

En cada infeccion, alrededor de 10° unidades formadoras de calvas de lisis (pfu) se
inocularon en 0.5 mL de medio LB que contenia células 1J1862 en fase exponencial.
Para cada especie viral, dependiendo de la actividad litica y de su tasa de
crecimiento, se necesita una determinada densidad celular (por ejemplo, en los virus
adaptados utilizamos una ODgyo de 0.7 para ®X174 y G4, 0.15 para f1, QB, y MS2, y
0.05 para SP; mientras que los virus no adaptados necesitan menor densidad). Una
vez inoculados los tubos con los virus, los cultivos se incubaron en agitacién (650
rom) a 37C en un Thermomixer 24-tube shaker (Eppendorf) hasta que los virus
llegaron a su fase tardia exponencial de crecimiento (~‘I09 pfu/mL). Una vez los virus
alcanzaron el titulo deseado, las células se eliminaron por centrifugaciéon y los
sobrenadantes se alicuotaron, se guardaron a -80C, y se titularon usando medio LB
solidificado con agar al 0.7%. Los titulos iniciales y finales se usaron para calcular la
tasa de crecimiento en cada pase y ajustar el tiempo de recogida para el siguiente.
Todos los experimentos de adaptacion son ligeras modificaciones de este protocolo,
ajustando las concentraciones virales y bacterianas, asi como los tiempos de

incubacion, segun necesidades.

Experimentos de acumulacion de mutaciones

Para favorecer la acumulacion de mutaciones deletéreas en virus, llevamos a cabo
experimentos calva a calva, iniciados a partir de una poblacién viral en medio liquido.
Mediante un ensayo en placa usando medio LB solidificado con agar al 0.7%, se
infectaron células E. coli 131862 y se obtuvieron calvas de lisis, que se muestrearon
(“picaron”) y se resuspendieron en 50uL de medio LB. Se guardaron alicuotas a -80C

y una de ellas se utilizé para el siguiente pase, que de nuevo fue un ensayo en placa
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para obtener nuevas calvas de lisis. Para incrementar la eficacia del método, entre
pase y pase las calvas fueron sometidas a un agente mutagénico, el acido nitroso
(ver mas adelante). El experimento se continu6é hasta que el titulo en cada plaqueo

cayo drasticamente, aproximandose a la extincion.

Determinacién de la eficacia viral

Ensayos de crecimiento

Una aproximacién para estimar la eficacia biolégica de un virus es hacer ensayos
para estimar tasas de crecimiento. En este tipo de experimentos, varios cultivos se
inoculan al mismo tiempo, unos de ellos con los virus que se pretende testar, y otros
cultivos con el virus wild type o “silvestre” (virus de referencia), que sirve como control
del ensayo, y que se puede utilizar para corregir errores entre réplicas. Todas las
lineas experimentales se ensayaron en el mismo bloque experimental y se realizaron
al menos tres réplicas. Para ello, cultivos en liquido de células 131862 (0.5mL de
medio LB con células en fase exponencial) fueron inoculados con unas 10* pfu/mL.
Los cultivos se incubaron en un Thermomixer 24-tube shaker (Eppendorf) a 37C a
650 rpm hasta que los virus wild type llegaron a un titulo estimado de unas 10° 0 10°
pfu/mL, dependiendo del ensayo. Las células se eliminaron por centrifugacion y los
sobrenadantes se guardaron a -80C y se titularon. La tasa de crecimiento (r) se
calculé como el incremento en el logaritmo del titulo por hora. La eficacia relativa se
obtuvo como W =1,/ r,, donde i y O se refieren al mutante y al wild type
respectivamente, y los efectos mutacionales (coeficiente de seleccion) se calcularon

comos=W-1.
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Ensayos de competencia en ®X174

Otra posibilidad méas precisa para estimar la eficacia es hacer ensayos de
competencia. En este caso, se inoculan cultivos en medio liquido con dos tipos
diferentes de virus en proporciones conocidas. Uno es el virus problema del cual
queremos conocer su tasa de crecimiento, y el otro un competidor comun con algun
marcador fenotipico o genético trazable. Este método resulta mas preciso que el
anterior (ensayo de crecimiento) puesto que estamos introduciendo un control interno
a cada tubo de ensayo. Estrictamente hablando, en nuestros ensayos no hubo
competencia puesto que el crecimiento fue siempre exponencial, pero usamos el
término en un sentido laxo por tradicién. Estos ensayos se hicieron unicamente con
®X174 por ser el unico virus para el cual teniamos un marcador fenotipico valido.
Para llevar a cabo este tipo de experimentos, se inocularon 0.5 mL de LB que
contenian células 131862 con 10* pfu/mL de la poblacion de virus de interés y con una
concentracion conocida de virus capaces de crecer en células gro89 (competidor
comun). La cepa gro89 solo permite crecer a aquellos virus que presenten ciertas
mutaciones bien definidas en la region N-terminal de la proteina A (Raney y col. 2004;
Cuevas y col. 2011). Los cultivos se incubaron en un Thermomixer 24-tube shaker
(Eppendorf) a 37C a 650 rpm hasta que los virus de interés alcanzaron un titulo
estimado de unas 10° pfu/mL. Las células se eliminaron por centrifugacion y los
sobrenadantes se guardaron a -80C. La titulacién se realizé tanto en 131862 como en
gro89, usando en ambos casos CaCl, para incrementar la eficiencia del ensayo en
placa. En 131862 crecen todos los virus, es decir, nuestros virus de interés asi como
los competidores comunes, mientras que la cepa gro89 presenta una mutacién en el
gen rep (helicasa), que bloquea el estadio Il de la sintesis de DNA de simple cadena,
lo que impide la maduracién del virus wild-type (Tessman y Peterson 1976;
Ekechukwu y col. 1995) y sélo aquellos virus que presenten ciertas mutaciones
podran crecer en este tipo celular. Las sustituciones descritas que confieren la
capacidad de completar el ciclo viral se encuentran todas en la proteina A de ®X174,
y son: leucina en la posicién 77; treonina, prolina o valina en la posicién 80; y alanina,

glicina o valina en la posicion 82 (Cuevas y col. 2009). La tasa de crecimiento se
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calculé como el cambio del titulo por hora en escala logaritmica para cada virus
ensayado (r) y para el competidor comun (r.). La eficacia relativa de los competidores
esw =r/r.y la eficacia de cada fago relativa al clon fundador se calcul6 como W =w

/ wp, donde el subindice 0 indica el clon fundador.

Estimas de frecuencias de mutacion

Para determinar frecuencias de mutacion, una posibilidad es dejar crecer a los
bacteriéfagos en un medio u hospedador permisivo, y posteriormente realizar un
ensayo en placa en un medio selectivo en el que sdélo aquellos virus con
determinadas mutaciones puedan crecer. En este caso, hemos obtenido frecuencias
de mutacion para ®X174, y como hospedador selectivo de nuevo hemos utilizado la
cepa gro89, en la que solo aquellos virus que presenten determinadas mutaciones
que les permitan crecer en las condiciones restrictivas podran replicar y formar calvas
de lisis visibles. Para llevar a cabo este tipo de experimentos, los virus se crecieron
en células 11862, y posteriormente, se plaquearon en medio LB solidificado con agar
al 0.7% tanto en 131862 como en gro89. Se obtuvo asi la relacion entre el titulo viral
en el hospedador selectivo y el titulo total obtenido en el hospedador permisivo, lo
cual permite obtener la frecuencia de mutaciéon observada, aunque es importante
remarcar que en este tipo de ensayos nos fijamos en una regién muy pequefia del

genoma, unos pocos nucleétidos.
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Mutagénesis quimica

Acido nitroso

El acido nitroso convierte aminas en diazos, y en el contexto celular, provoca la
desaminacion oxidativa de la adenina y la citosina, originando transiciones. Actua
esencialmente sobre los 4cidos nucleicos de simple cadena (Horn y Herriott 1962). La
metodologia para utilizar este acido como agente mutageno fue mezclar cuatro
volumenes de tampon acetato 0.3 M pH 4.3 con un volumen de nitrito sédico 5 M.
Posteriormente, se anadieron 50 pL de esta soluciéon inmediatamente a 4 yL de virus
en LB, obtenidos a partir de calvas de lisis. El tiempo de exposicion se ajusté para
tener la maxima pérdida de titulo que garantizara poder picar calvas posteriormente
(unas 100 pfu totales tras la exposicién). Este método se usé durante los pases calva
a calva para incrementar el numero de mutaciones introducidas por genoma en el
menor tiempo posible. Tras picar las calvas y someterlas a mutagénesis, la reaccion
se paré con 100 puL de tampdn acetato 1 M pH 7.0 suplementado con BSA 0.1
mg/mL. A continuacién se realiz6 un ensayo en placa, se picaron calvas de lisis, se
resuspendieron en 50 pL, se hicieron alicuotas, y se guardaron a -80C.

Posteriormente se utilizaron para una siguiente ronda de mutagénesis quimica.

5-Fluorouracilo

Otro agente mutagénico que puede ser utilizado es el 5-fluorouracilo (5-FU). Esta
sustancia es un analogo de pirimidina que se usa en el tratamiento contra el cancer y
pertenece a la familia de las drogas llamadas antimetabolitos. Es un inhibidor suicida
que inhibe de forma irreversible a la timidilato sintasa, por lo que bloquea la sintesis
de timidina y por tanto la sintesis de DNA, aunque también afecta a otros procesos
como la transcripcién o la traduccion. En este caso, se anadio 5-FU al cultivo en el

que se crecio6 el virus en para incrementar la tasa de mutacion viral.
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Mutagénesis dirigida

Obtencion de mutantes

La mutagénesis dirigida permite introducir una mutacion en un sitio nucleotidico
determinado. Para ello, es necesario partir de DNA circular del bacteriéfago de
interés, ya sea el propio genoma o si se desea mutagenizar un virus de RNA, un clon
infeccioso de cDNA en un plasmido. Para obtener el DNA molde a mutagenizar,
utilizamos el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche) o similar, que sirvié tanto para
purificar el plasmido del clon infeccioso en el caso del fago Q, como las formas

replicativas de dsDNA en el caso del fago ®X174.

Obtuvimos amplicones de PCR del DNA circular completo a partir de 500pg de molde
usando la DNA polimerasa Phusion high-fidelity (New England Biolabs), que presenta
una tasa de error de 4.4 x 107 errores por base por ronda de replicacién segun el
proveedor. El método se basa en el uso de un par de cebadores adyacentes y
divergentes, fosforilados en la posicion 5’ con T4 polynucleotide kinase (Fermentas),
uno de los cuales lleva la sustitucion nucleotidica que deseamos introducir. Las
condiciones de PCR utilizadas fueron 98C 2min, 30 ciclos de 98C 10s, 68C 30s, 72C
3min, y una extension final de 72C 5min para ®X174; y 98C 2min, 30 ciclos de 98C
30s, 68C 30s, 72C 5min, y una extension final de 72C 5min para Q. Los productos
de PCR se circularizaron posteriormente usando la Quick T4 ligase (New England
Biolabs) y transfectamos células competentes 131862 por choque térmico (42C, 30s),
en presencia de CaCl,100 mM. Las células transfectadas se transfirieron
inmediatamente a placas de LB usando agar al 0.7% y fueron incubadas a 37C. Una
vez las calvas de lisis fueron visibles se picaron, se resuspendieron en 50uL de LB y
se guardaron a -80C (figura 6). Para verificar que la mutacion deseada estaba
introducida y que no se habian introducido cambios adicionales durante el proceso de
amplificacion en la region flanqueante, se llevé a cabo una (RT)-PCR directamente de
la calva resuspendida en LB. Para la sintesis de cDNA se utilizé la RT Moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase (Fermentas) y para la PCR la polimerasa

Phusion anteriormente mencionada. Las condiciones para la retrotranscripcion fueron
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42C 2min, 20C 5min, 25C 5min, 30C 5m, 35C 5min, 37C 5min, 42C 45min y 94C
2min. En el caso de las PCR, las condiciones fueron 98C 2min, 30 ciclos de 98C 10s,
68C 30s, 72C 1min, y una extension final de 72C 5min para ®X174, mientras que
para QB el programa fue 98C 2min, 30 ciclos de 98C 10s, 65C 30s, 72C 1min, y una
extension final de 72C 5min. Los productos de PCR se purificaron mediante columnas
de purificacion con Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) y se

secuenciaron utilizando cebadores especificos.

<mem—)

Mutagénesis
R
PCR

O O Transfeccién
O

Ligacion
_—

— Picar calvas

Figura 6. Proceso de mutagénesis dirigida. Se utiliza un par de cebadores adyacentes divergentes, uno de
los cuales contiene la mutacién que queremos introducir. Tras la PCR, la mayor parte de los amplicones
tendran la mutacién deseada. Una vez ligamos los productos, se transfectan por choque térmico en células

competentes y se pican las calvas.
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Demostracion del efecto letal de una mutacién

En los casos donde tras la transfeccion no se observaban calvas de lisis, 0 en el caso
de obtener virus y tras secuenciar la region de interés éstos no poseian la mutacion
deseada, el protocolo completo se repitid; y tras tres réplicas fallidas, se clasificaron
como candidatos a mutantes letales. Para confirmar la letalidad, se disefaron
cebadores nuevos, idénticos a los utilizados en la reaccion de mutagénesis, pero que
no portaban la mutacién que queriamos introducir. A continuacion, se llevaron a cabo
todos los pasos exactamente como anteriormente y se utilizé la PCR con estos
cebadores como control del proceso. La letalidad en este caso se demostro
comparando el numero de calvas obtenidas en las mutagénesis donde se introduce la

mutacion en relacién a las mutagénesis control.

Determinacion de Ia fiabilidad de Ia técnica

Para determinar el error experimental y, en particular, controlar las mutaciones
potenciales presentes en los moldes de DNA, introducidas durante la amplificacion
por PCR, o durante el crecimiento de las calvas de lisis, ensayos similares se llevaron
a cabo. Para cada virus, se ftransfectaron tres mutagénesis control como las
previamente descritas (es decir, obtenidas a partir de cebadores que no llevan
mutacién alguna), y se picaron 12 calvas de lisis de forma aleatoria. Se midi6 la
eficacia relativa de cada clon y se calcul6 la media y la varianza de la eficacia. Estos
valores fueron sustraidos de las medias y las varianzas obtenidas para los mutantes

reales.
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Andlisis de secuencias

Los productos obtenidos por PCR o RT-PCR a partir de los sobrenadantes virales
fueron purificados mediante columnas (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Zymo
Research), y los genomas completos fueron secuenciados mediante el método de
Sanger. En los casos en los que las lecturas eran de baja calidad, los fragmentos de
PCR se clonaron utilizando el Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen) y los
insertos se secuenciaron con cebadores internos y externos del vector. Las
secuencias se obtuvieron a partir de los cromatogramas utilizando el programa

Staden (http://staden.sourceforge.net). El analisis de secuencias, incluyendo ds

(sustituciones sinénimas por sitio sindbnimo) y dy (sustituciones no sinénimas por sitio
no sinénimo), se obtuvo utilizando los programas MEGA

(http://www.megasoftware.net) y GeneDoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc).
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Adaptacion preliminar

Para poder comparar las propiedades evolutivas de los virus de ssRNA y ssDNA es
necesario trabajar con virus que, por lo demas, tengan caracteristicas similares.
Algunas propiedades que han de compartir son el tamafio genémico, la capacidad de
infectar el mismo hospedador y la posibilidad de adaptacion a las mismas condiciones
de laboratorio. De este modo, podremos afirmar con mayor seguridad que las
posibles diferencias entre virus de ssRNA y de ssDNA son debidas a su diferente
material genético y no a otros factores. Hemos elegido como especies modelo tres
bacteriéfagos de ssRNA (QB, SP y MS2) y tres de ssDNA ($X174, G4 y f1).

En primer lugar realizamos un experimento de adaptacién preliminar (con una Unica
linea por cada especie viral) a la cepa E. coli C IJ1862, creciendo los virus en medio
LB a 37C y 650 rpm. Los pases de evolucién se llevaron a cabo a altos tamafios
poblacionales (in6culo inicial de cada pase de 10° pfu) para favorecer asi la
adaptacion. Realizamos alrededor de 90 pases por cada especie viral, suficientes
para llegar a valores estables de eficacia. Puesto que la eficacia se mantuvo estable
alrededor de un valor maximo, asumimos que los virus se encuentran cerca de un
pico de alta eficacia de acuerdo con el concepto de paisaje adaptativo. Estos valores

de eficacia fueron los de referencia para cada virus (tabla 2).

A la vista de los resultados, podemos ver que cada especie viral presenta su propia
tasa maxima de crecimiento. Por ello, a la hora de hacer posteriores comparaciones,
la eficacia la vamos a expresar siempre relativa al correspondiente valor de
referencia. También se observa que, l6gicamente, los tiempos de incubacion una vez

los virus han sido adaptados varian entre especies.
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Tabla 2. Tasa de crecimiento y tiempos de incubacion de los virus adaptados a la cepa E. coli C cepa

1J1862 y usados como referencia para posteriores experimentos

Material genético Especie Tasa de crecimiento por hora(r) Tiempo de incubacién®
ssDNA X174 9.78 55 min
G4 7.37 1h 10 min
f1 4.07 2 h 05 min
ss(+)RNA QB 4.68 1 h 50 min
SP 2.64 2h 40 min
MS2 6.03 1 h 35 min

2 Tiempo necesario para incrementar el tamafio poblacional de 10°a 10° pfu/mL.

Acumulacién de mutaciones

A partir de los virus de alta eficacia que obtuvimos en el experimento preliminar de las
seis especies virales (0X174, G, f1, QB, SP, y MS2,), se muestrearon tres calvas por
cada especie y se usaron para iniciar linajes independientes de acumulacion de
mutaciones. Los sobrenadantes de los virus obtenidos a partir de las calvas de lisis
se sometieron a mutagénesis quimica con acido nitroso, posteriormente se ensayaron
en placa para aislar nuevas calvas de lisis, y se repitieron los pasos realizando pases
calva a calva en presencia de mutageno para incrementar el nimero de mutaciones
introducidas por unidad de tiempo. El &cido nitroso es un agente mutageno que va a
incrementar el numero de mutaciones introducidas en cada pase, por lo que el tiempo
necesario para llegar a disminuir la eficacia viral de forma drastica sera menor. Bajo
estas condiciones de crecimiento, en las que los cuellos de botella generados hacen
que la deriva genética prevalezca sobre la seleccidon (excepto para mutaciones

altamente deletéreas o letales), tedricamente la presién mutacional y la deriva van a
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Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en el experimento de acumulacién de mutaciones.

Material Numero de Eficacia Numero de Efecto en la eficacia
Especie®

genético pases relativa mutaciones por mutacioén®
ssDNA DOX174 60.3+3.0 0.235 + 0.004 16.0+ 3.0 —-0.051+ 0.008
G4 34.0+£11.7 0.313+£0.103 10.7+2.9 -0.072 £ 0.169
f1 457+9.9 0.342 +0.121 257+238 -0.027 £ 0.007
Media 46.7+5.9 0.297 + 0.049 17.4+26 -0.050 £ 0.015
ss(+)RNA QB 143+3.7 0.295 + 0.053 187+24 -0.040 £ 0.008
SP 7.0+21 0.205 + 0.089 15.0+2.3 -0.057 £ 0.014
MS2 7.3+03 0.313 +£ 0.081 15.0+1.0 —0.046+ 0.003
Media 9.6 +1.7 0.284 + 0.031 16.2+1.2 -0.047 £ 0.009

? Para cada virus, se presenta la media de los tres linajes independientes + SEM.
® Calculado sustrayendo uno de la eficacia relativa y dividiendo por el nUmero de mutaciones.

ser las unicas fuerzas evolutivas que van a conducir hacia la fijacién de las
mutaciones. Los pases se continuaron hasta que la pérdida de eficacia fue
significativa en cada uno de los linajes. Ademas, el nUmero de pases necesario para
disminuir la eficacia fue diferente para cada especie. Una vez obtenidos los linajes
de baja eficacia, en los que se espera que el numero de mutaciones acumulado sea
alto, se llevaron a cabo ensayos de crecimiento para obtener valores de eficacia. La
eficacia se calculé como cociente entre el valor obtenido en el ensayo de crecimiento
y el valor para el virus de referencia (eficacia relativa; tabla 3 y figura 7). Los virus de
ssRNA alcanzaron una eficacia relativa media de 0.284 + 0.031, y los de ssDNA

0.297 + 0.049. Para evaluar estadisticamente las diferencias entre estos dos grupos,
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usamos un modelo lineal univariante con dos factores: material genético (M, factor fijo
principal), y especie viral (E, factor aleatorio encajado dentro de M), mientras que los
linajes son las réplicas experimentales. De acuerdo con este modelo, el cambio en la
eficacia es homogéneo entre las seis especies (ANOVA encajado: P = 0.769) y no
detectamos diferencias entre los virus de ssRNA y ssDNA (ANOVA encajado: P =
0.605). Por tanto, todas las especies sufrieron pérdidas de eficacia similares. El
numero de pases necesario para llegar a una misma pérdida de eficacia es mucho
mayor en los virus de ssDNA (47 + 6) que en los de ssRNA (10 + 2; ANOVA
encajado: P = 0.010). Esto puede ser debido, en parte, a la menor tasa de mutacion

espontdnea de los virus de ssDNA, o también a una menor susceptibilidad al

mutageno.
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Figura 7. Eficacia relativa de los linajes de los virus ®X174, G4, f1, QB, SP y MS2 tras los pases de

acumulacién de mutaciones calva a calva.
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Para determinar las bases moleculares del proceso de pérdida de eficacia,
secuenciamos los seis linajes ancestrales adaptados de alta eficacia y los pases
finales de los 18 linajes evolucionados tras la acumulacién de mutaciones de baja
eficacia (numeros de acceso de GenBank GQ153912- GQ153935; figura 8, tabla
suplementaria 1). No detectamos ninguna zona caliente (hot spot) en el genoma de
ninguna especie que acumule un mayor numero de mutaciones, ni observamos
agrupacion de éstas por genes. Los virus de ssRNA y ssDNA acumularon de media
16 £+ 1y 17 + 3 sustituciones nucleotidicas respectivamente (ANOVA encajado: P =
0.802). Para calcular el efecto promedio por mutacion, dividimos la pérdida de
eficacia para cada linaje por el numero de mutaciones acumulado, y de nuevo no
detectamos diferencias entre ssRNA (-0.047 £ 0.009) y ssDNA (-0.050 £ 0.015;
ANOVA encajado: P = 0.870; tabla 3). Podemos decir por tanto que la robustez
mutacional es similar en los virus de ssRNA y ssDNA evaluados. Unicamente f1
parece ser ligeramente mas robusto que el resto de virus utilizados, puesto que
parece acumular un mayor nimero de mutaciones para una misma pérdida de
eficacia, aunque tras llevar a cabo un test post-hoc de Tukey para intentar determinar
agrupaciones, las seis especies forman un unico grupo coherente al nivel de
significacion del 5%. En ambos grupos, la proporcion de transiciones fue alta, aunque
mas marcada en los virus de ssDNA (94.9 % frente al 84.9%, test de Fisher: P =
0.004). Como el &cido nitroso induce la formacién de transiciones, esto sugiere que
en el caso de los virus de ssDNA la mayor parte de las mutaciones fueron debidas a
la accion del mutageno, mientras que en el caso de los virus de ssRNA la
contribucion de las mutaciones espontaneas fue superior. De hecho, hay que
recordar que el numero de pases necesarios para disminuir la eficacia fue 5 veces
superior en el caso de los virus de ssDNA, por lo que la exposicién al acido nitroso
fue mayor. Cabe destacar que la elevada cantidad de transiciones frente a
transversiones en los virus de DNA no resulta en una mayor fraccién de sustituciones
sindnimas (ANOVA encajado: P = 0.484) y que por tanto, las estimas de la accion de

la seleccidon no se ven sesgadas.
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Figura 8. Estructura gendmica de los virus ®X174, G4, f1 QB, SP y MS2 y localizacion de las sustituciones
nucleotidicas fijadas en los linajes de acumulacién de mutaciones. Las flechas indican la localizacién de
cada cistrén y los colores representan la categoria funcional (azul: replicacion, verde: ensamblaje, amarillo:
cubierta, rojo: lisis/extrusion, gris: otra/desconocida). Algunos genes son multifuncionales (varios colores).
La localizaciéon de cada mutacion fijada en el experimento de acumulacion de mutaciones estd marcada
como barras negras dentro de los rectangulos blancos, donde cada rectangulo representa un linaje viral
independiente. Los tres virus de DNA tienen el genoma circular pero se ha representado de forma lineal por
conveniencia. Los genomas de ®X174 y G4 estan presentados colinealmente para indicar su homologia.
Por convencién, la primera posicion del genoma de ®X174 se asigna al uUnico sitio Pst | (linea vertical
punteada).
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A la vista de los resultados, podemos concluir que no hay diferencias significativas en
robustez entre virus de ssRNA y ssDNA. Como se ha comentado, el virus que parece
ser capaz de tolerar mas mutaciones es f1, aunque las diferencias no son
significativas. Una posible explicacion seria que f1 es un virus con una capside
filamentosa y pocos genes solapados, en contra del resto de los virus que presentan
capsides icosaédricas y un mayor porcentaje de zonas solapantes, lo cudl hace
pensar que, o bien su menor grado de constriccion estructural, o su menor
compactacion gendémica (ambas caracteristicas van ligadas puesto que el genoma
tiene menos restricciones espaciales a la hora de ser empaquetado en una capside
filamentosa) le conferiria cierta robustez frente a la mutacion. De hecho, f1 fue el
primer sistema utilizado como vector de clonacion, lo cuadl demuestra su poca
restriccion espacial (Moir y col. 1982; Barany y Boeke 1983). Aun asi, seria necesario
realizar estudios mas exhaustivos para poder llegar a una conclusién, puesto que con
los resultados obtenidos en este experimento no podemos afirmar que f1 sea mas
robusto que el resto de los virus ensayados. En experimentos llevados a cabo en
nuestro laboratorio, utilizando las mismas condiciones experimentales que en la
presente tesis, se han construido 100 mutantes simples por mutagénesis dirigida de
este virus, y se ha visto que una quinta parte de las mutaciones al azar son letales.
Ademas, las mutaciones viables reducen la eficacia una media de un 11%, y las
mutaciones en zonas no codificantes tienen un efecto mayor (una media del 14%),

con lo que se confirma una elevada sensibilidad mutacional (Peris y col. 2010).

Un aspecto importante a remarcar en los experimentos de acumulacién de
mutaciones es que, aunque resultan interesantes para obtener los efectos
mutacionales promedio, quedan lejos de poder ser Utiles para determinar de forma
precisa la distribucion estadistica de los mismos. Ademas, en este tipo de ensayos,
todas aquellas mutaciones que sean letales no van a poder ser detectadas, ya que no
permiten la formacién de calvas de lisis y no van a ser muestreadas. Ademas, en los
pases calva a calva, donde se pretende que la deriva genética predomine y sea la
fuerza motriz que permita la fijacion de las mutaciones, los tamafos poblacionales
en las calvas de lisis son superiores a uno, por lo que un pequefio grado de seleccion

es inevitable. Esto implica que no solamente las mutaciones letales sino todas
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aquellas que sean fuertemente deletéreas van a escapar a la deteccion. Como

consecuencia, estos experimentos subestiman la intensidad de la seleccion.

Recuperacion de eficacia

A partir del experimento anterior de acumulacion de mutaciones, hemos utilizado los
tres clones finales de baja eficacia de cada una de las seis especies (®PX174, G4, f1,
QB, SP, y MS2,) para llevar a cabo 50 pases seriados de evolucion a altos tamafios
poblacionales en un ambiente constante (el mismo que en el experimento preliminar)
con el fin de recuperar la eficacia de las poblaciones, determinar las bases
moleculares del proceso, y detectar posibles diferencias entre virus de ssRNA y
ssDNA. Como los virus se han adaptado a las mismas condiciones que las descritas
en la fase preliminar, conocemos su eficacia maxima. Los virus de partida presentan
una elevada cantidad de mutaciones acumuladas, por lo que esperamos observar
reversiones o mutaciones compensatorias. Si se dan mutaciones compensatorias,
cabe la posibilidad de que las poblaciones no lleguen a los mismos picos adaptativos
que los determinados en la fase preliminar. Las estimas de tasas de crecimiento tras
cada pase usando los titulos iniciales y finales nos permiten obtener una visién global
del proceso de recuperacion de eficacia (figura 9). Tras los 50 pases, la mayoria de
los linajes llegaron a recuperar su eficacia (W = 1) fluctuando alrededor de ese
valor. Ademas, ninguno de ellos superé el valor de eficacia maxima obtenido en el
experimento preliminar de adaptacién, sugiriendo que, o bien existe un Unico pico

adaptativo, o bien existen varios pero con un valor similar de eficacia.

A la vista de la figura 9, un patrén general entre los virus de ssRNA es que la eficacia
incrementa rapidamente durante los primeros pases y luego oscila entorno valores
cercanos a la maxima eficacia. Este patrén es compartido por algunos linajes de los
virus de ssDNA, pero el incremento inicial se encuentra desplazado en el tiempo. En

ciertos casos, como en un linaje de ®X174 y otro de G4, la eficacia sigue siendo muy
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Figura 9. Trayectoria adaptativa de los linajes de las seis especies virales. La eficacia relativa al virus de
referencia adaptado en cada caso se muestra representado con una linea discontinua (W = 1). Las curvas
continuas, discontinuas y punteadas representan los linajes 1, 2 y 3 respectivamente. Las flechas verticales
indican dos marcas: W = 2 W, (donde W, es la eficacia relativa del clon fundador), y W = 1. Para reducir el
error, hemos considerado indicar la marca cuando al menos tres valores puntuales superan el valor. En

algunos casos, esto no ocurre tras los 50 pases y no se muestra la flecha.
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baja tras 20 pases de evolucion aunque luego aumenta. Por el contrario, los linajes
1y 2 de f1 no parecen llegar a adaptarse tras los 50 pases del
experimento. Una forma de cuantificar la tasa de adaptacion es calcular el numero de
pases necesarios para que cada linaje doble su eficacia inicial (W = 2W,), o bien
puede calcularse el numero de pases para llegar a adaptarse (W = 1). En el primer
caso, el numero mediano de pases requerido para doblar la eficacia inicial es de 10
para los virus de RNA y de 18 pases para los de DNA. En el caso de alcanzar la
eficacia maxima, son necesarios 37 pases para los virus de ssRNA y 48 para los de
ssDNA. Por tanto, los virus de ssRNA se adaptan entre 1.3 y 1.8 veces mas rapido
que los de ssDNA durante el experimento realizado. Cabe destacar que aquellos
linajes cuya eficacia inicial es mas elevada requieren un mayor nimero de pases para
llegar a doblar su eficacia (correlacion de Spearman: p = 0.718, P = 0.001, figura 10),
tal y como se espera por su menor distancia al 6ptimo, ya que el incremento de
eficacia que le pueden aportar las mutaciones beneficiosas es menor. La mayoria de
los linajes evolucionados presentan una progresiva deceleracién en la tasa de
adaptacion, y este hecho ya ha sido descrito previamente en virus y otros

microorganismos (Elena y Lenski 2003).

Seguidamente realizamos ensayos de crecimiento en los que se compararon
directamente los linajes del pase 50 con el virus de referencia. Los resultados no
muestran diferencias significativas entre los virus obtenidos tras la evolucién y el virus
de referencia, confirmando que se ha completado la recuperacién de eficacia (W = 1),
aunque existen tres excepciones: el linaje 1 del virus G4 (t-test: P = 0.046) y los
linajes 1 (P = 0.005) y 2 (P = 0.015) de f1. Puesto que los virus de ssDNA utilizados
presentan tasas de mutacion muy similares, la ineficiencia de f1 frente a ®X174 y G4
es inesperada. Si nos fijamos en el numero de mutaciones acumulado tras el
experimento anterior de acumulaciéon de mutaciones (tabla 3) vemos que, aunque no
se detectan diferencias significativas, el numero de mutaciones es mayor vy, el efecto
medio por mutacion es algo menor en f1. Esto implica que al iniciar la recuperacion
de eficacia, un mayor numero de mutaciones han de ser compensadas, y ademas,
se espera que cada una de las mutaciones compensatorias o reversiones sean

seleccionadas de forma menos intensa.
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Figura 10. Correlacién entre la eficacia inicial (W;) y el numero de pases necesario para duplicar la eficacia
inicial (W = 2W,). Los circulos representan los virus de ssDNA (rojo: ®X174; azul: G4; gris: f1), y los

triangulos los virus de ssRNA (amarillo: QB; rosa: SP; verde, MS2).

Para cuantificar la adaptacion en funcion del tiempo, calculamos la diferencia entre la
eficacia a un tiempo dado y la eficacia del clon fundador dividida por el nimero de
pases. Esto mostré que, a corto plazo, los virus de ssRNA tienden a adaptarse mas
rapido que los de ssDNA. Estas diferencias disminuyen gradualmente con el numero
de pases (figura 11). Por ejemplo, tras los cinco primeros pases, el incremento en la
eficacia media por pase fue de 0.042 + 0.008 en los virus de ssRNA y 0.010 + 0.008
en los de ssDNA (test de Mann Whitney: P = 0.006); mientras que en el pase 25,
estos valores fueron de 0.025 + 0.003 y 0.017 £ 0.004 respectivamente (test de Mann
Whitney: P = 0.190). Por tanto, podemos concluir que los virus de ssRNA se adaptan

significativamente mas rapido que los de ssDNA a corto plazo. La interpretacién mas
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sencilla de este fendmeno es que, conforme la poblaciéon se acerca a su 6ptimo
adaptativo, el numero de mutaciones beneficiosas disponibles o su efecto
disminuyen. El hecho de que los virus de ssRNA presenten una adaptabilidad
superior en los primeros pases es explicado, en parte, por sus elevadas tasas de
mutacién. Sin embargo, conforme las poblaciones se aproximan al pico adaptativo, la
ventaja de tener una mayor tasa de mutacion es menos acusada y, por otro lado,
tasas de mutacion elevadas pueden incrementar la carga genética y dificultar la

adaptacion.

0.10

0.08 —

0.06 —

0.04 —

Cambio en la eficacia relativa

0.02 —

0.00 T T T T

Numero de pases

Figura 11. Tasa de adaptacién acumulada en virus de RNA (circulos blancos) y DNA (circulos negros)
para cada pase. La tasa se ha calculado como la diferencia en la eficacia relativa con el clon fundador

dividido por el niUmero de pases. Las barras de error indican el error estandar de la media.



Resultados y Desarrollo Argumental

Para comparar a nivel molecular el proceso evolutivo en virus de ssRNA y ssDNA,
secuenciamos todos los genomas de los linajes evolucionados del pase 50 (numeros
de acceso de GenBank JF719726 - JF719743, figura 12, tabla suplementaria 2).
Como se ha comentado, la adaptacién se inici6 con clones de los linajes de
acumulacién de mutaciones del experimento anterior, por lo que podemos determinar
los cambios genéticos acontecidos durante el proceso de recuperacion de eficacia en
cada linaje. Los virus de ssRNA acumularon una media de 15 + 1 sustituciones
nucleotidicas por genoma durante los 50 pases, mientras que los virus de ssDNA
acumularon 4 + 1 mutaciones (test de Mann Whitney: P < 0.001). EIl patrén de
sustituciones aparece cualitativamente diferente en los dos grupos virales (tabla 4),
ya que en los virus de RNA el nimero de transiciones es menor que en los virus de
DNA (71.4 + 4.1 % frente al 93.5 + 4.3%, test de Mann Whitney: P = 0.010; figura
13). Recordemos que esto mismo sucedia en el experimento anterior de acumulacion

de mutaciones.

Tabla 4. Numero vy tipo de sustituciones fijadas tras 50 pases en los 18 linajes evolucionados. Los valores

dentro de cada celda corresponden a los linajes 1, 2 y 3 respectivamente.

Numero de % de
Material genético Especie ds por kb dy por kb
mutaciones transiciones

ssDNA DOX174 7,3,5 100, 100, 100  0.8,0.8,0.8 1.9,0.0,1.2
G4 4,1,3 100, 100, 100 0.7, 0.0, 0.0 0.6,0.3,0.9

f1 4,6,6 75,67, 100 0.6,1.8,0.6 0.5,0.5,1.2

Media 4.33+0.59 93.56 + 4.07 0.67 £0.17 0.79+0.18

ss(+)RNA QB 12,15, 23 67,73, 70 43,26,7.7 1.8,3.9,4.6
SP 14, 18,18 79,78, 56 25,5942 3.5,3.8,4.2

MS2 8,12, 17 100, 67, 59 3.2,22,54 1.3,4.0,4.4

Media 15.22 +1.38 72.11+£4.08 4.22 +£0.58 3.50 + 0.36
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Figura 12. Estructura gendmica de los virus ®X174, G4, f1 QB, SP y MS2; y localizacién de las
sustituciones nucleotidicas fijadas en los linajes de recuperaciéon de eficacia. Para detalles y leyenda ver
figura 8.
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Figura 13. Numero medio de transiciones (marrén) y transversiones (naranja) para los virus ®X174, G4, f1
QB, SP y MS2 tras los pases de acumulacion de mutaciones calva a calva. Las barras de error representan

el error estandar.

La seleccion positiva es un hecho en nuestro experimento, puesto que los virus
aumentan fuertemente su eficacia. Sin embargo dy y ds son similares (tabla 4),
sugiriendo que so6lo una pequefia proporcién de las sustituciones observadas
contribuyen de forma significativa a la adaptacion. Por otro lado, hay que reconocer
que la interpretacién de los valores de dy/ds puede ser complicada por la seleccion
actuando sobre mutaciones sindnimas, especialmente en los virus de ssRNA
(Kryazhimskiy y Plotkin 2008; Ngandu y col. 2008; Kryazhimskiy y col. 2008).
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Las sustituciones que ocurren de forma independiente en dos o mas linajes
(evolucion paralela) son fuertes candidatas a ser selectivamente ventajosas. En los
virus de RNA detectamos 8 sustituciones paralelas: A1335G (sinénima) en el gen de
la cubierta de MS2; U3581C (sinénima) y G4047 (Ala536Thr) en el gen de la
replicasa de SP; y cinco posiciones en Q3, C36U en 5’UTR, U143C (Phe29Leu) en el
gen de la maturasa, A1776G (GIn88Arg) y G2215A (Val292Met) en el gen “read-
through”, y G2350A (sindnima) en la replicasa. Ademas, vimos una reversion en el
gen “read-through” de QB (G3101U en el linaje 1 y U3101G en el linaje 2). Sin
embargo, en los virus de ssDNA no se detectd evolucién paralela y ni reversiones.
Este tipo de sustituciones se ha detectado previamente en otros virus tanto de RNA
como de DNA, tales como el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Cuevas y col.
2002; Remold y col. 2008), el virus del grabado del tabaco (TEV) (Agudelo-Romero y
col. 2008), el virus de la ruptura de la flor del Pelargonium (Rico y col. 2006), y los
bacteriéfagos MS2 (Betancourt 2009), ®X174 (Cunningham y col. 1997; Wichman y
col. 1999; Crill y col. 2000; Wichman y col. 2000), y T7 (Cunningham y col. 1997).
Ademas, las convergencias no se han detectado sélo en estudios de evolucion
experimental, sino también en aislados naturales, como por ejemplo en secuencias
de HIV-1 de diferentes pacientes tratados con el mismo antiviral (Martinez-Picado y
col. 2000). El hecho de que no hayamos detectado evolucién paralela en los virus de
ssDNA puede ser explicado por el escaso numero de cambios totales fijados. En el
caso de los virus de ssRNA observamos 8 eventos de evolucion paralela para un total
de 137 cambios, mientras que en el caso de los virus de ssDNA el numero total de
cambios es de 39, por lo que esperamos solo 2 posiciones convergentes asumiendo

que la probabilidad sea la misma en los diferentes virus.

Para concluir este apartado, remarcar que mientras que las diferencias en tasas de
mutacién entre virus de ssRNA y ssDNA son del orden de 100 veces (Sanjuan y col.
2010), esta diferencia pasa a ser de menos de 5 veces tanto en términos de
adaptacion como de sustitucion nucleotidica. Una posible explicacién es que, aunque
todos los linajes han sido evolucionados el mismo niumero de pases, el nimero de
generaciones en cada especie podria ser diferente. Aunque no se conoce el tamafo

de progenie por célula (B) para todos los virus estudiados, en general el de los virus
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de RNA es mayor que el de los de DNA. Por ejemplo, en MS2 es de B = 400
particulas infecciosas por célula, mientras que en ®X174 de B =180 (de Paepe y
Taddei 2006). Por tanto, el numero de generaciones o numero de ciclos de infeccion
celular por pase necesario para alcanzar un titulo final semejante debe ser superior
en el caso de los virus de ssDNA. Al haber mas generaciones por pase, daria la
impresion de que evolucionan mas rapido de lo que realmente lo hacen. Para tratar
de cuantificar este posible problema, usamos la siguiente ecuacion de crecimiento
N; = N, B%, donde g el niumero de generaciones. Si N; = 10° y Np = 10° tanto para MS2
como para ®X174, despejando obtenemos g = 1.5 en el caso de MS2y g = 1.7 en el
caso de ®X174. Este problema es mas complicado de cuantificar en el caso de f1,
puesto que no produce lisis completa y no se producen tamafos de progenie
discretos que podamos asociar a generaciones. En todo caso, viendo el conjunto de
los resultados, las diferencias en el nimero de generaciones transcurridas no son
suficientes para explicar porqué una diferencia de 100 veces en las tasas de
mutacioén se traduce en diferencias de 5 0 menos veces en términos de adaptacién o

evolucion molecular.

Recientemente se ha demostrado que las tasas de mutacion estan directamente
relacionadas con las tasas de evolucién, ya que aquellos organismos que presentan
tasas de mutacion mayores como los virus de RNA o de ssDNA, evolucionan mas
rapido que los organismos de dsDNA; y que en general, los virus de cadena sencilla
presentan tasas de evolucién superiores a las de los virus de doble cadena, sin tener
en cuenta si el genoma es de RNA o DNA (Sanjudn 2012). Los resultados
observados son pues consistentes con el punto de vista clasico de que las altas tasas
de mutacién de los virus de RNA les permiten adaptarse mas rapido a nuevos
ambientes o a condiciones fluctuantes (Holland y col. 1982; Wain-Hobson 1993;
Domingo 2006), pero parece que las tasas de evolucién y adaptacion no dependen
linealmente de la tasa de mutacién. Es posible que la carga genética producida por
las mutaciones deletéreas imponga un freno a la evolucion, tanto mayor cuanto
mayor sea la tasa de mutacién y cuanto mas cerca esté la poblacién de un pico
adaptativo.
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Distribucion de efectos mutacionales

Mutaciones aleatorias

Para comparar la accion de la seleccion en virus de ssRNA y ssDNA de forma mas
precisa, es posible determinar la distribucion de efectos de mutaciones puntuales
mediante la construccion de mutantes con sustituciones de un unico nucledétido por
mutagénesis dirigida y la posterior determinacion de los efectos que presentan sobre
la eficacia. Hemos construido mutantes simples de un virus de ssRNA y de un virus
de ssDNA introduciendo 45 mutaciones en el fago ®X174 (tabla suplementaria 3) y
42 en QP (tabla suplementaria 4). Observamos que 9 mutaciones son letales en el
caso de ®X174 y 12 en Qp, dando una fracciéon de letales de p, = 0.20 y p, = 0.29
respectivamente, no habiendo diferencias significativas entre las dos proporciones
(test de Fisher: P = 0.454). De las mutaciones letales, todas las encontradas en
®X174 producen cambios aminoacidicos, mientras que en el caso de Qf, una

mutacién sindnima (U2379A) y una intergénica (G1329A) producen letalidad.

Tras recuperar virus por transfeccion, y comprobado mediante secuenciacion que la
mutacién ha sido introducida, llevamos a cabo ensayos de crecimiento para
determinar el efecto de las mutaciones sobre la eficacia, realizando en paralelo
ensayos con el clon de referencia para obtener la distribucion de efectos
mutacionales. Las tasas de crecimiento se calcularon también para “mutagénesis
control”, en las que no se introdujo cambio alguno con el fin de obtener el error del
método en términos de efecto medio y varianza. Las medias y varianzas obtenidas
para la colecciéon de mutantes fueron corregidas sustrayendo la media y la varianza

de los controles. Tras esta correccion, determinamos que en QB el coeficiente de

seleccion promedio es de s = -0.359 incluyendo todos los mutantes (letales y
viables) con una varianza de V(s) = 0.181. Para las mutaciones viables, § =-0.103y
V(s,) = 0.018. En el caso de ®X174, el coeficiente de seleccion promedio es de S =
-0.301, V(s) = 0.162, Q =-0.126 y V(s,) = 0.047 (tabla 5). Para evaluar diferencias

en la eficacia media para mutaciones viables, utilizamos un modelo lineal univariante
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Tabla 5. Resultados obtenidos en el experimento de mutagénesis dirigida en los bacteriéfagos ®X174 y

QB.
OX174 Qp
N 45 42
P 0.20 0.29
s -0.301 -0.359
V(s) 0.162 0.181
s, ~0.126 ~0.103
V(s) 0.047 0.018
Sa ~0.195/-0.176 ~0.152/ -0.121
V(sq) 0.031/0.038 0.024 /0.033
Pa 0.52/0.57 0.45/0.57
P 0.23/0.28 0.14/0.26

N: numero de mutantes obtenidos por mutagénesis dirigida.
P, Pa, Pn: fraccion de letales, deletéreos y neutrales, respectivamente.

S : coeficiente de seleccion promedio.
V(s): varianza de los efectos mutacionales. Los subindices vy d se refieren a todas las mutaciones viables
y a las deletéreas (no letales), respectivamente.

P § . V(s), S, .y V(s,) obtenidos directamente de los datos.

Sq Y V(sq) estimados por regresion no lineal a partir de los valores negativos de s y usados para inferir py y
pn (se presentan los intervalos de confianza al 95% en estos casos).

con tres factores: especie viral (E, factor fijo principal), tipo de ensayo (M,
mutagénesis dirigida o control, factor fijo encajado dentro de E), y calva (C, cada una
de los mutantes o control, factor aleatorio encajado dentro de M). En este caso, cada
determinacion experimental la expresamos como s; = y + E; + M + Cy + €3, donde

es la gran media, M; es positivo para los ensayos de mutagénesis y negativo para los
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ensayos control, y € es el error. Tras el analisis no detectamos diferencias
significativas entre los dos virus (P = 0.633). Tampoco se observaron diferencias en
un test de Mann-Whitney usando todas las mutaciones (P = 0.336). La correccion
previamente comentada usando los controles implica que nuestras inferencias de
medias y varianzas estan relativamente libres de error experimental y sesgo debidos
a la presencia de mutaciones adicionales o a cambios en las condiciones de ensayo,
aunque es posible que los valores de eficacia de algunos mutantes individuales sean

alterados por la presencia de mutaciones adicionales.

Atendiendo a la figura 14, la distribucion de efectos mutacionales es similar en QB y
en O©X174, y ademas es altamente asimétrica, con sustituciones deletéreas de
pequefo efecto mas abundantes que las de gran efecto, una propiedad compartida
practicamente todos los sistemas modelo estudiados (Eyre-Walker y Keightley 2007).
Si nos fijamos en las mutaciones viables con valores negativos de s, podemos llevar
a cabo una regresion no lineal entre s y su probabilidad acumulada para caracterizar
la forma de la distribucién. En QpB, una distribucion Gamma con una media de la
accion de la seleccidon en contra de las mutaciones deletéreas de s; =-0.136 + 0.008,
refleja los datos de forma satisfactoria (R* = 0. 975). En el caso de ®X174, los datos
se describen mejor con un modelo exponencial (R2 = 0.989), con un valor esperado
de sy =-0.186 £ 0.005. Los mutantes con valores positivos de s no han sido utilizados
para estas inferencias, lo que implica que son considerados como neutrales o
beneficiosos, aunque clasificar las mutaciones como neutrales o deletéreas es
problematico, ya que la diferencia entre una mutacion deletérea de efecto infinitesimal
y una mutacioén neutral es dependiente del tamafo poblacional efectivo y, en el limite,

meramente formal.

Los resultados corroboran la conclusion obtenida en el experimento de acumulacién
de mutaciones de que los valores de robustez en virus de ssRNA y ssDNA son
similares, y que el hecho de presentar un &cido nucleico u otro no va a ser
determinante en la robustez mutacional. Tampoco difieren en la fracciéon de
mutaciones letales, por lo que son igualmente sensibles también en este aspecto. El

fuerte paralelismo entre virus tan diferentes es debido, probablemente, a sus
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pequefios genomas con pocas regiones no codificantes, muchas proteinas
multifuncionales, y poca redundancia genética (Elena y col. 2006; Belshaw y col.
2008). Por tanto, las diferencias encontradas entre ®X174 y QB no son significativas,
y el hecho de que en ®X174 los efectos deletéreos (sin tener en cuenta las
mutaciones letales) siga una distribucion exponencial y QB se desvie ligeramente del
modelo, es probablemente debido a que hay mayor cantidad de mutaciones
medianamente deletéreas y pocas con efectos fuertemente deletéreos, aunque la

fraccion de letales sea superior en Q.

OX174 ] QB

Frecuencia

0.0 _| |_| 0.0 T T T T T

-1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 -1.0 -0.8 -0.6 0.4 0.2 0.0
Coeficiente de seleccion, s
Figura 14. Distribucion de los efectos mutacionales causados por sustituciones nucleotidicas simples en
los virus ®X174 y QB. Se han obtenido 45 y 42 mutaciones simples, respectivamente, por mutagénesis

dirigida. Se han realizado ensayos de eficacia para obtener la eficacia relativa y calcular los efectos

relativos de cada mutante.

Mutaciones sin6bnimas

Las mutaciones sindnimas son aquellas que no producen un cambio del aminoacido

codificado. Por ello, podria pensarse que no van a ser mutaciones que vayan a
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afectar a la eficacia. Sin embargo, algunas sustituciones sinébnimas pueden ser diana
de la seleccién directamente a nivel del RNA o del DNA. Por tanto, la seleccién si
puede actuar sobre sustituciones sinénimas, y esto debe ser mas relevante en virus
con genomas altamente compactos debido a que sus propias secuencias codificantes
pueden verse envueltas en procesos tales como regulacién génica, trafico celular, o
en la encapsidacion (Novella 2003). Por ejemplo, algunas estructuras secundarias
adoptadas por los genomas de los virus de RNA se encuentran bajo fuerte presion
selectiva porque regulan la traduccion (Olsthoorn y van Duin 1996; Watts y col. 2009;
Groeneveld y col. 1995; Klovins y col. 1997), controlan el inicio de la replicacion

(Klovins y col. 1998), o son dianas para RNasas celulares (Klovins y col. 1997).

Para poder determinar los efectos que producen este tipo de mutaciones,
construimos de nuevo mutantes simples por mutagénesis dirigida en QB y ®X174,
pero en este caso con sustituciones sindnimas al azar, y obtuvimos sus valores de
eficacia. Creamos 26 mutantes simples sindnimos para ®X174 (tabla suplementaria
5) y 27 para Q (tabla suplementaria 6), todos ellos viables. En el caso de ®X174, las
mutaciones tienen un efecto medio de +0.005, con una varianza de 0.001, y sélo una
mutacion de las 26 es significativamente deletérea (A955G en la secuencia
GQ153915, s = -0.076 + 0.049). Para Qp, la media de efectos en la eficacia es de
-0.030 con una varianza de -0.004, y cinco de las 27 mutaciones son
significativamente deletéreas. Estas cinco se encuentran todas en el gen de la
maturasa: C628U (s = -0.087 + 0.007), C1048U (s = -0.056 + 0.005), C1118A (s = -
0.178 + 0.080), U1186G (s = -0.040 = 0.009), y C1303A (s = -0.202 + 0.028),
refiiéndonos a las posiciones segun el numero de acceso de GenBank GQ153931.
Estas mutaciones deletéreas fueron re-evaluadas con los controles apropiados para
asegurarnos que el efecto observado no era debido a cambios adicionales en el
genoma, como se ha descrito en el apartado anterior. Por tanto, las mutaciones
sindnimas son mas frecuentemente deletéreas en QB que en ®X174, aunque algunos
de los mutantes ensayados podrian ser no neutrales pero con un efecto tan pequefio
que impediria su deteccion con la metodologia utilizada. Comparando directamente
los valores s promedio en ssRNA y ssDNA, confirmamos que los efectos de las

mutaciones sindnimas en virus de ssRNA son superiores a los de ssDNA (test de
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Mann-Whitney: P = 0.006). No se puede descartar que, en algunos casos, algunas
mutaciones compensatorias puedan haberse fijado durante los ensayos de eficacia,
llevando a una subestima de s, pero en todo caso esto deberia ocurrir mas
frecuentemente en QB debido a su mayor tasa de mutacién y no alteraria pues

nuestra conclusion.

Tasas 6ptimas de mutacion

La tasa de mutacion que maximiza la adaptacion a nuevos ambientes (U,y) puede
predecirse bajo ciertas asunciones simples, como la ausencia de hitch-hiking genético
y recombinacion (Orr 2000), o bajo un modelo de efectos constantes sobre la eficacia
(Johnson y Barton 2002). De acuerdo con el modelo de Orr (Orr 2000), Uyt = Sh,
donde sy es la media armoénica del coeficiente de seleccién en contra de las
mutaciones deletéreas. Por tanto, usando los valores obtenidos previamente
mediante mutagénesis dirigida en QB y ®X174, podemos comparar las tasas de
mutacién espontanea con sus optimos tedricos (figura 15). La tasa de mutacion
observada en QB es 0.5-1.0 s/g/c (datos no publicados obtenidos en nuestro
laboratorio), mientras que su 6ptimo es de 0.20-0.31 s/g/c, calculado como la media
armonica de los coeficientes de seleccion en contra de las mutaciones deletéreas a
partir de nuestra coleccion de mutantes simples por lo que este virus parece tener
una tasa similar o ligeramente superior a la de su valor 6ptimo. En el caso de ®X174,
el valor estimado en el laboratorio es de 0.005-0.007 s/g/c (Raney y col. 2004;
Cuevas y col. 2009a), mientras que su valor 6ptimo seria 0.08-0.13 s/g/c, por lo que
presentaria una tasa de mutacion subodptima. Es importante destacar que, aunque
U,y representa la tasa optima a la que los organismos van a adaptarse a unas
nuevas condiciones, sélo sera asi si el valor de eficacia en el que se encuentra la
poblacion esta lejos del maximo, ya que a medida que la poblacion se acerca al

optimo de eficacia, una menor tasa de mutacién sera favorecida, llegando al extremo
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de, si la poblacién se encuentra totalmente adaptada, valores de tasa de mutacion de
cero seran los 6ptimos, puesto que cualquier mutacion va a ser deletérea (o neutra).
De este modo, el calculo de tasas de mutaciéon 6ptima ha de hacerse teniendo en

cuenta esta asuncion.
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Figura 15. Distribucion de la tasa de adaptacion en funcién de la tasa de mutacion (s/g/c) para ®X174 y

Q. Indicada en unidades arbitrarias, calculada segln el modelo de Orr k = 2NUpbsHe-”/SH

, donde k es la
tasa de adaptacion, N el tamafio poblacional, U la tasa de mutacién, p, la proporciéon de mutaciones
beneficiosas, y sy la media armoénica del coeficiente de seleccién en contra de las mutaciones deletéreas
(sy 0.08 para ®X174 y 0.20 para QB) (Orr 2000) Los puntos rojos corresponden a las tasas 6ptimas de

mutacion, mientras que los puntos negros a las tasas de mutacién obtenidas en el laboratorio.

Mutagénesis quimica en un virus de DNA de cadena sencilla

Como se ha comentado en el apartado anterior, parece que ®X174 se encuentra por
debajo de su tasa optima de mutaciéon. Para poder comprobar empiricamente esta
prediccion, se ha evolucionado el virus en presencia de un agente mutageno que
incremente su tasa de mutacién y se ha determinado cémo afecta este tratamiento a

la adaptacion viral. Para ello, hemos llevado a cabo 50 pases de evolucién para
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adaptar una poblacion de baja eficacia a la cepa IJ1862, en presencia de diferentes
dosis de 5-FU. Se escogieron cuatro tratamientos distintos: control en ausencia de

mutageno, 2 ng/uL, 5 ng/uL y 10 ng/uL de 5-FU (cinco réplicas por tratamiento).

El primer paso es determinar si el 5-FU induce mutaciones en el genoma de ®X174,
para lo cual se ha obtenido la frecuencia de mutacion en los pases 5, 10, 20, 35, y 50
(figura 16) mediante ensayos en placa de los virus en el hospedador no permisivo
gro89, donde sélo podran formar calvas aquellos virus que presenten ciertas
mutaciones en la regién N-terminal de la proteina A (leucina en la posicion 77;
treonina, valina o prolina en la 80; y alanina, glicina o valina en la 82). En los primeros
pases, los controles presentan alrededor de (6.12 + 6.01) x 10 mutantes, y los
linajes evolucionados a 10 ng/pL de 5-FU alrededor de (5.75 + 3.09) x 10™° mutantes,
por lo que existen diferencias de un orden de magnitud entre ellos, aunque cabe
destacar que la varianza de los valores es muy grande. Por tanto, a alta dosis de 5-
FU se estd incrementando la frecuencia de mutacién en un orden de magnitud (con lo
que esperamos acercarnos a los valores optimos de mutacion), aunque a dosis
menores (5 ng/uL o menos) se induce un nivel bajo o nulo de mutaciones. En los
ultimos pases, la frecuencia de mutacion disminuye hasta 2.98 x 10+ 2.02 x 108 en
los linajes control, y llegando hasta cero en los evolucionados a la maxima dosis de
mutageno. Con estos resultados, podemos asumir que el 5-FU aumenta de forma
significativa la tasa de mutacion del virus, (ANOVA: P = 0.005), aunque el descenso
de la frecuencia de mutantes observado en los ultimos pases es significativo
(ANOVA: P = 0.004).

El presente experimento se inicid partiendo del mismo clon viral de baja eficacia del
experimento de acumulacién de mutaciones (el linaje 2 de ®X174 utilizado
posteriormente para los experimentos de recuperacion de eficacia), a partir del cual
se han obtenido los distintos linajes. Los tiempos de recogida se ajustaron en cada
linaje segun el titulo inicial y final, calculando para cada pase las tasas de crecimiento
segun su tratamiento. Tras los 50 pases, todos los linajes parecen estar adaptados a
sus condiciones, ya que en al menos los ultimos 20 pases de la evolucion, los valores

de eficacia se mantienen estables (datos no mostrados). El valor medio final de
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Figura 16. Frecuencia media de mutacion para los linajes evolucionados en presencia de 0, 2, 5y 10 ng/ul

de 5-FU, plaqueados en E. coli gro89 en los pases 5, 10, 20, 35 y 50 en todos los tratamientos.
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eficacia obtenido en presencia de la dosis de 5-FU a la que se llevé a cabo la
evolucién fue de 1.139 + 0.025 para los linajes control, 1.253 + 0.022 para los linajes
evolucionados a 2 ng/uL, 1.491 + 0.036 a 5 ng/uL, y 1.931 + 0.062 para los linajes a
10 ng/puL. Para todas las dosis utilizadas, la eficacia media de los linajes
evolucionados medida en su propio fratamiento es significativamente superior al
ancestro, lo que nos indica que todos se han adaptado a las condiciones impuestas
durante los 50 pases de evolucion (t-test: P < 0.007). Ademas, existe una correlacion
positiva entre la concentracion de 5-FU y la adaptacién (correlacion de Pearson: r =
0.966, P < 0.001). En ensayos similares en los que todos los linajes evolucionados en
los diferentes tratamientos los llevamos acabo en ausencia de mutdgeno, hemos
obtenido resultados igualmente significativos para los linajes evolucionados en
presencia de 2 ng/uL y 5 ng/uL (1.169 + 0.015 y 1.214 + 0.011 respectivamente; t-
test: P = 0.002 y P < 0.001). Sin embargo, en los linajes evolucionados en 10 ng/uL
de 5-FU no se observan diferencias de eficacia con el ancestro al crecerlos en
ausencia de la droga (1.015 £ 0.025; t-test: P = 0.963), por lo que podemos concluir
que el bacteriéfago se ha adaptado de forma dependiente de la dosis (figura 17). Los
resultados obtenidos no parecen indicar que el incremento de la tasa de mutacién de
®X174 produzca un beneficio al virus en términos de adaptabilidad al hospedador,
aunque por otra parte, los virus podrian haberse adaptado especificamente al

mutageno o a los cambios fisiolégicos celulares debidos a la presencia del 5-FU.
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Figura 17. Eficacia relativa de los linajes en ausencia y presencia de 5-FU. a) Eficacia relativa para los
linajes evolucionados a 0, 2, 5 y 10 ng/ul en ausencia de mutageno. b) Eficacia relativa para los linajes
evolucionados a 0, 2, 5y 10 ng/ul en presencia de su propio tratamiento. Los circulos representan los 5

linajes para cada tratamiento (cada circulo es una media de las tres réplicas de las competencias).
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Como se ha comentado, tras los pases de evolucion se observa una adaptacion
especifica en los linajes evolucionados a altas dosis de 5-FU. Para determinar las
bases moleculares de esta adaptacién, se han secuenciado los linajes evolucionados
a concentracion de 10 ng/uL y se ha obtenido la secuencia consenso para cada uno
de los cinco linajes evolucionados a alta dosis. Tal y como se observa en la figura 18,
se han fijado entre 2 y 6 mutaciones por linaje, la mayoria de las cuales en las
proteinas A y A*, implicadas en la sintesis de las cadenas virales y en inhibir la
sintesis de DNA del hospedador. En este caso, todas las mutaciones excepto una
son sinonimas. El resto de mutaciones se encuentran en proteinas relacionadas con
morfogénesis y formacion de la capside, y todas ellas son no sindnimas. Ademas, se
han detectado dos mutaciones en regiones intergénicas, en las posiciones 972 y 981,
que forman parte de la misma estructura secundaria. De todas las mutaciones
descritas, seis de ellas presentan evolucion paralela, es decir, convergen en al menos
dos de los linajes evolucionados a altas dosis de 5-FU. Son las posiciones 572, 781,
972, 981, 1247 y 3166, sugiriendo que son beneficiosas para el crecimiento del virus
en presencia del mutageno. Hemos secuenciado estas posiciones en los linajes
evolucionados en ausencia de 5-FU para determinar la presencia o ausencia de cada
una, y determinar si son adaptaciones al mutageno o al hospedador. Sélo una de
ellas, la posicién integénica 981, esta presente en los linajes control, de lo cual se
deduce que las otras cinco posiciones parecen estar relacionadas directamente con
la adaptacion al 5-FU, aunque como se ha comentado, la posicion 972 esta
relacionada con la 981 ya que pueden aparear estabilizando la estructura secundaria

de esa region.

Para determinar los efectos en la eficacia de las mutaciones convergentes y
demostrar si son beneficiosas para el crecimiento del virus en presencia de 5-FU,
hemos creado una serie de mutantes por mutagénesis dirigida. Para ello, al clon
fundandor le hemos introducido las mutaciones convergentes (mutantes directos) y a
los linajes evolucionados a 10 ng/uL de 5-FU les hemos revertido las mutaciones
convergentes, introduciendo en su lugar el nucleétido ancestral (revertientes).
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Figura 18. Sustituciones nucleotidicas observadas en la secuencia consenso de los 5 linajes
evolucionados a 10 ng/ul de 5-FU. Esta representado el tipo y la posicion genémica de cada sustitucion.
Para las sustituciones no sinénimas, la posicion aminoacidica y el cambio estan indicados. Las posiciones
donde no se indican los genes corresponden a regiones no codificantes. Los genes A y A* solapan y se
encuentran en la misma pauta de lectura, mientras que el gen K solapa con la parte final pero en distinta

pauta. Los genes D y E también solapan en distinta pauta.

En total, hemos obtenido 16 clones con sustituciones simples: 4 directos y los 12
posibles revertientes. Hemos ensayado los 16 mutantes junto con el clon fundador de
baja eficacia y con los cinco linajes evolucionados en presencia de 10 ng/ul de 5-FU
para determinar la eficacia relativa de cada uno de ellos (tabla 6). Se observa que de
forma general los mutantes directos son mas eficaces que el clon fundador. Los
revertientes, aun siendo mas eficaces que el clon fundador y los mutantes directos,
presentan una eficacia menor que los linajes evolucionados en presenia de 5-FU.

Concretamente, la mutacion T572C esta asociada a un incremento significativo de
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eficacia (ANOVA: P = 0.001). Su adicién al clon ancestral le incrementa un 69% la
eficacia al crecer en presencia de 10 ng/pl de 5-FU (W = 1.693 £ 0.092), mientras que
la reversioén en los clones evolucionados disminuyen la eficacia tanto en el linaje 4 (de
2.930 + 0.296 a 2.526 + 0.486) como en el linaje 5 (de 3.308 + 0.191 a 1.883 *
0.219). Para el resto de las mutaciones, los efectos son menos significativos, A781G
(ANOVA: P =0.044), A1247G (ANOVA: P = 0.041) y C3166T (ANOVA: P = 0.089).

Tabla 6. Eficacia relativa de la coleccion de mutantes tras la evoluciéon en presencia de 5-FU, para la
introduccion de las mutaciones convergentes en el clon ancestral y para la reversion de las mutaciones

convergentes en los virus evolucionados.

) . . Eficacia relativa Eficacia relativa
Eficacia relativa

Fondo genético inicial Mutacion tras introd.t’xcir la tras reve.rgir la
mutacioén mutacioén
Clon fundador 1.166 + 0.096 572 1.973 £ 0.088
781 1.909 £ 0.193
972 1.424 + 0.251
1247 1.034 £ 0.008
3166 1.144 £ 0.506
10.1 3.483 +0.285 781 2.771 £ 0.552
1247 2.757 + 0.567
10.2 4.237 £0.513 781 3.928 + 0.567
972 1.611 £ 0.228
1247 4.025 +0.329
3166 3.311 £ 0.190
10.3 4.688 + 0.396 1247 3.455 + 0.485
10.4 3.415+0.281 572 2.945 + 0.462
972 3.745 £ 0.264
3166 2.834 +0.158

10.5 3.856 + 0.181 572 2.195 +0.209
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El hecho de que nuestras poblaciones se hayan adaptado a la presencia del
mutageno y no al hospedador dificulta cualquier conclusion acerca de si la tasa de
mutacién del virus estd o no cerca de su 6ptimo. Sin embargo, hemos conseguido
adaptar un virus de ssDNA a condiciones mutagénicas, algo que se ha descrito en
varias ocasiones en virus de RNA (Sierra y col. 2000; Crotty y col. 2001; Anderson y
col. 2004; Domingo y col. 2005; Graci y col. 2008; Arribas y col. 2011) pero no en
virus de DNA. Existe un precedente en el que se evolucion6 el fago T7 en
condiciones de alta mutagénesis con el fin de causar la extincion de la poblacién por
mutagénesis letal, pero no se pudo demostrar adaptaciéon al mutageno (Springman y
col. 2009).

Discusion general

Los bacteriéfagos son excelentes herramientas para estudiar aspectos fundamentales
de la evolucion, ya que pueden estudiarse de manera sencilla en el contexto de sus
hospedadores naturales (Sanjuan y Domingo-Calap 2011). Junto a otros tipos de
virus, representan poblaciones en las que podemos ser capaces de medir parametros
evolutivos, asi como comprobar y plantear hipotesis evolutivas, ya que acumulan
diversidad genética a una escala temporal observable por nosotros (Drummond y col.
2003).

Los eucariotas presentan genomas con una gran cantidad de regiones no
codificantes y un elevado grado de redundancia que hacen que las mutaciones
puntuales tengan un pequefio efecto sobre la eficacia (Crow y Wagner 2006; Qian y
col. 2010). Sin embargo, los virus presentan generalmente pequefios genomas muy
compactos, con pocas zonas intergénicas y genes solapantes, lo que les impone
fuertes constricciones funcionales y explica por qué muchas mutaciones no son

toleradas. La comparacion directa entre virus de RNA y DNA para intentar detectar
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diferencias en sus propiedades evolutivas desde un punto de vista experimental

puede ayudarnos a comprender aspectos generales de su evolucion en la naturaleza.

Como se ha comentado, los virus de RNA presentan tasas de mutacion superiores
que los organismos basados en DNA (Drake y col. 1998; Drake y Holland 1999;
Sniegowski y col. 2000; Sanjuan y col. 2010), sobretodo debido a la ausencia de
mecanismos de correccion de errores. Generalmente, suele admitirse que los virus de
RNA evolucionan mas rapido (Holland y col. 1982), pero recientemente se ha visto
que ciertos virus de DNA evolucionan a tasas similares a las de los virus de RNA en
la naturaleza (Duffy y col. 2008), aunque esto no ha sido testado experimentalmente
hasta ahora. Por ejemplo, el parvovirus canino y el virus de la panleucopenia felina
presentan unas tasas estimadas de sustitucion de alrededor de 10™ substituciones
por sitio por afio (Shackelton y col. 2005), dentro del rango de las estimas para los
virus de RNA de 107 a 107 sustituciones nucleotidicas por sitio y afio (Jenkins y col.
2002; Hanada y col. 2004). Estimas similares se han determinado para otros virus de
ssDNA como el parvovirus humano B19 (Shackelton y Holmes 2006), el circovirus
SEN-V (Umemura y col. 2002) y el virus del rizado amarillo del tomate (Duffy y
Holmes 2008).

Para comparar las propiedades evolutivas de los virus de ssRNA y de ssDNA hemos
utilizado seis especies de pequefio tamafio gendmico. Lo primero que hemos
intentado responder es si la capacidad de tolerar mutaciones en los virus difiere en
ambos grupos. Mediante un experimento de acumulacion de mutaciones en
presencia de acido nitroso, donde se generaron mutaciones de forma aleatoria en los
genomas gracias a los fuertes cuellos de botella y a la presencia del mutageno,
pudimos disminuir la eficacia de todos los virus. La combinacion de cuellos de botella
y mutagénesis se ha demostrado como la via mas eficiente de conseguir extincion
viral (Sierra y col. 2000), y hemos prolongando los pases hasta que los virus han
experimentado la maxima pérdida de eficacia compatible con su manejo en nuestras
condiciones de laboratorio (alrededor del 70% de pérdida). El siguiente paso fue
caracterizar las bases moleculares para comparar el nimero de mutaciones

acumulado en las distintas especies y determinar posibles diferencias significativas
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entre virus de ssRNA y ssDNA. Tras el analisis de las secuencias, hemos visto que
para una misma pérdida de eficacia, todos los virus acumulan un numero de
mutaciones semejante, indicando que el efecto medio de las mutaciones es parecido
en virus de ssRNA y de ssDNA. Este resultado contrasta con las grandes diferencias
que existen entre estos dos grupos a otros niveles como, por ejemplo, en términos de
tasas de mutacién o mecanismos replicativos y de expresion génica. Esto también
queda patente tras el experimento de mutagénesis dirigida, donde mediante la
introduccion de mutaciones puntuales en el genoma de un virus de ssRNA y uno de
ssDNA, hemos visto que tanto el efecto como la distribucién de las mutaciones no
difieren de forma significativa. Como hemos llevado a cabo ambos experimentos con
los mismos virus, mismo hospedador, y mismas condiciones de crecimiento, parece
adecuado comparar los dos métodos. El calculo de los efectos mutacionales se
desvia segun el método empleado, lo cual puede ser debido a varias razones
(experimento de acumulacion de mutaciones: spya = -0.050, sgna = -0.047;
experimento de coleccion de mutantes simples: Sexs74 = -0.301, sgg = -0.359). En
primer lugar, en los experimentos de acumulacién de mutaciones por pases calva-
calva no es posible detectar mutaciones letales o altamente deletéreas, lo cual tiene
como consecuencia una subestima de la intensidad de la seleccion en estos casos.
En segundo lugar, en virus de RNA, las mutaciones tienden a tener menos efectos
conforme se acumulan en los genomas (epistasia antagonista), aunque se piensa que
debe ocurrir lo mismo en virus de DNA de pequefio tamafio genémico (Burch y Chao
2004; Sanjuan y col. 2004a; Sanjuan y col. 2010). Por tanto, los experimentos de
acumulaciéon de mutaciones tenderian a subestimar el efecto individual de cada
mutacién. Por ello, no es posible comparar directamente los efectos mutacionales
obtenidos en los dos tipos de experimento, aunque de todos modos, en ambos casos
se concluye que las diferencias entre virus no son significativas. Sin embargo, si nos
fijamos unicamente en las sustituciones sindnimas, si que se detectan diferencias
significativas en los efectos que presentan sobre la eficacia en virus de ssRNA y
ssDNA. Esto se explica, en gran parte, por el hecho de que en el caso de los virus de
RNA, el plegamiento del material genético influye fuertemente en la encapsidacion
(Witherell y Uhlenbeck 1989) y ciertas mutaciones, aunque no modifiquen el

aminoacido que codifican, provocan cambios en la estructura secundaria que pueden
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tener efectos importantes sobre el virus (Skripkin y col. 1990; Skripkin y Jacobson
1993; Beekwilder y col. 1995; Beekwilder y col. 1996). Ademas, la estructura
secundaria del RNA puede desempenar distintas funciones tanto en replicacion,

como en transcripcién y en encapsidacion (Novella 2003).

Los experimentos de acumulacién de mutaciones son interesantes puesto que nos
dan una idea general de los efectos mutacionales en los organismos, pero si
queremos un analisis mas fino y determinar exactamente qué ocurre en determinadas
posiciones es necesario analizar la distribucién de efectos mutacionales mediante
mutagénesis dirigida. Aqui hemos utilizado sélo dos especies (PX174 y QB) pero
para generalizar los resultados obtenidos hemos querido considerar un conjunto de
datos mas amplio, utilizando tanto nuestra coleccion de mutantes aleatorios
(incluyendo la de mutaciones sinénimas) asi como estudios previos de mutagénesis
dirigida llevados a cabo en VSV (Sanjuan y col. 2004b), TEV (Carrasco y col. 2007) y
f1 (Peris y col. 2010). El conjunto de datos total es de 322 mutaciones, 122 sinénimas
y 200 no sinénimas, y engloba virus de ssRNA y ssDNA de diferentes familias (tabla
7). Comparando los resultados obtenidos de las cinco especies, vemos que la
fraccion de letales oscila entre 0.20 y 0.41, siendo unos valores bastante elevados de
letalidad. El intervalo mencionado no es muy grande si tenemos en cuenta que
estamos comparando un grupo muy diverso, donde tenemos virus de ssRNA de
polaridad positiva y negativa, y virus de ssDNA, ademas de tener hospedadores muy
diferentes (bacterias, plantas y animales). La fraccion de letales es mayor en virus
eucariotas que en bacteriéfagos, y mayor en los virus de ssRNA que en los de
ssDNA, aunque la metodologia utilizada en cada caso puede estar influyendo en los
resultados obtenidos. Si nos fijamos en las mutaciones viables (sindnimas y no
sindnimas), la media de los coeficientes de seleccion es bastante constante entre los
virus mencionados, de -0.103 a -0.132. En cuanto a la varianza de los efectos
mutacionales, oscila entre 0.018 y 0.047. Vemos que los coeficientes son negativos y
razonablemente altos, indicando que los efectos mutacionales son marcados y que la
mayor parte de las mutaciones con deletéreas, ademas de que existe una mayor
cantidad de mutaciones de pequefio efecto mutacional que de gran efecto (Eyre-

Walker y Keightley 2007). Fuertes efectos mutacionales implican que las mutaciones
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deletéreas son eliminadas de forma mas eficiente de la poblacién, favoreciendo la
difusiéon de las mutaciones beneficiosas (Orr 2000), aunque la relacion entre la

capacidad de evolucionar y la robustez es aun controvertida.

Tabla 7. Efectos en la eficacia® de sustituciones aleatorias sinénimas (S) y no sinénimas (NS) en varias

especies virales.

Material

Virus.b Numero Media® Varianza® Fraccion letalidad %
genético
S NS S NS S NS S NS
VSV 8 35 -0.143 -0.532 0.122 0.194 13 43
TEVd 11 52 -0.173 -0.509 0.120 0.217 9 44
ssRNA
Qp 36 33 -0.052 -0.424 0.029 0.184 3 33
Total 55 120 -0.090 -0.492 0.060 0.200 5 41
OX174 38 28 -0.007 -0.352 0.003 0.170 0 21
ssDNA 1 29 52 -0.003 -0.364 0.002 0.163 0 24
Total 67 80 -0.005 -0.360 0.002 0.164 0 23
Total 122 200 -0.043 -0.439 0.030 0.189 2 34

2 Definido como ratio de tasas de crecimiento.

® | os valores utilizados son para VSV (Sanjuan y col. 2004b), TEV (Carrasco y col. 2007), el conjunto de
datos obtenidos en la presente tesis en los dos experimentos de mutagénesis dirigida para Qf y ®X174, y
f1 (Peris y col. 2010).

° Mutaciones letales incluidas.

9Valores de eficacia transformados a las unidades usadas en la presente tesis (Wi = ri/ro; si=rilro—1).

En los tres virus de ssRNA estudiados, los efectos mutacionales de las sustituciones

sinbnimas son alrededor de 5 veces inferiores que los de las sustituciones no

sinénimas (§ = -0.090 frente a S = -0.492, ANOVA: P < 0.001) y la fraccion de letales
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es 8 veces menor (5% frente al 41%, test exacto de Fisher: P < 0.001). En el caso de

los dos virus de ssDNA, los efectos de las mutaciones sinénimas son 70 veces

inferiores a los de las no sinénimas (§ = -0.005 frente a S = -0.360, ANOVA: P <
0.001), y ninguna de las sustituciones sinénimas ensayadas es letal, en contra del
23% de letalidad de las no sindnimas (ANOVA: P < 0.001). Los datos confirman que
las sustituciones sinénimas son mas deletéreas en el caso de los virus de ssRNA que
en los de ssDNA (ANOVA: P < 0.001). Con los resultados obtenidos, vemos que las
mutaciones sinénimas tienen mayor efecto en virus de ssRNA, ya que este tipo de
seleccion contribuye aproximadamente a un 18% del total de los efectos
mutacionales bajo nuestras condiciones de ensayo y un 5% de las mutaciones son
letales. Por el contrario, en virus de ssDNA tan sélo un 1.4% de las sustituciones de
este tipo tienen efectos sobre la eficacia, y no se detecta ninguna que provoque
letalidad. Confirmando las conclusiones obtenidas en nuestros experimentos, el
efecto de la seleccidon a nivel de proteinas, calculado como el efecto neto de las
mutaciones no sinénimas (sustrayendo el efecto medio de las sustituciones sindnimas

del efecto medio de las no sinénimas), es notablemente poco variable entre los 5

virus bajo estudio, y va desde S = -0.336 hasta S = -0.389. Por tanto, aunque la
seleccion es mas fuerte a nivel proteico (tanto en ssRNA como en ssDNA), la
seleccion a nivel del RNA juega también un papel importante en el caso de los virus
de ssRNA.

El efecto sobre la eficacia de las mutaciones aleatorias es relevante para la evolucion
ya que determina, por ejemplo, la fraccion de sitios nucleotidicos que evolucionan
neutralmente y por tanto, la tasa a la que las poblaciones divergen por deriva
genética. Ademas, el hecho de que las mutaciones tengan un fuerte efecto deletéreo
indica que hay pocos mecanismos de robustez, lo que resulta en una gran variacion
fenotipica y una fuerte seleccion para las mutaciones beneficiosas (Lenski y col.
2006; Frank 2007; Wagner 2008). Los efectos mutacionales también son importantes
para los procesos de pérdida de eficacia. En condiciones naturales, los virus

experimentan fuertes cuellos de botella durante los cuales se van a fijar mutaciones
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de forma aleatoria, y las consecuencias de este proceso para la eficacia viral son

altamente dependientes de como de deletéreas son esas mutaciones (Butcher 1995).

A partir de los virus de baja eficacia obtenidos por acumulacién de mutaciones, en los
que el numero de mutaciones fijado es similar en virus de ssRNA y ssDNA, hemos
llevado a cabo un experimento de recuperacion de eficacia para determinar
diferencias en la adaptacion entre estos virus. Las trayectorias que siguen todas las
especies son similares: un incremento rapido en la eficacia muy marcado y una
posterior fase de menor variacion, aunque los virus de ssDNA estan un poco
retrasados en el tiempo. Esta dinamica es una observacion comun en los
microorganismos durante experimentos de evolucion, donde la ganancia de eficacia
es rapida al principio pero tiende a decelerar con el tiempo (Novella y col. 1995; Elena
y col. 1998; Burch y Chao 1999; Wichman y col. 1999; Elena y Lenski 2003).
Practicamente todos los linajes han llegado a recuperar la eficacia hasta los valores
oOptimos. Se ha demostrado previamente que las poblaciones que evolucionan en un
mismo ambiente pueden llegar al mismo valor de maxima eficacia (Travisano y col.
1995; Moore y col. 2000), aun con diferentes trayectorias evolutivas (MacLean y Bell
2003; Nguyen y col. 2012).

Mientras que los virus de RNA presentan sus propias replicasas, los virus de ssDNA
utilizan las polimerasas de sus hospedadores, lo que puede afectar a la adaptacién a
determinados ambientes o condiciones, ya que parece mas sencillo modificar la tasa
de mutacion de organismos que codifican sus propias polimerasas. Por tanto, los
virus de RNA van a poder modificar sus tasas de mutacién en funcién del ambiente
de forma, aparentemente, mas facil que los virus de ssDNA. Se piensa que las altas
tasas de mutacion de los virus de RNA pueden ser una adaptacion frente a la
infeccion de hospedadores con sistema inmunitario (Belshaw y col. 2008), ya que los
virus necesitan generar rapidamente mutaciones que les permitan escapar al ataque
por el sistema inmunolégico del hospedador. Por ejemplo, estudios en poliovirus
demuestran que disminuyendo la tasa de mutacién mediante polimerasas de alta
fidelidad, replican a la misma velocidad que los poliovirus wild type pero generan

menor diversidad genética, lo que les impide adaptarse a condiciones de crecimiento



Resultados y Desarrollo Argumental

adversas (Vignuzzi y col. 2006; Pfeiffer y Kirkegaard 2005). Se ha visto también que
incrementando la fidelidad replicativa en virus de RNA, el tropismo de los virus hacia
sus tejidos diana disminuye de forma significativa, ademas de reducir la
patogenicidad (Vignuzzi y col. 2008). Aun asi, las tasas de mutacién de los virus que
infectan bacterias también son muy elevadas, como por ejemplo en los bacteriéfagos
utilizados, por lo que otras presiones de seleccion deben estar actuando. Por otro
lado, los rapidos ciclos de infeccion de los virus les llevan a alcanzar altos titulos
antes de que los mecanismos de defensa del hospedador puedan actuar (Coffin
1995), lo que significa que en el caso de los virus de RNA, el coste de las funciones
de correccion de error en términos de tasas de replicacion podrian ser excesivas para

este tipo de virus (Furid y col. 2005).

Dado que la mayoria de las mutaciones son deletéreas, existe una presién de
seleccion que reduce la tasa de mutacién, y la idea de que las tasas de mutacion tan
elevadas de los virus de RNA deben mantenerse por la rapida capacidad de
adaptacion que les confieren abunda en la literatura (Holland y col. 1982; Elena y
Sanjuan 2005; Domingo 2006; Vignuzzi y col. 2006). No obstante, esta reduccion
podria tener limites impuestos por restricciones bioquimicas, ya que los mecanismos
de fidelidad de replicacién pueden acarrear costes cinéticos y energéticos y ser
seleccionados en contra (Kimura 1967; Dawson 1998). En cualquier caso, las altas
tasas de mutacion de los virus de RNA implican que las mutaciones beneficiosas van
a aparecer antes, aunque por esa misma razon, la cantidad de mutaciones deletéreas
que van a acumular va a ser mayor, lo que podria retrasar la adaptacién en algunos
casos. De hecho, las diferencias encontradas entre estos dos tipos de virus no se
pueden explicar solamente con las diferencias en las tasas de mutacién. La tasa de
adaptacion resulta solamente en un incremento medio entre 1.5 y 5 veces en virus de
ssRNA en comparacion con los de ssDNA, mientras que las diferencias en las tasas
de mutacién son mucho mayores, alrededor de 100 veces mas. Los valores de la
distribucién de los efectos mutacionales permiten predecir, mediante ciertas
asunciones, las tasas optimas de mutacion de los virus (Orr 2000; Johnson y Barton
2002). Con los resultados que hemos obtenido junto a otros trabajos previos, (Kunkel
1985; Sanjuan y col. 2004b; Furié y col. 2005; Carrasco y col. 2007; Peris y col. 2010;
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Tromas y Elena 2010), es posible generalizar que los virus de DNA presentan tasas
por debajo de los valores O6ptimos, al menos, segun predice la teoria. Las
predicciones de U, van desde 0.20 a 0.49 s/g/c en los virus de ssRNA (VSV, TEV,
QpB), y de 0.07 a 0.13 s/g/c en los virus de ssDNA (f1 y ®X174). Mientras que las
tasas de mutacion de los virus de ssDNA son alrededor de 20 veces menores que
sus valores Optimos, en el caso de los virus de RNA, las tasas son préximas a la
optimizacion (tabla 8). Por tanto, parece que los virus de RNA presentan tasas de
mutacién préximas a sus optimos, mientras que las de los virus de DNA parecen ser
subdptimas. El hecho de que los virus de ssDNA tengan tasas subdptimas esta
apoyado ademas por la no adaptacion de dos de los tres linajes de f1 en la
recuperacion de eficacia tras los 50 pases, a pesar de que estudios previos han
estimado que al menos el 2% de las sustituciones nucleotidicas son beneficiosas
para este virus en este mismo ambiente (Peris y col. 2010). Una posible explicacion
para que las tasas de mutacién de los virus de ssDNA sean subdptimas, es que como
se ha comentado, utilizan las polimerasas del hospedador para su replicacion que,

obviamente, no pueden modificar. Cabe recordar no obstante, que los virus de ssDNA

Tabla 8. Tasas de mutacion empiricas y las éptimas predichas para algunos virus de ssRNA y ssDNA.

Material Tamaiio

o Especie P u? Referencias Uopt” Referencias
genético genémico
QB 4198 0.5-1.0 Tesis 0.20-0.31 Tesis
(Sanjuan y col.
2009) (Carrasco y
ssRNA TEV 9494 0.05-0.28 (Tromas y Elena 0.24-0.29 col. 2007)
2010)
(Drake 1993) (Sanjuan y col
VsV 11161 0.20-0.77 (Furié y col. 0.38-0.49 2004b ’
2005) )
(Raney y col.
2004) .
ssDNA DOX174 5386 0.005-0.007 0.08-0.13 Tesis
(Cuevas y col.
2009a)
f1/m13 6407 0.005 (Kunkel 1985)  0.07-0.11 (PE’Z”OS%)CO"

@Medido como sustituciones por genoma por célula infectada.

® Calculado como la media arménica de los coeficientes de seleccion contra las mutaciones deletéreas (Orr
2000). Los coeficientes de seleccién de las sustituciones nucleotidicas simples fueron obtenidos a partir de
las referencias indicadas y expresados como s = ri/r, —1, donde rir, es el ratio de la tasa de crecimiento del
mutante i relativo al genotipo de referencia (Sanjuan 2010).
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presentan tasas de mutacion mas elevadas que las de sus hospedadores (Drake y
col. 1998), por lo que los virus de ssDNA son capaces de incrementar la tasa de
mutacion respecto a la tasa de su hospedador, alun usando las mismas polimerasas.
Esto puede lograrse, por ejemplo, escapando de los sistemas de reparacién del DNA.
De hecho, una estrategia de ®X174 para aumentar su tasa de mutacion es eliminar
motivos GATC en su secuencia (Cuevas y col. 2011) ya que la presencia de estos
motivos es necesaria para el funcionamiento del sistema de correccién de errores
mediado por metilacion, el principal mecanismo de fidelidad post-replicativa en E.coli.
(Lu y col. 1983; Modrich y Lahue 1996; Marti y col. 2002; Friedberg 2003).

Para comprobar empiricamente si ®X174 presenta tasas de mutacién subdptimas, ha
sido sometido a pases de evolucion en presencia del mutageno 5-FU. En virus de
RNA, donde pensamos que la tasa de mutaciéon podria estar optimizada, se ha
demostrado que la adicién de mutagenos puede llevar a la extincion viral (Loeb y col.
1999; Sierra y col. 2000; Grande-Pérez y col. 2002; Grande-Pérez y col. 2005), pero
poco se sabe acerca de como afectan a estos virus de DNA. No esperamos un
resultado parecido al obtenido con virus de RNA ya que las tasas de mutacion
basales de los virus de DNA son menores y deben estar mas lejos de sus umbrales
de extincion. En nuestro experimento, poblaciones en las que hemos incrementado la
tasa de mutacién un orden de magnitud (aproximandonos asi a la tasa Optima
calculada) se han adaptado de forma especifica a las nuevas condiciones, pero no
han incrementado su capacidad adaptativa en general. El resultado obtenido no es
muy concluyente, ya que desconocemos si la aparicion de resistencia a este
compuesto puede conllevar un coste en términos de eficacia en ausencia del mismo,
restringiendo asi la adaptabilidad del virus. EI 5-FU modifica la fisiologia del
hospedador y crea un nuevo ambiente celular al que el virus se ha adaptado vy, tal y
como se ha demostrado en otros virus, esto puede acarrear un coste en el ambiente
original (Turner y Elena 2000; Cuevas y col. 2003; Lazaro y col. 2003; Duffy y col.
2006; Duffy y col. 2007).
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Conclusiones finales

Las seis especies virales utilizadas, ®X174, G4, f1, QB, SP y MS2 (tres
bacteriofagos de ssDNA y tres de ssRNA respectivamente), son capaces de
adaptarse a la misma cepa hospedadora y a las mismas condiciones de
laboratorio, por lo que es posible comparar directamente su comportamiento

evolutivo.

Tras los experimentos de acumulacién de mutaciones, no existen diferencias
significativas en términos de robustez genética entre los virus de ssDNA vy
ssRNA analizados. Este hecho queda corroborado por los resultados
obtenidos mediante mutagénesis dirigida, en los que se observa que los
efectos mutacionales son similares en ®X174 y Qf.

Aunque los efectos mutacionales aleatorios son globalmente similares en
virus de ssDNA y ssRNA, si que existen diferencias significativas atendiendo
a los efectos que producen las mutaciones sinénimas, ya que presentan
efectos mas frecuentemente deletéreos en los de ssRNA, debido, en parte, a

la complejidad de las estructuras secundarias de estos genomas.

En los experimentos de recuperacion de eficacia se observa una tasa de
adaptacion significativamente superior para las especies de ssRNA a corto
plazo. Este hecho puede ser explicado, en parte, por las altas tasas de
mutacién de los virus de RNA, sin embargo, las diferencias encontradas en
términos de adaptabilidad y tasa de evolucién molecular son menores de lo
esperado por las diferencias entre tasas de mutacion.
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e Durante la fase de recuperacion de eficacia tuvieron lugar cambios
convergentes en linajes independientes. Lo mismo ocurrié en el experimento

de adaptacién a un mutageno, en el que también se observd evolucion

paralela. Ello indica el alto grado de constriccion evolutiva de

bacteriofagos de ssRNA y ssDNA utilizados.

e Las tasas de mutacién de los virus de ssRNA parecen ser ¢ptimas o estar
proximas a sus valores 6ptimos, mientras que en el caso de los virus de

ssDNA las tasas de mutacion parecen estar por debajo de los valores que

maximizan la adaptacion a nuevos ambientes.

e El bacteriéfago ®X174 es capaz de adaptarse a condiciones de alta tasa de
mutacién impuesta por la presencia de un agente mutageno, el 5-FU, aunque

la adaptacién presenta un compromiso y genera costes asociados en el

crecimiento en ausencia de la droga.
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Tabla suplementaria 1. Mutaciones fijadas en los genomas de ®X174, G4, f1, QB,

MS2 y SP en los linajes de acumulacion de mutaciones (tres linajes por especie viral).

Se muestra la eficacia relativa y su error estandar, los genes en los que se

encuentran, las sustituciones nucleotidicas encontradas (sustitucién y posicion

nucleotidica indicadas), y el cambio aminoacidico (sustitucion y posicion aminoacidica

en el gen indicadas). En el caso de las mutaciones en genes solapantes, las

sustituciones respectivas estan indicadas, y sélo se indican los cambios de

aminoacido en aquellos cambios nucleotidicos no sinénimos. Las posiciones

genomicas en ®X174 estan numeradas por convencion tomando como nucleétido 1

al Unico sitio Pst I.

Especie  Linaje Efica_cia Gen Sustitu,cigﬁn Su_stitucjc’_)n
relativa nucleotidica aminoacidica
dX174 1 0.228 + 0.025 C G223A Ala31Thr
D T419C -
F A1377G GIn126Arg
F G1417A -
Intergénica C2312T -
H A3253G Lys108Arg
Intergénica T3967C -
A G4166A Met62lle
A C4329T Arg117Cys
A/A* G4686A Gly236Ser/Gly64Ser
A/A* G5067A Ala363Thr/Ala191Thr
A/A*/B G5153A -/-/Asp27Asn
A/A*/B G5357T -/-IAsp95Tyr
2 0.240 £ 0.024 A/A*IK T121C -/-/ILeu24Pro
D A424G GIn12Arg
D/E G774A Ala129Thr/-
Intergénica G972A -
F G1258A Met86lle
Intergénica A2361G -
G G2493A -
G T2676C -
H G3359A Met143lle
H G3470A -
A/A* G4592A -/-
A/A* A4657G Asp226Gly/Asp54Gly
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A/A*IB A5090G -/-/Lys6EGIu
3 0.238 + 0.031 AJA* G50A Asp486Asn/Asp314Asn
K/IC G210A Val54lle/-
D G394A Ser2Asn
D A445G Lys19Arg
D/E G731A -/Arg55GIn
D/E A827G -/Tyr87Cys
Intergénica T1000C -
F A1091G lle31Val
F G1268A Val90lle
F G1537A -
F A2224G -
Intergénica A2306G -
H G2984A Met18lle
H G3333A Gly135Ser
H A3515G -
H G3611A -
H G3704A -
H T3790C Val287Ala
A T4165C Met62Thr
A/A* G4994A Met338lle/Met166lle
AJA* A5040G Met354Val/Met182Val
AJA* G5059A Gly360Asp/Gly188Asp
G4 1 0.115+0.030 p03 A226G -
p03 AB610C -
p03 G691A -
p03/p04/p07 G1667A Gly537Arg/Gly324Arg/-
p03/p04/p07 A1683G Asnb4zserAsn3zoSer!
p09/p10 A2159G Thr62Ala/-
p01 T2633C Ser12Pro
p01 A3305C lle236Leu
p01 G3463A -
p01 A3526G -
p13 C4571G Ala3Gly
p13 C4580T Ala6Val
p13 A4688G Asn42Ser
p13 G4762T Alab7Ser
p13 T4809C -
p13 A4828G Asn89Asp
2 0.457 £0.019 p03/p04 G700A Met214lle/Met1lle
p03/p04 G1267A -/-
p03/p04/p05 A1533G Asn492Ser/Asn279Ser/-
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p03/p04/p05 A1565G Thro03Aa/ Thr290Ak/
p08 A1823G Glu35Gly
p09 A2036G lle21Val
p09/p10 G2306A Val111lle/-
p10 A2437G Asp95Gly
p13 G5148C -
p13 G5314A Gly251Ser
3 0.368+ 0.018 p03 C285T Ala76Val
p03 A315G Lys86Arg
p03/p04 G991A Met311lle/Met98lle
p03/p04/p05 A1449G Lys464Arg/Lys251Arg/-
p01 A3833G Asn412Asp
p13 C4746T -
f1 1 0.261 +0.055 pll A58G Asn154Asp
pll G280A Val228lle
pV G1037A -
pV G1050A Val70lle
plll A1727T Asn50lle
plll A1937G Tyr120Cys
plll G2428A Ala284Thr
plll C2468T Ala297Val
plll T2478C -
plll G2567A Gly330Asp
plll G2594A Gly339Asp
plll T2812C Phe412Leu
plll G2820A -
plll G2835A -
pVI G2862A Val3lle
pl A3348G -
pl T3522C -
pl G4044A -
plV A4502G Asn95Asp
plvV G4544A Asp109Asn
plVv G4763A Asp182Asn
plvV G4853A Ala212Thr
Intergénica A5833G -
Intergénica G5875A -
Intergénica G5978A -
Intergénica G5999A -
pll G6069A Gly22Ser
pll G6121A Gly39Asp
pll G6159A Asp52Asn
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2 0.580 + 0.052 pll G388A Asp264Asn
pll/pX G537A -/~
pll/pX G748A Val384lle/Val85lle

pVvill G1309A -
pVvill G1360A -
pVvill G1415A Ala39Thr
plll A1593G -
plll G1609A Val11lle
plll A1667G His30Arg
plll G1837A Gly87Ser
plll G1866A -
plll C1887T -
plll G1912A Asp112Asn
plll T2118C -
plll T2239C Tyr221His
plll G2353A Gly259Ser
plll A2425G Asn283Asp
plll G2449A Glu291Lys
pVI T2983C Phe43Ser
pVI G3089A -
pl T3261C -
plV G4544A Asp109Asn
plV G4838A Val207lle
plvV G5382A Gly388Asp
Intergénica G5616C -
Intergénica C5684T -
Intergénica G5952A -
pll G6084A Ala27Thr
3 0.185 + 0.036 pll G300A -
pll C315T -
plll G1774A Gly66Ser
plll G1859A Gly94Asp
plll G1883A Gly102Asp
plll T2466C -
plll A2491G Lys305Glu
plll G2566A Gly330Ser
plll A2760G -
plV G4745A Ala176Thr
s1\% G4984A -
plV A5085G GIn289Arg
Intergénica C5825T -
Intergénica G5969A -
pll G6143A -
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pll G6194A -
pll AB214G His70Arg
pll G6228A Ala75Thr
pll G6281A -
pll G6350A -

Qp 1 0.257 + 0.045 Maturasa A424G -
Maturasa A713G Arg219Gly
Maturasa A1063G -
Maturasa A1312G -

Reca::jJ tzIl(r?l:t(;atﬁgh A1452G -
resubtorta/ gh  A1567G Thr76Ala/Thr76Ala
Read Through 11626 -
Reca:;tzllﬁ:t:égh C1692T -
Read Through T2001C -
Read Through G2215A -
Replicasa C2244T Val1Met
Replicasa G2350A -
Replicasa A2427G -
Replicasa C2526T Leu71Phe
Replicasa C2560T -
Replicasa A2763G -
Replicasa T2967C Leu251Arg
Replicasa T3101G -
Replicasa T3369C Ser418Gly
Replicasa A3601G -
Replicasa A3651G -
Intergénica C3657T -

2 0.228 £ 0.030 Maturasa A4135G Ser76Leu
Maturasa C285T Asp100Gly
Maturasa A357G -
Maturasa T469C -
Maturasa A550G -
Maturasa T994C lle331Met
Maturasa A1051G lle360Val
Maturasa A1136G Ser412Phe

Read Through 1299 a
Read Through T1662C -
Read Through G2262A -
Replicasa C2307T -
Replicasa A2439C -
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Replicasa A2931G Asp500Gly

3 0.400 + 0.024 Maturasa A3848G -
Maturasa C262T -
Maturasa C407T Ser189Phe
Maturasa C624T Tyr2154Cys
Maturasa A819G -
Maturasa T823C -
Maturasa C826A Glu282Gly
Maturasa A903G -

Read Through  ATH416 -
Read Through A1383G Thr18Ala2
Read Through A1885G Asn191Ser
Read Through A1913G Thr211Ala
Replicasa A1972G -
Replicasa G2215A Thr21lle
Replicasa C2382T Asn47Asp
Replicasa C2411T Asn69Ser
Replicasa A2488G Asn269Asp
Replicasa A2555G Lys483Glu
Replicasa A3154G Thr498Ala
Replicasa A3796G GIn543Arg
SP 1 0.109 + 0.049 Maturasa A208G Asn52Asp
Maturasa T236C Val61Ala
Maturasa T294C -
Maturasa G362A Gly103Asp
Maturasa G537C -
Maturasa G1099A -
Maturasa C1290T -
resubtorta/ o C1548T Alad1Val/Ala41Val
Read leﬁ:t:lﬁgh C1699T +
Read Through G1856A Gly144Arg
Read Through G2141C Asp239His
Replicasa C2752T Thr104Met
Replicasa C2931T His164Tyr
Replicasa G3381A Val314lle
Intergénica C4242T -

2 0.122 £ 0.021 Maturasa AB48G -
Maturasa G1007A Arg103His
Maturasa A1321G lle423Val

Read Through C1908G Pro161Arg

Read Through T1997C Tyr191His
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Replicasa A2523G Met28Val
Replicasa C2707T Ala89Val
Replicasa A2779G Tyr113Cys
Replicasa C3149T -
Replicasa A3456G lle339Val
Replicasa A3796G Lys452Arg
3 0.383 £ 0.024 Maturasa A516G -
Maturasa A1332G -

Re‘;&‘?ﬁfg"é o A1457G Lys11Glu/Lys11Glu

Read Through  A14806 +

Regg?ﬁf;é oh T1627G lle67Met/lle67Met

Regg?ﬁ:t:ligh C1639G Asn71Lys/Asn71Lys

Regng'ﬁf:lﬁ o C1653A Thr76Lys/Thr76Lys

RegngIET:S oh C1674T Ser83Phe/Ser83Phe

Read Through  C1682A -

Read Through C1981G Asp185GIu

Read Through A2003G Arg193Gly

Read Through G2012A Glu196Lys

Read Through A2014G Glu196Lys

Read Through T2016G Val197Gly

Read Through A2392G -

Read Through T2419A -
Replicasa A2499G lle20Val
Replicasa A3394G Glu318Gly
Replicasa C3581T -

MS2 1 0.473 £ 0.101 Ensamblaje A333G -
Ensamblaje A845G Lys239Arg
Ensamblaje C894T -
Ensamblaje C1125T -
Ensamblaje A1126G lle333Val
Ensamblaje A1185G -

Replicasa A2036G -
Replicasa A2363G -
Replicasa A2466G Asn236Asp
Replicasa C2534T -
Replicasa A3037G Tyr426Cys
Replicasa A3226G Lys489Arg
Replicasa A3303G Lys515Glu
2 0.215+£0.027 Ensamblaje A436G Ser103Gly
Ensamblaje A541G Asn138Asp
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Ensamblaje AB14G Lys162Arg
Ensamblaje C961A Leu278Arg
Ensamblaje T962G Leu278Arg
Ensamblaje A963G Leu278Arg
Ensamblaje G964T Gly279Cys
Ensamblaje C1104T -
Cubierta C1637T -
Lisis/ R:p”cas A1860G -/Ser34Gly
Replicasa C1979T -
Replicasa A2641G Asp294Gly
Replicasa A2732T Lys324Asn
Replicasa T3138G Ser460Ala
Replicasa A3143G -
- A3519G -

3 0.250 £ 0.012 Ensamblaje C354T -
Ensamblaje A361G Ser78Gly
Ensamblaje A884G GIn252Arg
Ensamblaje G937C Ala270Pro
Ensamblaje T944C Leu272Ser
Ensamblaje G946C Ala273Pro
Ensamblaje G1119T GIu330ASp
Ensamblaje A1166G GIn346Arg

Cubierta A1535G -
Cubierta T1632C Ser100Pro
Cubierta/Lisis C1712T -/Thr12lle
Replicasa A1920G Tyr54Ala
Replicasa C2009T -
Replicasa A2142G Tyr128Ala
Replicasa A2249T -

Replicasa A2447G -
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Tabla suplementaria 2. Mutaciones fijadas en los genomas de ®X174, G4, f1, QB,

MS2 y SP tras la adaptacion y recuperacion de eficacia (tres linajes por especie viral).

Se realizaron 50 pases excepto para el linaje 3 de G4, el linaje 2 de QB y el linaje 3

de SP que se llevaron a cabo 49 pases, y para el linaje 2 de SP que se hicieron 46.

Se muestran la eficacia relativa y su error estandar, los genes en los que se

encuentran, las sustituciones nucleotidicas encontradas (sustitucién y posicion

nucleotidica indicadas), y el cambio aminoacidico (sustitucion y posicion aminoacidica

en el gen indicadas). En el caso de las mutaciones en genes solapantes, las

sustituciones respectivas estan indicadas, y sélo se indican los cambios de

aminoacido en aquellos cambios nucleotidicos no sinénimos. Las posiciones

genodmicas en ®X174 estan numeradas por convencion tomando como nucleétido 1

al unico sitio Pst I.

Especie  Linaje Efi_caci_a Gen Sustitugigﬁn qutitugié_n
relativa final nucleotidica aminoacidica
OX 174 1 1.241 +0.099 F A1295G Asn99Asp
F G1377A Arg126Gin
F A1641G GIn214Arg
A A4166G lle62Met
A/A* C4760T -/-
A/A* A5067G Thr363Ala/Thr191Ala
A/A*/B C5185T Thr402Met/Thr230Met/-
2 0.819 £ 0.003 D/E C765T Arg126Cys/-
Intergénica Co81T -
F C1648T -
3 1.076 + 0.090 D C464T -
Intergénica G2290A -
H C3790T Ala287Val
A C4165T Thr62Met
A/A* A5059G Asp360Gly/Asp188Gly
G4 1 1.137 £ 0.055 p03/p04/p07 A1667G Arg537Gly
p09 C2125T -
p13 G4828A Asp89Asn
p13 G5044A Ala161Thr
1.095 + 0.053 p03/p04 T1332C 1le425Thr/lle212Thr
1.150 + 0.129 p03 T285C Val76Ala
p03/p04 A991G lle311Met/lle98Met
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p01 A2849G Asn84Asp
f1 1 0.542 +0.015 plll T1727A lle50Asn
plll C2478T -
plvV C4367T Pro50Ser
Intergénica G5977A -

2 0.745 + 0.039 pV G1043A -
plll T1887C -
plll C1898G Pro107Arg
plll A1912G Asn112Asp
plll G2160T Met194lle
pVI C2983T Ser43Phe

Intergénica C5616G -
pll AB062G -
pll G6305A -

3 0.935+0.014 pll T454C Phe286Leu
plll G2445A Met289lle
plll C2466T -
plvV A4745G Thr176Ala
plvV G5085A Arg289GIn
pll AB228G Thr75Ala

QB 1 1.050 £ 0.032 Intergénica C36T -
Maturasa C80T -
Maturasa G713A Gly218Arg

Read-through C2001T -

Read-through G2215A Val292Met

Read-through T2250A -
Replicasa T2526C -
Replicasa T2560C Phe71Leu
Replicasa G3101T Arg251Leu
Replicasa G3114T -
Replicasa G3601A Gly418Ser
Intergénica G4125C -

2 1.013 £ 0.042 Intergénica C36T -
Maturasa T143C Phe29Leu
Maturasa T285C Leu76Ser
Maturasa G357A Gly100Asp
Maturasa A386G Asn110Asp
Maturasa G550A -
Maturasa G1051A Met331lle
Maturasa T1293C Phe412Ser
Maturasa G1315C Lys419Asn

Maturasa A1604G -
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Read-through A1776G GIn88Arg
Read-through T1961G Leu207Arg
Read-through G2215A Val292Met
Replicasa G2350A -
Replicasa C2439A -
Replicasa T3101G Leu251Arg
3 0.937 £ 0.032 Intergénica C36T -
Maturasa T143C Phe29Leu
Maturasa A331G -
Maturasa C470A GIn138Lys
Maturasa A535G -
Maturasa T624C Phe189Ser
Maturasa A710G lle218Val
Maturasa C815A Leu253Met
Maturasa G819A Cys254Tyr
Maturasa C823T -
Maturasa A826C -
Maturasa G1141A -
Reca‘ét_’t'ﬁﬁgh G1441T Ala34Ser/Ala34Ser
Read-through A1776G -
Read-through G2215A Val292Met
Replicasa G2350A -
Replicasa T2411C lle21Thr
Replicasa G3154A Asn269Asp
Replicasa A3412C Thr355Pro
Replicasa G3796A Glu483Lys
Replicasa G3977A Arg543Gin
Replicasa T4048A Cys567Ser
Replicasa A4068G -
Replicasa C4071G -

SP 1 1.020 £ 0.015 Maturasa G208A Asp52Asn
Maturasa C236T Ala61Val
Maturasa A362G Asp103Gly
Maturasa C537G -
Maturasa A1099G Met349Val
Maturasa T1290C -

Reca‘ét_’t'ﬁﬁgh T1548C Val41Ala/ Vald1Ala

Read-through T1887G Val154Gly

Read-through C2141G His239asp
Replicasa C2555T -
Replicasa A2751G Met104Val
Replicasa T2931C/ Tyr164Arg
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A2932G
Replicasa A3381G lle314Val
Replicasa C3536T -

2 1.079 + 0.051 Maturasa G648A -
Maturasa A843G -
Maturasa CA1059A -
Maturasa G1321A Val423|
Cubierta/

Read-through G1577C Val51Leu/ Val51Leu
Cubierta/

Read-through A1630C Lys68Asn/Lys68Asn
Cubierta/

Read-through G1740T Arg105Leu/Arg105Leu

Read-through G1908C Arg161Pro

Read-through C1997T His191Tyr
Replicasa G2523A Val28Met
Replicasa T2707C Val89Ala
Replicasa A2717G -
Replicasa G2729A -
Replicasa G2779A Cys113Tyr
Replicasa T3149C -
Replicasa G3456A Val339lle
Replicasa C3581T -
Replicasa G3796A Arg452Lys
Replicasa G4047A Ala536Thr

3 1.042 + 0.064 Maturasa C611G Asn186Try
Cubierta/

Read-through G1486A .
Cubierta/

Read-through G1627T Val51Leu/Val51Leu
Cubierta/

Read-through G1639C Lys71Asn/Lys71Asn
Cubierta/

Read-through A1653C Lys76Thr/ Lys76Thr
Cubierta/

Read-through T1674C Phe83Ser/Phe83Ser
Cubierta/

Read-through A1682C -

Read-through G1981C Glu185Asp

Read-through G2003A Gly193Arg

A2012G/

Read-through G2014A Lys196Glu

Read-through G2016T Gly197Val

Read-through A2419T -
Replicasa G2499A Val20lle
Replicasa C2633T -
Replicasa G3394A Gly318Glu
Replicasa T3581C -
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Replicasa G4047A Ala536Thr
MS2 1 0.974 +0.033 Ensamblaje T153C -
Ensamblaje T466C Tyr113His
Intergénica T1328C -
Cubierta A1335G -
Replicasa G2466A Asp236Asn
Replicasa A2624G -
Replicasa G3037A Cys426Tyr
Replicasa G3303A Glu515Lys
Intergénica C3436G -
Intergénica C3508T -

2 0.977 £ 0.046 Ensamblaje T310G Ser61Ala
Ensamblaje G541A Asp138Asn
Ensamblaje G614A Arg162Lys
Ensamblaje G679A Asp184Asn
Ensamblaje G1307A Arg393Lys
Intergénica A1332G -

Cubierta A1335G -

R Lisis/ G1860T GluB1Asp/Gly34Cys
eplicasa

Replicasa G2641A Gly294Asp

Replicasa T2732A Asn324Lys

Replicasa A3287G -

Replicasa G3312C Gly518Arg

3 0.932+0.013 Ensamblaje T261C -
Ensamblaje T373C Try82Arg
Ensamblaje G628C Ala167Pro
Ensamblaje C636T -
Ensamblaje T639A -
Ensamblaje C646T Arg173Cys
Ensamblaje C675A Asn182Lys
Ensamblaje A835G Thr236Ala
Ensamblaje G884A Arg252Gin
Ensamblaje C937G Pro270Ala
Ensamblaje C944T Ser272Lys
Ensamblaje C946G Pro273Ala
Ensamblaje C1068A -
Ensamblaje G1166A Arg346Gin
Intergénica A1325G -

Cubierta G1535A -

Cubierta C1632T Pro100Ser
Replicasa T2249A -
Intergénica A3458G -
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Tabla suplementaria 3. Lista de las mutaciones introducidas en ®X174 mediante
mutagénesis dirigida. La posicién genémica de cada sustitucion nucleotidica esta
indicada, asi como el gen el que se encuentra, la sustitucion aminoacidica, y la
eficacia relativa con su error estandar. Una eficacia relativa de 1 indica que el
mutante es selectivamente neutral respecto al wild-type, mientras que valores de 0

indican que la mutacion es letal.

Mutacion Gen Sustituciéon aminoacidica Eficacia relativa
C357A C - 0.963 + 0.009
A393T C/D STOP87Cys/Ser2Cys 0 (letal)
A510T D Lys41STOP 0.805 + 0.026
T825A D Leu146lle/Asn86Lys 0.599 + 0.105
A827T D/E Leu146lle/Tyr87Phe 0.853 £ 0.071
G915C J Gly23Ala 0.898 + 0.09
T1006G F - 0.764 £ 0.072
C1023A F Ala8Asp 0.635 + 0.036
C1174T F - 0.836 + 0.02
C1217T F Pro73Ser 0.643 + 0.057
T1234A F Tyr78STOP 0 (letal)

G1238C F Glu80GIn 0.910 £ 0.032
A1251C F Lys84Thr 1.000 £ 0.026
A1295C F Asn99Thr 0.921 £0.03
T1432A F - 1.034 £ 0.013
T1516C F - 0.979 + 0.026
T1663G F - 0.988 + 0.057
C1770G F Ser257Try 0 (letal)
T1794G F Val265Gly 0 (letal)
T1805G F Tyr269Asp 0 (letal)
G1844A F Gly282Ser 0 (letal)
T1870G F - 0.814 £ 0.148
G2208A F Try403STOP 0 (letal)
T2350A Intergénica - 0.819+£0.029
G2511T G - 0.987 + 0.019
T2562A G Phe56Leu 0.514 £ 0.084
T2630A G lle79Asn 0.749 + 0.061
T3233G H Asp101Glu 1.028 £ 0.03
G3236A H - 1.025 £ 0.043
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G3377T H Glu149Asp 0.965 + 0.017
G3422C H Glu164Asp 0.984 + 0.019
C3483T H Arg185Cys 0 (lethal)

T3569C H - 0.984 + 0.035
G3599T H GIn223His 0.970 £ 0.024
G3683C H Met251lle 0.947 + 0.005
T4201A A Val74Asp 0.421 £ 0.023
G4352C A Try124Cys 0 (letal)

A4458C A lle160Leu 0.925 + 0.023
T4628G A/A* Asn216Lys/Asn44Lys 1.028 £+ 0.124
T4643G AJA* -/- 0.886 + 0.034
T4748C A/A* -/~ 0.886 + 0.004
C4972G A/A* Pro331Arg/ Pro159Arg 0.272 £ 0.024
C5192G A/A*/B Cys404Try/ Cys232Try/Leu40Val 0.033 £ 0.033
A5287G A/A*/B Lys436Arg/ Lys264Arg/ - 0.969 + 0.001

T5344G A/A*/B Phe455Cys/ Phe283Cys/lle90Met 0.904 £ 0.028
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Tabla suplementaria 4. Lista de las mutaciones introducidas en QB mediante
mutagénesis dirigida. La posicién genémica de cada sustitucion nucleotidica esta
indicada, asi como el gen el que se encuentra, la sustitucion aminoacidica, y la
eficacia relativa con su error estandar. Una eficacia relativa de 1 indica que el
mutante es selectivamente neutral respecto al wild-type, mientras que valores de 0

indican que la mutacion es letal.

Mutacion Gen Sustitucion aminoacidica Eficacia relativa
A161C Maturasa Thr35Pro 1.029 £ 0.007
A328G Maturasa - 1.039 £ 0.029
C665G Maturasa Leu203Val 0.590 £ 0.016
G733U Maturasa Try225Cys 0 (letal)
ur72G Maturasa Phe238Leu 0.666 + 0.078
A891U Maturasa Tyr278Phe 0.940 + 0.056
C939G Maturasa Pro294Arg 0.963 + 0.023
C1096U Maturasa - 1.010 £ 0.045

G1149C Maturasa Arg364Pro 0 (letal)
U1165A Maturasa - 0.996 + 0.017
G1283U Maturasa Asp409Tyr 0 (letal)
u1288G Maturasa Ser410Arg 0 (letal)
G1329A Intergénica - 0 (letal)
C1442A Cubierta / Read-through Ala34Asp/ Ala34Asp 0 (letal)
U1485A Cubierta / Read-through -/- 0.992 + 0.052
A1525U Cubierta / Read-through Asn62Tyr / Asn62Tyr 1.071 £ 0.027
u1809C Read-through - 1.008 + 0.061
C1814U Read-through Pro158Leu 1.022 £ 0.041
G1895U Read-through Arg185Leu 0.976 £ 0.012
A2090U Read-through GIn250Leu 0.802 + 0.011
C2360G Replicasa Thr4Arg 0 (letal)
U2379A Replicasa - 0 (letal)
G2787U Replicasa Glu146Asp 0.936 £ 0.010
G2793U Replicasa Met148lle 0.941 + 0.031
C2797A Replicasa Arg150Ser 0.953 £ 0.011
u3027C Replicasa - 1.062 + 0.032
u3075C Replicasa - 1.036 + 0.044
A3094G Replicasa lle249Val 1.043 £ 0.003

U3101G Replicasa Leu251Arg 0 (letal)
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U3210G Replicasa Cys287Try 0 (letal)

G3213U Replicasa Glu288Asp 0.988 + 0.038
G3397C Replicasa Asp350His 0.772 £ 0.034
G3415U Replicasa Val356Phe 0 (letal)

U3452C Replicasa Val368Ala 0.702 + 0.019
U3483G Replicasa - 1.052 £ 0.014
G3661U Replicasa Val438Leu 0.810 £ 0.02
U3686A Replicasa Val446Glu 0 (letal)

G3815C Replicasa Arg489Pro 1.068 + 0.041
G3916C Replicasa Asp523His 0.805 + 0.038
U3951G Replicasa Asp534Glu 1.032 £ 0.041
G4066U Replicasa Ala573Ser 0.966 + 0.091

U4082A Replicasa Phe578Y 0.679+£0.019
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Tabla suplementaria 5. Lista de las mutaciones sindnimas introducidas en ®X174
mediante mutagénesis dirigida. La posicion genomica de cada sustitucion
nucleotidica esta indicada, asi como el gen el que se encuentra, y la eficacia relativa
con su error estandar. Una eficacia relativa de 1 indica neutralidad respecto al wild-

type, mientras que valores de 0 indican que la mutacién es letal.

Mutacién Gen Eficacia relativa
T432C D 0.997 £ 0.017
T825C D/E 0.999 +0.017
A955G J 0.901 +0.014
A986C Intergénica 1.018 £ 0.013
T1324A F 1.021 £ 0.004
T1456G F 1.024 £ 0.004
C1498A F 1.003 + 0.030
T1558G F 1.018 £ 0.009
T1925C F 1.031 £ 0.002
T1981G F 1.005 £ 0.011
T2002C F 0.995 + 0.017
G2206A F 0.999 + 0.027
C2364A Intergénica 0.815 £ 0.005
T2685C G 1.006 + 0.011
A2865C G 1.007 £ 0.022
G3254A H 0.974 £ 0.016
G3545A H 1.017 £ 0.007
G3704A H 0.976 + 0.001
T3833A H 0.981 + 0.025
A3909C H 0.986 + 0.003
C3939G Intergénica 1.013 £ 0.017
A3962C Intergénica 1.009 £ 0.021
C4094G A 1.009 £ 0.018
C4205T A 1.018 £ 0.013
C4226T A 1.013 £ 0.036
T4247A A 1.027 £ 0.003
G4505A A/A* 1.045+0.013
C4682A A/A* 0.995 + 0.011
T4934C AJA* 1.042 £ 0.034

C5006T A/A* 1.028 +0.014
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Tabla suplementaria 6. Lista de las mutaciones sindénimas introducidas en Qf
mediante mutagénesis dirigida. La posicion genomica de cada sustitucion
nucleotidica esta indicada, asi como el gen el que se encuentra, y la eficacia relativa
con su error estandar. Una eficacia relativa de 1 indica neutralidad respecto al wild-

type, mientras que valores de 0 indican que la mutacion es letal.

Mutacién Gen Eficacia relativa
C28G Intergénica 0.614 £ 0.025
G30A Intergénica 0.856 + 0.007
A52C Intergénica 0 (letal)
C628T Maturasa 0.913 £ 0.007
T781A Maturasa 1.030 £ 0.022
T910C Maturasa 1.019 £ 0.002
T991A Maturasa 0.996 + 0.019

T1001C Maturasa 1.001 £ 0.016
C1048T Maturasa 0.944 £ 0.005
C1118A Maturasa 0.822 + 0.080
T1186G Maturasa 0.960 + 0.009
C1258A Maturasa 1.003 £ 0.016
C1303A Maturasa 0.798 + 0.028
C1332A Intergénica 0 (letal)

T1359A Cubierta / Read-through 0.978 + 0.007
C1407T Cubierta / Read-through 0.980 + 0.020

C1437G Cubierta / Read-through 1.011 £ 0.021

A1452G Cubierta / Read-through 0.983 £ 0.013

G1476A Cubierta / Read-through 1.021 £ 0.005

G1545A Cubierta / Read-through 0.969 + 0.026

G1818T Read-through 0.954 + 0.021

G1929A Read-through 0.911 +0.008

T1971C Read-through 1.019 £ 0.005
T2097C Read-through 1.010 £ 0.012

G2348A Intergénica 0 (letal)

T2448C Replicasa 1.003 £ 0.010

G2466A Replicasa 0.993 + 0.016

C2862T Replicasa 0.965 + 0.017

T3294C Replicasa 0.989 + 0.022

T3309A Replicasa 0.976 + 0.029

T4017C Replicasa 0.967 + 0.025

T4098A Replicasa 0.971+0.010
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