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Capitulo 1

Introduccion

Esta introduccién no sélo busca presentar el estado actual de las investigaciones sobre mutagéne-
sis letal y defeccidn letal, sino también los modelos y conceptos en los que se basa el trabajo desarro-
Ilado en esta Tesis. También intenta contextualizar dichas investigaciones relacionandolas unas con
otras. Por este motivo, en ocasiones esta introduccién adquiere un cierto caricter de discusion, sin
que eso afecte a la discusion final, que puede justificar la extension de la misma.

1.1. Mutagénesis letal en virus RNA

1.1.1. Los virus RNA: caracteristicas basicas

Los virus RNA son unos pardsitos intracelulares obligados cuyo genoma estd codificado en una
molécula de RNA. Estos virus se caracterizan por presentar altisimas tasas de mutacién (del orden de
una mutacién por genoma y ronda de replicacion), gran capacidad replicativa, pequefias longitudes
de genoma (con un tamafio medio de unos 10 Kb), y grandes tamafios poblacionales (Domingo et al.,
2001a; Holmes, 2009).

Debido a estas caracteristicas, los virus RNA se presentan en la naturaleza como complejas dis-
tribuciones de mutantes diferentes pero estrechamente relacionados que se denominan cuasiespecies
(Domingo et al., 2001a). El término cuasiespecies tiene su origen en un modelo planteado por Man-
fred Eigen en 1971 para explicar el origen y evolucion de la informacién en sistemas prebidticos
(Eigen, 1971). Desde entonces, su uso en el ambito de la virologia ha superado con creces su campo
de aplicacién original.

La gran variabilidad genética, alta capacidad replicativa y grandes tamafios poblacionales caracte-
risticos de los virus RNA les confieren una enorme capacidad adaptativa, lo que, en tltima instancia,
es responsable de que muchos de estos virus se encuentren entre los patégenos de mayor importancia
en salud publica: el HIV-1 (Human immunodeficiency virus type I, agente causante del SIDA), el
virus de la hepatitis C (HCV, Hepatitis C virus) o el virus de la gripe son sélo algunos de los ejemplos
mads llamativos por su particular incidencia social y en la salud ptblica. La gran adaptabilidad de los
virus RNA es la responsable de su capacidad de generar resistencias frente a firmacos antivirales y
frente al sistema inmune del huésped, lo que hace fracasar (o limita la accién) de los tratamientos anti-
virales en pacientes infectados con virus RNA, especialmente aquellos que dan lugar a enfermedades
crénicas, como el HIV-1 o el HCV (Domingo et al., 2012). De hecho, la variabilidad de los virus
RNA es tan alta que en muchos casos pueden encontrarse las mutaciones de resistencia presentes en
la poblacién antes de que ésta haya tenido contacto con el fairmaco (Najera et al., 1995). La aparicién
de resistencias también tiene importancia a nivel epidemioldgico, puesto que la transmisién global de
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variantes resistentes disminuye la vida media qtil de los firmacos antivirales (Moscona, 2009). Por
ultimo, la adaptabilidad también es responsable de otra gran preocupacién en lo que respecta a vi-
rus RNA: el posible salto de huésped de animales a humanos (zoonosis), responsable de la aparicién
de los llamados virus emergentes como, por ejemplo, los que causan la gripe A, la gripe HSN1, el
Dengue, etc. (Domingo et al., 2012).

La facilidad a la hora de desarrollar resistencias y el riesgo de aparicion de nuevos virus emergen-
tes hacen necesaria la bisqueda de nuevas aproximaciones a los tratamientos antivirales que tengan
en cuenta las especiales caracteristicas de los virus RNA. En los dltimos diez afios, una de las po-
sibilidades mds interesantes ha sido la extincion de los virus RNA aumentando su tasa de mutacion
por encima de un limite médximo tolerable, fendmeno denominado mutagénesis letal (Anderson et al.,
2004)

1.1.2. Fenomenologia de la mutagénesis letal en virus RNA

La mutagénesis letal ha demostrado ser un tratamiento eficaz in vitro para virus tan diferentes
como el HIV-1, el FMDV (foot and mouth disease virus, o virus de la fiebre aftosa), el LCMV (lymp-
hocytic choriomeningitis virus, o virus de la coriomeningitis linfocitaria), poliovirus, etc. (Loeb et al.,
1999; Sierra et al., 2000; Crotty et al., 2001; Ruiz-Jarabo et al., 2003; Anderson et al., 2004). Bésica-
mente, dichos experimentos consisten en someter a un virus RNA a una serie pases en presencia de
un mutdgeno. Se considera que el virus se extingue cuando tras tres pases “en ciego”! en ausencia de
mutdgeno no se encuentran ni particulas infecciosas ni RNA viral. En la actualidad existen ensayos
clinicos preliminares utilizando farmacos mutdgenos (Mullins et al., 2011). Ademads, se piensa que
determinados fdrmacos actualmente en uso, como la ribavirina, pueden ejercer en algunos casos su
accién antiviral como mutidgenos (Moreno et al., 2011). Por dltimo, el hecho de que a lo largo de
la evolucién hayan surgido mecanismos de inmunidad innata basados en enzimas deaminasas (como
APOBEC3G y APOBEC3F) que actdan frente a los virus RNA mutagenizando sus genomas (Hol-
mes, 2004; Cullen, 2006) constituye una prueba mas de la posible eficacia antiviral de la mutagénesis
letal.

Las principales caracteristicas de la mutagénesis letal que se observan en experimentos in vitro
son:

= La extincién del virus se produce debido a la acumulacién de mutaciones y no simplemente a
efectos inhibitorios causados por el farmaco mutidgeno: cantidades de inhibidor que producen
un efecto inhibitorio equivalente al producido por el mutdgeno son incapaces de lograr la extin-
cion debido, generalmente, a la aparicion de mutantes resistentes al inhibidor (Pariente et al.,
2003, 2005; Perales et al., 2009)

= Durante la mutagénesis letal se produce una brusca pérdida de infectividad especifica de la
poblacién viral (Crotty et al., 2001; Pariente et al., 2003; Graci et al., 2007). La infectividad
especifica es la relacién entre el nimero de genomas infecciosos y el nimero total de genomas
en una poblacién viral. Debido a la alta tasa de mutacién basal de los virus RNA, la infectividad
especifica suele ser baja incluso en ausencia de mutagénesis artificial (en FMDYV, por ejemplo,
es del orden de 107° o 105 PFU/RNA?), pero aun asi sufre una caida notable durante la
replicacién a altas tasas de mutacién. La caida de infectividad especifica del virus expresa
el hecho de que la infectividad del virus se pierde mucho antes que su capacidad replicativa
(Grande-Pérez et al., 2005b; Graci et al., 2012), lo que es légico si se tiene cuenta que la

"Los pases “en ciego” son infecciones de cultivos celulares en condiciones Gptimas, como si el virus estuviese presente.
Las PFU, del inglés, plague-forming units, o unidades formadores de placa, son el método estdndar para cuantificar la
infectividad de un virus en cultivos celulares.
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infectividad es, en principio, un fenotipo mds complejo y, por tanto, mds sensible a mutaciones
que la capacidad replicativa.

» La extincién por mutagénesis letal es mas eficaz cuanto menores sean la eficacia bioldgica y la
carga viral del virus (Sierra et al., 2000)

= Durante la extincién del virus se produce, en primer, lugar un aumento de la variabilidad del
virus, seguido posteriormente de una disminucién significativa de la misma, presumiblemente
debido a la accién de la seleccion negativa frente a los genomas con mayor nimero de mutacio-
nes (Ojosnegros et al., 2008; Perales et al., 2011b). Sin embargo, ni en el FMDV ni en LCMV
se han detectado cambios en la secuencia consenso de las poblaciones pre-extinciéon. En ge-
neral, tampoco se han detectado genomas hipermutados en dichas poblaciones pre-extincion
(Ruiz-Jarabo et al., 2003; Gonzalez-Lopez et al., 2005; Grande-Pérez et al., 2005a; Ojosnegros
et al., 2008), aunque, recientemente, se ha conseguido detectar un desplazamiento temprano
del espectro de mutantes hacia regiones del espacio de secuencias’ ricas en las mutaciones pro-
vocadas por el mutdgeno, observdndose también un nimero de mutaciones por genoma mayor
del esperado (Perales et al., 2011b).

= La extincién por mutagénesis letal se ve favorecida por la accién de farmacos inhibidores (Pa-
riente et al., 2001, 2005). Ahora bien, dependiendo de ciertos pardmetros del sistema, en al-
gunos casos esta accién es mds eficaz cuando el mutdgeno y el inhibidor actian de forma
combinada, y en otros casos cuando se aplican de forma secuencial (Perales et al., 2009; Iranzo
etal., 2011).

» La multiplicidad de infeccién* (MOI, del inglés multiplicity of infection) inicial afecta de for-
ma diferente a la accién de un mutageno: se ha observado una mayor disminucién en la carga
viral a baja MOI en los virus LCMV y VSV (vesicular stomatitis virus, virus de la estomati-
tis vesicular), pero no en los virus FMDV y EMCV (encephalomyocarditis virus, virus de la
encéfalomiocarditis) (Moreno et al., 2012). Andlogamente, otros autores han comprobado que
una baja MOI aumenta el efecto del mutdgeno en poliovirus y en coxsackievirus B3, siendo el
efecto mayor en este tltimo virus (Graci et al., 2012).

La mutagénesis letal tiene su origen conceptual en una de las predicciones mas llamativas del mo-
delo de cuasiespecies: la entrada en catéstrofe de error, que, generalmente, se ha asociado a la pérdida
de la informacién genética de la cuasiespecie debido a la acumulacion de mutaciones (Biebricher
y Eigen, 2005). Antes de entrar en detalle en dicho fendmeno es necesario introducir brevemente
las principales caracteristicas del modelo de cuasiespecies desarrollado por Eigen y Schuster (Eigen,
1971; Eigen y Schuster, 1979)°, y considerar su aplicacién al estudio de los virus RNA.

1.1.3. El modelo de cuasiespecies y los virus RNA

Como se ha dicho, el modelo de cuasiespecies fue originalmente desarrollado para intentar expli-
car el origen de la informacién genética en sistemas prebidticos (Eigen, 1971). Como tal, pertenece a
la familia de modelos del origen de la vida denominados replication-first. Estos modelos plantean que
la vida en la Tierra surgi6 a partir de la aparicién y evolucién de especies autorreplicativas capaces
de adquirir y almacenar informacién genética (Peretd, 2005). El maximo exponente de este tipo de
modelos es la idea del llamado Mundo RNA (Robertson y Joyce, 2010). Sin embargo, si el modelo de

3Se denomina espacio de secuencias al conjunto de todas las posibles secuencias de longitud v que puede generar un
determinado conjunto de simbolos, que se denomina alfabeto. El tamafio del espacio de secuencias es igual al nimero de
simbolos que componen el alfabeto n elevado a la longitud de la secuencia: n}

*La multiplicidad de infecci6n es la relacién entre el nimero de PFU y el niimero de células.

SEl apéndice A presenta en detalle las formulaciones matematicas mas comunes del modelo de cuasiespecies.
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cuasiespecies ha adquirido especial relevancia ha sido debido, principalmente, a su aplicacién al es-
tudio de la evolucién de los virus RNA (Holland, 2006; Domingo y Wain-Hobson, 2009). En esencia,
el modelo de cuasiespecies es formalmente equivalente a los modelos de seleccién-mutacién utiliza-
dos en genética de poblaciones, en el caso particular en que se consideran altas tasas de mutacién y
miltiples loci, lo que, en el momento de su formulacidn, lo colocaba en la vanguardia de los mode-
los evolutivos (Wilke, 2005). Antes de entrar a valorar las principales consecuencias de considerar la
evolucidn en estas condiciones particulares, es necesario destacar que el cambio mads significativo que
supuso el modelo de cuasiespecies en el campo de los virus RNA fue a un nivel conceptual.

La aplicacion del modelo de cuasiespecies a la variabilidad genética de las poblaciones virales
supuso el establecimiento de un nuevo paradigma que permitié no sélo explicar una cierta fenome-
nologia experimental, sino, lo que es mds importante, plantear una serie de experimentos, terapias,
técnicas, etc. que han permitido avanzar en la comprensién de la dindmica de las poblaciones de virus
RNA. Es posible que el modelo de cuasiespecies sea equivalente a los modelos clasicos de seleccion-
mutacion, sin embargo, lo que no se puede comparar es la profunda diferencia entre el marco con-
ceptual de los modelos de seleccién-mutacién de la genética de poblaciones, y el marco conceptual
del modelo de cuasiespecies. Estos marcos conceptuales, que van mds alld de la implementacion
matemadtica concreta en que se traduzcan, son, en parte, producto de la diferente fenomenologia expe-
rimental que cada uno de los tipos de modelos pretendia explicar: la evolucion natural de poblaciones
bioldgicas de organismos complejos frente al origen y evolucién de polimeros prebidticos.

Asi, el marco conceptual de la genética de poblaciones parte de la idea, correcta en organismos
complejos, de que la tasa de mutacidén es muy baja comparada con la fuerza de la seleccién o de la
deriva génica. De esta forma, por ejemplo, tal y como sefialan Perales et al. (2010), en un libro de
genética de poblaciones publicado en 1977, poco antes de que el modelo de cuasiespecies llegase a la
virologia, no se consideraba como polimorfismo un alelo encontrado una dnica vez en una poblacidn.

Frente a esto, el modelo de cuasiespecies trataba de describir una situacién prebidtica en la que,
supuestamente, existiria una enorme variabilidad genética. Es por esto que desarrolla un marco con-
ceptual que se apoya en una serie de conceptos como nube de mutantes, catdstrofe de error, umbral de
error, cola de error, etc. Es este marco conceptual, y no tanto la formulacion matematica del modelo,
lo que ha supuesto una enorme herramienta para los virélogos, al describir las poblaciones de virus
RNA como complejas distribuciones de mutantes tinicos, y no como formadas por unos pocos alelos
distintos.

Habiendo dejado claro ese punto, a pesar de ser equivalente a un modelo cldsico de seleccion-
mutacion, la consideracion explicita de altas tasas de mutacién y mdltiples loci hace que el modelo
de cuasiespecies presente varias caracteristicas fundamentales. La primera es que la mutacién ya no
puede ser considerada simplemente como un término de perturbacion respecto de la dindmica selec-
tiva de la poblacién (Eigen, 1996), sino que su importancia estd al mismo nivel que la replicacion, ya
que puede existir mutacion recurrente entre diversos genotipos de la poblacién. Dicho de otra forma,
se considera que existe un acoplamiento mutacional (Eigen, 1996) que hace que la presencia en la
poblacion de un determinado genotipo se deba tanto a su capacidad replicativa como a su probabilidad
de ser producido por mutacién desde otros genotipos cercanos en el espacio de secuencias (Kiippers,
1983; Domingo et al., 2001a) . Matemédticamente, el acoplamiento mutacional entre genotipos es,
por tanto, la caracteristica esencial del modelo de cuasiespecies. Este acoplamiento mutacional no es
equivalente a la idea de una red neutral (es decir, un conjunto de genotipos que dan lugar al mismo fe-
notipo y, por tanto, sobre los que la seleccidn natural no actia (Huynen et al., 1996), sino que implica
que fenotipos de menor eficacia bioldgica pueden estar sobrerrepresentados en una poblacién debi-
do a que son producidos recurrentemente por mutacion a partir de otros fenotipos (Kiippers, 1983;
Holmes, 2009)
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Una de las principales consecuencias del acoplamiento mutacional entre genotipos o fenotipos
es que la cuasiespecie puede comportarse como una unidad de seleccién (Biebricher y Eigen, 2006).
Puesto que la cuasiespecie en si misma es el resultado de la accién de seleccidén y mutacién sobre los
genotipos individuales, lo que se obtiene es una clasica situacién de multiples niveles de seleccidn
(Okasha, 2009). Eigen, por ejemplo, cita al menos tres niveles de seleccidn: entre cuasiespecies, entre
“clanes” dentro de una cuasiespecie y entre fenotipos dentro de dichos “clanes”. Como en todos los
casos en los que la seleccién actia simultineamente en diferentes niveles, esta accién puede ser en
un mismo sentido o en sentidos opuestos (Gould, 2002): es decir, la seleccién a nivel de cuasiespecie
puede favorecer o no los mismos rasgos que favorece la seleccidn individual a nivel de fenotipo.

El acoplamiento mutacional también es la causa del fenémeno conocido como supervivencia del
mds robusto® (Schuster y Swetina, 1988; Wilke, 2001; Wilke et al., 2001; Wilke y Adami, 2003),
que algunos autores han denominado efecto cuasiespecie (van Nimwegen et al., 1999; Codofier et al.,
2006; Sardanyés et al., 2008). Basicamente, la supervivencia del mds robusto considera que, a al-
tas tasas de mutacién, una cuasiespecie con alta capacidad replicativa pero baja robustez mutacional
puede ser desplazada por otra cuasiespecie con menor capacidad replicativa pero mayor robustez mu-
tacional, es decir, una mayor insensibilidad al efecto mayoritariamente deletéreo de las mutaciones.
Esto implica que la robustez mutacional es una caracteristica genética que puede estar sujeta a opti-
mizacién por la seleccidon natural y, por tanto, que a altas tasas de mutacién pueden ser seleccionadas
cuasiespecies con mayor robustez. Una de las consecuencias de este fendmeno serfa la posibilidad
de dar lugar a un nuevo mecanismo de resistencia a terapias basadas en mutagénesis letal, que seria
diferente de, y de alguna manera complementario, a la resistencia cldsica a firmacos mutdgenos. Sin
embargo, este punto estd todavia sujeto a debate. Por un lado se ha demostrado que un virus con ma-
yor robustez se impone a uno con mayor capacidad replicativa cuando se aumenta la tasa de mutacioén
(Sanjuén et al., 2007). Sin embargo, no se han encontrado evidencias de seleccién hacia una mayor ro-
bustez mutacional durante un proceso de mutagénesis (Martin et al., 2008), algo que ha sido apoyado
por resultados computacionales (O’Dea et al., 2010). Finalmente, se ha demostrado que, dentro de un
mismo género, existen especies virales con diferente robustez a mutaciones, lo que, evidentemente,
afecta a su comportamiento frente a mutdgeno (Graci et al., 2012). Ademds de la supervivencia del
mas robusto, el otro fenémeno caracteristico que aparece en el modelo de cuasiespecies es la llamada
entrada en catéstrofe de error, que se considera en detalle en la siguiente seccién.

1.1.4. Breve introduccion a la catastrofe de error

Debido a su originalidad y posibles aplicaciones précticas, una de los resultados mds llamativos
e importantes del modelo de cuasiespecies es el concepto de catdstrofe de error. En algunos paisajes
de eficacia bioldgica, un incremento de la tasa de mutaciéon por encima de un determinado valor,
denominado umbral de error, hace que la cuasiespecie entre en una situacién denominada catastrofe
de error. En el modelo original (Eigen, 1971; Swetina y Schuster, 1982), se pueden observar varios
fenémenos cuando la poblacién cruza el umbral de error. En primer lugar, la especie maestra, es
decir, la especie con mayor eficacia replicativa, se extingue, de forma que toda la poblacién esta
compuesta por el fenotipo mutante (fig. 1.1a'y 1.1c). En segundo lugar, se observa que la cuasiespecie
se deslocaliza por todo el espacio de secuencias, de tal manera que la distribucién de secuencias estd
uniformemente distribuida (fig. 1.1b). En realidad esto es materialmente imposible para poblaciones
finitas, por lo que la deslocalizacién debe interpretarse como una deriva de la poblacién a través del
espacio de secuencias, y la distribucién de poblacién como una distribucién de la probabilidad de
que la poblacion se encuentre en una determinada regién del espacio de secuencias. Finalmente, al
cruzar el umbral de error se producen cambios abruptos en varias propiedades en la poblacién, como

SEn inglés se denomina Survival of the flattest, haciendo un juego de palabras intraducible con el clasico survival of the
fittest (supervivencia del mds apto) darwiniano.
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tante, se observa con claridad que mas alld del um-
bral de error la secuencia maestra se hace précti-
camente cero (o estrictamente cero cuando se des-
estiman las mutaciones desde el fenotipo mutante
al fenotipo maestro) y toda la poblacién estd for-
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(b) Distribucién poblacional uniforme mas alla
del umbral de error. Cuando el espacio de se-
cuencias se clasifica en clases de Hamming, la dis-
tribucién poblacional adopta esta forma caracte-
ristica mas alld del umbral de error. Como se ha
comentado antes, a nivel de secuencias individua-
les esto significa que todas estdn equipobladas.
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(d) Variacion de la distancia media de Ham-
ming y de la varianza de la distancia de Ham-
ming. La distancia media de Hamming y la va-
rianza de la distancia de Hamming sufren una
transicion brusca en el umbral de error. Mds alld
del umbral de error, al deslocalizarse la poblaciéon
por el espacio de secuencias y adoptar la distribu-
cién la forma presentada en la parte b de esta fi-
gura, la distancia media de Hamming es igual a la
mitad de la longitud de secuencia, v, en este caso
10.

Figura 1.1: Transiciones caracteristicas de la entrada en catastrofe de error en funcion del factor de
calidad por digito en un paisaje de eficacias bioldgicas tipo Single-Peak. A,, = 10, A}, = 2, v=20.

el valor promedio y la desviacion estdndar de las distancias de Haming respecto a la especie maestra
(fig. 1.1d), la secuencia consenso, la llamada distribucién ancestral (Hermisson et al., 2002) o el lastre
mutacional’.

Quizds debido a esta variedad de fendmenos que pueden observarse al entrar en catdstrofe de
error, las definiciones de catéstrofe de error, y de umbral de error, cambian de trabajo a trabajo (Baa-

"El lastre mutacional mide el efecto de la tasa de mutacién sobre la capacidad reproductiva de una poblacién, ver el
apéndice A (ecu. A.21 y A.22) para una definicién exacta.
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ke y Gabriel, 2000; Baake y Georgii, 2007; Eigen, 2002), lo que ha afiadido cierta confusién a la
comprensién de un fenémeno ya de por si complejo. En la mayoria de trabajos, la catastrofe de error
se define por la pérdida de la especie maestra (Eigen, 1971; Eigen y Schuster, 1982; Bull et al., 2005;
Summers y Litwin, 2006; Sardanyés et al., 2009; Sardanyés y Elena, 2010), en otros se asocia con
la deslocalizacién de la poblacién por el espacio de secuencias (Nowak y Schuster, 1989; Campos
et al., 2002; Wilke, 2005; Takeuchi y Hogeweg, 2007), mientras que en algunos se considera como
una transicion a regiones mds robustas del espacio de secuencias (Bull et al., 2007).

De hecho, en algunos de estos trabajos se utilizan simultdnea e indistintamente dos de estas defi-
niciones, aunque el criterio matematico mas habitual para definir el umbral de error es la desaparicién
de la secuencia maestra. Una de las razones de esta confusion tiene que ver con los paisajes de eficacia
biolégica utilizados. En los modelos de cuasiespecies, los paisajes mds utilizados son, sin duda, los
paisajes formados por un unico pico, denominados de tipo Single-Peak. En esta familia de paisajes,
una o mds secuencias, que componen el fenotipo maestro, presentan un valor determinado de efica-
cia biolégica mientras que el resto de secuencias, que componen el denominado fenotipo mutante,
presentan una eficacia bioldgica menor, pero igual para todas ellas.

El primer problema surge porque la pérdida de la secuencia maestra solo tiene lugar, estrictamen-
te, en el paisaje Single-Peak cuando se desestima la mutacién desde el fenotipo mutante al fenotipo
maestro®, pero cuando ésta se tiene en cuenta, o en otros paisajes de eficacia biolégica como el mul-
tiplicativo, esta condicién no se cumple en condiciones de poblacién infinita. Otro problmea es que
en los paisajes tipo Single-Peak, todos estos fendmenos ocurren para el mismo valor del factor de
calidad, °. Sin embargo, esto no tiene por qué ser asi para otros paisajes mas complejos. Hermisson
et al. (Hermisson et al., 2002) mostraron que estos fendmenos podrian agruparse como diferentes
variantes de lo que ellos denominan “umbrales de mutacién” (mutation thresholds), que definen co-
mo “cambios pronunciados de la distribucién de equilibrio de alguna propiedad poblacional o de su
eficacia bioldgica que tienen lugar para cambios muy pequefios de la tasa de mutaciéon”. En dicho
trabajo identifican cuatro tipos de umbrales de mutacién: a) un “umbral de eficacia bioldgica” (fitness
threshold) en el que es la eficacia bioldgica promedio de la poblacién la que sufre un cambio pronun-
ciado; b) un “umbral de especie wild-type” (wild-type threshold) que se define como la pérdida del
fenotipo maestro, o al menos una caida muy abrupta en su concentracién; ¢) un “umbral de degra-
dacion” (degradation threshold), m4s alld del cual la eficacia bioldgica de la poblacién no depende
de la tasa de mutacién; y d) un “umbral de cardcter” (trait threshold), definido por un cambio muy
pronunciado en una determinada propiedad, o cardcter, poblacional: como, por ejemplo, la distancia
media de Hamming. Ademads, todos estos umbrales dependen completamente del paisaje de eficacia
biolégica y del paisaje de factores de calidad, la distribucién de factores de calidad de cada una de
las secuencias, (Hermisson et al., 2002; Schuster, 2010), por lo que en algunos paisajes de eficacia
biolégica puedan coincidir, y en otros no, lo que, como se ha comentado més arriba, quizas haya
causado cierta confusion.

Las diferencias que se observan tanto para describir la fenomenologia, como para la definicién
de la catastrofe de error y del umbral de error, se encuentran también en la interpretacion de ambos
conceptos. El umbral de error se ha considerado como una tasa de mutacidn critica més alld de la
cual, dependiendo de los autores, ocurre alguna de estas posibilidades:

= ]a mutacién domina a la seleccién (Hermisson et al., 2002; Biebricher y Eigen, 2006; Cow-
perthwaite y Meyers, 2007)

8A esta condicién, muy habitual en los modelos mds sencillos de cuasiespecies, suele denomindrsele “ausencia de
back-mutation” y serd asi, como se hard a lo largo de esta Tesis.

°Fl factor de calidad por secuencia, @, es la probabilidad de que una secuencia se copie correctamente sin que se
produzca ninguna mutacién. Es igual al factor de calidad por digito, g, que es la probabilidad de que un digito o posicién
se copie correctamente, elevado a la longitud de secuencia, v. Q = ¢”

7
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= ]a seleccion natural deja de actuar (Hermisson et al., 2002; Kamp et al., 2002)
= deja de existir un equilibrio de mutacién-seleccién (Bull et al., 2005, 2007)

= deja de tener lugar la adaptaciéon (Huynen et al., 1996) o la optimizacién (Takeuchi y Hogeweg,
2007) evolutiva.

Tanto la pérdida de la secuencia maestra como la deslocalizacién de la cuasiespecie por el espacio
de secuencias han sido relacionadas con una “crisis” o “pérdida” de la informacién (Eigen y Schuster,
1979; Schuster, 2001; Eigen, 2002; Biebricher y Eigen, 2005, 2006). En este sentido, se supone que
la entrada en catdstrofe de error establece un limite maximo a la cantidad de informacién que pue-
de mantener un sistema autorreplicativo a una tasa de mutacién determinada (Takeuchi et al., 2005;
Wilke, 2005; Obermayer y Frey, 2010). Esta interpretacion tiene dos importantes consecuencias prac-
ticas: en el campo del origen de la vida, introduce la llamada paradoja de Eigen (Eigen, 1971; Eigen
y Schuster, 1979; Szathmary y Smith, 1995), segtn la cual las primeras moléculas autorreplicativas
no tendrian la suficiente longitud, a tasas de mutacién prebiéticas, para codificar las enzimas, o es-
tructuras secundarias y terciarias de RNA, necesarias para copiar las secuencias con menor tasa de
mutacién. La segunda consecuencia importante es que, como se vio anteriormente, la idea de hacer
que los virus RNA entrasen en catdstrofe de error utilizando fairmacos mutagénicos (Eigen, 1993,
2002), fue el origen de los primeros experimentos de mutagénesis letal, asi como la primera expli-
cacién para la pérdida de infectividad viral en dichas condiciones (Holland et al., 1990; Loeb et al.,
1999; Cameron y Castro, 2001).

1.1.5. Objeciones a la catastrofe de error como explicacion de la mutagénesis letal

Aunque el concepto de catéstrofe de error fuese la primera explicacidn de la mutagénesis letal, po-
co a poco distintos autores comenzaron a plantear diferentes objeciones a que la entrada en catdstrofe
de error pudiera explicar la mutagénesis letal.

Catastrofe de error y letalidad

Las primeras objeciones se basaron en la idea de que la presencia de mutantes letales en el espacio
de secuencias hacia imposible la existencia de un umbral de error y, por tanto, la entrada en catdstrofe
de error. Por ejemplo, Wagner y Krall (1993), demostraron que era necesario un valor minimo de
eficacia bioldgica para que la poblacién pudiese entrar en catdstrofe de error; es decir, que ésta no
podia tener lugar en presencia de mutantes letales. Este resultado fue recogido posteriormente por
Wilke (2005). Por su parte, Summers y Litwin (2006) mostraron que si todos los mutantes de la cua-
siespecie eran letales, tampoco podria tener lugar una catdstrofe de error, aunque esto ya habia sido
sugerido previamente por Bull et al. (2005). Sin embargo, estos resultados deben ser tomados con
precaucion. En primer lugar, la suposicién de que todos los mutantes excepto la especie maestra son
letales es tan poco realista como suponer que ninguno lo es y, claramente, ninguna de las dos situacio-
nes es directamente extrapolable al caso en el que s6lo existe una determinada fraccién de secuencias
letales. En este sentido, Bonnaz y Koch (1998) mostraron, estudiando el modelo de cuasiespecies
desde un formalismo matemdtico completamente distinto, que cuando se considera la presencia de
una determinada fraccién de mutantes letales en el espacio de secuencia, el umbral de error sigue
produciéndose, aunque se reduce; es decir, la letalidad permite que la cuasiespecie tolere tasas de
mutacién mds altas. Por otro lado, como mostrarian Takeuchi y Hogeweg (2007) en su respuesta a
Wilke, el modelo utilizado por Wagner y Krall suponia una serie de restricciones muy limitadas que
eran precisamente responsables de los resultados obtenidos. Utilizando un modelo clasico de cuasies-
pecies en el que se consideraba una fraccién de secuencias letales uniformemente distribuida en el
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espacio de secuencias, Takeuchi y Hogeweg mostraron de nuevo la existencia de un umbral de error
en presencia de mutaciones letales y, al igual que Bonnaz y Koch (1998), que dicho umbral de error
disminuye al aumentar la letalidad. M4s atin, en este trabajo se observé que la consideracién de altos
grados de letalidad podia hacer aparecer un umbral de error en paisajes de eficacia bioldgica que,
como el multiplicativo, no lo presentan en ausencia de letalidad (Takeuchi y Hogeweg, 2007). Sin
embargo, todos estos trabajos consideraban el modelo en condiciones de poblacidn constante, lo que
impedia, por definicién, que la poblacién se extinguiese. Esto implica que la relacién entre umbral de
error y umbral de extincidn en presencia de letalidad no fue estudiada en ninguno de los dos trabajos
mencionados anteriormente (Bonnaz y Koch, 1998; Takeuchi y Hogeweg, 2007). El estudio detalla-
do de la relacion entre extincion y catdstrofe de error en presencia de diferentes distribuciones de
letalidad en el espacio de secuencia constituye uno de los principales objetivos de esta Tesis.

Catastrofe de error vs. extincion

En otros autores, la critica se ha basado en diferenciar la extincién de la entrada en catdstrofe
de error. Wilke (2005) fue el primero en afirmar que ambos conceptos probablemente no estaban
relacionados, sefialando, acertadamente, el hecho de que la gran mayoria de modelos de cuasiespecies,
y de entrada en catéstrofe de error, consideraban condiciones de poblacién constante en los que la
extincidén, por definicién, no estd permitida. Casi simultineamente, Bull et al. (2005) sefialaron la
necesidad de diferenciar entre la extincidn, que implica la desaparicién de toda la poblacién, y la
entrada en catdstrofe de error, en la que sélo es la especie maestra la que desaparece. En ambos
casos, se planteaba, por tanto, distinguir entre el umbral de error y el umbral de extincién de una
cuasiespecie. El primero determina la tasa de mutacion a la cual la poblacion entra en catdstrofe de
error, mientras que el segundo determina la tasa de mutacién a la que la poblacién se extingue. De
esta forma, ambos trabajos descartaban que la mutagénesis letal estuviese causada por la entrada de
la cuasiespecie en catastrofe de error. Siguiendo esta linea de critica, Bull et al. (2007) formalizaron
la necesidad de diferenciar entre procesos demograficos, como la extincion, y procesos genético-
evolutivos, como la catéstrofe de error'®. Basdndose en esta idea, estos autores no sélo descartaban
que la entrada en catastrofe de error fuese el proceso responsable de la mutagénesis letal, sino que
llegaban a proponer que la entrada en catdstrofe de error podria dificultar o retrasar la extincién de un
virus por mutagénesis letal.

En este sentido, algunos autores han relacionado explicitamente la idea de entrada en catdstrofe de
error con la supervivencia del mds robusto, sefialando que la entrada en catdstrofe de error “requires
that some genotypes or phenotypes are more sensitive to mutation than others” (Bull et al., 2005), o
que es “an evolutionary phenomenon in which (... ) the population evolves to genotypes that are low
in fitness but robust to the effects of mutations” (Bull et al., 2007), o que es una teoria que muestra
que “the evolutionary potential of a phenotype depends on both its fitness relative to alternative
phenotypes and its robustness to mutations” (Cowperthwaite et al., 2008). Sin embargo, hasta donde
sabemos, nadie ha estudiado explicitamente esta relacion ni ha llevado a cabo una reinterpretacion
de ambos fenomenos en base a dicha relacion, lo que constituye otro de los principales objetivos
de esta Tesis.

Por dltimo, si se considera la fenomenologia experimental de la mutagénesis letal, algunas de sus
caracteristicas no cumplen lo esperable en el caso de una entrada en catastrofe de error. En primer
lugar, la entrada en catdstrofe de error deberia dar lugar a genomas con un gran nimero de mutaciones,
pero el andlisis de las poblaciones preextincion presenta resultados contradictorios: en algunos casos

10En este sentido, es sencillo demostrar que la entrada en catéstrofe de error es un proceso independiente del compor-
tamiento demografico de la poblacién: puede producirse mientras la poblacién estd creciendo, en estado estacionario o
incluso mientras se extingue, ya que s6lo depende de la relacion entre las eficacias bioldgicas de los fenotipos maestro y
mutante (ver apéndice A).
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no se han encontrado ejemplos de hipermutacién genémica (Grande-Perez et al., 2002; Grande-Pérez
et al., 2005a), mientras que recientemente, utilizando técnicas mds sensibles, si se han encontrado
genomas con un gran nimero de mutaciones asociadas al firmaco mutdgeno (Perales et al., 2011b).
Ahora bien, estd por ver si el nimero de mutaciones por genoma encontrado en este tltimo caso es
suficientemente alto como para ser compatible con la entrada del virus en catéstrofe de error.

Por otro lado, 1a accién de farmacos inhibidores en concentraciones suficientemente altas favorece
la extincién por mutagénesis letal (Sierra et al., 2000; Iranzo et al., 2011). Sin embargo, salvo que
dicho inhibidor alterase la estructura relativa del paisaje de eficacia bioldgica, es decir, la relacién
entre la eficacia biolégica del fenotipo maestro y el resto de mutantes, el umbral de error no se veria
afectado. Igualmente, una menor eficacia biolégica de la cuasiespecie como un todo no afectaria al
umbral de error salvo que estuviese asociada a un desplazamiento en el espacio de secuencias que
alterase las eficacias bioldgicas relativas entre los diferentes mutantes.

1.1.6. Modelos de mutagénesis letal no basados la entrada en catastrofe de error

Los trabajos mencionados anteriormente planteaban serias dudas sobre la capacidad de la entrada
en catdstrofe de error para explicar la mutagénesis letal, tal y como se habia propuesto clasicamente.
De hecho, en los ultimos afios han aparecido varios trabajos en los que se han propuesto modelos
alternativos para explicar la extincidon de un virus por acumulacién de mutaciones (Bull et al., 2007;
Chen y Shakhnovich, 2009; Martin y Gandon, 2010). Estos modelos se diferencian en aspectos meto-
dolégicos y, sobre todo, en los paisajes de eficacia bioldgica utilizados, pero todos ellos consideran el
efecto de la seleccién y la mutacidn sobre una poblacidn con una determinada eficacia biolégica ab-
soluta. Sobre este nicleo esencial, los diferentes paisajes de eficacia bioldgica utilizados dan lugar a
diferentes predicciones para la dependencia del umbral de extincién con la eficacia bioldgica absoluta
del genotipo de mayor eficacia bioldgica. Asi, el modelo presentado por Bull et al. (2007), basdndo-
se en la aproximacion de que la eficacia bioldgica media en el equilibrio de selecciéon-mutaciéon no
depende del coste selectivo de las mutaciones, establece una relacién exponencial entre la tasa de
mutacion critica y la eficacia bioldgica absoluta maxima. El modelo presentado por Chen y Shakhno-
vich (2009), que utiliza un paisaje de eficacia bioldgica basado en una distribucién experimental del
efecto que tienen las mutaciones en la estabilidad térmica de las proteinas, establece que la tasa de
mutacioén critica varfa de forma practicamente lineal con la eficacia bioldgica absoluta. Por tdltimo,
Martin y Gandon (2010), utilizando un paisaje de eficacias bioldgicas en el que el coste mutacional
sigue una determinada distribucién estadistica, junto con otras suposiciones adicionales, obtienen una
expresion para el umbral de extincién que depende crucialmente del porcentaje de mutaciones letales.
Cuando éste es muy alto, la tasa de mutacion critica depende linealmente con la eficacia biolégica
absoluta. Sin embargo, cuando la fracciéon de mutaciones letales es baja el umbral de extincién de-
pende del cuadrado de la eficacia biol6gica absoluta. A pesar de las diferencias, la idea fundamental
es la misma en todos los modelos: la extincién por mutagénesis letal se produce porque el aumento
de la tasa de mutacién desplaza el equilibrio seleccién-mutacién hasta que la poblacién no puede
mantenerse en el tiempo. Junto con estos modelos basados exclusivamente en el efecto del equilibrio
de seleccion-mutacion sobre el comportamiento demografico de la cuasiespecie, existe otro modelo
alternativo que considera crucial para que la poblacién se extinga la participacion de una subpobla-
cioén de virus mutantes denominados defectores. La base experimental de esta hipdtesis, asi como el
modelo tedrico que la explica se introducen brevemente en la siguiente seccion.
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1.2. El modelo de defeccion letal

1.2.1. Desarrollo de la hipotesis y fenomenologia experimental

El origen de la hipétesis de defeccidn letal hay que buscarlo en una caracteristica del comporta-
miento de las cuasiespecies virales: la supresién de variantes de alta eficacia bioldgica por el espectro
de mutantes que las acompanan (de la Torre y Holland, 1990; Domingo et al., 2006; Perales et al.,
2010). Inspirdndose en dicho fenémeno, se estudid el efecto que podrian tener poblaciones del vi-
rus de la fiebre aftosa que habian sido sometidas a mutagénesis hasta extinguirse, sobre la capacidad
infectiva de una poblacién del mismo virus. Al hacerlo se observé que las llamadas poblaciones pre-
extincidn, la dltima poblacién recuperable antes de la extincion del virus, interferian en el crecimiento
de las poblaciones viables s6lo cuando los genomas pre-extincién mantenian su integridad biolégica
(Gonzalez-Lopez et al., 2004). A partir de estos resultados se planted la hipédtesis de que la muta-
génesis de un virus RNA darfa lugar a un subconjunto de virus mutantes interferentes denominados
defectores cuyo papel seria crucial para la extincién del virus. Esta hipétesis recibié el nombre de de-
feccion letal (Grande-Pérez et al., 2005b). A partir del descubrimiento inicial, una serie de resultados
experimentales posteriores han ido apoyando esta hipétesis. Entre estos resultados destacan:

= Las poblaciones pre-extinciéon de FMDV capaces de interferir con el virus viable presentan una
eficacia bioldgica mucho menor que la de la poblacién sin mutagenizar (Gonzalez-Lopez et al.,
2005).

= Mutantes concretos, disefiados ex profeso, de la capside y la RNA polimerasa de FMDV inter-
fieren con la replicacién y produccién del virus estdndar cuando ambos coinfectan una célula.
La interferencia es mayor cuando los mutantes se presentan en mezcla y, ademads, la accion de
los mutantes interferentes de la cdpside y la polimerasa es sinérgica (Perales et al., 2007).

= Las poblaciones de LCMYV tratadas con el mutdgeno 5-fluorouracilo (FU) presentan capacidad
interferente cuando se coinfectan junto con poblaciones no tratadas de LCMV. Este componente
interferente no necesita presentar infectividad, es especifico para LCMV y es sensible al trata-
miento con rayos UV. La retirada cada cierto tiempo del sobrenadante durante una infeccion
persistente en presencia de mutdgeno dificulta la extincion del virus (Martin et al., 2010).

Todos estos resultados experimentales muestran la importancia que los mutantes defectivos y de-
fectores pueden tener en la extincién de un virus RNA por aumento de su tasa de mutacién. Ademas,
algunas de las caracterfsticas experimentales de la mutagénesis letal mencionadas anteriormente po-
drian explicarse en base a la defeccion letal. Por ejemplo, el hecho de que la frecuencia de mutacién
en poblaciones pre-extincion sea menor de lo esperado (Grande-Pérez et al., 2005a), el que la infec-
tividad del virus se pierda antes que la capacidad replicativa (Grande-Pérez et al., 2005b) o el que
en el bacteriéfago Q3 dos poblaciones pre-extincion de bajo titulo viral se extingan mas facilmente
cuando la infeccidn tiene lugar en medio liquido en presencia de mutdgeno que cuando se someten a
pases placa a placa en presencia del mismo (Cases-Gonzélez et al., 2008).

1.2.2. Modelos teodricos de defeccion letal

El origen de la hipdtesis de defeccion letal estd estrechamente ligado al desarrollo de modelos
computacionales y estudios in silico. El mismo trabajo en el que se planteé por vez primera esta
hipétesis fue una aproximacion conjunta in vitro-in silico en la que se desarroll6 una implementacién
computacional estocdstica del modelo de extincién por defeccion letal (Grande-Pérez et al., 2005b).
Posteriormente, se presentd una version simplificada del mismo que podia estudiarse analiticamente
utilizando tanto una aproximacién determinista como estocdstica (Iranzo y Manrubia, 2009). Este
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modelo, que se denominard modelo Manrubia-Iranzo por sus autores, es, hasta la fecha, el nico
propuesto para explicar la extincidn por defeccion letal.

Bésicamente, el modelo de defeccion letal de Manrubia e Iranzo considera que los virus codifican
dos rasgos fenotipicos: la capacidad replicativa y la infectividad, esta tltima asociada con la capaci-
dad de codificar las proteinas necesarias para la replicacion. El primer rasgo actia exclusivamente en
cis mientras que el segundo acttia en trans''. Durante la replicacién, los virus acumulan mutaciones
que pueden afectar tanto a su capacidad replicativa como a su infectividad. Estas mutaciones pueden
ser tanto beneficiosas como deletéreas. Sin embargo, el efecto de las mutaciones en ambos rasgos estd
acoplado, puesto que se considera que la pérdida de infectividad por mutaciones se produce siempre
que dichas mutaciones disminuyan simultdneamente su capacidad replicativa. Igualmente, se supone
que la recuperacién de la capacidad infectiva tiene lugar siempre y cuando se produzcan mutaciones
que aumenten la capacidad replicativa. Aquellos virus que codifican protefnas funcionales se deno-
minan viables. Por el contrario, aquellos que acumulan mutaciones que hacen que sus proteinas dejen
de ser funcionales, perdiendo su infectividad, son denominados defectivos. La capacidad reproductiva
de la poblacién se considera asi proporcional al niimero de virus viables en la misma. Cuando estos
desaparecen de la poblacion, ésta es incapaz de reproducirse y, por tanto, se extingue.

Utilizando este modelo, es posible comparar las diferencias en la extincién por acumulacién de
mutaciones en presencia o ausencia de defectivos. Cuando el tamaifio poblacional es suficientemente
alto, ambos casos se comportan de forma idéntica , extinguiéndose al superar un determinado valor
critico de la tasa de mutacién. Este valor es equivalente al umbral de extincién determinista. Sin em-
bargo, cuando el tamafio poblacional es pequefio, el comportamiento es cualitativamente distinto a
tasas de mutacion relativamente bajas. Mientras que en el caso en el que todos los virus son viables
la poblacién persiste en el tiempo, en el escenario con defectivos la poblacion se extingue debido a
la acumulacién de estos virus (Grande-Pérez et al., 2005b). Esta extincion debida a los defectivos
que tiene lugar a tasas de mutacién mds bajas cuando los tamafios poblaciones son suficientemente
pequeiios ha sido denominada extincién estocéstica (Iranzo y Manrubia, 2009). El motivo es que és-
ta se produce porque, debido a la posibilidad que aparezcan mutaciones que aumenten la capacidad
replicativa, cada cierto tiempo aparecen virus defectivos de alta capacidad replicativa. Estos virus
aumentan temporalmente su proporcion en la poblacién en forma de bursts. Cuando esto ocurre, o
bien los defectivos de alta capacidad replicativa se extinguen y el burst termina, o bien se imponen
en la poblacién y, al desaparecer todos los virus viables, ésta se extingue. En el modelo presentado
en (Iranzo y Manrubia, 2009), la capacidad replicativa de los virus defectivos de alta capacidad repli-
cativa es la misma que la de los virus viables y, por tanto, puede considerarse un caso de evolucién
neutral o cuasi-neutral (debido a las contribuciones por mutacién de otros fenotipos). La imposicién
de los mutantes defectivos es consecuencia de un efecto de deriva génica y, por tanto, es mas probable
cuanto menor sea dicho tamafio poblacional.

1.2.3. Diferentes acepciones del término defeccion letal

Una revisién detallada de la literatura muestra que pueden encontrarse dos acepciones del término
defeccion letal. En primer lugar, existe una acepcién mds genérica y, si se quiere, fenomenoldgica o
descriptiva, que entiende la defeccion letal como un proceso de extincién por acumulacién de muta-
ciones (mutagénesis letal) en el que tiene un papel crucial una subpoblacién de mutantes especificos
denominados defectores. Esta acepcién, expresada fundamentalmente en la literatura mas experimen-
tal no especifica, en general, ningin mecanismo concreto mds alld de referirse al modelo tedrico

En virologia, los términos interaccién en cis o en trans se utilizan para describir si la accién de un elemento codificado
genéticamente (una secuencia genémica, una estructura secundaria o terciaria de RNA, una proteina, etc.) tiene lugar bien
sobre el genoma que lo codifica, en cuyo caso se denomina interaccién en cis, o bien sobre otros genomas diferentes, en
cuyo caso seria una interaccion en trans.
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propuesto por Manrubia e Iranzo, comentado anteriormente. Por otro lado, el uso de estos autores del
término defeccion letal implica una segunda acepcién mads especifica y concreta, que asume que la
defeccidn letal es la extincidn estocdstica o extincidn inducida por ruido que plantea su modelo. Es
importante tener en cuenta ambos sentidos o acepciones del término para evitar confusiones seman-
ticas problemdticas. A lo largo de este trabajo, cuando se use el término defeccidén letal en general
se estard utilizando la primera acepcion, puramente descriptiva. Cuando sea necesario referirse en
concreto al mecanismo especifico propuesto por Manrubia e Iranzo para explicar dicho fenémeno, se
utilizaran los términos defeccion letal inducida por ruido o defeccién letal por extincidn estocéstica.

1.2.4. Limites del modelo de extincion estocastica

A pesar de que es capaz de explicar la extincion de una poblacién por acumulacién de defectivos,
el modelo de defeccion letal por extincion estocdstica presenta una serie de limitaciones. Tal y como
los propios autores reconocen (Manrubia et al., 2010), dicho modelo no puede explicar la accién de
la defeccidn letal en infecciones liticas. Sin embargo, buena parte de la fenomenologia experimental
sobre la que se sostiene la hipétesis de defeccion letal procede de virus liticos (Gonzalez-Lopez et al.,
2004; Perales et al., 2007). Por otro lado, el modelo sélo explica la extincién cuando los tamaifios po-
blacionales son relativamente pequefios (Iranzo y Manrubia, 2009). Sin embargo, tanto en infecciones
liticas como persistentes, los tamafios de poblacién de los virus RNA son extremadamente grandes,
dentro y fuera de las células, aunque es cierto que no todos los genomas virales dentro de la célula
se estdn replicando y que eso podria disminuir considerablemente el tamafio efectivo de la poblacién,
facilitando la extincidn estocdstica. Estas limitaciones plantean la necesidad de desarrollar mode-
los de mutagénesis letal por defeccion letal complementarios al modelo Iranzo-Manrubia, lo que
constituye otro de los objetivos fundamentales de esta Tesis.

1.3. Defectivos, interferencia y complementacion en virologia

1.3.1. Interacciones en trans, defectividad, complementacion e interferencia en virus
RNA

La existencia y replicacién de los virus defectores y defectivos en los que se basa la hipétesis
de defeccidn letal se debe, en ultima instancia, a la existencia de interacciones en trans en los virus
RNA. Estas interacciones dan lugar a los fenémenos de complementacion, interferencia y defectivi-
dad, conocidos y bien estudiados desde hace afios en virologia. En esta seccién se repasardn estos
conceptos tal y como se han estudiado y definido en la virologia clasica, asi como la importancia que
recientemente estdn adquiriendo para explicar el comportamiento de las cuasiespecies virales.

Algunos virus son incapaces de completar un ciclo infeccioso por si mismos debido a algtin de-
fecto genético (mutacidn, delecidn, insercidn, etc...), pero si pueden hacerlo en presencia de otros
virus. A los primeros se los denomina virus defectivos o, cuando ese defecto se expresa sélo bajo
ciertas condiciones (por ejemplo, alta temperatura), defectivos condicionales (Whitaker-Dowling y
Youngner, 1987). Los virus que permiten que el virus defectivo complete un ciclo infeccioso reciben
el nombre de helper. Estos virus producen el producto génico necesario del que carecen los virus de-
fectivos, que interaccionan en frans con €l. De esta forma, se dice que el virus helper complementa al
virus defectivo, entendiendo por complementacién el efecto compensatorio de los productos génicos
de dos sistemas genéticos homologos para aliviar los defectos de genes mutantes (Ehrenfeld et al.,
2010). La diferencia entre los virus defectivos y los virus con mutaciones letales, es que éstos no
pueden completar un ciclo infectivo en ningtin caso, no pueden ser complementados.

En la mayoria de los casos, puesto que el virus defectivo utiliza productos génicos producidos por
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el virus helper, 1a reproduccién de éste es menor que si el virus defectivo no estuviese presente. A este
fenémeno, es lo que se denomina interferencia'? (Fields et al., 2007). La interferencia puede produ-
cirse entre virus diferentes, recibiendo el nombre de interferencia heter6loga, o bien entre diferentes
variantes genéticas de un mismo virus, denomindndose interferencia homdloga o autointerferencia
(Youngner y Whitaker-Dowling, 1999; Domingo et al., 2006). El ejemplo clasico de virus defectivos
e interferencia homdloga son las llamadas particulas defectivas interferentes, (DIP, por su acrénimo
en inglés, Defective Interfering Particles) (Fields et al., 2007) . En la mayoria de los casos, el cardcter
defectivo de estas DIP se debe a deleciones de regiones mas o menos extensas de su genoma (Roux,
1999), aunque también pueden surgir por pequefias deleciones en regiones concretas del genoma (Me-
yer y Southern, 1997). En general, las DIP presentan una ventaja replicativa frente a los virus helper,
lo que las permite coexistir con éstos durante gran nimero de pases. Esta ventaja replicativa puede
deberse a las propias deleciones gendmicas, bien porque éstas aumenten su capacidad replicativa o la
estabilidad del virién (Ojosnegros et al., 2011), a la duplicacién de secuencias implicadas en el inicio
de la replicacién o incluso una mayor capacidad de encapsidaciéon (Roux, 1999; Marriott y Dimmock,
2010), .

Ademas del caso de los virus helper y las DIP, se conocen otros ejemplos de complementacion
como la mezcla fenotipica, (del inglés phenotypic mixing o phenotypic hiding) (Novick y Szilard,
1951), que tiene lugar cuando se generan capsides mosaicos a partir de proteinas procedentes de virus
de diferentes serotipos, o el llamado enmascaramiento genémico (genome masking), que se produce
cuando los genomas de un virus son encapsidados por proteinas codificadas por otro, dando lugar a los
llamados pseudotipos, virus en los que parte de su fenotipo, la cdpside, no coincide con su genotipo
(Ehrenfeld et al., 2010).

La interferencia que causan las DIP se debe a la competicion por factores virales que actian en
trans. Algunas compiten por la RNA polimerasa viral (Giachetti y Holland, 1989) mientras que otros
lo hacen por las proteinas de la cdpside (Dennehy y Turner, 2004; Marriott y Dimmock, 2010). Si el
factor en cuestidn estd en exceso, un virus defectivo puede no causar interferencia, dando lugar a las
llamadas particulas defectivas no interferentes (Roux, 1999; Simon et al., 2004). Otro mecanismo que
también pueden causar interferencia homéloga es la interaccidn directa entre productos aberrantes y
productos funcionales (Whitaker-Dowling y Youngner, 1987). Este mecanismo puede ser especial-
mente importante durante los procesos de mutagénesis letal, ya que la acumulacién de mutaciones
aumentard la cantidad de genomas que codificardn productos génicos aberrantes. La interaccion de
éstos con los productos funcionales de otro virus puede dar lugar a la pérdida total o parcial de la
actividad de los complejos heteropoliméricos formados -mecanismo de “manzana podrida”- o al se-
cuestro de productos funcionales -mecanismo de “callejon sin salida”. Los genomas que codifican
este tipo de productos aberrantes impidiendo la expresion de los virus wild-type reciben el nombre
mutantes dominantes negativos (Whitaker-Dowling y Youngner, 1987).

1.3.2. Interacciones en trans, complementacion e interferencia: especificidad funcio-
nal y viral

Aunque hasta la fecha no exista manera de cuantificar las interacciones en trans en un virus,
se sabe que las diferentes familias virales pueden diferir en el grado de interacciones en trans que
presentan (Fields et al., 2007). Asi, por ejemplo, si se toma la produccién y amplificacién de DIP
como un indicativo de la capacidad global de ciertas familias virales para interaccionar en trans (aun-
que en realidad aquella dependa de més fenémenos a parte de estas interacciones, como la tendencia
de la RNA polimerasa viral a producir deleciones, la ventaja replicativa que puedan alcanzar dichas
particulas, etc.) se observa que los virus RNA de cadena negativa, como por ejemplo las familias

12Existe otra definicién de interferencia, mas amplia, que incluye cualquier fenémeno en el que la replicacién de un
virus disminuya la replicacién de otro, incluso aquellos que, como la interferencia clonal, estdn basados en la accién de la
seleccién natural.
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Arenaviridae, Rhabdoviridae, etc. tienen una gran tendencia a formar DIP en unos pocos pases a alta
multiplicidad de infeccién (Roux et al., 1991). Sin embargo, los virus de la familia Picornaviridae,
cuyo RNA es de cadena positiva, tienen muy poca tendencia a formar DIP. De hecho, aunque se han
obtenido para diferentes especies de esta familia (Cole et al., 1971; McClure et al., 1980; Charpentier
et al., 1996; Mclnerney et al., 2000), s6lo se ha conseguido tras un niimero elevado de pases a alta
multiplicidad de infeccién.

Por otro lado, el grado de interaccién en trans no sélo depende de la familia viral, ya que dentro
de una misma especie viral no todas las mutaciones son igualmente complementables. Por ejemplo,
mientras que la proteina 2A de las especies del género Enterovirus es complementable, algunas le-
siones de la proteina contigua 2B no son complementables en frans. Mds atn, en las regiones 2C, 3A
y 3D de este género se han descrito tanto mutaciones complementables como no complementables
(Ehrenfeld et al., 2010). Puesto que la mayoria de proteinas virales son multifuncionales, es probable
que una misma proteina pueda cumplir funciones complementables y no complementables.

1.3.3. Complementacion y equilibrio de seleccion-mutacion

Diferentes autores han estudiado tedrica y computacionalmente el efecto de la complementacién
en el equilibrio seleccion-mutacién de los virus RNA (Wilke y Novella, 2003; Froissart et al., 2004;
Novella et al., 2004; Gao y Feldman, 2009). El resultado fundamental de todos estos trabajos es que
la complementacion desplaza el equilibrio de seleccién-mutacién hacia mayores frecuencias de alelo
mutante. Esencialmente, lo que ocurre es que la complementacidn, al permitir al alelo mutante apro-
vecharse parcialmente de la eficacia bioldgica del alelo wild-type, disminuye la desventaja selectiva
de dicho alelo mutante respecto del wild-type, lo que disminuye a su vez el efecto de la seleccion
natural. A pesar de esto, en el modelo de Gao y Feldman (2009) la eficacia bioldgica media de la po-
blacién apenas varia con la complementacién, aunque ésta tenga efectos drasticos en la composicion
poblacional. Por ltimo, dentro del marco conceptual de las cuasiespecies, Sardanyés y Elena (2010)
han estudiado el comportamiento de un hiperciclo con replicacién mediada por una enzima polimera-
sa'® (Eigen y Schuster, 1979) como ejemplo de cuasiespecies con complementacién. En este trabajo
se muestra que la complementacién hace que el umbral de error se produzca a tasas de mutacion
menores, y que, antes de dicho umbral, la fraccién de fenotipo maestro en la poblacién disminuye.

1.3.4. Interacciones dentro del espectro de mutantes y seleccion dependiente de fre-
cuencia

Dadas las caracteristicas de los virus, cuyos genomas se replican en un entorno intracelular no
individualizado, la interaccion en trans es, en principio, general para todos ellos. Sin embargo, la
importancia funcional y evolutiva de la interaccién en trans depende crucialmente de la diversidad
genética de los virus. Si dos virus genéticamente iguales coinfectan una misma célula, la interaccién
en trans entre ambos virus tiene poca o nula importancia para su ciclo infectivo ya que no existen
diferencias entre la funcionalidad de los elementos genéticos que codifican ambos virus. Sin embargo,
cuando dos virus genéticamente diferentes coinfectan una célula, las interacciones en trans pueden
cambiar completamente la dindmica de la infeccién, dando lugar a fenémenos de complementacion,
interferencia, etc. Por este motivo, debido a la gran variabilidad genética y fenotipica de los virus
RNA, las interacciones en frans tendran un papel mucho mas relevante en las dindmicas evolutivas y
patogénicas de las poblaciones de este tipo de virus (Domingo et al., 2006; Perales et al., 2010).

13Un hiperciclo mediado por replicasa es un sistema autocatalitico que considera un genoma que se traduce para dar una
enzima replicasa que cataliza la replicacion de dicho genoma. Bajo ciertas condiciones, dicho sistema es matematicamente
equivalente a un hiperciclo cldsico en el que la molécula genémica actiia a la vez como template y como enzima replicasa.

15



Extincion y mutacion 1. Introduccién

Como se vio anteriormente, el paradigma original de las cuasiespecies, basado en el modelo
clasico de Eigen (Eigen, 1971), tiene como principal caracteristica que la presencia de un determinado
mutante no sélo depende de su eficacia bioldgica, sino también de la de su “entorno mutacional”, es
decir, debido a la probabilidad de que otras variantes muten en €l (Biebricher y Eigen, 2006). Sin
embargo, los dltimos hallazgos experimentales en el campo de los virus RNA apuntan a una extension
de dicho paradigma en la que las interacciones dentro del espectro de mutantes son cruciales para
entender el comportamiento de las cuasiespecies. Este desarrollo del paradigma de las cuasiespecies,
asi como los resultados experimentales mas relevantes que han conducido hacia €1, se ha plasmado en
una serie de revisiones recientes (Domingo et al., 2006; Perales et al., 2010; Lauring y Andino, 2010;
Mas et al., 2010).

A pesar de que los ejemplos mds evidentes y conocidos de interferencia y complementacién es-
t4n relacionados con virus defectivos, virus dominantes negativos, diferentes serotipos de un mismo
virus, etc. hay que destacar que los fenémenos de interferencia y complementacién pueden tener
una naturaleza continua, es decir, pueden ocurrir entre variantes genéticas y fenotipicas de diferente
eficacia bioldgica que interaccionen en frans, aun cuando estas variantes no sean estrictamente de-
fectivas. De esta forma la eficacia bioldgica de cada una de ellas tendrd una componente individual
y una componente colectiva. La componente individual serd dependiente en Ultima instancia de su
genotipo, y de la interaccion de éste con el entorno celular. Sin embargo, la componente colectiva
de su eficacia biolégica dependerd de los genotipos con los que interacciona dentro de la célula, asi
como de su frecuencia relativa. En biologia evolutiva, cuando la eficacia biolégica de un determinado
fenotipo depende de la frecuencia relativa del resto de fenotipos en la poblacion, se habla de seleccion
dependiente de frecuencia (Heino et al., 1998).

La seleccion dependiente de frecuencia se ha observado en diferentes ejemplos de virus RNA
(Elena et al., 1997; Turner y Chao, 1999; Yuste et al., 2002; Ojosnegros et al., 2010) muchas veces
acompafiada ademds de seleccién dependiente de densidad. Si la seleccién dependiente de frecuencia
es negativa, es decir, la eficacia bioldgica de un fenotipo aumenta al disminuir su proporcién en la
poblacién, contribuye a mantener los polimorfismos genéticos en las poblaciones (Heino et al., 1998).
En el caso de los virus RNA, ésta seria una contribucién adicional a la ya de por sf alta variabilidad
genética de los mismos. Si la seleccién dependiente de frecuencia es positiva, es decir, si la eficacia
bioldgica de un fenotipo aumenta al aumentar su proporcion en la poblacion, este fenotipo aumenta
su probabilidad de fijarse, lo que contribuye a disminuir la variabilidad de las poblaciones.

Como se vio anteriormente, las diferentes familias virales, asi como cada una de las funciones
que contribuyen a la eficacia biolégica de un virus RNA, pueden tener diferentes probabilidades de
interaccionar en cis o en trans. Estas probabilidades determinan en qué proporcién depende la eficacia
bioldgica de un miembro de la cuasiespecie de las contribuciones individual y colectiva y, por tanto,
hasta qué punto estd actuando la seleccion dependiente de frecuencia en el seno de la cuasiespecie.

La seleccién dependiente de frecuencia y/o de densidad es un fenémeno cléasico en la teoria evolu-
tiva, y ha sido modelizada extensamente en el campo de la ecologia y del estudio de las interacciones
sociales en biologia. Precisamente, en los tltimos afios el estudio del origen y evolucién de las inter-
acciones sociales dentro de una misma especie se ha convertido en una de las lineas de investigacién
mas prolificas de la teorfa evolutiva. Uno de los formalismos matematicos mds utilizados para su es-
tudio es la teoria de juegos evolutiva (TJE) que, entre otros fendmenos, ha sido extensamente aplicado
al estudio de las dindmicas de defeccion-cooperacion (Nowak, 2006a). Uno de los objetivos de esta
Tesis es el desarrollo de modelos del comportamiento de los virus RNA que tengan en cuenta que la
eficacia biologica de los individuos es, en parte, dependiente de frecuencia. En la siguiente seccién
se revisaran los aspectos de dicha teoria que puedan ser mas relevantes para el estudio de la defeccion
letal en virus RNA.
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1.4. Defeccion y cooperacion en biologia evolutiva

1.4.1. Defectores y cooperadores

La teoria de juegos evolutiva (TJE) estudia el comportamiento dindmico de poblaciones en las que
sus miembros interaccionan entre si segin un “juego” predeterminado, lo que determina su eficacia
bioldgica. Estudia, por tanto, situaciones en las que existe seleccién dependiente de frecuencia (No-
wak, 2006a)'4. Los términos defeccién y cooperacion, tal y como se usan actualmente en el contexto
de la TJE, tienen su origen en el conocido “dilema del prisionero”. Este es el paradigma y quizs el
ejemplo més conocido de la teoria de juegos, en el que las dos posibles estrategias de los “jugadores”
son o bien cooperar con el otro jugador o bien traicionarle (en inglés, fo defect: desertar o pasarse al
otro bando) y no cooperar.

En la TJE se considera que los individuos cooperadores o altruistas (C') producen o comparten
un beneficio (b), pero pagan un coste (c) por producirlo. Los individuos defectores o egoistas (D) no
producen beneficio ni, por tanto, pagan un coste, pero si pueden aprovecharse del beneficio que gene-
ran los cooperadores. Tanto los beneficios como los costes se miden en términos de eficacia biolégica
(Nowak, 2006b). Cuando un individuo interacciona con otro, ambos reciben un pago (del inglés, pa-
yoff) en unidades de eficacia biol6gica que viene especificado de antemano por el juego en cuestion.
De esta manera, la eficacia bioldgica de un individuo depende de las interacciones que mantenga con
cooperadores y defectores y, por tanto, depende de las fracciones de ambos en la poblacién: es depen-
diente de frecuencia. Un aspecto que merece la pena destacar es que esto implica que cooperacién y
defeccién son fenémenos relativos, dependientes de contexto poblacional (Sella y Lachmann, 2000).
Es decir, un mismo individuo puede comportarse como defector frente a un individuo A, pero como
un cooperador frente a un individuo B. En la mayoria de los juegos mds simples se supone que las in-
teracciones se producen entre dos individuos, cada uno de los cuales presenta dos posibles estrategias,
de manera que los juegos se denominan 2x2.

1.4.2. Dilemas sociales, juegos y selecciéon natural

Bajo ciertas condiciones, la interaccion entre cooperadores y defectores se plantea como un dile-
ma social. Un dilema social surge cuando existe un conflicto de intereses entre lo que es beneficioso
para el individuo y lo que es beneficioso para la poblacién en la que se encuentra (Hauert, 20006).
Por ejemplo, en los juegos mds simples, la eficacia biolégica media de la poblacién es maxima cuan-
do dicha poblacion estd compuesta exclusivamente por cooperadores. Sin embargo, dependiendo del
juego, la seleccion natural a nivel del individuo puede favorecer la defeccién y, por tanto, en ausencia
de otros mecanismos compensatorios, el estado final estard compuesto total o parcialmente por de-
fectores, de manera que la eficacia absoluta media de la poblacién serd inferior a la 6ptima, de ahi el
dilema social.

El que la seleccién natural favorezca la defeccion o la cooperacion va a depender de la estructura
de “pagos” del juego, es decir, de cémo se producen y reparten los “beneficios” y los “costes”. Como
han sefialado varios autores, uno de problemas actuales de la TJE es que el juego del dilema del pri-
sionero ha sido considerado como el paradigma de la teorfa de juegos en biologia evolutiva (Archetti
y Scheuring, 2012), algo que ya ocurrié previamente en los estudios sociales (Kollock, 1998). En el
dilema del prisionero, la seleccién natural siempre favorece a la defeccién frente a la cooperacion
(ver apéndice B). Sin embargo, como sefialan con razén dichos autores, el dilema del prisionero no
es el Unico juego posible. Existen otros juegos, como el snowdrift, el stag-hunt, etc. cuyas matrices
de pagos dan lugar a resultados evolutivos diferentes a los del dilema del prisionero. En el prime-
ro de ellos, por ejemplo, el resultado del juego es la coexistencia entre cooperadores y defectores,

“En el apéndice B se repasa, brevemente, la formulacién matematica mas simple de la TJE.
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mientras que en el segundo la poblacién acaba estando formada completamente por cooperadores o
por defectores dependiendo de las condiciones iniciales (ver apéndice B). De hecho, si los beneficios
que aporta la cooperacién son suficientemente grandes, ésta puede estar favorecida por la seleccion
natural bajo cualquier situacion, situaciéon que ha sido denominada armonia, por no existir dilema
social alguno. Todo esto implica que la dindmica evolutiva de defectores y cooperadores es mds com-
pleja que simplemente afirmar que la seleccion natural favorece la defeccidn, pues esto depende de
los tipos de interacciones y/o de la composicién de la poblacidn y, sobre todo, implica que es nece-
sario estudiar qué juego refleja mejor una realidad bioldgica determinada (Doebeli y Hauert, 2005).
Ademds, como se mostrard mds adelante, existen mecanismos adicionales (consideracion del espacio,
aspectos demogréficos, etc.), que pueden favorecer la defeccidn o la cooperacién y alterar el resultado
del juego.

1.4.3. Juegos de bienes publicos. Dilemas sociales con n-participantes

Los juegos de n-jugadores son una extension de los juegos de 2 jugadores en los que las interaccio-
nes tienen lugar en grupos formados por n participantes. En estos juegos, cooperadores y defectores
se diferencian por cémo contribuyen a la produccién y al consumo de un bien colectivo. En general,
se podria decir que un defector es aquel individuo cuya aportacién es menor o igual que la aportacién
media en el grupo pero que recibe mas de lo que le corresponderia proporcionalmente a dicha apor-
tacién. Sin embargo, la aportacién de un cooperador es mayor o igual que la aportacién promedio en
su grupo, pero recibe menos de lo que le corresponderia proporcionalmente segtin dicha aportacion.
Existen diferentes tipos de bienes colectivos que se diferencian en funcién de dos caracteristicas: su
exclusividad y la rivalidad en su consumo (Dionisio y Gordo, 2006). La exclusividad considera si el
acceso al bien es exclusivo o no, es decir, si se puede restringir su uso a determinados jugadores. La
rivalidad en el consumo considera si el consumo del bien por alguno de los participantes disminuye
el consumo por parte de otro jugador. La tabla 1.1 muestra los diferentes tipos de bienes colectivos
que pueden definirse en funcién de estas caracteristicas.

Exclusivo No Exclusivo

Rivalidad en el Consumo Bien Privado Bien Publico
Sin Rivalidad en el Consumo | Bien Reservado | Bien Comun

Tabla 1.1: Clasificaciéon de un bien en funcién de su exclusividad y rivalidad

Merece la pena destacar que tanto en economia como en biologia evolutiva existe cierta tendencia
a confundir bienes comunes y bienes ptiblicos (Archetti y Scheuring, 2012; Apesteguia y Maier-
Rigaud, 2006; Dionisio y Gordo, 2006). En este sentido, hay que tener en cuenta que la rivalidad de
un bien puede ser funcién del nimero de participantes que lo esté usando: asi, por ejemplo, cuando el
uso de un bien no estd saturado, la situacién se puede aproximar a la ausencia de rivalidad, mientras
que cerca de la saturacién del recurso, se asemeja claramente a la existencia de rivalidad. El tamafio
del grupo de interaccidn es determinante en el resultado de los juegos de bienes ptiblicos, ya que
cuanto mayor sea el tamafio de dicho grupo més favorecida se ve la defeccion frente a la cooperacion
(Olson, 1965).

Los bienes ptiblicos pueden diferenciarse en cdmo se produce y cémo se reparte dicho bien en
funcién del nimero de participantes. Un juego de bienes publicos depende de una determinada fun-
cién de produccion del bien publico que relaciona la cantidad de bien publico producida en un grupo
con el nimero de nimero de cooperadores y defectores que interaccionan en dicho grupo. En general,
ha sido habitual limitar el estudio de los dilemas de bienes publicos al dilema del prisionero de n par-
ticipantes (nPD, de n-Prisoner’s dilemma). Tal y como sefialan Archetti y Scheuring (2012), muchos
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autores consideran ambos conceptos simplemente equivalentes, lo cual no es cierto. En realidad, el
nPD es un tipo particular de juego de bienes publicos en los que la funcién de produccién del bien
publico es lineal respecto a la fraccién de cooperadores en el grupo. En este caso, al igual que en el
dilema del prisionero, la defeccién se impone a la cooperacion. Sin embargo, existen numerosas otras
funciones de produccién del bien publico no lineales (con rendimientos decrecientes, con interaccio-
nes sinérgicas, tipo Heavyside, tipo sigmoidea, etc), de forma que el resultado del juego (imposicién
de la cooperacion, de la defeccidn, coexistencia o biestabilidad) depende de los pardmetros concre-
tos de dichas funciones (Archetti y Scheuring, 2012; Heckathorn, 1996; Foster, 2004; Hauert et al.,
2006b).

1.4.4. Factores que dificultan la defeccion: asociacion preferencial y efectos demogra-
ficos

Ademads de la estructura de pagos del juego, existen diferentes factores que pueden alterar el
resultado de un juego, bien favoreciendo la defeccién o bien la cooperacion. Cuando se tienen en
cuenta interacciones repetidas en las que los jugadores “recuerdan” con quien interaccionaron antes,
pueden considerarse mecanismos como el castigo, la reputacidn, etc. que favorecen la cooperacion
(Nowak, 2006b). Sin embargo, cuando se consideran juegos tipo one-shot, en los que los individuos
no “recuerdan” las interacciones mantenidas previamente, también existen factores que pueden alte-
rar la relacién entre cooperacién y defeccion. Fundamentalmente existen dos tipos de mecanismos: la
asociacion preferencial entre cooperadores y el efecto de los cambios demograficos sobre las interac-
ciones.

Asociacion preferencial entre cooperadores

Como indica su nombre, este mecanismo tiene lugar cuando los cooperadores interaccionan prefe-
rentemente con otros cooperadores. Esta mayor afinidad entre cooperadores puede deberse a diferen-
tes mecanismos. Cuando la cooperacion es preferencial entre individuos relacionados genéticamente
recibe el nombre de seleccién por parentesco'> (Hamilton, 1964b,a). También puede producirse si
los cooperadores pueden reconocerse por algin tipo de “marcador” externo (Hamilton, 1964b), fe-
némeno que ha sido llamado efecto de la barba verde (Dawkins, 1976). Sin embargo, existen otros
fenémenos que hacen que los cooperadores tiendan a interaccionar preferentemente con otros coope-
radores, como es, por ejemplo, tener en cuenta una determinada estructura espacial, o en red, de la
poblacién (Ohtsuki et al., 2006), o una difusién espacial limitada, también llamada viscosidad po-
blacional (Mitteldorf y Wilson, 2000), puesto que ésta da lugar a regiones ricas en cooperadores,
cliisteres, que no pueden ser invadidos por los defectores (Nowak y May, 1992).

Efecto de la densidad

Cuando se tiene en cuenta que las interacciones entre los individuos de la poblacién no sélo
afectan a la composicion de la misma sino también a su densidad, puede producirse un ejemplo de
feedback eco-evolutivo (Schoener, 2011), en el que los cambios en la dindmica demografica inducidos
por la dindmica evolutiva afectan a esta misma dindmica. En este caso ocurre porque al aumentar la
proporcién de defectores en la poblacién, disminuye la eficacia biolégica media de la poblacion y, por
tanto, también el tamafio poblacional, lo que, a su vez, disminuye las interacciones. Al disminuir las
interacciones entre cooperadores y defectores, éstos son incapaces de aprovecharse de aquellos, dis-
minuyendo la eficacia bioldgica relativa de los defectores, lo que favorece a los cooperadores. De esta

1SEn su formulacién original la seleccién por parentesco tiene lugar cuando el altruismo se dirige preferentemente hacia
individuos relacionados genéticamente que, por tanto, también presentan el gen que codifica el cardcter altruista.
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forma, los cooperadores se mantienen en la poblacién en proporcionas mas elevadas de las esperadas
en condiciones de poblacién constante. Este fenémeno ha sido modelizado en diferentes ocasiones a
lo largo de los dltimos afios, por ejemplo, durante el debate sobre la evolucién del altruismo durante
los afios 70 (Cohen y Eshel, 1976; Eshel, 1977), utilizando modelos basados en autématas celulares
con densidad variable (Mitteldorf y Wilson, 2000), o modelos basados en juegos de bienes publicos
cuando se considera que el tamafio de grupo es variable: los llamados Juegos de Bienes Piiblicos
Ecolégicos (Hauert et al., 2006a; Janssen y Goldstone, 2006; Killingback et al., 2006; Hauert et al.,
2008).

El efecto de la densidad es importante en el contexto de la defeccién letal, puesto que algunos
autores han propuesto que la propia caida de la poblacién debida al efecto de la defeccidn letal actuaria
en contra de ésta, al disminuir la multiplicidad de infeccion y, por tanto, las interacciones entre virus
defectores y viables (Steinmeyer y Wilke, 2009). El estudio del efecto de la densidad en los modelos
de defeccion letal constituye otro de los objetivos de este trabajo.

1.4.5. Teoria de juegos, juegos de bienes publicos y virus RNA

El comportamiento de los virus RNA ha sido modelado en algunos trabajos desde la perspectiva de
la TJE. Aunque Szathmdry (1992) ya sefial6 en un modelo tedrico las similitudes de las interacciones
entre particulas defectivas interferentes y virus helper con el juego del snowdrift, sin duda los trabajos
mads remarcables y paradigmadticos en este sentido fueron los realizados por Lin Chao y Paul Turner
con el fago ¢6 (Turner y Chao, 1999, 2003). En el primero de ellos sus autores mostraron, calculando
experimentalmente los valores de la matriz de pagos, que un clon que habia sido sometido a 250
pases a alta MOI se comportaba como un defector en un dilema del prisionero cuando competia
frente al virus ancestral del que procedia (Turner y Chao, 1999). Posteriormente, comparando dicho
virus defector con otro clon que habia sido sometido a 250 pases a baja MOI vieron que los valores de
dicha matriz de pagos habian evolucionado hacia una situacién tipo snowdrift (Turner y Chao, 2003),
de forma que ambas variantes deberfan coexistir. En ambos trabajos, Chao y Turner consideraron las
interacciones ente ambos mutantes como un juego 2x2. Basdndose en los resultados experimentales
de estos autores, Brown desarrollo un modelo en el que consideraba que la interaccién tenia lugar
como un juego de bienes publicos con contribuciones continuas (Brown, 2001). A pesar de que todos
estos trabajos estudiaban las interacciones entre diferentes variantes de un virus, ninguno de ellos
consideraba la que, sin duda, es la propiedad mds notable de los virus RNA: su altisima tasa de
mutacién y la distribucién poblacional en forma de cuasiespecie que de ella resulta. El desarrollo de
modelos que consideren, simultdineamente, la estructura de la poblacion en forma de cuasiespecies
y las interacciones en el seno del espectro de mutantes es otro de los objetivos de esta Tesis.

1.5. Defectores y defectivos en virus RNA: definiciones y significados

1.5.1. Revision de literatura

La definicién de defector en el contexto de la defeccion letal ha ido perfildindose y enriqueciéndose
durante estos ultimos afios, a la par que surgia nueva evidencia experimental. Tal y como se intentara
mostrar en esta seccion, ha habido una cierta tendencia a identificar defectores y defectivos como si
fueran sinénimos, lo que en ocasiones puede llegar a resultar confuso. Por este motivo, el objetivo
de esta seccidn es intentar aclarar dicha confusiéon o, al menos, establecer un marco terminolégico
coherente para el resto del trabajo.

La primera descripcion de los virus defectores (Grande-Pérez et al., 2005b) les concebia como
una subpoblacién de virus defectivos capaces de replicarse, pero incapaces de infectar células por si
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mismos, de forma que dentro de la célula se comportaban como “pardsitos” de los virus viables o
“altruistas”!®. En este articulo, no se hace ninguna distincién entre virus defectivos y defectores, uti-
lizdndose como términos practicamente sindnimos. Algo parecido hicieron Iranzo y Manrubia (2009)
al considerar, nuevamente, a los defectores simplemente como virus defectivos capaces de replicarse
en presencia de virus viable, pero incapaces de infectar una célula por si mismos!’. Perales et al.
(2007), comprobaron que los virus defectores deben ser capaces de replicarse para ejercer su efecto
interferente y distinguian entre cuatro posibles variantes virales: defectivos interferentes, defectivos
no interferentes, no defectivos interferentes y no defectivos no interferentes. Nuevamente, defectivo y
defector parecen considerarse sindnimos. Posteriormente, Perales et al. (2009) consideraron los virus
defectores como virus defectivos competentes en replicacién'®, pero no aclararon si estd capacidad
replicativa se refiere a la capacidad de replicarse o a la de ser replicado en presencia de virus viable
(en el modelo computacional presentado en dicho trabajo se considera el segundo caso). Manrubia
et al. (2010), identificaron a los virus defectores con virus incapaces de completar su ciclo repro-
ductivo pero que pueden sobrevivir en una poblacién compleja debido a complementacién'®. Mas
adelante, subrayaron el cardcter parasitario de los virus defectivos, pero tampoco diferenciaron entre
virus defectores y defectivos®’. Finalmente, la definicién mds clara ha sido la planteada por Perales
et al. (2011a), que definen a los defectores como “virus defectivos competentes en replicacién, pro-
ducidos por mutacién a partir del virus viable y que no tienen por qué completar necesariamente un
ciclo infectivo”. Su diferencia respecto a las DIP seria que los defectores “no necesitan la presencia
de virus viables para replicarse”?!. Sin embargo, esta definicién puede ser problemdtica puesto que,
en principio, las particulas defectivas interferentes se definen por la necesidad de un virus helper para
completar el ciclo infectivo, pero no para replicar su RNA. Asi, por ejemplo, las DIP de poliovirus
obtenidas por Cole et al. (Cole et al., 1971) son capaces de replicarse por si mismas, pero no de dar
progenie infecciosa, ya que su defecto son deleciones en la regién que codifica la cdpside viral. Otro
problema es que dicha definicién de defector no se relaciona, al menos directamente, con la forma en
que se concibe la defeccion en TJE, de donde procede el término, ni tampoco con la idea original de
ser elementos parasitarios que subrayan otras definiciones.

Por otro lado, en los trabajos de Chao y Turner mencionados anteriormente, se distingue entre
virus “cooperadores” y “defectores”. Los virus “cooperadores” serian aquellos que producen factores
o proteinas virales difusibles en gran cantidad, mientras que los defectores serian virus que producen
menos factores difusibles, pero que se especializan en unirse a ellos (Turner y Chao, 1999). Aunque
esté expresada en términos moleculares, esta definicién estd directamente relacionada con cdmo se
entiende la defeccion en la TJE. Esta definicion estd especialmente pensada para el caso de las DIP,
que suelen presentar alguna ventaja replicativa respecto a los virus helper, pero no se adapta de forma
general a lo esperable en una situacidon de mutagénesis incrementada en la que los defectores no tienen
por qué tener una ventaja replicativa respecto a los virus viables, incluso al contrario, es posible que
tengan una desventaja selectiva frente a los mismos.

19 “Inside the cell, the noninfective class can be regarded in practice as a parasite of the viable type, thus resulting in
viable-defector interactions (16-18) that likely interfere in a deleterious way with the efficient replication of the altruistic,
viable class”

7“It was conjectured (... ) that the role of the mutagen is to enhance the appearance of a class of defective mutants,
able to replicate but unable to infect susceptible cells. This parasitic subclass eventually induces the extinction of the whole
population”

18 «replication-competent subsets of defective viral genome subpopulations termed defectors may participate in the pro-
cess of viral extinction”

Y« ..) defectors, i.e. genomes by themselves unable of completing the full reproductive viral cycle but capable of
surviving within a complex population”

2“In highly diverse populations permitting complementation among types, a large fraction of defective, parasitic types
can be sustained. Parasites are unable to produce themselves the correct products to ensure their viability, but are often
able to use in trans the products correctly encoded by other types.”

2“Defectors are RNA-replication competent viruses that are produced by mutation of the standard virus and that, by
themselves, do not necessarily complete an infectious cycle. They differ from defective interfering RNAs in that the latter
require the presence of the standard virus for replication.”
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1.5.2. Defeccion y parasitismo

La definicién de defeccion implica que el defector no contribuye, o contribuye menos que el
cooperador, a la produccion del beneficio pero se aprovecha de los beneficios producidos igual o
mas que los cooperadores, lo que, en general, le reporta una ventaja frente a estos (aunque sea por
no sufrir el coste asociado a la cooperacidn). En esta relacion, el defector se ve beneficiado por la
interaccién, mientras que el cooperador se ve perjudicado. Las similitudes con el parasitismo son
obvias, por lo que, en base a la terminologia utilizada en ecologia, la defeccién podria definirse como
una interaccidon antagonista intraespecifica, es decir, una interaccién entre individuos de la misma
especie en la que uno de los individuos aumenta su eficacia bioldgica a costa del otro. Sin embargo,
al considerar una interaccion intraespecifica es necesario afiadir la condicién de que, en caso de que
no haya interaccion, el individuo defector tenga menor eficacia bioldgica que el otro individuo. Este
criterio no tiene sentido entre especies diferentes, entre las que no se puede comparar la eficacia
bioldgica. Considerar a los virus defectores como pardsitos intraespecificos era, esencialmente, la
propuesta original de la defeccién letal (Grande-Pérez et al., 2005b), recalcada en (Manrubia et al.,
2010), pero parece que la confusion entre defectores y defectivos de alguna forma ha podido ocultar
esta idea bdsica. Definir la defeccién como una interaccidon antagonista intraespecifica no implica
hacer ninguna suposicién sobre la capacidad reproductiva absoluta de los individuos implicados, sino
s6lo sobre las condiciones y el resultado de su interaccién. Es decir, un virus puede ser viable, en el
sentido de que es capaz de completar un ciclo infectivo por si mismo, y puede actuar como un defector
cuando interacciona en frans con otro virus, si éste ultimo se ve perjudicado por dicha interaccion.
En este sentido, los defectivos interferentes no serian mas que un subtipo de defectores incapaces de
completar un ciclo infectivo por si mismos. Es decir, si los defectores son pardsitos intraespecificos,
los defectivos serian el equivalente a parasitos intraespecificos obligados.

Como se vio en la seccion 1.3.1., la interferencia puede definirse desde un punto de vista fenome-
nolégico como la disminucién de la replicacion de un virus por la presencia de otro. Este fenémeno
puede estar causado por diferentes mecanismos. La defeccién implica, por tanto, una interferencia
debida a interacciones en trans entre individuos de diferente eficacia bioldgica. Para aclarar las rela-
ciones entre defectores, defectivos e interferentes, la figura 1.2 muestra, en un diagrama de Venn, las
relaciones entre dichos tipos de individuos.

El diagrama muestra que los defectores son un tipo concreto de virus interferentes y que los
defectivos interferentes son un subconjunto determinado de virus defectores. Dentro de los defectivos
existen los llamados defectivos no interferentes (Roux, 1999) que no serfan defectores ya que no
establecen una relacion antagonista con los otros virus, sino, en todo caso, una relacién equivalente
al amensalismo??. Considerar a las particulas defectivas interferentes como pardsitos de los virus
RNA no es algo nuevo (Kirkwood y Bangham, 1994; Frank, 2000), pero, estrictamente, es incorrecto.
El parasitismo se define para individuos de especies distintas, mientras que las particulas defectivas
interferentes, o los individuos no defectivos de menor eficacia bioldgica que pueden interaccionar en
trans, pertenecen a la misma especie viral que el virus helper, es decir, son una variante genética
producida por mutacién o delecién a partir de un virus viable. Por tanto, lo correcto es tratarlas como
variantes defectoras y no como parasitos. Aunque bajo ciertas condiciones los modelos matematicos
puedan ser formalmente equivalentes (ya que la ecuacion del replicador es equivalente a una ecuacioén
de Lotka-Volterra generalizada (Hofbauer y Sigmund, 1988)), parasitismo y defeccion son realidades
bioldgicas distintas y como tal deben ser tratadas. De hecho, es evidente que mientras que un defector
puede ser producido a partir de un cooperador por mutacién o, si se consideran especies sexuales,
cooperadores y defectores pueden aparearse entre ellos, no puede decirse lo mismo de una especie
hospedadora y su parasito. Por tanto, en realidad los modelos son formalmente equivalentes s6lo en el

22E] amensalismo es una relacién ecoldgica en la que una de las especies se ve favorecida mientras que la otra no se ve
afectada.
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Interferentes

Defectivos

Defectores

Figura 1.2: Diagrama de Venn para las relaciones entre defectivos, interferentes y defectores. Los
términos DIP y niDP significan Defective Interfering Particles y non-interfering Defective Particles,
respectivamente. Para una explicacion mds detallada ver el texto.

limite de tasas de mutacion bajas o muy bajas. En la seccién 2 apéndice B se especifican todas estas
consideraciones sobre defectores, defectivos e interferencia en los casos concretos de los juegos 2x2
y los juegos de n-participantes. En dicho apéndice también se ha intentado obtener una definicién
rigurosa y general de defector para ambos tipos de juegos.
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Capitulo 2

Objetivos

En los distintos apartados de la introduccién se han ido planteando los problemas y cuestiones
fundamentales que han ido apareciendo a lo largo de trabajos los previos sobre mutagénesis letal,
catastrofe de error y defeccién letal. Dentro de dicho planteamiento general, en la presente Tesis se
abordardn los siguientes objetivos:

1. Mostrar que, en un paisaje tipo Single-peak, la llamada entrada en catastrofe de error deberia
ser considerada un caso especifico de supervivencia del mds robusto. Es decir, la causa de
la aparicién de un umbral de error es la accidn de la seleccién natural cuando la presiéon de
seleccion que sufre la poblacién es un aumento en la tasa de mutacién.

2. Estudiar el efecto de la letalidad sobre el umbral de error y el umbral de extincién de una
cuasiespecie y, especialmente, sobre la relacién entre ambos umbrales.

3. Desarrollar un modelo de cuasiespecies que tenga en cuenta las interacciones dentro del es-
pectro de mutantes de tipo defeccién e interaccidén como si fueran un juego de bienes ptiblicos.
Estudiar el efecto de las dindmicas de defeccién-complementacién sobre la distribucién de cua-
siespecies bajo condiciones de poblacién constante.

4. Estudiar el efecto de las interacciones en trans en el espectro de mutantes mediadas por defeccidn-
cooperacidn sobre la extincién de cuasiespecies a altas tasas de mutacién, en la linea de lo plan-
teado por la hipétesis de defeccion letal. Estudiar el efecto de la letalidad sobre la extincion de
cuasiespecies debida a defeccidn letal.

5. Estudiar como afecta la variacién de la densidad poblacional durante la mutagénesis letal al
mecanismo de extincién por defeccién letal. Comprobar bajo qué supuestos dicha variacion de
densidad puede limitar o disminuir la accién de la defeccién letal.
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Capitulo 3

Seleccion natural, supervivencia del mas
robusto y catastrofe de error

En la introduccién se considerd la “confusién” que existe en torno al concepto de umbral de
error y de entrada en catdstrofe de error. Algunos autores han sefialado la relacidon entre la existencia
de un umbral de error y el fenémeno denominado supervivencia del mds robusto, pero sin llegar a
estudiar sistematicamente la relacién entre ambos fendmenos. El objetivo de este capitulo es tratar
de mostrar que la existencia de un umbral de error en el paisaje tipo Single-Peak se debe a que el
aumento de la tasa de mutacién da lugar a un fenémeno de supervivencia del mas robusto en el seno
de la cuasiespecie.

3.1. Un modelo sencillo para demostrar que la entrada en catastrofe de
error esta causada por la supervivencia del mas robusto

Para mostrar que la causa de la transicién a catéstrofe de error de una cuasiespecie es la seleccién
del fenotipo mas robusto a altas tasas de mutacion, se utilizara el modelo mas sencillo de cuasiespecies
que presenta un umbral de error, basado en el paisaje Single-Peak (ver apéndice A). Este modelo
simplificado viene representado por el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales:

djim = AQOxm - (b()xm
d; 3.1)
aTtk =Ap(1 = Qm)rm + Apxr — doxy

en el que, sin pérdida de generalidad, se ha supuesto que el factor de degradacién, D, es igual a
cero. Como se vio en el apéndice A, este sistema de ecuaciones diferenciales presenta un umbral de
error para un valor del factor de calidad:

A

Q.= i, (3.2)

El sistema de ecuaciones diferenciales 3.1 puede expresarse en términos de eficacias bioldgicas
relativas y coeficientes de seleccion referidos al fenotipo maestro, tal y como habitualmente se hace
en genética de poblaciones. Igualando a 1 el valor de eficacia biolégica de un fenotipo, que se consi-
dera de referencia, la eficacia bioldgica relativa del otro fenotipo respecto a este puede expresarse en
términos de coeficientes de selecciéon como 1 + s. De esta forma, un s > 0 implica que el fenotipo
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en cuestién presenta una ventaja selectiva respecto al fenotipo de referencia, un s < 0 indica una
desventaja selectiva del fenotipo respecto al de referencia, mientras que cuando s = 0, ambos fenoti-
pos tienen la misma eficacia bioldgica, es decir, existe neutralidad, por lo que la seleccidén natural no
puede distinguir entre ambos.

Para encontrar una relacién explicita entre el coeficiente de seleccion y el resto de parametros del
sistema, éste debe ser reformulado mediante un cambio de variable:

Zm = AQOxm

3.3

Este cambio de variable es equivalente a dividir las ecuaciones del sistema 3.1 por lo que se
denominari eficacia bioldgica efectiva' del fenotipo maestro, es decir, el producto de su capacidad
replicativa, expresada por su factor de amplificacién A,,, por su robustez mutacional, Q.

Puesto que A,,Q.,, es constante en el tiempo, el sistema resultante es:

%sz—ﬁbozm

(3.4)
%:wz +iz _¢Z
dt Qm ™ ApQn " T

Donde el flujo de salida del reactor, ¢, en condiciones de poblacién constante, viene determinado
por

1 (2 Ay
¢o = N (Qm + AQOZ'k) 3.5

A partir del sistema de ecuaciones diferenciales 3.4 es facil comprobar que el coeficiente de
seleccion del fenotipo mutante respecto al fenotipo maestro, en funcién del factor de calidad del
fenotipo maestro viene definido por:

A
AQO

Es decir, el coeficiente de seleccion es el cociente entre la eficacia bioldgica efectiva del fenotipo
mutante y la del fenotipo maestro, menos uno. De hecho, la eficacia biolégica efectiva del fenotipo
mutante deberia ser considerada como A;Qy,, donde la tilde expresaria que el factor de calidad se
estd considerando a nivel fenotipico. Sin embargo, puesto que en este caso se ha desestimado la back-
mutation, Qk =1,.

5(Qm) = 1 (3.6)

Sustituyendo el coeficiente de seleccién 3.6 en el sistema 3.4 obtenemos:

% =Zm — QZ)OZm
d 1—Qm)zm
% - (ng)z + (1 + 3(Qm))zk — Pozk 3.7)

"En ocasiones también se le ha denominado valor selectivo, citepEigen79
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Donde ¢y = + <Q’” e s<Qm>>zk)

Teniendo esto en cuenta y sustituyendo la expresién 3.2 en 3.6, se obtiene que el umbral de error
es el valor de QQ,,, para el que el coeficiente de seleccion, s, se hace cero. Es decir, cuando Q,,, < Q.,
el fenotipo mutante tiene una ventaja selectiva sobre el fenotipo maestro, de forma que s > 0 (fig.
3.1). Por este motivo, es incorrecto decir que antes del umbral de error la seleccién se impone a la
mutacién, mientras que después del umbral de error, la mutacién se impone a la seleccién. Lo que
ocurre en realidad es que la seleccion natural actda en beneficio del fenotipo maestro antes del umbral
de error (@, > (Q.), mientras que después del mismo, la seleccion natural actda a favor del fenotipo
mutante. Es decir, la entrada en catastrofe de error es la seleccién del fenotipo mutante debido a la
ventaja selectiva que le proporciona su mayor robustez mutacional. Anteriormente este fenémeno ha
sido denominado supervivencia del mds robusto (Schuster y Swetina, 1988; Wilke, 2001; Wilke et al.,
2001).

—— Fenotipo maestrp
0.9 — Fenotipo mutante

0.8r a

0.7r |

0.6r 4

0.5r 4

0.4r a

0.3r a

Yo fraccion poblacional

0.2r a

0.1 q

—%.8 -06 -04 -02 O 02 04 06 08 1
s, coeficiente de seleccion

Figura 3.1: Variacién de la fraccion poblacional de cada fenotipo con el coeficiente de seleccion. Gracias

al cambio de variables 3.3 es posible observar que el umbral de error ocurre exactamente cuando el coeficiente
Zi

de seleccion 3.6 se iguala a cero. La fraccion poblacional viene definida por y; = T
Zm 2k

3.2. Mas alla del umbral del error, la poblacion evoluciona hacia las
regiones mas robustas del espacio de secuencias

En el apartado anterior se demostrd que la entrada en catastrofe de error es el resultado de la selec-
cién natural actuando sobre las diferencias de eficacia bioldgica efectiva entre los fenotipos maestro
y mutante. Este fendmeno también puede observarse cuando se utiliza el modelo de cuasiespecies
extendido (Swetina y Schuster, 1982) en el que las secuencias mutantes se agrupan en clases de
Hamming. En este caso, la back-mutation no es desestimada y el sistema de ecuaciones diferenciales
ordinarias tiene la forma general:

dl'z'
e AiQiix; + ; A;Qijri — dox; (3.8)
j#i
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que tras la linealizacién (Schuster y Stadler, 2008) queda en forma de un problema de autova-
lores y autovectores de la forma WA = Av (ver apéndice A, ecu. A.12, para una explicacién mas
detallada) Puesto que este problema no es, en general, tratable analiticamente, incluso para longitu-
des de secuencias pequeiias, la solucién al problema 3.8 se ha obtenido numéricamente utilizando la
plataforma de software matematico MATLAB®).

La figura 3.2 muestra que la transicién observada en el umbral de error tiene lugar, aproximada-
mente, cuando el coeficiente de seleccion se hace cero. Esto se debe a que e coeficiente se ha expre-
sado de forma equivalente a la seccidn previa, y se ha calculado considerando el fenotipo mutante en
su conjunto, y no teniendo en cuenta que estd compuesto por clases de Hamming.

i>0
0.8r 1

0.7r 1

0.6r 1

0.5r ,

0.4r 1

blacional por clases de Hammi

0.3r 1

on po

0.2r 1

A
0.1 :

z

, fracci

—%.8 -06 -04 -02 0O 02 04 06 08 1
s, coeficiente de selecciéon

H.

Figura 3.2: Variacion de la fraccion de Hamming en funcion del coeficiente de seleccion obtenido sin
considerar la back-mutation. Se observa que la transicion caracteristica que ocurre en el umbral de error tiene
lugar aproximadamente cuando el coeficiente de seleccion s, ecu. 3.6, se hace cero.

Como se vio en la introduccién, una de las caracteristicas de la catdstrofe de error es que, mds
alla del umbral de error, la poblacién se deslocaliza por el espacio de secuencias. Esto hace que la
aproximacién determinista no sea apropiada para estudiar el régimen de catistrofe de error, puesto
que esta aproximacion predice que todas las secuencias estdn equipobladas, algo materialmente im-
posible. Sin embargo, si este resultado se interpreta como la distribucién, no de la poblacién, sino de
la probabilidad de que la poblacién se encuentre en una determinada regién del espacio de secuencias,
lo que se obtiene es que es igualmente probable que la poblacion se encuentre en cualquier region
del espacio de secuencias. En realidad, esto se debe a que todas las secuencias del fenotipo mutante
tienen el mismo factor de amplificacién y el mismo factor de calidad, por lo que la seleccién natu-
ral deja de actuar dentro de dicho fenotipo. Sin embargo, esta es una condicién muy extrema, y no
deberia derivarse ninguna conclusién general a partir de ella. Cuando se cambian o bien los factores
de amplificacién o bien la robustez mutacional de algunas de las clases de Hamming, la distribucién
de la poblacién mds alld del umbral de error se aparta de la distribucién uniforme caracteristica de la
catéstrofe de error. Sin embargo, el umbral de error, que es la relacion entre las eficacias bioldgicas
efectivas de los dos fenotipos, no tiene por qué verse afectado por dichos cambios. En esta seccién se
estudiard como cambia la distribucién poblacional mds alld del umbral de error cuando se modifica
la robustez de algunas de las clases de Hamming. El nimero de secuencias, n;, que componen una
clase H; es una propiedad intrinseca de la clasificacion segin distancias de Hamming, que depende
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del nimero de mutaciones, ¢, respecto de la secuencia maestra y de la longitud de la secuencia, v,

segun:
v
oy — ( ; > (39)

Una posible manera de cambiar la robustez mutacional de cada clase de Hamming es asumiendo
que el factor de calidad por digito de cada especie, ¢;, depende de su secuencia, tal y como hicieron
previamente Sasaki y Nowak (2003). Como primera aproximacion, se considerard que el factor de
calidad depende de la distancia de Hamming respecto a la secuencia maestra, de forma que la robustez
de cada clase de Hamming pueda ser modificada. Para ello se utilizard un paisaje de factores de
calidad truncado que depende de la distancia de Hamming segtn la siguiente expresion:

=qsik <k
gk q1 > R . (310)
gp=1—K,1—q1)sik >k
Donde gy, es el factor de calidad de la clase de Hamming k, y K, es una constante que determina

el cambio del factor de calidad de las clases de Hamming mds alld de un umbral arbitrario de distancia
de Hamming k..

13

12.5

[EY
N

115

[any
[

10.5

Distancia media de Hamming
S

©
ul

Figura 3.3: Variacion de la distancia media de Hamming en la catastrofe de error con el parametro K,
para v = 20. La figura muestra como la distribucién de poblacién se desplaza a mayores o menores distancias
de Hamming en funcién del valor de K. Cuando K, = 1, todas las secuencias tienen el mismo factor de

. . . . . . v ;
calidad y la distancia media de Hamming en la catéstrofe de error es 5= 10. Ver texto para mds detalles.

La manera mas sencilla de estudiar los cambios que se producen en la distribucién poblacional
mads all4 del umbral de error es viendo cémo se modifica la distancia media de Hamming que, tradi-
cionalmente, ha sido considerada una medida de localizacién central de la distribucién poblacional.
La figura 3.3 muestra el resultado para k. = 10. Cuando K, =1, ¢ (k < k.) = qx(k > k.) y, por
tanto, el factor de calidad es el mismo para todas las secuencias, recuperdndose el modelo original de
cuasiespecies. Cuando K, > 1, gi(k > k.) es menor que gi(k < k.) obteniéndose que la distancia
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de Hamming promedio de la poblacién en la catistrofe de error disminuye respecto al caso homogé-
neo (K, = 1). Sin embargo, en el caso K, < 1, q;(k > k.) es mayor que ¢i(k < k) y lo que se
obtiene es que la distancia de Hamming promedio en la catdstrofe de error aumenta respecto al caso
homogéneo. Una distancia media de Hamming mayor o menor que la obtenida en el caso homogéneo
implica que la distribucién de poblacién en el estado estacionario m4s all4 del umbral de error se aleja
de la homogeneidad en la distribucién de secuencias, hacia regiones mds alejadas o mas cercanas a
la secuencia maestra (la figura 3.4a muestra este efecto para varios casos particulares). En términos
probabilisticos, esto implica que cuando la poblacién inicia su proceso de deriva por el espacio de
secuencias, ésta no es equiprobable, sino que ciertas zonas, las mds robustas, tienden a ser mds vi-
sitadas que otras. Sin embargo, a pesar de que la distancia de Hamming promedio en la catistrofe
de error cambia, el umbral de error no varia para cualquier valor de K, al menos para k. = 10, ya
que la eficacia bioldgica efectiva global del fenotipo mutante no se ve afectada por los cambios en el
factor de calidad de las secuencias que lo componen. La figura 3.4 muestras los resultados para los
casos concretos K, = 0.1y K, = 3, comparados con el caso homogéneo K, = 1. En ella se observa
tanto que el umbral de error no varia (fig. 3.4b) como el cambio que sufre la distribucién de poblacién
en la catdstrofe de error hacia mayores o menores clases de Hamming (fig. 3.4a), en funcién de los
cambios en la robustez mutacional de dichas clases de Hamming.
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Hi, clase de Hamming Qm, factor de calidad por secuencia

(a) Distribucién de clases de Hamming mas alla del
umbral de error para diferentes valores de K. Todas
las distribuciones se han obtenido para ¢; = 0.8. La po-
blacién obtenida a K, = 1 es la distribucién uniforme
caracteristica de la catéstrofe de error en el modelo clasi-
co. Para un mayor o menor valor de K, la poblacién se
desplaza hacia clases de Hamming menores o mayores,

(b) Variacion de la distancia media de Hamming con
el factor de calidad por secuencia, ()., para diferen-
tes valores de K. Los cambios en K, no alteran el um-
bral de error, pero la distancia media de Hamming en, y
mas alla de, la catastrofe de error se ve modificada como
consecuencia del desplazamiento de la distribucién po-
blacional mostrado en la parte a de la figura. Q,, = ¢1”

respectivamente.

Figura 3.4: Cambios en la distribucion poblacional mas alla del umbral de error para diferentes
valores de K.

3.3. Competicion entre dos cuasiespecies con diferente robustez muta-
cional

En las secciones anteriores, se ha mostrado que la entrada en catéstrofe de error implica la selec-
cién de un fenotipo més robusto cuando la poblacién se ve sometida a altas presiones mutacionales.
En este apartado, se considerard la posible relacion entre la entrada en catéstrofe de error dentro de
una cuasiespecie y un fendémeno de supervivencia del mds robusto entre dos cuasiespecies diferentes.
Para estudiar esta relacion se ha utilizado un modelo simplificado que considera dos cuasiespecies A
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y B, similar a los utilizados en (Aguirre y Manrubia, 2007; O’Fallon et al., 2007; Sardanyés et al.,
2008). En este modelo, dos cuasiespecies A y B compiten entre si sin que exista un flujo mutacio-
nal entre ellas, es decir, es altamente improbable que una secuencia de una de las cuasiespecies al
reproducirse genere por mutacién una secuencia de la otra cuasiespecie. Las dos cuasiespecies estdn
formadas por un fenotipo maestro (m) y uno mutante (k). Los cuatro fenotipos tienen como factores
de amplificacion A gp,, A Ak, ABm Y Apk, donde el primer subindice hace referencia a la cuasiespe-
cie y el segundo al fenotipo. El factor de degradacioén D, es el mismo para todos los fenotipos y, sin
pérdida de generalidad, se iguala a cero.

El factor de calidad por digito, ¢ también se considera que es el mismo para todos los fenotipos,
pero cada uno de los fenotipos tiene una robustez mutacional diferente. El factor de calidad fenotipico
de cada fenotipo i viene determinado por la expresién Q; = exp [—a;(1 —¢q)] , donde a; es un
pardmetro arbitrario que decrece de forma inversa a la robustez mutacional de dicho fenotipo (Wilke
y Adami, 2003; Bloom et al., 2007). Por tanto, los fenotipos maestro y mutante de la cuasiespecie A
tienen una robustez mutacional que varia de forma inversa a a 4., Y aag, respectivamente, mientras
que los fenotipos maestro y mutante de la cuasiespecie B tienen una robustez mutacional que varia
de forma inversa a ap,, y ap. Tomando todo esto en cuenta, es posible obtener el siguiente sistema
de ecuaciones diferenciales:

dz;‘m = AamQam@am + Aap(l — Qax)T Ak — POT Am
d”;?k = Aam(1 — Qam)Tam + AakQakTar — GoT ax 31D
dxd]im = ApmQBmTBm + Apr(1 — Qpr)TBr — GoTBm
Donde, en este caso, el término del flujo de salida del reactor ¢y viene determinado por:
by = AamT Aam + AakT Ak + ABmTBm + ABrT B (3.12)

TAm + TAL +2Bm + Bk

La figura 3.5 muestra la solucién del modelo en el estado estacionario, en ausencia de back-
mutation desde el fenotipo mutante al maestro en ambas cuasiespecies (aax = 0; apr = 0). En
esta figura pueden observarse claramente tres regimenes distintos separados por dos transiciones.
La cuasiespecie A es la cuasiespecie dominante en el primer y en el tercer régimen, mientras que
la cuasiespecie B es la que ha sido seleccionada en el segundo. Entre estos dos regimenes tienen
lugar dos transiciones tipo supervivencia del mas robusto. La primera tiene lugar a ) 4,,, = 0.6561
y la segunda tiene lugar a ) 4, = 0.5398 (en la figura 3.5, se corresponden con las lineas roja y
azul, respectivamente). Por supuesto, en cada régimen la distribucién poblacional de la cuasiespecie
cambia al disminuir el factor de calidad. De hecho, es precisamente el cambio en las distribuciones
poblacionales de las cuasiespecies A y B lo que modifica el resultado de la competicién entre ambas.
Aunque las cuasiespecies A 'y Bcompiten entre si, las dindmicas internas de dichas cuasiespecies no
se ven afectadas por dicha competicién. Un andlisis de las cuasiespecies A y B por separado permite
calcular los umbrales error para ambas cuasiespecies. Para las condiciones concretas estudiadas en la
figura 3.5 , el umbral de error de la cuasiespecie A es Q.4 = 0.6, mientras que el umbral de error
de la cuasiespecie B es Q.p = 0.5, de forma que la cuasiespecie A entra en catastrofe de error a
un valor de g que se encuentra entre los valores de ¢ a los que se producen las transiciones de tipo
supervivencia del mas robusto. De hecho, si la cuasiespecie A es capaz de desplazar a la cuasiespecie
B a Qan = 0.5398 (fig. 3.5, linea azul) es precisamente porque la cuasiespecie A se encuentra
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Extincion y mutacion 3. Seleccién natural y umbral de error

en un régimen de catdstrofe de error, de forma que su robustez es mayor y por tanto, se produce un
fendmeno de supervivencia del més robusto, que desplaza a la cuasiespecie B. Dicho de otra forma, la
entrada en catdstrofe de error de una cuasiespecie permite que ésta se vea beneficiada por la seleccion
natural hasta el punto de ser seleccionada por haber aumentado su robustez mutacional.

1_ _______
< Yam
C
O 08F |~ Ya
8 || y
% Bm |
Q& 06F L Yax o
c ~
o B
S \
@ 0.4f
=
=
0.2r
O | | l N L AY
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

QAm, factor de calidad por secuencia
del fenotipo maestro de la cuasiespecie A

Figura 3.5: Fraccion poblacional de los fenotipos de dos cuasiespecies que compiten, en funcion del factor
de calidad por secuencia del fenotipo maestro de la cuasiespecie A , ) 4,,. La figura muestra la fraccién
poblacional obtenida a partir del sistema de EDO 3.11 en el estado estacionario, en funcién del factor de calidad
por digito. Las lineas coloreadas muestran las fronteras entre las tres fases en las que dominan alternadamente
cada una de las cuasiespecies. En las fases I y III, la cuasiespecie A es la que se selecciona, mientras que
el fase II, es la cuasiespecie B la que es seleccionada. Los factores de amplificacion de la cuasiespecie A son
Aam = 10y A g = 6. Los de la cuasiespecie B son Ap,, = 8 y Agy = 5. Los valores de a;, que determina el
efecto de la tasa de mutacion genotipica en la tasa de mutacién fenotipica, son a 4., = 15, aax = 0, apm =7,

y apk = 0. La fraccién poblacional y; viene definida por y; = %, siendo NN el tamafio de la poblacién.

Por supuesto, la cuasiespecie B entra en catastrofe de error para ¢¥ < ().p, pero puesto que la
robustez del fenotipo mutante de ambas cuasiespecies es la misma (a4 = apr = 0), el fenotipo
mutante de la cuasiespecie B no puede competir con el de la cuasiespecie A, ya que el factor de
amplificacion de éste es mayor.
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Capitulo 4

Letalidad y extincion en modelos de
cuasiespecies

En la seccién 1T del apéndice A se vio que, cuando se estudia el modelo de cuasiespecies en con-
diciones de poblacidn variable utilizando un paisaje de eficacia bioldgica tipo Single-Peak, aparece
un umbral de extincién que viene definido por la inversa de la eficacia bioldgica absoluta del fenotipo

1 m . . .

maestro Qe, = R donde R,, = - También se vio que, en el paisaje Single-Peak, la entrada
m

en catdstrofe de error y la extincién son fendmenos mutuamente excluyentes, lo que se expresa en

que la condicién para que la poblacién se extinga es que el fenotipo mutante no sea estable demo-
graficamente (A; < D). En este capitulo se estudiard el efecto de la letalidad sobre el umbral de
extincion, el umbral de error y sobre la relacién entre ambos. La consideracion de la presencia de le-
talidad en el modelo de cuasiespecies tiene un doble interés. En primer lugar, tal y como se comenté
en la introduccién, diferentes autores han sugerido que el umbral de error desaparece en presencia
de mutaciones letales (Wagner y Krall, 1993; Wilke, 2005; Summers y Litwin, 2006). Sin embargo,
tanto Bonnaz y Koch (1998) como Takeuchi y Hogeweg (2007) mostraron que, en presencia de leta-
lidad, si puede producirse un umbral de error, y que este disminuye, es decir, tiene lugar a mayores
tasas de mutacién. Ahora bien, al utilizar un modelo en el que se suponia poblacién constante, estos
autores no pudieron estudiar la relacion entre la letalidad, el umbral de error y la extincién. Por otro
lado, ambos autores utilizaron un esquema de letalidad, es decir, dos distribuciones del fenotipo letal
por el espacio de secuencias, muy particular, que supone la distribucién uniforme de la misma por el
espacio de secuencias.

En esta seccion se estudiardn dos fendmenos: por un lado, cémo afecta la letalidad a los procesos
de seleccién-mutacién entre fenotipos con diferente capacidad replicativa y robustez mutacional y,
en particular, cobmo se alteran el umbral de error y la distribucién poblacional del fenotipo mutante
mads alld del mismo. Por otro lado, se estudiard cémo afecta la letalidad al proceso de extincion de la
cuasiespecie, particularmente en su relacién con el umbral de error. Para ello se utilizard una version
del modelo simplificado de cuasiespecies que incluye un fenotipo letal. Dicho modelo se estudia-
rd considerando dos esquemas de letalidad distintos: en primer lugar considerando que la letalidad
estd uniformemente distribuida por el espacio de secuencias y, después, considerando que existen [
posiciones en la secuencia cuya mutacién hace que aquella no pueda replicarse, por lo que se las
denominaran posiciones letales.
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Extincion y mutacion 4. Letalidad y extincién en modelos de cuasiespecies

4.1. Modelo simplificado de cuasiespecies en presencia de letalidad

A lo largo de esta seccién se va a utilizar una variacién del modelo simplificado de cuasiespecies
presentado en el apéndice A. Para ello, junto con los fenotipos maestro y mutante se considerara un
tercer fenotipo, denominado fenotipo letal, cuyo factor de amplificacion es igual a cero, A; = 0 .
Teniendo esto en cuenta, y aplicando la restriccién logistica vista en la seccién 2 del apéndice A, el
sistema de ecuaciones diferenciales que se obtiene es el siguiente:

dng = (N —Tm — Tk — xl) AQOmxm — Dz,

dl’k

e (N —zp — 2 — 1) (A Qrem@m + AQrrxr) — Dy 4.1)
dx

(Ttl = (N —zpm — 2 — 21) (AnQim@Tm + ArQuirzy) — Dy

Donde x,,, x; y x; son las concentraciones de los fenotipos maestro, mutante y letal respecti-
vamente, A,, y Ag son los factores de amplificacion de los fenotipos mutante y maestro, y D es el
factor de degradacion, considerado igual para todos los fenotipos. Los valores @);; representan la pro-
babilidad de obtener el fenotipo 7 a partir del fenotipo 7 debido a mutaciones o, si ¢ = j, el factor de
calidad por secuencia de dicho fenotipo. De esta forma, Q. ¥ Qi son los factores de calidad de
los fenotipos maestro y mutante, Q,,, s la probabilidad de obtener el fenotipo mutante a partir del
fenotipo maestro y @y, y Qi 1as probabilidades de obtener el fenotipo letal a partir de los fenotipos
maestro y mutante, respectivamente. Al igual que en los casos estudiados anteriormente, la probabili-
dad de generar una copia maestra a partir del fenotipo mutante se desestima, es decir, se estudiard el
sistema en ausencia de back-mutation.

4.2. Letalidad uniformemente distribuida

En el sistema de EDO 4.1, las probabilidades de mutacion entre los fenotipos maestro, mutante
y letal se expresan de forma genérica. Para obtener expresiones concretas de dichas probabilidades
es necesario definir un determinado esquema de letalidad, es decir, una determinada distribucién
en el espacio de secuencias de aquellos mutantes que componen el fenotipo letal. El esquema de
letalidad mds simple consiste en suponer que existe una fraccién total de mutantes letales (1 — p)
uniformemente distribuidos por el espacio de secuencias, de forma que existe una probabilidad (1—p),
de que la especie que se replica dé lugar a un mutante letal. Este esquema de letalidad es el que fue
utilizado por Bonnaz (1999) y Takeuchi y Hogeweg (2007) en los trabajos citados anteriormente. Con
esta suposicion, las probabilidades de obtener un determinado fenotipo a partir de otro serfan:

Qumm = Qm

Qrm = (1 — Qm)p

Qrk =P 4.2)
Qim = (1= Q)1 —p)
Q.= (1-p)

De forma que el sistema de ecuaciones diferenciales 4.1 quedaria
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4. Letalidad y extincién en modelos de cuasiespecies Extincion y mutacion

dj—;" = (N —zp — 2z — x1) A QmTm — Dxypy

d

% = (N = am =, — x1) (Anp(1 — Qm)om + Appzy) — Dy (4.3)
dx

ditl = (N —xpm — a2k — 21) (An(1 = Q) (1 — p)om + Ap(1 — p)g) — Dy

Los resultados obtenidos del anélisis de los estados estacionarios del sistema 4.3 pueden encon-
trarse en la tabla 4.1.

Al igual que en el caso en ausencia de letalidad, ver apéndice A, ecu. A.32, el modelo presen-
ta tres estados estacionarios. El primero se corresponde con el equilibrio de mutacién-seleccién o
distribucién de cuasiespecies, el segundo estd compuesto exclusivamente por los fenotipos mutante
y letal, y se corresponde con lo que clasicamente se ha denominado catdstrofe de error. Por dltimo,
estd el estado estacionario de extincidn, en el que no estd presente ninguna especie. En la tabla 4.1 se
observa que, para cada estado estacionario, se obtienen dos condiciones para que aquel sea asint6tica-
mente estable. Como en el caso anterior, exceptuando el estado estacionario III, los otros dos estados
estacionarios presentan una condicién de estabilidad genética y otra demografica. A partir de estas
condiciones es posible derivar, respectivamente, los umbrales de error y de extincién que se obtienen
para cada estado estacionario.

A partir de las condiciones de estabilidad genética es posible comprobar que la distribucién en
forma de cuasiespecie serd estable si A,,Q,,, > Agp , mientras que si A,,Q,, < Agp, el estado
estacionario estable serd el nimero II (sélo fenotipos mutante y letal). A partir de esta condicién de
estabilidad es posible definir el umbral de error que, en este caso, viene definido por:

_ Agp
QC—E

Tal y como demostraron Bonnaz y Koch (1998), Bonnaz (1999) y Takeuchi y Hogeweg (2007),
esta expresion implica que un aumento de la letalidad disminuye el umbral de error, es decir, al
aumentar la letalidad, la cuasiespecie puede tolerar tasas de mutaciéon mds altas antes de cruzar el
umbral de error. Como se coment6 en la introduccién, desde la perspectiva de que la catdstrofe de error
seria una especie de “fusion” de la informacién genética que llevaria al colapso de la cuasiespecie,
este resultado es, cuanto menos, completamente contraintuitivo. Sin embargo, desde el punto de vista
de que la llamada transicién a catastrofe de error es el resultado de un proceso de selecciéon natural,
este resultado tiene mucho més sentido. En el aparatado 3.1 se vio que el umbral de error dependia
de la relacién entre las eficacias bioldgicas efectivas de los fenotipos maestro y mutante. En el caso
concreto del fenotipo mutante se observé que su eficacia bioldgica efectiva, AQp, se reducia a Ay,
puesto que dicho fenotipo abarcaba la practica totalidad del espacio de secuencias, de forma que
su robustez era infinita y, por tanto, su factor de calidad fenotipico era esencialmente igual a uno,
Qr = 1. Laintroduccién de una determinada fraccién de mutantes letales en el espacio de secuencias
disminuye la robustez mutacional del fenotipo maestro, ya que ahora Q1 = p < 1. Esto tiene como
resultado una disminucién de la eficacia bioldgica efectiva del fenotipo mutante, Ayp, por lo que el
desplazamiento del fenotipo maestro se producird a tasas de mutacién mds altas, disminuyendo el
umbral de error.

4.4)

Al igual que en el apartado 3.1, es posible obtener un coeficiente de seleccion en presencia de
letalidad uniformemente distribuida, que viene definido por la relacién entre las eficacias bioldgicas
efectivas de ambos fenotipos menos uno:

Awp
AmQum
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4. Letalidad y extincién en modelos de cuasiespecies

Estado Estacionario Propiedades
_ (AQO - Ak:p) (AQON - D)
" AQO<Am - Akp)
Poblacién 2 = P = Qm) (An@uN = D)
Qm(Am - Ak)
z = (1 —p)(l - Qm) (AmNQm - D)
Qm(Am — Ak:p)
Estado estacionario 1. (A Qm — Arp)
Coex1ste.n/c1a. Equ1‘h/br10 Ym = (Am — Arp)
seleccién-mutacion » 4 1
(Cuasiespecies) Fraccion = mP (1 — Q)
poblacional (Am — Arp)
A1) (1= Qu)
(Am - Akp)
Estabilidad AnNQy, > D ApQu > Arp
Lastre mutacional La=1-Qn
Ty =0
., D
Poblacion 2p = Np — o
k
oy (AxpN = D) (1=p)
Estado estacionario II. Agp
(“Catastrofe de error”)
Fraccion poblacional Ym=0 yp=p y=1-—0p

Estabilidad

AxNp>D  Agp > ApnQm

Lastre mutacional

[/1421—M

Extincién

Am
Poblacion Tm =0 x=0 x;,=0
Estado estacionario II1. Estabilidad ANp<D  A,QuN <D

Lastre mutacional

Ly=1

Tabla 4.1: Estados estacionarios del modelo logistico en presencia de letalidad uniformemente distribui-
da. Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del sistema 4.3. La fila llamada
“Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estacionario sea asintéticamente es-
table. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se
obtiene a partir del sistema 4.3.

38



4. Letalidad y extincién en modelos de cuasiespecies Extincion y mutacion

Por supuesto, el coeficiente de seleccion 4.5 se hace cero en el umbral de error 4.4. A partir de
ese valor de (., la seleccion natural actda a favor del fenotipo mutante, tal y como se discutio en el
apartado 3.1, y, por tanto, s(Q,,p) > 0

Al igual que en el caso sin letalidad, para estudiar la extincién hay que centrar la atencién en las
condiciones de estabilidad demografica de los estados estacionarios I (coexistencia) y II (“catastrofe
de error”). En el caso del estado estacionario I, el umbral de extincién que se deriva a partir de dicha
condicién viene definido por:

ssi D 1

@ ~ AN R,N (4.6)

Para que la poblacion pueda extinguirse mientras presenta una distribucién poblacional tipo cua-
siespecie es necesario que el umbral de extincién sea superior al umbral de error, fo I'> Q., para
lo cual debe cumplirse que

1-— 1-— 4.7
(1-p) > AN 4.7
Es decir, existe un determinado valor critico:
D 1
1-— =]l—-—=1—- —— 4.
(1=p) AN RN 4.8)

tal que si la fracciéon de mutantes letales, 1 — p, es inferior a dicho valor, la poblacién cruza el
umbral de error antes de extinguirse. Sin embargo, si la fraccién de mutantes letales es superior a
dicho umbral, la poblacién se extingue antes de cruzar el umbral de error. Ahora bien, el umbral
expresado en la ecu. 4.8 es, precisamente, el valor maximo de fraccién de letalidad que se obtiene
para el estado estacionario II sea demograficamente estable.

A,

—N 1 49

o NP> 4.9)
0

RyNp>1 (4.10)
De donde se deriva

D 1
(1 =plex =1— 4.11)

P
AN RyN

Es decir, como ya se observaba en el caso en ausencia de letalidad, la condicién que determina si al
aumentar la tasa de mutacion la poblacién se extingue o si el fenotipo mutante se impone al fenotipo
maestro es, simplemente, la viabilidad del fenotipo mutante. En este caso, en el que la letalidad
estd uniformemente repartida por el espacio de secuencias, esta viabilidad depende de la fraccién de
mutantes letales, 1 — p.

Teniendo en cuenta estos resultados, es posible resumir como se comporta el sistema mediante
el diagrama de fases representado en la figura 3.1. En dicho diagrama se observa como todo el com-
portamiento depende de la viabilidad del fenotipo mutante, que depende, a su vez, de la fraccién de
secuencias letales 1 —p. Si ésta es menor que el valor critico (1 —p)e,, el sistema no puede extinguirse
por un aumento de la tasa de mutacién, ya que disminuir el factor de calidad s6lo consigue que se
cruce el umbral de error, de forma que el fenotipo mutante se impone al fenotipo maestro y, siendo el
estado estacionario Il demograficamente estable, aquel es capaz de mantenerse en el tiempo. Si, por
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el contrario, la fraccién de secuencias letales es mayor que el valor critico (1 — p)e,, el umbral de
error desaparece, y la cuasiespecie se extingue antes de que el fenotipo mutante pueda imponerse al
fenotipo maestro. Puesto que cuando 1 — p > (1 — p)c ¢, el umbral de error desaparece, este valor
de la fraccién de secuencias letales se denominard letalidad critica. La letalidad critica es el valor de
letalidad mads allé del cual el umbral de error desaparece, y da una idea aproximada de la “extension”
de los diferentes estados estacionarios en un diagrama de fases. Este resultado implica que, al igual
que en el caso en ausencia de letalidad, al considerar una letalidad uniformemente distribuida por el
espacio de secuencias, extincion y catdstrofe de error son fendmenos mutuamente excluyentes.

0.5 :
S Qc, umbral de error
0.45 ——Q,,, umbral de extincion i
0.4 S 1—pc, letalidad critica |
O 0.3
0.25- 8
"Catastrofe
0.2- | de error" ]
0.15 b
01 Il Il Il Il
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

1-p, fraccion de secuencias letales

Figura 4.1: Diagrama de fases para el modelo de cuasiespecies con letalidad uniformemente distribuida
en funcién de la fraccién de secuencias letales, 1 — p. En la figura se observa que mads alla de la letalidad
critica, linea roja, el umbral de error es menor que el umbral de extincion y, por tanto, aquel desparece. A,, =
10; A, =4,D=3; N=1.(R,, =10/3, R, = 4/3)

4.3. Paisaje de letalidad basado en “posiciones letales”

Una letalidad uniformemente distribuida por el espacio de secuencias es, claramente, una suposi-
cién muy alejada de la realidad biolégica. Una posibilidad un poco mds cercana a la realidad de los
sistemas bioldgicos es considerar que la mutacion de determinadas posiciones de la secuencia hace
que la especie sea incapaz de autorreplicarse, de forma que su factor de amplificacion es A; = 0, es
decir existe un conjunto de mutaciones letales. Aunque el término no sea del todo correcto, por sim-
plificar la nomenclatura se denominard a estas posiciones de la secuencia posiciones letales. En este
esquema de letalidad, se supone que la longitud de la secuencia es v y que existen [ posiciones letales,
de tal forma que la mutacién de al menos una ellas hace que la especie pertenezca al fenotipo letal.
A partir de este esquema se obtienen las siguientes probabilidades de obtener un fenotipo a partir de
otro:

40



4. Letalidad y extincién en modelos de cuasiespecies Extincion y mutacion

Qmm — qy

Qem =q"(1—¢"™")

Qur = ¢ (4.12)
le =1- ql
Qr=1-¢

Donde q es el factor de calidad por digito. Introduciendo estos valores en el sistema 4.1 se obtiene
el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias que representa en comportamiento del
sistema.

dx,,

% = (N —zpm —zr — 1) Ang”Tm — Dxyy

dxy ! v—1 l

- = (N —xp, — 2, — 27) (Amq (1 —q¢" " em + Arq a:k> — Dz, (4.13)
dz

cTtl = (N —zpy — x — 1) (Am(l — ql)a:m + Ap(1— ql)azk> — Day

La tabla 4.2 muestra los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios del sistema 4.13.

Al igual que en el caso en ausencia de letalidad y con letalidad uniformemente distribuida, el
modelo presenta los tres mismos estados estacionarios: el equilibrio de seleccién-mutacidn, la distri-
bucién donde domina el fenotipo mutante y la extincion.

Tal y como se vio en el apartado anterior, las condiciones de estabilidad genética de los estados
estacionarios I y II, que, en realidad, es la misma condicidn invertida, permite obtener el umbral de
error del sistema. En este caso puesto que las condiciones son A,,¢" > Apq, y Amg” < Ard, el
umbral de error que se obtiene es:

1
Ap \ vl
ce= | — 4.14
q (Am> (4.14)

Que, al igual que en el caso en el que la letalidad est4d uniformemente distribuida, muestra que
la letalidad disminuye el umbral de error, es decir, al aumentar la letalidad, la cuasiespecie puede
tolerar tasas de mutacién mds altas antes de cruzar el umbral de error. La causa es la misma que
en el apartado 4.2. En este esquema de letalidad, en el que se considera que existen [ posiciones en
la secuencia cuya mutacidn es letal, la letalidad sélo afecta al fenotipo mutante, lo que disminuye
su robustez mutacional y, por consiguiente, su eficacia bioldgica efectiva. Esto se traduce en una
mayor ventaja selectiva del fenotipo maestro sobre el mutante y, por tanto, en que el umbral de error
se desplaza a tasas de mutacion mayores. Al igual que en el apartado 3.1, es posible obtener un
coeficiente de seleccion en presencia de letalidad:

 Aid
C Ang”

s(gq,n) -1 4.15)

que se hace cero en el umbral de error, lo que indica que, a partir de ese valor de ¢, la seleccién
natural actia a favor del fenotipo mutante, tal y como se discuti6 en el apartado 2.1.

Como se coment6 en la introduccién, buena parte de la importancia de los conceptos de “entrada
en catastrofe de error” y de “umbral de error” es que predecian una secuencia maxima permitida a
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Estado Estacionario Propiedades
. (Am — Arg”™) (Amg”N — D)
m =
Poblacién Am(Am — Ag)
o (1 — q”_l) (D — Apq"N)
F Am - Ak
= 1=4) (D= AuNg)
Estado estacionario 1. Am
Coexistencia. Equilibrio ( Amd’ — Akql)
seleccién-mutacién Ym = (A — Ap)
(Cuasiespecies)
Fraccion e = Am (ql - qy)
poblacional g (Am — Ag)
y=1-4¢
Estabilidad AnNg” > D Ang” > Apd
Lastre mutacional Lpa=1—¢"
Ty =0
Poblacié D
oblacion 2 = Np — "
k
Estado estacionario II. ( Apg'N — D) <Ll — 1)
(“Catastrofe de error™) T = 9
Ay
Fraccion poblacional Um =0 yp=¢ y=1-—¢
Estabilidad ANg' > D Apd > Ang”
A l
Lastre mutacional Ly=1- e’
Am
Poblacion Tm =0 x=0 x;=0
Estado estacionario III. Estabilidad AN <D  Ang’N <D
Extincién
Lastre mutacional La=1

Tabla 4.2: Estados estacionarios del modelo logistico en presencia de [ posiciones letales en la secuencia.
Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del sistema 4.13. La fila llamada “Es-
tabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estacionario sea asintGticamente estable.
Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene

a partir del sistema 4.13.
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cada tasa de mutacién. De esta forma la idea de un “umbral de error” podria explicar, en principio,
tanto el aumento progresivo de la longitud de los genomas a lo largo de la evolucién como la corre-
lacidn existente entre tamafo de genoma y tasa de mutacion. La ecu. 4.14 permite una interpretacion
del efecto de la letalidad desde esta perspectiva. Basicamente, la expresion del umbral de error en
presencia de [ posiciones letales muestra que la poblacién se comporta como si tuviese una longitud
efectiva, v,r

Vep = v —1 (4.16)

que se corresponde con el nimero de posiciones no letales en la secuencia. Es decir, el nimero
de secuencias no letales en el espacio de secuencias es 27/,

Para obtener el umbral de extincién de ambos estados estacionarios es necesario estudiar las
condiciones de estabilidad demografica de los estados estacionarios I y II. Asi, para la distribucién
poblacional tipo cuasiespecie, el umbral de error que se obtiene es

1

D v
SSI
qem - <AmN> (417)

que es el mismo que se obtenia tanto en ausencia de letalidad como en presencia de letalidad
uniforme. El motivo es que ninguno de los dos esquemas de letalidad afecta a la productividad me-
dia definida por el estado estacionario I, puesto que la ausencia de back-mutation hace que aquella
dependa exclusivamente del fenotipo maestro, que no se ve afectado por la letalidad.

Ahora bien, el resultado es diferente para el segundo estado estacionario. Tanto en el caso en
el que no se considera letalidad como en el caso en el que la letalidad estd distribuida de manera
uniforme por el espacio de secuencias, la estabilidad demografica del fenotipo mutante no depende
de la tasa de mutacion. En el primer caso depende de la relacion entre Ay, Dy N, y en el segundo
de la relacién entre Ay, D, N y, ademds, 1 — p, la fraccién de mutantes letales. Por tanto, en dichos
casos no se puede obtener un umbral de extincidn, para la tasa de mutacidn, en el estado estacionario
IL. Por el contrario, en este esquema de letalidad si es posible obtener un umbral de extincién que,
obviamente, depende del nimero de posiciones letales en la secuencia, [ y que viene definido por:

1
D \7
SSII
= (= 4.1
€x <AkN) ( 8)

Como es légico, el umbral de extincién aumenta al aumentar el nimero de posiciones en la se-
cuencia cuya mutacion es letal.

Al igual que en el caso estudiados anteriormente, parte de los cambios que va a sufrir la pobla-
cién al aumentar la tasa de mutacién dependerdn de la relacion entre el umbral de error y el umbral
de extincién definido por el estado estacionario I. Si el umbral de extincién definido por el estado
estacionario I es mayor que el umbral de error, la poblacién se extinguird antes de que el fenotipo
mutante se imponga al fenotipo maestro. Si, por el contrario, el umbral de error es superior al umbral
de extincion, el fenotipo mutante se impondra al fenotipo maestro, con la diferencia fundamental de
que ahora el fenotipo mutante presenta a su vez un umbral de extincién que puede alcanzarse si se
aumenta lo suficiente la tasa de mutacion.

Al igual que en los casos anteriores, la condicién ¢5°7 = ¢, es lo que determina el comporta-
miento del sistema. Es facil verificar que cuando
Apg'N < D (4.19)
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es decir, cuando el fenotipo mutante deja de ser viable demogréaficamente, se cumple que

S50 = g, (4.20)

que es lo mismo que ocurria en los dos casos anteriores: en ausencia de letalidad o con una
letalidad uniformemente distribuida. La figura 4.2 muestra un diagrama de fases en el que puede
observarse el comportamiento del sistema. En él se representa como varian el umbral de error y los
umbrales de extincién definidos por ambos estados estacionarios, con [, el niimero de “posiciones
letales” en la secuencia. En el diagrama se observa que cuando se aumenta la tasa de mutacion, el
que la poblacién entre en catdstrofe de error o se extinga antes de cruzar el umbral de error depende
de si [ es mayor o menor que un determinado valor de [ en el que las ambas curvas se cruzan. Por
analogia con lo observado en el apartado 4.2, a este valor de [ se le denominara letalidad critica. Al
igual que en el caso anterior, la letalidad critica, I, es el valor de [ por encima del cual no tiene lugar
una catdstrofe de error puesto que el fenotipo maestro se extingue antes de ésta tenga lugar. Es decir,
cuando [ > [ el umbral de error desaparece.

0.95- Cuasiespecie

o
©

"Catastrofe

g, factor de calidad por digito

de error"
0.85r- i
0.8r J
0.75f b
0.7 ‘ ‘
0 10 15 20

5
I, nimero de posiciones letales

Figura 4.2: Diagrama de fases para el modelo de cuasiespecies en funcion del niimero de posiciones
letales en la secuencia, [, y el factor de calidad por digito, ¢.. En la figura se observan los tres posibles
estados estacionarios: la cuasiespecie, la extincion y la “catdstrofe de error”. En este esquema de letalidad, a
diferencia del que considera letalidad uniforme (ver Figura 4.1), la cuasiespecie puede extinguirse mds alld del
umbral de error. A,, =10, A, =2, D=1, N =1.(R,, = 10, R, = 2)

Mas alld de la letalidad critica, el umbral de extincion definido por el estado estacionario I es
mayor que el umbral de error, por lo que su valor puede obtenerse igualando ambos valores. De esta
forma se obtiene que:

_ In(AxN/D)  In(RgN)
o = VA NID) ~ VTR N) “421)

Puesto que en este esquema de letalidad [ debe ser un valor entero, la letalidad critica [, es el
entero mds cercano superior a [, . Como puede observase en la ecu. 4.21, el valor de la letalidad critica
depende de la longitud de secuencia v, y de la relacion entre los logaritmos de las eficacias bioldgicas
absolutas de los fenotipos mutante y maestro, cada una de ellas multiplicada por la concentracién
total, IV, del sistema.
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Como se ha mencionado anteriormente, existe una diferencia clave entre este caso y aquellos
en los que se considera letalidad uniforme o que no hay letalidad. Mas alld de la letalidad critica,
la poblacién se extingue antes de entrar en catastrofe de error, pero para valores de [ menores que
l¢, la poblacién puede primero cruzar el umbral de error y después cruzar el umbral de extincion
definido para el estado estacionario II, ecu. 4.18. Es decir, a diferencia de los casos anteriores, ahora
la extincién y la catdstrofe de error no son sucesos mutuamente excluyentes. Eso si, tal y como puede
observarse en la figura 4.2, la imposicién del fenotipo mutante sobre el fenotipo maestro que tiene
lugar después del umbral de error hace que la extincién por acumulacién de mutaciones tenga lugar a
tasas de mutacién mayores de las que tendria en caso de que la poblacién no entrase en catdstrofe de
error.

[
[

0.95- 0.95-

o
)
ok
o
o0
=k

o
@

g, factor de calidad por digito
g, factor de calidad por digito
o o

o
~
n
<)
]
n

20

o

5 10 15 20 5 10 15
I, nUmero de posiciones letales I, nUmero de posiciones letales
(@ A,,=10,4,=2,D=1 b A, =10,A,=5,D=1
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[
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©
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g, factor de calidad por digito

g, factor de calidad por digito

75
° 0

10 15 20 07 0 10 1 20

5 5 5
I, nGmero de posiciones letales I, nUmero de posiciones letales

© Am =10, A, =5,D =4 d A, =15,4,=3,D=1

Figura 4.3: Diagramas de fase para diferentes paisajes tipo Single-peak en funcion del niimero de posi-
ciones letales /, y el factor de calidad por digito, g. La longitud de secuencia es v = 20. Tal y como puede
verse en la figura, en todos los casos aparecen tres regimenes diferentes: la cuasiespecie, el umbral de error y
la extincion (ver texto para una discusion detallada)

La figura 4.3 muestra varios diagramas de fases para diferentes valores de los factores de ampli-
ficacion de los fenotipos maestro y mutante, A,, y Ay, y del factor de degradacién, D. En los tres
casos aparecen tres regimenes que se corresponden con los tres estados estacionarios obtenidos del
sistema 4.13: la distribucién en cuasiespecies, la “catdstrofe de error” y la extincion. Las fronteras
entre dichos regimenes son los umbrales de error (lineas azules) y de extincion (lineas rojas y verdes).
Cuando se aumenta el factor de amplificacion de la clase mutante de Ay = 2 (fig. 4.3a)a A, = 5
(fig. 4.3b), el régimen en el que se impone el fenotipo maestro se expande a costa de los regimenes de
cuasiespecies y de la extincidén, aumentando la letalidad critica. Sin embargo, més all de la letalidad
critica el umbral de extincién no varia, ya que sélo depende de las propiedades del fenotipo maestro
(R, = Aﬁm). Un aumento del factor de degradacién desde D = 1 (fig. 4.3ay 4.3b) a D = 4 (fig.
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4.3c) aumenta la extension del régimen de extincién, aumentando el umbral de extincién para todo
valor de /. Sin embargo, el umbral de error no varia ya que éste sélo depende de la superioridad, que,
en este caso, es independiente del factor de degradacién. Por dltimo, un aumento del factor de ampli-
ficacion de los fenotipos mutante y maestro que mantiene constante la superioridad (fig. 4.3a y 4.3d)
no produce ningin cambio en el umbral de error, pero si que disminuye la extension del régimen de
extincion.

4.4. Efectos de la letalidad en la distribucion poblacional mas alla del
umbral de error

En las secciones anteriores se estudiaron dos esquemas de letalidad diferentes utilizando un mo-
delo simplificado que permitia un andlisis detallado de los estados estacionarios y de su estabilidad,
puediendo obtener expresiones explicitas de los umbrales de error y extincién en presencia de leta-
lidad. En dicho modelo las secuencias se clasificaban en tres fenotipos: maestro, mutantes letales y
mutantes no letales. Ahora bien, si lo que se quiere es estudiar los cambios que introduce la letalidad
en el llamado régimen de catastrofe de error, este modelo es claramente insuficiente, siendo necesario
aplicar otro tipo de clasificacion. En esta seccion se aplicard la clasificacion en clases de Hamming o
clases de error, ver seccion 1. del apéndice A. Al utilizar esta clasificacion, se deja de suponer que no
existe back-mutation, 1o que, como se mostrard, no tiene ningtin efecto cualitativo.
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Fraccion de mutantes letales
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Hi, clase de Hamming

o
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Figura 4.4: Variacion de la fraccion de mutantes letales con la clase de Hamming para diferentes valores
de l.. v = 20. La figura muestra como la fraccién de mutantes letales es mayor cuanto mayor es la distancia
de Hamming respecto a la secuencia maestra. Por supuesto, al aumentar [, la fraccion de mutantes letales es
mayor a cualquier clase de Hamming.

La Figura fig3-4 muestra cémo se distribuye la letalidad en funcién de las clases de Hamming.
Puesto que en este esquema se considera letal a cualquier secuencia que tenga al menos una mutacién
en cualquiera de las [ posiciones denominadas letales, la fraccién de secuencias letales por clase de
Hamming aumenta, tal y como se observa en la figura 3.4 para diferentes valores de [.

Al introducir la letalidad en este modelo que clasifica las secuencias por clases de Hamming, hay
que dividir cada clase de error en dos subpoblaciones de mutantes letales y no letales. Puesto que
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la secuencia maestra es siempre no letal y la secuencia complementaria a la maestra, aquella con v
mutaciones, es siempre letal, se obtienen 2v I, subpoblaciones mutantes, en las que el subindice k
hace referencia a las subpoblaciones no letales de la clase de Hamming H} cuando k£ < v, y hace
referencia a la subpoblacion letal de la clase de Hamming Hj,_ (1 1) cuando k > v.

Puesto que en este caso solo se pretende estudiar los efectos de la letalidad en la catastrofe de
error, es posible utilizar el modelo de cuasiespecies suponiendo poblacién constante, de forma que se
obtiene un sistema de 2+ 2 ecuaciones diferenciales ordinarias que se corresponden con la secuencia
maestra, las 2v subpoblaciones mutantes y la secuencia con v mutaciones. La forma general de dicho
sistema es la siguiente:

dxi
dt

= AiQiixi — Dy — dpozi + Z A;Qijxj (4.22)
J#i

donde A; son los factores de amplificacion (que son cero para las subpoblaciones letales), D es
el factor de degradacién, que se supone es el mismo para todas las secuencias, ¢g es el flujo de salida
del reactor (ver apéndice A) y por ultimo las ();; son las probabilidades de pasar de la subpoblacién
J ala subpoblacién 7. Para hallar las probabilidades de mutacién de las secuencias no letales, es decir
aquellas representadas por elementos @;; con j < v + 1, se ha partido de la expresion para @);; en
ausencia de letalidad (Nowak y Schuster, 1989) teniendo en cuenta las siguientes condiciones:

1. La probabilidad de que la especie maestra se replique sin error es
Qoo =¢” (4.23)

2. La probabilidad de pasar de una clase j a la subpoblacién no letal de la clase ¢ mas la probabi-
lidad de pasar de una clase j a la subpoblacion letal de la clase ¢, es igual a la probabilidad de
pasar de una clase 7 a una clase 7 en ausencia de letalidad.

Qr=i,j(q, V) + Qr=i11,5(q,v) = Qi j(q, V) (4.24)

3. Para pasar de una clase j a la subpoblacién no letal de la clase ¢ hay que copiar correctamente
las [ posiciones letales y luego introducir las mutaciones necesarias en las v — [ posiciones
restantes. Es decir:

Qr=ij(q,V) = ¢' Q=i j(q,v — 1) (4.25)

4. De esto puede deducirse, sustituyendo 4.25 en 4.24 y despejando:
Qr=itrj(@,v) = Qij(q,v) — Qr=ij(¢,v) = Qi (¢, v) — ¢'Qij(q, v —1) (4.26)

De esta forma es posible obtener la matriz de mutaciones [(Q);;] para cualquier nimero de posi-
ciones letales, [/, longitud de secuencia, v, y factor de calidad ¢. Con esta matriz se puede integrar
numéricamente el sistema 4.22 para obtener las soluciones en el estado estacionario. Para ello se
utilizé un método Runge-Kutta proporcionado por el paquete de software matematico MATLAB(®).

En lo referente al umbral de error, los resultados obtenidos numéricamente son idénticos a los
predichos por las expresiones explicitas obtenidas a partir del modelo sencillo de la seccién 4.3 lo
que valida las aproximaciones en las que se basa: la agrupaciéon de las secuencias en tres clases:
maestra, letales y no letales, y la hipdtesis se ausencia de back-mutation.

En ausencia de letalidad, més alla del umbral de error, la poblacién se deslocaliza por todo fe-
notipo mutante, iniciando una deriva neutral por el mismo, ya que no existen diferencias de eficacia
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bioldgica efectiva entre los individuos que lo componen. Como se dijo en la introduccion, la aproxi-
macién determinista no es apropiada para estudiar el régimen de catdstrofe de error. Esta aproxima-
cién predice que todas las secuencias estan equipobladas, algo materialmente imposible. Sin embargo,
es posible utilizar la aproximacion determinista si se interpreta este resultado como la distribucién, no
de la poblacidn, sino de la probabilidad de que la poblacién se encuentre en una determinada regién
del fenotipo mutante. De esta forma,se puede estudiar coémo afecta la letalidad a la deslocalizacion de
la poblacion en el fenotipo mutante.

Tal y como se hizo en el apartado 2.2, la forma mds sencilla de estudiar los cambios en la dis-
tribucidn de poblacién, entendida como distribucién de probabilidad, es estudiando cémo afecta la
letalidad a la distancia promedio de Hamming. La figura 4.5 muestra la variacién de este pardmetro
con la tasa de mutacién por digito, para distinto nimero de posiciones letales en la secuencia, [. Por
un lado puede observarse que el umbral de error disminuye al aumentar la letalidad, tal y como pre-
dice el modelo sencillo. Por otro lado, se observa una disminucién del valor de la distancia media de
Hamming en el umbral de error. M4s alld del umbral de error, la distancia media de Hamming aumen-
ta linealmente al aumentar la tasa de mutacién. Como muestra la figura 4.4, la fraccién de mutantes
letales es mayor en las clases de Hamming més alejadas de la secuencia maestra. Esto se debe a que,
mds alld del umbral de error, la poblacién se deslocaliza por el fenotipo mutante, ya que se encuentra
mayoritariamente en las regiones mds cercanas a la secuencia maestra, en las que la proporcién de
fenotipo letal, en este esquema de letalidad, es menor.

La figura 4.6 muestra que, en lo que respecta al umbral de error, el efecto de introducir [ posiciones
letales en la secuencia es equivalente a considerar que la poblacidn tiene una longitud de secuencia
efectivaigual a v,y = v — [, tal y como se vio en la seccién 4.3.
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Figura 4.5: Variacion de la distancia media de Hamming con el factor de calidad por digito, ¢, para
diferente niimero de posiciones letales en la secuencia, /. La figura muestra cémo disminuye el umbral de
error al aumentar la letalidad y cémo, cuanto mayor es el nimero de posiciones letales en la secuencia, la
entrada en catdstrofe de error ocurre a distancia de Hamming menores. A,,, = 10, A = 2, v = 20.
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Figura 4.6: Variacion de la distancia media de Hamming con el factor de calidad por digito,q, para
diferentes valores de longitud de secuencia, v/, y nimero de posiciones letales, [ La variacion de la distancia
media de Hamming antes del umbral de error cuando v = 20 y | = 3 coincide practicamente con la variacién
de la distancia media de Hamming antes del umbral de error para v = 17. 4,,, = 10, Ay, = 2.
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Capitulo 5

Cuasiespecies y juegos de bienes publicos

5.1. Modelo general

Las dindmicas de defeccién y cooperacién requieren que las eficacias bioldgicas de los indivi-
duos sean dependientes de frecuencia (Nowak, 2006b). En el modelo cldsico de cuasiespecies, la
eficacia bioldgica de los individuos es constante e independiente de la composicion de la poblacién.
Por este motivo, el modelo cldsico de cuasiespecies no puede ser aplicado al estudio de las dinami-
cas de defeccion-cooperacion. Para tener en cuenta las interacciones en trans en el seno del espectro
de mutantes y, especialmente, las interacciones tipo defeccién-cooperacion, se ha desarrollado una
extension del modelo de cuasiespecies en el que la capacidad replicativa de un individuo viene par-
cialmente determinada por el resultado de un juego de bienes publicos entre los miembros de la
cuasiespecie.

El modelo supone que cada fenotipo ¢ de la poblacién codifica y expresa una determinada cantidad
de recurso Bj;, a partir del cual se forma un bien publico. Cada individuo contribuye a la formacién
del bien publico aportando una fraccién (1 — ¢;)B; del recurso, mientras que la fraccion restante
del recurso ¢; B; no se comparte y solo contribuye a la replicacién del individuo 7' . El factor ¢;
es, por tanto, el grado de interaccion en cis del individuo ¢ y, en consecuencia, 1 — ¢; es su grado
de interaccién en trans. El bien publico resultante se reparte equitativamente entre los individuos que
forman la cuasiespecie, de manera que la capacidad replicativa de cada individuo de la cuasiespecie es
proporcional a la parte del recurso que no comparte més la parte que le corresponde del bien publico,

Z (1 — CZ)BZZ'I

es decir a ¢; B; + L
LS
(2

Como se ha visto en la introduccion, en la Teoria de Juegos Evolutiva se suele considerar que la
cooperacién tiene un “coste” en términos de eficacia biolégica. Conceptualmente, esto es lo mismo
que suponer que la defeccion presenta una ventaja selectiva. A lo largo de este trabajo siempre se su-
pondré que los individuos defectores presentan una ventaja (o, como se verd, una desventaja) selectiva
respecto a los individuos no defectores, ya que se considera que, al menos en el campo de la virologia,
bioldgicamente tiene mds sentido hablar de una ventaja o desventaja selectiva de aquellos individuos
que aportan menos recursos para completar el ciclo infeccioso, que hablar de un coste de aquellos in-
dividuos viables o “cooperadores”. Considerar que la defeccion tiene una desventaja selectiva puede
parecer sorprendente desde el punto de vista de la TJE, sin embargo biol6gicamente es perfectamente
plausible. La cuestion es que si la defeccidn estd asociada a una desventaja selectiva nunca podra ser

donde z; es la concentracién de cada fenotipo ¢ en la poblacién.

"En los juegos de bienes piiblicos lo habitual es suponer que los individuos ponen una cierta cantidad de un recurso en
un pool comiin que luego se multiplica por un factor 7. En este caso, se considera que el recurso que aporta cada individuo
ya viene multiplicado por dicho factor r.
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evolutivamente estable y dichos individuos simplemente son desplazados por los cooperadores, no
dando lugar a ningtn tipo de dilema social. Sin embargo, en presencia de mutaciones recurrentes, los
defectores, atin con desventajas selectivas, pueden estar presentes en el sistema. En cualquier caso,
esta ventaja o desventaja selectiva actia exclusivamente en cis.

En general, existen dos maneras de considerar esta ventaja: aditiva o multiplicativamente (Cavalli-
Sforza y Feldman, 1978; Smith, 1980; Michod, 1982). El modelo aditivo, sin duda el més utilizado por
su mayor simplicidad, supone que el coste de cooperacién o, en este caso, la ventaja de la defeccion,
Bi, son términos que se suman al “beneficio” que genera el acceso al recurso Bj;, tanto al compartido
como al no compartido. De esta forma, el factor de amplificacién de la especie 7 resultaria:

Z (1 — Cl)BZ.Z‘Z

Ai=cBi+ -+ 5.1
c;iBi + S + 8 (5.1

Por el contrario, el modelo multiplicativo considera que la ventaja es un término «; que multiplica
a la contribucién del recurso B; a la eficacia replicativa. Asi, la capacidad replicativa de cada individuo
viene determinada por el producto de ambos términos segtin:

Z (1 — Cl)BZLUZ

La primera aproximacién que se va a suponer a lo largo de todo este trabajo es que todos los
individuos tienen el mismo c. A pesar de que el grado de interacciones en frans es un paraimetro que
puede estar sujeto a variabilidad y evolucionar, se considerard que las diferencias en dicho factor de
interaccién en cis son relativamente pequefias. Por otro lado, en la escala temporal que considera este
trabajo, también parece coherente suponer que dicho pardmetro no estd sujeto a evolucién?. De esta
forma, las expresiones 5.1 y 5.2 resultan ser, respectivamente:

A = a; [e¢Bi + (1 — ¢)B] (5.4)

> Bix;
Donde B = ZZT es el promedio de la cantidad de recurso total de la poblacién. De esta
7
forma se considera qlue la eficacia replicativa depende tanto del recurso que se comparte B; como de
la ventaja o desventaja selectiva, sea esta multiplicativa o aditiva, por lo que el modelo considera dos
caracteres cuyo valor viene determinado por dos paisajes fenotipicos® distintos. El paisaje de eficacias
bioldgicas serd por tanto una combinacién de ambos paisajes fenotipicos.

De esta forma, suponiendo que la replicacion de las especies tiene lugar en un reactor de flujo
como el considerado en el apéndice A, el sistema de ecuaciones diferenciales (EDO) que determina
el comportamiento del modelo general es:

2Aun asi, es posible estudiar el modelo en el caso del paisaje de eficacias bioldgicas tipo Single-peak, con ¢, # c,
aunque dicho estudio no ha sido presentado en esta Tesis.

3Por analogia con el término paisaje de eficacias biolégicas, se denominaré paisaje fenotipico a la funcién que relaciona
cada secuencia de uno o mds /oci con el fenotipo que codifica.
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dl‘i —
7t = lg Z Q; [CBJ‘ + (1 — C)B] Qij{L'j — Dz — pox; (5.5)
J#i

en el caso multiplicativo y

dx; _
d7tz = pa »_, [¢Bj + (1 = ¢)B + B] Qija; — Diwi — doa (5.6)
J#i

en el caso aditivo. En ambos casos, los valores del flujo de salida del reactor ¢g y de la con-
centracién de mondmero p, dependerdn de la restriccién al crecimiento que se imponga al modelo

(poblacién constante, restriccion logistica, etc.).

Cuando ¢ = 1 las ecuaciones 5.5 y 5.6se convierten en variantes del modelo clasico de cuasies-
pecies con A; = o; B; 0 A; = B; + [3; , respectivamente. Por otro lado, cuando ¢ = 0, los factores de
amplificacién de los modelos multiplicativo o aditivo son A; = o; By A; = B+ f3;, respectivamente,
por lo que la dindmica selectiva del sistema sélo depende de «; o ;.

5.2. Paisaje de eficacias bioldgicas tipo Single-Peak

Aunque el modelo considere que la replicaciéon de un individuo depende de su acceso al recurso
B, tanto en cis como en frans, como de su ventaja selectiva, por simplicidad se ha considerado el caso
en el que ambos caracteres vienen determinados por un mismo locus y, por tanto, se puede trabajar
s6lo con dos fenotipos. De esta forma es posible aplicar un paisaje tipo Single-Peak. Por tanto, se
considerardn dos fenotipos, uno maestro y otro mutante, cuyas contribuciones al bien ptblico son,
respectivamente, B, y By, con B,, > Bj. El modelo va a depender del tipo de ventaja selectiva en
cis que se utilice.

En primer lugar se tendrd se considerard el modelo multiplicativo. En este caso, asociadas a las
contribuciones B,,, y By, estan las ventajas o desventajas selectivas o, y a*. Como es habitual,
se supone que no hay back-mutation del fenotipo mutante al maestro, y que ambos tienen el mismo
factor de degradacién, D, de forma que el sistema EDO resultante es:

dx _
7? = HaOm [CBm =+ (1 - C)B] QmTm — Dy — PoTm
dx _ 5 T
cTtk = [lqQlm [cBm +(1- c)B] (1 = Qm)Tm + pao [ch +(1- c)B] Tk (.7
— Dy — goxy,
_ _ B B
Donde el valor medio del recurso B viene determinado por B = SmEm + STk .
Tm + Tk
Si se divide ay,, y a, por el valor para el fenotipo maestro «,, obtenemos:
drm, _
dx _ =
= ta [eBin+ (1= B] (1 = Q) + (1 +0) [eB + (1= ) B] 5.8)

— Dxy, — ¢oxy

“Por supuesto, este modelo, y también el que supone una ventaja aditiva, puede ser extendido al caso en el que cada
cardcter viene codificado por un locus diferente, de forma que se trabajaria con cuatro posibles fenotipos
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(077 . . ., .
Donde v = — — 1 adquiere la forma de un coeficiente de seleccién y por tanto puede conside-
A
rarse como, o0 bien una ventaja selectiva en cis, cuando v > 0, o bien como una desventaja selectiva

en cis, cuando v < 0, del fenotipo mutante sobre el fenotipo maestro. El caso mds sencillo posible
es considerar que v = 0. En este caso, el fenotipo mutante no tendria una ventaja o desventaja en cis
sobre el fenotipo maestro por lo que la capacidad replicativa de cada fenotipo vendria determinada
exclusivamente por su acceso, en cis y en trans, al recurso B;.

En el caso que se suponga una ventaja o desventaja de tipo aditivo, a las contribuciones B,, y By
estan asociadas las ventajas o desventajas selectivas 3, y Ok. El sistema de EDO viene determinado
en este caso por:

% = Ha [CBm + (1 — C)B + Bm] mem — D,y — ¢0$m
% = pta [¢Bm + (1 = ¢)B + Bm] (1 = Qm)Tm + pa [¢Bi + (1 — ¢)B + Bi] (5.9)

— Dxy, — oz

En este caso, en vez de considerar la ventaja como un coeficiente de seleccidn v, se considerara
que la ventaja o desventaja selectiva aditiva es w = [ — By, de forma que el sistema de EDO
resultante seria:

dzm, ~
5 0 08) Gt D~
d >, —

% = fiq [¢Bpm + (1 = ¢)B] (1 — Qm)Zm + o [¢Br + (1 — ¢)B + w] ay, (5.10)

— Dz, — ¢oxy,

Donde un w > 0 implica una ventaja selectiva en cis del fenotipo mutante sobre el maestro y, al
contrario, un w < 0 implica una desventaja selectiva. En este caso hay se tener cuidado puesto que,
siw < 0, si el valor absoluto de w es suficientemente grande, el término Ay = ¢By + (1 — C)B + w,
podria resultar negativo, lo que careceria de sentido biol6gico. Para asegurar que esta situacién no
tiene lugar, en las integraciones numéricas de dicho modelo, cuando el valor resultante de Ay ha sido
menor que cero, éste se ha igualado automaticamente a cero.

En los préximos capitulos se estudiardn ambos modelos utilizando los dos tipos de restricciones
utilizadas en capitulos anteriores durante el estudio del modelo cldsico de cuasiespecies: poblacion
constante y poblacion variable con una restriccion al crecimiento de tipo logistica.

5.3. Interpretacion molecular

5.3.1. Cantidad de recurso comin constante

Para terminar, es interesante estudiar la interpretacién molecular del modelo cuando se tiene en
cuenta poblacién variable. En primer lugar, es posible suponer un modelo en el que los genomas (con
concentacién z;) se traducen con una tasa ki, por simplicidad igual para ambos genomas, para dar
lugar a enzimas con actividad replicasa (con concentracidn e;. Si, por simplicidad, se supone que que
la tasa de mutacidn es cero, se obtiene.
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drm,
dt
dzm

= (N —Tm — -Tk) (kmmem + kmkek) T — Dy

o (N — 2z — o) (kkmem + kirer) xr — Dy,
(5.11)

dem,

% = kizy, — dey, — ¢Oem
d

% = kyxy — deg — doeg

donde d es la tasa de degradacién de las enzimas y k;; es la constante de replicacién de la enzima j
actuando sobre el genoma 7. Si no se impusiera ninguna restriccién al crecimiento de la concentracion
de las proteinas (¢g = 0 ), y se aplicase la suposicién de estadio cuasiestacionario a la concentracién
de las mismas (suponiendo que la escala temporal de la produccién y degradacion de proteinas es mas
rdpida que la de los genomas) se obtendria una cinética tipo hiperciclo que es formalmente equivalente
a la ecuacion del replicador utilizada en TJE:

Az, k¢ k¢
— = (N — m kjmm*m km* m_Dm
dt ( €T xk)( dSE + kdm)m T
dz.m, k k
$m _ (N — zp, — ) <k:kmt:cm + kkktxk> z — Dy,
dt d d (5.12)
o — ktl‘m
md
o — k‘tl‘k
md

Sin embargo, también es posible suponer que la concentracién de proteina total es constante
ex + em = N.. En ese caso, el sistema 5.11 puede expresarse como:

dx
T? = (N — Tm — :I:k) (kmmem + kmkek) Tm — Dmm
drm,
I = (N — zp, — zk) (kkmem + kkrex) xp — Dy,
Qe _ o oy (Rt G4
dt ttm m em - €n m
dek kt (xm + xk)
— =k —dep — | ———= —d
gt t Tk, ek ( P €k
De donde es posible obtener que e,,, = Nexxika = NeYm V € = Ne%jxk = N.yi . Es
m m
decir, que la concentracion de cada proteina es directamente proporcional a la fraccién molar de cada
fenotipo y; = % Teniendo esto en cuenta, el sistema de EDO 5.13 puede resumirse en:
Tm T Tk
drm,
W = (N — Tm — $k) (kmmNeym + kmkNeyk) Tm — Dz
o (5.14)
T;n = (N — 2m — k) (kkm Neym + kxx Neyr) 21, — Dy,

El sistema 5.14 es formalmente equivalente al modelo de cuasiespecies y juegos publicos 5.8 en
el caso ¢ = 0 y en ausencia de mutacién (Q),,, = 1), cuando la poblacidn es variable:
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dxm,

o = WV =2 = 2x) [Buym + Biys] tm — D
dy (5.15)
P (N — zm — i) ([BmYm + Brys] (1 4+ v)xy) — Dy,

Es decir, las contribuciones B,,, y By al recurso comtin pueden considerarse como el producto de
la capacidad replicativa asociada al recurso comin multiplicada por la concentracién total, constante,
de dicho recurso. Por supuesto, considerar que la concentracién de enzimas es constante es tan poco
realista como considerar que la escala temporal de la produccién de enzimas es mucho mds rédpida que
la replicacién de los genomas. Aun asi, una concentracién de enzima constante podria considerarse
una aproximacion al caso en el que la escala temporal de la produccién de proteinas es mucho mds
lenta que la replicacién de los genomas. La idea detrds de esta suposicién es que la infeccién viral
llega a una fase en la que la concentracién de enzima viral estd saturada, asi que lo tinico que cambia
es la fracciéon molar de cada enzima, pero no su concentracién total. Por supuesto, parece que lo
mas adecuado seria considerar que la produccion de enzimas virales y la replicacion de los genomas
virales tienen una escala temporal parecida, lo que, obviamente, hace que los modelos sean mucho
mas complicados.

5.3.2. Interacciones en cis

El modelo de cuasiespecies que interaccionan en trans a través de un juego de bienes publicos
mantiene la cinética exponencial porque no considera una interacciéon directa entre los diferentes
individuos que componen la misma, sino que considera que la capacidad autorreplicativa de las cua-
siespecies depende del bien publico, al cual todas las especies pueden acceder igualmente y cuya
concentracion es constante, independiente de la concentracién de los genomas. Es posible suponer
que dicho recurso se reparte en el sistema como si formase un “campo medio”, del que depende el
factor de amplificacién de los individuos. De esta forma, el factor ¢, que determina el grado de interac-
ciones cis-trans de los individuos en el espectro de mutantes, puede ser entendido como la tendencia
a interaccionar con el recurso que produce el propio individuo frente al “campo medio” que experi-
menta. En este sentido puede ser considerado como una primera aproximacion a la presencia de una
estructura y/o difusion espacial en el sistema, de forma que los individuos tienen una cierta tenden-
cia, ¢, a interaccionar con el recurso que ellos mismos han producido antes que con el bien ptblico
producido colectivamente. Algunos modelos que consideran dindmicas de cooperacion-defeccion en
la produccién de enzimas extracelulares por organismos unicelulares han utilizado una aproximacion
parecida para tener en cuenta el fendmeno de la difusién (Schuster et al., 2010), que da lugar a lo que
en dicho articulo se denomina “priviliged share”, es decir, el hecho de que, en cuanto se considera una
cierta estructura espacial o una limitacion en la difusidn, los individuos cooperadores generalmente
presentan una ventaja en el acceso al beneficio que ellos mismos producen. Otra forma de entender el
significado de c es como una probabilidad de asociacién preferencial entre los individuos que tengan
el mismo fenotipo. Es decir, como si los individuos de cada fenotipo tuviesen una mayor tendencia
a interaccionar con individuos de su mismo fenotipo (Foster, 2004). Como se vio en la introduccidn,
este es uno de los mecanismos por los cuales se favorece la cooperacién frente a la defeccion.

5.3.3. Ventaja selectiva: modelos aditivo y multiplicativo

La consideracién de un modelo aditivo o multiplicativo implica considerar dos relaciones com-
pletamente diferentes entre las capacidades replicativas en cis y en trans. En el caso aditivo, se es-
taria considerando dos componentes a la capacidad replicativa que actian de forma completamente
independientemente (aunque puedan estar correlacionadas). Una de esas componentes actia exclu-
sivamente en cis, la que depende de w, y la otra actuar tanto en cis como en trans, la que depende

56



5. Cuasiespecies y juegos de bienes publicos Extincion y mutacion

de B;. Al actuar de forma independiente, la ausencia de una componente no afecta a la accién de la
otra componente. Si ¢ = 1y By = 0, el individuo puede replicarse (sin tener acceso al bien ptiblico)
siempre que su w > 0. Sin embargo, en el caso multiplicativo, la eficacia biolégica resulta de la
interaccion entre ambos componentes, en cis o en cis-trans, de forma que, en ausencia acceso al bien
publico, el individuo no podria replicarse independientemente del valor de v.

A nivel molecular, un modelo aditivo supondria que el individuo presenta dos mecanismos de
replicacién independientes, uno en cis, y otro en cis-trans. Por ejemplo, una proteina que no se “com-
parte” y otra que si lo hace. A nivel multiplicativo, sin embargo, se estaria considerando un tnico
mecanismo de replicacion, y las diferentes contribuciones en cis y en cis-trans podrian suponer el
efecto de dos proteinas necesarias para la replicacion, que al igual que en el caso aditivo, una que
se comparte y otra que no, pero que actdan en serie, siendo ambas necesarias para la replicacion.
También podria representar una situacién en la que el bien publico que actia tanto en cis como en
trans representa una enzima replicasa, y la componente de la replicacién que sélo actia en cis, v,
representaria la afinidad de un determinado genoma por dicho recurso. Desde este punto de vista,
parece que, al menos en el caso de los virus RNA o de especies autorreplicativas de tipo prebidtico,
el modelo multiplicativo se ajusta mucho mas a lo que se espera encontrar a nivel molecular.

5.4. Resumen de Investigacion

En los siguientes 4 capitulos se estudiard el modelo de cuasiespecies que interaccionan a través de
un juego de bienes publicos en diferentes escenarios. En primer lugar, en el capitulo 6 se estudiara el
comportamiento evolutivo del sistema en condiciones de poblacién constante. Aunque en este caso no
puede tener lugar la extincion, el sistema es mds sencillo y puede estudiarse facilmente la dindmica de
la poblacién en presencia de mutacién y seleccion. A lo largo de este capitulo se estudiara el modelo
en ausencia de una ventaja o desventaja selectiva en cis (v = 0, seccion 6.2), o bien en presencia de
una ventaja selectiva de tipo aditivo (seccién 6.3) o multiplicativo (seccién 6.4). En los tres casos el
sistema se estudiard primero en ausencia de mutacion, para ver el efecto de la seleccion natural en el
comportamiento de la poblacidn en el estado estacionario. Posteriormente, para las tres condiciones
se estudiard el sistema en presencia de mutacién. En este caso, el estudio se centrard en el umbral de
error y el efecto de la tasa de mutacion sobre la eficacia bioldgica media de la poblacién, para lo cual
se utilizard el lastre mutacional (ver apéndice A).

Mientras que en el capitulo 6 se considera que todos los individuos interaccionan con todos, en
el capitulo 7 se estudiard el efecto que tiene en el modelo considerar que la interaccion entre los
diferentes individuos de la poblacién tiene lugar en grupos de tamaiio fijo n.

En el capitulo 8 se estudiard el sistema en condiciones de poblacion variable con objeto de estu-
diar la dindmica demografica del mismo y, en concreto, de hallar el umbral de extincién del mismo.
Posteriormente, en el capitulo 9 se estudiard el efecto de considerar que la secuencia presenta una
determinada cantidad, [, de “posiciones letales”, tal y como se hizo en el capitulo 4. Finalmente, en
los capitulos 10, 11 y 12 se estudiard el efecto del feedback eco-evolutivo, es decir considerando c6-
mo afectan los cambios demograficos en el proceso de extincidon debida a mutacién letal. Para ello,
en el capitulo 10 se supondrd que el factor de interaccion en cis, ¢, depende del tamafio poblacional.
En el capitulo 11 se supondra que, con un factor de interaccion en cis constante, los individuos inter-
accionan en grupos cuyo tamafio depende del tamafio poblacional. Finalmente, en el capitulo 12 se
estudiard un modelo anidado que acopla una dindmica de formacién de grupos de tamafio variable si-
milar a la del capitulo 11, que representa una dindmica “extracelular”’, con un modelo de cuasiespecies
y juegos de bienes publicos con poblacién variable que representa una dindmica “intracelular”.
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Capitulo 6

Dinamica evolutiva del modelo de
cuasiespecies y juegos de bienes publicos
en condiciones de poblacion constante

6.1. Modelo general en condiciones de poblacién constante

Debido a su mayor sencillez, la suposicién de que la poblacién se replica en condiciones de po-
blacién constante es, sin duda, la restriccidn al crecimiento poblacional mds utilizada en los modelos
de cuasiespecies desde el trabajo original de Eigen (1971). Esta suposicidn descarta completamente la
dindmica demogréfica de la poblacion, por lo que no puede utilizarse para estudiar fenémenos como
la extinciéon (Wilke, 2005). Sin embargo, si que permite estudiar los cambios evolutivos de la po-
blacidn, por lo que resulta muy util como primera aproximacion. Aplicar la restriccidon de poblacién

constante implica suponer que Z x; = N, que, en el caso concreto del paisaje tipo Single-Peak, se

i
reduce a x,, + xx = N. Siguiendo lo visto en el apéndice A, el sistema de EDO que determina el
comportamiento del sistema viene definido por:

dxm, _
$m A (T, Tk, €, 0) QT — Dy, — By,
g; 6.1)
7: = A (@, Ty ¢, 0) (1 — Q)2 + Ap(m, Ty ¢, v) ) — Dy — Expe
con
E _ Am(xn’w l’k)l’m + Ak(l‘m, flfk).’lfk - D (62)

T + Tp

Donde el valor de A,,(zy,, zk, c,v) y Ag(Tm, Tk, c,v) va a depender de como se supone que
actia, si es que actia, la ventaja selectiva en cis. En este capitulo se estudiard, en primer lugar, el
caso en el que el fenotipo mutante no presenta una ventaja o desventaja selectiva en cis, ni aditiva ni
multiplicativa, (v = 0, w = 0). Posteriormente se estudiard el caso en el que se supone una ventaja
de tipo aditivo, w, y, finalmente, una ventaja de tipo multiplicativo, v.
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6.2. El fenotipo mutante no tiene una ventaja o desventaja selectiva,
v=0,w=0

En primer lugar se considerard el caso més sencillo, suponiendo que los fenotipos sélo se dis-
tinguen en la diferente contribucién, B;, que hace cada uno de ellos al bien publico. Esto significa
suponer que el fenotipo mutante no tiene ninguna ventaja o desventaja selectiva en cis sobre el feno-
tipo maestro, es decir, que v = 0 y w = 0. En este caso, los factores de amplificacién de los fenotipos
maestro y mutante vienen definidos por:

Bz, + Brx Bz, + B (N —x
Am:cBm%—(l—c)ﬁ:cBm%—(l—c) i ]’\‘}( m) (6.3)
B B B B (N —
A= Byt (1— o Bmtat Bt g g Brtet BN =am) g
Tm + Tk N

Puesto que la poblacion es constante, el sistema de EDO que determina la dindmica viene definido
por:

drm

— = [cBm +(1- C)B] QmTm — Dt — Exm
dt (6.5)

% = [¢Bm + (1= ¢)B] (1 — Qu)om + [eBy, + (1 — ¢)B] a1, — Day, — Exy,

Donde la productividad media del sistema, E , es igual a

_ B B B, — B
E:M—D:Bk—l—(mik)a}m—D (6.6)
Tm + Tk N

El sistema 6.5 puede reducirse a una tnica ecuacién diferencial teniendo en cuenta que xj =
N — xp:

me>] QmTm — Dy — Expy, (6.7)

dzm,

Lo -0 (50

Donde B se ha sustituido por su valor en condiciones de poblacién constante. Puesto que E viene
determinada por la ecuacién 6.6, el sistema 6.7 puede reducirse a:

d m Bm - B Bm - B

6.2.1. Dinamica evolutiva en ausencia de mutacion, (,, = 1

En ausencia de mutacién, (Q,,, = 1, es decir, si sélo actiia la seleccién natural, la ecuacién 6.8 se
reduce a:

Az,

ek ¢(Bm — Br) xm (1 — xm) (6.9)

En principio, en este escenario no tendria sentido hablar, por tanto, de fenotipo mutante. Sin
embargo a lo largo de la Teses se mantendra esta nomenclatura incluso en ausencia de mutacién por
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varios motivos. En primer lugar, por claridad y para mantener la coherencia a lo largo de toda la Tesis.
En segundo lugar, porque el caso de ausencia de mutacién puede representar una aproximacion a una
situacién en la que la tasa de mutacion es baja y, por tanto, el fenotipo mutante no es producido con-
tinuamente a partir del fenotipo maestro, sino s6lo puntualmente. Entre dos eventos en los que tiene
lugar una mutacién improbable que da lugar a un individuo del fenotipo mutante, puede considerarse
que la tasa de mutacién en el sistema es nula. Por tltimo, es necesario remarcar que el estudio de los
sistemas sin mutacién, aunque en ciertos casos puede ser interesante por si mismo, se lleva a cabo en
este trabajo como una primera aproximacion al estudio de los equilibrios de seleccién-mutacién.

En la tabla 6.1. se muestran los estados estacionarios obtenidos al resolver esta ecuacion:

Estado Estacionario Propiedades

Tm =N

Poblacié
Estado estacionario I. oblacion

Sélo fenotipo maestro =0

Estabilidad | B,, > B;

Estado estacionario II. Poblacion

Sélo fenotipo “mutante” =N

Estabilidad | B,, < By,

Tabla 6.1: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans bajo la res-
triccion de poblacion constante. Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del
sistema 6.9. La fila llamada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estaciona-
rio sea asintticamente estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario
en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 6.9

Como se observa en la tabla 6.1, el comportamiento de dicho sistema es trivial, imponiéndose
el fenotipo que tenga una mayor eficacia bioldgica relativa, que en este caso viene definida exclu-
sivamente por B;. Puesto que B,, > B, el estado estacionario I siempre es estable y el estado
estacionario II siempre es inestable.

6.2.2. Dinamica evolutiva en presencia de mutacion, Qm < 1

Cuando se considera mutacién, el comportamiento del sistema viene determinado por la ecuacién
6.8. Los estados estacionarios de esta ecuacion se presentan resumidos en la tabla 6.2.

Como muestra la tabla 6.2, el sistema presenta dos estados estacionarios. El primero se corres-
ponde con una situacion de coexistencia, en la que la poblacion se encuentra en el equilibrio de
mutacién-seleccion que caracteriza a las cuasiespecies. El segundo estado estacionario estd compues-
to exclusivamente por el fenotipo mutante y se corresponde con la llamada catéstrofe de error, que
ya se estudio en los capitulos 3 y 4. Como se mostré en el apéndice A, los estados estacionarios I
y II tienen la misma condicién de estabilidad pero de signo inverso, obteniéndose una bifurcacién
transcritica cuando:
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Estado Estacionario Propiedades
o N(BQOC - Bk(l —Qm + ch))
™=
Poblacién (B = B)(1 = Qm + @me)
o — NBp,(1—Qmn)
Estado estacionario I. F (Bm — Bi)(1 — Qm + Qme)
Coexistencia. Equilibrio
seleccién-mutacion Estabilidad BrQme > Br(1 = Qm + Qme)
(Cuasiespecies)
Lastre mutacional Ly= _1=Qm
1—Qm + Qme
Ty =0
Estado estacionario II. Poblacién
(“Catastrofe de error”) =N
Estabilidad B Qme < Bi(1 — Qum + Qo)
B
Lastre mutacional Lpa=1- 2k
Bm

Tabla 6.2: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans bajo la restric-
cion de poblacion constante en presencia de mutacion Los valores se han obtenido hallando la solucién de
estado estacionario del sistema 6.8. La fila llamada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que
dicho estado estacionario sea asintéticamente estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores
del estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 6.8

A partir de esta relacion es posible obtener el umbral de error:

Qe = Bi(1 —¢) + Bpe 6.1

El estado estacionario I es estable si 0, > (., mientras que el estado estacionario II lo es para
®@m < Q.. De forma andloga, es posible obtener un valor critico del factor de interaccién en cis, c,
para el que tiene lugar la misma bifurcacién transcritica:

Bk:(l - Qm)

= By — Br)Qm 6-12)

En el capitulo 3 se vio que la aparicién de un umbral de error se debia a la accion de la seleccién
natural actuando bajo la forma de la supervivencia del mds robusto. Se vio también que el umbral de
error podia definirse como el valor para el cual el coeficiente de seleccidn efectivo entre el fenotipo
maestro y mutante se hacia igual a cero. Dicho coeficiente de seleccion viene definido por:

Ak(va c)

= """ - 1 6.13
=A@ O ©.13)

Puesto que ahora, los valores de A,, y A dependen de la composicién poblacion, el valor del
coeficiente de seleccion puede obtenerse una vez que se alcanza el estado estacionario I. Sustituyendo
los valores de x,,, y x para dicho estado estacionario I se obtiene:
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g= Bl =Cm+Qme) (6.14)

BQO
Cuando el estado estacionario I es estable, antes del umbral de error, s es negativo. Igualando
este valor a cero y despejando @), 0 ¢, se obtienen los valores criticos de @), y ¢ para los que se
produce la bifurcacién transcritica, cambia la estabilidad de los estados estacionarios, y el coeficiente
de seleccién se vuelve positivo.

Puesto que

dQc Bk: (Bk‘ - Bm)
= 0 6.15
dc (Bmc+ By (1 —c))? = 15

El umbral de error aumenta al disminuir ¢, es decir, al aumentar las interacciones en trans. Dicho
de otra forma, cuando existen interacciones en trans, el umbral de error se produce a tasas de mutacioén
mas bajas. Esto puede explicarse teniendo en cuenta que,

ds By,
— == -1 6.16
(dc> B, <0 6.16)

Es decir, cuanto mayor es ¢ menor es el coeficiente de selecciéon. Como para Q,,, > Q. el coefi-
ciente de seleccion es negativo, al aumentar las interacciones en trans el coeficiente de seleccién antes
del umbral de error se hace menos negativo, es decir, la intensidad de la seleccion natural disminuye.
Esto se debe a que, debido a las interacciones en trans que se establecen a través del bien publico, el
fenotipo mutante se aprovecha de parte de los recursos que aporta el fenotipo maestro, aumentando
su eficacia bioldgica, mientras que el fenotipo maestro utiliza parcialmente recursos aportados por
el fenotipo mutante, lo que disminuye su eficacia bioldgica. El resultado es que la eficacia biolégica
relativa entre ambos disminuye al aumentar las interacciones en frans. Puesto que la intensidad de
la seleccion natural disminuye, la tasa de mutacion a la que la mayor robustez del fenotipo mutante
compensa la diferencia de eficacias bioldgicas entre ambos fenotipos, se hace menor, de manera que
el umbral de error aumenta.

Analizando en detalle el valor de (). se observa que cuando ¢ = 1, el umbral de error es igual al

obtenido en el modelo de cuasiespecies cldsico ). = B—k, mientras que si ¢ = 0, el umbral de error
m
es Q. = 1, lo que indica que el fenotipo mutante se impone a cualquier valor de la tasa de mutacién

mayor que cero. Esto se deba a que cuando ¢ = 0, en ausencia de una ventaja selectiva en cis del
fenotipo mutante, ambos fenotipos reciben la misma contribucién del bien puiblico 4,, = Ar = B,
pero sélo el fenotipo maestro sufre una pérdida de eficacia bioldgica debido a la mutacién.

La figura 6.1 muestra la relacion entre los valores criticos de ¢ y @), para tres valores de supe-
By,
B,
los pardmetros del sistema se encuentran por encima de una curva, el estado estacionario I es estable,

mientras que cuando se encuentran por debajo de la curva es estable el estado estacionario I1.

rioridad!, op = , diferentes. Esta figura puede interpretarse como un diagrama de fases: cuando

En la tabla 6.2 también se observa el valor del lastre mutacional en el equilibrio de seleccién-
mutacion:
Ag— A 1—Qn
A 1 —Qm + Qmce
'Aunque en el apéndice A y en los capitulos 3 y 4, la superioridad se definfa como la relacién entre los factores de

amplificacién A;, en este capitulo y los siguientes es mas conveniente redefinirla como la relacién entre las contribuciones
al bien publico, B;. Debido a esto, se le denominard o

Ly 6.17)
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c, factor de interaccién en cis

Figura 6.1: Relacion entre el valor critico del factor de interaccion en cis, ¢, y el factor de calidad por
secuencia, (,,,, para diferentes valores de o 5. En la figura se observa como el umbral de error, ()., disminuye
cuando disminuyen las interacciones en trans, cuando ¢ aumenta. Para ¢ = 1, el umbral de error es @, = 1,
independientemente de o 5.

En ausencia de mutacién, Q,,, = 1, se obtiene, 16gicamente, que el lastre mutacional es L 4 (Qy, =
1) = 0. Mientras que en el caso ¢ = 1, en ausencia de interaccidn, el lastre mutacional coincide con el
modelo clésico de cuasiespecies, L 4(¢ = 1) = 1 — Q. El lastre mutacional en el estado estacionario
I viene determinado por el factor de calidad por secuencia, ), y por el factor de interaccién en cis,
¢, pero no por las contribuciones a la eficacia replicativa B,,, y Bj. Esto contrasta con la fraccion
poblacional del fenotipo mutante que si depende de la diferencia B,,, — By.

Sin embargo, en el estado estacionario II, donde sélo estd presente el fenotipo mutante, el lastre
mutacional sélo depende de la relacién entre dichas contribuciones, de forma que maés alla del Q.,
el lastre mutacional es constante. Ambos fendmenos son una particularidad del paisaje de eficacia
bioldgica tipo Single-Peak en ausencia de back-mutation.

Al estudiar cémo depende el lastre mutacional en el equilibrio seleccién-mutacién con las inter-
acciones en trans se obtiene:

<dLA> _ Qm(l_Qm) <0 (6 18)
( .

de 1-— Qm + ch)

Es decir, cuando la poblacién se encuentra en un equilibrio de seleccién-mutacién tipo cuasies-
pecie, cuanto mayores sean las interacciones en frans mayor es el lastre mutacional de la poblacién,
y menor, por tanto, su eficacia bioldgica promedio, para cada valor de la tasa de mutacién. El motivo
es el mismo por el cual aumenta el umbral de error con las interacciones en trans. Las interacciones
en trans disminuyen la diferencia de eficacia bioldgica entre los fenotipos maestro y mutante, dis-
minuyendo la presion de seleccidon. De esta manera, el equilibrio de seleccién-mutacién se desplaza
haciendo que el efecto deletéreo de las mutaciones sobre la eficacia biolégica media poblacional sea
mayor cuanto mayores son las interacciones en trans. En la figura 6.2 se muestra la variacion del
lastre mutacional con el factor de calidad y la superioridad del fenotipo maestro sobre el mutante para
dos factores de interaccion en cis diferentes. En ambos casos se observa que antes del umbral de error
(que es el valor de (), a partir del cual el lastre mutacional no varia con el factor de calidad) el lastre
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mutacional no depende de la superioridad, o, que, sin embargo, si determina el valor de Q). y el
valor del lastre mutacional mads alld de Q...

—0y= 5 —0, = 5
—0,=3 —0,=3
0.8 B 08 B
g —0,=2 g —0,=2
@ 0.61 1 § 0.6
5 5
IS IS
g g
% 0.4f 4 % 0.4F
_* <
0.2 q 0.2
[0}

01 02 03 04 05 06 07 08 09 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Qm, factor de calidad por secuencia Qm, factor de calidad por secuencia

ac=1 (b) ¢ =0.25

Figura 6.2: Variacion del lastre mutacional con el factor el factor de calidad por secuencia para dife-
rentes valores de superioridad. La figura muestra como, antes del umbral de error, el lastre mutacional es
independiente de o 5. Comparando a y b se observa que, al disminuir ¢, tanto el umbral de error como el lastre
mutacional antes de éste aumentan.

La figura 6.3 muestra la variacidn del lastre mutacional respecto al factor de calidad por secuencia,
Q@ para diferentes valores del factor de interaccion en cis, c. En ella se observa cémo al disminuir
¢, es decir, al aumentar las interacciones en trans, aumenta tanto el lastre mutacional a cada valor de
@, como el valor del umbral de error.

—c=01
0.9F ——c=075
—c=05
08 ——¢=025]

0.5f b

L A L astre mutacional

81 02 03 o024 05 06 07 08 09 1
Qm, factor de calidad por secuencia

Figura 6.3: Variacién del lastre mutacional con el factor de calidad por digito para diferentes valores de c.
El lastre mutacional y el umbral son mayores cuanto menor es ¢, es decir, cuanto mayores son las interacciones
entrans. B, =10; B, =2;D =1;,v=0; N = 1.

El efecto del factor de interaccion en cis, ¢, sobre el lastre mutacional depende del factor de
calidad, tal y como puede apreciarse por la expresion del lastre mutacional, ecu. 6.17 y las figuras 6.2

y 6.3. Es decir, la tasa de mutacién y el factor de interaccion ¢, no actdan de forma independiente. A
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partir de dicha expresion es posible preguntarse para qué valor de la tasa de mutacién se maximiza el
efecto de c sobre el lastre mutacional antes del umbral de error. Para hallar este valor basta con igualar
a cero la derivada de la diferencia entre los lastres mutacionales para dos valores de c diferentes, que
viene definida por:

ALA:LAQ—LAJ :LA(CQ) —LA(Cl) (619)

Igualando a cero la derivada de esta expresion con respecto a (., se obtiene el valor de @), al
cual la diferencia de lastres mutacionales es maxima

Qm(max ALy) = 1 (6.20)

14 \/cico

asi como el valor de dicho maximo:

—2
ALA(Qm(méx ALy)) = 5 —— (6.21)

0.5 T T

_ LA(c =0.25) - |A(C = 1)7
S LA(c =0.75) - |7_\(C =1)
0.4r 4

0.45

0.35- J

0.3r 1

0.25 1

0.15 J

ALA, diferencia de lastres mutacionales

0.4 0.5 06 07 0.8 0.9 1
Qm, factor de calidad por secuencia

(=)
w

Figura 6.4: Diferencia de lastre mutacional para dos factores de interaccion c en funcion del factor de
calidad por secuencia @,,. El efecto de c sobre el lastre mutacional presenta un maximo para valores de Q.
intermedios. B,, = 10; By =0;D=1;v=0; N =1

Como se observa en la figura 6.4 la diferencia entre los lastres mutacionales para dos valores de ¢
alcanza un maximo para factores de calidad por secuencia intermedios.

6.3. El fenotipo mutante presenta una ventaja o desventaja selectiva,
w. Modelo aditivo

Una vez considerado el caso en el que los fenotipos mutante y maestro sélo se diferencian en
su contribucién al bien publico, B;, se estudiard el caso en el que el fenotipo mutante presenta una
ventaja o desventaja selectiva en cis respecto al fenotipo maestro, empezado por el modelo aditivo.
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Al considerar que esta ventaja o desventaja actia de forma aditiva, los factores de amplificacién de
ambos fenotipos resultan ser:

= Bpnxm + Brxy,

Ap (X, xg) =By + (1 —¢)B = ¢Bp, + (1 — 0)# (6.22)
= Bprm + B
Ap(zm,zr) =cBr+ (1 —c¢)B+v=¢Br + (1 —C)W—I—w (6.23)

Puesto que la poblacién es constante, el sistema de EDO que determina la dindmica viene definido
por:

dx 5 i
= [eBu+ (1= OB] Qutw — Doy — Eay
@ ] i ) (6.24)
— = B+ (1= )B] (1 = Qm)zm + [¢By + (1 = ¢)B + w] a, — Dy, — Eay
Donde la productividad media del sistema, F, viene definida por
_ B B By — By, —
B Bntnt (Bt w)ae o (B Bow) 629)
Tm + Tk N

Reduciendo el sistema 6.24 a una unica ecuacién diferencial teniendo en cuenta que z,, = N —
Tk, y sustituyendo el valor de E, la ecuacion diferencial resultante que determina la dindmica de la
poblacion es:

dzm, B,, — B, —w
o [cBm +(1-¢) (Bk +w + ( Nk )xm>} QmTm

B,, — B —w
— (Bk+w+( Nk )J;m> T,

(6.26)

6.3.1. Dinamica evolutiva en ausencia de mutacion, @), = 1

Al igual que en la seccién 6.2, en primer lugar se estudiard la dindmica evolutiva del sistema
en ausencia de mutacion, es decir, cuando sélo actia la seleccién natural. Como se comentd ante-
riormente, a pesar de que en ausencia de mutaciones no tenga sentido hablar de fenotipo mutante se
mantendrd esta nomenclatura por los motivos anteriormente mencionados. En ausencia de mutacion,
el sistema de ecuaciones diferenciales 6.24 resulta:

dzm,
dt

%:[CBHQ—C)

B B
= [eBp + (1 — C)W

Bml'm + kak
N

1Zm — Az,
(6.27)
+ w]xy, — Axy,

La tabla 6.3 muestra los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios del sistema de
ecuaciones diferenciales 6.27.

Al igual que en el caso en el que se consideraba que w = 0, seccién 5.2, el sistema presenta
dos estados estacionarios. Uno formado exclusivamente por el fenotipo maestro y otro formado ex-
clusivamente por el fenotipo “mutante”. Ahora bien, a diferencia del caso w = 0, ahora el fenotipo
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Estado Estacionario Propiedades

Poblacién Tm =N

Estado estacionario I.
Sélo fenotipo maestro =0

Estabilidad | w < (B,,, — By)c

Estado estacionario II. .l
, . Poblacion
Sélo fenotipo mutante =N

Estabilidad | w > (B,, — By)c

Tabla 6.3: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans bajo la res-
triccion de poblacién constante, en presencia de una ventaja aditiva en cis, w. Los valores se han obtenido
hallando la solucién de estado estacionario del sistema 6.27. La fila llamada “Estabilidad” muestra las condicio-
nes necesarias para que dicho estado estacionario sea asintéticamente estable. Las condiciones se han hallado
sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 6.27.

“mutante” puede imponerse en la poblacién siempre y cuando su ventaja selectiva en cis, w, sea ma-
yor que la diferencia entre las aportaciones de cada fenotipo, multiplicada por el factor de interaccion
en cis?.

En este caso, existe un dilema social porque, cuando se cumple que w > (B,, — Bi)cy se
impone el fenotipo mutante o defector, puede ocurrir que la eficacia bioldgica media de la poblacién
resultante (£ = By, +w — D) sea menor que la que tendria una poblacién completamente compuesta
por individuos del fenotipo maestro o cooperador (E = B,, — D), tal y como se observa en la figura
6.5. En ella se observa que, para w = 2, se produce la transicién del estado estacionario I al estado
estacionario II con la consiguiente pérdida de eficacia biolgica media en la poblacién. Dicho de
otro modo, la accién de la seleccion natural conlleva una pérdida de la eficacia bioldgica media de
la poblacion. Posteriormente, una vez que se impone el fenotipo mutante, aumentar w supone un
aumento de la productividad media del sistema.

Por ultimo, en este caso merece la pena sefialar que la condicién para que se imponga el fenotipo
“mutante” o el maestro w = (B, — By) * ¢, es formalmente equivalente a la conocida “regla de
Hamilton” (Hamilton, 1964b,a), que viene expresada por rb = ¢, donde, esta ecuacion, c es el “coste”
de cooperacion, b es el beneficio de la cooperacion y r es el coeficiente de parentesco. En este caso
w, al actuar de forma aditiva, se comporta como una ventaja de la defeccion, pero el comportamiento
del sistema seria completamente equivalente si en vez de sumar una ventaja al individuo defector, se
le restase un coste al fenotipo “altruista” (en este caso, el maestro). La diferencia B, — By, es el
beneficio que produce la cooperacion frente a la defeccién. Lo mas interesante de esta equivalencia
es que muestra que, en este caso, el factor de interaccién en cis se comporta de manera equivalente al
coeficiente de parentesco r de la regla de Hamilton, y puede representar una tendencia de asociacién

2Como se vio en el apéndice B, el comportamiento en el estado estacionario del sistema 6.27 es equivalente al de una
ecuacion del replicador cuya matriz de pagos fuese:

B Bk+(Bm—Bk)C

M = B — (Bm — Br)c+w B +w
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Em, productividad media

0 05 1 15 2 215_ 3 35 4
w, ventaja selectiva del fenotipo mutante

0 1 1

Figura 6.5: Variacion de la productividad media de la poblacién con la ventaja del fenotipo mutante, w..
El aumento de la ventaja selectiva por encima de w = 2 hace que se imponga el fenotipo “mutante” sobre el
fenotipo maestro, causando una brusca caida de la productividad media. Una vez que se impone el fenotipo
“mutante”, el aumento de w aumenta la productividad media de la poblacién. B,,, = 10; By, = 2; D = 3;¢c =
0.25

preferencial con individuos del mismo fenotipo, como se consider6 en la seccién 5.3.

6.3.2. Dinamica evolutiva en presencia de mutacién, @),,, < 1

La tabla 6.4 muestra los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios del sistema de
ecuaciones diferenciales 6.26.

Como puede observarse en la tabla 6.4, la condicién para que el estado estacionario II sea estable
es equivalente a la obtenida en la seccidn anterior. De dicha condicién puede obtenerse el valor del
umbral de error que vendria definido por:

B 4+ w
Bk(l — C) + Bmc

Qm,crit = (628)

Por tanto, el umbral de error es siempre mayor cuanto mayor es el valor de w, lo que concuerda
con la interpretacién de la entrada en catéstrofe de error como un proceso determinado por la seleccion
natural. De hecho, al igual que en apartados anteriores, el valor del umbral de error puede obtenerse
igualando a cero el coeficiente de seleccion en el estado estacionario:

. (Bk + w) (Bmc + By — BkC)
= hon B (6.29)

A diferencia del caso en el que el fenotipo mutante no presenta una ventaja o desventaja selectiva
respecto al fenotipo maestro, ahora el lastre mutacional en el estado estacionario de coexistencia no
es sélo una funcién de la tasa de mutacion y del factor de interaccién en cis, sino que depende de w y
de las contribuciones de los fenotipos mutante y maestro, By v By,. Si se estudian las dependencias

69



Extincion y mutacion 6. Cuasiespecies y juegos de bienes publicos. Poblacion constante

Estado Estacionario Propiedades
I — N(BQOC — By, (1 —Qm + ch) + w)
m =
Poblacién By = By (1 = Qm + Qme) —w
o = NBp (1 —Qn)
Estado estacionario I. Bm — Br (1 = Qm + Qme) —w
Coexistencia. Equilibrio
seleccién-mutacién Estabilidad BmQme > Bi (1 — Qm + Qme) +w
(Cuasiespecies)
1-— B,, — Br —
Lastre L= 5 ( BQm)l( m E—w)
mutacional (B = Br) (1 = Qm + Qme) —w
Tm =0
Poblacion
Tl = N
Estado estacionario II.
(“Catdstrofe de error’) Estabilidad By (1 = Qm + Qme) +w > BpQme
B w
Lastre Lpa=1- %74_
mutacional m

Tabla 6.4: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans bajo la restric-
cién de poblacion constante cuando el fenotipo mutante presenta una ventaja o desventaja aditiva en cis,
w. Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del sistema 6.26. La fila llamada
“Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estacionario sea asintéticamente es-
table. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se
obtiene a partir del sistema 6.26.

del lastre mutacional en el equilibrio seleccién-mutacién con los diferentes pardmetros se observa lo
que a continuacion se detalla.

En primer lugar, el lastre mutacional sigue siendo mayor cuanto menores sean el factor de calidad
por secuencia (), y el factor de interaccién en cis, c.

<dL>:_ (B — By — w) (B — Bre — w) <0 (6.30)

dQm ((Bm — Bi) (1 — Qm + Qme) — w)*

— | =- 6.31
de <0 (6.31)

(dL) (B, — By — w) (Bp — Bi) Qu (1 — Qi)
((Bm — Br) (1 = Qum + Qmc) — w)?

Puesto que la ventaja w aumenta la eficacia bioldgica relativa del fenotipo mutante, su aumento
produce, l6gicamente, un aumento del lastre mutacional.

(Zf}) _ (=90 -Qun)(Bn=B)Qu _, (6.32)

((Bm — Bg) (1 = Qm + Qme) — w)2

La figura 6.6 muestra el efecto de w tanto sobre el umbral de error, que aumenta al aumentar w,
como sobre el lastre mutacional, que es mayor cuanto mayor es w para cualquier valor del factor de
calidad mayor que el umbral de error.
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—w=-1
—w=0
08 w=1

0.6 ]

LA, lastre mutacional

85 0.6 0.7 08 0.9 1
Qm, factor de calidad por secuencia

Figura 6.6: Variacién del lastre mutacional en funcién del factor de calidad por secuencia, (),, para
diferentes valores de w, actuando segin un modelo aditivo..Una ventaja selectiva en cis (w > 0) del fenotipo
mutante aumenta el lastre mutacional antes del umbral de error respecto al caso (w = 0). Por el contrario, una
desventaja selectiva (w < 0) disminuye el lastre mutacional respecto a dicha situacién. El umbral de error
aumenta al aumentar w. B,,, = 10; B =5;D =1;¢=0.25

Para estudiar la dependencia del lastre mutacional con respecto a B,,, y By, es interesante expresar

el lastre mutacional en funcién de la superioridad o = B—m obteniéndose:
k

(1-Qm) (-0 —w)

Ly= (6.33)
A (170'51) (1 —=Qm + Qme) —w
La derivada respecto de la superioridad es
L m(l—0¢c)(1—Qn

dog (05 (Qm+w— Qmc—1) — Qm + Qme + 1)°

Lo que implica que el signo de la derivada del lastre mutacional con respecto a la superioridad
depende de si w es mayor o menor que cero, es decir, de si es una ventaja o una desventaja selectiva

. L N _
en cis. Siw > 0, T < 0, lo que implica que cuanto mayor sea la superioridad menor es el lastre
OB

mutacional. Por el contrario, si w < 0, dom > 0, de forma que cuanto mayor sea la superioridad,
OB

. . dL .
menor es el lastre mutacional. Ahora bien, aunque para w < 0 se obtenga que Ton > 0, numéri-
OB

camente puede comprobarse que el valor absoluto de dicha variacién es muy pequefio y, por tanto,
apenas afecta a el lastre mutacional.
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6.4. El fenotipo mutante presenta una ventaja o desventaja selectiva, v.
Modelo multiplicativo

Cuando se considera que la ventaja o desventaja del fenotipo mutante actia de forma multiplica-
tiva, los factores de amplificacion de los fenotipos maestro y mutante vienen definidos por:

_ B B
Ap(xm,x) =B+ (1 —¢)B =¢Bp, + (1 — C)M
l’m"'mk

. B B
Aoy 1) = (B + (1 — )B)(1 +v) = |eBy + (1 — ) 2mbm = Dk
Tm +$k

(6.35)
(1+v)

Teniendo en cuenta que la poblacién es constante, el sistema de EDO que determina la dindmica
viene definido por:

dx—m = [cBm +(1- C)B} Qmxm — Dy — Expp,

dt (6.36)
dxy, _ _ _ ’
T (B + (1 = ¢)B] (1 = Qm)zm + (1 +v) [¢By + (1 — ¢)B| &, — Dy, — Exy,

que puede reducirse a una tnica ecuacién diferencial teniendo en cuenta que z, = N — x,,

dzm,
dt

(Bm_Bk)xm>] QmTm — Dxyy — Exp, (6.37)

= [cBm+(1—c) (Bk+ ~

Donde el valor de E viene definido por:

5 (N = 2m) (14 0) + 2m) (B — BJ,CV)Q(l — )@+ N(Bnet Bl —¢))) (6.38)

Sustituyendo la ecuacién 6.38 en el sistema 6.37 se obtiene:

dz.m, B, — B -
% = [cBm +(1—c) (Bk + (N‘f)xmﬂ Qmtm — Ay, (6.39)

donde

A (N —2m) (14 0) +2m) (B — B]kV)2(1 —¢)Tm + N (Bme + Bi(1 = ¢))) (6.40)

Como se verd a lo largo de este trabajo, al considerar una ventaja o desventaja selectiva de tipo
multiplicativo, las expresiones explicitas de los estados estacionarios se vuelven bastante complica-
das, siendo dificil interpretarlas. Por este motivo, en la siguiente seccidn se estudiard analiticamente
el sistema en ausencia de mutacién y, posteriormente, el sistema en presencia de mutaciones serda
estudiado utilizando, fundamentalmente, una aproximacién numérica.
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6.4.1. Dinamica selectiva en ausencia de mutacion, ), = 1

Dada la mayor complicacién del sistema en presencia de mutaciones, es interesante empezar
estudidndolo en el caso particular en el que la tasa de mutacién es nula. Al igual que en las secciones
6.2.1 y 6.3.1, se mantendrd la nomenclatura de fenotipo mutante y maestro, aun cuando no se esté
considerando la mutacién, por los mismos motivos detallados en la seccion 6.2.1. En ausencia de
mutaciones, el sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias 6.36 se reduce, en el caso particular
N=1,a:

d m Bm m B 1
T B + (1 — ) <x m) T — Ay,
dt T + Tk
d B B (6.41)
% — By (1+v)ap +(1—c)(1+0) <W> o — Az,

La tabla 6.5 muestra los resultados obtenidos al resolver los estados estacionarios del sistema
sistema de EDO 6.41.

La tabla 6.5 muestra que, en ausencia de mutacion, existen tres posibles estados estacionarios. Los
estados estacionarios I y II representan la imposicion del fenotipo maestro o mutante, respectivamen-
te. El estado estacionario I1I representa un estado estacionario de coexistencia entre ambos fenotipos,
sin que se produzca mutacién de uno a otro. En la tabla 6.5 pueden encontrarse las condiciones que
hacen que sea estable cada estado estacionario, tanto de forma general, como en particular para el
valor de v.

El estado estacionario de coexistencia, que no aparecia en la seccién anterior cuando se conside-
raba una ventaja o desventaja de tipo aditivo, si aparece al considerar una ventaja selectiva de tipo
multiplicativo, que enriquece la dindmica del sistema®. Este resultado muestra cémo el considerar
que la ventaja actda de forma aditiva o multiplicativa puede cambiar sustancialmente la dindmica
del sistema, por lo que no deberian hacerse extrapolaciones de tipo general a partir de los resultados
obtenidos considerando exclusivamente uno de dichos modelos.

En este caso, puesto que (), = 1, no es posible hablar de un lastre mutacional, pero si de un lastre
interferente. El lastre interferente surge de aplicar el concepto de lastre genético a aquellas situaciones
en las que se produce una disminucidn en la eficacia bioldgica promedio de una poblacién debido a la
defeccidén. Estudiando sistemas de cooperacidon-defeccidn en bacterias esporulantes, otros autores han
descrito un cheating load (literalmente, lastre de “tramposos”) (Velicer, 2003; Travisano y Velicer,
2004)) completamente equivalente al lastre interferente aqui presentado.

El lastre interferente en el estado estacionario I es, obviamente, cero, mientras que en el estado

By (1
estacionario II, alcanza el valor mdximo posible L4 = 1 — k(B—{—U) . En el estado estacionario de
coexistencia, el lastre interferente resulta ser: "
B, — By)(1 1 Bi(1
LAzl—(m i) ( —I—U)czl_c( +’U)+C k(1 +v) 6.42)
Bpv v Bv

que, en el caso particular en el que By, = 0, se convierte en:

El comportamiento en el estado estacionario del sistema 6.41 es equivalente al de una ecuacién del replicador cuya
matriz de pagos fuese:
B, By + (Bm — Bi)c

M= (B'm - (Bm_Bk)C) (1+’U) By, (1—|—’U)
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Estado Estacionario Propiedades
T = N
Poblacion
. . T — 0
Estado estacionario 1.
Sélo fenotipo maestro
By > (Bm — (Bm — Bg) ¢) (1 +v)
Estabilidad
(Bm—By)
V< Bt e
Lastre Interferente La=1-Qn
Ty =0
Poblacion
Tz =N
Estado estacionario II.
Sélo fenotipo mutante By (1 +v) > By, + (Bm — By) c
Estabilidad
v > (B"LB?kBk)C
Lastre Interferente La=1- %::v)
I N(B,,c — Bi(c+v))
m =
Poblacién v(Bm — Br)(1 —¢)
(Bmme — Bi(c+v))
=N(1-
=N B B0
. . Bk(1+v)<Bk+(Bm—Bk)C
Estado estacionario II1.
Coexistencia
Estabilidad By < (Bm — (Bm — Bi) ¢) (14 v)
(Bm_Bk)C>v> (Bm—Bk)C
Bk Bm (1 —C) +Bkc
Lastre Interferente Ly=1- W

Tabla 6.5: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans bajo la restric-
cion de poblacion constante, cuando el fenotipo mutante tiene una ventaja o desventaja selectiva de tipo
multiplicativo, v, en ausencia de mutacion ((),,, = 1) Los valores se han obtenido hallando la solucién de
estado estacionario del sistema 6.41. La fila llamada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que
dicho estado estacionario sea asintoticamente estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores
del estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 6.41 En esta tabla se utiliza el lastre
interferente o defectivo en vez del lastre mutacional. El lastre interferente es un tipo de lastre genético que
ocurre cuando sélo se tienen en cuenta relaciones tipo defector-cooperador en ausencia de mutacién.
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LAzl_(Bm—Bk)(1+v)c:1_c(1+v) (6.43)
Bpv v

Las derivadas del lastre mutacional proporcionan las dependencias respecto a los pardmetros.

dLa\  (Bm—Bp)(1+v)
(dc ) = By <0 (6.44)
dLa\  (Bm — By)c
< = > = 20 (6.45)

La carga interferente disminuye al disminuir las interacciones en trans, y aumenta al aumentar
la ventaja o desventaja selectiva en cis del fenotipo mutante. El lastre mutacional también puede
c(l+v) N c(l+v)

v oB

expresarse en funcién de cp como L4 =1 — , de donde se obtiene que:

() - _elet

—_— 0 6.46
dop opZwv < (6.46)

de manera que la variacién de la carga interferente con la superioridad o depende del signo de
v, es decir, de si representa una ventaja o una desventaja selectiva. Siv > 0, —— < 0, lo que implica
0B

que cuanto mayor sea la superioridad menor es el lastre interferente. Por el contrario, si v < 0,

dL . .
o > (, de forma que cuanto mayor sea la superioridad, menor es el lastre interferente.
OB

6.4.2. Dinamica evolutiva en presencia de mutacion, ), < 1.

En presencia de mutacion, el sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias tiene la forma:

dx By + Bix _
g = B+ (1= ) = Q — At
dx Bnxm + Bz
i = (B 4+ (1= )= (L= Q) (6.47)
B B -
+ [ch—i-(l —c) W] (I4+v)z, — Axy
donde
) c&,ﬂﬂl—c)%} Z 4 |:CBk+(1_C)W (14 v)zs
A= (6.48)

N

Al igual que en los casos anteriores, considerando que xy = N — z,,, el sistema de ecuaciones
6.47 puede reducirse a una tnica ecuacion diferencial:

dxm, o (Bm - Bk)
— = [¢Bm + (1 —¢) <Bk + Nxm>]mem
_ (Bm—Bk)
- {cBm +(1—-¢) (Bk + = xm)} xmx (6.49)
N m
[ch + <Bk + (B’"i];Bk)mm)] (I+v) (N —xpm)
+ T,

N
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Al resolver los estados estacionarios de la ecuacién diferencial 6.49 aparecen dos estados esta-
cionarios. El primero se corresponde con el equilibrio de seleccion-mutacién, en el que coexisten
ambos fenotipos. En el segundo estado estacionario sélo estd presente el fenotipo mutante y se co-
rresponde con la llamada catéstrofe de error. El problema es que las expresiones explicitas para las
concentraciones poblacionales del estado estacionario I son muy complicadas, (ver Tabla 6.6), lo que
impide obtener explicitamente las condiciones de estabilidad de dicho estado estacionario a partir del
Jacobiano. Igualmente, las expresiones del lastre mutacional, productividad media, etc. son suficien-
temente complicadas como para que no puedan ser facilmente interpretadas.

Estado Estacionario Propiedades
—b— Vb2 — 4ac
€T prnd
m 2a
=N —xp,
donde
Estado estacionario I. | Poblacion a = (1—c)(Bm — By)v
Coexistencia. Equilibrio
selecc'ién—m.utacién b= Br(1+2v— Qum+ Qmc — cv)
(Cuasiespecies)
_Bm(l + v — Qm + ch - C'U)
¢ = (Bmc+ Bi(l = ¢))Q@m — Br(1 +v)
T =0
Poblacién
Tl = N
Estado estacionario II.
(“Catdstrofe de error’) Estabilidad Bi(1+4v) > (Bme + Bi(1 = ¢))Qm
Bp(l+wv
Lastre Ly=1- k(B+ )
mutacional m

Tabla 6.6: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans bajo la res-
triccion de poblacion constante, cuando el fenotipo mutante tiene una ventaja o desventaja selectiva de
tipo multiplicativo, en presencia de mutacion (),,, < 1. Los valores se han obtenido hallando la solucién de
estado estacionario del sistema 6.49 . La fila llamada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que
dicho estado estacionario sea asint6ticamente estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores
del estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 6.49.

Sin embargo, esto no ocurre con el estado estacionario II, para el cual, debido a su simplicidad
pueden hallarse tanto las concentraciones del fenotipo mutante y maestro, como el resto de variables
(ver tabla 6.6), e incluso pueden estudiarse las condiciones de estabilidad en detalle. Numéricamente
es posible comprobar que cuando el estado estacionario II se hace estable, el estado estacionario I se
vuelve inestable y, por tanto, el estudio de la estabilidad del estado estacionario II permite comprender
la dindmica global del sistema.

La condicién para que el estado estacionario II sea asint6ticamente estable es By (1+v) > (B, c+
By(1 — ¢))Qy,. Cuando esto se cumple, el fenotipo mutante se impone al fenotipo maestro. Esta
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condicion de estabilidad define tres valores umbral para el factor de calidad por secuencia, (), para
el factor de interaccién en cis, ¢, y para el valor de la ventaja o desventaja selectiva del fenotipo
mutante, v. Los tres valores umbral son:

_ Bi(1+v)
= Bl -0+ Bue 00
Bk(l + U) - Bka
o 6.51
vy = BnQme = Bi(1 = Qu + Que) (6.52)

By,

Esto implica que el fenotipo mutante puede imponerse al fenotipo maestro siempre que Q,,, < Q¢,
¢ < ¢ 0 que v > v,. Para el caso particular (,,, = 1 se obtienen valores umbrales tanto para ¢

Bkv
Co= ——F" (6.53)
(Bm - Bk)
como para v
(Bm — Bk)c
C - . 4
V) By (6.54)

lo que muestra, de nuevo, que el umbral de error es un caso particular de transicién selectiva entre
dos fenotipos, en particular debido a la diferente robustez mutacional y eficacia replicativa de los
mismos. La existencia de un umbral equivalente para v y ¢ cuando @,, = 1 es la consecuencia de
que, en este caso, la seleccidn natural no sélo depende de las diferencias entre eficacia replicativa y
robustez mutacional, sino también de las interacciones en trans y la ventaja o desventaja selectiva en
cis del fenotipo mutante respecto al fenotipo maestro, v.

Por otro lado, a partir de la ecuacién 6.52 es posible obtener que, puesto que

dv, B,.c
=1- — >0 6.55
a0, c+ B, > ( )

cuanto mayor sea el factor de calidad ),,, (menor tasa de mutacién) mayor es la ventaja selectiva
necesaria para que el fenotipo mutante se imponga en la poblacién. Es decir, que, en este caso, la
mutacién favorece la accién de la defeccion.

La figura 6.7 muestra la variacion del lastre mutacional con el factor de calidad por secuencia para
diferentes valores de v. Por un lado, como era de esperar, se observa que a cualquier valor del factor
de calidad, el lastre mutacional es mayor cuanto mayor es el valor de v. Por otro lado, se observa que
el umbral de error aumenta al aumentar v, debido al aumento de la eficacia biolégica del fenotipo
mutante. El andlisis numérico muestra que el lastre mutacional aumenta al disminuir ¢ o el factor
de calidad, @.,,, y que su dependencia con la superioridad o es equivalente a lo que se observa en
ausencia de mutacién, aumentando o disminuyendo al aumentar o g, dependiendo de si v es menor o
mayor que cero.
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—v=-05
—v=0
0.8 —v=0.25

0.6r

LA, lastre mutacional

82 03 04 05 06 07 08 09 1
Qm, factor de calidad por secuencia

Figura 6.7: Variacion del lastre mutacional con el factor de calidad para diferentes valores de v, actuando
segiin un modelo multiplicativo. Una ventaja selectiva en cis (v > 0) del fenotipo mutante aumenta el lastre
mutacional antes del umbral de error respecto al caso v = 0. Por el contrario, una desventaja selectiva (v < 0)
disminuye el lastre mutacional respecto a dicha situacién. El umbral de error aumenta al aumentar v. B,, =
10; B, =2;D =1;¢=0.25
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Capitulo 7

Interacciones en grupos de tamano fijo n

En las secciones anteriores se ha supuesto que todos los individuos interaccionan entre si, es decir,
que existe un Unico bien publico al que todos aportan parte de sus recursos y del que todos reciben una
parte proporcional. En el caso de especies autorreplicantes, este escenario es equivalente a considerar
una situacién en la que no existe ninglin mecanismo de confinamiento espacial: todas las especies
estarian en un mismo reactor de flujo bien agitado, como en el modelo clasico de cuasiespecies. Sin
embargo, la replicacién de los virus RNA tiene lugar en un entorno celular desarrollado, de forma
que los modelos de virus RNA deban tener en cuenta, junto con la dindmica intracelular, la dindmica
extracelular. Por otro lado, la teorfa de juegos evolutiva (TJE) ha demostrado que el tamafio del grupo
en el que los individuos interaccionan puede tener gran importancia para las relaciones entre coopera-
dores y defectores. Por este motivo, en este capitulo se estudiard el efecto que tiene considerar que las
interacciones entre los diferentes fenotipos tienen lugar en grupos de tamafio fijo n, cuando el tamafio
poblacional es constante. B4dsicamente, esto significa que, en la parte de la eficacia bioldgica que de-
pende de las interacciones de los fenotipos a través de la contribucién media al bien piblico, B, hay
que considerar un promedio sobre todos los posibles grupos de tamafio n que pueden formarse con di-
ferente composicién de cada fenotipo. El estudio del efecto de las interacciones en grupos de tamafio
constante n ha sido llevado a cabo extensamente en teoria de juegos evolutiva (Archetti y Scheuring,
2012), por lo que en esta seccidn se utilizardn los métodos desarrollados en dichos trabajos.

7.1. El fenotipo mutante no tiene una ventaja o desventaja selectiva,
v = 0, w = 0, en presencia de mutacion, (), < 1

En primer lugar se estudiard el caso v = 0, w = 0, dada su mayor simplicidad. Por simplicidad
también se supondra que la concentracién total es x,, + 2 = IN = 1. En este caso, los factores de
amplificacién de las especies mutante y maestra vienen determinados por:

. iy o 1 <n_1)xm
Ay = cB,, + (1 )[(B Br) <n+ (:_1) >+Bk] (7.1)

Ap=cBy+(1—c) {(Bm — By) T + Bk]

En la caja 1 se muestra el desarrollo detallado de cémo se han obtenido estos valores.
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Caja 1. Obtencion de las eficacias biolégicas medias experimentadas por el fenotipo mutante y
maestro cuando interaccionan en tamaios de grupo fijo n

Puesto que los individuos no comparten una parte de su eficacia bioldgica, c¢B;, la interaccién en grupo
s6lo afectard a la parte compartida (1 — ¢) B. Siguiendo a Hauert et al. (2006b), es posible obtener
las expresiones que van a determinar el promedio de la eficacia biolégica que un individuo mutante
y un individuo maestro experimentardn en todos los grupos de tamaifio n de diferente composicién
en los que pueden encontrarse. De esta forma se obtiene que el valor de eficacia bioldgica media que
experimentan los individuos del fenotipo maestro es:

(I—C)Bmaster — 1—0 i < ) 1_$m)n—1—k[Bm(k+1) —i-an(n—k—i-l)]

Donde k£ es el nimero de individuos del fenotipo maestro en un grupo de tamafio n y x,, es la
frecuencia de estos individuos en la poblacién (puesto que x,, + x = 1. Por otro lado, el valor de
eficacia bioldgica media que experimentan los individuos del fenotipo mutante es:

n—1
(1= ¢)Bput = (1 =) Z < n—1 > (1_xm)n—1—k[3mk+lzk(n—k)]
k=0

Operando con la primera expresién y teniendo en cuenta que

”21 ( i ) Zn(L = @)k = (0= D,

k=0

es el primer momento de la distribucién binomial y que

N—-1
()b

k=0
se obtiene que la eficacia bioldgica media que experimenta el fenotipo maestro viene determinada
por:

(1= Bstr = (1= 0) [ (B = B (£ + o, ) 4 5

Operando de manera andloga sobre la expresion de la eficacia bioldgica media que experimenta el
fenotipo mutante resulta:

(n —

(1—¢)Bput = (1 —¢) {(Bm — By,) 1)xm+Bk]

En el limite n — oo se recupera el modelo original puesto que se cumple que:

(1 — ¢) Bpaster(n — o0) = (1 — ¢) Byt (n — o0) = (1 — ¢) [(Bm — Bi)Zm + By

= (1 - C) [Bml'm + kak] = (1 — c)B (7.2)
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Y, por tanto:

Ap =cBy +(1—-¢)B
" m (1 =0 (7.3)
A = cBy, + (1 — C)B
Por otro lado, para n = 1 se obtiene, obviamente, el modelo original de cuasiespecies sin interac-
ciones en trans:

(1 - C)Bmaster = (1 - C) [(Bm - Bk) + Bk] — (1 _ C)Bm
(1 - C)Bmut = (1 - C)Bk (7.4)

El sistema de ecuaciones diferenciales que se obtiene al tener en cuenta la interaccién en grupos
de tamaifio n viene definido por:

dzm, [ 1 -1 17
% = _CBm + (1 - C) _(Bm - Bk) <7’L + (n n )xm> + Bk_ | mem
— Dy — ¢Oxm
[ I — 17 7.5
dd%: ¢Bm + (1 —¢) | (Bm — By) <;+(” 1)xm>+Bk (1= Q) zm (7.5)
' ) (n—1) N
+ |eBr + (1 —¢) |(Bm — By) —Tm + By | | xk — Dixy — doxy
Donde
oo = (Bm — Bk) T + B — D (7.6)

Los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios para este sistema de EDO 7.5 se
presentan en la tabla 7.1.

A partir de las concentraciones en el estado estacionario de coexistencia, es posible hallar el valor
de los factores de amplificacién A,, y Ay de ambos fenotipos en el estado estacionario I y obtener el
valor del coeficiente de seleccidn cuando el tamafio de grupo es n:

A _ By(l-n+c(n—1)Qmn+n) (1—c+nc)

A partir de esta expresion se obtiene que

<ds> (1 - ¢) (Bm — By)

S =

/) = 7.8
dn B,,n? >0 (7.8)

Puesto que antes del umbral de error, el coeficiente de seleccién es negativo, el aumento del
coeficiente de seleccién con el tamafio de grupo indica que cuanto mayor es n menos negativo es
el coeficiente de seleccion y, por tanto, menor es la intensidad de la seleccién natural. Es decir, el
aumento del tamafio de los grupos en los que se producen las interacciones disminuye la eficacia
bioldgica relativa del fenotipo maestro respecto al fenotipo mutante. Esto implica que la proporcién
de fenotipo mutante a cualquier tasa de mutacién aumenta, lo que se reflejard en un aumento del lastre
mutacional con el tamafio de grupo n. Por supuesto, un aumento de la eficacia replicativa del fenotipo
mutante se va a traducir en un aumento del umbral de error, ya que el fenotipo mutante serd capaz de
desplazar al fenotipo maestro a menores tasas de mutacidn, tal y como se vio en el capitulo 3.
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Estado Estacionario Propiedades
e — Bm(Qm — Qme+ anC)
=
Poblacién (Bm = Bi)(n + Qm (1 — ¢ —n+ne)
_ Bk(n +Qm — nQpm — Qme + anC)
Estado estacionario 1. (Bm — Bi)(n + Qm (1 — ¢ —n + nc)
Coexistencia. Equilibrio
seleccion-mutacion rp=1—12xn
(Cuasiespecies)
m(Bm — Br)(1 —c¢
Estabilidad B,Qme + @ (Bom k) ) > Br(1 — Qm + Qo)
n
1—
Lastre La= il 7 Qm)l
mutacional n—(n-1)Qm - c)
Tm =0
Poblacion
T = 1
Estado estacionario II. Qum(Bm — B)(1 — ¢
(“Catéstrofe de error”) Estabilidad B Qme+ m{Bm ) ) < Bi(1 — Qm + Qo)
B
Lastre Ly=1- B—k
mutacional m

Tabla 7.1: Resumen de los resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans, cuando
la interaccion tiene lugar en grupos de tamafio n, en presencia de mutacion, si el fenotipo no tiene una
ventaja o desventaja selectiva, v = 0. Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacio-
nario del sistema 7.5. La fila llamada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado
estacionario sea asintdticamente estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado
estacionario en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 7.5

En el estado estacionario de coexistencia, el lastre mutacional viene determinado por

n(l —Qm)
n—(n—1)Qn(l-c)

Ly= (7.9

De donde se obtiene que la variacion del lastre mutacional respecto del tamafio de grupo n viene

determinada por:
(dLA> _ Qm(l—)(1— Q) >0 (7.10)
dn (Qum 41— Qmc — Qi + Quen)

es decir, tal y como era de esperar a partir del resultado obtenido para la variacién del coeficiente
de seleccién con n, el lastre mutacional aumenta al aumentar el tamafio de grupo en el que se pro-
ducen las interacciones. Por supuesto, las interacciones en grupos de tamafio finito no afectan a las
dependencias ya estudiadas del lastre mutacional, que sigue disminuyendo al aumentar el factor de
calidad por copia o al aumentar el factor de interaccidn en cis.

Aligual que en el capitulo 6, a partir de la condicién de estabilidad del estado estacionario I puede
obtenerse un valor del umbral de error que depende de n:
By,

Qc = (7.11)
B c+ (1 —c¢) (@ + Bk)
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La derivada del umbral de error con respecto a n es:

dQ. _ By(Bym — Bi)(1 - ¢) S0 (7.12)

w2 (Bue+ (1 0By + P

n

es decir, el umbral de error aumenta con el tamafo de grupo n. Esto implica que cuanto mayor
sea el tamafio de grupo, los mutantes se impondran a menores tasas de mutacion, lo que confirma lo
esperado al obtener que el coeficiente de seleccidn se haga menos negativo al aumentar el tamafio de
grupo n. Obviamente, cuando n — oo tanto el umbral de error como el lastre mutacioanl tienden a la
expresion que se obtiene cuando no se considera interaccién en grupos.

1
—n=2
0.9 n=5
0.8 —nN=o| |

©
~
T
I

o
(o))
T
I

L A |astre mutacional
o o o o
N @ H O

o
=Y
T
Il

0 1 1 1 1 1 1 1
0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Qm, factor de calidad por secuencia

Figura 7.1: Lastre mutacional y umbral de error en funcién del tamafio de grupo, n.Cuanto mayor es el
tamafio de grupo de interaccién, menor es el coeficiente de seleccion del fenotipo maestro sobre el mutante y,
por tanto, mayor es el lastre mutacional. B,,, = 10; B, = 2; D = 1;¢ = 0.25

7.2. Elfenotipo mutante tiene una ventaja o desventaja selectiva, v # 0,
en ausencia de mutacion, (), = 1.

En esta seccidn se estudiard qué ocurre cuando el fenotipo mutante presenta una ventaja o una
desventaja selectiva de tipo multiplicativo, v, respecto al fenotipo maestro. En primer lugar, se tendra
en cuenta el caso sin mutacién, dada su mayor simplicidad.

El sistema de ecuaciones diferenciales en ausencia de mutacion viene determinado por:

%’” - [cBm +(1-¢) [(Bm ~ By) <1 T 1)%) i B’“H e D = G0t
' : ’il) (7.13)
% = [ch; +(1—-c) [(Bm — B, + Bk” Ty — Dypxp — o
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Que también puede expresarse de la siguiente manera

d;‘Tm = |:CBm + (1 - C) |:Bmxm + <Bk + M) LEk:|:| T — Dmxm — Qb(]xm
; (B — B " (7.14)
% = |:CBk + (1 — C) |:<Bm — mnk> Ty + Bkl’k]] (1 + U) Tk — Dkxk — (b()xk
Donde
$o = [CBm +(1—-¢) [Bmxm + <Bk + M) ﬂfk” T
" (7.15)

+ [ch—i-(l—c) [(Bm— (B’";B’“)> .Tm-i-Bkl'k]] (14+v)zy — D

La tabla 7.2 presenta un resumen de los resultados obtenidos al resolver los estados estacionarios
del sistema 7.14.

El sistema presenta tres posibles estados estacionarios. En el estado estacionario I el dnico fe-
notipo presente es el fenotipo maestro. El estado estacionario II estd formado exclusivamente por el
fenotipo “mutante”, mientras que en el estado estacionario III ambos fenotipos coexisten. El andlisis
de estabilidad del sistema determina las condiciones en las que cada uno de los estados estacionarios
es estable!. Estas condiciones pueden particularizarse para los diferentes pardmetros, n, ¢ y v. Por
ejemplo, para el tamafio de grupo n, el estado estacionario I es estable cuando el tamafio de grupo es
pequeiio,

B, — Br(1+v)
Bpnv 4 ¢(Br(1 +v) = By(1+v))

O<n<1l+ (7.16)

Mientras que el estado estacionario II es estable para tamafios de grupo superiores a un determi-
nado valor umbral:

(Bm — Bk)<1 — C)
"= By(c+v) — Bpe (7.17)

Por tltimo, la coexistencia es estable para tamaifios de grupo intermedios, cuando se cumple:

Bm—Bk(l—i-?)) (Bm—Bk)(l—C>

14 <n<
Bpv+ ¢(Bi(14+v) — Bp(1 4 v)) By(c+v) — Bpc

(7.18)

En la tabla 7.3 se muestran bajo qué condiciones de los pardmetros c y v son estables los diferentes
estados estacionarios. De forma similar a lo obtenido para el tamafio de grupo, n, el fenotipo maestro
se impone para valores altos de ¢ o pequefios de v. El fenotipo mutante, por el contrario, se impone
cuando abundan las interacciones en trans o su ventaja selectiva, v, es alta. Para valores intermedios
de c o v el estado estacionario es la coexistencia de ambos fenotipos. A partir de la condicién de
estabilidad del estado estacionario II, se observa que, 16gicamente, este estado estacionario no puede
ser estable si By = 0, ya que el fenotipo mutante no podria reproducirse por si mismo.

! Aplicando la transformacién afin vista en el apéndice B sobre el sistema de ecuaciones 7.13. se obtiene la siguiente
B B+ (1= ¢) (By + EmBa))

matriz de pagos:
[eBi+ (1= 0) (B — E22B) ] (14 0) Bi (1+)
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Extincion y mutacion

Estado Estacionario Propiedades
Ty =1
Poblacion
=0
Estado estacionario I.
Sélo fenotipo maestro B B
Estabilidad | [cB; + (1 — ¢) (Bm - WR;“)} (1+ ) < B
Lastre La=1-Qn
Interferente
Tm =0
Poblacion
T =1
Estado estacionario II. 5 B
Sélo fenotipo “mutante” | Egtabilidad B¢+ (Bm — Bi)(1 — ¢) < Bi(c —wv)
n
Lastre La=1- %T:”)
Interferente
B,,(1 —c+nc) — Bi(1 — ¢+ nc+ nv)
€T =
Poblacién " (1= )(Bm = Bp)v(n — 1)
Tz =1—x,
— B+ (1—c)(By— E2=B) (14+0)> B
Estado estacionario III. B O ¢ m n v m
Coexistencia Estabilidad B B
Bpc+ (B = Bi)(1 = ¢) > Bi(c —v)
n
1-— B,, — B)(1
Lastre Lp=1- (1—c+ Cn)(B m = By){1 +v)
Interferente mIv

Tabla 7.2: Resumen de resultados para el modelo de cuasiespecies que interaccionan en trans, cuando los
individuos interaccionan en grupos de tamaiio ., en ausencia de mutacion. El fenotipo mutante tiene una
ventaja o desventaja selectiva de tipo multiplicativo, v Los valores se han obtenido hallando la solucién de
estado estacionario del sistema 7.14. La fila llamada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que
dicho estado estacionario sea asintéticamente estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores
del estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 7.14 En esta tabla se utiliza el lastre
interferente o defectivo en vez del lastre mutacional. El lastre interferente es un tipo de lastre genético que
ocurre cuando sélo se tienen en cuenta relaciones tipo defector-cooperador en ausencia de mutacién.
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Estado estacionario Es estable si

Bip(14+v) — Bp(l+v—nv)
(Bm — Bi)(n = 1)(1 +v)

Estado estacionario 1.
Sélo fenotipo maestro

< Binn 1
/l} —_
Bi(1 —c+nc) — By(l —c—n+ne)

Bm — Bk(l + TLU)
Bp(n—1) — Bg(n—1)

Estado estacionario II. c <

Sélo fenotipo mutante
B¢ — Bye + W

v >
By,

By — By (1+nv) By (14+v)—Bm (1+v—nwv)

<c<
Estado estacionario ITI. B (n—1)—Bg(n—1) (Bm—Bg)(n—1)(1+v)
Coexistencia
an 1 Bm07BkC+ (B7rL_ik)(1_C)
Bi(1—c+nc)—Bm(1—c—n+nc) <v< By,

Tabla 7.3: Estabilidad de los estados estacionarios en funcién de cy v..

7.3. Elfenotipo mutante tiene una ventaja o desventaja selectiva de tipo
multiplicativo, v # 0, en presencia de mutacion, (), < 1.

El caso Q,, < 1 es mas complicado de tratar, siendo dificil obtener analiticamente los estados
estacionarios. Sin embargo es posible obtener algunos resultados particulares. La condicién de esta-
bilidad del estado estacionario II, compuesto exclusivamente por el fenotipo mutante es:

B, - B
BmQme + (1 —¢)Qnm (Bk + ’”n’“) < Bp(1+) (7.19)
De donde puede obtenerse el umbral de error
Br(1+wv
Qe = H(L+v) (7.20)

B+ (1) (Baz2e 4 By)

cuya tnica diferencia respecto al valor obtenido para v = 0 es la introduccidn del factor de ventaja
selectiva (14 v) en el numerador, por lo que, al igual que en ese caso, el umbral de error aumenta con
el tamaiio de grupo n. La figura 7.2 muestra el efecto de la ventaja selectiva, v, en el lastre mutacional
y en el umbral de error para diferentes valores de n. Tal y como se observa en la figura, el lastre
mutacional aumenta al aumentar el valor de v, al igual que el umbral de error. Si se comparan las
figuras 7.2a y 7.2b se observa que, como es esperable, el efecto de v, al igual que el propio lastre
mutacional, es mayor cuanto mayor sea el tamafio de grupo, n.
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—v=05

—vVv=0 —v=0
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Qm, factor de calidad por secuencia Qm, factor de calidad por secuencia
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Figura 7.2: Variacion del lastre mutacional y el umbral de error con el factor de calidad pro secuencia,
Q.m, para diferentes valores de v. El efecto de la ventaja selectiva en cis, v, sobre el lastre mutacional es
tremendamente dependientes del tamafio del grupo de interaccién, n. B,, = 10; B, = 2; D = 1;¢ = 0.25.

7.4. Aplicacion del modelo al fago ¢6: obtencion de parametros a partir
de experimentos

Uno de las posibles aplicaciones de los modelos minimos es la obtencién de pardmetros a partir
de resultados experimentales. Los modelos desarrollados en este trabajo podrian ser utilizados para
obtener valores aproximados de los pardmetros considerados en los mismos: la relacion entre las
eficacias biolégicas que actiian en cis-trans, og = B la que sélo actda en cis, v o el factor de

k
interaccién en cis, c. Como ejemplo de esta posibilidad se utilizardn los resultados experimentales

obtenidos por Turner y Chao (1999, 2003) para el fago ¢62.

El caso del fago ¢6

El fago ¢6 ha sido estudiado en detalle experimentalmente desde la perspectiva de la teoria de
juegos, por Turner y Chao (1999, 2003). En estos trabajos se llegaron a obtener las matrices de pagos
para dos poblaciones distintas que habian evolucionado a alta y baja MOI a partir de una poblacién
ancestral que sirve como poblacién de referencia para las medidas de eficacia bioldgica relativa. A
continuacién se describen brevemente los resultados obtenidos en dichos trabajos.

En primer lugar, Turner y Chao hicieron evolucionar una poblacién a alta MOI (MOI = 5)y
baja MOI (M OI = 0.002) durante unas 250 generaciones (Turner y Chao, 1998) observando que
la poblacién evolucionada a alta MOI aumentaba su eficacia bioldgica gracias a una estrategia tipo
defectora al competir con la poblacién ancestral. Para comprobarlo, midieron la dependencia de la
eficacia bioldgica del virus evolucionado a alta MOI respecto a su progenitor respecto a la frecuencia
de ambos (Turner y Chao, 1999) obteniendo la siguiente matriz de pagos asociada a su interaccion:

1 065
{ 1.99 0.83 ] (7:21)

que equivale a un dilema del prisionero, lo que explica porque el virus defector fue capaz de im-
ponerse frente a la variante ancestral. Posteriormente (Turner y Chao, 2003), realizaron los mismos

2Jaime Iranzo fue quien me comenté que era posible aplicar este modelo a los experimentos de Chao y Turner con el
fago ¢6 para obtener los pardmetros del mismo, por lo que le estoy muy agradecido.
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experimentos pero comparando el virus evolucionado a alta MOI (el defector) con el virus evolucio-
nado a baja MOI, que presumiblemente habria evolucionado hacia una estrategia de tipo cooperador.
En ese caso, la matriz de pagos obtenida fue:

1 0.56
{1.55 0.37] (7.22)

Equivalente a un juego de tipo snowdrift, lo que predecia que de competir ambas variantes, llega-
rian a una situacion de coexistencia (siendo ambos incapaces de desplazar al otro), hasta que nuevas
mutaciones cambiasen la matriz de pagos.

Aplicacion del modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans

En la seccién anterior se estudié el modelo de cuasiespecies que interaccionan en trans en con-
diciones de poblacién constante cuando los individuos interaccionan en grupos de tamafio n y el
fenotipo mutante presenta una ventaja selectiva en cis, v, de tipo multiplicativo en ausencia de muta-
cion. Tal y como se vio en el apéndice B, el sistema de EDO 7.14 planteado en dicha seccién podria
reducirse a una matriz de pagos de la siguiente forma:

B, By + (1= ¢) (By+ b))
[ch—l—(l—c) (Bm—w)} (1+0) By (14 v)

n

(7.23)

Esta matriz de pagos puede aplicarse a los resultados obtenidos por Turner y Chao para el fago
@6, resumidos en las matrices 7.21 y 7.22. Para ello, hay que considerar en primer lugar que los
mismos autores obtuvieron un limite méximo para el tamafio de coinfeccidn de entre dos y tres virus
por célula (Turner et al., 1999), que posteriormente fue fijado en 2.3 (Dennehy y Turner, 2004). Con
este valor de n es posible utilizar la matriz 7.23 para obtener los valores de los pardmetros B,,, By, v
y c asociados a las matrices 7.21 y 7.22.

Para el caso de la matriz de pagos 7.21 que refleja la competicion entre el virus evolucionado a
alta MOI con su ancestro, se obtiene el siguiente sistema de ecuaciones:

Bn,=1
B,,— B
cBm + (1 —¢) (Bk + (m’“)> = 0.65
n
(B By) (7.24)
[ch +(1-c¢) (Bm - m’fﬂ (1+v)=1.99
n
B (1+v)=0.83
Y, a partir de él, los siguientes valores:
B
op = —" =3.99
By,
¢=0.174 (7.25)
v =231

Mientras que para el caso de la matriz de pagos 7.22, que refleja el resultado de competir el virus
evolucionado a alta M OI con el virus evolucionado a baja M OI se obtiene el siguiente sistema de
ecuaciones:
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By, =1

= 0.56

cBm—%(l—c)<Bk+-u%n;ZiJ>

(7.26)
B,, — B
[dﬁ+(k—@<Bm—(7nw)}ﬂ+v%:1%
n
B (1+4+wv)=0.37
Y los siguientes valores:
Bm,
= — =724
oB By
c = 0.096 (7.27)
v =1.681

Antes de comentar los valores obtenidos es interesante destacar que todos los valores excepto ¢
son robustos frente al cambio de valores de n. Asi utilizando n = 3, se obtiene:

By,
_ Om _ 399
¢ = 0.299 (7.28)
v =231
y
By,
—Om 79y
0B B,
c=0234 (7.29)
v =1.681

respectivamente, en los que, como puede apreciarse, solo se observa cambio en los valores de c.
De hecho, aplicando el sistema que no considera confinamiento (equivalente a n = co) el resultado
es ¢ = 0.53 y ¢ = 0.489 para las matrices 7.21 y 7.22 respectivamente.

Una vez remarcada la dependencia de c respecto de n, se puede discutir los valores obtenidos
para v y op. Al comparar el virus defector surgido durante la evolucién a alta M OI con su ancestro
se observa que el virus defector ha disminuido el valor de la componente de eficacia biolégica que
puede actuar en trans que es 4 veces mayor en su progenitor. Por el contrario, la ventaja selectiva en
cis, v, ha aumentado considerablemente alcanzado un valor de v = 2.31.

Cuando se compara el virus defector con el virus obtenido tras la evolucién a baja MOI se
observa que la relacién entre las componentes de la eficacia bioldgica que puede compartirse en trans
es de 7.24, es decir, es 1.81 veces mayor que la que tenia el ancestro sobre el defector. Por otro lado,
el valor de v obtenido es v = 1.681, que es 1.37 veces menor que el obtenido al comparar el defector
con su ancestro. Conjuntamente, estos datos querrian decir que el virus evolucionado a baja MOI ha
aumentado su eficacia bioldgica respecto a su virus progenitor aumentando tanto la componente de
la eficacia bioldgica que s6lo actda en cis, representada en v, como la componente que se comparte
parcialmente en trans, representada en B;. De hecho, a partir de estos valores es posible obtener que
el virus evolucionado a baja MOI tiene un op = g—? = 1.81 y un v = (.23 sobre el virus progenitor.
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En cuanto al valor de ¢, independientemente de su valor concreto, la interaccién en trans es
mayor cuando se compara el defector con su ancestro que cuando se compara el defector con el virus
evolucionado a baja M O1.

7.5. Conclusion

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que el efecto interferente de los mutantes
defectores aumenta al aumentar el tamafio de los grupos en los que tiene lugar la interaccion. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este capitulo en lo referente a las relaciones genético-evolutivas
entre fenotipo mutante y maestro no se pueden extrapolar con facilidad al caso de poblacidn variable.
En este caso, un mayor efecto interferente disminuiria la capacidad replicativa media de la poblacién
y, con ella, el tamafio de la misma, lo que llevaria a una disminucién del tamafio de grupo promedio.
Mas adelante, en los capitulos 10, 11 y 12 se estudiard, desde diferentes perspectivas, el efecto de la
densidad sobre las interacciones entre fenotipos en condiciones de poblacién variable y como afecta
aquella al proceso de extincion por defeccidn letal. Antes, en los capitulos 8 y 9 se estudiard el proceso
de extincién cuando se considera que todos los individuos interaccionan entre si, sin tener en cuenta
el efecto de la densidad sobre sus interacciones.
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Capitulo 8

Dinamica evolutiva del modelo de
cuasiespecies y juegos de bienes publicos
en condiciones de poblacion variable

El estudio del modelo en condiciones de poblacion constante ha permitido estudiar la dindmica
evolutiva del sistema en presencia y ausencia de mutacién. Sin embargo para estudiar la extincién
de una poblacidn es necesario tener en cuenta la dindmica demogréfica de la poblacién y, por tanto,
considerar un escenario de poblacién variable. Como se muestra en el apéndice A, considerar ex-
plicitamente la necesidad de un monémero g para que las especies puedan replicarse, junto con la
condicién de que la suma de las concentraciones de dicho mondémero y de las especies autorreplican-
tes es constante, mu + x,, + rx = N, es equivalente a considerar una restriccién de tipo logistico.
De esta forma, los sistemas generales 5.8 y 5.9 quedarian de la siguiente forma

dx; B
dxt = <N — sz> ;aj [eBj + (1 — ¢)B] Qijz; — Dix; (8.1
i e

dz; .
CZ N (N - ZH;) z;é: [eBj + (1= ¢)B + B;] Qijz; — D 8.2)
i j#i

Al considerar poblacién variable, los sistema 8.1 y 8.2 ya no es equivalente a un hiperciclo o un

modelo de TJE con poblacién variable. El motivo es que el término que representa la interaccion en

. . BmZm + By .
trans, el recurso compartido por la poblacién, (1 — ¢) %’Ckxi, estd normalizado por la con-
Tm T

centracion total de especie autorreplicativa x,,, + z, pudiendo variar entre (1 — ¢) B, y (1 — ¢) By,
cuando z = 0y z,, = 0, respectivamente. De esta forma ambos términos son de tipo autorreplicati-
vo y la poblacién crece segin una dindmica autorreplicativa tipo cuasiespecie y no autocatalitica tipo
hiperciclo. Aun asi, el factor de amplificacién de los individuos de la poblacién sigue dependiendo
de la frecuencia del resto de individuos en la poblacion y esa dependencia es mayor o menor segtin el
factor de interacciones en cis, c. La ventaja de este modelo es que al seguir teniendo un sistema con
cinética autorreplicativa y no autocatalitica, el tratamiento matematico es ligeramente mds sencillo.
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8.1. El fenotipo mutante no tiene una ventaja o desventaja selectiva,
v=0,w=0

En primer lugar se estudiard el comportamiento demogréfico del sistema cuando se considera que
el fenotipo mutante no presenta una ventaja o desventaja selectiva en cis frente al fenotipo maestro.
En este caso, una vez considerado el paisaje de eficacia bioldgica Single-Peak, se obtiene el siguiente
sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias:

dxm B B,z + Brxy
= (N =z, — 2)Qm[cBm + (1 —¢) EEe— |Zm — D,

d(L’k Bmxm + kak

Yk _ (N — gy — By + (1 — ¢) 2mm T DTk 8.3

g = WV —am —ap)([eBr + (1~ ¢) P |z, (8.3)

Bmxm + kak
1-— m Bm 1-— — | Im ) — D
(- QuleBn + (1 — )P B,y

Los resultados obtenidos de resolver este sistema se presentan resumidos en la Tabla 8.1-

Como se observa en la tabla 8.1, se obtienen tres estados estacionarios: la cuasiespecie, 0 equi-
librio seleccién-mutacién, el compuesto exclusivamente por el fenotipo maestro, denominado catés-
trofe de error, y la extincion. Puesto que en este sistema se considera poblacion variable y, con ella,
la posibilidad de que las poblaciones se extingan, la estabilidad de los estados estacionarios 1y II
depende de una condicién de estabilidad demogréfica y de una condicién de estabilidad genética.
Esta segunda condicidn es la misma que la obtenida en el caso en el que se aplicaba la restriccién de
poblacion constante, lo que muestra que, en este caso, es posible “desacoplar” la dindmica selectiva
de la dindmica demografica. A partir de esta condicién pueden obtenerse los valores criticos para el
factor de calidad y el grado de interacciones cis, que son iguales a los estudiados en el capitulo 6 (ecu.
6.11y6.12)

La condicién de estabilidad demografica del estado estacionario I viene definida por:
NB,,Qmc
1= Qm+ Qnc

de donde es posible obtener un umbral de extincién para la tasa de mutacién despejando Q,,
obteniendo:

>D (8.4)

D
D(1 = ¢) + NBpc

Qem = (85)

El umbral de extincién también puede expresarse en funcién de la eficacia bioldgica absoluta el

fenotipo maestro R,,, = ?m:

1
(1—¢)+ NRyc

Qex = (86)

Igualmente, puede obtenerse un valor minimo del factor de interaccidn en cis, ¢ necesario para
que el sistema sea estable demograficamente:

_ D(l _Qm) _ (1 _Qm)
= Om(BmN — D) Qm(BRnN — 1)

8.7
Centrdndonos en el umbral de extincion del sistema, se obtiene que, puesto que:
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Estado Estacionario

Propiedades

_ (Bk_Bka+BkaC_BQOC)(DQ77L_D_DQnLC+BmNQ7nC)

Tm = (BimQmc(1—Qum+Qmc)(Br—Bm)
Poblacion
Ty = (DQm—D—DQmct+BmNQmc)(1—Qm)
Estado estacionario 1. (Qme(1=Cm+Cme) (Bm—By)
Coexistencia. Equilibrio N By Qe BinQmc
seleccién-mutacion Estabilidad # % > By,
(Cuasiespecies) m m m m
_ B c
Productividad E = 16;1%71”)]\[ - D
media —lmllTC
1—
Lastre = 1&
mutacional — Qm + @me
D
Poblacion Ty =10 =N — —
By
B c
Estabilidad BiLN > D _ BulQme > By,
1 — Qm + Qme
Estado estacionario II. B
“Catastrofe de error” Productividad E=DByN—-D
media
Lastre Ly=1- %
mutacional
Poblacion Ty =10 =0
NB c
Estabilidad D > BN D > mQm
1 —Qm+ Qmce
Estado estacionario III. B
Extincidn. Productividad E=0
media
Lastre L=1
mutacional

Tabla 8.1: Resumen de los resultados para el modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans en con-
diciones de poblaciéon variable, cuando el fenotipo mutante no tiene una ventaja o desventaja selectiva en
cis, v = 0 Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del sistema 8.3. La fila lla-
mada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estacionario sea asintdticamente
estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se
obtiene a partir del sistema 8.3
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<dQex> _ (RmN - 1) <0 (88)

de (1 —c+ Ry,Ne)?

el umbral de extincidon aumenta cuando disminuye ¢, es decir, un aumento de las interacciones
en trans disminuye la tasa de mutacién a la cual la poblacién se extingue. En la figura 8.1 puede
observarse claramente esta dependencia.

1 :
—c=0.25
0.9- —¢c=05| 1
—c=0.75
5 08 1 |
S o7 ]
c
e
'S 0.6 ]
o)
S o5
o
o 0.4
+
£ 0.3
X
0.2
0.1

0 1 1 L L Il
01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Qm, factor de calidad por secuencia

Figura 8.1: Variacion de la poblacién total con el factor de calidad por secuencia para diferentes valores
de c. Cuanto mayor es el factor de interaccién en cis, y por tanto, menores son las interacciones en frans, menor
es el umbral de extincion. B,, = 10; By = 2; D = 3;c=0.25; N =1

Por otro lado, puesto que

dQex> —Nc
= <0 8.9
<dRm (1-c+ RnNc)? (89)
y
dQex —Ripc
= <0 8.10
( dN ) (1 —c+ RyuNc)? (610

el umbral de extincién disminuye al aumentar la eficacia bioldgica absoluta del fenotipo maestro,
R, es decir, cuando disminuye el factor de degradacién, D, o aumenta la contribucién del fenoti-
po maestro, B,,. El umbral de extincién también disminuye al aumentar la concentracién total de
moléculas en el reactor de flujo, V.

Por otro lado, la condicién de estabilidad demogréafica del estado estacionario II viene determinada
por:

BN > D (8.11)
que es equivalente a
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RN >1 (8.12)

y que no depende ni de (), ni de c. Aligual que en el caso en el que no se consideran interacciones
en frans, mas alla del umbral de error el sistema es insensible a la tasa de mutacién y, por tanto,
no puede extinguirse por aumentos en la misma. Por supuesto, para ser asintdticamente estable, el
estado estacionario III, la extincidn, necesita que se cumplan ambas condiciones a la vez, es decir, es
necesario que ni la cuasiespecie ni el fenotipo mutante sean estables demogréficamente.

Es interesante detenerse en el caso particular en el que el fenotipo mutante no contribuye al bien
publico, es decir cuando By = 0. En este caso, la dindmica del sistema es mas simple, lo que se
refleja en la existencia de s6lo dos estados estacionarios: la cuasiespecie y la extincién. El fenotipo
mutante no puede replicarse por si mismo y, por tanto, ni hay umbral de error, ni tampoco un estado
estacionario en el que el fenotipo mutante este presente por si sélo. Puesto que en el paisaje de
eficacias bioldgicas tipo Single-Peak, al menos cuando v = 0, la eficacia biolégica promedio no
depende de la contribucién del fenotipo mutante, el umbral de extincién es el mismo que en el caso
By # 0.

Mutacion, extincion y catastrofe de error en cuasiespecies que interaccionan en trans

En el apéndice A se muestra que, en el paisaje de eficacia bioldgica tipo Single-Peak, el compor-
tamiento al aumentar la tasa de mutacion depende esencialmente de la relacién entre el umbral de
error y el umbral de extincidn. Si el umbral de error es mayor que el umbral de extincién, el fenotipo
mutante se impone en la poblacién y, por tanto, la poblacién no puede extinguirse, dado que més alla
del umbral de error ésta no es sensible a la tasa de mutacion. Por el contrario, si el umbral de extin-
cién es mayor que el umbral de extincidn, el sistema se extingue antes de que el fenotipo mutante se
imponga en la poblacién. El que ocurra una cosa o la otra depende de la estabilidad demogréfica del
fenotipo mutante. Si el fenotipo mutante es estable demograficamente el umbral de error es mayor
que el umbral de extincién y, por tanto, el fenotipo mutante se impone antes de que la poblacion se
extinga. Por el contrario, si el fenotipo mutante no es demogrificamente estable, el umbral de ex-
tincion es superior al umbral de error, por lo que la poblacién se extingue antes de que el fenotipo
mutante se imponga. Este comportamiento se observaba también en presencia de letalidad (capitulo
4), de donde se podia derivar el concepto de letalidad critica. Pues bien, a partir de las expresiones del
umbral de error y el umbral de extincién obtenidas en presencia de interacciones en trans es posible
comprobar que la presencia de éstas no cambia este comportamiento del paisaje de eficacia biolégica
(=) + Nime Y 9 = B i) T Boe
Es posible demostrar que, en este paisaje, para que se cumpla que Q. > Q. y el sistema pueda
extinguirse cuando se aumenta la tasa de mutacién, es necesario que By N < D.

tipo Single-Peak. Teniendo en cuenta que Q¢, =

8.2. El fenotipo mutante tiene una ventaja o desventaja selectiva, w.
Modelo aditivo

El modelo logistico con poblacion variable puede estudiarse en el caso en el que se supone una
ventaja o desventaja de tipo aditivo, w, para el fenotipo mutante. En este caso, el sistema de ecuacio-
nes diferenciales viene definido por:
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M _ (N = 2 — 28)Qum|cBu + (1 — ¢) 2mim = 2kTk ) Dz,
o ( x Tk)QmlcBm + (1 —¢) T |z x
dxy, Bz, + Brxy
N _ ) PmTm  Drk 8.13
pn (N =z, — 2x)([eBr + (1 — ¢) p——— + w]xg (8.13)
Bpxm + B
(1= Qu)[cBm + (1 — ) 2mfm T2k, Y — Day,

T + Tp

La tabla 8.2 muestra los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios del sistema de
EDO.

A partir de la productividad media en el estado estacionario I es posible obtener el umbral de
extincién en dicho estado estacionario, que es valor es aquel valor de (), para el cual, suponiendo
N =1, se cumple que A — D < 1. De esta forma se obtiene:

D (B — By, — w)

Qo = B B = Bryc—w) + D (B (1 — ) — By (1 =)

(8.14)

A partir de este expresion se puede estudiar su variacion respecto a los pardmetros del modelo.
En primer lugar, como en el caso en ausencia de ventaja del fenotipo mutante, el umbral de error
disminuye cuando aumenta c, es decir, cuanto mayores son las interacciones en trans menor es la tasa
de mutacidn necesaria para extinguir la poblacién.

<dQex) _ D(Bm—Bk—w) (Bm_D) (Bm—Bk) <0 (8.15)

de (Bmw — B2,¢ + ByD — B,yD + ByBpc — Bi.Dc + By, De)?

Asi mismo, el umbral de extincién aumenta al aumentar la ventaja del fenotipo mutante, w:

AQur) D(1-¢)(Bm — D) (Bm — By)
( >_(B S>0  (8.16)

dw mw — B2,c+ BpD — B, D + ByBy,¢c — BxDc + By, Dc)
tal y como se observa en la figura 8.2

Finalmente, el umbral de extincién aumenta o disminuye al aumentar contribucién del fenotipo
mutante, B dependiendo del valor de w, tal y como muestra la ecuacién 8.17:

(d%) - Dv (1= ¢) (B — D) .,

dB, (Bmw — B2,¢ + ByD — By D + B B¢ — BiDc + By, Dc)?

Tal y como se observa en la figura 8.3, en el caso w < 0 esa variacién es muy pequefia y puede,
simplemente, despreciarse. En el caso w > 0, la variacién es mayor, pero tampoco es excesivamente
marcada. Por supuesto, este resultado es la consecuencia, en condiciones de poblacién variable, del

efecto que se vio en la seccidn 6.3.2. en la que la dependencia del lastre mutacional con la superiori-
dad, dependia de si w era una ventaja o una desventaja selectiva.

8.3. El fenotipo mutante tiene una ventaja selectiva, v. Modelo multi-

plicativo en presencia de mutacion, (), < 1

Cuando se considera que el fenotipo mutante tiene una ventaja selectiva de tipo multiplicativo, v,
los factores de amplificacion toman la siguiente forma:
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Estado Estacionario

Propiedades

o= (v 2 BTT= o G}
m By Qm (By, — Bg) ¢ — w)
((BQOC — B (1 = Qum + Que) +w)
By — B (1 = Qum + Qme) —w

Poblacio
oblacién b (N_D((Bm—Bk,)(l—Qm—i—ch)—w))
BQO ((Bm - Bk) Cc— w)
Bm (1 - Qm)
Estado estacionario L. (B — Bi) (1 = Qum + Qmc) —w
Coex1§t/en01a. qu}mbno BunQum (B — By) ¢ — w)
seleccién-mutacién N >D
(Cuasiespecies) Estabilidad (B = Bi) (1 = @m + @me) —w)
B,,Qmce
————— > By 4w
1-— Qm + ch
_ B B,,— B —
Productividad E = m@m (B k)c—w) —D
media (Bm_Bk) (1 _QM+QMC) —w
1— By, — B —
Lastre L= 5 ( BQm)l( n k= w)
mutacional (B = Bi) (1 = @m + @me) —w
D
Poblacio =0 =N —
oblacion T T Bt w
Estabilidad B,+w)N >D > B +w
( ) 1-— Qm + Qm
Estado estacionario II. 3
“Catdstrofe de error” Productividad E=(Br+w)N-D
media
Lastre Li=1-2 ]’§+w
mutacional
Poblacién Tm =0 =0
Estabilidad | D > (By+w)N D > N (B,Qmc¢+ BrQm (1 —¢))
Estado estacionario III. B
Extincién. Productividad E=0
media
Lastre L=1
mutacional

Tabla 8.2: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en trans en condiciones
de poblacion variable, cuando el fenotipo mutante tiene una ventaja o desventaja selectiva, w, aditiva
Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del sistema 8.13. La fila llamada “Es-
tabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estacionario sea asintéticamente estable.
Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene

a partir del sistema 8.13
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1
—w=-2
0.9- —w=-1 ]
— —w=0
[ 0.8 — w=1l1
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[ 07’ W= 2 7
he)
c_% 0.6f 8
s
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<< 0.4
+
€014l
«<E 0.3
0.2
0.1+
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Qm, factor de calidad por digito

Figura 8.2: Variacién de la poblacion total con el factor de calidad por digito para diferentes valores de
w. Cuanto mayor es el valor del ventaja selectiva en cis, w, mayor es el umbral de extincién. B, = 10; B, =
2;D=5¢c=0.5;N=1.

0.72

0.7

0.68

0.66

0.64

0.62

Qex, umbral de extincion

0.58 i

0.56k i

0.540 0.5 1 15 2 2.5 3 35 4 4.5

Bk, contribucién del fenotipo mutante

Figura 8.3: Variacion del umbral de extincion con la contribucion del fenotipo mutante, By, para dife-
rentes valores de w. La variacién del umbral de extincién con la contribucién del fenotipo mutante al bien
publico, By, depende de si w es una ventaja o una desventaja selectiva. B, = 10; D = 5;¢ = 0.75; N = 1.
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_ B B,
A (@ms 1) = B+ (1 — ¢)B = ¢Byy + (1 — ¢) 2m¥m T Drk
Tm + Tk (8.18)
— Bmxm + Bkl'k ’
Ap(xm,zi) =B+ (1 —c¢)B(1+v) =B+ (1 +v)(1 — ¢)———m—
Tm + Tk
En presencia de mutacion, el sistema de EDO viene definido por:
dx Bnxy, + Brx
d—;n = (N — zy — 2)Qm[cBm + (1 — C)W]l’m — Dz,,
dz B,z + Brx
di = (N =z — ) ([(1 +v)(cBg + (1 —c)%)m (8.19)
B + B
£ (1= Qm)[eBpm + (1 — ¢)2mIm T ZkThy, Y Dy,
T + Tk

Al igual que en el caso en el que se consideraba poblacidn constante, la introduccién del factor
1 + v hace que las expresiones explicitas de los estados estacionarios en presencia de mutacion sean
bastante complicadas y dificiles de interpretar. Por este motivo, en esta seccién se utilizard una apro-
ximacién fundamentalmente numérica para el estudio del umbral de extincion y de sus dependencias.

El sistema presenta tres estados estacionarios: un estado estacionario I en el que la distribucién de
poblacién adopta una distribucién tipo cuasiespecie, un estado estacionario II en el que la poblacién
estd compuesta exclusivamente por el fenotipo mutante y, por tltimo, un estado estacionario III que se
corresponde con la extincion de la poblacién. Las condiciones que determinan la estabilidad genética
del estado estacionario II son idénticas a las descritas en la seccidn 6.4., obteniéndose un valor umbral
para la tasas de mutacion, @), la ventaja selectiva del mutante, v, y el factor de interaccién en cis, c.
En cuanto al estado estacionario de extincion, es estable cuando By N(1 +v) < Dy (Bi(l —¢) +
B, 0)QmN < D.

En primer lugar se estudiard cémo afecta la ventaja o desventaja selectiva del fenotipo mutante
al umbral de extincion. La expresion del umbral de extincidén en este caso es muy complicada y
aporta poca informacién. Sin embargo si se tiene en cuenta que el umbral de extincidn se deriva de
la expresion AN — D = 0, es posible estudiar el comportamiento del factor de amplificacién medio
en determinados casos extremos. Por ejemplo, en primer lugar se puede estudiar el caso v = —1.
Estos mutantes son incapaces de replicarse ya que A = 0 (son, por tanto, mutantes letales) pero si
que contribuyen al recurso comin de la poblacién. Cuando v = —1, en el estado de coexistencia se
cumple que

Ym = Qm

8.20
Y = 1- Qm ( )

Lo que implica, 16gicamente, que el fenotipo mutante estd representados en la medida en que se
produce por mutacién a partir del fenotipo viable. Sustituyendo en la expresion del factor de amplifi-
cacion medio, se obtiene que:

A(v = —1) = Bp(Qme + Q% — Q2.¢) + Bru(Qm — Qme — Q2, + Q2.¢) (8.21)

De forma que puede demostrarse que, para cualquier tasa de mutacion :

A(v=—1) > A(v = 0) (8.22)
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y, por tanto, que

Qez (V=—1) < Qex (v=0) (8.23)

Numéricamente se comprueba que esta prediccion es valida para valores de v intermedios entre 0
y -1, y también para valores de v mayores que 0. Es decir,

0.6

m
©
(6]

Qez (V=-1) < Qex (v=0) < Qe (v>0) (8.24)

3 —Q (1)
GC) ——Q_(c=0.75)
3 09 ex ]
S ——Q,(c=05)
> —Q_(c=0.25)
o) ex '

0.8 1
g ——Q_(c=0)
I
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= 0.7/
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v, ventaja o desventaja selectiva del fenotipo mutante

Figura 8.4: Umbral de extincion en funcion de la ventaja o desventaja selectiva del fenotipo mutante en
cis, v, para varios grados de interaccion en cis, c. La variacion del umbral de extincién con v depende del
factor de interaccion en cis, pero salvo para ¢ = 1, siempre aumenta al aumentar v. B,,, = 10; B, = 2; D =
5 N =1.

En la figura 8.4 puede observarse este aumento de (), con v siempre que ¢ < 1. Este resultado
no es excesivamente sorprendente: al aumentar el factor v, el fenotipo mutante aumenta su eficacia
bioldgica relativa y, por tanto, aumenta el lastre mutacional. La figura muestra claramente no sélo
como el umbral de extincién disminuye al disminuir v, es decir, cuando el fenotipo mutante pierde
capacidad replicativa respecto al fenotipo mutante, sino que el propio efecto de v sobre el umbral de
extincién es mayor cuanto mayor es la interaccion en trans. Légicamente, el valor madximo del umbral
de extincion se encuentra cuando ¢ = 0. En este caso, el umbral de extincién sélo existe para v < 0,
ya que cuando v > 0 el fenotipo mutante se impone al fenotipo maestro, para cualquier valor de Q.

Cuando no hay interaccién en trans, ¢ = 1, el umbral de extincién viene determinado por ., =

TR por tanto, no depende de v. Este valor del umbral de extincion es, ademds, el valor minimo
m

que puede alcanzar, ya que la extincién se ve favorecida al aumentar las interacciones en trans, esto
es, al disminuir c.

La figura 8.5 muestra la variacion de la poblacién total (el fenotipo mutante mds el fenotipo
maestro) respecto al factor de calidad por secuencia, (,,, para tres valores de v y dos valores de c.
En ella se observa cdmo disminuye el tamafio poblacional al disminuir el factor de calidad, y cémo
esa disminucién es menor, cuanto mayor sea v. Al igual que en la figura 8.4, se observa que el umbral
de extincidn, Q).,, es mayor cuanto mayor es v, siendo este efecto de la ventaja selectiva, sobre el
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umbral de extincién y el tamafio poblacional mayor cuanto mayor sean las interacciones en trans en
la poblacién.

Cuando no se considera una ventaja o desventaja selectiva del fenotipo mutante se vio que el
umbral de extincién no dependia de la contribucién del fenotipo mutante a la eficacia replicativa
poblacional, By. Al considerar una ventaja de tipo aditivo, w el umbral de extincién si que depende
de By, pero aquel aumenta o disminuye con Bj; dependiendo de si w es mayor o menor que cero.

Al considerar una ventaja o desventaja selectiva del fenotipo mutante respecto al fenotipo maestro,
v, de tipo multiplicativo, el umbral de extincién también depende de By, y lo hace de la misma manera
que en el modelo aditivo. La figura 8.6 muestra que la dependencia es positiva o negativa dependiendo
de si v representa una ventaja (v > 0) o una desventaja selectiva (v < 0). Cuando v representa una
ventaja selectiva (v > 0), el umbral de extincidén aumenta al aumentar By, es decir, cuanto mayor
sea la contribucién del fenotipo mutante a la eficacia replicativa de la poblacién, menor es la tasa
de mutacidn a la que se extingue la poblacién. Por el contrario, cuando v representa una desventaja
selectiva (v < 0), el aumento de B, provoca una disminucion del umbral de extincién. Al igual que
en el caso en el que se consideraba una ventaja selectiva de tipo aditivo, este resultado se la expresion
en condiciones de poblacion variable de que el efecto de la superioridad sobre el lastre mutacional
dependa del signo de v.
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Figura 8.5: Variacion de la poblacion total respecto al factor de calidad por secuencia para varios valores
de v para dos valores de c.. El umbral de extincién aumenta al aumentar v, pero la significatividad de dicho
aumento depende del grado de interaccion en cis. B,, = 10; By = 2; D =5; N = 1.
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Figura 8.6: Variacion del umbral de extincion respecto a B para dos valores diferentes de v La variacion
del umbral de extincién con la contribucién del fenotipo mutante al bien publico By, depende de si v es una
ventaja (v > 0) o una desventaja (v < 0) replicativa. Las dos curvas no llegan hasta el mismo valor de By,
porque diferentes v implican que el umbral de error se produce a diferentes valores de By. B,, = 10; D =
5;¢c=0.5;N = 1.
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Capitulo 9

Modelo de cuasiespecies y juegos de
bienes publicos en presencia de letalidad

En el capitulo 4 se estudié el efecto de la letalidad en el modelo de cuasiespecies clasico, vién-
dose que el aumento de la letalidad disminuia el umbral de error y que, cuando se consideraban [
“posiciones letales” en la secuencia, aumentaba el umbral de extincién més alld del umbral de error.
Sin embargo, el umbral de extincién de la poblacién mas alld de un determinado valor de letalidad a
partir del cual la poblacién se extinguia antes de entrar en catdstrofe de error, valor que se denominé
letalidad critica, no dependia del valor de la letalidad.

En este capitulo se estudiard el efecto de la letalidad sobre una cuasiespecie con interacciones en
trans. Para ello se considerardn tres fenotipos, al igual que en el capitulo 4: el fenotipo maestro, m, el
fenotipo mutante, k, y un tercer fenotipo denominado letal, /. El esquema de letalidad utilizado sera
el mismo que el utilizado en la seccion 4.3 que supone que, en una secuencia de tamafio v, existen [
posiciones cuya mutacion da lugar a un mutante letal, esto es, incapaz de replicarse. En este caso, se
considera que el fenotipo denominado letal es incapaz de ser replicado o de contribuir al bien ptiblico,
es decir: B; = 0. Puesto que la consideracion de un tercer fenotipo complica el andlisis del sistema
de ecuaciones diferenciales, en este capitulo sélo se estudiaré el caso en el que el fenotipo mutante
carece de una ventaja o desventaja selectiva en cis sobre el fenotipo maestro (v = 0, w = 0). Los
valores de las tasas de mutacién entre fenotipos son los mismos que se usaron en el capitulo 4 (ecu.
4.12). Teniendo esto en cuenta, el sistema de EDO que determina el comportamiento del sistema,
suponiendo una restriccion al crecimiento de tipo logistico, viene definido por:

drm . B, x, + Brxy, v
dzy, Bywm + Brxy, l —1
— =(1- — — 1 — - - - 1—4d"%
dt ( I — Tk — Xy <[0Bm + ) T + Tk q ( q )xm
B B
+ (1 =y —xp —a7) <[ch+ (1-— )M} qlxk> — Duxy, 9.1)
Tm +xk
dx Bz, + Bx
7dtl =1 -y —xx — 1) <[cBm +(1-¢) —miv:z—l- x: k} (1-— ql)l’m>
B B
+ (1 =z — 2k — 1) cBm—F(l—c)M (1 —¢"ay ) — Dy
T + Tk

La tabla 9.1 muestra los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios del sistema 9.1.

Es posible hallar el umbral de error del sistema a partir de las condiciones de estabilidad del
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Extincion y mutacion

9. Cuasiespecies y juegos de bienes publicos. Letalidad

Estado Estacionario

Propiedades

xm:<1—

D(¢'=¢"(1=0) \ ( [Bma’c=Bi(a'~¢"(1=0))]d'
)( )

q
qulquc (Bm—Bk)(ql—qV(l—C))
(

Poblacién oy — (1 B D(qlq”(lc))> ( Bmd' (¢'—q”) >
- L v v v
Estado estacionario I. Bmd'q’e (Brn—Br)(d'~a"+q"<)
Coexistencia. Equilibrio D(q =g (1—¢)
seleccién-mutacion Ty = <1 - (qulqu)) (1 - ql)
(Cuasiespecies)
! Bmd'q”
Estabilidad Binq”’c > By (q —q" + q”c) — >D
(¢ —¢"(1-0¢))
_ B l v
Productividad E = md 4 - D
(¢ —¢v(1-0))
media q q ¢
L v
c
Lastre Lai=1- ; qu
mutacional (q —4 (1 N C))
Poblacion Ty =0
D ! D l
o= (1- o= (1- <1 - )
8 ( Big! ) @ ( Big! > I
Estado estacionario II.
“Catistrofe de error” Estabilidad B,.q"c < By, (ql q" +q" c) Bi¢' > D
Productividad E =By —D
media
B !
Lastre Ly=1- BLQ
mutacional m
Poblacion Ty =0 x=0 x;=0
Estabilidad ¢’ (Bm — By)c+4¢') <D B¢t < D
Estado estacionario III. B
Extincién. Productividad E=0
media
Lastre Ly=1
mutacional

Tabla 9.1: Resumen de resultados del modelo de cuasiespecies que interaccionan en trans en condiciones
de poblacion variable, en presencia de letalidad Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado
estacionario del sistema 9.1. La fila llamada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho
estado estacionario sea asintdticamente estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del
estado estacionario en el Jacobiano que se obtiene a partir del sistema 9.1
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9. Cuasiespecies y juegos de bienes publicos. Letalidad Extincion y mutacion

estado estacionario II. El resultado es:

By
= "7 9.2
e \/(Bm “By)e+ By ©-2)

esta expresion del umbral de error es equivalente a la obtenida en ausencia de letalidad (ecu.
6.11), sélo que a la hora de obtener el factor de calidad critico por digito sélo se tienen en cuenta
las posiciones no letales, tal y como ocurria en ausencia de interacciones en trans (ecu. 4.14). Puede
comprobarse que, para ¢ = 1, la expresion se reduce a la ecuacion 4.14.

Al igual que en el capitulo 4, los estados estacionario I y II definen, cada uno, un umbral de
extincién diferente. El umbral de extincion del estado estacionario II viene definido por

| D
e 1T = A/ — 9.3
Qex,IT By (9.3)

Que no depende de ¢, puesto que los mutantes letales ni aportan recursos al bien puiblico, ni
tampoco pueden replicarse aprovechdndose de ellos. Por ese motivo, la tinica contribucién a la eficacia
replicativa procede del fenotipo mutante, que es el fenotipo que se aprovecha de ello. El fenotipo letal
se comporta como una “especie inerte”.

En el estado estacionario I, la productividad media viene definida por

B B lv
E=——mi9 __ _p 9.4)
(¢ —¢"(1-0))
De manera que la poblacién se extinguird cuando:
B ( q'q” )
— <1 9.5)
D \@=¢(-0)

Sin embargo, a partir de esta condicion no es posible hallar explicitamente una expresion para el
valor del umbral de extincidén. Aun asi, si se puede hallar indirectamente la dependencia del mismo
respecto al nimero de posiciones letales. Teniendo en cuenta que el factor de amplificaciéon medio
viene definido segun:

Bnd'q”
(¢ —q¢"(1—0¢))

es posible hallar su derivada respecto al nimero de posiciones letales en la secuencia, [, obtenién-
dose:

A=

9.6)

<df_1> B ByeqLth log(q) (¢ —1) -0 ©7)

d (@ —q"(1—0)’

Es decir, la productividad media en el estado estacionario I aumenta al aumentar el nimero de
posiciones letales en la secuencia, por lo que el umbral de extincién disminuird. Esto implica que
al aumentar el nimero de posiciones letales en la secuencia, la poblacién se extingue a tasas de
mutacién mayores. Este efecto, claramente contraintuitivo, se debe a la existencia de interacciones en
trans, ya que solo se produce cuando ¢ < 1. En la seccion 8.3 se observaba un efecto similar cuando
se consideraba v = —1, en cuyo caso el fenotipo se consideraba letal, en el sentido de que no podia
replicarse, aun cuando si que pudiese aportar al bien publico.
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La figura 9.1 muestra este fendmeno, al aumentar /, la poblacién se extingue a menores factores
de calidad, es decir, a mayores tasas de mutacion. En este caso, puesto que By < D, la poblacién no
puede entrar en catdstrofe de error antes de extinguirse.

1 ‘
0.9-
— 0.8
8
(@]
< 0.7
C
‘O
‘S 0.6
‘_5
S o5
o
0.4
+ |-
c 03
X
0.2-
0.1

0 Il L L Il Il 1
02 03 04 05 06 07 08 09 1
Qm, factor de calidad por secuencia

Figura 9.1: Variacion de la poblacién total en funcion del factor de calidad por secuencia para diferentes
valores de /, el niimero de posiciones letales en la secuencia El umbral de extincién disminuye al aumentar
la letalidad, tal y como se desprende de la ecu. 9.7. B, = 10; By =2; D = 3;¢=0.25; N = 1.

Letalidad critica

En las secciones 4.2 y 4.3 se introdujo el concepto de letalidad critica, definido como aquel valor
de letalidad mads alld del cual desaparece el umbral de error. En este caso, es posible hallar dicho
valor igualando los valores del umbral de error y el umbral de extincién del estado estacionario II. El
resultado que se obtiene, expresado como la fraccién de posiciones letales en la secuencia, es:

l log (2%
v g log ((Bm<BZc))C+Bk> ©-8)

La figura 9.2 muestra dos ejemplos de diagramas de fase en los que se observa el comportamiento
del sistema en funcién del nimero de posiciones letales en la secuencia y del factor de calidad por
secuencia, QJ,,, = ¢”. Puesto que no es posible obtener una expresion explicita, el umbral de extincién
del estado estacionario I ha sido hallado resolviendo numéricamente la expresion 9.5.

En ambos diagramas se observa claramente que, mds all4 de la letalidad critica, el umbral de
extincién disminuye al aumentar la letalidad. Como se ha comentado anteriormente, este resultado,
aparentemente contraintuitivo, es explicable en el contexto de la defeccién letal. Al considerar una
Unica secuencia maestra, el aumento del nimero de posiciones letales en la secuencia afecta a la
eficacia bioldgica efectiva del fenotipo maestro, disminuyendo su capacidad interferente y, por tanto,
disminuyendo el umbral de extincién hasta su limite inferior, cuando | = v, que coincide con el valor
del umbral de extincién en ausencia de interacciones en trans:
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0.9- 1 0.9- 1
0.7 1 0.7 1
0.6r R 0.6r R
0.5- de error R 0.5- 1

0.4 \

0.4r Catéastrofe 1
de error \
0.3~

Q _, factor de calidad por secuencia
Q _, factor de calidad por secuencia

£ 0.2 1 £ 0.2
o. ‘ ‘ ‘ 0. ‘ ‘ ‘
& 5 10 15 20 b 5 10 15 20
I, nimero de posiciones letales I, nimero de posiciones letales
(@) c=0.25 (b) c=0.5

Figura 9.2: Diagramas de fase para diferentes paisajes tipo Single-peak en funcion del niimero de posi-
ciones letales /, y el factor de calidad por secuencia, (),,,. La longitud de secuencia es v = 20. Tal y como
puede verse en la figura, en todos los casos aparecen tres regimenes diferentes: la cuasiespecie, el umbral de
error y la extincion (ver texto para una discusion detallada)

QEI(ZZV):Qex(Czl): \ BDm 9.9
El sistema 9.1 puede analizarse de forma numérica cuando se considera que el fenotipo mutante
tiene una ventaja selectiva en cis de tipo multiplicativo, 1 4+ v. El resultado es similar a los observado
en los capitulos 6 y 8. Si el fenotipo mutante presenta una ventaja selectiva v > 0, tanto el umbral
de extincién como el umbral de error aumentan, es decir, tienen lugar a menores tasas de mutacién.
Por el contrario, si el fenotipo mutante presenta una desventaja selectiva en cis (v < 0), el umbral
de extincién y el umbral de error disminuyen, de forma que tanto la extincién como la entrada en
catéstrofe de error tienen lugar a tasas de mutacién mayores (datos no mostrados).
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Capitulo 10

Factor de interaccion en cis dependiente
de densidad

Como se ha visto en el apartado 1.4.4 de la introduccidn, la densidad es un factor muy importante
a tener en cuenta en todo modelo de defeccion letal, ya que, en principio, si la densidad poblacional
disminuye también lo hardn las interacciones entre los individuos de la poblacién y, por tanto, la
defeccion letal podria, en teoria, verse afectada de una u otra forma, tal y como han sefialado algunos
autores (Steinmeyer y Wilke, 2009).

Para poder considerar la dependencia de las interacciones con la densidad poblacional 16gica-
mente no se puede aplicar la restriccién de poblacidn constante, puesto que si no varia la poblacion,
tampoco lo hace la densidad. Por este motivo, se considerard que la poblacién es variable, utilizando
una restriccion al crecimiento logistica, tal y como se ha hecho en apartados anteriores.

Como primera aproximacion al estudio del efecto de la densidad en el modelo de cuasiespecies
que interaccionan en trans, se supondra que el factor de interaccién en cis, ¢, depende de la densidad
poblacional. Cuanto mayor sea la densidad poblacional, mayores serdn las interacciones con otros in-
dividuos. Por el contrario, cuanto menor sea la densidad poblacional, menores serdn las interacciones
con el resto de la poblacion. La forma mads sencilla de introducir esta dependencia con la densidad
es considerando que el factor de interaccion en cis, ¢, disminuye linealmente al aumentar el tamafio
poblacional.

c:N—Zmi (10.1)

De esta forma, cuando la poblacién crece y > x; — N las interacciones entre individuos de la

7
poblacién aumentan y el factor de interaccién en cis tiende a cero, ¢ — 0, mientras que si la poblacién
decrece, Y x; — 0, las interacciones entre los individuos que conforman la poblacién decrecen de

K3
forma que ¢ — 1, indicando que el individuo sélo interacciona consigo mismo. Teniendo todo esto en
cuenta, los factores de amplificacion de las especies maestra y mutante, A,, y Ay, vienen definidos,
para el caso particualr N = 1, por:

Ap(zm, 21) = c(2;) B + (1 — ¢(2;))B = By, — (B, — Bi)xg (10.2)

Ap(zm, wx) = (e(z;) By + (1 — c(2;))B)(1 + v) = (Bk + (Bm — Br)zm) (1 + ) (10.3)
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En los que se ha considerado que el fenotipo mutante puede tener una ventaja o desventaja se-
lectiva de tipo multiplicativo, v, que, por simplicidad, serd el tinico caso estudiado en este capitulo.
Como se ha venido haciendo a lo largo de este trabajo, en primer lugar se estudiara el caso en el que
se considera que v = 0, y posteriormente el caso en el que existe una ventaja o desventaja selectiva
del fenotipo mutante tanto en ausencia como en presencia de mutacion.

10.1. El fenotipo mutante no tiene una ventaja o desventaja selectiva,
v=20

Por simplicidad y sin pérdida de generalidad, se estudiara el caso particular NV = 1, de forma que
c =1 — z,, — . Suponiendo que el fenotipo mutante no tiene una ventaja o desventaja selectiva,
v = 0, el comportamiento del sistema viene determinado por el siguiente sistema de ecuaciones
diferenciales:

drp,

% =1 —xm — k) (Bm — (Bm — Br)xg) QmTm — Dy,

d

% = (1= zm — 2x) (B + (B — Bi)zm)) zk (10.4)

+ (1 —2m — xk) (Bm — (Bm — Br)xg) (1 — Q) xm — Dy,

de donde pueden obtenerse tres estados estacionarios. La tabla 10.1 resume los resultados obteni-
dos.

El principal objetivo de este capitulo es estudiar el efecto de las interacciones dependientes de
densidad sobre el lastre mutacional y el umbral de extincién. Teniendo en cuenta que el factor de
amplificacién medio en el estado estacionario I es

Ao VD?Q2, — 4B,,DQ2, + 4B, DQ, — DQyy,
B 2(1 - Qm)

(10.5)

Es posible obtener el umbral de extincién, despejando el valor de @),,, que hace que se cumpla la
condicidn de extincion A — D = 0. En este caso, el valor del umbral de extincidon que se obtiene es:

D

m,exr — 15 10.
Qm, B (10.6)

que coincide con el valor del umbral de extincién en ausencia de interacciones en trans (es decir,
cuando ¢ = 1, ver apéndice A). De esta manera, al considerar el efecto de la densidad sobre las
interacciones intrapoblacionales, el umbral de extincidén no se ve afectado por las interacciones en
trans.

La figura 10.1 muestra este fenémeno: cuando las interacciones dependen de la densidad, ¢ =
1 — z,, — xk, el umbral de extincién coincide con el umbral de extincién cuando ¢ = 1, a pesar
de que la poblacion total es siempre menor. Es decir, el umbral de extincién se comporta como si no
hubiese interaccién en trans. Sin embargo, la poblacidn total en el caso en el que las interacciones son
dependientes de densidad es siempre mayor que en el caso en que se considera un c¢ constante bajo,
como por ejemplo para el caso ¢ = 0.25. Para valores de ¢ constante mds altos, como por ejemplo
c = 0.75, la poblacién total cuando las interacciones dependen de la densidad es mayor o menor
dependiendo del valor de @),,.
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Extincion y mutacion

Estado Estacionario

Propiedades

2D(BmQm+B;(1—Qm)
(Bi—Br)(v/DQu (4B (1=Qm)+DQm)—DQm)
Br(1-Qm)+D

Tm =

Poblacion T Bm—-Br)(1-Qm)
_ Qm(2B"l(1_Q7ﬂ)+D)+\/D2Q%L_4BmDQ%L+4BmDQ7n
Estado estacionario I. Lk = 2(Brm—Br)Qm(1—Qm)
Coexistencia. Equilibrio
seleccion-mutacion Estabilidad BmQmD > BrQmD + B3(1 — Q)
(Cuasiespecies) k
_ D2Q2 —4B,,DQ2 +4B,,D —D
Productividad| £ = \/ @ m2 ?mg mDQm @m - D
media (1-Qm)
D2Q2 —4B,,DQ2 +4B,,D - D
Lastre LA:I—\/ @ ;lem+Bm @ @
mutacional (1= @m)Bm
‘2 B, —D
Poblacion Ty =0 T = ———
By,

Estabilidad Bp > D BmQmD < B>(1 — Qm) + BrQmD
Estado estacionario II. B
“Catastrofe de error” Productividad E=B,-D

media

B

Lastre Ly=1-— Bka‘

mutacional m

Poblacion Ty =0 zp =0

Estabilidad D > By B.Qmn <D
Estado estacionario III. B
Extincién. Productividad E=0

media

Lastre Ly=1

mutacional

Tabla 10.1: Resumen de los resultados obtenidos del analisis de estados estacionarios para las cuasies-
pecies que interaccionan en trans, cuando c depende linealmente del tamaio poblacional, para el caso
v = 0. Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del sistema 10.4. La fila lla-
mada “Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estacionario sea asintoticamente
estable. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se
obtiene a partir del sistema 10.4
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Figura 10.1: Variaciéon de la poblacion total con el factor de calidad por secuencia, (0, para diferentes
valores de c. La figura muestra que el valor del umbral de extincién, Q)., cuando el factor de interaccién en
cis depende del tamafio poblacional es el mismo que cuando ¢ = 1y, por tanto, menor que en presencia de
interacciones en trans. Bm = 10; Bk = 2; D = 3;

La figura 10.2 muestra como varia el lastre mutacional con el factor de calidad cuando las inter-
acciones dependen de la densidad y para diferentes valores constantes del factor de interaccién en
cis. Cuando c es dependiente de la densidad, el lastre mutacional crece respecto al caso en el que no
existe interaccion en trans (¢ = 1), pero ambos se igualan para ,,, = 0.5, que, en este ejemplo, es el
umbral de extincién del sistema. Por otro lado, para determinados valores de (),,,, también es superior
a valores de ¢ como 0.75. Sin embargo, el lastre mutacional es siempre inferior a la que se obtiene
para valores mds bajos de ¢, como 0.25.

A partir de las condiciones de estabilidad del estado estacionario II se puede obtener el umbral de
error del sistema:

Bf

= 10.7
O BI 4 (B Bo)D 107

. . : . B,

Si se toma, como en capitulos anteriores, la superioridad como op = B obtenemos:
k
B R

Qe = == o (10.8)

Bm—D(JB—oB) Rm—i—aé—aB

B
Donde R,, = jm es la eficacia bioldgica del fenotipo maestro.

Es interesante comparar este valor del umbral de error con el obtenido en condiciones de ausencia
de interacciones dependientes de densidad (ecu. 6.11). Cuando se expresa en funcién de R, y o, se
obtiene:

- 1
- 1—c+cop

Qe (10.9)
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Figura 10.2: Lastre mutacional en funcién del factor de calidad por secuencia, para diferentes valores
del factor de interaccion en cis, c. Bmm = 10; Bk = 3; D = 5;

que no depende de la eficacia bioldgica absoluta de la poblacién, R,,. Sin embargo, cuando las
interacciones dependen de la densidad, el umbral de error, ecu. 10.8, si que depende de la eficacia
absoluta del fenotipo maestro. Mds atin, puesto que:

Q. __oplon=1 (10.10)

AR~ (0% —op + Ru)’

si se mantienen la superioridad o g constante, el umbral de error aumenta al aumentar la eficacia
absoluta del fenotipo maestro, es decir, la poblacién entra en catastrofe de error a menores tasas de
mutacién. Una vez mds, desde la perspectiva de la interpretacion cldsica de la entrada en catastrofe
de error como un fenémeno que supone la desaparicién de la cuasiespecie, la aparicién de una “crisis
de informacién”, etc., este resultado es completamente contraituitivo. No lo es, sin embargo, si se
considera que la aparicion de un umbral de error es consecuencia de la accidn de la seleccion natural.
Puesto que las eficacias bioldgicas dependen de las interacciones en trans y, en este caso, estas depen-
den de la densidad poblacional, una mayor eficacia bioldgica absoluta del fenotipo maestro supone
una mayor densidad poblacional, lo que a su vez implica mayores interacciones en trans y, por lo
tanto, una menor eficacia bioldgica relativa del fenotipo maestro sobre el mutante, ya que éste tiene
una mayor eficacia biolégica cuanto mayores sean las interacciones en trans, tal y como se ha visto a
lo largo de este trabajo.

De hecho, al igual que a lo largo de la Tesis, es posible obtener un valor del coeficiente de selec-
cidén para este caso segin:

Ak(:L‘SS_IH)

m

T A (@NQ,,

(10.11)

Introduciendo las concentraciones de los fenotipos maestro y mutante se obtiene como coeficiente
de seleccion:
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s~ (1=Qu) V2B~ DOnUBL(1— @) + DOn) —2BiQm + D@ (0 1o

Que se hace cero cuando @), = Q. , lo que, como se ha visto, implica que el umbral de error
es el valor de la tasa de mutacion a partir de la cual el fenotipo mutante y no el fenotipo maestro se
ve favorecido por la seleccidn natural, tal y como se estudié en la seccion 3.1 de este trabajo. Nu-
méricamente, se obtiene que cuanto mayor es R,,,, mayor -es decir, menos negativo- es el coeficiente
de seleccion, lo que indica que la presién de seleccién se hace menor cuanto mayor es la eficacia
bioldgica absoluta del fenotipo maestro.

10.2. El fenotipo mutante tiene una ventaja o desventaja selectiva en
cis, v # 0, en presencia de mutacion ¢),, < 1

Cuando el fenotipo mutante presenta una ventaja o desventaja selectiva en cis de tipo multiplicati-
vo, los factores de amplificacion vienen definidos por las ecuaciones 10.2 y 10.3. En este caso, aunque
cualitativamente el sistema no cambia demasiado, se hace mucho mas dificil de tratar analiticamente.
Por este motivo para estudiar el sistema en presencia de mutacién se recurrird fundamentalmente a
métodos numéricos. En este caso, el sistema de ecuaciones diferenciales resultante es:

% = (N = @ — @) (B + (B — Br)am)(1+0)) 2 (10.13)

=+ (N — Ty — xk) (Bm — (Bm — Bk)xk) (1 — Qm)xm — Dl‘k

El sistema de EDO 10.13 presenta tres estados estacionarios. En el primero, ambas especies co-
existen en un equilibrio de selecciéon-mutacidn que adopta la forma de una cuasiespecie. En el segundo
estado estacionario, la “catastrofe de error”, s6lo esta presente el fenotipo mutante. El tercer estado
estacionario es la extincién. Las expresiones de los estados estacionarios que se obtienen a partir de
este sistema de ecuaciones diferenciales son o bien bastante complejas y poco informativas, en el caso
del estado estacionario I, o bien triviales, en el caso de los estados estacionario I y II, por lo que no se
incluirdn aqui. Tal y como se ha venido realizando a lo largo de este trabajo, a partir de las condicion
de estabilidad genética del estado estacionario II, es posible obtener el valor del umbral de error del
sistema, asi como la ventaja selectiva maxima a partir de la cual se impone el fenotipo mutante:

Qe = Bi(l+ o) (10.14)
‘" B2(1+wv)+ (Bm— Br)D '
. Bm, B, i
Que, considerando que R, = o yqueop = B, también puede expresarse como:
k
Ri(14v)?
Q. = m(L+0) (10.15)

(0% — 0B+ Rm (1+0))

El resultado obtenido para el umbral de error es formalmente equivalente al obtenido en el caso
v = 0, seccién 9.1. Al igual que ocurre en el caso v = 0, el umbral de error aumenta al aumentar la
eficacia bioldgica absoluta del fenotipo maestro, R,,.
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Debido a la complejidad de las expresiones analiticas de z,,, y x en el estado estacionario I de
coexistencia, el estudio del efecto de la ventaja selectiva, v, sobre el umbral de extincién y el tamafio
poblacional se llevard a cabo exclusivamente por métodos numéricos.

La figura 9.4a muestra que el valor de v apenas altera la variacion de la poblacidn total al aumentar
la tasas de mutacion. Més atn, el valor del umbral de extincién es independiente de v y vuelve a

D
coincidir con Q¢ = B Sin embargo, la composicién de la poblacién si que depende del valor de

m
v, siendo mayor la fraccién de fenotipo mutante cuanto mayor es v, tal y como se observa en la figura
10.3b.
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(b) Fraccién de fenotipo mutante

Figura 10.3: Efecto de la ventaja o desventaja selectiva en cis, v sobre el tamaiio (a) y la composicién (b)
poblacional El umbral de extincién no depende de la ventaja o desventaja selectiva en cis, v. La fraccién de
fenotipo mutante en la poblacién es mayor cuanto mayor es su ventaja selectiva en cis, v. Bm = 10; Bk =
3;D =5.
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Capitulo 11

Interaccion en grupos de tamaio variable

En el capitulo 10 se estudi6 la influencia que tienen los cambios en la densidad poblacional en
la defeccion letal considerando que las interacciones en frans dependian del tamafio poblacional.
El principal resultado obtenido fue que, cuando se considera explicitamente el efecto de la densidad
sobre el grado de interaccidn intrapoblacional, la presencia de mutantes defectivos no afecta al umbral
de extincion de la cuasiespecie, aun cuando pueda afectar a la distribucién y tamafio poblacional de
la misma antes de dicho umbral.

En este capitulo se estudiard el mismo problema desde una perspectiva diferente, considerando
que los diferentes individuos interaccionan en grupos cuyo tamaiio varia dependiendo del tamafio de
la poblacién. Algo parecido es lo que ocurre en las infecciones por virus RNA. La multiplicidad de
infeccién promedio, es decir, el nimero de virus por célula, disminuye al disminuir el tamafio de po-
blacién viral, haciendo las coinfecciones cada vez menos frecuentes. Esto implica, por supuesto, que
durante el proceso de extincion de un virus, las coinfecciones disminuyen, algo que ha sido utilizado
como argumento contra la posibilidad de que la defeccion letal sea un mecanismo determinante en
la extincién de los virus RNA por mutagénesis letal (Steinmeyer y Wilke, 2009). Pues bien, en este
capitulo se estudiard hasta qué punto afecta la disminucién de coinfeccién a la extincién de un virus
por defeccion letal.

Para estudiar este fendmeno, se han tomado como referencia los llamados juegos de bienes piibli-
cos ecologicos (EPGG, por sus siglas en inglés Ecological Public Goods Games). Los EPGG, desa-
rrollados por Hauert en colaboracién con otros autores (Hauert et al., 2006a, 2008; Wakano et al.,
2009; Wakano y Hauert, 2011), son una extensién de los juegos de bienes ptblicos en la que se tiene
en cuenta el efecto que los cambios demograficos producidos por las interacciones entre coopera-
dores y defectores tienen sobre dichas interacciones, que es un ejemplo de lo que algunos autores
denominan feedback eco-evolutivo.

En esta seccién se ha desarrollado un modelo que combina la dindmica demogréfica de los EPGG
con el modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans desarrollado previamente para esta Tesis.
En este modelo, las interacciones en frans entre los individuos de la cuasiespecie tienen lugar en
grupos cuyo tamafio depende del tamafio poblacional, por lo que, al igual que en los EPGG, los
cambios en el tamafo poblacional que produce la extincién por defeccidn letal van a modificar al
propio mecanismo de defeccién letal.

11.1. Descripcion del modelo

Para tener en cuenta el cambio en el tamafio de grupo al disminuir el tamafio poblacional, lo que
se hace es formar grupos compuestos de individuos de ambos fenotipos y de “espacios vacios”, z,
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considerando que x,, + =) + z = 1. Se considera que para que los individuos se repliquen dentro
de un grupo, tiene que existir al menos un espacio vacio en el grupo. De esta forma, lo que se esta
haciendo es considerar una restriccién de tipo logistico al crecimiento poblacional al igual que se
hacia en los capitulos anteriores. El punto destacado de este modelo es que al considerar los grupos de
tamafio variable, se introduce una dependencia con la densidad, puesto que al disminuir la poblacion,
disminuye el nimero de especies autorreplicativas en cada grupo y aumenta el nimero de espacios
libres, por lo que las interacciones entre individuos son menores.

El modelo viene determinado por el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales:

Az,

d

% = 2fm(1 = Qm)Tm + 2 frrr — Dy, (1L.1)
dz

donde las f; son los factores de amplificacion de los fenotipos maestro, m, y mutante, k. En
ellos se promedia el factor de amplificacién que tiene cada individuo en cada uno de los grupos que
puede formarse con un tamafio y composicién determinada normalizados por la probabilidad de que
se forme dicho grupo. D es el factor de degradacién de los dos fenotipos y @)y, es el factor de calidad
por secuencia del fenotipo maestro. En los EPGG, los factores f reciben el nombre de “average
payoff” o “pago promedio”, que deriva de la llamada matriz de pagos de la teoria de juegos (ver
apéndice B).

Siguiendo a (Hauert et al., 2006a), se define un limite de coinfeccion, n,,4.. A diferencia de los
EPGQG, en este caso no se considera que el tamafio minimo de grupo sea 2, sino que se tendrd en
cuenta que pueden existir grupos formados por un tnico individuo, ya que en las infecciones virales
una Unica particula viral puede dar lugar a una infeccién productiva.

La contribucién de cada grupo en el que interacciona un individuo del fenotipo 7 a su factor
de amplificacién promedio, f;, depende de tres factores. En primer lugar, de la probabilidad de que
un individuo se encuentre en un grupo de tamafio K, interaccionando, por tanto, con otros K — 1
individuos. Esta probabilidad viene definida por

_( n—1  \E-1_n-K
P(K)—<K_1 >(1 2 (11.2)

donde z es la concentracién de huecos libres y, por tanto, 1 — z es la poblacién total en un
momento dado. En segundo lugar, hay que tener en cuenta la probabilidad de que, en un grupo con
K individuos, el individuo ¢ interaccione con m individuos del fenotipo maestro y K — 1 — m del
fenotipo mutante. Esta probabilidad viene determinada por

m K—1-m
Pim,K —1—m) = < Kﬂ; 1 ) <1$_””‘Z> (ﬁ:) (11.3)

Por dltimo, ambas probabilidades se multiplican por el factor de amplificacién del individuo ¢ en
dicho grupo.

Bmm—i—BZ-—l—Bk(K—l—m)
K+1

Ai(m, K —1—m) = [cBi—i—(l—c) ] (14 v;) (11.4)
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Resultando en

fi(K,m, K —1—m) < P(K)P(m, K —1—m)Ai(m, K —1—m) (11.5)

Donde f;(m,K — 1 — m) es el factor de amplificacién del individuo 7 en un grupo de tamafio
K donde interacciona con m individuos del fenotipo maestro y K — 1 — m individuos del fenotipo
mutante. Se puede definir el factor de amplificacién promedio para todas las posibles distribuciones
de individuos con las que puede interaccionar el individuo 7 cuando estd en un grupo de tamafio K.
Este f;(K) viene definido por:

filK) = KZ_I < Kﬂ; ! ) <1xfz>m<£“z>K_l_mAi(m,K— 1-m)  (116)

m=0

El factor f; total de cada fenotipo es la suma de los factores de amplificacion del individuo ¢ en
cada una de las distribuciones de individuos que se puede encontrar, en cada uno de los tamafios de
grupo, obviamente multiplicados por su probabilidad:

fi=> PE)fi(K)="> < ]”{_11 ) (1—2) 1K p(K) (11.7)
K=1

K=1

Puesto que la parte de recurso no compartida cB;, la parte que no interacciona en trans, no depen-
de del tamaiio de grupo, es posible dividir el factor de amplificacién promedio en dos contribuciones:

fi=[eBi+ (1 —c)B;] (1 +v;) (11.8)

Donde ahora el valor del recurso medio B que experimenta un individuo es:

n K
Bi=(1-¢) Z Z( m,K—1—m)Bmm+Bi_[‘;_lj_k(lK_1_m)>] (11.9)
K=1 m=0

Teniendo esto en cuenta, y puesto que z = 1 — z,,, — X, el sistema de ecuaciones diferenciales
ordinarias que determina este modelo es:

d-;Tm:(l_xm_xk) (CBm+(1_C) )mem_Dl‘m
d _ _
Sk = (1= = 2i) (B + (1 = ) Bn) (1= Qu)am + (eBi+ (1 =B ] 11V
— ka
donde B,, y By vienen determinados por:
- = B (m +1) + Bu(K — 1 —m)
B =(1- P(m,K —1—m)—" AN
[ iy
o (11.11)
& - Bmm + B(K —
By=(1-c¢) P(K) (P(m,K—l_m) m+ Kk( m))]
K=1 m=0
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El sistema de ecuaciones diferenciales 11.10 es demasiado complicado para analizarlo analitica-
mente, por lo que se ha recurrido a su estudio mediante integracion numérica utilizando una rutina
Runge-Kutta proporcionada por la plataforma de software matematico MATLAB(®).

11.2. Dependencia de la extincion con las interacciones en frans y del
limite de coinfeccion, n,,,,

En primer lugar este modelo se utilizard para estudiar la extincién debida a defeccion letal. Para
ello se estudiard como afectan el factor de interaccién en cis, ¢, y el limite de coinfeccién, 1,4z,
al umbral de extincién y a la variacion del tamafio poblacional en funcién de la tasa de mutacion. El
resultado es que, en este modelo, el umbral de extincién no depende ni del factor de interaccién en cis,
¢, ni del limite de coinfeccidn n,,q4- A pesar de que el tamafio poblacional a cada tasa de mutacion si
depende de ambos factores, el umbral de extincidn viene determinado exclusivamente por la eficacia
bioldgica absoluta del fenotipo maestro, Rz,,, tomando dicho umbral el valor:

D 1

Qe = AN - BN (11.12)

tal y como se puede observar en la figura 11.1 .

La contribucién del fenotipo mutante al bien ptiblico, By o el que presente una ventaja o una
desventaja selectiva, v, tampoco influyen en el umbral de extincién de la cuasiespecie. La figura 11.2
muestra que una ventaja selectiva del fenotipo mutante (v > 0) disminuye ligeramente el tamafio
poblacional, pero que esta disminucién se anula al disminuir la poblacién, ya que cuando el tamafio
de poblacién es pequefio, el comportamiento de la poblacién depende solamente del fenotipo maestro.

11.3. Equilibrio seleccion-mutacién y umbral de error

En el apartado anterior se ha visto que, si bien el tamafo poblacional depende ligeramente del
factor de interaccién en cis, c, el umbral de extincién es independiente tanto de ¢ como de 7,,,45. En
este apartado se estudiard como varia el lastre mutacional con el factor de interaccion en cis y del
limite de coinfeccion, nymqaq.

La figura 11.3 muestra el efecto que tiene sobre el lastre mutacional la disminucién del factor de
interaccidn en cis para diferentes valores de n,,4.. En ella se observa que, antes de que el fenotipo
mutante se imponga sobre el maestro, el lastre mutacional es mayor cuanto menor es el factor de
interaccion en cis, tal y como se ha descrito a lo largo de todo este trabajo. Este incremento del lastre
mutacional es mayor cuanto mayor sea el mdximo limite de coinfeccion permitido, 1,45, (fig.11.4).
Tal y como se describié en el capitulo 7, en el que se consideraba un tamafio de grupo constante,
cuanto mayor es el tamafio de grupo, menor es la eficacia bioldgica relativa del fenotipo maestro
sobre el mutante y, por tanto, mayor es el lastre mutacional. Por supuesto, la disminucion de dicha
eficacia bioldgica relativa se traduce en un aumento del umbral de error (el umbral de error es el valor
de Q.,, para el cual el lastre mutacional empieza a ser constante).

Por supuesto, tal y como se ha visto a lo largo de este trabajo, una ventaja o desventaja selectiva,
v, del fenotipo mutante aumenta o disminuye, respectivamente, el lastre mutacional y el umbral de
error (datos no mostrados).
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Figura 11.1: Variacion del tamaiio poblacional en funcién del factor de calidad @), para diferentes
valores de c. En la figura se observa que ni el factor de interaccién en cis, ¢, ni limite de coinfeccién, n,,qz
alteran el umbral de extincién, Q.. = 0.5. Sin embargo, la poblacion total antes del mismo si que depende
de ¢, pero solo cuando el limite de coinfeccion es suficientemente grande. Igualmente, para un mismo valor de
c menor que 1, cuanto mayor sea 7.,,,, menor serd la poblacién en el estado estacionario. Bm = 10; Bk =
2;D =5;v=0.
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Figura 11.2: Variaciéon del tamaiio poblacional con el factor de calidad para diferentes valores de v.
Cuando el tamafio del grupo de interaccion depende del tamafio poblacional, el umbral de extincién no depende
de la ventaja o desventaja selectiva en cis, v. Nypq, = 5;¢ = 0.25; B,;, = 10; B, = 3; D = 5.
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Figura 11.3: Variacion del laste mutacional con el factor de calidad por secuencia (),,, para diferentes
valores de n,,,,, y ¢ El lastre mutacional para ¢ = 1, no depende del limite de coinfeccién, 1,4, Sin embargo,
en presencia de interaccion en trans (c < 1), el lastre mutacional y el umbral de error son mayores cuanto
mayor es Nyq,- Bm = 10; Bk =5;D = 1;v = 0.

11.4. Tamano de grupo promedio y lastre mutacional

El tamafio de grupo promedio en el estado estacionario depende, obviamente, del tamafio pobla-
cional y, éste a su vez, de la productividad media de la cuasiespecie en el estado estacionario. En este
modelo, la productividad media depende exclusivamente de la eficacia absoluta del fenotipo maestro,
R, por lo que, en ultima instancia, el tamafio promedio de grupo en el estado estacionario tiende
asintéticamente hacia el limite de coinfeccion al aumentar R,,, tal y como se observa en la figura
11.5. De hecho, en el estado estacionario, la productividad media puede aproximarse utilizando la
expresion obtenida en el capitulo 7 para un tamafio de grupo constante, n:
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Figura 11.4: Variacion del lastre mutacional con el factor de calidad por secuencia para diferentes valores
de 7,4, cuando ¢ = (.25. El lastre mutacional y el umbral de error son mayores cuanto mayor es 7,qy -
c=025Bm=10;Bk=5;D=1;v=0

BQO(l —Cc+ CTL)
n(l —Qm + ch) + Qm(l - C)

introduciendo en lugar del tamafio de grupo constante n, el tamafio de grupo promedio obtenido
en la simulacion.

A= (11.13)

Ahora bien, puesto que la diferencia de eficacias biolégicas entre el fenotipo maestro y el mutante
disminuye al aumentar el tamafo de grupo, y éste depende, en tltima instancia, de la contribucién
del fenotipo maestro, el lastre mutacional -y el umbral de error- debe depender también de esta con-
tribucién. Efectivamente, es posible comprobar que, aun manteniendo constante la relacién entre B,

y By, el lastre mutacional aumenta al aumentar R,,, = — tal y como muestra la figura 11.6. Esto

implica que, cuando se tiene en cuenta el efecto de la densidad, el lastre mutacional no sélo depende
de la relacién entre las eficacias bioldgicas de los fenotipos, sino también de su valor absoluto, de
forma que el lastre mutacional es mayor cuanto mayor es la eficacia biolégica absoluta promedio de
la cuasiespecie. El motivo es, por supuesto, que la eficacia bioldgica relativa del fenotipo mutante
depende del tamafio de grupo de las interacciones, de forma que al aumentar la eficacia bioldgica ab-
soluta y, por tanto, el tamafio poblacional, aumentamos su eficacia bioldgica relativa. Este fenémeno
también habia sido observado en el capitulo 10, en el que se estudiaba el caso en el que el factor de
interaccion c dependia del tamafio de poblacién. Al igual que en dicho capitulo, puesto que el umbral
de error también depende de la relacién entre las eficacias bioldgicas efectivas del fenotipo mutante
y el fenotipo maestro, su valor también aumenta al aumentar la eficacia bioldgica absoluta, aun cuan-

. B
do la superioridad, op = B—m, se mantenga constante, tal y como se observa en la figura 11.6. Por

k
supuesto, ambos fenémenos dependen de la existencia de interacciones en trans y, de hecho, cuando
¢ = 1, ni el lastre mutacional ni el umbral de error dependen de la eficacia biolégica absoluta del
fenotipo maestro, R,,.

Sin embargo, no se puede descartar que este ultimo resultado se deba, en parte, al paisaje de
eficacias bioldgicas utilizado, tipo Single-Peak, ya que parece, hasta cierto punto, dependiente de que
la productividad media dependa exclusivamente del fenotipo maestro.
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Figura 11.5: Variaciéon del tamafio promedio de grupo con B,,,. Cuanto mayor es la eficacia bioldgica R,,,
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Figura 11.6: . Variacién del lastre mutacional con el factor de calidad en funcién de la eficacia bioldig-

ca absoluta, R,, Cuanto mayor es el la eficacia bioldgica absoluta R,,, manteniendo constante la eficacia

R,  Bn
bioldgica relativa op = T =5 = 2, mayor es el valor del umbral de error. D = 1;¢ = 0.25; nypge = 5
k k
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Capitulo 12

Modelo anidado

En el capitulo anterior se estudié un modelo en el que las cuasiespecies interaccionaban en trans
en grupos cuyo tamaiio dependia del tamafio poblacional. El resultado mds importante de dicho capi-
tulo es la independencia del umbral de extincién respecto al factor de interaccion en cis y al tamafio
maximo de grupo n,,q4, un resultado equivalente al obtenido en el capitulo 10, en el que se considera-
ba que el factor de interaccion en cis, ¢, de la cuasiespecie era dependiente de la densidad poblacional.
Ambos resultados sugeririan que la contribucién de la defeccidn letal a la extincién de una cuasiespe-
cie por mutagénesis letal seria bastante limitada debido al feedback eco-evolutivo, es decir, al efecto
atenuante que tendrian los cambios demograficos en la accidn interferente de los individuos defec-
tores, tal y como habia sido sugerido previamente (Steinmeyer y Wilke, 2009). Sin embargo, ambos
modelos s6lo ofrecen una perspectiva parcial del mecanismo que da lugar a la defeccién letal.

En la defeccidn letal se pueden distinguir claramente dos contribuciones. Por un lado, la coinfec-
cién de una célula por virus defectores y virus viables, que resulta en la interferencia de estos dltimos.
Esta contribucién necesita de multiplicidades de infeccién relativamente elevadas para que la coin-
feccidn pueda tener lugar. Puesto que al disminuir el tamafio poblacional disminuye la multiplicidad
de infeccidn, esta contribucién se auto-atenda al avanzar el proceso de extincién. Sin embargo, la
defeccion letal tiene otra contribucién que depende de la generacién de virus mutantes defectores
por los virus RNA que infectan la célula, y que pueden interferir en el desarrollo de la infeccion en
dicha célula. Esta autodefeccion no se ve atenuada en ningln caso por la disminucién del tamafio
poblacional puesto que no depende de la multiplicidad de infeccidn.

Los modelos presentados en los capitulos 10 y 11 sélo tienen en cuenta la primera contribucién a
la defeccion letal: la interaccidn inicial entre individuos defectores y viables, que depende del tamafio
poblacional. Sin embargo, ninguno de ellos tiene en cuenta el hecho de que durante la replicacion
intracelular de un virus RNA, la progenie mutante que produce dicho virus durante dicha replicacién
puede interferir con la reproduccién viral. Es decir, los modelos anteriores no tenian en cuenta la
produccioén intracelular de novo de mutantes defectivos y el efecto que ello tiene en la interferencia
y la defeccién letal. En este capitulo se estudiard un modelo que pretende tener en cuenta las dos
contribuciones a la defeccion letal: la interaccion entre especies autorreplicativas defectoras y viables
en grupos cuyo tamafio depende de la densidad de poblacién, pero también la autodefeccion en el
seno de dichos grupos.

12.1. Descripcion del Modelo

En el modelo presentado en este capitulo se supone que se forman grupos de tamafio variable
dentro de los cuales se produce una dindmica de cuasiespecies que interaccionan en trans. Es decir, los
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individuos que forman el grupo se consideran la poblacién inicial de una dindmica de cuasiespecies
que se desarrolla hasta cumplir una condicién final definida previamente (por ejemplo, un tiempo de
infeccién, una cantidad total de virus o una combinacién de ambas).

De esta forma se tiene en cuenta tanto la dindmica de formacién de grupos, que depende de las
condiciones demogréaficas y de la composicion genética de la poblacién, como el desarrollo de los
procesos genético-evolutivos dentro de los grupos. Ambas dindmicas, dentro y fuera de los grupos,
se condicionan mutuamente. Se supone que los grupos tratan de representar, en una primera apro-
ximacion, las células, por lo que este modelo tendria en cuenta tanto la dindmica extracelular, de
coinfeccioén a diferentes multiplicidades de infeccién, como la dindmica intracelular, que en este caso
se reduce a la accién de la seleccion y la mutacidn en presencia de interacciones en trans. Por tanto,
se podia considerar que este modelo es un modelo de los considerados nested o anidados (Sasaki y
Iwasa, 1991; Gilchrist y Sasaki, 2002; Krakauer y Komarova, 2003; Coombs et al., 2007).

12.1.1. Dinamica fuera de los grupos

La dindmica fuera de los grupos se basa en las mismas consideraciones que el modelo del capitulo
anterior. Es decir, los grupos se forman con individuos de ambos fenotipos y con “huecos libres” z
hasta completar su tamafilo maximo, suponiendo que x,, + x) + z = 1. Para que los individuos se
repliquen dentro de un grupo, tiene que haber “huecos libres” dentro del mismo. Al igual que en
el capitulo anterior, la disminucién de la poblacién disminuird el tamafio promedio de los grupos,
haciendo que las interacciones entre individuos sean menores. Teniendo esto en cuenta, el modelo
esta representado por el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales:

dzm,

% = meminm + mek:xk —dzmy,

d

% = 2fkmTm + 2 fextr — dxg (12.1)
dz

Que puede reducirse a un sistema de ecuaciones diferenciales de tipo logistico, puesto que z =
1 —azm — zk.
dzm,

W = (1 — Tm — l‘k) (fmmxm + fmk-’pk) —dxy,
(12.2)

% = (1 = 2m — k) (fkm@Tm + frrzr) — dzy

Donde d es la tasa de degradacién de los fenotipos maestro y mutante fuera de los grupos, mientras
que los f;; son las tasas de produccién de ambos fenotipos. Por un lado, los f;; son las tasas de
produccidn del fenotipo 7 en grupos donde hay individuos de ambos fenotipos, lo que incluye tanto la
replicacion del fenotipo 7 como la mutacién desde el fenotipo j. Por otro lado, los f;; son las tasas de
produccién de los fenotipos ¢ donde s6lo hay individuos del fenotipo j. Es decir, fpm ¥ frx son las
tasas de produccién de los fenotipos maestro y mutante en todos aquellos grupos que estan formados
por individuos de ambos fenotipos. Sin embargo, f,,; es la tasa de produccién de individuos del
fenotipo maestro en aquellos grupos formados exclusivamente por individuos del fenotipo mutante.
Puesto que en el paisaje de eficacia bioldgica Single-Peak que se utiliza en este modelo se considera,
como es habitual, que no hay back-mutation desde el fenotipo mutante al fenotipo maestro, f,, = 0.
Igualmente, fy,, es la tasa de produccién de individuos del fenotipo mutante en aquellos grupos
exclusivamente formados por individuos del fenotipo maestro. Para cualquier factor de calidad Q,,, <
1, este valor es diferente de cero. Si, por el contrario, si se considera que no hay mutacién, entonces
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Jfem(Qm = 1) = 0. De esta forma, el sistema de ecuaciones diferenciales definitivo para el paisaje
Single-Peak es:

dxm,

% = (1 — Tm — xk) fmmwm - dmm

dap (12.3)
T (1 —zm — k) (fom@m + frrxr) — daoy,

Al igual que en el capitulo anterior, se asumird un limite de coinfeccién, o tamafio mdximo de
grupo inicial, igual a 1,4z, y un tamafio minimo de grupo igual a uno. Los valores de los f;; de-
penden, por tanto, de la probabilidad de que se formen grupos de tamafio K, P(K) (ecu. 11.2), y la
probabilidad de que dichos grupos estén formados por m individuos del fenotipo maestroy K — m
individuos del fenotipo mutante P(m, K —1—m) (ecu. 11.3), multiplicadas por la tasa de produccién
de unos y otros individuos en dichos grupos, es decir:

frm = Kzn:l P(K) KZ:;(P(WK —1—=m)Rn(K, m))] (12.4)
ek = Kz_:l P(K) g:o(P(m,K — 1 —m)Ri(K, m))] (12.5)
Frm = ;_:1 P(K) (&) KRk(K, m = K)] (12.6)

Donde R;(K,m) es la tasa de produccion de individuos del fenotipo i en un grupo de tamafio K
con m individuos del fenotipo maestro y K — m del fenotipo mutante. En la ecuacién 12.6 puede
comprobarse que el valor de fi,, s6lo tiene en cuenta los grupos formados exclusivamente por K
individuos del fenotipo maestro.

12.1.2. Dinamica dentro de los grupos

La dindmica dentro de los grupos tiene como objetivo determinar el valor de las tasas de produc-
cién R; (K, m). Como se ha comentado anteriormente, se utilizard la distribucion de individuos que
forman un grupo como condicién inicial de una integracién numérica del modelo de cuasiespecies
que interaccionan en trans visto en el capitulo 8, (ecu. 8.19). Esta integracion numérica se lleva a ca-
bo hasta una condicién final prefijada. Los resultados obtenidos al integrar numéricamente el modelo
hasta la condicion final es lo que se utiliza para obtener los R; (K, m).

Cuando se considera la formacion de grupos de tamafio K formados por m individuos del fenotipo
maestro y K — m del fenotipo mutante, se estdn considerando individuos discretos. Sin embargo,
el modelo de cuasiespecies que interaccionan en frans es un sistema determinista que trabaja con
concentraciones. El primer paso, por tanto, es convertir los individuos discretos que forman los grupos
en concentraciones iniciales para el modelo de cuasiespecies. Para ello lo que se hace es fijar un valor
co, que es la concentracion equivalente de un Unico individuo en un grupo. Es decir, si un grupo estd
formado por K individuos, m de los cuales pertenecen al fenotipo maestro, las condiciones iniciales
del modelo de cuasiespecies son:

12.7)
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Cumpliéndose, por tanto, que x,, (t = 0) + zx (t = 0) = Kco

Esto implica que aquellos grupos formados por mayor nimero de individuos tienen una concen-
tracidn inicial més alta, de forma que, a igual distribucién poblacional, alcanzardn antes la condicién
final.

La condicién final determina cudndo acaba la integraciéon numérica del modelo de cuasiespe-
cies que interaccionan en trans. Existen diferentes posibilidades: fijar un tiempo médximo, un tamafio
maximo de poblacién intracelular, una combinacién de ambas, etc. Sin embargo, por simplicidad
se utilizard la condicién mds sencilla: suponer que la integraciéon numérica ha alcanzado el estado
estacionario del sistema. Por supuesto, esta condicién no tiene, en principio, relacién alguna con la
realidad, sin embargo, a efectos de lo que se quiere estudiar en este capitulo, es decir, la dependencia
del umbral de extincién y el tamafio poblacional con las interacciones en trans, puede considerarse
una buena primera aproximacioén. Ademads, cémo se comentara al final de este capitulo, el estudio de
otras condiciones finales no altera los resultados esenciales.

Las tasas de produccién R;( K, m) van a depender de dos factores.

1. La constante cinética de produccién de individuos de un grupo, k(K,m), que se considera
inversamente relacionada con el al tiempo que tarda en alcanzarse la condicién final.

2. La proporcién de individuos de uno u otro fenotipo que produce dicho grupo, que es igual a las
concentracion, x;, de ambos fenotipos cuando se alcanza la condicion final.

Teniendo esto en cuenta se considerara que:

Ry (K, m) = bok(K, m)xm (K, m)

(12.8)
Ri(K,m) = bok(K,m)z, (K, m)

donde by es una constante que determina la producciéon méaxima tedrica de individuos que podria
darse en el grupo. En realidad estd produccién mixima nunca se alcanza ya que, en el estado estacio-
nario la concentracién total de especies autorreplicantes siempre es menor que la concentracion total,
es decir x,, + z, < N. De hecho, la concentracion total de especies autorreplicativas 7., = x, + T,
puede ser tomado como una medida de la capacidad de una determinada distribucién de individuos
de aprovechar los recursos de la célula. De esta manera, las tasas de produccién resultarian:

Ry (K, m) = bok(K, m)ry (K, m)ym (K, m)

Ri(K,m) = bok(K, m)rm (K, m)y, (K, m) (12.9)

Donde las y; representan las fracciones molares de los diferentes fenotipos. Puesto que la condi-
cidn final elegida es la llegada al estado estacionario, todos los grupos tienen el mismo 7, (K, m) y el
mismo y; (K, m). Esto se debe a que el estado estacionario del modelo de cuasiespecies que interac-
cionan en trans no depende de las condiciones iniciales. Sin embargo, el tiempo de llegada al estado
estacionario si que es dependiente, en general, de las condiciones iniciales, de forma que las diferen-
cias en los R(K, m) vendrian determinadas por las diferencias en k( X, m). Determinar el tiempo de
llegada al estado estacionario no es un problema trivial ya que, en teoria, éste s6lo se alcanza a tiempo
infinito. Afortunadamente, es posible obtener un tiempo promedio de llegada al estado estacionario,
el llamado tiempo caracteristico, T, (Llorens et al., 1999). La expresion para calcular analiticamente
el tiempo caracteristico de la transicion de una determinada variable viene definida por:

Sty dt

T,=% —— (12.10)
[ 1y |dt
0
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Sin embargo, cuando se carece de la expresion explicita de y(¢), como ocurre en este caso, es
posible calcular el tiempo caracteristico de una transicién hallando el 4rea por encima de la trayectoria
de y(t), obtenida por integracién numérica, y por debajo de la asintota que corresponde al estado
estacionario, y dividiéndola por la altura de dicha asintota, tal y como se describié en (Llorens et al.,
1999). En este caso se ha calculado el tiempo caracteristico de llegada al estado estacionario de la
poblacién total, x = x,, + x. Una vez hallado este tiempo caracteristico de llegada al estado
estacionario, 7, es posible considerar que la constante cinética de produccién de individuos por un
grupo es inversamente proporcional a su valor:

1

k(K,m)= 7TC(K,m)

(12.11)

Esta constante presenta las caracteristicas de una constante cinética de primer orden y, en princi-
pio, tiene el sentido de una “media ponderada” de todas las constantes cinéticas que intervienen en la
dindmica intracelular.

12.2. Resultados

El estado estacionario del modelo de cuasiespecies que interaccionan en trans no depende de
las condiciones iniciales. Por tanto, todos los grupos que tengan al menos un individuo del fenotipo
maestro, puesto que no hay back-mutation, alcanzardn el mismo estado estacionario. Por otra parte,
todos los grupos que no contengan ningtn individuo del fenotipo maestro también alcanzaran el
mismo estado estacionario diferente, obviamente, del anterior. La tnica diferencia esta en el tiempo
que tardan en alcanzar dicho estado estacionario, que es menor cuanto mayor sea la condicidn inicial,
es decir, el tamafio de grupo, y también es menor cuanto mayor sea el nimero de fenotipos viables en
la poblacién inicial.

Umbral de extincion e interacciones en trans

En los modelos anteriores en los que se habia considerado el efecto de la densidad (capitulos 10
y 11) se vio que el factor de interaccion en cis no tenia ningin efecto sobre el umbral de extincién.
Sin embargo, al considerar que existe una dindmica de defeccion en el seno de los grupos vuelve a
aparecer una gran dependencia del umbral de extincidn respecto del factor de interaccion en cis, c.
En la figura 12.1 se muestra como varia la poblacion total con el factor de calidad @), para diferentes
valores de ¢, observandose claramente que cuanto menor es ¢ mayor es el umbral de extincién, es
decir, son necesarias menores tasas de mutacién para extinguir la cuasiespecie. De hecho, incluso
considerando que la tasa de interaccién en cis depende inversamente de la densidad de poblacién
segin una funcién lineal de la forma, c = 1 — z,,, — z, tal y como se consider6 en el capitulo 10, la
poblacién se extingue a menores tasas de mutacion que si se considera que no existen interacciones
en trans.

La figura 12.2 muestra la variacién del umbral de extincion, J.;, en funcion del factor de inter-
accion en cis, ¢, observandose de nuevo que aquel aumenta cuanto mayores son las interacciones en
trans en el seno de la cuasiespecie.

Influencia de los parametros ‘“‘extracelulares” (bg, d, 7,,4.)
En el modelo hay tres pardmetros que se podrian considerar extracelulares: la productividad maxi-

ma por grupo by, el factor de degradacion de los individuos fuera del grupo d, y el tamafio de maximo
de grupo o limite coinfeccion, n,,q;. Estrictamente, este dltimo pardmetro si afecta a la dindmica
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Figura 12.1: Poblacion total en funcion del factor de calidad Q,,, para diferentes valores de c. El umbral
de extincién es mayor cuanto mayores son las interacciones en trans. Incluso en presencia de interacciones
en trans dependientes de densidad, linea morada, el umbral de extincién es mayor que para el caso ¢ = 1.
B, =10; By =2;D = 3;v =0;b0 = 10;d = 1.5; Nypae = 2;¢0 = 0.01
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Figura 12.2: Variacion del umbral de extincion, ()., en funcion del factor de interaccion en cis, c. B, =
10; By = 2; D = 3;v =0;b0 = 10;d = 1.5; nypge = 5;c0 = 0.01
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intracelular, ya que determina las condiciones iniciales, sin embargo, como no es un pardmetro que
se considere en la simulacion intracelular se tratara, por simplicidad, en este grupo.

En la figura 12.2, se observa el efecto de n,,4, sobre la poblacion total, para diferentes valores
de c. Se observa que un mayor 7,4, aumenta la poblacion total a todos los valores de ), pero no
afecta al umbral de extincion de la cuasiespecie. Por un lado, es 16gico que el tamafio 7,4, no altere
el umbral de extincién ya que, en Ultima instancia, éste va a depender de aquellos grupos formados por
un tnico individuo, cuya productividad es la misma para diferentes valores de n,,,4,. Por otro lado,
cuanto mayor sea n.,q., mayores podran ser los tamafios iniciales de los grupos y, por tanto, mayor
serd la productividad ya que el tiempo caracteristico de llegada al estado estacionario disminuye y
eso aumenta la constante cinética de produccién k.

1 ‘

o
[{e]
T

o
(o]
T

Poblacién total, x + X
m
o o o o
N w »

©
[EnY
T

85 0.6 0.7 ~ 08 0.9 1
Qm, factor de calidad por secuencia

Figura 12.3: Variacién de la poblacién total en funcién del factor de calidad para diferentes valores de c y
Nmaz+ Bl umbral de extincidn, Q.., no depende del limite de coinfeccion, 1,4, sino del factor de interaccién
encis, c. B, =10; B, = 2; D = 3;v = 0;b0 = 10;d = 1.5;c0 = 0.01

Los parametros by y d determinan en gran medida el comportamiento demografico del sistema.
Al igual que en el caso de los modelos anteriores, lo realmente importante es la relacion entre ambos,
que es una especie de eficacia biolégica absoluta “extracelular” y que, por analogia con los modelos

b
anteriores, se denominard R = EO' En la figura 12.4 se observa que al aumentar R, el umbral de

extincién disminuye, tanto para ¢ = 1y ¢ = 0.25, como para el caso en el que el las interacciones
en trans dependen del tamafio poblacional, ¢ = 1 — x,,, — xk, de forma que son necesarias tasas de
mutacién maés altas para que la poblacion se extinga.

Influencia de los parametros “‘intracelulares” (B,,, By, v, D)

En este modelo, los resultados obtenidos muestran que cuanto mayor es la eficacia bioldgica

. B . .
absoluta “intracelular” (R,, = fm) menor es el umbral de extincién (datos no mostrados). Sin

embargo, se ha observado que cuanto mayor es la contribucién de B,,, incluso manteniendo las
relaciones entre B,,, By y D constantes, menor es el umbral de extincién. El motivo es que cuanto
menor es B,,, Br y D, mayor es el tiempo caracteristico de llegada al estado estacionario (datos no
mostrados) y, por tanto, menor es la constante cinética de produccién de individuos por los grupos, &,
a pesar de que tanto la concentracidn total de especie autorreplicante dentro del grupo (que depende
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Figura 12.4: Umbral de extincion en funciéon de R = Y Cuanto mayor es la eficacia bioldgica absoluta

fuera de los grupos, R, menor es el umbral de extincién del sistema. B,,, = 10; By = 2; D = 3;v = 0;¢c0 =
0.01;nmae =5

de la relaciéon R,, = ﬁm) y la fraccién poblacional de cada fenotipo (que depende de c y de la

superioridad op = ?m) no varian. La figura 12.5 muestra este fenémeno tanto para ¢ = 1 (12.5a)
k
como para ¢ = 0.25 (12.5b).
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Figura 12.5: Variacion de la poblacion total con el factor de calidad por secuencia para diferentes valores

de B,,, By y D. Cuanto mayor es el valor de B,,, menor es el umbral de extincién. by = 10;d = 1.5;c0 =
B, R,
0.01; nyae = 5; =—=5R,=—=2.
yn apB Bk D

. B . . .
En cuanto al efecto de la superioridad (cp = B—m), en capitulos anteriores se ha visto que si v =

0, 1a productividad media de la poblacién no depende de By, y, por tanto, tampoco dependia el umbral
de extincién. Sin embargo, al tener en cuenta tanto la dindmica intracelular como la extracelular el
resultado es diferente.
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La figura 12.6 muestra que, en el modelo anidado, una menor superioridad se traduce en un
aumento en el umbral de extincion. Es decir, manteniendo B,,, constante, cuanto mayor es la contri-
bucién del fenotipo mutante, By, menores son las tasas de mutacién necesarias para la extincion. El
motivo es que si bien los aumentos de Bj, no varian la productividad media de la poblacién dentro
de los grupos, si que alteran el equilibrio mutacién-seleccién, de forma que los grupos producen una
mayor proporcién de fenotipo mutante. Puesto que el fenotipo mutante no es demograficamente es-
table, un aumento en la proporcién de dicho fenotipo se traduce en un mayor umbral de extincion.
Tal y como muestra la figura 12.6, el fenémeno también se produce en ausencia de interacciones en
trans (fig. 12.6a), pero es mayor cuanto menor es ¢, ya que las interacciones en frans aumentan la
proporcion de fenotipo mutante en la poblacion.
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Figura 12.6: Variacion de la poblacion total con el factor de calidad por secuencia para diferentes valores
de Bj y de c. Cuanto mayor es el valor de By, mayor es el valor del umbral de extincién, independientemente
del valor del factor de interaccién en cis, c. B,, = 10, D = 3;v = 0;60 = 10,d = 1;¢0 = 0.01; nypaz = 2;

La figura 12.7 muestra el efecto de v sobre el tamafio poblacional y el umbral de extincién cuando
By, = 0. Cuanto mayor es la ventaja v del fenotipo mutante sobre el fenotipo maestro mayor es el
umbral de extincidn, por lo que la poblacién se extingue a menores tasas de mutacién. En el caso
particular By, = 0, cuando ¢ = 1, v no tiene ningtin efecto sobre la dindmica poblacional (datos no
mostrados). Sin embargo, si By > 0, atin en el caso ¢ = 1, los aumentos de v suponen disminuciones
del umbral de extincion, tal y como muestra la figura 12.8 , aunque el efecto es claramente menor que
en presencia de interacciones en trans.

El aumento de la tasa de degradacion dentro de los grupos, D, también aumenta el umbral de
extincién (datos no mostrados).

Otras condiciones finales

Se han llevado a cabo simulaciones considerando otras condiciones finales para la integracién nu-
mérica que representa la dindmica intragrupo. Estas condiciones finales han sido: alcanzar un tamafio
mdaximo de grupo, fijar un tiempo maximo de simulacién y una combinacién de las dos anteriores (o
bien alcanzar un tamafio maximo o, en caso de no hacerlo, alcanzar un tiempo maximo). En todos
los casos, los resultados fundamentales son parecidos a los obtenidos considerando como condicién
final la llegada al estado estacionario, aunque la dindmica global para cada una de las condiciones
presente una serie de particularidades. Sin embargo, puesto que el objetivo de este capitulo era, fun-
damentalmente, mostrar el efecto que tiene sobre el umbral de extincién el considerar la produccién
de mutantes defectivos de novo dentro de los grupos, se ha preferido presentar el resultado de la
condicién mas simple posible. En este sentido hay que sefialar dos cosas. A priori esta condicién pa-
rece ser, sin duda, la “menos realista”, pero es que este modelo no pretende reflejar de forma realista
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la dindmica de infeccién intracelular de un virus RNA, sino simplemente estudiar un aspecto muy
concreto que a veces se obvia cuando se consideran las interacciones en grupos. En segundo lugar,
puesto que el estado estacionario del sistema de ecuaciones diferenciales utilizado para representar
la dindmica intragrupo no depende de las condiciones iniciales, el modelo desprecia gran parte de la
dindmica de coinfeccion por especies de los fenotipos mutante-defector y maestro. Es decir, considera
la situacién menos favorable para la defeccion letal. Sin duda, esto no afecta al umbral de extincién
que, como se ha considerado anteriormente, al final sélo depende de los grupos iniciados por un tnico
individuo, pero si que minimiza el efecto de la defeccion letal sobre el tamafio poblacional a tasas de
mutacién mas bajas, en las que la densidad poblacional atin es suficientemente alta como para que la
coinfeccién por especies del fenotipo mutante tenga importancia.
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Capitulo 13
Discusion

A lo largo de esta Tesis se han ido obteniendo una serie de resultados que, en la mayoria de
los casos, se han ido interpretando conforme eran presentados. Por este motivo, el objetivo de esta
discusion no serd tanto volver a interpretar los resultados presentados como tratar de ponerlos en
contexto unos con otros, asi como con los trabajos de otros autores. En este sentido, en esta discusion
tampoco se plantea hacer una revision minuciosa de todos y cada uno de los resultados, sino sélo
de aquellos aspectos que sean mds relevantes para ofrecer una visién de conjunto de este trabajo. En
las primeras cuatro secciones se discutiran los resultados obtenidos a partir de los modelos teéricos
utilizados a lo largo de la Tesis. La seccién quinta pretende ser un repaso critico de los modelos
utilizados a lo largo de la misma, para mostrar sus debilidades y fortalezas. En la seccién sexta se ha
tratado de extrapolar y contextualizar los resultados obtenidos utilizando dichos modelos, al campo de
los virus RNA, especialmente en lo que respecta a la posibilidad de su extincién por acumulacién de
mutaciones. Finalmente, la séptima y dltima seccion de la discusion engloba una serie de reflexiones
sobre los posibles problemas que pueden afectar a la idea de mutagénesis letal como terapia antiviral
asi como algunas posibles soluciones, con vistas, sobre todo, a continuar este trabajo posteriormente.

13.1. Seleccion natural, supervivencia del mas robusto y umbral de
error

La idea de extinguir a los virus RNA aumentando su tasa de mutacién tuvo como inspiracién y
como primera explicacidn los conceptos de umbral de error y de entrada en catdstrofe de error. Tal
y como se vio en la introdiccidn, desde entonces se han planteado muchas dudas sobre la capacidad
de ambos conceptos para explicar la mutagénesis letal. La primera parte de este trabajo se centré en
tratar de comprender cudl es la esencia de dichos fendmenos, desde un punto de vista tedrico, con el
objetivo de tratar de contribuir a aclarar dicha problematica. En esta seccion se discutirdn algunas de
las cuestiones mas interesantes que surgen a la vista de los resultados.

. Puede la seleccion natural explicar la apariciéon de un umbral de error?

Desde su primera formulacién en 1971, la existencia de un umbral de error més alld del cual una
cuasiespecie entra en catdstrofe de error se ha asociado con la desaparicién del contenido informativo
de la misma o la imposicién de la mutacion sobre la seleccion (ver la seccién 1.1.4 de la introduccién
para una visién mds detallada). Sin embargo, en el capitulo 3 de esta Tesis, se demostré que la apari-
cién de un umbral de error, tal y como se presenta en el paisaje Single-Peak, es, en realidad, un caso
especifico de supervivencia del mds robusto y, por tanto, de seleccion natural. Es decir, la existencia
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de un umbral de error definido en paisajes tipo Single-Peak es el resultado de la accién de la seleccién
natural sobre el trade-off entre la capacidad replicativa y la robustez mutacional.

Para demostrarlo, en la seccién 3.1 se reformulé el modelo de cuasiespecies més sencillo que
presenta un umbral de error en términos de eficacias bioldgicas efectivas relativas y un coeficiente de
seleccion que adopta la forma:

A
AQO

La ecuacién 13.1 muestra que el coeficiente de seleccién no es mas que el cociente entre la
eficacia bioldgica efectiva de los fenotipos mutante y maestro, menos uno, entendiendo por eficacia
bioldgica efectiva el producto del factor de amplificacién por el factor de calidad fenotipico. Puesto
que en este modelo no se considera la posibilidad de back-mutation desde el fenotipo mutante al
fenotipo maestro, el factor de calidad fenotipico del fenotipo mutante (la probabilidad de obtener una
secuencia perteneciente al fenotipo mutante por mutacién de otra secuencia de dicho fenotipo) es
igual a uno, de modo que no aparece en el numerador.

$(Qum) = 1 (13.1)

Gracias a esta reformulacion es posible mostrar facilmente que el umbral de error es el valor del
factor de calidad, (),,,, para el que el coeficiente de seleccion, s se hace cero (fig.3.1). Es decir, el
coeficiente de seleccion es positivo mds alld del umbral de error, lo que significa que a partir de dicho
umbral del factor de calidad, el fenotipo mutante presenta una ventaja selectiva sobre el fenotipo
maestro. Esto implica que antes del umbral de error, Q,,, > @, la seleccién natural favorece al
fenotipo maestro, pero cuando @, < Q., la seleccién natural favorece al fenotipo mutante.

En dltimo término, la aparicién de un umbral de error se debe a que, cuando @Q,, = @, se
produce una bifurcacién transcritica que se caracteriza porque la diferencia de los dos principales
autovalores del sistema linealizado se hace minima en el umbral de error (Nowak y Schuster, 1989;
Schuster y Stadler, 2008). Esto hace, entre otras cosas, que el tiempo para fijar una secuencia objetivo
aumente (Stich et al., 2007), o que el tiempo caracteristico de transicion al estado estacionario tienda
a infinito en el umbral de error, en ausencia de back-mutation, o que alcance un valor maximo en
presencia de la misma (Marin et al., 2012). Ambos resultados refuerzan la idea de que el umbral de
error marca a favor de qué fenotipo estd actuando la seleccién natural, ya que en este mismo trabajo
(Marin et al., 2012) puede verse que, si sélo se considera la selecciéon natural entre dos fenotipos,
esto es, en ausencia de mutacion, el tiempo caracteristico de llegada al estado estacionario también
diverge a infinito cuando la eficacia biol6gica de ambos fenotipos es la misma.

La seccién 3.2 muestra que, al utilizar el modelo clésico extendido en el que las secuencias se
agrupan en clases de Hamming (Swetina y Schuster, 1982), las transiciones caracteristicas de un
umbral de error se observan cuando el coeficiente de seleccién obtenido en la seccién 3.1 es aproxi-
madamente igual a cero (fig. 3.2). Esto implica que, incluso en presencia de back-mutation, es posible
utilizar el valor del coeficiente de seleccion obtenido en el modelo minimo de la seccién 3.1.

El hecho de considerar que la aparicion de un umbral de error se debe a un fenémeno de su-
pervivencia del mds robusto puede explicar diferentes fenémenos. Entre ellos, por qué una mayor
neutralidad del fenotipo maestro disminuye el umbral de error, por qué en determinados paisajes de
eficacia bioldgica pueden existir multiples umbrales de error, por qué la letalidad, de forma comple-
tamente contraituitiva, disminuye el umbral de error o por qué la defeccién lo aumenta. Todos estos
fendmenos se discuten a continuacion.

Por qué afecta la neutralidad al umbral de error?

Puesto que el umbral de error determina una transicidn selectiva a fenotipos méas robustos cuando
se aumenta la tasa de mutacion, el umbral de error va a verse afectado cuando se considera que los
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diferentes fenotipos, especialmente el fenotipo maestro, presentan neutralidad y/o canalizacién. Por
claridad, se denominara canalizacion a la existencia de diferentes genotipos que producen el mismo
fenotipo (Waddington, 1942), mientras que se reservard el término neutralidad para el hecho de que
diferentes fenotipos tengan la misma eficacia biolégica (Krakauer y Plotkin, 2005).

Hasta donde sabemos, la primera vez que se tuvo en cuenta la neutralidad en la teoria de cuasies-
pecies fue en un trabajo de Eigen et al. (1988), que introdujeron un segmento génico que no tenia
influencia en la capacidad replicativa de la especie autorreplicante. Puesto que las mutaciones en este
segmento no afectaban a la eficacia bioldgica, éste podia variar libremente y, por tanto, no era tenido
en cuenta en la maxima longitud permitida por el umbral de error. En cierta manera, este resultado ya
apunta a la relacién entre seleccién natural y umbral de error.

La introduccién de canalizacion en el fenotipo maestro mediante la consideracién de redes neutra-
les llevé a la distincion entre umbral de error fenotipico y genotipico (Huynen et al., 1996). Cuando el
fenotipo maestro estd compuesto por mds de una secuencia, la informacién genética de dicho fenotipo
se pierde para cualquier valor de la tasa de mutacién diferente de cero, ya que mas alld de este valor,
la poblacién de deslocaliza por la red neutral del fenotipo maestro (Huynen et al., 1996; Schuster y
Fontana, 1999). Por este motivo, es necesario definir un umbral de error fenotipico mads alld del cual se
pierde el fenotipo maestro y la poblacién comienza una deriva aleatoria por el espacio de fenotipos.
Sin embargo, esta definicién mds estricta no cambia en absoluto las consideraciones hechas en las
secciones previas. La catdstrofe de error fenotipica no tiene mayor importancia a un nivel selectivo-
evolutivo superior, ya que todos estos fenotipos tienen la misma o casi la misma eficacia bioldgica vy,
por ejemplo, podrian ser agrupados en un nuevo superfenotipo definido por dicha eficacia bioldgica.
De hecho, la misma idea de una catdstrofe de error genotipica refuerza esta conclusién, ya que la
pérdida de la informacién genética del fenotipo maestro no tiene ninguna consecuencia critica para
su existencia o sus capacidades evolutivas, en tanto en cuanto se mantenga el fenotipo maestro. Ms
aun, la deslocalizacion que tiene lugar por la red neutral del fenotipo maestro mas all4 del umbral de
error genotipico es un fendémeno completamente anédlogo a la deslocalizacién que tiene lugar por la
red neutral del fenotipo mutante mas alla del umbral de error cldsico en paisajes de tipo Single-Peak.

Finalmente, es posible definir un coeficiente de seleccién andlogo al considerado en la seccién
3.1 cuando se introduce neutralidad en el fenotipo maestro:

 AQr

AQO

Si, siguiendo a Takeuchi et al. (Takeuchi et al., 2005) la neutralidad se introduce considerando
que una fraccion, «, de todas las posibles mutaciones sencillas son neutrales, se obtiene que Qm =
[+ (1 — ¢) a]”, donde v es la longitud de secuencia y g el factor de calidad por digito. Si, ademds,
se desestima la back-mutation del fenotipo mutante al fenotipo maestro, lo que implica que Qr =1,
el coeficiente de seleccidon que se obtiene es:

1 (13.2)

Ay
mlg+(1—q)al”

Que se iguala a cero en el umbral de error definido por Takeuchi et al. (Takeuchi et al., 2005)):

1
AL\ 7 1

s(q,a,v) = I -1 (13.3)

La ecuacion 13.3 muestra que al incrementar la red neutral del fenotipo maestro se aumenta su
robustez mutacional y, por tanto, su eficacia bioldgica efectiva a altas tasas de mutacién. La conse-
cuencia es que el fenotipo mutante desplaza al fenotipo maestro a tasas de mutacién mayores que en
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el caso sin neutralidad por lo que el umbral de error disminuye (Schuster y Fontana, 1999; Reidys
et al., 2001; Takeuchi et al., 2005).

. Qué significa la existencia de multiples umbrales de error?

Diferentes trabajos han descrito la existencia de multiples umbrales de error en paisajes de eficacia
bioldgica complejos, fendmeno que también ha sido denominado cascada de errores (Tannenbaum y
Shakhnovich, 2004; Bull et al., 2005). De hecho, este fendmeno probablemente habia sido observado
previamente, aunque sin ser identificado como tal, relaciondndolo bien como un régimen intermedio
entre los regimenes con baja tasa de mutacion y la catastrofe de error (Bonhoeffer y Stadler, 1993) o
como “transiciones de deslocalizacién” parciales a regiones mds robustas del espacio de secuencias
(Campos et al., 2002).

Desde el punto de vista de la seleccién natural y la supervivencia del mds robusto, la aparicién
de multiples umbrales de error es simplemente una consecuencia de la existencia de varias regio-
nes del espacio de secuencias que pueden ser consideradas como fenotipos diferentes, con diferentes
trade-offs entre la capacidad replicativa y la robustez mutacional (Bull et al., 2005). Puesto que la
eficacia bioldgica de estos diferentes fenotipos puede cambiar de forma diferente con la tasa de mu-
tacion, la seleccion natural puede inducir varias transiciones entre ellos de forma consecutiva. En este
sentido, hay que destacar que las cascadas de error ya habian sido relacionadas anteriormente con la
supervivencia del mas robusto (Tannenbaum y Shakhnovich, 2004; Wilke, 2005).

Finalmente, la existencia de multiples umbrales de error en un mismo paisaje de eficacia bioldgica
muestra que la deslocalizacion sobre una determinada regién del espacio de secuencias depende,
esencialmente, del grado de degeneracion de cada fenotipo. De esta forma, la deslocalizacién puede
tener lugar bien sobre todo el espacio de secuencias o, por el contrario, estar limitada a ciertas regiones
correspondientes a la red neutral de un fenotipo determinado, tal y como ocurre en el caso de la
catéstrofe de error genotipica comentada anteriormente, en la que la deslocalizacién sélo tiene lugar
en la red neutral asociada al fenotipo maestro.

Por qué la letalidad disminuye el umbral de error?

Como se vio en la introduccién, diferentes autores habian sugerido que en presencia de mutacio-
nes letales no podia aparecer un umbral de error (Wagner y Krall, 1993; Summers y Litwin, 2006).
Por el contrario, otros autores habian demostrado que, si la letalidad se distribuia uniformemente por
el espacio de secuencias, no s6lo aparecia un umbral de error, sino que éste era menor que el umbral
de error obtenido en presencia de letalidad (Bonnaz y Koch, 1998; Takeuchi y Hogeweg, 2007).

En el capitulo 4 se estudi6 el efecto de la letalidad sobre el umbral de error en paisajes de tipo
Single-Peak. Para ello se utilizaron dos esquemas o paisajes de letalidad diferentes. En el primero
de ellos se consideraba una letalidad uniformemente distribuida por el espacio de secuencias. En el
segundo esquema se suponia la existencia de [ posiciones en la secuencia cuya mutacion daba lugar
a un mutante letal, por lo que recibian el nombre de posiciones letales. En ambos casos el umbral de
error disminuye al aumentar la letalidad, es decir, en presencia de letalidad es necesaria una mayor
tasa de mutacion para entrar en catdstrofe de error, tal y como habia sido descrito previamente.

Por supuesto, desde la perspectiva de que el umbral de error impone un limite a la tasa de mutacién
que puede tolerar una cuasiespecie antes de perder su informacion, o incluso antes de la extincién, este
resultado es, como minimo, contraintuitivo. Sin embargo, si este resultado se interpreta considerando
que la aparicién de un umbral de error se debe a la accién de la seleccidon natural, tiene mucho mds
sentido. La introduccién de letalidad de acuerdo a los esquemas considerados en las secciones 4.2 y
4.3 afecta exclusivamente al fenotipo mutante, es decir, disminuye su eficacia bioldgica efectiva, ya
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que disminuye el ndmero de secuencias que lo componen (las secuencias letales forman ahora parte
del fenotipo denominado letal) y, por tanto, la robustez mutacional de dicho fenotipo. De esta forma,
el fenotipo mutante se vuelve menos competitivo, lo que hace que el umbral de error disminuya, es
decir, tenga lugar a tasas de mutacién mayores. Este efecto se refleja en los coeficientes de seleccion
que se obtienen en ambos esquemas. Cuando se considera letalidad uniformemente distribuida el
coeficiente de seleccidén que se obtiene es:

Agp
s(gn) = ———1 (13.5)
Mientras que cuando se consideran [ posiciones letales en la secuencia, el coeficiente de seleccién
es:
(q,n) At (13.6)
s(g,n) = — .
Q7 Amql/

A diferencia del caso en el que no se considera letalidad, ecu. 13.1, ahora en el numerador apa-
rece un término que da cuenta de la robustez mutacional del fenotipo mutante. Este término es p, la
fraccidn de secuencias no letales, en el caso de la letalidad uniformemente distribuida, ecu. 13.5 'y ql,
la probabilidad de copiar correctamente todas las posiciones letales, en el otro esquema de letalidad,
ecu. 13.6.

Por qué la defeccion aumenta el umbral de error?

En los capitulos 6 y 7 de esta Tesis se mostr6 que la defeccidon disminuye la eficacia bioldgica re-
lativa del fenotipo maestro al fenotipo mutante. De esta forma, la tasa de mutacién a la cual la robustez
mutacional del fenotipo mutante compensa dicha diferencia de capacidades replicativas también es
menor y, por tanto, cuanto mayor sea el efecto de la defeccion, mayor es el umbral de error, es decir,
el fenotipo mutante se impone al fenotipo maestro a menores tasas de mutacién. Esto implica que
el umbral de error aumenta cuando disminuye el factor de interaccion en cis (ecu. 6.15, fig. 6.1), la
diferencia entre las contribuciones de ambos fenotipos B,,, — By, (fig. 6.1), cuando aumenta la ventaja
selectiva en cis del fenotipo mutante, tanto si ésta actia de forma aditiva (ecu. 6.28) o multiplicativa
(ecu. 6.50) o cuanto mayor es el tamafio de grupo de interaccion n (ecu. 7.12).

En el caso particular en que se considera que no existen interacciones en cis, ¢ = 0, y el fenotipo
mutante no presente una mayor o menor capacidad replicativa en cis, v = 0, w = 0, ambos fenotipos
tienen la misma eficacia bioldgica por lo que el umbral de error es (). = 1, es decir, el fenotipo
mutante desplaza al fenotipo maestro a cualquier tasa de mutacion.

La introduccién de nuevos rasgos como las interacciones en trans o la ventaja selectiva en cis,
v 0 w, parecen confirmar la idea de que la existencia de un umbral de error se debe a la accién de
la seleccion natural, ya que, junto con el umbral de error, pueden definirse umbrales equivalentes
para los pardmetros, c y v o w. De hecho, como se vio para el caso en el que la ventaja selectiva es
de tipo multiplicativo, si ¢ < 1y v > 0, aparece un umbral del mismo tipo aun cuando la tasa de
mutacién sea igual a cero (Q),, = 1), lo que indica que es la misma transicion selectiva, en la que la
mayor eficacia bioldgica del fenotipo mutante sobre el fenotipo maestro puede alcanzarse gracias a
una mayor robustez mutacional (ecu. 6.50), a una mayor ventaja selectiva en cis (ecu. 6.52) o a un
mayor grado de interacciones en trans (ecu. 6.51).

El estudio del umbral de error en presencia de complementacién fue llevado a cabo previamente
utilizando un modelo de un hiperciclo con replicacién mediada por replicasa (Sardanyés y Elena,
2010). En dicho trabajo también se obtuvo que el umbral de error aumenta al tener en cuenta la com-
plementacion. Bajo condiciones de poblacién constante ese modelo puede considerarse equivalente al
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presentado en este trabajo cuando ¢ = 0, es decir cuando no se considera ningtn tipo de interaccién
preferencial en cis. De hecho, la expresion que se obtiene en (Sardanyés y Elena, 2010) para el umbral
de error es equivalente a la ecu. 6.50 cuando ¢ = 0y v < 0. Tanto en dicho trabajo como en éste,
en dichas condiciones el umbral de error s6lo depende del valor de la desventaja selectiva en cis del
fenotipo mutante. Por supuesto, esto se debe a que cuando ¢ = 0, ambos fenotipos reciben la misma
contribucién del bien publico o, en su caso, tienen la misma probabilidad de interaccionar con una
u otra enzima replicasa y, por lo tanto, sélo se diferencian en cémo “aprovechan” dichos recursos.
Igualmente, cuando el fenotipo mutante no presenta una ventaja selectiva en cis sobre el fenotipo
maestro (¢ = 0y v = 0, en este trabajo, v = .5 en el suyo), se obtiene igualmente que ). = 1.

“‘Supervivencia del mas apto” vs. “supervivencia del mas robusto”?

A nivel metaférico, a menudo se usan los términos supervivencia del mds apto y supervivencia
del mds robusto como si se refiriesen a dos conceptos completamente diferentes (Wilke, 2001; Wilke
etal., 2001; Codotier et al., 2006; Sardanyés et al., 2008). En nuestra opinién, esto es confuso y puede
dar lugar a equivocaciones importantes. No creemos que el término supervivencia del mds robusto
deba descartarse, pero tampoco deberia utilizarse como algo contrario u opuesto a la supervivencia del
mds apto. Creemos que, en todo caso, seria mds adecuado diferenciar entre seleccion por velocidad
replicativa y seleccion por robustez mutacional (Wilke, 2001) cuando se comparan ambos procesos.
Esta diferenciacion acentda que la seleccién natural siempre implica la seleccién del mds apto, lo
que ocurre es que cuando la tasa de mutacién es pequeiia, la entidad mds apta es aquella con mayor
capacidad replicativa, mientras que cuando la mutacién es suficientemente alta, la entidad mds apta
puede ser aquella con mayor robustez mutacional. En este tltimo caso, el més apto lo es por ser el més
robusto. Lo mds importante es tener en cuenta que la robustez mutacional debe ser considerada como
otra componente de la eficacia bioldgica, al mismo nivel que la fecundidad (capacidad replicativa,
expresada en A;) o la supervivencia (resistencia a la degradacion, expresada en este modelo como

H). De acuerdo con esto, la robustez mutacional puede jugar un papel crucial en la determinacién

del efecto de la selecci6n natural a altas tasas de mutacién (Wilke et al., 2001). Este punto puede
observarse con mayor claridad en la seccion 3.1, en la que, si en vez de comparar simplemente las
capacidades replicativas intrinsecas, A;, se comparan las eficacias bioldgicas efectivas, es decir, el
producto de la robustez mutacional y la capacidad replicativa, el umbral de error surge de forma
natural como el resultado de la seleccidn natural actuando sobre las diferencias de eficacia biolégica
efectiva de los fenotipos.

Puesto que la aparicién de un umbral de error es una forma especifica de supervivencia del mds
robusto, es decir: es la consecuencia de la seleccion natural actuando en sistemas de especies autorre-
plicativas a altas tasas de mutacion, nuestra propuesta es distinguir ambos fenémenos considerando
que cada uno se refiere a los dos posibles niveles de seleccion que aparecen en los modelos de cua-
siespecies. El primer nivel de seleccion es el de las especies autorreplicativas individuales, agrupadas
en fenotipos, que, por mutacion y seleccion, determina la distribucién poblacional de la cuasiespecie.
El segundo es un nivel superior en el que unas cuasiespecies pueden competir con otras, a través de
su eficacia bioldgica emergente que depende de la interaccidn entre sus componentes (Biebricher y
Eigen, 20006).

Por tanto, proponemos utilizar el término supervivencia del mds robusto para referirnos a situa-
ciones en las que dos cuasiespecies compiten sin que exista un acoplamiento mutacional entre ellas,
bien sea porque el nimero de mutaciones entre ambas implica que la posibilidad de obtener una a par-
tir de la otra en un tiempo razonable es despreciable (Schuster y Swetina, 1988; Wolff y Krug, 2009),
o bien por suposiciones estructurales o funcionales que se traducen en un aislamiento reproductivo en
el modelo (Wilke, 2001; Wilke et al., 2001; Wilke y Adami, 2003; Sardanyés et al., 2008). Por otro
lado, cruzar el umbral de error podria ser considerado como una transicion selectiva resultante de la
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competicion entre dos o mds fenotipos acoplados mutacionalmente dentro de una misma cuasiespe-
cie, cada uno de ellos con una capacidad replicativa y una robustez mutacional. En dicha transicién
un fenotipo mds robusto desplaza parcial o totalmente a otro fenotipo con mayor capacidad replica-
tiva pero menor robustez mutacional. Desde luego, cabe preguntarse si tiene sentido seguir llamado
“entrada en catdstrofe de error” a una transicion selectiva, ya que, desde esta interpretacion, es una
denominacion tremendamente inadecuada.

Los resultados obtenidos en la seccién 3.3 muestran que los cambios producidos por la seleccion
natural en el estructura poblacional de una cuasiespecie, esto es: la entrada en catdstrofe de error,
pueden modificar el resultado de la accién de la seleccidn natural en el nivel de seleccién inmediata-
mente superior, es decir, al nivel de competicién entre cuasiespecies. De hecho, en el caso estudiado
en dicha seccion podria decirse que cruzar el umbral de error induce un fendmeno de supervivencia
del més robusto.

Crisis de informacion ;Qué crisis de informacion?

Tal y como se coment6 en la introduccion, la catistrofe de error se ha relacionado bien con
una “crisis de informacién” (Eigen, 1971; Eigen y Schuster, 1979; Eigen, 2002; Biebricher y Eigen,
2005, 2006), bien con una “ruptura de la adaptacién evolutiva” (Huynen et al., 1996; Takeuchi y
Hogeweg, 2007; Schuster y Stadler, 2008). A la luz de los resultados obtenidos en este trabajo y de la
reinterpretacion que se deriva de ellos, parece claro que es erréneo hablar de cualquier tipo de crisis
m4s alld del umbral de error en el paisaje de eficacias bioldgicas tipo Single-Peak.

La asi llamada “crisis de informacién” mds alld del umbral del error se ha asociado a veces
con la pérdida de la secuencia maestra (Eigen, 1971; Eigen y Schuster, 1979; Biebricher y Eigen,
2006), mientas que en otros casos se ha asociado con la deslocalizacién de la poblacién por todo el
espacio de secuencias (Schuster y Stadler, 2008). Sin embargo, es posible argumentar que en el paisaje
Single-Peak ni la deslocalizacién mds alld del umbral de error ni la desaparicion de la secuencia
maestra pueden asociarse con una pérdida critica de la informacion ni, en general, con un fenémeno
catastréfico de cualquier tipo.

Generalmente, la entrada en catdstrofe de error se asocia con una crisis de informacién, puesto
que, més alla del umbral de error, la cuasiespecie se deslocaliza por todo el espacio de secuencias dan-
do lugar a una distribucién de poblacién uniforme. Puesto que esto es materialmente imposible, dado
que el espacio de secuencias suele ser astronémicamente alto y, por tanto, no es posible que exista una
concentracién no nula de todas las copias posibles de dicho espacio, este resultado habitualmente se
interpreta en el sentido de que la poblacién inicia una deriva neutra por todo el espacio de secuencias,
de tal manera que la probabilidad de encontrar a la poblacién en una determinada regién del espacio
de secuencias es la misma. Esto hace que no exista una secuencia consenso estacionaria o que, dicho
de otro modo, mas alla del umbral de error, la informacién se “funda”, sufriendo una transicién de
fase (Eigen, 2000, 2002; Biebricher y Eigen, 2005, 2006).

Sin embargo, como se ha comentado al discutir como afecta la neutralidad al umbral de error,
la deslocalizacién, por si misma, no tiene por qué ser un fendmeno ni mucho menos catastréfico.
Puede ser, por ejemplo, el resultado de que un mismo fenotipo sea producido por todo un conjunto
de genotipos que constituyan una red neutral (Huynen et al., 1996). En este caso, la deslocalizacién
no tiene ningtn efecto sobre la eficacia bioldgica del fenotipo asociado a dicha red neutral. Puesto
que en el modelo clésico el fenotipo mutante abarca todo el espacio de secuencias menos una, la
secuencia maestra, la imposicion de dicho fenotipo implica la consiguiente deslocalizacién de la
poblacién por su red neutral y, por tanto, necesariamente la deslocalizacion de la poblacién por todo
el espacio de secuencias. El que la deslocalizacién ocurra como una “transicién de fase” no tiene
mayor importancia, puesto que, como el propio Eigen y otros autores han mostrado, la seleccién
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natural implica desplazamientos en el “espacio de informacién” que pueden adoptar la forma de una
transicion de fase (Eigen, 2000; Wolff y Krug, 2009). En este sentido es necesario recordar que una
transicion de fase es un fendmeno critico, pero su criticalidad se debe a determinadas caracteristicas
fisico-matematicas de la transiciéon y no a los efectos que produce. Ademads, mds all4 del umbral de
error se produce una transicion de fase para los pardmetros de orden colectivo como la secuencia
consenso (Bonhoeffer y Stadler, 1993; Eigen, 2002), pero no, por ejemplo, para la eficacia biolégica
media de la poblacidn, cuyo valor no varia mucho en el umbral de error, aunque su dependencia con
la mutacidn si que lo haga (Hermisson et al., 2002).

Para comprobar que, en el paisaje Single-Peak, la deslocalizacién de la poblaciéon mads alla del
umbral de error se debia a la completa neutralidad asociada al fenotipo mutante, en la seccién 3.2 se
alterd la distribucion de robustez mutacional de dicho fenotipo considerando que el factor de calidad
depende de la distancia de Hamming, es decir, que algunas secuencias tienen un factor de calidad
mayor que otras. En este caso, més alld del umbral de error ya no se obtiene una distribucién uniforme,
sino que la poblacion evoluciona de tal manera que las regiones con mayor factor de calidad, es decir,
con mayor robustez mutacional, son las mds pobladas, tal y como se habia mostrado anteriormente
en otros trabajos (van Nimwegen et al., 1999; Forster et al., 2006).

Ademds, tal y como era de esperar en el caso en el que la deslocalizacién se debe a la existencia
de una red neutral, el valor del umbral de error es relativamente independiente de la deslocalizacién
de la poblacién. La modificacién de la robustez mutacional de determinadas regiones del espacio de
secuencias cambia la distribucién de poblacién mds alld del umbral de error, pero el umbral de error
no se ve alterado (fig. 3.4). Por supuesto, esto se debe a que los cambios en la distribucién de robustez
mutacional de las clases de Hamming no cambian la eficacia bioldgica efectiva del fenotipo mutante
como un todo. Dicho de otra manera, en el paisaje Single-Peak lo que ocurre mas alld del umbral de
error depende esencialmente de las relaciones entre genotipos dentro del fenotipo mutante, es decir,
de la estructura y caracteristicas de la red neutral del fenotipo mutante. Por el contrario, la existencia
y el valor concreto del umbral de error parecen depender de las propiedades “globales” de dicho
fenotipo sin que, al menos en este caso, se vea alterado por la estructura particular de la red neutral
subyacente.

Este efecto también se observa al estudiar el efecto de la letalidad no en el umbral de error sino en
la distribucién de poblacion mads alld del mismo. Para ello, en la seccién 3.4 se utilizé el modelo cla-
sico extendido considerando que las secuencias se agrupan en clases de Hamming. La introduccién,
como en la seccion 3.3, de [ “posiciones letales” en la secuencia, disminuye la distancia de Hamming
promedio que se obtiene en el umbral de error, aumentando progresivamente al aumentar la tasa de
mutacién, de forma que la deslocalizacién de la poblacién y, por tanto, la distribucién de poblacién

uniforme (que implica que la distancia media de Hamming es %) s6lo se obtienen para ¢ = 0.5. Este

resultado es andlogo al obtenido en la seccién 2.2 al variar el factor de calidad de las secuencias en
funcién de su distancia de Hamming. Al considerar [ posiciones letales en la secuencia, las clases de
Hamming mds alejadas de la secuencia maestra tienen una mayor fraccidén de secuencias letales, es
decir, son zonas menos robustas del espacio de secuencias, por lo que mds alld del umbral de error la
poblacion se deslocaliza preferentemente por aquellas regiones del espacio de secuencias cuya clase
de Hamming es mds cercana a la maestra. Sin embargo, a diferencia del caso en el que se varia el fac-
tor de calidad, la introduccion de letalidad si afecta al umbral de error, puesto que la robustez global
del fenotipo mutante como un todo se ve afectada y, por tanto, también su eficacia bioldgica efectiva.

(Coémo se traduce la deslocalizacién més alld del umbral de error en términos de informacion?
En primer lugar, es necesario sefialar que aunque, sin duda, la aplicacién del concepto de informacion
a la biologia pueda ser muy ttil, es evidente que también tiene sus limitaciones. La deslocalizacion
por el fenotipo mutante mds alld del umbral de error, o en cualquier red neutral, causa una “fusién
de la informacién”, pero sélo a un nivel simbdlico (el del genotipo), aquel al que puede aplicarse
la teorfa matemadtica de la comunicacién (Shannon y Weaver, 1949). Sin embargo, puesto que todas
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las secuencias mutantes pueden agruparse en un mismo fenotipo con la misma eficacia bioldgica, la
deslocalizacién a nivel simbélico carece de ninguna consecuencia critica a nivel evolutivo, es decir:
bioldgico. De hecho, llevando mds alld la metdfora de informacién, podria decirse que una “fusién”
a nivel simbdlico no tiene consecuencias en los niveles de informacién superiores: ni en el semantico
(que implica los significados, es decir, los fenotipos) ni en el sintdctico (el de las relaciones entre los
significados, en este caso entre los fenotipos).

Por otro lado, tampoco la pérdida de la especie maestra mas alld del umbral de error puede consi-
derarse una “crisis de informacién”. La desaparicion de la secuencia maestra implica, obviamente, la
pérdida de la informacion que contiene a todos los niveles. Sin embargo, cualquier proceso de selec-
cién natural implica cambios en las caracteristicas “informativas” de la poblacién. Obviamente, si el
resultado de la seleccion natural es la desaparicion de un determinado genotipo de la poblacién, eso
implica una pérdida de informacion, pero al mismo tiempo, implica un aumento de eficacia bioldgica.
De nuevo, no es esperable ninguna consecuencia critica.

Es posible aplicar un razonamiento similar a la idea de una “ruptura de la adaptacién evolutiva”
(Huynen et al., 1996; Takeuchi et al., 2005). En tanto que es el resultado de la accién de la selec-
cién natural, la entrada en catdstrofe de error en el paisaje Single-Peak no implica la “ruptura de la
adaptacién evolutiva” sino, al contrario, la adaptacién a altas tasas de mutacién por un aumento de
la robustez mutacional de la poblacién. Si no hay adaptacion mds alld de dicho punto es porque la
poblacién ha alcanzado el estado de mayor adaptacidon que permite el modelo a esa tasa de mutacion.

En el caso especifico del paisaje de eficacias tipo Single-Peak, la entrada en catdstrofe de error
seria el caso mas extremo de seleccion por robustez mutacional dentro de una cuasiespecie. Por un
lado, existe un fenotipo maestro que, al estar compuesto de un dnico genotipo -la secuencia maestra-
tiene una robustez mutacional nula. Por otro lado, un fenotipo mutante que, al estar compuesto por el
resto de las 2¥ — 1 secuencias posibles, tiene una robustez mutacional practicamente infinita (y por
tanto un a;x = 0 en la seccion 3.3). Enfrentado a una alta tasa de mutacién, una robustez mutacional
infinita es, probablemente, uno de las mejores adaptaciones que pueda alcanzar una poblacién. De
hecho, si la eficacia biol6gica media es insensible a aumentos en la tasa de mutacién mads alla del
umbral de error, lo que Hermisson et al. (Hermisson et al., 2002) han denominado un “umbral de
degradacion”, esto se debe a que la poblacién ha alcanzado un fenotipo infinitamente robusto, es
decir: el fenotipo mas apto. Esto que implica que llamar a este fendmeno una “degradacién mutacional
completa” puede resultar, como minimo, engafioso.

.Y qué ocurre en otros paisajes de eficacia biolégica? ;Existe una relacion general entre
umbral de error y catastrofe de error?

En la introduccidén se vio que, cldsicamente, la entrada en catédstrofe de error ha sido asociada
a diferentes fendmenos: pérdida de la secuencia maestra, cambio abrupto en la secuencia consenso,
deslocalizacién por el espacio de secuencias, etc. En el paisaje de eficacia bioldgica Single-Peak, to-
dos estos fendmenos tienen lugar a partir de un determinado valor del factor de calidad, el umbral
de error, pero, en otros paisajes de eficacia bioldgica mas complejos no tienen por qué ocurrir a un
mismo valor del factor de calidad (Hermisson et al., 2002). De hecho, si bien en otros paisajes de efi-
cacia biologica como los de tipo multiplicativo (Woodcock y Higgs, 1996), aditivo o lineal (Schuster,
2010), los paisajes tipo NK (Kauffman, 1993; Campos et al., 2002) o algunos incluso mis complejos
(Bonhoeffer y Stadler, 1993; Ochoa, 2006) también se observa una progresiva deslocalizacién de la
poblacién por el espacio de secuencias, cambios de la secuencia consenso, y una pérdida de eficacia
biolégica media, la mayoria de estos paisajes no presentan un umbral de error claro y definido. Estos
casos indican que, efectivamente, el aumento continuo de la tasa de mutacién lleva a situaciones como
las que se han descrito para la catdstrofe de error, a saber, que la mutacién se impone a la seleccion,
que no hay adaptacién posible o que no existe la herencia genética. Sin embargo, en ninguno de estos
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casos se observa una transicién abrupta tipo transicion de fase, sino una aproximacién mds o menos
progresiva a dichas situaciones segtin se aumenta la tasa de mutacién. Por ejemplo, en paisajes de tipo
multiplicativo' no se observa un maximo en el tiempo caracteristico de llegada al estado estacionario,
que es un indicativo de la existencia de un umbral de error (Marin et al., 2012), a ningin valor de
@ excepto cuando, al aumentar el coste de cada mutacion, el paisaje tipo multiplicativo tiende a
parecerse lo suficiente a un paisaje tipo Single-peak (Marin et al., 2012).

Todo esto implica que, en la gran mayoria de paisajes de eficacia bioldgica, el aumento de la tasa
de mutacién lleva en dltimo término a una situacién que si tendria sentido denominar catédstrofe de
error. Ahora bien, en muchos de estos casos, por no decir en la mayoria, no puede definirse un umbral
de error claro y definido como el que aparece en el paisaje tipo Single-Peak. Es decir, la entrada en
catastrofe de error no se produce de una forma brusca con caracteristicas de transiciéon de fase, sino
que se produce de una forma progresiva, siendo la tasa de aproximacidn a dicha catdstrofe de error
diferente en cada uno de dichos paisajes.

Por ultimo, en la gran mayoria de los casos, la entrada en catdstrofe de error en estos sistemas se
estudia bajo condiciones de poblacién constante que, por definicién, no permiten la extincion. Esto
implica que, en caso de considerar poblacion variable y el efecto que tienen las mutaciones sobre la
eficacia biolégica absoluta media, R, la poblacién seguramente se extinguiria mucho antes de adoptar
las caracterfsticas de una catdstrofe de error. Este punto es crucial, puesto que, al considerar pobla-
cién constante, es posible observar dichos fenémenos a tasas de mutacién en las que, de considerar
poblacién variable, casi con toda seguridad la poblacién se habria extinguido. Inevitablemente, esta
situacion hace que la entrada en catéstrofe de error en ausencia de un umbral de error definido tenga
un caricter tremendamente artificial y, hasta cierto punto, seguramente sea irrelevante en condiciones
ya no bioldgicas, sino simplemente ligeramente mas realistas.

Resumiendo, en esta Tesis se ha tratado de dilucidar en primer lugar qué es realmente el umbral
de error y cémo debe ser interpretado. La conclusién es que la aparicién de un umbral de error en
el paisaje Single-Peak a un factor de calidad por digito menor que ¢ = 0.5 es consecuencia de la
accion de la seleccion natural, bajo la forma de un fenémeno de supervivencia del mas robusto, por
contraintuitivo que esto pueda parecer a primera vista. La deslocalizacién que se produce mas alla de
dicho umbral de error no es, por tanto, un fendmeno catastréfico asociado a una crisis de informacién
sino la consecuencia de la extrema neutralidad del fenotipo mutante. En paisajes mas complejos,
aunque el aumento de la tasa de mutacién lleve a situaciones que se podrian asociar a las ideas de
catastrofe de error y crisis de informacién, no existe ninguna evidencia de que el umbral de error sea
un fendmeno general (m4s bien al contrario).

13.2. Letalidad, umbral de error y extincion en el modelo de cuasiespe-
cies

. Cual es la relacion entre el umbral de error y el umbral de extincion en presencia de
letalidad?

En el apéndice A se expuso que, cuando se considera un modelo de cuasiespecies en un paisaje
de eficacias tipo Single-Peak, la extincién y la entrada en catdstrofe de error son sucesos mutuamente
excluyentes. Al aumentar la tasa de mutacion, la poblacién o bien se extingue o bien entra en ca-
tastrofe de error. El que ocurra una u otra cosa depende de si el fenotipo mutante es o no estable
demograficamente, es decir, de si es capaz de mantenerse en el tiempo. Dicha condicién surge cuando
se igualan el umbral de error y el umbral de extincidn. La importancia de este resultado radica en que,

"Un paisaje de tipo multiplicativo es aquel en el que la eficacia biolégica de un individuo w; depende del niimero de
mutaciones ¢ segin, w; = wo(1 — s, donde s es el coste en eficacia biolégica de cada mutacion.
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en este paisaje de eficacias bioldgicas que, sin duda, es el més utilizado en los modelos tedricos de
cuasiespecie, la entrada en catéstrofe de error no s6lo no puede explicar la extincién de la poblacién
por acumulacién de mutaciones, sino que, de hecho, implica exactamente lo contrario, la entrada en
catastrofe de error es precisamente lo Unico que puede evitar la extincién de la poblacién, como fue
sefialado anteriormente (Bull et al., 2007).

La introduccién de una fraccién de letales 1 — p uniformemente distribuida en el espacio de
secuencias no cambia esta situacion (seccioén 4.2). La poblacién o bien se extingue o bien entra en
catastrofe de error. Al igual que en el caso anterior, el que ocurra una u otra cosa depende de la
estabilidad demogréfica del fenotipo mutante, s6lo que ahora, puesto que ésta depende de la fraccién
de mutantes letales, la condicién de estabilidad demogréfica define un valor de 1 — p més alld del cual
el fenotipo mutante no podra desplazar al fenotipo maestro antes de que este se extinga. Dicho de otra
forma, a partir de este valor de letalidad el umbral de error desaparece. A este valor de 1 — p se le ha
denominado letalidad critica.

La consideracion de un esquema de letalidad en el que la especie autorreplicante tiene [ posiciones
letales en su secuencia si que cambia esta relacién. Al igual que en el caso anterior aparece una
letalidad critica, que ahora se expresa como un limite méximo para el nimero de posiciones letales
en la secuencia, mds alld del cual la poblacién no puede entrar en catistrofe de error, puesto que
el umbral de error se hace inferior al umbral de extincién definido por el estado estacionario que
caracteriza al equilibrio seleccién-mutacién.

Sin embargo, puesto que en este caso la letalidad no se distribuye uniformemente, la entrada en
catastrofe de error y la extincién dejan de ser mutuamente excluyentes. Si el nimero de posiciones
letales en la secuencia es inferior a la letalidad critica, el fenotipo mutante puede imponerse al fe-
notipo maestro cuando la tasa de mutacién supera el umbral de error. Si la tasa de mutacién sigue
aumentando, la poblacion -que se encontraria en “catdstrofe de error’- acumulard mutantes letales
hasta que su productividad media se hace menor que cero y se extingue. Es decir, en este esquema
de letalidad, extincién y entrada en catéstrofe de error no son mutuamente excluyentes, la poblacion
puede extinguirse estando en “catdstrofe de error”. Ahora bien, el umbral de extincién definido para
la llamada catastrofe de error es siempre inferior al umbral de extinciéon definido para el equilibrio
seleccién-mutacion antes del umbral de error. Esto implica que la extincién de la poblacién se produ-
ce a mayores tasas de mutacién o, dicho de otra forma, la imposicién del fenotipo mutante sobre el
fenotipo maestro, la entrada en “catdstrofe de error”, dificulta la extincién de la poblacién por mutagé-
nesis letal, tal y como se habia sefialado anteriormente (Bull et al., 2007). Por supuesto, este resultado
es, simplemente, una consecuencia logica que se deriva del hecho de que la imposicién del fenotipo
mutante sobre el maestro se debe a su mayor robustez mutacional, es decir, a que las mutaciones
tienen un menor efecto sobre su eficacia bioldgica.

Los diferentes efectos que tienen estos dos esquemas de letalidad sobre la relacién entre umbral
de error y umbral de extincién indican que esta relacion es tremendamente dependiente de la forma
del paisaje de eficacia bioldgicas. En este sentido, seria necesario estudiar dicha relacion en paisajes
mads complejos aunque, como se discutié anteriormente, muchos de ellos no presentan un umbral de
error claro y definido.

Por dltimo, es necesario destacar que el umbral de extincién definido antes de que la poblacién
cruce el umbral de error no cambia en ninguno de los tres casos considerados (ausencia de letalidad,
letalidad uniforme y [ posiciones letales). Este resultado es un artefacto que surge del hecho de no
considerar back-mutation, lo que, hay que recordarlo, es posible debido a las caracteristicas del pai-
saje Single-Peak. Cuando no se considera back-mutation, la productividad media antes del umbral de
error sélo depende de la tasa de mutacion y de la eficacia bioldgica de la especie maestra, es decir,
no depende del efecto de las mutaciones. Esto también se observa en un paisaje tipo multiplicativo en
ausencia de back-mutation (Kimura y Maruyama, 1966). Por este motivo hay que ser extremadamente
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cuidadoso a la hora de extrapolar este resultado a paisajes mds complejos en los que no puede des-
estimarse la back-mutation®. De hecho, el umbral de extincién obtenido por Martin y Gandon (2010)
utilizando un paisaje de eficacias biolégicas mds complejo, depende criticamente de la fraccién de
mutaciones letales considerada, de manera que la poblacién se extingue a menores tasas de mutacién
cuanto mayor sea la fraccién de mutaciones letales.

Puede el umbral de error explicar la mutagénesis letal en virus RNA?

A lo largo de la introduccién se revisaron las diferentes dudas que se habian planteado a la ex-
plicacion de la mutagénesis letal por la existencia del umbral de error. Los resultados obtenidos en
esta Tesis apuntan en esta misma direccién. La aparicién de un umbral de error es consecuencia de la
accion de la seleccion natural sobre las diferencias en capacidad replicativa y robustez mutacional y,
por tanto, dicho fenémeno ni es la causa ni puede explicar la extincién de una poblacién de especies
autorreplicantes por acumulaciéon de mutaciones.

Recientemente, Schuster (2011) ha considerado, basdndose en uno de los articulos publicados
como consecuencia del trabajo presentado en esta Tesis (Tejero et al., 2010), que al aumentar la tasa
de mutacién la poblacién puede extinguirse bien por acumulaciéon de mutantes no viables, o bien
por acumulacién de errores sin limites, esto es, por la entrada en catdstrofe de error. Sin embargo,
es importante remarcar que, tanto antes como después de cruzar el umbral de error, la extincién se
debe al mismo motivo. Antes del umbral de error la poblacién se extingue si la produccién neta
de individuos del fenotipo maestro cae por debajo de 1. Después del umbral de error, la poblacion se
extingue si la produccién neta de individuos del fenotipo mutante cae por debajo de 1. En este sentido,
no hay ninguna diferencia entre ambos fenémenos: no existe una extincién asociada a la entrada en
catastrofe de error y otra extincion independiente de ella, sino que la extincién puede producirse (o
no) tanto antes como después del umbral de error. De hecho, como bien muestran los diagramas de
fase 4.3, existe una amplia region de parametros en la cual la poblacién se encuentra en una situacién
de catéstrofe de error sin extinguirse.

A pesar de esto, el umbral de error podria mantenerse en la literatura de virus RNA como sin6-
nimo de una tasa de mutaciéon maxima mas alla de la cual un virus RNA se extingue, pero, en este
caso, habria que ser extremadamente cuidadoso en desligarlo del concepto de umbral de error como
transicion de fase y “crisis de informacién” que surge en los paisajes de eficacia bioldgica tipo Single-
Peak. Desde este punto de vista, aunque la extincién de virus RNA por mutagénesis letal es un hecho
probado y con claras aplicaciones terapéuticas, no existe evidencia concluyente alguna de que dicho
fenémeno esté relacionado con el umbral de error o con la entrada de una cuasiespecie en catdstrofe
de error, tal y como aparecen estos fendmenos en el paisaje Single-Peak.

Puede la letalidad resolver la paradoja de Eigen?

Si se define un factor de calidad por digito o posicién promedio, el umbral de error puede ex-
presarse como la longitud de secuencia médxima que puede mantenerse a dicho factor de calidad sin
perder la “informacién” de la misma. Como se comentd en la introduccidn, esta idea llevd a que se
postulase la llamada paradoja de Eigen: las altas tasas de mutacién prebidticas no permiten alcanzar
los tamafios de secuencia necesarios para codificar las funciones enziméticas® necesarias para dis-
minuir dichas tasas de mutacién. Sin embargo, si se considera que lo que se ha llamado “entrada en

9

catdstrofe de error” no supone ningin tipo de “crisis de informacién”, “imposicién de la mutacién

Resultados preliminares con paisajes de eficacia biolégica tipo NK confirman que, efectivamente, el umbral de extin-
cién para el equilibrio de seleccién-mutacién antes de la entrada en catdstrofe de error si depende del paisaje de eficacia
bioldgica y del efecto de las mutaciones.

3Da igual que sean enzimas peptidicas o ribozimas.
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sobre la seleccién” o “ruptura de la adaptacién evolutiva”, ;como afecta esto a la paradoja de Eigen?
En ultima instancia, la paradoja de Eigen se mantiene tal y como estd formulada, pero su causa no
seria la existencia de un umbral de error y la entrada en catdstrofe de error, sino la existencia de
un umbral de extincion, una tasa de mutacién maxima mads alld del cual las poblaciones de especies
autorreplicativas no pueden mantenerse en el tiempo. Al igual que el umbral de error, el umbral de
extincién puede expresarse como una longitud maxima que puede alcanzar una secuencia dadas una
tasa de mutacion y una eficacia bioldgica absoluta. Teniendo esto en cuenta, seria posible definir un
nuevo valor para la longitud maxima de una especie autorreplicante a una tasa de mutacién dada:

1 1 log (Rm)
mix = ——— log [ —— | = —2tm) 13.7
’ log(q) <Rm> log (%) (3D

Aplicando la aproximacién ¢” ~ e~ (-9 (Eigen, 2000; Biebricher y Eigen, 2005), la longitud
mdxima 13.7 también puede expresarse de forma aproximada como:

_log (Ry,)

max ~ 13.8
: (1—q) (138

Que estableceria un limite maximo a la longitud que puede alcanzar el genoma de una especie
autorreplicante a una determinada tasa de mutacién para un determinado valor de eficacia biolégica
absoluta.

Esto no significa que el umbral de error no haya tenido importancia en condiciones prebidticas,
es mds, dadas las supuestas altas tasas de mutacién que se darfan en el mundo RNA, la presién hacia
estructuras y secuencias con alta robustez mutacional seria considerable. Sin embargo, como se ha
tratado de mostrar a lo largo de este trabajo, el umbral de error no puede considerarse un fenémeno
critico que impida la accién de la seleccion natural o la adaptacion, sino que, al contrario, en realidad
es una consecuencia de éstas en unas condiciones concretas.

Recientemente, Saakian et al. (2011) han propuesto que la consideracién de mutaciones letales y
de un paisaje Single-Peak truncado® pueden resolver la paradoja de Eigen, ya que la consideracién de
ambos disminuye el umbral de error y, por tanto, permite que a una tasa de mutacién dada sean viables
longitudes mayores. Asi, por ejemplo, considerar que el 80 % de las posiciones son letales implica
aumentar el tamafilo maximo permitido (para 0 = ey ¢ = 0.999) de 1000 a 5000. Sin embargo, al
obtener estos resultados, los autores no consideran la degradacién de las especies autorreplicantes y,
con ello, el umbral de extincién de la poblacién. Si se tiene en cuenta el umbral de extincion, los
resultados son muy diferentes. Con esa longitud y esa tasa de mutacidn, la cuasiespecie se extinguiria

Am . :
siempre que su I?,,, = —— fuese menor de aproximadamente 150, es decir, la cuasiespecie tendria

que replicarse 150 veces mds rapido de lo que se degrada. No es facil encontrar datos sobre los
posibles valores que podrian adquirir A y D para un RNA en condiciones prebidticas pero el valor
necesario parece ser suficientemente elevado como para poner en duda que la letalidad pueda resolver
la paradoja de Eigen.

*Un paisaje Single-Peak truncado es aquel para el cual a partir de un determinado nimero de mutaciones, todas las
secuencias son letales.
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13.3. Cuasiespecies y defeccion letal

. Qué es la defeccion letal?

Como se vio en la introduccién, en un sentido general, o incluso fenomenolégico, la defeccién
letal se podria definir como la extinciéon de una poblacién debido a un aumento de la proporcién
de defectores en la misma. De forma mds especifica, este término se ha utilizado, en el contexto del
modelo Iranzo-Manrubia, para referirse a un mecanismo concreto de extincion estocdstica o extincién
inducida por ruido, debida a individuos defectivos, que puede tener lugar en poblaciones finitas de
pequeiio tamaiio (Iranzo y Manrubia, 2009).

A lo largo de este trabajo se ha presentado otro mecanismo que puede explicar el papel de los
individuos defectivos y defectores en la extincién por mutagénesis letal. Este mecanismo se basa en
el efecto que tiene la defeccidn sobre el equilibrio seleccién-mutacién.

Por si misma, la defeccién genera un dilema social, lo que disminuye la eficacia bioldgica de la
poblacién. En ausencia de mutacién, dependiendo de los pardmetros del sistema (especialmente del
factor de interaccién en cis y del tipo y valor de la ventaja selectiva en cis), la defeccién puede dar
lugar a una situacion de coexistencia entre el fenotipo defector y el fenotipo no defector, o incluso
provocar la imposicién del fenotipo defector en la poblacién. En ambos casos, la defeccién disminuye
la eficacia bioldgica respecto a la situacién en la que sélo estd presente el fenotipo no defector, que
es el que se impondria en ausencia de interacciones en trans. Es decir, en estos casos puede hallarse
un lastre interferente en el estado estacionario causado por la presencia de defectores en la poblacién.
Incluso en los casos en los que es el fenotipo no defector el que acaba por imponerse, la presencia de
un fenotipo defector ralentiza la llegada de aquel al estado estacionario.

(Qué ocurre en presencia de mutaciéon? Cuando se tienen en cuenta las interacciones en trans
que pueden tener lugar entre los fenotipos que componen una cuasiespecie, las eficacias bioldgicas
de estos fenotipos se vuelven dependientes de frecuencia, es decir, dependen de la composicién de la
poblacién. En presencia de interacciones en frans, y de variaciones en las contribuciones a la eficacia
bioldgica, el fenotipo mutante se aprovecha de parte de los recursos de mejor calidad aportados por
el fenotipo maestro, aumentando su capacidad replicativa. Igualmente, el fenotipo maestro utiliza, en
parte, los recursos de peor calidad que aporta el fenotipo mutante, de forma que ve disminuir su efi-
cacia bioldgica. Puesto que un fenotipo aumenta su eficacia bioldgica mientras que el otro disminuye
la suya, el resultado es una interaccion antagonista intraespecifica: la defeccion. El resultado de la
defeccidn es que la diferencia de eficacia bioldgica de ambos fenotipos se reduce, es decir, disminuye
la presion de seleccién y, por tanto, el equilibrio de seleccion-mutacion se desplaza hacia un mayor
efecto de la mutacion, lo que va a aumentar tanto el lastre mutacional como la fraccién de mutantes
de la poblacioén.

El lastre mutacional es una medida de cuanto afecta la tasa de mutacién a la eficacia bioldgica
media de una poblacién. Cuando la eficacia biolégica es independiente de la densidad, que es la
condicion que se ha estudiado en los capitulos 8 y 9, la eficacia bioldgica absoluta media, es decir, su
capacidad reproductiva neta, puede expresarse en funcién del lastre mutacional, L 4, segin:

R= R, (1—La) (13.9)

por otro lado, la extincién de una poblacién se produce cuando se cumple que su eficacia biol6-
gica absoluta media es menor que uno, R < 1 (Bull et al., 2007). Al aumentar el lastre mutacional
respecto a la situacién en la que los individuos no interaccionan, la defeccién hace que la eficacia
bioldgica absoluta de una poblacién y, por tanto, su tamafio poblacional, sea menor para toda tasa
de mutacidn, lo que hace que la extincién se produzca a menores tasas de mutacidon. Esto confirma
una las suposiciones fundamentales de la hipétesis de defeccion letal: la presencia de mutantes de-

148



13. Discusién Extincion y mutacion

fectores y defectivos que interaccionan en trans con los individuos viables de la poblacién favorece
la extincién por mutagénesis letal.

Considerando la defeccion letal como, en general, la extincién por mutagénesis letal debido a un
aumento de individuos defectores en la poblacion, habria que distinguir dos mecanismos diferentes
pero complementarios. Por un lado, la defeccion letal inducida por ruido o extincién estocdstica
debida a mutantes defectivos (Iranzo y Manrubia, 2009). Por otro lado, a falta de un nombre mejor,
la defeccion letal por alteracion del equilibrio seleccion-mutacion, presentada en esta Tesis. Este
ultimo mecanismo estd en la linea de los presentados en los trabajos revisados en la seccién 1.1.6
de la introduccién (Bull et al., 2007; Zeldovich et al., 2007; Chen y Shakhnovich, 2009; Martin
y Gandon, 2010). En todos ellos, se estudiaba el efecto que producia, para diferentes paisajes de
eficacia bioldgica, la acciéon conjunta de la seleccidon y la mutacion, y adicionalmente también la
deriva (Keller et al., 2012), sobre el lastre mutacional y, por tanto, sobre la capacidad reproductiva de
la poblacién. En el modelo presentado en esta Tesis, al considerar las interacciones en trans dentro
de la poblacién, hay que tener en cuenta también la defeccién, que aumenta el lastre mutacional, o
mutacional-interferente si se quiere, de la poblacién. En dltima instancia, la defeccién letal seria una
extension de la mutagénesis letal a la situacion en la que existen interacciones en trans en presencia de
diferencias de eficacia bioldgica y, por tanto, fendmenos de defeccién y complementacién. O, dicho
de otro modo, los modelos de mutagénesis letal considerados hasta ahora, serian casos particulares
en los que no se consideran las interacciones en trans.

Es destacable que, al igual que ocurria en el modelo de cuasiespecies en ausencia de interacciones
en trans, para que pueda producirse la extincidn en el paisaje tipo Single-Peak, es necesario que el fe-
notipo mutante no sea estable demograficamente (R, < 1), ya que, de lo contrario, la poblacién entra
en catastrofe de error en vez de extinguirse. Esto implica que, al menos en ausencia de mutaciones
letales, en el paisaje Single-Peak aun en presencia de defeccion, la entrada en catdstrofe de error y
la extincién siguen siendo mutuamente excluyentes. También implica que, en el paisaje de eficacias
biolégicas Single-Peak sin letalidad, para que pueda producirse la extincion, el fenotipo defector debe
ser también defectivo, es decir, incapaz de replicarse por si mismo. Sin embargo, visto lo visto en
este trabajo, no se deberia extrapolar a la ligera este resultado a paisajes de eficacia biolgica mds
complejos

La fuerza con la que va a actuar la defeccién en una poblacién va a depender de diferentes factores.
A lo largo de esta Tesis se han considerado cuatro: el grado de interaccidn en cis, c, la diferencia entre
las contribuciones de los fenotipos, B;, la ventaja o desventaja selectiva en cis, v 0 w, y, en condiciones
de poblacién constante, el tamaiio del grupo de interaccién, n.

El aumento de las interacciones en trans, un menor ¢, aumenta el lastre mutacional (ecu. 6.18), la
fraccién poblacional del fenotipo mutante en el estado estacionario (tabla 6.2) y, en dltima instancia, el
umbral de extincién (ecu. 8.8). El aumento de la fraccién de mutantes en la poblacidn es un resultado
general de todos los trabajos que estudian el efecto de la complementacion en los equilibrios de
seleccién-mutacion (Wilke y Adami, 2003; Froissart et al., 2004; Gao y Feldman, 2009). Sin embargo,
esta dependencia del lastre mutacional con la defeccidn contrasta con el resultado obtenido por Gao
y Feldman (2009), que obtuvieron que la eficacia biolégica media de la poblacidn, y por tanto el
lastre mutacional, no se veia afectada por la complementacién (que ellos cuantifican a través de un
determinado grado de coinfeccién). El efecto de c se debe a que éste determina hasta que punto la
defeccidn afecta a la presion de seleccidn, ya que determina qué “proporcién” de la eficacia bioldgica
de un individuo es dependiente de frecuencia y, por tanto, esta sujeta a defeccién y complementacion.

En esta misma linea hay que situar el efecto del tamafio del grupo de interaccion, n, en condiciones
de poblacién constante. Si 1 — ¢ determina el grado de interaccién en trans, podria decirse que el
tamafio de grupo actia sobre este valor para dar lugar a unas interacciones en trans efectivas. Esto se
ve claramente cuando se considera que en el limite n = 1, no hay interacciones en trans y se recupera
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el modelo clésico de cuasiespecies, que es el mismo modelo que se recupera para ¢ = 1. De esta
forma, cuanto mayor es n, mayor son las interacciones en trans efectivas y, por tanto, en el limite
n — oo, considerando que todos los individuos interaccionan con todos, la defeccién se maximiza.
El aumento de la ventaja relativa de los individuos defectores al aumentar el tamafio de grupo de
la interaccién es un resultado cldsico de los juegos de bienes publicos (Olson, 1965; Hauert et al.,
2006a).

La presencia de una ventaja selectiva en cis del fenotipo mutante sobre el fenotipo maestro, sea
ésta aditiva (w > 0) o multiplicativa (v > 0), aumenta tanto el lastre mutacional como la fraccién
de fenotipo mutante en la poblacién. Por el contrario, si el fenotipo mutante presenta una desventaja
en cis (w < 0 owv < 0), el lastre mutacional disminuye respecto a la situacién en que v = 0y
w = 0. La causa es que cuanto mayor sea la ventaja en cis, mayor es la capacidad replicativa del fe-
notipo mutante, y menor, por tanto, la diferencia de eficacias bioldgicas entre ambos fenotipos, lo que
disminuye el efecto de la seleccion natural en el equilibrio seleccién-mutacién, desplazandolo hacia
mayores efectos de la mutacion. Dicho de otro modo, cuanto mejor se replica el fenotipo defector,
mayor efecto tiene la defeccidn letal. El ejemplo extremo de este fendémeno se da cuando el fenotipo
mutante es incapaz de replicarse. Esto puede ocurrir cuando la ventaja multiplicativa, v, es igual a
—1. En este caso, la especie mutante, aunque contribuye al bien publico, no puede replicarse y, por
tanto, el umbral de extincién es el menor posible para el valor de ¢ que se esté considerando (fig. 8.4).
El mismo fenémeno, pero ain mas marcado, se observa cuando se considera el efecto de [ posiciones
letales en la secuencia. Mientras que en ausencia de interacciones en trans, la letalidad no altera el
umbral de extincién mas alla de la letalidad critica (es decir, el umbral de extincién asociado al estado
estacionario que define la cuasiespecie), en presencia de estas interacciones, el umbral de extincién
disminuye al aumentar el nimero de posiciones letales en la secuencia, es decir, hace necesarias tasas
de mutacién mas altas para que la poblacion se extinga. El motivo es que los mutantes letales no
actian como defectores y, por tanto, no ejercen un efecto interferente sobre la poblacién, de manera
que, globalmente, el efecto de la tasa de mutacion sobre el lastre mutacional es menor y, por tanto, el
umbral de extincidn se reduce. En otras palabras, en este modelo a mayor letalidad menor defeccién
y, por tanto, menor efecto deletéreo de las mutaciones en la poblacién.

En principio, cuanto mayor sea la diferencia entre las contribuciones, (B,,, — By), mayor deberia
ser el efecto de la defeccién puesto que mds eficacia biolégica gana el fenotipo mutante al aprove-
charse de los recursos del maestro y, viceversa, mds eficacia bioldgica pierde el fenotipo maestro al
utilizar parte de los recursos del fenotipo mutante. Sin embargo, cuanto mayor sea esa diferencia,
también serd mayor la diferencia de eficacias bioldgicas, ya que una parte de la contribucién B; actiia
en cis, aumentando la eficacia biolégica de dicho individuo. Curiosamente, mientras que la fraccién
poblacional del fenotipo mutante siempre depende de dicha contribucién (Tablas 6.1 y 6.4), inde-
pendientemente del valor de v o w, cuando no existe una ventaja o desventaja selectiva en cis del
fenotipo mutante, el lastre mutacional y el umbral de extincién no dependen de la diferencia en las
contribuciones de ambos fenotipo al bien publico, (B,, — By), sino sélo del grado de interaccion en
cis (ecu. 6.17).Gao y Feldman (2009) obtuvieron un resultado equivalente: la fraccién de mutantes
deletéreos depende del efecto de las mutaciones pero la eficacia biolégica media de la poblacién no’.
A diferencia de este caso, en presencia de una ventaja o desventaja selectiva en cis, sea esta de tipo
aditivo o multiplicativo, tanto el lastre mutacional como el umbral de extincién si que dependen de
la diferencia de contribuciones B,,, — Bj. El caricter de esta dependencia depende de si el fenotipo
mutante tiene una ventaja o una desventaja en cis. Cuando el fenotipo mutante presenta una ventaja
en cis (v > 0o w > 0), una menor diferencia se traduce en un mayor lastre mutacional, mientras

3Es bastante probable que el que el lastre mutacional no dependa de las contribuciones al bien ptiblico cuando v = 0
y w = 0, sea un resultado equivalente al que se obtiene en el modelo de cuasiespecies cuando se considera el paisaje de
eficacias bioldgicas tipo Single-Peak o el multiplicativo en ausencia de back-mutation, en el que la productividad media
s6lo depende del factor de amplificacion del fenotipo maestro. Por tanto, hay que tener cuidado de extrapolar este resultado
a otros paisajes de eficacia biolégica mds complejos o al caso en el que la back-mutation no sea desestimable.
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que si dicho fenotipo presenta una desventaja (v < 0 o w < 0), el lastre mutacional disminuye al
disminuir la diferencia entre ambas contribuciones.

13.4. Defeccion letal y feedback eco-evolutivo: componentes de la de-
feccion letal

Puede la disminucion de la densidad poblacional evitar la extincion por defeccion le-
tal?

La defeccion, al depender de que se establezcan interacciones en frans entre los diferentes feno-
tipos de una cuasiespecie, depende de la densidad poblacional. Puesto que durante la mutagénesis
letal el tamafio poblacional disminuye, las interacciones tenderan a hacerse menores lo que, en teo-
ria, disminuiria el efecto de la defeccion letal (Steinmeyer y Wilke, 2009). De ser asi, la defeccion
letal podria contribuir a la disminucidn del titulo viral cuando el tamafio poblacional es alto, pero en
dltimo término no alteraria el comportamiento de la poblacién cuando ésta se encontrase cerca de
extinguirse.

En los capitulos 8 y 9 de esta Tesis no se tuvo en cuenta este ejemplo de feedback eco-evolutivo.
Sin embargo, en los capitulos 10 y 11 el efecto de la densidad sobre las interacciones en trans se
introdujo de dos maneras distintas. En el capitulo 10 se consider6 que el factor de interaccién en cis
dependia del tamaifio poblacional, siendo mds cercano a 1 cuanto menor fuese el tamafio poblacional
(¢ — 1 cuando ) x; — 0). En el capitulo 11 se consideré que la poblacién interaccionaba en grupos

cuyo tamafio de[;endia de la densidad poblacional (a diferencia del capitulo 7 en el que se consideraba
que tanto la poblacién como el tamafio de grupo n eran constantes). En ambos casos la introduccién
de una dependencia con la densidad hace que el umbral de extincién sea igual al caso en el que no
hay interacciones en trans (¢ = 1). El motivo es que, en ambos modelos, al disminuir el tamafio
poblacional las interacciones en trans disminuyen. En el capitulo 10, segiin se va extinguiendo la
poblacion, el factor de interaccién en cis de los individuos que quedan se va acercando a uno y, por
tanto, en ultima instancia el umbral de extincion viene definido por este caso, ¢ = 1, en el que no
hay interacciones. En el capitulo 11, cuando la poblacién se acerca a la extincién, la mayoria de los
grupos estan formados por un unico individuo, que, por tanto, no interacciona con otros fenotipos,
obteniéndose el mismo resultado.

Aun asi, el efecto de la defeccién es notable puesto que, aunque el umbral de extincién sea el
mismo que en ausencia de interacciones en trans, el tamafio poblacional siempre es menor cuando
se considera el efecto de la defeccidn sobre el equilibrio de seleccién-mutacién (en el capitulo 11,
siempre que el limite de coinfeccion, n,,4;, sea suficientemente alto). Mas adelante, se considera la
importancia de este fendmeno en el caso concreto de los virus RNA.

Sin embargo, estas aproximaciones sélo consideran el efecto de una interaccién puntual entre los
diferentes individuos cuando se forman los grupos. Es decir, los individuos se replican una sola vez
en funcién del resto de individuos con los que interaccionan en el grupo. En realidad, cuando un
virus infecta una célula tienen lugar una serie de rondas de replicacién en las que pueden producirse
mutantes que se comporten como defectores frente a otros virus progenie o incluso frente a los virus
que infectaron inicialmente la célula. Para tener en cuenta el efecto de los defectores generados de
novo durante la infeccidn, en el capitulo 12 se estudié un modelo anidado en el que una dindmica
de formacién de grupos con tamafio variable en funcién del tamafo poblacional (como anilogo de
la dindmica extracelular en una infeccién litica) se acopla con una dindmica de cuasiespecies que
interaccionan en frans, que se considera como una aproximacién a la reproduccién intracelular del
virus. En este caso, se comprueba que, aun teniendo en cuenta el efecto de la densidad, la disminucién
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del factor de interaccién en cis aumenta el umbral de extincién y disminuye el tamafio poblacional
para cualquier valor de la tasa de mutacion. Este efecto, que se podria denominar autodefeccion hace
que cuanto mayores sean las interacciones en frans, menor sea la produccidn total de individuos por
un grupo y, también, mayor sea la proporcion de fenotipo defector en dicha produccion. Al considerar
un modelo anidado, no es necesario que la poblacién se extinga en los grupos individuales, sino que
basta con que la produccién neta disminuya por debajo de un valor umbral que viene determinado,
entre otros parametros, por la produccién méaxima del grupo, by, y la tasa de degradacion de los
individuos fuera de los grupos, d.

Por simplicidad, en el capitulo 12 se ha mostrado este efecto utilizando como condicién final de
la dindmica intracelular el alcanzar el estado estacionario. Sin embargo, aunque no se muestre en
este trabajo, este resultado también se ha obtenido para diferentes condiciones finales que tratan de
reproducir, de una manera u otra, la condicién de lisis en una infeccion real.

Estos resultados muestran que es posible distinguir dos componentes en la defeccion letal. Una
que depende de la formacién de grupos por individuos defectores y no defectores (que en virus equi-
valdria a la coinfeccién) y que se produce a tamafios poblacionales altos (a altas MOI) y otra relacio-
nada con el efecto interferente de la fraccién defectora de la progenie sobre el resto de dicha progenie
cuando se considera mds de una ronda de replicacion. Esta “autodefeccién” no es dependiente de
densidad y, por tanto, aumenta el efecto de la tasa de mutacion siempre que existan interacciones en
trans. Ahora bien, puesto que esta componente depende del nimero de rondas de replicacién de un
individuo dentro de un grupo, si que puede verse afectada por el llamado modo de replicacion del
virus (Sardanyés et al., 2009). Esta posibilidad se considerard mds adelante en el caso particular de
los virus RNA.

13.5. Dificultades de la teoria

En ciencia, el critico més despiadado del trabajo de un cientifico deberia ser su propio autor
aunque, dada la cercania del trabajo, esta tarea no siempre es facil. Revisar con escepticismo y espiritu
critico el trabajo propio deberia ocupar un lugar principal en la biologia evolutiva, aunque sélo sea
por razones histdricas. En el que, sin duda, puede considerarse documento fundador de la biologia
evolutiva moderna, el Origen de las especies, Charles Darwin dedico el capitulo VI, y siguientes, a
analizar las “dificultades” de la teorfa presentada en dicho libro y, en ediciones posteriores, también
incluyo, y rebatid, gran parte de las objeciones realizadas por otros cientificos. En esta misma linea,
esta seccion de la discusidn repasa criticamente las principales limitaciones del trabajo realizado en
esta Tesis, esperando que eso ayude a resaltar sus logros y, sobre todo, a desarrollarlo en un futuro
cercano.

Estudio de estados estacionarios y sistemas deterministas

A lo largo de esta Tesis, los modelos planteados se han estudiado desde una perspectiva determi-
nista que se ha limitado al estudio de los estados estacionarios de los sistemas de EDO planteados.
Las limitaciones de esta aproximacion, que debe ser considerada siempre como una primera aproxi-
macioén, son de sobra conocidas. El estudio determinista de los sistemas dindmicos considera implici-
tamente que los tamafios poblacionales son extremadamente grandes y, en tdltimo término, infinitos.
De esta forma se desestiman todos los fendmenos de tipo estocdstico que se producen cuando se con-
sideran poblaciones finitas y, especialmente, poblaciones cuyo tamafio no es demasiado grande. Si
bien esta limitacién es remarcable en cualquier condicidn, puede ser especialmente problemadtica en
el estudio de fenémenos como la extincién que, por definicidn, suponen una disminucién progresiva
del tamafio poblacional. Es decir, a lo largo del proceso, los fendmenos estocdsticos van cobrando
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cada vez mds importancia. Esta consideracién no invalida la aproximacién y los resultados de esta
Tesis, pero si los contextualiza. Es muy probable que, debido a la no consideracién de los fenéme-
nos estocdsticos, el umbral de extincién este sobreestimado en todos los casos, ya que, al considerar
poblacioén finita, el efecto de las fluctuaciones puede hacer que la extincion se produzca a tasas de
mutacién menores. Esto equivale a decir que, tal y como muestra el modelo Iranzo-Manrubia (Iranzo
y Manrubia, 2009), cuando el tamaifio poblacional se hace lo suficientemente pequefio es necesario
considerar, entre otros, fendmenos de tipo deriva génica que pueden afectar considerablemente al
equilibrio de selecciéon-mutacién, pudiendo llegar a cambiar parcialmente los resultados obtenidos
bajo una perspectiva determinista.

En segundo lugar, la aplicacién de una aproximacién determinista se ha limitado al estudio de
los estados estacionarios del sistema. Por supuesto, es muy dificil, por no decir imposible, que un
sistema bioldgico cualquiera alcance una situacion de estado estacionario. Mucho mds atin cuando el
sistema en cuestion estd sometido a evolucién bioldgica y, por tanto, a posibles cambios estructurales
del propio sistema . No hay que olvidar que cuando se plantean este tipo de modelos minimos, de
alguna forma se estdn prefijando unos limites a la evolucién de nuevas formas, agentes, etc. dentro
del sistema, que es, precisamente, lo que permite estudiarlos. Plantear estos modelos obliga a cerrar
o limitar el espacio de lo posible, mientras que, por su propia naturaleza, la evolucién biolégica
es capaz de aumentar progresiva pero indefinidamente su grado de complejidad, caracteristica que
algunos autores han denominado open-ended (Ruiz-Mirazo et al., 2008). Lo més probable, por tanto,
es que los sistemas bioldgicos se encuentren permanentemente en una situacion transitoria, alejados
del estado estacionario. El estudio de los estados estacionarios de un sistema bioldgico debe tomarse
no tanto como una aproximacién a lo que estd ocurriendo sino a las tendencias del sistema, hacia
donde se dirige, por decirlo de algin modo.

Paisajes de Eficacia biologica

A dia de hoy, el desconocimiento de la estructura de los paisajes de eficacia bioldgica en virus
reales es todavia considerable, aunque existen esfuerzos en este sentido, tanto en relacionar secuencias
con eficacias bioldgicas (Lorenzo-Redondo, 2011) como en cuantificar el efecto de las mutaciones en
diferentes especies virales (Sanjudn, 2010). Debido a este desconocimiento, el “problema” de los pai-
sajes de eficacia bioldgica es quiza uno de los mayores retos a los que se enfrenta la biologia evolutiva
tedrica. Entrecomillamos la palabra “problema” porque buena parte de estos problemas son creados
por los propios cientificos cuando hacemos un uso inadecuado de los modelos tedricos y sus resulta-
dos. Dado el desconocimiento de la estructura de los paisajes de eficacia reales, cualquier ejemplo de
paisaje que se utilice queda en el terreno de la hipétesis y de la particularidad y, por tanto, los resulta-
dos que se derivan de ellos deben ser manejados con precaucion. Se utilicen paisajes extremadamente
simplistas como el Single-Peak o los de tipo multiplicativo, o ligeramente mas complejos como los
paisajes NK, hay que tener siempre en mente que, trabajando con casos particulares, es muy proba-
ble obtener resultados particulares, que no tienen por qué ser facilmente generalizables. Es un error
tentador en biologia tedrica tratar de generalizar resultados particulares sin un estudio exhaustivo de
la legitimidad de dicha generalizacién, y es un error que se ha tratado de no cometer en este trabajo.
Esto no significa que las conclusiones obtenidas a partir de un modelo simple no sean extrapolables
o generalizables, sino que su extrapolacidn debe realizarse con precaucion y, ademds, siendo tremen-
damente cuidadosos de no desligar las conclusiones del modelo de las suposiciones y condiciones del
mismo, lo que suele ocurrir con relativa frecuencia. En este sentido, nunca se debe dejar de subrayar
que los modelos son prisioneros de sus suposiciones iniciales, especialmente cuando dichos modelos
pueden ser posteriormente utilizados por cientificos no habituados al desarrollo y estudio de modelos
tedricos.
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La eleccién de paisajes de eficacia bioldgica simples suele deberse a la posibilidad de aplicar
determinadas técnicas matematicas que es imposible aplicar en casos mas complejos y que permiten
obtener un conocimiento muy completo de los mismos®. Su eleccién es, por tanto, perfectamente
legitima en ciencia. Es mas, el desarrollo de modelos basicos y sencillos no sdlo es cientificamente
legitimo sino incluso esencial, en tanto que son una herramienta fundamental para la comprension
basica de los fendmenos biolégicos. El problema surge cuando se pretende ampliar el rango de validez
y aplicabilidad de dichos modelos més alld de lo que dicho modelo permite. Cuando esto ocurre, es
cuando los modelos dan “problemas” de verdad.

Dicho esto, el paisaje de eficacias bioldgicas tipo Single-Peak en ausencia de back-mutation (el
paisaje estdndar, por asi decirlo, en teoria de cuasiespecies) presenta ciertas particularidades que no se
han dejado de sefialar a lo largo del trabajo. Quizas la mas importante es la aparicién de un umbral de
error més alld del cual la poblacién es insensible al efecto de las mutaciones, al estar exclusivamente
compuesta por un fenotipo infinitamente robusto. La principal consecuencia de este fenémeno es que,
en todos los casos analizados excepto en uno, se ha obtenido que la entrada en catdstrofe de error
impide que la poblacidn se extinga por acumulacién de mutaciones.

Ahora bien, el paisaje de eficacias biolégicas tipo Single-Peak tiene una serie de caracteristicas
que lo hacen especialmente interesante en el estudio de las cuasiespecies en general y, en concreto,
las de los virus RNA. En primer lugar, su gran simplicidad, que permite estudiarlo analiticamente. En
segundo lugar, como se ha mencionado anteriormente en la discusion, en ausencia de back-mutation
los resultados obtenidos antes del umbral de error son idénticos a los obtenidos en otros paisajes de
eficacia bioldgica como el multiplicativo en ausencia de back-mutation (Bull et al., 2007). De hecho,
para longitudes de secuencia grandes y coeficientes de seleccién por mutacién, s, no muy pequeiios,
el equilibrio de mutacién obtenido en paisajes de eficacia multiplicativos en puede aproximarse a un
Single-peak, incluso aunque la back-mutation no se desestime.

Por ultimo, los virus RNA presentan epistasis antagonista (Holmes, 2009), debido seguramente a
que, por el cardcter multifuncional de sus proteinas y por la importancia de las estructuras secundarias
del RNA, las mutaciones puntuales tienen grandes efectos. De hecho, los virus RNA presentan un
alto porcentaje de mutaciones letales (Sanjuan, 2010). El paisaje Single-peak es un ejemplo extremo
de epistasis antagonista puesto que mutaciones posteriores a la primera no tienen efecto sobre la
eficacia biolégica (Bull et al., 2007), por lo que, en tanto que toy model, quizas represente mejor el
comportamiento de los virus RNA que un paisaje de tipo multiplicativo o aditivo. A pesar de esto, sin
duda una de las grandes limitaciones de este trabajo es no haber considerado otros tipos de epistasis
(sinérgica o ausencia de epistasis) o bien haber considerado diferentes grados de epistasis antagonista.

Modelos multiloci vs. interacciones pleiotropicas

En este trabajo se han considerado especies autorreplicantes con un dnico locus, que podria ex-
presarse en dos rasgos diferentes: la capacidad replicativa en cis (expresada en parte a través de una
ventaja selectiva en cis) y la contribucién al bien puiblico (B;). De esta manera el tratamiento del
modelo se simplificaba considerablemente. Aun asf, la posible extensién de este modelo a situaciones
multiloci no presentaria mayor problema. La consideracién de un tinico locus que afecta a varios ras-
gos que determinan la eficacia bioldgica se fundamenta en el hecho de que la mayoria de mutaciones
que sufre un virus RNA tienen un caricter pleiotrépico, es decir, afectan simultineamente a diferen-
tes rasgos. Aunque la pleiotropia es ubicua en los seres vivos, deberia ser especialmente importante
en virus RNA debido al pequefio tamafio de sus genomas y al cardcter multifuncional de la mayoria

®No deja de ser paradéjico que las herramientas matematicas que permiten obtener resultados mas generales (las técnicas
analiticas) s6lo puedan aplicarse a modelos sencillos de dificil generalizacién, mientras que en los modelos mds complejos
y generales la mayoria de las veces sélo se puedan aplicar técnicas (de simulacién o resolucién numérica) que sélo aportan
resultados particulares.
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de sus proteinas. Por este motivo, se ha considerado un tnico locus cuya mutacién afecta tanto a
funciones que pueden actuar en frans, como a funciones que sélo actian en cis. En un virus RNA
la situacién serd mucho mds compleja y es de esperar que los valores equivalentes a ¢, v y B; sean
especificos de cada mutacién.

La relacién o, quizds mas correctamente, la correlacion entre ambos efectos es un punto impor-
tante que parece interesante destacar: en el modelo Iranzo-Manrubia (Iranzo y Manrubia, 2009) se
asumia que las mutaciones que afectan a la infectividad llevaban consigo un coste en la capacidad
replicativa del individuo. En el contexto del modelo presentado en este trabajo esto es equivalente a
asumir que v < 0. Sin embargo, esto no tiene por qué ser siempre asi. Pueden existir mutaciones que
provocando pérdidas totales o parciales de infectividad supongan un aumento de la capacidad repli-
cativa del virus. Las deleciones implicadas en la formacién de las DIP serian el ejemplo mads clasico,
pero también se conocen mutaciones puntuales capaces de tener este doble efecto (Meyer y Southern,
1997), en este ultimo caso, la defectividad se produce por mutaciones en regiones implicadas en el
reconocimiento por el ribosoma, de manera que el virus no puede ser traducido, de manera que es
defectivo. Sin embargo, el no poder unirse a ribosomas le confiere una ventaja replicativa ya que, en
teoria, aumenta su concentracion efectiva para unirse a las replicasas virales.

Esta correlacion entre el efecto de las mutaciones sobre la contribucién al bien publico y la capa-
cidad replicativa en cis puede tener importancia puesto que, como se ha visto a lo largo de este trabajo,
si una mutacion deletérea en la contribucién al bien publico estd asociada a una ventaja selectiva en
cis la defeccion letal se ve favorecida, mientras que si, por el contrario, dicha mutacién implica una
pérdida adicional de capacidad replicativa, la defeccion letal se ve perjudicada. Este efecto puede ser
relevante si en determinados virus RNA existe alguna correlacién global entre las mutaciones dele-
téreas en factores que interaccionan en frans y su efecto sobre la capacidad replicativa en cis. Si esta
correlacion es negativa, por ejemplo, es probable que la defeccion letal se vea favorecida en dichos
virus.

Limitaciones de considerar un juego de bienes piblicos

A lo largo de este trabajo se han considerado las interacciones en trans como el grado en que
depende la eficacia biolégica de un individuo de la interaccién en un juego de bienes publicos. De
esta forma se definié un factor de interaccién en cis, ¢, que varia entre 0 y 1 dependiendo de si todas
las interacciones son en trans o en cis, respectivamente.

En primer lugar, se podria cuestionar hasta que punto una infeccién viral puede plantearse como
un juego de bienes publicos. Como se vio en la introduccién, para que un bien producido colecti-
vamente sea considerado un bien publico debe carecer de rivalidad, es decir, su uso por parte de un
individuo no debe disminuir el uso por parte de otros individuos, y de exclusividad: todos los indi-
viduos tienen que tener el mismo acceso al bien publico. Como se mostrd en el capitulo 5, la idea
de considerar las interacciones en frans entre virus RNA desde la perspectiva de los juegos de bienes
publicos tiene como fundamento molecular el hecho de que los genomas virales codifican proteinas
que pueden compartirse en trans. Estas proteinas puede considerarse, por tanto, un bien producido
colectivamente por los diferentes virus que estdn infectando la célula. Ahora bien, a nivel molecular,
la interaccion entre genomas y proteinas tiene mds de bien comin que de bien ptiblico, puesto que
mientras un genoma esta siendo replicado por una enzima, ésta no puede unirse a otro genoma. Aun
asi, al haber considerado en este trabajo la replicacién como si fuese una reaccién bimolecular, la
interaccién genoma-proteina puede considerarse desde la perspectiva de un juego de bienes publicos.

En condiciones de poblacion constante, al considerar la existencia de un juego de bienes publicos
en presencia de dos Unicos fenotipos, éste se convertia en un juego tipo 2x2. Por supuesto, el estudio
de este modelo también puede llevarse a cabo considerando mdltiples fenotipos con diferentes contri-
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buciones diferentes al bien publico, en los que la contribucién de cada fenotipo vendria determinada
por el equivalente a un paisaje de eficacias bioldgicas, en este caso de contribuciones.

En condiciones de poblacién variable, considerar un juego de bienes publicos implica suponer
que la cantidad total de dicho bien permanece constante o que tiene una escala temporal diferente de
la produccién y degradacion de los genomas (ecu. 5.14). Precisamente es el caso contrario a suponer
que el recurso puede considerarse en estado cuasiestacionario, lo que da lugar a un sistema tipo hiper-
ciclo (ecu. 5.12). Ambas suposiciones son claramente poco realistas. Sin embargo, la consideracién
del juego de bienes publicos permite resolver analiticamente los casos mds sencillos de dicho modelo.
Es interesante estudiar la relacidn entre el modelo tipo hiperciclo, ecu. 5.12, y el modelo que consi-
dera enzima constante, ecu. 5.14, en lo que al proceso de extincién se refiere. En el primero, puesto
que se supone que la escala de produccién de enzima replicasa es mucho mas rapida que la de la
replicacion, los cambios en la poblacién de genomas se transmiten rdpidamente a la concentracién de
enzimas y, por tanto, la disminucién en el nimero de genomas se retroalimenta con la disminucién en
la concentracion total de enzima. En el modelo que considera una concentracién de enzima constante,
o una cinética de produccién y eliminacién de enzima replicasa mucho maés lenta que la replicacion
y degradacién de los genomas, la disminucién del nimero de genomas no se transmite, o lo hace
muy lentamente, a la concentracién total de enzimas, por lo que el proceso no se retroalimenta. La
consecuencia es que al disminuir la eficacia bioldgica de los genomas, la extincién va a ocurrir antes
y de forma mds brusca en el modelo tipo hiperciclo que en el modelo que considera la concentra-
cién de enzima constante. Es decir, el modelo estudiado en esta Tesis subestima sistemdticamente el
umbral de extincion. Si se supusiese una relacion més compleja entre la cantidad de genomas y la
cantidad de recurso, el umbral de extincién seria mayor, tendria lugar a menores tasas de mutacién.
Los hiperciclos, puesto que la concentracion de recurso o proteina disminuye instantdneamente al
disminuir el genoma, no s6lo se extinguen a menores tasas de mutacion sino que la hacen de forma
brusca, caracteristicas de sistemas que tienen efectos tipo Allee. Todo esto hace necesario sefalar
otra suposicién del modelo que es, como minimo, complicada de justificar a un nivel molecular. Por
un lado, el modelo supone que la cantidad de bien publico es constante, es decir, no depende de la
concentracion total de especies autorreplicantes. Por otro lado, la composicién de dicho bien ptiblico
si cambia con las fracciones poblacionales respectivas de dicha especie autorreplicante, lo que, al me-
nos aparentemente, parece contradictorio con la primera suposicion. Sin embargo, desde un punto de
vista operativo, esta suposicidon es muy util para simplificar el tratamiento analitico de los modelos,
lo que, por si mismo, es suficiente justificacion para su uso.

Por ultimo, a lo largo de este trabajo se ha considerado que el juego de bienes publicos seguia
una estructura de pagos lineal, puesto que la cantidad de recurso que experimenta un individuo es
el promedio de las contribuciones de los diferentes fenotipos. Como se vio en la introduccién, los
juegos de bienes publicos no se limitan al estudio del caso lineal sino que pueden considerarse otro
tipo de estructuras de pagos no lineales: tipo umbral, sigmoideas, etc. En el contexto del modelo
presentado en este trabajo, este tipo de estructuras no lineales seria equivalente a considerar algin
tipo de dominancia genética en la interaccién entre los diferentes recursos. Asi, por ejemplo, si para
una misma proporcién de fenotipo mutante, el efecto sobre la eficacia bioldgica fuese menor que
en el caso lineal se estaria ante un caso de dominancia del fenotipo maestro, mientras que si en ese
caso el efecto fuese mayor que en el caso lineal, seria un caso de dominancia del fenotipo mutante.
Aunque finalmente no se ha tenido en cuenta en este trabajo, estudios preliminares con el modelo de
cuasiespecies que interaccionan en frans muestran que aumentar la dominancia del fenotipo maestro
disminuye el lastre mutacional, mientras que aumentar la dominancia del fenotipo mutante aumenta
dicho lastre. Un estudio més detallado del efecto de la dominancia en el modelo de las cuasiespecies
que interaccionan en frans es una de las tareas que podrian derivarse de este trabajo.
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Objetivo y utilidad de los modelos minimos

Uno de los objetivos de esta Tesis ha sido el desarrollo de una serie de modelos minimos para el
estudio de la defeccion letal. En tanto que modelos minimos son tremendamente simples en relacion
a los virus RNA. Sin embargo, El objetivo de los modelos minimos no es reflejar detalladamente el
sistema experimental que modelizan, sino tratar de localizar y comprender los aspectos mds esencia-
les del mismo. De esta manera, intentan construir una base o un marco conceptual sélido sobre el
que poder desarrollar modelos tedricos y computacionales mds complejos, asi como poder abordar
mads eficazmente el estudio experimental de las situaciones que se han tratado de modelizar. Se podria
llegar a decir que el desarrollo de modelos minimos es, por tanto, casi mas una forma de hacer “cien-
cia bésica” que una aproximacién computacional o matemadtica a un problema. Por eso, aunque los
modelos minimos pueden ser utilizados en ocasiones para la obtencidon de parametros experimentales
(como se ha mostrado en la seccién 7.5) o incluso para hacer predicciones experimentales concretas,
ese no es, desde nuestro punto de vista, su objetivo fundamental. Siguiendo con la idea de que el
principal objetivo de los modelos minimos es permitir una mejor comprension de las caracteristicas
esenciales de los fendmenos estudiados, en la siguiente seccion se tratard de relacionar los resultados
obtenidos a través de dichos modelos minimos con los virus RNA y la posibilidad de extinguirlos
mediante mutagénesis letal.

13.6. Modelos minimos de defeccion letal y virus RNA

Mutagénesis letal e interacciones en frans en virus RNA

Uno de los principales resultados de esta Tesis es el desarrollo de un modelo basico que explica
y confirma el ndcleo principal sobre el que se asienta la hipétesis de defeccién letal: que cuanto
mayores sean las interacciones en trans en un virus RNA, mds susceptible serd a la mutagénesis
letal. Su principal novedad radica en explicar este hecho debido a la accién de la defeccion sobre el
equilibrio seleccion-mutacion. Este resultado implica que aquellas familias o especies virales que, por
sus caracteristicas bioldgicas o por su historia evolutiva, tengan una mayor tendencia a interaccionar
en frans seran mas susceptibles a la accién antiviral de un firmaco mutdgeno. En la introduccién se
coment6 que diferentes familias virales tienen diferente tendencia a interaccionar en trans. Sobre esta
base es posible, en principio, intuir que aquellas familias con mayor tendencia a interaccionar en trans,
por ejemplo las familias de virus RNA de cadena negativa, serian méds susceptibles a mutagénesis letal
que, por ejemplo, los virus RNA de cadena positiva. Aunque, a dia de hoy, parece que existen ciertos
indicios que demuestran este comportamiento (Moreno et al., 2012), desgraciadamente, esta hipétesis
no es fécil de comprobar rigurosamente, puesto que no es facil comparar la accién mutagénica sobre
dos especies virales diferentes.

En primer lugar, actualmente no existe ningin medio para estudiar cuantitativamente el grado de
interaccidn en trans en una especie viral. En este sentido, los resultados presentados en la seccién 7.5,
para el fago ¢6, pueden ser una manera de intentar obtener un primer resultado cuantitativo aproxima-
do para el valor de c, a partir de un modelo muy sencillo. En segundo lugar, el cardcter mutagénico de
un farmaco depende de cada especie viral o incluso de la concentracién de dicho fairmaco. Véase, por
ejemplo, lo que ocurre con la ribavirina, que ha sido descrita como mutagénica para ciertas especies
virales, pero no para otras (Graci y Cameron, 2006; Parker, 2005) y, que también puede comportarse
como mutdgeno o inhibidor para una misma especie dependiendo de su concentracién (Moreno et al.,
2011). Esto implica que, para comparar el efecto mutagénico de dos farmacos hay que comparar el
efecto del farmaco en base a las frecuencias de mutaciones que dichos farmacos producen en cada
uno de los virus RNA, tal y como hacen, por ejemplo, Graci et al. (2012).

Finalmente, habria que descartar que un efecto diferente del mutdgeno se debiese a otros fend-

157



Extincion y mutacion 13. Discusién

menos como la robustez mutacional (Graci et al., 2012) u otras caracteristicas del virus que pueden
condicionar el efecto de la mutagénesis letal, algunas de las cuales se consideraran a continuacién.

Efecto pleiotropico de las mutaciones

En esta Tesis se ha estudiado un modelo que considera un tinico locus que presenta efectos tanto en
la cantidad de recurso que el individuo aportaba al bien publico, B;, como en la capacidad replicativa
en cis, v 0 w. Por supuesto, en un virus RNA la situacién es mucho més compleja. Como se vio en
la introduccién, dentro de una misma especie viral no sélo existen loci complementables en trans 'y
loci que no lo son, sino que incluso dentro de un mismo /oci existen mutaciones complementables y
mutaciones no complementables, presumiblemente debido al cardcter multifuncional de las proteinas
virales. Esto implica que lo que se tendria en realidad en un virus RNA, desde la perspectiva de un
juego de bienes publicos, es que cada mutacion tendria asociada un determinado valor de ¢, y unos
determinados cambios en B; y en v;. Por supuesto, al hablar de “cada mutacién”, habria que tener en
cuenta los efectos epistédticos de interaccion entre diferentes mutaciones o, como a veces se denomina
en los modelos de cuasiespecies, la dependencia de su efecto respecto al contexto de secuencia. Es
decir, existird un conjunto de mutaciones deletéreas no complementables (¢ = 1) ademds de toda
una serie de mutaciones que presentarian grados variables de complementaciéon (¢ < 1). Cuando
en el apartado anterior se consideraba que diferentes especies virales presentan diferentes grados de
interaccidn en trans, en realidad se estaba considerando tanto la proporcién de mutaciones cuyo efecto
ocurre tanto en cis como en trans, como el grado de interaccién promedio de las mismas.

Al considerar dos posibles fenotipos, maestro y mutante, se ha considerado que el paso de uno a
otro fenotipo implicaba cambios en uno o en los dos rasgos. El caso mds simple, v = 0, implica que
ambos rasgos son independientes. La mutacién disminuye la aportacién al bien ptiblico, pero no afecta
a la capacidad replicativa en cis del mutante. También se ha considerado el caso en que la mutacién
afecta a ambos rasgos y, a la vez que disminuye el recurso aportado al bien piblico, disminuye (v < 0)
o aumenta (v > 0) la capacidad replicativa en cis del mutante respecto al fenotipo maestro. Es decir,
fundamentalmente se esta considerando que las mutaciones pueden tener un efecto pleiétrépico sobre
varios rasgos que condicionan la eficacia bioldgica. En este caso, puesto que uno de los rasgos actiia
exclusivamente en cis y el otro puede hacerlo tanto en cis como en trans, la relacion entre los efectos
en ambos rasgos tiene gran importancia para determinar el resultado del dilema social, o incluso si éste
existe, en presencia o ausencia de mutaciones. En los capitulos 6, 7 y 8 se ha observado que cuando la
disminucién de B; estd asociada a una mayor ventaja selectiva en cis, v > 0, la existencia de un dilema
social aumenta el lastre mutacional y, en condiciones de poblacién variable, favorece la extincién. Sin
embargo, si un menor B; se asocia a una menor capacidad replicativa, v < 0, entonces el efecto de las
interacciones en trans es menor, lo que dificulta la defeccién letal. En un virus RNA cada mutacién
tendra un efecto determinado sobre la aportacion en frans y sobre la capacidad replicativa en cis y lo
m4s probable es que, globalmente, no exista una correlacidn clara entre ambos efectos (es decir, que
las mutaciones que disminuyan B; aumenten v; o viceversa). Ahora bien, si en un virus RNA existen
regiones importantes del genoma en la que si exista una correlacion, esto puede favorecer o dificultar
la accién de la defeccién letal. Anteriormente se comenté el ejemplo de de los mutantes defectivos
interferentes de LCMV causados por pequefias deleciones que alteran la regiéon de reconocimiento
del ribosoma, de manera que no se traducen (motivo por el que son defectivos) y ademads tienen una
ventaja replicativa, puesto que tienen méds probabilidad de unirse a la polimerasa viral, al no tener que
competir el genoma con los ribosomas (Meyer y Southern, 1997). Este caso particular puede darnos
una idea del tipo de mutaciones que se estdn considerando. Por poner el ejemplo contrario, se cree
que en Picornavirus, existen funciones asociadas a la replicacién estrictamente necesarias en cis, de
forma que un genoma incapaz de traducirse no puede replicarse (Ehrenfeld et al., 2010).
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Letalidad, defeccion y mutagénesis

En el capitulo 8 se estudi6 el efecto de la letalidad sobre la defeccién letal. En dicho capitulo
se demostré que, més alld de la llamada letalidad critica, la presencia de posiciones letales en la
secuencia disminuia el umbral de extincién. Es decir, en presencia de letalidad, la tasa de mutacién
necesaria para extinguir a una poblacion es mayor. Este efecto a priori contraintuitivo se debe, como
se ha comentado anteriormente, a que la letalidad disminuye el efecto de la defeccidn, al disminuir la
cantidad de fenotipo mutante-defector en la poblacién, sin aumentar el efecto deletéreo de la tasa de
mutacion, puesto que éste, en ausencia de back-mutation, éste s6lo depende de la tasa de mutacién y
no del coste de eficacia bioldgica de las mutaciones. En un virus RNA es esperable que este tltimo
efecto no ocurra y que una mayor proporcién de posiciones letales en la secuencia se traduzca en un
mayor lastre mutacional’.

Por tanto, en un virus RNA una mayor fraccién de mutaciones letales tendra dos efectos opuestos.
Por un lado, aumentar4 el lastre mutacional debido al mayor efecto deletéreo de estas mutaciones. Por
otro lado, disminuird el efecto de la defeccién letal y, por tanto, el lastre mutacional. El balance entre
ambos fendmenos dependerd, sobre todo, del grado de interaccién en trans en el virus.

El que la defeccidn letal se ve perjudicada por mutaciones letales es un hecho que ha sido compro-
bado experimentalmente en el estudio de la interferencia ejercida por mutantes puntuales de FMDV
(Perales et al., 2007). En dicho estudio se comprobé que la coinfecciéon con mutantes de la polimera-
sa incapaces de replicarse no ejercia ningiin efecto interferente. A partir de este estudio se considerd
necesario que los defectores pudieran ser capaces de replicarse por si mismos (o al menos de ser
replicados en presencia de otros virus).

Los estudios mds recientes de la fraccién de mutaciones letales en virus RNA muestran que para
VSV y el TEV (Tobbaco Etch virus) dicha fraccion ronda el 40 %, mientras que en los fagos @8,
® X174y F'1 se sitda en torno del 20 % (Sanjudn, 2010). Sin embargo, estos estudios se llevan a cabo
en condiciones en las que no es posible la complementacién y, por tanto, bajo la denominacién de
mutaciones letales incluyen tanto mutaciones letales como mutaciones “defectivas”, en el sentido de
que podrian ser complementadas en presencia de un virus helper.

Suponiendo que no exista una correlacion entre el efecto deletéreo de una mutacién y la comple-
mentabilidad de la misma, es evidente que un mutageno deberia tratar de optimizar el efecto deletéreo
de las mutaciones en un virus determinado. De existir dicha correlacién, es decir, que las mutaciones
que tienen un mayor efecto sobre la eficacia bioldgica tienen una menor tendencia a ser complemen-
tadas en trans, este resultado aparentemente obvio podria ser cuestionable, ya que podria depender
del grado de interaccion en trans global o promedio del virus.

Defeccion letal y MOI: Componentes de la defeccion letal

En esta Tesis se ha demostrado que en la defeccién letal pueden distinguirse dos componentes:
por un lado, las dindmicas de coinfeccién entre virus viables y virus defectores, que tienen lugar
exclusivamente a altas multiplicidades de infeccién. Por otro lado, la accidén interferente que los de-
fectores producidos durante el proceso de replicacién intracelular del virus pueden ejercer sobre ese
mismo proceso de replicacién. Este dltimo mecanismo, que probablemente sea el mecanismo clave
de la defeccion letal, es independiente de la multiplicidad de infeccién y, por tanto, en principio,
actuaria bajo cualquier condicién. Este resultado demuestra que aunque la defeccion letal se ve afec-
tada por los cambios de tamaifio poblacional que ella misma induce, su efecto puede continuar siendo
relevante incluso a bajas multiplicidades de infeccion. Aun asi, teniendo en cuenta estas dos compo-

"Estudios preliminares en paisajes NK en ausencia de interacciones en trans llevados a cabo por el autor apuntan en esta
direccion.
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nentes, podria pensarse que aquellas infecciones que tengan lugar en condiciones que permitan una
mayor multiplicidad de infeccién local serdan mas susceptibles a la mutagénesis. Asi, por ejemplo, la
mutagénesis letal seria en principio més eficaz en aquellas infecciones que se desarrollen en tejidos
frente a las que tengan lugar en el torrente sanguineo, y presumiblemente también serd mas eficaz en
drganos y tejidos poco irrigados que en aquellos con gran irrigacién sanguinea, ya que en esos casos
la multiplicidad de infeccidn local seria, presumiblemente, mds alta.

Por otro lado, es posible que en cada virus RNA, debido a sus caracteristicas biolégicas parti-
culares, pueda tener un mayor peso una u otra de las componentes de la defeccién letal. Atn en el
caso de que la autodefeccion sea la componente de menor peso, el efecto de la defeccién letal no
puede ser simplemente descartado. Aunque cuando no se considera esta componente, el umbral de
extincién no depende del grado de interaccién en trans, el tamafio poblacional a tasas de mutacién
bajas o intermedias si que lo hace, por lo que cuanto mayores sean las interacciones en frans, menor
serfa la carga viral del virus RNA. Al hacer modelos tedricos de mutagénesis letal se ha tendido a
pensar en la eficacia de una terapia en términos de su umbral de extincidn, sin embargo, una bajada
significativa de la carga viral, aun sin conseguir la extincién de la poblacién, puede ser un avance
clinico muy importante, debido a la mejora y alargamiento de la vida de los pacientes. En realidad,
esto es precisamente lo que ha conseguido la terapia HAART en los pacientes infectados con HIV-1.
Es decir, ain en el caso en que no fuese posible extinguir un virus RNA utilizando simplemente un
mutdgeno, los fAirmacos mutdgenos podrian ser usados como farmacos adyuvantes en combinacién
con otros farmacos (aunque hay que considerar los limites de las terapias de combinacién que impli-
can mutdgenos, (Iranzo et al., 2011)) o incluso con inmunoterapia (Domingo et al., 2012). En estas
condiciones, cuanto mayor fuese la componente de defeccion letal en un virus RNA, mayor seria el
efecto de la mutagénesis sobre el mismo, incluso aunque el efecto atenuante de la densidad sobre la
defeccidn letal fuese significativo .

Infecciones persistentes y liticas. Modos de replicacion

Algunos autores han criticado la posibilidad de defeccion letal afirmando que sélo podria te-
ner lugar en infecciones persistentes, pero no en infecciones liticas (Steinmeyer y Wilke, 2009). Por
otra parte, la defeccién letal debida a extincién estocdstica o inducida por ruido (Iranzo y Manrubia,
2009) no puede explicar la extincion de la poblacién cuando se producen cuellos de botella de for-
ma continuada (Manrubia et al., 2010). Sin embargo, como se comentd en la introduccién, existen
evidencias experimentales que indican que la defeccién letal puede actuar también en infecciones li-
ticas. El modelo presentado en el capitulo 12, en el que se considera que la poblacién interacciona en
grupos de tamaifio variable, podria representar un ejemplo de infecciones liticas, comprobandose que
la defeccion puede favorecer la extincidn por la alteracién del equilibrio de seleccién/mutacion aun
en infecciones liticas, algo que no habfa sido mostrado hasta ahora. En este sentido seria interesante
desarrollar modelos mds avanzados que tuviesen en cuenta de forma explicita la dindmica celular para
poder comparar si la defeccion letal es més eficaz en infecciones liticas o en infecciones persistentes.

Recientemente, diferentes trabajos han estudiado la importancia del modo de replicacién de los
virus RNA en la acumulacién de mutaciones en su genoma, el umbral de error, etc. (Sardanyés et al.,
2009; Sardanyés y Elena, 2011; Sardanyés et al., 2012). Béasicamente, existen dos posibles modos
extremos de replicacion: el llamado stamp-machine (SMR) en el que todos los genomas proceden
de un tnico genoma original que es replicado en serie, y el modo geométrico (GR) en el que cada
genoma da lugar a una copia de si mismo, esa copia a otra y asi sucesivamente. Para una misma tasa
de mutacién por nucleétido, en el SMR las mutaciones se acumulan en los genomas replicados segin
una distribucién de Poisson, mientras que en el GR lo hacen segtin una distribucion Luria-Delbriick
(Sardanyés et al., 2009), siendo la frecuencia de mutacién media por genoma mucho mayor en este
segundo caso. En general, los virus tienen modos de replicacion “intermedios”, en parte SMR y en
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parte GR, pero la contribucién de cada modo depende del virus en cuestién (Sanjudn et al., 2010)
y, en teoria, dichas contribuciones pueden estimarse a partir de la distribucidon de mutaciones que da
lugar el virus.

Aunque en este trabajo no se hayan tenido en cuenta los posibles modos de replicacion, eviden-
temente pueden ser un factor importante en la extincion de los virus por mutagénesis letal. En primer
lugar, suponiendo una tasa de mutacién por nucleétido similar, cuanto mds componente GR tenga
el modo de replicacion de un virus, mds mutaciones acumulard en la poblacién (Sardanyés et al.,
2009) y, por tanto, mds susceptible serd a un aumento en la tasa de mutacion. Es decir, aquellos virus
con mayor componente GR serian un target mas prometedor para terapias de mutagénesis letal. Sin
embargo, la comparacién entre ambos sistemas en ausencia de mutaciones (Sardanyés et al., 2012)
ha mostrado que el modo de replicacion SMR es mas sensible a cambios en la eficacia bioldgica, de
manera que el sistema se extingue antes cuanto mayor sea su componente SMR.

Por otro lado, el modo de replicacion puede afectar también a la defeccidn letal en dos sentidos. En
primer lugar, en principio parece que los modos de replicacién tipo SMR tienen mdas probabilidad de
presentar un menor grado de interaccion en frans que los modos de replicacion tipo GR. En segundo
lugar, también parece probable que cuanto mayor sea la componente SMR del modo de replicacion,
menor serd el efecto de la autodefeccidn, la defeccidn causada por mutantes que interfieren en el
propio proceso de replicacién. Es decir, el modo de replicacién puede ser una de las condiciones
que hagan que en un virus RNA tenga mayor o menor importancia cada una de las componentes
de la defeccién letal. Sin embargo, hasta donde sabemos, la relacién entre modo de replicacién e
interacciones en frans no se ha estudiado. La inclusién del efecto del modelo de replicacién en los
modelos de cuasiespecies que interaccionan en trans, asi como el estudio de sus consecuencias para
la extincion, es una de las perspectivas para ampliar este trabajo en un futuro.

13.7. Algunas reflexiones sobre la mutagénesis letal

Si en la seccién 5 de esta discusion se repasaron criticamente los modelos y suposiciones utili-
zadas a lo largo de esta Tesis y en la seccién 6 se ha tratado de extrapolar los resultados obtenidos
con dichos modelos a los virus RNA, el objetivo de esta dltima seccién es considerar algunas de
las posibles limitaciones y dificultades que puede plantear el propio concepto de mutagénesis letal,
los posibles mecanismos contrarrestantes a estas dificultades y, finalmente, algunas soluciones que
pueden intuirse a la luz de éste y otros trabajos. La mayor parte de lo presentado en esta seccién no
se deriva directamente de los resultados presentados en esta Tesis, sino que surge de una forma més
tangencial, a partir de la contextualizacién de los mismos y, en general, del contacto del autor con
el campo mas amplio que supone el estudio de la mutagénesis letal. Por este motivo, se ha decidido
presentarlas al final del trabajo, como una serie de reflexiones sobre la temdtica general del mismo.

Posibles problemas de la mutagénesis letal

La extincién de los virus RNA mediante la acumulacién de mutaciones se presenta como una
prometedora terapia antiviral, principalmente porque su aproximacién es completamente diferente y,
por tanto, también complementaria a las terapias clasicas basadas en inhibidores de la replicacién o
de otros procesos virales. Sin embargo, como cualquier otra posible terapia antiviral, no estd exenta
de problemas, algunos de los cuales deben ser planteados y tenidos en cuenta a la hora de buscar
implementaciones clinicas que sean mads eficaces y seguras.
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Resistencias

Al igual que cualquier otra terapia antiviral conocida hasta ahora, la mutagénesis letal no estd
exenta del riesgo de aparicién de mutantes resistentes. Basicamente, se podrian definir dos posi-
bles tipos generales de resistencia a mutageno: las resistencias farmaco-especificas y las resistencias
farmaco-inespecificas. Entre las primeras estarian los mutantes cldsicos de resistencia a farmaco, en
este caso, un mutageno, en los que la polimerasa viral es capaz de reconocer y discriminar el far-
maco en cuestion, evitando su incorporacién (Sierra et al., 2007). Existe ademds otro mecanismo de
resistencia farmaco-especifico que se basa en la modulacién del tipo de transicién inducida por un
mutdgeno, aunque hasta la fecha sé6lo ha sido descrito una vez (Agudo et al., 2010). Entre los posibles
mecanismos de resistencia fArmaco-inespecificos estarian los llamados “mutantes de fidelidad” que
son virus cuya RNA polimerasa es capaz de introducir un menor nimero de mutaciones en el geno-
ma tanto en presencia como en ausencia de fairmaco mutidgeno (Pfeiffer y Kirkegaard, 2003, 2005;
Vignuzzi et al., 2006; Coftey et al., 2011),y la llamada supervivencia del més robusto, que implica
la evolucidn del virus hacia regiones mas robustas mutacionalmente del espacio de secuencias. Sin
embargo, aunque este tltimo fendmeno como tal si ha sido observado experimentalmente (Codofier
et al., 2006; Sanjuén et al., 2007; Graci et al., 2012), no se ha comprobado que el tratamiento con
mutagenos aumente la robustez mutacional de LCMV (Martin et al., 2008), ni tampoco que un vi-
rus haya escapado a tratamientos mutagénicos aumentando su robustez. Por otro lado, un reciente
modelo tedrico considera dificil que pueda tener importancia frente a la mutagénesis letal, debido,
fundamentalmente, a la diferencia en las escalas de tiempo de ambos fenémenos (O’Dea et al., 2010).

Merece la pena destacar que si bien todos los tipos de resistente deben presentar una mayor
eficacia bioldgica que el genoma wild-type en presencia de mutageno, entre ellos pueden presentar
diferencias en la acumulacion de mutaciones en el virus, debido a sus diferentes mecanismos. Un
resistente “clasico” que evita la incorporacién de mutdgenos hace que la tasa de mutacion del virus no
varie y, por tanto, que no existan diferencias entre la frecuencia de mutaciones respecto a la situacion
en la que no hay mutdgeno®. Los resistentes basados en modulacién del tipo de mutaciones presentan
una tasa de mutacién aumentada pero, ademds, un cambio claro en el tipo de mutaciones inducidas
por el mutdgeno en cuestién (Agudo et al., 2010). Un mutante de fidelidad presentard una menor
frecuencia de mutaciones que el wild-type tanto en presencia como en ausencia del firmaco mutdgeno.
Por dltimo, los mutantes de mayor robustez deberian presentar frecuencias de mutacién comparables
al wild-type en presencia y ausencia de mutigeno, pero dichas frecuencias deberian tener efectos
completamente distintos sobre la eficacia bioldgica del mismo (Graci et al., 2012).

Existe ademds una diferencia crucial entre los dos mecanismos de resistencia. La resistencia es-
pecifica a farmacos puede, en principio, combatirse utilizando combinaciones de mutdgenos, tal y
como se ha hecho exitosamente para los inhibidores de la replicacién y la proteasa en el caso del
HIV (la llamada HAART, Highly Active Anti-Retroviral Therapy). Sin embargo, debido a su caricter
tedricamente inespecifico, los mutantes de fidelidad podrian ser inmunes a los efectos de la terapia de
combinacién de mutidgenos, ya que un aumento inespecifico de la fidelidad podria afectar de forma
similar a los diferentes mutdgenos. La base de la terapia de combinacién es que es altamente impro-
bable que se encuentren en la poblacidon o que aparezcan dobles o triples mutantes resistentes a dos
o tres fArmacos. Sin embargo, si la mutacion de fidelidad es suficientemente inespecifica (ya que, al
menos sobre el papel, es posible pensar que los incrementos de fidelidad podrian ser parciales, por
ejemplo frente a transiciones, transversiones o cambios especificos de nucleétidos) no seria necesario
un doble mutante. Por otro lado, si se tiene en cuenta el fendmeno de la memoria de cuasiespecies
(Ruiz-Jarabo et al., 2000; Domingo et al., 2001b), la aparicién de mutantes de fidelidad no podria
ser combatida retirando el fairmaco mutdgeno, ya que esto podria dar lugar a que la poblacién fuese

8Por simplificar se supone que el efecto de la resistencia es total. Por supuesto, podria ser parcial y, por tanto, disminuir
el efecto del mutdgeno presentando una tasa de mutaciéon mayor que en ausencia del mismo
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rdpidamente dominada por una variante de alta tasa de mutacidn y, viceversa, al aplicar de nuevo cual-
quier otro mutageno tendria el riesgo de que la variante de mayor fidelidad volviese a ser mayoritaria
en la poblacioén.

Debido a su altisima variabilidad genética, sus altos tamafios poblacionales y su relativa simplici-
dad genética, la aparicion de resistencias a farmacos en virus RNA deberia ser asumido, a dia de hoy,
como un proceso practicamente inevitable. Los problemas planteados por la aparicidn de resistencias
no presentan, por tanto, ninguna diferencia con respecto al resto de terapias antivirales. Sin embargo,
la cuestidn se complica cuando se considera el fenémeno que se ha denominado mutagénesis subletal.

Mutagénesis subletal

El segundo gran problema que presentan las terapias basadas en mutdgenos es la llamada “mu-
tagénesis subletal”, es decir, un aumento de la tasa de mutacién pero s6lo hasta niveles inferiores
a los necesarios para extinguir al virus. Teniendo en cuenta el papel de las mutaciones en la evolu-
cidn, algunos autores han planteado que dosis subletales de un firmaco mutdgeno pueden aumentar
la adaptabilidad del virus, lo que puede ser clinicamente contraproducente (Pillai et al., 2008). Esto
puede ser especialmente importante en el caso de tratamientos prolongados en pacientes crénicos, en
los que aumenta la probabilidad de que se produzcan saltos en las tomas de fairmacos o interrupcio-
nes puntuales del tratamiento. Debido al caricter esencialmente bésico del trabajo presentado en esta
Tesis, la mutagénesis subletal no se ha considerado explicitamente en el desarrollo de los modelos,
pero es un fenémeno que se ha tenido en mente durante gran parte del trabajo.

La mutagénesis subletal tiene una relacién muy estrecha con el primero de los problemas sefnala-
dos, la mayor probabilidad de aparicién de fenotipos resistentes. En primer lugar, dosis subletales de
mutiageno podrian aumentar la probabilidad de que aparezcan variantes resistentes a mutdgenos, tal y
como ocurre para otros fairmacos (Iranzo et al., 2011; Perales et al., 2011a) y como ha sido demos-
trado experimentalmente en el caso de las mutaciones que insensibilizan a ribavirina en el virus de
la fiebre aftosa. Asi, mientras que es posible obtener un mutante resistente a ribavirina (denominado
M?2961, por la mutacién que confiere tal resistencia) cuando se le somete a pases seriados en presencia
de concentraciones crecientes de ribavirina (Sierra et al., 2007), cuando el virus se enfrenta a altas
concentraciones de ribavirina desde un inicio, dicho virus no se impone y la poblacién se extingue
(Perales et al., 2009), a pesar de que dicha mutacién puede encontrarse en bajas proporciones en
poblaciones que no han sido tratadas en presencia de ribavirina (Perales et al., 2011b).

Adicionalmente, la relacién entre resistencia y mutagénesis subletal también funciona en la otra
direccién, ya que una de las posibles consecuencias de los mutantes resistentes (bien los de fideli-
dad o bien los farmacoespecificos) seria hacer que dosis letales de mutdgeno se conviertan en dosis
subletales, con los riesgos mencionados previamente. Las resistencias a firmacos no son absolutas,
sino, como buen ejemplo de la accion de la seleccién natural, son resistencias parciales que suelen
ir ganando eficacia bioldgica gracias a mutaciones compensatorias. La consecuencia de un mutante
de resistencia o de fidelidad es que incorporaria menos mutaciones por genoma, lo que desplazaria
a la cuasiespecie a una regién de mutagénesis subletal, con el problema adicional, al menos sobre el
papel, de que en dicha region el aumento de la adaptabilidad harfa mds probable la adquisicién de
mutaciones compensatorias.

Uno de los puntos clave de la teoria de cuasiespecies es que, debido a la enorme variabilidad
genética de los virus RNA, los fenotipos resistentes pueden estar presentes en la poblacién antes de
que ésta entre en contacto con el farmaco (Najera et al., 1995; Domingo et al., 2006). La expansién
del espectro de mutantes que implicaria una situacion de mutagénesis subletal podria acentuar este
proceso, con sus indeseables consecuencias a nivel clinico. El problema se agrava porque la relacién
entre mutaciones deletéreas y beneficiosas en una cuasiespecie depende del grado de adaptacion de
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una cuasiespecie a su entorno (Stich et al., 2010; Lalic et al., 2011), de forma que la proporcién de
mutaciones beneficiosas potenciales aumentara al ir acumulando la cuasiespecie mutaciones deleté-
reas. De esta forma, cuanto mds mutaciones deletéreas acumule un individuo, mds probable es que
aparezca una mutacién beneficiosa, claro que, como se verd, mds adelante, el efecto diamante en la
basura, predice que menos probable serd que dicha mutacién se imponga. Teniendo esto en cuenta,
existe un problema adicional en el caso de la mutagénesis subletal, y es que el riesgo de la apari-
cidén de resistencia se extiende a otros firmacos ademds del mutdgeno al que se estd enfrentando el
virus RNA lo que, como se verd a continuacién, puede dar lugar a interacciones antagonistas entre
farmacos.

Interacciones antagonistas entre farmacos

Otro ejemplo reciente de las consecuencias que pueden tener las dosis subletales de mutdgenos es
cambiar el resultado de la interaccién con otros farmacos, por ejemplo, los inhibidores de la replica-
cién (Iranzo et al., 2011). En este caso, para determinadas dosis de mutdgeno e inhibidor se observa
que su accién combinada es antagénica -el mutdgeno disminuye el efecto del inhibidor-, en vez de
sinérgica, debido, fundamentalmente, a la mayor probabilidad de apariciéon de mutantes resistentes al
inhibidor a tasas de mutacién subletales. Este fendmeno es uno de los primeros ejemplos que consi-
dera que una interaccién entre firmacos puede estar mediada no por interacciones entre ambos a nivel
quimico o bioquimico, sino a un nivel evolutivo (Iranzo, Comunicacion Personal). En principio, este
mecanismo de interferencia entre mutagenos y otros farmacos debido a un incremento en la probabi-
lidad de que surjan mutaciones de resistencia deberia ser universal, aunque, por supuesto, el rango de
parametros en el que se manifestaria seria diferente en cada caso (Iranzo et al., 2011).

También existen indicios de que pueden existir mecanismos adicionales de interferencia entre
farmacos. Por ejemplo, el tratamiento con un inhibidor como el cloruro de Guanidinio disminuye
el efecto interferente de mutantes puntuales defectores cuando estos se transfectan junto a mutantes
viables (Perales et al., 2009), aunque se desconocen las causas y mecanismos implicados en este
fenémeno.

Fenomenos que contrarrestan los problemas de la mutagénesis letal. Limitaciones a la
adaptabilidad

Los problemas planteados hasta ahora consideraban el efecto que la evolucién puede tener a la
hora de dificultar la accién de los farmacos mutiagenos y, como tales, deberian ser tenidos en cuenta
a la hora de investigar tanto los formacos como las terapias antivirales basadas en la mutagénesis
letal. Sin embargo, también existen mecanismos a través de los cuales la evolucién puede contra-
rrestar, aunque sea parcialmente, los problemas planteados anteriormente. Dichos problemas surgian,
esencialmente, del teérico aumento de adaptabilidad que podria causar el aumento (subletal o no) de
la tasa de mutacién. La adaptacion es el resultado de la aparicién e imposicion en la poblacién de
mutaciones beneficiosas, es decir, que aumenten la eficacia bioldgica. Sin embargo, es posible con-
siderar diferentes mecanismos por los que la adaptacién puede verse dificultada en condiciones de
mutagénesis letal.

Constricciones evolutivas

Por alta que sea la capacidad adaptativa de los virus RNA, en todos los virus existen constriccio-
nes evolutivas que pueden hacerles incapaces de desarrollar resistencias a un formaco u otra terapia
concreta. El caso de la vacuna contra la poliomielitis es paradigmético en este sentido, pero, des-
graciadamente, casi sesenta afios después de su desarrollo parece ser mds la excepcién que la regla.
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Igualmente, por ejemplo, ocurre con los mutantes de fidelidad: mientras que en poliovirus surgen
gracias a una Unica mutacién en la polimerasa (por lo que aparecen con relativa facilidad), no se
ha conseguido obtener mutantes de fidelidad en el virus de la fiebre aftosa, a pesar de que ambos
virus pertenecen a la familia Picornaviridae. De hecho, el que dos grupos obtuviesen de forma in-
dependiente el mismo mutante de fidelidad de poliovirus (el mutante con la substitucién G64S en la
polimerasa) ha sido tomado como ejemplo de que las opciones para escapar a los firmacos mutagenos
aumentando la fidelidad de la polimerasa pueden ser limitadas (Vignuzzi y Andino, 2010).

Tamaiio poblacional

Al aumentar la tasa de mutacién de un virus RNA, la poblacién de dicho virus disminuye, debido
al aumento del lastre mutacional. Por supuesto, la disminucién de la poblacién serd mayor o menor
dependiendo de cudnto aumente la tasa de mutacién. La disminucién de la poblacién necesariamente
va a disminuir la capacidad adaptativa de la poblacién, puesto que disminuye la ocupacién del espacio
de secuencias. Ademads, un menor tamafio poblacional va a dificultar la imposicion de las mutaciones
beneficiosas que surjan y puede aumentar la fijacién de mutaciones deletéreas por efectos de tamafio
finito tipo trinquete de Miiller (Cuevas et al., 2009).

Efecto Diamante en la basura

El efecto diamante en la basura (del inglés, Ruby in the Rubbish) (Peck, 1994) considera que
la probabilidad de que una mutacién beneficiosa de pequefio efecto se imponga en una poblacién
depende del contexto de mutaciones en la que surja. Asi, por ejemplo, si una mutacién beneficiosa
surge en un individuo con varias mutaciones deletéreas la probabilidad de que dicha mutacién se fije
es menor. Precisamente esto es lo que se esperaria encontrar en un caso de mutagénesis subletal en
el que la mayoria de las mutaciones beneficiosas surgirian en el contexto de genomas con una o mis
mutaciones deletéreas, impidiendo que se imponga en la poblacién. Es decir, el efecto diamante en
la basura puede disminuir considerablemente la adaptabilidad causada por la mutagénesis subletal,
sea ésta causada por concentraciones subdptimas de farmaco o por la apariciéon de mutantes resisten-
tes. De hecho, recientemente se ha observado que una historia de mutagénesis previa con ribavirina
dificulta que se impongan los resistentes a cloruro de Guanidinio en el virus FMDV (Perales et al.,
2011a), lo que podria suponer un ejemplo de este efecto.

Sin embargo, esta hipdtesis no tiene en cuenta que, como se comentd anteriormente, la relacién
entre mutaciones deletéreas y beneficiosas depende crucialmente del grado de adaptacién del indivi-
duo en dicho momento, es decir, de su posicidn relativa en el paisaje de eficacia bioldgica (Stich et al.,
2010; Lalic et al., 2011), lo que podria alterar las conclusiones de la misma.

Interferencia clonal

La interferencia clonal es un fenémeno por el cual, en ausencia de recombinacién o0 mecanismos
sexuales, la competicion entre dos 0 mds mutaciones beneficiosas puede llevar a la pérdida de una por
imposicién de la otra, asi como a que la mutacién que finalmente se impone tarde mas en hacerlo. En
aquellos virus RNA que no presenten una gran tendencia a la recombinacion, este fendmeno puede
ser importante a la hora de minimizar el efecto de la mutagénesis subletal.

Mutagénesis subletal y defeccion

El rango de tasas de mutacién en el que el virus se encuentra en una situacion de mutagénesis
subletal estard situado, aproximadamente, entre el umbral de extincion y la tasa de mutacién basal de
dicho virus. Puesto que la defeccion letal hace que el virus se extinga a menores tasas de mutacion,
en teoria deberia reducir el rango de mutagénesis subletal. Es decir, si las tasas de mutacion y el
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efecto de las mutaciones son comparables, el riesgo de mutagénesis subletal serd menor en los virus
con mayor grado de interaccién en trans. Hasta la fecha no se han obtenido diferencias significativas
en la tasa de mutacién, o en el efecto promedio de las mutaciones en la eficacia bioldgica, entre los
virus sSRNA(+) y los virus ssSRNA(-) (Holmes, 2009; Sanjudn et al., 2010). Sin embargo, si parece
claro que estos dltimos virus tienen més tendencia a producir particulas defectivas interferentes, de
donde es posible inferir que durante un proceso de mutagénesis la componente de defeccion letal serd
mayor, lo que, al menos en teoria, podria disminuir el riesgo asociado a la mutagénesis subletal.

Posibles soluciones para maximizar el efecto de la mutagénesis letal

En la seccion 13.2.1 de la discusién se han visto los tres principales problemas que se le plantean
a la mutagénesis letal: la posible aparicién de resistencias, la mutagénesis subletal y la interaccién
antagonista entre firmacos que, como se vio, no son ni mucho menos fendmenos independientes.
Ademds de los fendmenos evolutivos que pueden contrarrestar, al menos en teoria, estos problemas,
es posible proponer algunas posibles soluciones para que las terapias antivirales basadas en mutagenos
traten de minimizarlos.

A la vista de los resultados de esta Tesis, estas soluciones podrian implementarse segtin dos po-
sibles lineas. Por un lado, maximizar el efecto de la defeccién, ya que ésta favorece la extincién por
mutagénesis. Por otro lado, tratar de maximizar el efecto deletéreo de las mutaciones asi como tratar
de maximizar la proporcién de mutaciones deletéreas que puede inducir el farmaco, ya que esto mi-
nimiza la posibilidad de que aparezcan y se impongan mutantes resistentes. A la luz de lo visto en los
capitulos 8 y 9 de esta Tesis, ambas lineas podrian actuar de forma antagénica, puesto que un mayor
efecto deletéreo de las mutaciones no complementables (0 una mayor fraccién de mutaciones letales)
disminuye el efecto de la defeccion. Debido a esto, cudl de las dos lineas deberia tener mds peso de-
beria ser funcién de lo propenso que sea el virus a la defeccidn letal, lo que se discutié anteriormente
en esta discusion.

Interacciones sinérgicas con farmacos mutagenos

Anteriormente se ha visto que Iranzo et al. (2011) presentaron un ejemplo de interaccién antago-
nista entre fairmacos debido a interacciones de tipo evolutivo. Esta idea permite plantear si es posible
que ocurra lo contrario, es decir, si existen farmacos capaces de actuar sinérgicamente al combinarse
con farmacos mutdgenos debido a interacciones de tipo evolutivo. Por supuesto, esta pregunta puede
extenderse a otras combinaciones de farmacos no mutagénicos, pero dada la tematica de esta Tesis
esta seccion se limitard en el primer caso.

Teniendo en cuenta lo visto a lo largo de esta Tesis, un farmaco que aumentase el efecto de la
defeccidn actuaria de forma sinérgica con un farmaco mutdgeno. El efecto de la defeccion depende
de varios factores, siendo mayor cuanto:

= mds interaccionan en trans los virus dentro de la célula,
= mayor es la ventaja selectiva en cis de los mutantes defectores respecto a los mutantes viables
= mayor sea el nimero de virus que interaccionan por célula,

= mayor sea el efecto deletéreo de las mutaciones complementables, y menor el efecto de las
mutaciones no complementables.

Desde mediados de los afios 70 se sabe que existen diferentes tratamientos que aumentan la pro-
porcion de DIP (defective interfering particles, particulas defectivas interferentes) que se producen
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en poliovirus: las diminuciones de temperatura 150 minutos después de la infeccién (pero no la repli-
cacion a baja temperatura desde un principio, que disminuye la proporcién de DIP), o el tratamiento
con cicloheximida, un potente inhibidor de la sintesis de proteinas (Cole y Baltimore, 1973). Es de-
cir, existen condiciones y tratamientos que aumentan la produccién de DIP cuando coinfectan con su
virus helper. Por supuesto, estd por ver si esto es verdad para todo tipo de defector o sélo para las
DIP, ya que las DIP suelen ser genomas con grandes deleciones, mientras que lo 16gico es que la
mayor parte de los defectores producidos durante la mutagénesis letal se deban a mutaciones puntua-
les. Sin embargo, dicho resultado al menos sefiala que quizas sea posible actuar farmacolégicamente
para aumentar la produccién de defectivos, aunque, en realidad, a dia de hoy parezca dificil imaginar
c6mo.

Anteriormente se ha comentado que el tratamiento con cloruro de Guanidinio reduce la interfe-
rencia ejercida por mutantes defectores puntuales (Perales et al., 2009). Esto sugiere que, en presencia
de mutantes defectores, inhibir la replicacién del RNA viral puede tener efectos contradictorios. Por
supuesto, reducird la carga viral, pero al inhibir la replicacion de los defectores reduce su accién in-
terferente y, por tanto, puede disminuir la accién de la defeccion letal. Aunque este fendmeno no ha
sido estudiado con mas detalle, teéricamente, si un inhibidor de la replicacion fuese capaz de inhibir
preferentemente las funciones que pueden actuar en trans de la replicacién frente a las funciones de
la replicacién que actian exclusivamente en cis estaria dificultando la accién de aquellos defectores
que necesiten replicarse en trans. Y viceversa, si un inhibidor de la replicacién fuese capaz de inhibir
preferentemente las funciones en cis frente a las funciones en frans, estaria favoreciendo la accién de
la defeccidn letal.

En LCMYV, se ha descrito una clase de particulas defectoras interferentes producidas por pequeiias
deleciones que impiden su traduccién, de forma que podrian adquirir una ventaja selectiva frente
a los genomas que deben traducirse (Meyer y Southern, 1997). Por otro lado, anteriormente se ha
sefialado que en poliovirus, la inhibicién tardia de la traduccion celular favorece la produccién de
DIP (Cole y Baltimore, 1973), a pesar de que en picornavirus la replicacién parece ser dependiente de
funciones que actiian exclusivamente en cis. Estos resultados apuntan a qué, especialmente en virus de
cadena negativa, los inhibidores de la traduccidén viral podrian actuar sinérgicamente con mutdgenos
aumentando la eficacia de la defeccion letal. En este sentido es necesario remarcar que los virus
presentan muchas veces, aunque no siempre, mecanismos alternativos de iniciacion de la traduccion
(como los IRES), mecanismos para evitar la traducciéon de mRNAs celulares (el denominado shut-off ),
0 mecanismos para “secuestrar”’ (hijacking) la traduccién celular.

Todas estas posibilidades indican que quizds sea necesario intentar abordar el disefio de las te-
rapias antivirales desde una perspectiva racional, buscando combinaciones de firmacos que tengan
mayor probabilidad de actuar sinérgicamente. Sin embargo, a dia de hoy las posibilidades de llevar a
cabo este tipo de abordaje parecen, por el momento, seriamente limitadas.

Mutagenos 6ptimos

Otra posibilidad para aumentar la eficacia de la mutagénesis letal es tratando de aumentar el
dafio causado por los farmacos mutdgenos. Esto implica tratar de aumentar la fraccién de mutaciones
deletéreas asi como el coste medio de eficacia bioldgica de dichas mutaciones. Esta posibilidad tiene
dos objetivos: minimizar el riesgo de la mutagénesis subletal y, a la vez, minimizar la posibilidad de
que aparezca resistencias al mutageno u a otros fairmacos. Es en este sentido en el que se plantea la
posibilidad de buscar mutidgenos “Optimos” para cada virus, entendiendo por mutdgeno 6ptimo aquel
que maximiza el dafio sobre el virus.

Existen diferentes caracteristicas virales que pueden ser consideradas a la hora de maximizar el
dafio que un mutdgeno causa en un virus RNA. Una primera opcién seria aquel que maximizase
la probabilidad de que aparezcan codones STOP, que darian lugar a mutantes seriamente dafiados:
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letales o defectivos. Una segunda opcion serfa maximizar el dafio producido por el cambio de codones,
es decir, intentar maximizar el nimero de mutaciones no sinénimas y que ademads produzcan grandes
cambios en el tamafio y caracteristicas quimicas de los aminodcidos codificados.

Ahora bien, en principio podria dudase de si este tipo de efectos serian lo suficientemente signi-
ficativos como para que deban considerarse a la hora de seleccionar o disefiar un mutageno. Existen
algunos indicios de que el tipo de mutaciones que genere un mutdgeno puede ser importante. En pri-
mer lugar, se sabe que la frecuencia de nucleétidos y dinucleotidos de un virus RNA esté sujeta a
evolucién (Greenbaum et al., 2008), al igual que la distribucién de codones (Pint6 et al., 2007), lo
que indica que modificar ambas caracteristicas pueden tener consecuencias para la eficacia biolégica
del virus. Mucho més importante, se sabe que el tipo de transiciones que causa un mutidgeno puede
ser crucial a la hora de inducir la extincién o no del virus. Uno de los mecanismos de resistencia a
mutdgenos comentados anteriormente, la modulacién del tipo de transiciones (Agudo et al., 2010),
se basa precisamente en esto. En el trabajo que describe este fendmeno es posible observar que para
una frecuencia de mutaciones similar, el tipo de transiciones inducidas por el mutdgeno es lo que
determina si el virus se extingue o no.

Por tltimo, el cardcter 6ptimo de un mutdgeno podria destacarse delimitando el rango de actua-
cidén en el que se quiere que actie de forma Sptima. Por ejemplo, podrian buscarse mutdgenos cuyo
efecto sea especialmente deletéreo (proporcionalmente) a bajas tasas de mutacién, con el objetivo de
minimizar el riesgo de la mutagénesis subletal. O también podrian buscarse firmacos mutdgenos que
actuasen de forma Optima en regiones concretas del virus, por ejemplo en la polimerasa viral para mi-
nimizar el surgimiento de resistencias a inhibidores, o en regiones con alta tendencia a interaccionar
en trans, para maximizar la defeccion.

También se puede intentar optimizar no ya la accién de un mutdgeno concreto, sino de com-
binaciones de mutdgenos. En vista de la posibilidad de que dos fairmacos interaccionen de forma
antagonica o sinérgica debido a causas evolutivas, a la hora de disefiar posibles combinaciones habria
que tener en cuenta, ademds de, obviamente, las posibles interacciones de tipo quimico o farmaco-
16gico, las posibles interacciones genéticas y evolutivas. Es posible identificar al menos dos posibles
interacciones de este tipo. En primer lugar, seria interesante estudiar in silico qué combinaciones de
mutdgenos podrian actuar de manera sinérgica o antagénica a nivel de cambios en el genoma. En
segundo lugar, habria que intentar minimizar las resistencias cruzadas entre ellos. Es decir, tratar de
evitar que una variante resistente a un primer mutdgeno sea resistente a otro mutdgeno, por ejemplo,
utilizando mutdgenos con estructuras quimicas lo mas diferentes posibles.

Incluso, en un futuro, si se llegasen a conocer con mayor precision las bases moleculares que
determinan la fidelidad de las RNA polimerasas virales, se podria llegar a intentar disefiar mutdge-
nos estructuralmente antagénicos, de manera que la resistencia especifica a uno de ellos aumentase la
accion mutagénica del otro. Sin embargo, dado el conocimiento actual de dichos mecanismos molecu-
lares y teniendo en cuenta que los determinantes de fidelidad no tienen por qué estar en las cercanias
del centro activo, seguramente esta posibilidad sea bastante remota.

Mutagenos que desplazan el marco de lectura

Otra estrategia que puede utilizarse para maximizar la eficacia de la mutagénesis letal es el desa-
rrollo de fairmacos mutdgenos que desplazan el marco de lectura (MDML, en inglés frameshift mu-
tagens) especificos para dsSRNA. Los MDML son mutidgenos que introducen pequefias deleciones o
inserciones en el genoma desplazando el marco de lectura abierta (open reading frame) del RNA, de
forma que las proteinas que se expresan son completamente aberrantes (Roth, 1974). Las mutaciones
inducidas por los MDML dan lugar, por lo tanto, o bien a mutantes letales o bien a mutantes defec-
tivos, dependiendo de si la lesién producida es complementable en frans o no. Es decir, los MDML
son un tipo de mutagenos que producen, simultineamente, genomas defectivos que favorecen la com-
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ponente de defeccidn letal de la mutagénesis letal y genomas con mutaciones letales que, en teoria,
disminuyen la accién de la misma.

Sin embargo, como se comentd anteriormente, es bastante probable que el hecho de que la leta-
lidad disminuya la accién de la defeccion letal se compense, en parte, con el efecto que tendria una
mayor producciéon de mutantes letales frente a la produccién de mutantes deletéreos que conserven
su capacidad replicativa®. Sin embargo, los MDML presentan a priori otra serie de propiedades que
pueden hacerles muy interesantes para el desarrollo de terapias antivirales basadas en mutagénesis
letal.

Por supuesto, lo mds probable es que la accién de este tipo de mutdgenos no escape a la posible
evolucidn de resistencias. Sin embargo, puesto que las mutaciones que desplazan el marco de lectura
dan lugar mayoritariamente a mutantes letales o defectivos, es dificil que la adicién de este tipo
de mutidgenos aumente la capacidad de generar resistencias. Es decir, la aparicion de resistencias
dependeria exclusivamente de la tasa de mutacion basal del virus RNA . De esta forma se minimiza, al
menos en teoria, el problema que supone la posible interaccion antagénica entre firmacos inhibidores
y mutdgenos debido a la sobreproduccién de resistencias descrita por Iranzo et al. (Iranzo et al., 2011).
Por otro lado, debido a la propia naturaleza de las mutaciones que producirian este tipo de farmacos,
es muy probable que el riesgo de mutagénesis subletal se minimizase. En dltima instancia, ésta se basa
en que concentraciones bajas de farmaco mutdgeno, al aumentar sé6lo ligeramente la tasa de mutacién
del virus, podrian aumentar su adaptabilidad sin llegar a extinguirlo. Sin embargo, aunque una menor
tasa de mutaciones letales o defectivas debido a concentraciones subdptimas de mutdgenos podria no
llegar a extinguir el virus, no parece probable que aumentase la adaptabilidad del mismo. Si se tienen
en cuenta estos dos aspectos conjuntamente, se observa ademds que los mutdgenos MDML podrian
eliminar la retroalimentacion que se establece entre mutagénesis subletal y aparicion de resistencias
a mutdgenos.

Sin embargo, ni la adaptabilidad ni la aparicién de resistencias pueden ser completamente descar-
tadas ya que si las deleciones o inserciones ocurren sin alterar el marco de lectura (es decir, si, por
azar, son multiplos de tres nucleétidos) pueden contribuir a ambos fendmenos. De hecho, se conocen
mutaciones de resistencia a firmacos mediadas por la delecién o insercidon de uno o dos aminoacidos
en la enzima RT de HIV (Menendez-Arias et al., 2006).

En general, muchos MDML son agentes intercalantes (Hoffmann y Fuchs, 1997). Los agentes
intercalantes son compuestos quimicos que se insertan entre los pares de bases de la doble hélice bien
de DNA o de RNA. Ejemplos de agentes intercalantes son el bromuro de etidio, la acridina y sus
derivados, etc. Debido a su accién intercalante en el DNA muchos de estos compuestos son extrema-
damente téxicos o cancerigenos (Roth, 1974). Sin embargo, puesto que la doble hélice del dsSRNA
se encuentra en conformacién A mientras que la doble hélice del dSDNA se presenta mayoritaria-
mente en las células en forma B, quizds sea posible disefiar firmacos intercalantes que maximicen su
afinidad por el dsRNA, caracteristico de la infeccién viral.

Sin embargo, también existen otros MDML que no son agentes intercalantes, como por ejemplo la
2-hidroxiadenina, o isoguanina, que puede actuar sobre el DNA bien como un mutdgeno tradicional,
fundamentalmente dando lugar a transiciones A — G, o bien produciendo una delecién A — 1 gracias
a un mecanismo tipo loop-out (Kamiya y Kasai, 1997) dependiendo del contexto de secuencia en el
que se inserte.

Teniendo todo esto en cuenta, la investigacion en MDML especificos para RNA puede ser una
nueva via interesante para desarrollar firmacos mutigenos antivirales.

® Actualmente el estudio de este efecto esta siendo llevado a cabo por nuestro grupo.
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En efecto, la cosa no se reduce a su fin, sino que se halla en su desarrollo,
ni el resultado es el todo real, sino que lo es en union con su devenir






Capitulo 14

Conclusiones

A continuacion se presentan las principales conclusiones del estudio realizado a lo largo de esta
Tesis:

1. En el paisaje de eficacia bioldgica tipo Single-Peak, y similares, el umbral de error surge a
consecuencia de la accién de la seleccidn natural sobre las diferencias de robustez mutacional
y capacidad replicativa de los fenotipos maestro y mutante. Por tanto, en este paisaje de efi-
cacia bioldgica, la llamada entrada en catdstrofe de errror es equivalente a un fenémeno de
supervivencia del mds robusto en el seno de la cuasiespecie. En los modelos mds simples de
cuasiespecies, dicho fendmeno de supervivencia del més robusto mds alld del umbral de error
impide que la poblacién se extinga por acumulacién de mutaciones, contrariamente a la idea
tradicional y generalizada, tal y como se expresa en virologia. Aunque la existencia de una tasa
de mutaciéon maxima mads alld de la cual un virus RNA se extingue sea un hecho comprobado
y fuera de toda discusién, deberia ser desligado de los fenémenos conocidos como “umbral de
error’ y “catdstrofe de error”, independientemente del uso que quiera darse a dicha nomencla-
tura. Igualmente, es necesario reconsiderar si la idea de una “paradoja de Eigen” en el origen
de los sistemas prebidticos puede basarse en el dichos conceptos.

2. La consideracién de [ “posiciones letales” en la secuencia disminuye el umbral de error en un
paisaje Single-Peak, al disminuir la robustez mutacional del fenotipo mutante, e introduce la
posibilidad de que la poblacion se extinga mds alld del umbral de error. La introduccién de
mutaciones letales en los modelos de cuasiespecies hace que aparezca lo que se ha denominado
letalidad critica, es decir, un valor méximo de letalidad mds alld del cual desaparece el umbral
de error. En ausencia de interacciones en trans, no se ha observado que la letalidad afecte al
umbral de extincién mas alla de la letalidad critica. Sin embargo, investigaciones en curso del
autor indican que esto se debe a la simplicidad de los modelos utilizados (posiblemente, a
suponer la ausencia de back-mutation) y que, en modelos mas complejos, la consideraciéon de
letalidad hace que la poblacién se extinga a menores tasas de mutacion.

3. Aplicando conceptos derivados de la teoria de juegos evolutiva se ha observado que la consi-
deracidn de interacciones en frans en el seno de la cuasiespecie hace que aparezcan fenémenos
de complementacién y defeccién que alteran la interaccién entre seleccién y mutacién que da
lugar a la cuasiespecie. La defeccion disminuye las diferencias de eficacias biolégicas entre los
fenotipos que componen la cuasiespecie, disminuyendo la presién de seleccidn, lo que aumenta
el efecto deletéreo de las mutaciones. Esto implica que la defeccién aumenta la ya de por si alta
diversidad genética de las cuasiespecies y que disminuye la eficacia bioldgica absoluta de la
poblacioén, es decir, aumenta su llamado lastre mutacional. Si se considera que las interaccio-
nes en el seno de la cuasiespecie no dependen de la densidad poblacional, estos efectos de la

173



Extincion y mutacion 14. Conclusiones

defeccidn aumentan el umbral de extincién, disminuyendo la tasa de mutacidén necesaria para
que la poblacidn se extinga. Para este mecanismo de extincion se propone el término defeccion
letal por alteracion del equilibro seleccion-mutacion, para distinguirlo de otros mecanismos de
extincién por accion de defectores como la extincion estocdstica o inducida por ruido (Iranzo
y Manrubia, 2009). En presencia de interacciones en trans, la consideracién de mutaciones le-
tales en el fenotipo mutante-defector aumenta la tasa de mutacién necesaria para extinguir a la
poblacién, al disminuir la capacidad interferente de dicho fenotipo.

4. Una descripcion completa de la defeccion letal por alteracion del equilibrio seleccion-mutacion
tiene que tener en cuenta dos componentes fundamentales:

= Por un lado, las interacciones en trans entre fenotipos defectores y viables cuando ambos
forman un nuevo grupo de interaccién (o, en el caso de los virus RNA, infectan un nueva
célula). Esta componente es claramente dependiente de densidad poblacional, de manera
que al disminuir el tamafio de la misma se atenda su contribucioén a la extincién. En
tltimo término, de s6lo actuar esta componente, el umbral de extincién no dependeria de
la presencia de interacciones en trans.

= Por otro lado, existe una segunda componente de la defeccion letal que depende del efecto
interferente que ejercen los mutantes defectores producidos durante el proceso de replica-
cion dentro del grupo sobre los individuos viables producidos en ese mismo proceso. Esta
componente no se ve atenuada al disminuir el tamaifio poblacional por lo que, cuando se
tiene en consideracion, se observa que la defeccion aumenta el umbral de extincién. Es
decir, las interacciones en trans y la defeccion favorecen la extincién de las cuasiespecies
por mutagénesis letal.

5. Los resultados obtenidos y las conclusiones a las que han llevado, deben permitir una mejor
comprension de la mutagénesis letal en virus RNA. Ello dependera de que, en el futuro, puedan
plantearse experimentos que confirmen y validen la extrapolacién de los modelos minimos
a los virus RNA presentada en la discusion. De ser asi, los resultados de esta Tesis podrian
contribuir a caracterizar qué virus o familias de virus RNA podrian ser mds susceptibles, a
priori, a tratamientos basados en formacos mutdgenos.

174



Apéndice A
El modelo de cuasiespecies

Como se ha comentado en la seccién 1.1.3. de la introduccién, el modelo de cuasiespecies fue
desarrollado por Eigen (1971) para estudiar el origen de la informacién genética en poblaciones de
especies prebidticas con capacidad autorreplicativa. El modelo de cuasiespecies trata de representar
la evolucién de este tipo de especies suponiendo que se estdn replicando en un reactor de flujo como
el que muestra la figura A.1. Para ello tiene en cuenta una serie de reacciones quimicas fundamentales
que se detallan a continuacién.

valve 1

Figura A.1: Representacion grafica del modelo clasico de cuasiespecies en un reactor de flujo. Las mo-
1éculas I; son representadas por polimeros de diversa longitud y composicién. Existe un flujo de entrada de
mondmeros activadas p*, un flujo de salida de monémeros desactivados i, y un flujo de salida de especies au-
torreplicantes, que se ajusta en funcién de la restriccién aplicada al crecimiento. (Tomada de (Kiippers, 1983))

En primer lugar las especies poliméricas pueden replicarse mediante un mecanismo femplate. Este
proceso, en realidad mucho mas complejo, puede representarse de una manera simplificada mediante
la reaccién bimolecular:

AiQji
o+ L Ly (A1)

Donde i, representa los monémero energéticamente activados necesarios para la formacién de
la nueva especie autorreplicativa, I; es la especie que actiia como molde para la replicacion e I; la
especie producida por replicacién, errénea o no, de ;. La constante A; es el llamado factor de ampli-
ficacion de la copia 7, y es la constante cinética del proceso de replicacién. Por supuesto, el proceso
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de replicacion no tiene por qué ocurrir de forma exacta, pudiéndose producir mutaciones durante el
proceso. Esta posibilidad viene determinada por el factor () j;, que determina la probabilidad de obte-
ner la especie j a partir de la especie 7. Si no se produce ninguna mutacion, la especie j es la misma
que la especie ¢ y la reaccién puede expresarse de la siguiente forma:

A Qi
pa + I 2 21, (A2)

La tercera reacci6n es la degradacién de la especie autorreplicante [;, que viene determinada por
el factor de degradacién D;:

D;
I, =5 pg (A.3)

Donde 114 son los mondémeros energéticamente desactivados. Ademds de estas reacciones, existe
un flujo de salida de moléculas I del reactor, ¢ , a través de la valvula 3, y un flujo de entrada de
mondmeros activados en el reactor a través de la valvula 1, a partir de los cuales uno puede controlar
las condiciones del reactor. Sin embargo, las tres reacciones de replicacién con y sin mutacion, y de-
gradacién pueden considerarse las fundamentales del modelo de cuasiespecies que, por tanto, pueden
expresarse en el siguiente sistema general de ecuaciones diferenciales ordinarias:

dl’i
g~ Ma Zj: A;Qijrj — Dix; (A.4)

que habitualmente también se expresa de esta otra forma, sustituyendo el término Q);; por Q;, que
se denomina factor de calidad por secuencia:

da;i
dt

= (1taAiQi — Di) x; + piq Z A;Qijxj (A.5)
[ez

recibiendo el primer factor del lado derecho de la ecuacidén diferencial el término de valor selec-
tivo de la copia en cuestién, al que se le representa por la letra W;:

En general, suponiendo que los factores de amplificacién son mayores que los factores de de-
gradacién, y siempre que se le suministre mondmero activado, este sistema crece indefinidamente
hasta el infinito con una cinética exponencial o malthusiana. Para reproducir el comportamiento de
un sistema real es necesario establecer algtin tipo de restriccion al crecimiento de la poblacién. Las
tres restricciones mas utilizadas son, a) suponer que la concentracién de las especies autorreplicativas
dentro del reactor es constante, b) suponer la entrada de un flujo constante de monémero activado
en el reactor de flujo y c) suponer que la suma de las concentraciones de las especies autorreplicati-
vas mds las concentraciones de mondémero activado y desactivado es constante y, ademads, que existe
una fuente de energia externa que convierte el mondmero inactivo en mondmero energéticamente
activado. Sin duda, la mds comun de todas ellas es la primera, llamada de poblacién u organizacién
constante ya que matematicamente es mas facil de analizar. A continuacién se presentard el modelo
de cuasiespecies suponiendo la restriccién de poblacién constante.
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A.1. Modelo de cuasiespecies con poblacion constante

Al aplicar esta restriccion, se estd suponiendo que la suma de las concentraciones de todas las
especies autorreplicativas es igual a [V:

Z r;=N (A7)

Para que la suma de las concentraciones de todas las especies en el reactor sea constante, el flujo
de salida debe encargarse de eliminar todas las especies que se produzcan en exceso. Este flujo de
salida, que puede expresarse en forma de reaccién quimica de la forma:

I 2% 0 (A.8)
se introduce en el sistema de EDO A.5 obteniéndose:

d:EZ'
dt

= (taAiQi — D;) 3 + piq Z AjQijxj — dox; (A.9)
J#i

Al aplicar la condicién de restriccién constante es comun suponer que la concentracién de mo-
némero activado dentro del reactor es bastante superior a la de las concentraciones de especies au-
torreplicantes y que, ademds, puede mantenerse tamponada mediante los flujos de entrada y salida.
De esta forma puede considerarse aproximadamente constante e introducirse dentro de los factores
de amplificacién como si estos fueses constantes de una reaccién quimica de pseudo-primer orden.
Teniendo esto en cuenta, el sistema de EDO A.9 se reduce a:

dx;
dtZ = (AiQi — Di) m; + Z AjQijr — dox; (A.10)
J#i
d> z; S dwxs
La condicién de poblacién constante ) | x; = N implica que —5— = -—5— = 0. Operando

(2
sobre el sistema de EDO A.9 es sencillo obtener el valor que tiene que adoptar el flujo de salida del
reactor

> (Ai = Di)x;

po="—=—"— S

Que se corresponde con la llamada productividad media del sistema, E , de forma que el sistema
de EDO resultante serfa, introduciendo el término del valor selectivo, A.6:

dl‘i
dt

= (Wi— E)z; + Z A;Qijxj (A.11)
J#i
El sistema de ecuaciones diferenciales A.11 puede ser linealizado segin se muestra en (Schuster

y Stadler, 2008) y posteriormente transformado en un problema de autovalores y autovectores de la
forma:

WA= v (A.12)
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La matriz W viene definida por W = QA — D , donde las matrices A y D son matrices dia-
gonales cuyos elementos son los factores de amplificacion, A;, y degradacion, D;, de las diferentes
especies [;. Por su parte, la matriz () es la matriz de probabilidades de mutacién, cuyos elementos
determinan la probabilidad de obtener a la especie i a partir de la especie ;. El autovalor principal del
sistema, A , es la eficacia bioldgica promedio de la poblacién en el estado estacionario, y su autovec-
tor derecho asociado v es la distribucién de poblacién en dicho estado estacionario. Es precisamente
esta distribucion de poblaciones en el estado estacionario lo que recibe el nombre de cuasiespecies.
Como se ha mostrado recientemente (Wilke, 2005), la cuasiespecie no es mds que lo que en genéti-
ca de poblaciones se denomina equilibrio de seleccién-mutacién (ver 1.1.3 para una discusién mds
detallada).

A.1.1. Clasificacion segin distancias de Hamming

En general, los modelos de cuasiespecies suelen considerar como especies autorreplicativas ca-
denas binarias, es decir, secuencias de unos y ceros. Si se considera que todas las posiciones de la
secuencia tienen la misma tasa de mutacion, lo que es una simplificacién de lo que ocurre en realidad
puesto que la tasa de mutacion puede estar influida por el contexto de secuencia, es posible definir
un factor de calidad por digito promedio, ¢, de forma que la probabilidad de que una secuencia ¢ se
forme por mutacién a partir de una secuencia j viene determinada por:

Qij = ¢~ (1 — )69 (A.13)

Donde H(i,7) es la distancia de Hamming entre las secuencias i y j, es decir el nimero de
posiciones distintas de ambas secuencias. Al tener un alfabeto compuesto por dos unicos digitos,
0y 1, el ndmero de secuencias posibles de longitud v es 2”, que se hace inmanejable incluso para
longitudes de secuencia relativamente pequefias. Una de las soluciones mds habituales es clasificar las
secuencias en funcién de su distancia de Hamming H (4, j) respecto a la secuencia con mayor factor
de amplificacioén, la secuencia maestra, en las llamadas clases de Hamming o clases de error. Asi, las
2% posibles secuencias binarias de longitud v pueden clasificarse en v + 1 clases de Hamming, H;.
De esta forma y siguiendo a Nowak y Schuster (1989) la probabilidad de producir una secuencia de la
clase de Hamming Hj, a partir de una secuencia de la clase de Hamming H; viene determinada por:

min(k,l) k+1—21
_ k v—k J(1—q
= > (3) () () a1

La clasificacion segin clases de Hamming no es homogénea sino que el nimero de secuencias
por clase de Hamming viene definido por el nimero combinatorio:

]

Nseq (H;) = ( Y ) (A.15)

La distribucién de individuos por clases de Hamming se observa en la figura A.2, donde se aprecia
( . . Vv
que ésta alcanza un maximo para i = 5

A.1.2. Modelo simplificado en el paisaje tipo Single-Peak
Un paisaje de eficacia bioldgica especialmente sencillo y habitualmente estudiado en la literatura
de cuasiespecies es el llamado Single-Peak, o paisaje de un Unico pico. Este paisaje estd formado tni-

camente por dos fenotipos: el maestro (m) y el mutante (k), con diferentes factores de amplificacién
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x 10°
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H, clase de Hamming

Figura A.2: Distribucion del nimero de secuencias en funcién de la clase de Hamming para v = 20. En la
. , . v ..
figura se observa que el maximo nimero de secuencias se alcanza a H; = — = 10 . Cuando la poblacién entra

en catastrofe de error, la distribucién uniforme de secuencias, al ser expresada en clases de Hamming adopta
esta forma.

Ap, y Ag, respectivamente. El fenotipo maestro estd formado exclusivamente por aquella secuencia
que tiene mayor eficacia biolégica. El fenotipo mutante estd formado por el resto de secuencias que
conforman el espacio de secuencias. Por esto motivo, la probabilidad de que se produzca la secuencia
maestra por mutacién a partir de una secuencia cualquiera del fenotipo mutante es muy baja, siendo
posible desestimarla, es decir se considera que no hay back-mutation del fenotipo mutante al fenotipo
maestro. Esto quiere decir que el fenotipo maestro tiene un factor de calidad @,,, mientras que el
fenotipo mutante tiene un factor de calidad ), = 1. También es bastante habitual y qtil considerar
que el factor de degradacién de ambos fenotipos es el mismo D,, = D; = D, ya que en este caso,
las diferencias reproductivas s6lo dependen de la diferencia entre los factores de amplificacion, A;.

El sistema general de EDO que define el modelo de cuasiespecies para el paisaje de eficacia
bioldgica Single-Peak viene definido por:

dxy,

L - AQOxm - Dwm - (bOmm

j;f (A.16)
CT; = Ap(1 = Qm)rm + Arxy — Dxy — doxy,

Particularizando para el caso concreto en el que la concentracion de especies autorreplicantes es
constante, el flujo de salida del reactor (¢g), igual a la productividad media del sistema, F, viene
definido por:
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bo— 5 — Am=D)am + (A =Dy _ 7 A1

Cﬂm"'mk

Este sistema de ecuaciones presenta dos estados estacionarios. En el primero estdn presentes am-
bos fenotipos y es la distribucion de poblacién que se denomina cuasiespecie. Este estado estacionario
viene definido por:

m=N AAmQTx
m ok (A.18)
Am - Ak
El otro estado estacionario viene definido por:
=0
m (A.19)
T = N

Es decir, sélo esta presente el fenotipo mutante, o cola de error, de la cuasiespecie. A partir de un
andlisis de estabilidad de los estados estacionarios puede mostrarse que el primer estado estacionario

o A . o
es asintdticamente estable cuando )y, > 1 mientras que el segundo estado estacionario sélo es
m

Ax.
A

m
el factor de calidad que determina si la poblacion presenta una u otra distribucion. Este valor recibe
el nombre de umbral de error de la poblacion:

asint6ticamente estable cuando @), < . De esta forma puede establecerse un valor umbral para

Ay 1
_ ——— A.20
Qe=7"=1 (A.20)
donde o = A—m recibe el nombre de superioridad del fenotipo maestro sobre el mutante Puesto
k

que el segundo estado estacionario sélo es estable a altas tasas de mutacién e implica la desaparicion
del fenotipo maestro y la presencia exclusiva de la llamada cola de error, suele recibir el nombre de
catastrofe de error (ver seccion 1.1.4 de la Introduccién).

Una manera muy habitual de medir el efecto de las mutaciones sobre una poblacidn es a través del
lastre mutacional. Los llamados lastres genéticos representan la diferencia normalizada entre una la
eficacia bioldgica promedio de una poblacién, y dicha propiedad en una situacion idealizada en la que
uno o mas mecanismos genéticos estan ausentes. El lastre mutacional es el lastre genético cuando el
mecanismo genético considerado es la mutacién. Es decir, es la diferencia entre la eficacia biolégica
media que tendria una poblacién si la mutacién no actuase, es decir, la eficacia biolégica del mejor
fenotipo presente en dicha poblacién Wy, y la que presenta poblacién en presencia de mutacién, W.
 Wo-W

L
Wo

(A21)

Como se estd considerando que la tasa de degradacién D es la misma para los dos fenotipos, en
el modelo de cuasiespecies cldsico con paisaje Single-peak es mds util definir el lastre mutacional
respecto al factor de amplificacién segun:
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py=toA = 4 (A22)

Antes del umbral de error (Q,,, > Q.), el valor del lastre mutacional es:

Li=1-Qn (A.23)
Pero mas alla del umbral de error es:
A 1
La=1-2F 1= (A.24)
A, o

A.2. Modelo de cuasiespecies con poblacion variable

Como se ha comentado en la introduccién, el modelo de cuasiespecies se ha estudiado principal-
mente considerando la restriccién de poblacidn constante. Es obvio que en este contexto la extincidn,
es decir, la desaparicion de la poblacidn, no estd permitida por definicién. El estudio de la extincion
de una cuasiespecie necesita, por tanto, que se consideren otro tipo de restricciones, en particular
aquellas que permitan variaciones en la poblacién de especies autorreplicativas. Como se comentd
anteriormente, dos son las restricciones mds utilizadas en este sentido: a) considerar que la poblacién
se replica en un reactor de flujo en el cual hay un flujo de entrada constante de monémeros energéti-
camente activados, y b) considerar que la suma de las concentraciones de los monémeros activados,
desactivados y las especies autorreplicativas es constante, existiendo ademas un proceso de activacion
de los monémeros independiente de la replicacién. A lo largo de esta Tesis se ha optado por utilizar
esta tdltima restriccion para el estudio del modelo de cuasiespecies en condiciones que permitan la ex-
tincién. El modelo considera las siguientes reacciones. En primer lugar las reacciones de replicacion
sin y con mutacion:

AiQii
pa + I; A, 2I;
4,00 (A.25)
fa + Ii —= I + I;

La degradacién de las especies I;, da como resultado la produccién de mondémeros energética-
mente desactivados, con una tasas de degradaciéon D;

D;
Donde 4 representa el estado energéticamente inactivo del monémero p. Los mondmeros inacti-

vos dan lugar a mondmeros activados gracias a una aportacion constante de energia externa, con una
tasa kget-

kac
fd = Ha (A.27)

Finalmente, los monémeros activados pueden desactivarse espontineamente, segiin una constante
kq4es para dar lugar a los mondmeros inactivos.

k es
Ha = Ha (A.28)
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Para simplificar el sistema es posible considerar que la activacion del monémero es mucho mas
rapida que su desactivacion espontdnea, es decir que kot >> kges, €0 Cuyo caso, asumiendo una
hipétesis de estado cuasiestacionario, es posible reducir el sistema a las siguientes reacciones:

ot I 29 o,
AiQji A29

El sistema de ecuaciones diferenciales general resultante es:

dCCZ'
p7a MZ A;jQijz; — Diz;
J

% :gDiwz’—ug:AﬁU@'

(A.30)

Donde p es la concentracién de monémero activado y x; la concentracion de las diferentes espe-
cies autorreplicantes. En este caso, se impone la restriccion p + > z; = N, es decir, que la concen-

(2
tracién de moléculas autorreplicativas mds la concentracién de mondémero es constante. Utilizando

esta restriccion es posible reducir la dimension del sistema ya que, en todo momento, u = N — > z;.
i
De esta forma el sistema de ecuaciones diferenciales resultante queda:

dz;
CZ = (N - Zfﬁz’) ZAjQijxj — Djx; (A.31)
2 J

(2

Que tiene la forma de una ecuacién de tipo logistico.

A lo largo de esta seccion, se utilizara, al igual que en la seccién anterior, como paisaje de eficacia
bioldgica el denominado paisaje Single-Peak. Aplicando este paisaje y suponiendo que el factor de
degradacion, D, es el mismo para ambos fenotipos, el sistema general de ecuaciones diferenciales
ordinarias viene definido por:

d';Tm = (N —Tm — xk)AQOZEm — Dz,
day (A.32)
e (N —zp, — 1) [An (1 — Q)T + Agz] — Dy

Los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios del sistema de ecuaciones diferenciales
A.32 vienen resumidos en la tabla A.1.

El modelo presenta tres estados estacionarios. El primero es el equilibrio de seleccién-mutacién
o cuasiespecie en el que estan presentes ambos fenotipos. En segundo lugar, la llamada catéstrofe
de error, en la que s6lo estd presente el fenotipo mutante y, por dltimo, la extincién de la poblacidn,
en la que, obviamente, no existe ninguna especie con capacidad autorreplicativa. Comparando los
resultados con los obtenidos en el modelo de cuasiespecies bajo condiciones de poblacién constante se
observa que, exceptuando l6gicamente el estado estacionario de extincion, los estados estacionarios de
cuasiespecie y catdstrofe de error son equivalentes en ambos casos. De hecho, las fracciones molares
son las mismas. Esto es una prueba de que, tal y como han sefialado otros autores anteriormente (Bull
et al., 2007), es posible hasta cierto punto desacoplar la dindmica genético-evolutiva, que depende de
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Estado Estacionario Propiedades
Lo — (AQO - Ak) (AQON — D)
o=
Poblacién AmQm (Am = Ag)
Estado estacionario 1. Qum(Am — Ag)
Coexistencia. Equilibrio
seleccién-mutacion Fraccién Ym =0
(Cuasiespecies) poblacional
yp =1
Estabilidad An@nN > D
AQO > Ak
Lastre mutacional L=1-Qn
Ty =0
Poblacion
T = N
Estado estacionario II. (A Qum — Ag)
S(’)Clo fenotfip(()1 mutante Fraccién Ym = (A, — Ap)
atastrofe de error i
( ) poblacional . A (1= Q)
(Am — Ak)
Estabilidad AN > D
AQO < Ak
Lastre mutacional Li=1- 2‘—:1
Ty =0
Poblacion
zp =0
Estado estacionario I11. . AN <D
Extincién Estabilidad
A QN < D
Lastre mutacional La=1

Tabla A.1: Resumen de los resultados para el modelo de cuasiespecies en condiciones de poblacién varia-
ble Los valores se han obtenido hallando la solucién de estado estacionario del sistema A.32. La fila llamada
“Estabilidad” muestra las condiciones necesarias para que dicho estado estacionario sea asintSticamente es-
table. Las condiciones se han hallado sustituyendo los valores del estado estacionario en el Jacobiano que se
obtiene a partir del sistema A.32
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las eficacias bioldgicas relativas, de la dindmica demogréfica, que depende de los eficacias biol6gicas
absolutas'. En este caso, la dindmica genética determinada por la accién simultinea de la seleccién
y la mutacién es exactamente la misma que en el caso en el que se considera poblacién constante.
Ahora bien, al haber considerado la restriccion de tipo logistico, a esa dindmica genética se suma una
dindmica demogréifica de la poblacién. Esta dindmica demogrifica, que depende obviamente de la
composicion genética de la poblacioén, es la que determina el tamafio poblacional y, eventualmente, si
la poblacion se extingue.

De hecho, valor de las concentraciones de ambos fenotipos puede descomponerse de la siguiente
forma:

_ (AQO - Ak) (AQON - D) _ . D _ 85
T O (Am — Ay Ym (N AQO) = m (N = #77)

(A.33)

xk:(l_Qm>(AQON_D):yk<N_ D >:yk(N—,MSS)

A.2.1. Estabilidad genética y estabilidad demografica

La distincion entre dindmica evolutiva y dindmica demogréfica puede trasladarse a las condicio-
nes que se derivan del andlisis de estabilidad de los estados estacionarios. En el caso en el que la
poblacién se considera constante, la estabilidad de los estados estacionarios I y II depende de una
tinica condicién, que es la que determina el umbral de error de la poblacion. Por el contrario, en este
caso, junto a dicha condicidn, aparece una nueva condicién adicional para cada estado estacionario.
Esta condicion adicional surge de la consideracién de la dindmica demogréfica de la poblacién y
simplemente expresa si dicha la poblacién es viable? cuando tiene esa composicién genética.

Teniendo esto en cuenta es posible considerar dos tipos de condiciones de estabilidad. Por un lado,
una estabilidad genética, que determina en qué condiciones se va a encontrar una u otra distribucion
poblacional. En este caso, al igual que en el caso en el que se consideraba poblacién constante, la
estabilidad de una u otra composicién genética depende si el factor de calidad por secuencia @), es
mayor o menor que el umbral de error, ()., que a su vez depende de la relacion entre las eficacias
bioldgicas efectivas de los fenotipos maestro y mutante:

Qe=—F == A34
Am g ( 3 )

A _ . .
donde ¢ = —™ es la llamada superioridad del fenotipo maestro sobre el fenotipo mutante.
k

Por otro lado, existe una estabilidad demogrdfica que da cuenta de la viabilidad demogréfica
de una determinada distribucién poblacional. En el caso del estado estacionario I esa condicion es
AmQmN > Dy en el caso del estado estacionario II, 1a condicién es Ay N > D . En este punto es
interesante considerar la eficacia bioldgica absoluta del fenotipo i:

Ry = — (A.35)

"Esto es interesante ya que, en determinadas ocasiones, se pueden derivar resultados al &mbito demografico, como el
umbral de extincion, simplemente estudiando la dindmica genético-evolutiva y extrapolando. Por supuesto, esto es posible
siempre y cuando las eficacias biolégicas no dependan de condiciones demogréficas como la densidad de poblacién.

%Es decir, si es capaz de mantenerse en el tiempo reproduciéndose por si misma.
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que es equivalente al producto de la fecundidad (proporcional a A;) y la supervivencia (propor-
cional a —). En este modelo, la eficacia bioldgica absoluta es equivalente a la relacion bdsica repro-

ductiva de Zotros modelos (Bull et al., 2007). Teniendo esto en cuenta las condiciones de estabilidad
demogrifica de los estados estacionarios I y II pueden expresarse como R,,,Q.n N > 1y Ry N > 1,
respectivamente.

A partir de estas condiciones de estabilidad demografica es posible obtener un umbral de extincién
para la tasa de mutacién en el estado estacionario I, pero no para el estado estacionario II, cuya
productividad media no depende la tasa de mutacion. Este umbral de extincién viene definido por:

D 1

Qe = AN RN

(A.36)

y es totalmente equivalente al obtenido por Bull et al. (2007), puesto que, en ausencia de back-
mutation, antes del umbral de error el lastre mutacional s6lo depende de la tasa de mutacién y no del
coste de las mutaciones (Kimura y Maruyama, 1966). El umbral de extincion A.36 puede expresarse
también como un lastre mutacional maximo L., que puede tolerar una poblacién, mas alld del cual
la poblacién se extingue. Este lastre mutacional vendria definido por:

1

Leg=1———
ex RmN

(A.37)

Es facil ver que, en ambos estados estacionarios, la estabilidad demografica depende de la efica-
cia bioldgica absoluta promedio de la poblacion, y mds concretamente de la relacién entre el factor
de amplificacién medio de la poblacién en el estado estacionario, A, la concentracién total de molé-
culas en el reactor, IV, y el factor de degradacion D. De hecho, ambas condiciones son expresiones
particulares de la condicion general de estabilidad demografica que seria:

AN > D (A.38)

Al igual que en los casos particulares de los estados estacionarios I y II, la condicién de extincién
A.38 puede expresarse en funcion de la eficacia biolégica absoluta:

RN < 1 (A.39)

donde R =

Ol

A.2.2. Umbral de extincion y umbral de error en el paisaje Single-peak

(Qué es lo que ocurre, por tanto, cuando se aumenta la tasa de error en el modelo de cuasiespecies
en un paisaje tipo Single-Peak cuando la poblacién de especies autorreplicativas no es constante? La
respuesta depende de la relacién entre el umbral de error, ecu. A.34, y el umbral de extincidn definido
por el estado estacionario I, ecu. A.36. Si el umbral de extincién es mayor que el umbral de error, la
cuasiespecie se extinguird antes de que el fenotipo mutante se imponga al fenotipo maestro. Si, por
el contrario, el umbral de error es mayor que el umbral de extincién, el fenotipo mutante desplazara
al fenotipo maestro antes de que la cuasiespecie se extinga. Esta condicién critica puede expresarse
como:

Qeaz = Qc (A40)

185



Extincion y mutacion A. El modelo de cuasiespecies

Que sustituyendo por las expresiones A.34 y A.36 puede expresarse como:

R,N =0 (A41)
. Am Rm .z
Teniendo en cuenta que 0 = — = —— , la expresioén A.41 se transforma en:
Ag Ry
RN =1 (A.42)

Que es precisamente la condicién de estabilidad demografica del fenotipo mutante. Es decir, si el
fenotipo mutante es demograficamente estable, el umbral de error serd mayor que el umbral de extin-
cidén y, por tanto, el fenotipo mutante podrd imponerse al fenotipo maestro antes de que la poblacién
se extinga. Puesto que en el paisaje Single-Peak, la eficacia bioldgica promedio més alld del umbral
de error no depende de la tasa de mutacidn, esto implica que la poblacién no puede extinguirse por
mucho que se siga aumentando la tasa de mutacién. Sin embargo, si el fenotipo mutante no es de-
mograficamente estable, el umbral de extincién serd superior que el umbral de error, y la poblacién
se extinguird antes de que el fenotipo maestro sea desplazado por el fenotipo mutante. Es posible
demostrar que esta dependencia con la viabilidad del fenotipo mutante también se produce cuando
ambos fenotipos tienen factores de degradacion diferentes.

Esto muestra es que, en un paisaje Single-Peak “puro”, extincién y catédstrofe de error son mutua-
mente excluyentes, tal y como habian sugerido Bull et al. (2005, 2007).
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Apéndice B

Teoria de juegos evolutiva y definicion de
defectores

En este apéndice se presentardn algunas de las ideas mds importantes de la Teoria de Juegos
Evolutiva (TJE) en relacion con lo estudiado a lo largo de esta Tesis. No pretende ser, por tanto,
una presentacion exhaustiva de las aplicaciones de la teoria de juegos al estudio de la evolucién
biolégica. En la primera seccidn se presentard la ecuacion central de la rama de la TJE que estudia
la dindmica de las poblaciones bioldgicas: la llamada ecuacion del replicador, asi como los posibles
juegos concretos que pueden definirse para el caso particular de juegos con dos jugadores y dos
estrategias (juegos 2x2). En la segunda seccién se ha tratado de obtener una definicién de lo que
se entiende por defeccién en funcion de los valores que adoptan los pagos del sistema, tanto en
juegos 2x2 como en juegos de n jugadores. Finalmente, en la tercera seccién se muestra que es
posible obtener una ecuacién del replicador homogénea cuyos estados estacionarios son iguales, en
condiciones de poblacién constante, a los estados estacionarios de una ecuacion diferencial de tipo
replicador inhomogéneo, como las utilizadas a lo largo de esta Tesis.

B.1. Teoria de juegos evolutiva. La ecuacion del replicador

La teoria de juegos surgié a mediados de los afios 40 como un formalismo matematico para el
estudio de la toma de decisiones por individuos racionales que interaccionan entre si. Un juego se
define por los pagos que recibe cada jugador en funcién de la estrategia que elijan tanto él como
el resto de jugadores. Puesto que el objetivo de cada jugador es maximizar el pago que recibe, la
decision “optima” de cada individuo va a depender de las decisiones que tomen o puedan tomar los
demds.

Aplicada originalmente al campo de la economia y los estudios sociales, y aunque otros autores
habian sugerido antes la aplicacién de la teoria de juegos a la biologia evolutiva (Lewontin, 1961),
John Maynard Smith y George Price fueron los primeros en trasladar los conceptos de la teoria de
juegos para explicar la evolucién del comportamiento animal (Smith y Price, 1973). La aplicacién a la
biologia cambia por completo las premisas sobre las que se fundamenta la teoria de juegos, aunque no
su formalismo. En el estudio de las interacciones sociales, los jugadores deben elegir racionalmente
entre un determinado conjunto de estrategias, teniendo en cuenta que el otro jugador también puede
elegir entre un determinado conjunto de estrategias y que el pago que recibe cada jugador depende
de las estrategias que haya elegido cada uno. En el contexto de la evolucién biolégica, los jugadores
son los diferentes individuos de una poblacion, las estrategias son fenotipos o rasgos heredables, y el
pago es una determinada cantidad de eficacia biolégica. Teniendo esto en cuenta, la Teoria de Juegos
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Evolutiva (TJE) estudia la evolucién de poblaciones en las que la eficacia bioldgica de los individuos
depende de su interaccién con otros individuos de la poblacién. Estudia, por tanto, situaciones de
seleccidn dependiente de frecuencia (Nowak, 2006b). Aunque existen variantes de la TJE que estudian
los problemas desde una perspectiva estatica, bien con interacciones repetidas o sin ellas, en este
apéndice se presentard exclusivamente la rama de la TJE que estudia la dindmica poblacional. Esta
rama de la TJE tiene como piedra angular la llamada ecuacion del replicador. En su forma general,
la ecuacién del replicador viene definida por:

dz;
dtZ: > iy | @i — ax; (B.1)
J

Donde @ es la productividad media del sistema!, necesaria para que la poblacién total permanezca
constante, cuya expresion viene definida por:

Z Z aija:j €T;
? J
3
i

(B.2)

Ql
I

En este apéndice sélo se estudiaran los juegos mas sencillos, y mds habituales, en los que inter-
accionan dos tipos de individuos, I e I, cada uno con dos posibles estrategias, los llamados juegos
2x2. En este caso, la ecuacién B.1 se reduce a:

dzq _
= (a1121 + a12x2) T — a1

dcig (B.3)
T = (a21331 + a22x2) T9 — axy

que, generalmente se expresa de la siguiente forma:

d

% = (ax1 + bzo) 1 — axy

o ) (B.4)
= (cx1 + dxg) x9 — axs

donde, en este caso, la productividad media @ viene definida por:

(az1 + bxra) x1 + (cx1 + dxo) 29
T1 + 22

a= (B.5)

En estas ecuaciones, x; y x3 son las concentraciones de los individuos de tipo 1 y 2 en la pobla-
cién. Los parametros a, b, ¢ y d son los pagos, y representan la eficacia biolégica que “recibe” cada
jugador cuando interacciona con otro de los posibles jugadores. Asi, cuando un individuo /; interac-
ciona con otro individuo I, ambos reciben como pago a unidades de eficacia biolégica. Cuando un
individuo /; interacciona con un individuo Io, 1 recibe b y I recibe c unidades de eficacia bioldgica,
etc. De esta manera, cada juego viene definido por estos pardmetros que se recogen en la denominada
matriz de pagos, de la forma:

'Esta productividad es completamente equivalente a la £ de los modelos de cuasiespecies (ecu. X)
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(B.6)
L I
Il a b
IQ C d

Al considerar la poblacién constante, es posible suponer, sin pérdida de generalidad, que z; +
x9 = 1 de forma que el sistema de EDO B.4 puede reducirse a una tnica ecuacién diferencial de la
forma:

r1=x21(1—x1)((a—b—c+d)x+b—d) (B.7)

La ecuacién del replicador puede considerarse una ecuacion evolutiva bastante general. Tanto el
modelo de cuasiespecies (explicado en detalle en el apéndice A) como la ecuacién de Price (Price,
1970) pueden considerarse casos particulares de la misma (Page y Nowak, 2002) y, ademas, es for-
malmente equivalente tanto a los modelos Lotka-Volterra de ecologia, como al modelo de hiperciclos
(Hofbauer y Sigmund, 1988).

El comportamiento del sistema definido por la ecuaciéon B.7 depende de los valores que adopten
los parametros a, b, c y d. A partir de la ecuacién B.7 se obtienen tres posibles estados estacionarios.
La estabilidad de cada uno de ellos va a depender de los valores que adopte el jacobiano de B.7 en el
estado estacionario que, a su vez, va a depender de los valores que adopten los parametros a, b, ¢, y
d. Al derivar la expresién B.7 con respecto a x, se obtiene el correspondiente jacobiano:

J=30b-—a+tc—d)2z*+2(a—2b—c+2d)z+b—d (B.8)

En la tabla B.1 se muestran los resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios asi como
la dependencia de su estabilidad respecto de los valores de la matriz de pagos.

Estado Estacionario Propiedades
Poblacion z1=0
L.
Estabilidad d>b
Poblacion r1=1
II.
Estabilidad a>c
d—>b
Poblacion Ir = m
1I1.
Estabilidad c=a
b>d

Tabla B.1: Resumen de resultados obtenidos al hallar los estados estacionarios de la ecuacion del repli-
cador B.7. La fila “Estabilidad” muestra la condicién para que dicho estado estacionario sea asintdticamente
estable, obtenida como aquella condicion que hace que el valor del jacobiano B.8 en dicho estado estacionario
sea menor que cero.

A los estados estacionarios asintdticamente estables presentados en la tabla B.1 se les denomina
estados evolutivamente estables, que no deben confundirse con las llamadas estrategias evolutiva-
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mente estables (Smith y Price, 1973), o ESS por sus siglas en inglés, equivalentes a los equilibrios de
Nash de la teoria de juegos clasica. A pesar de que todas las ESS deben ser estados evolutivamente
estables, no todos los estados evolutivamente estables tienen por qué ser ESS (para una discusion en
detalle ver Hofbauer and Sigmund (Hofbauer y Sigmund, 1988).

Como se vio en la seccién 1.4 de la introduccién, Ia TJE ha sido extensamente aplicada al estudio
del origen de la cooperacién. En este caso, los individuos de tipo 1 se consideran cooperadores y los
individuos de tipo 2 se consideran defectores, segin la definicién planteada en dicha seccion.

Como se dijo anteriormente, cada juego viene definido por una determinada matriz de pagos, es
decir, por un determinado valor de los pardmetros a, b, c y d. En la tabla B.2 se presentan los cuatros
juegos 2x2 més comunes.

Nombre del juego Matriz de Pagos Resultado evolutivo

c>a Sélo es estable el estado estacionario 1.

Dilema del Prisionero

b>d Se impone la defeccion
a>c Soélo es estable el estado estacionario II.
Armonia
b>d Se impone la cooperacion
c>a Soélo es estable el estado estacionario I11.
Snowdrift o Halcones y
Palomas b<d Cooperadores y defectores coexisten.
a>c Son estables los estados estacionario I

y II. El estado estacionario III es
inestable y actiia como separatriz

Stag-Hunt d>b Se imponen los cooperadores o los

defectores dependiendo de las
condiciones iniciales

Tabla B.2: Juegos 2x2 mas caracteristicos. La tabla recoge el nombre, las condiciones que debe cumplir la
matriz de pagos 2x2 de tipo B.6 y el resultado evolutivo de los juegos mas 2x2 mds caracteristicos.

El primer juego, el conocido dilema del prisionero, implica que el estado evolutivamente estable es
el estado estacionario I, formado exclusivamente por individuos defectores. El dilema del prisionero
es el caso mds conocido de dilema social, puesto que la poblacién tendria mayor eficacia biolégica
media si estuviese formada por individuos cooperadores, pero la accion de la seleccién natural a
nivel individual hace que se impongan los individuos defectores, generando una poblacién con menor
eficacia bioldgica media.

También pueden existir situaciones en las que no se plantee un dilema social en absoluto: cuan-
do la ventaja de la cooperacién es suficientemente alta para compensar la ventaja de la defeccidn.
Esta situacién, que algunos han denominado armonia, se produce cuando sélo es estable el estado
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estacionario II, formado exclusivamente por los individuos cooperadores.

El juego del snowdrift es un juego de“anti-coordinacién”, es decir, la eficacia bioldgica de un
individuo es mayor cuanto mayor sea la fraccidn de individuos con la estrategia contraria. Esto im-
plica que la seleccién natural actda en favor de los defectores o los cooperadores en funcién de la
fraccién poblacional de cada uno de ellos. El resultado, por tanto, es que la seleccidén natural estabi-
liza la coexistencia entre cooperadores y defectores. El juego del snowdrift representa correctamente
aquellos casos en los que se produce seleccion dependiente de frecuencia negativa o diversificante.
En este caso, sigue existiendo un dilema social en el sentido de que la eficacia bioldgica media de
la poblacién final es sub6ptima respecto a la poblacion exclusivamente compuesta por cooperadores,
pero el resultado final ya no es la imposicién de la defeccidon.

El juego del stag-hunt, por el contrario, es un juego de coordinacion, la eficacia bioldgica de un
individuo aumenta cuanto mayor sea el nimero de individuos que utiliza su misma estrategia. En este
caso, la seleccién natural también favorece a cooperacién o defecciéon dependiendo de la composi-
cion poblacional, pero el resultado es una situacién de biestabilidad: dependiendo de las condiciones
iniciales, la poblacién final estard compuesta exclusivamente por defectores o por cooperadores. El
juego del stag-hunt representa una situacioén de seleccion dependiente de frecuencia positiva o puri-
ficadora, que tiende a disminuir la variabilidad en las poblaciones. En este juego, por ejemplo, sélo
en caso de que la poblacion esté compuesta exclusivamente por defectores el resultado es un dilema
social.

B.2. Hacia una definicion de defector en juegos de 2 y n participantes

Como se vio en la seccion 1.4 de la introduccidn, los defectores suelen ser definidos como aquellos
individuos que no producen un beneficio asociado a la cooperacién, ni pagan el coste asociado a la
produccion de dicho beneficio, pero si que pueden aprovecharse del mismo. En nuestra opinion, esta
definicién es demasiado descriptiva y, por eso, en esta seccion se ha intentado encontrar una definicién
mas estricta de defector en juegos de 2 y n participantes que, biol6gicamente, represente la situacion
de interaccién antagonista intraespecifica que, en la introduccioén, se ha asociado a la idea de defeccion
(ver seccién 1.5 de la introduccién).

Juegos de 2 participantes

En primer lugar se considerarédn los juegos de 2 participantes, que, tal y como se vio en la seccién
anterior, vienen definidos por una matriz de pagos de tipo:

a b
(v 1) 59

Donde, como antes, a es el pago que recibe un individuo /; cuando interacciona con otro individuo
de tipo I1, b es el pago que recibe un individuo /; cuando interacciona con un individuo de tipo Io,
y ¢y d son los pagos que recibe un individuo /5 cuando interacciona con individuos de tipo I; o I
respectivamente. Es decir, las eficacias bioldgicas de los individuos I; e I> vienen definidas por:

f1 = ax1 + bxo

B.10
£ (B.10)

cxy + dza

Donde, segun B.4, 1 y 2 son las fracciones poblacionales de los individuos de tipo I e Io,
respectivamente. Teniendo en cuenta lo expresado en la seccién 1.5. de la Introduccién, dado este
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Orden Consecuencia Evolutiva Nombre del Juego
a >b>c>d | Seimpone el no defector Armonia
a > c¢>d > b | Elresultado depende de las con- Stag-Hunt
diciones iniciales
a>c>b>d | Seimpone el no defector Armonia
¢ >a > b>d | Coexistencia Snowdrift
c>a>d>b| Seimpone la defeccién Dilema del prisionero

Tabla B.3: Posibles “juegos” 2x2 en los que la especie /> se comporta como un defector.
La tabla muestra los cinco ordenamientos posibles, el nombre que suele recibir dicho juego y el
resultado evolutivo del mismo.

formalismo, las condiciones que hacen que el individuo I sea un defector cuando interacciona con
I son las que se describen a continuacion.

En primer lugar, es necesario que a > d, lo que implica que el individuo no defector tiene una
mayor eficacia bioldgica que el individuo defector cuando interaccionan con individuos de su mis-
mo tipo. En términos generales esto puede interpretarse como que los individuos defectores tienen
menor eficacia bioldgica que los individuos no defectores cuando se reproducen por separado, sin
interaccionar. Esta condicion puede expresarse también como:

dfi df
(m) > (m) (B.11)

En segundo lugar, el defector se aprovecha de su interaccion con el individuo no defector, lo que
implica que ¢ > d. Es decir, el individuo defector tiene mayor eficacia biolégica cuando interaccio-
na con el individuo no defector que cuando interacciona consigo mismo (o no interacciona). Esta
condicion puede expresarse también como:

df2 df2
<d$1> > (dm) (B.12)

Por tltimo, la replicacién del defector perjudica al individuo no defector, lo que se expresa como
b < a, lo que implica que el individuo no defector se replica peor en presencia del defector que en su

ausencia, es decir:
dfi dfi
( dm) 5 ( dxz) (B.13)

Desde esta perspectiva, un virus defectivo seria un caso particular de virus defector en el que
ademas d = 0.

Estas tres condiciones (a > d; ¢ > dy a > b) son las que, de acuerdo con nuestra definicidn,
harfan que un individuo fuese defector.

Merece la pena destacar que, tal y como se desprende de la tabla B.1, por si sola ninguna de
estas condiciones determina cudl es el estado evolutivamente estable del sistema. Esto implica que es
posible encontrar individuos defectores que no serdn evolutivamente estables y serdn desplazados por
el individuo “altruista”, o bien individuos defectores que desplazardn o coexistirdn con el individuo
no defector, dando lugar a situaciones en las que se produce un dilema social. La tabla B.3 recoge los
diferentes ordenamientos posibles de los valores de la matriz de pagos que cumplen las condiciones
presentadas de defeccidn y su resultado evolutivo (asi como el nombre del juego asociado).
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Juegos de n participantes

Los juegos de 2 participantes pueden considerarse, en el fondo, como un caso particular de los
juegos de n participantes cuando n = 2. Por tanto, las condiciones que se han obtenido para el caso de
2 participantes pueden extenderse al caso de n participantes. Denominando k al nimero de individuos
defectores, Io, e I; alos individuos cooperadores en un grupo de tamaio n se obtiene que la primera
condicion es:

fl(k = 0) > fg(k = n) (B.14)

Es decir, un cooperador en un grupo de cooperadores tiene més eficacia bioldgica que un defector
en un grupo formado exclusivamente por defectores.

La condicién de que un defector se aprovecha de los cooperadores para ganar eficacia biolégica
puede expresarse asi:

dfs
(dk> <0 (B.15)

Lo que indica que la eficacia bioldgica del defector es mayor cuanto mayor sea el nimero de
cooperadores que le rodea. Por dltimo, el que los cooperadores pierdan eficacia biolégica en presencia
de los defectores implica que:

dfi
<dk> <0 (B.16)

De forma que cuanto mayor es el nimero de defectores en un grupo, menor es la eficacia biol6gica
de los cooperadores en dicho grupo.

Aligual que en el caso anterior, estas tres condiciones por s mismas no determinan si la defeccién
o la cooperacion es evolutivamente estable.

B.3. Replicadores inhomogéneos y matriz de pagos

En condiciones de poblacién constante y ausencia de mutacion, el modelo de cuasiespecies que
interaccionan en trans presentado en el capitulo 5 de esta Tesis se transforma en una inhomogeneous
replicator equation (Andrade et al., 1991; Stadler, 1991; Gerstung et al., 2011). Los sistemas de
replicadores inhomogéneos reciben dicho nombre porque estdn formados por especies que tienen
simultdaneamente capacidad autocatalitica y autorreplicativa, por lo que tienen la forma general:

dx; =
y L= filx)xi — fx (B.17)
t
donde
fi(x)
es una funcién que determina la eficacia bioldgica segtin
Nind
fz(X) = Zmijiﬂj +7r; (B.18)

j=1
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Extincion y mutacion B. Teoria de juegos evolutiva y definicién de defectores

Nind
en la que r; es la capacidad autorreplicativa del individuo i y > m;jx; es la suma de las cons-
Jj=1
tantes cataliticas multiplicadas por las concentraciones de los n;,4 tipos de especies de la poblacion,
incluido él mismo, que pueden actuar como catalizadores. Esta funcién puede expresarse de forma

general como:

f(x)=Mx+r (B.19)

donde M es la matriz de interacciones, equivalente a la matriz de pagos de la TJE, y r es el
vector de constantes de autoreplicacion. Lo interesante de los replicadores inhomogéneos es que
puede demostrarse (Gerstung et al., 2011) que, en condiciones de poblacion constante, los estados
estacionarios de un sistema de replicadores inhomogéneos de la forma B.19 son equivalentes a los de
un sistema de replicadores homogéneos de la forma

f'(x) = M'x (B.20)

Donde los elementos de la matriz M’ vienen determinados por

My = M + T (B.21)

De esta forma, siempre va a ser posible obtener una matriz de pagos M que defina una ecuacién
del replicador homogénea cuyos estados evolutivamente estables son equivalentes a los del sistema de
replicadores homogéneos inicial. Esto va a permitir estudiar el comportamiento de dicho sistema en
el estado estacionario bien como un sistema de ecuaciones diferenciales o bien desde la perspectiva
de la teoria de juegos 2x2.
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Apéndice C

Variables utilizadas a lo largo de la Tesis

Aam, Aag

ABm, ABk

Factores de amplificacién de los fenotipos maestro y mutante,

respectivamente, de la cuasiespecie A

Factores de amplificacién de los fenotipos maestro y mutante,

respectivamente, de la cuasiespecie B

Factor de amplificacion del fenotipo mutante en el paisaje Single-Peak

Factor de amplificacién del fenotipo maestro en el paisaje Single-Peak

Contribucién al bien publico del fenotipo mutante

Contribucion al bien publico del fenotipo letal en el paisaje Single-Peak
Contribucién al bien ptiblico del fenotipo maestro en el paisaje Single-Peak

Factor de Degradacién del fenotipo ¢

Productividad media de la poblacién

Clase de Hamming ¢ respecto a la secuencia de referencia

Especie autorreplicante

Constante de que determina el cambio del factor de calidad ¢; mas alla de k.

Lastre mutacional referido al factor de amplificacién, A;

Concentracion total en el reactor de flujo

Umbral de error expresado segtin el factor de calidad por secuencia del fenotipo
maestro, Q.

Umbral de extincién expresado segun el factor de calidad por secuencia del fenotipo
maestro, Q.

factor de calidad fenotipico del fenotipo i, Q; = exp(®*(1-9)

Probabilidad de obtener una secuencia de la clase de Hamming ¢ a partir de la clase
de Hamming j

Factor de calidad por secuencia del fenotipo maestro en el paisaje Single-Peak

Eficacia bioldgica absoluta del fenotipo mutante en el paisaje Single-Peak Ry, =

SIS

Eficacia bioldgica absoluta del fenotipo maestro en el paisaje Single-Peak R, =

b
eficacia bioldgica absoluta “extra-grupo” en el modelo anidado R = EO

Tiempo caracteristico de llegada al estado estacionario dentro de un grupo en el mo-
delo anidado

Valor selectivo de la copia i, W; = A;Q; — D — i@

Factor que determina el factor de calidad fenotipico del fenotipo ¢, Q;

Mixima produccién tedrica de individuos que puede dar un grupo en el modelo anida-
do

Factor de interaccién en cis
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Extincion y mutacion C. Variables

o

kdes

:\.0??'??‘@.

nseq<Hi)

Nmax

Vef

dc
Qex

4
kact

z
Tm
Yk

2l

Ym

Concentracion equivalente a un unico individuo en un grupo en el modelo anidado
Factor de degradacién extracelular a los grupos en el modelo anidado

Flujo de salida del reactor de flujo

Constante de desactivacion espontdnea de los monémeros energéticamente activados
Nimero de mutaciones respecto a la secuencia de referencia

Constante cinética de produccién de individuos por los grupos (cap. 12)

Umbral de distancia de Hamming mads allé del cual cambia g;

Nimero de posiciones letales en una secuencia

Letalidad critica

Monémero energéticamente activado

Monoémero energéticamente desactivado

Monémero energéticamente activado

Tamafio de grupo cuando las cuasiespecies interaccionan en tamafos de grupo cons-
tante

Nimero de secuencias que componen la clase de Hamming, H;

Limite de coinfeccién (tamafio de grupo maximo) cuando las

cuasiespecies interaccionan en grupos de tamafo variable o en el

modelo anidado

Longitud de secuencia

Longitud de secuencia efectiva

fraccién de mutantes no letales en el esquema de letalidad uniformemente distribuido
Factor de calidad por digito

Umbral de error expresado segun el factor de calidad por digito, ¢

Umbral de extincién expresado segun el factor de calidad por digito, ¢

Factor de calidad por digito asociado a la clase de Hamming 7

Constante de activacién de los mondémeros energéticamente desactivados
coeficiente de seleccion del fenotipo mutante respecto al fenotipo maestro

A
Superioridad (0 = =)
Ay,

Superioridad en las contribuciones al bien publico (o5 = B—m)
k

tiempo

Ventaja o desventaja selectiva en cis de tipo multiplicativo
Ventaja o desventaja selectiva en cis de tipo aditivo
Concentracion del fenotipo mutante

Concentracion del fenotipo letal

Concentracién del fenotipo mutante

Fraccién poblacional del fenotipo mutante

Fraccién poblacional del fenotipo letal

Fraccién poblacional del fenotipo maestro

Fraccion de espacios vacios
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