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1. SUMMARY

RNA viruses replicate their genomes with the highest error rates foundture, and
form populations constituted by a complex distribution of mutants referred to as quasispecies.
Replication at high error rate promotes adaptation to most selective pressures and ritakes
difficult to find effective antiviral strategies. Howeveadditional increases ithe error ratecan
lead to a higher amounbf deleterious mutationsn the virus genomeswhich is associated
with fithess decreasesand eventually with the extinction of infectivity. These observations
have inspired a new antidl strategy known as lethal mutagenesis that consists in the
treatment of virus infections with mutagenic agen@ne of the potential advantages of lethal
mutagenesis lies on the difficulties to select resistance mutamtder these conditions
However, it has been demonstrated thasingle amino acid substitutions that modify
replication fidelity can evolve in response to mutagenic tneats with nucleoside analogues,

making the study of the conditions that favour the selection of these mutants higleyaned.

In this Ph.D. Thesis we have analysed the evolutionary behaviour of bacteriophage Q
populations when replication proceeds in the presence of the mutagenic nucleoside analogue
5-azacytidine (AZC). Previous wardrried out in our group demonstrated that replication in
the presence of a high AZC concentration extinguished virus infectivity. However, a gradual
increase in the concentration of AZC combined with transmission of the virus through large
population sies led to the selection of an adapted populatidrhis population presented the
fixation of a single mutation, A1746U in the grotein gene and numerous polymorphisms,
some of them, such as the replicase substitutioh2982G+A and U3582C+U), with
demorstrated selective value in the presence of AZlBe analysis of the mutant spectra of
the virus populations isolated at different points of the transfer series showrat
polymorphic mutationglistributed into seeral evolutionary lines thatompete amog them,
making it difficult the emergence of a defined consensus sequembe. analysis of the
molecular mechanisms by which substitutions A2982G (T210A) and U3582C (Y410H) increased
the resistance to AZC showed that, despite being located outside thizaselcatalytic site,
both reduced the mutation frequency in the presence of the drug. However, they did not
modify the type of AZ&hduced substitutions, which was mediated mainly by ambiguous base
pairing of the analogue with purines. In contrast to thise selective advantage stibstitution
Al746Useems to be related to the hypomethylating action of AZC, which is associated to

unbalances in the optimal amounts obat and A proteins
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2. INTRODUCCION

Los virus y los viroides son los sistemas replicativos sindglesque existen en la
naturaleza Ambos sorparasitos intracelulares obligadgs quenecesitan introducirse dentro
de una célula hospedadomgue les proporcione las moléculas y estructuras necesarias para
completar su ciclo vital. Una caracteristica que define a los virus es la gran diversidad de
estrategias que pueden adoptar para su reg@tion, lo cual tiene como consecuencia que
practicamente todas las especies que existen en la biosfera son susceptibles de ser infectadas
por algun tipo de virus (Murphy 1996). El concepto de diversidad también se extiende al tipo
de &cido nucleico queygden usar para almacenar su informacion genética (DNA o RNA, de
cadena sencilla o doble, circular o lineal) y a las diferencias que existen entre las secuencias
gendmicas de los individuos que componen las poblaciones virales. La diversidad genética es
mayor en los virus que tienen RNA como material genéticoequims que tienen DNA, siendo
esta una de las principales causas de las dificultades que existen para controlar las
enfermedades causadas por estos vilerfingo y col. 1997, Lemon 1997a, b, Webstcol.
1982. Se hace, gr tanto, necesario un mejor entendimiento de los mecanismos que regulan
la diversidad genética contenida en las poblaciones virales, asi deras relaciones entre
diversidad y capacidad de adaptacioos lvirus RNA sermdemd, un excelente modelo para
identificar los principios generales que rigen la dinAmica y las bases napdecude la
adaptacion biol6gica, debido que nos permiten estudiar en tiempos cortos los procesos de
adaptacion a los cambios en las presiones sekesty establecer las relaciones genotipo

fenotipo mas facilmente que en otros sistemas biolédgicos.

2.1VARIABILIDAD GENEXIDE LOS VIRUS RNA

La grarvariabilidad genética que presentan los virus RNA se debe en gran medida a la
alta tasa de error que rpsentan durante la replicacion de su material genético. La tasa de
error o tasa de mutacion de un virus se define como la frecuencia de incorporacion de
nucleotidos errébneos durante el proceso de replicacion del genoma y determina su capacidad
para manteer su informacién esencial mientras hace frente a los cambios ambientales
(Domingo y Holland 1994Qomingo y Holland 199Holland 1993, Holland y col. 199%e ha
estimado queds tasas de error para los virus Ré¢Aencuentraren un rango de entre Ta

10° sustituciones por nucleétido y ronda de replicacion (s/n(Batschelet y col. 1976,
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Domingo 2007Drake y Holland 199%anjuan y col. 20),0varios ordenes de magnitud mas

altas que las de los virus DNA 10 s/n/r) (Cuevas y col. 2008rake 199}, o las del DNA

celular (10°- 10" s/n/r) (Echols y Goodman 1991, Kunkel y Alexander 1#86:levado valor

de la tasa de error de los virus RNA se debe en parte a la ausencia de actividades correctoras

RS f1Fa&4 wb! LER2tAYSNI &aligp @0 Ol dz®A BNR S&EH 2 y dzOINSIASIly
polimerasas (Bernard y col. 1989), y a la auseneiamgcanismos de reparacion pest

replicativos (Friedberg y col. 20060tros factores que contribuyen a incrementaa |

variabilidad genética de los virus R la recombinacion genéti§@omingo 2007, Domingo

y col. D08, Mikkelsen & Pedersen 2009)os reordenamients gendmicosen los virus de

genoma segmentado (Webster 1999).

Ademas de las diferencias en las tasas de error, otra gran diferencia entre los virus RNA
y los organismos celulares radica en la porcién del espacio de secuencias que ocupan. El
espacio de secuencias se define como el nimero total de secuencias posibles que se pueden
obtener a partir de un genoma de una longitud determinaB&yén yBiebricher 1988 La
capacidad para explorarlo es mayor para las poblaciones de virus que pdeadgganismos
celulares (Domingo y Holland 1997, Domingo y col. 2006), debido principalmentmaysu
heterogeneidad genéticaga sus mayores tamafios poblacionales y a la mayor complejidad de

sus poblaciones.

2.2 ESTRUCTURA DE LAS POBLACIONES DENVIRUS R

Las elevadas tasas de error de los virus RNA hacen que cada nuevo genoma generado
difiera en una o varias mutaciones del genoma parental. La seleccién natural y la deriva génica
van a estructurar estos conjuntos de mutantes dando lugar a poblacionespgseen un

elevado grado de organizacion.

2.2.1Concepto de eficacia biolégica

La eficacia biol6gicafidnessde un organismo es un parametro complejo que describe
la capacidad replicativa y la adaptabilidad que presenta dicho organismo en un ambiente
concreto, que no esté definido Unicamente por parametros quirfigioos, sino también por
el resto de individuogiue componen la poblacion (Domingo y col. 1999, Williams )1 &Pel
caso de los virus, ditnessse define como la capacidad para producir progenie infecciosa
viable en un ambiente dado (Domingo y Holland 1997, Domingo y col. 2003, Martinez y col.

199]) y suele expresarse como un valor relativo respecto a un virus de refererftize$sno
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depende solo de la capacidad para replicar el genoma, sino también de otros procesos, como
la union a receptores especificos de la superficie celulanttada en la célula hospedadom

el ensamblaje y la liberacion de las nuevas particulas virales (Manrubia y Lazaro 2006). El
fitnessde los distintos individuos que componen una poblacion viral determina en gran parte
Su estructura, ya gue los distintos mutantesn a estar mas o menos representados segun el
valor que presenten para este parametro. La eficacia bioldgica de una poblacion puede
representarse en forma de paisajes fimess (Figura 2.}, en los cuales el nivel mas bajo
simboliza el conjunto de genptis posibles (espacio de secuencias) y la altitud en cada punto
representa effitnessasociado a esos genotipos. El contexto ambiental determina el contorno
del paisaje, el cual se madifica con el tiempo debido a los continuos cambios que se producen
en el ambiente. Las poblaciones se desple@a por el paisajede fitness a través de la
adquisi®don de mutaciones que les permitaaicanzarlos valoresméas elevads (Domingo y

Holland 1997)

Selecadn
natural

Deriva
genética

Fitness

Figura 2.1 Representacion del paisaje dénesspara una cuasiespecie viralLas regiones mas altas y
estrechas que terminan en picepresentan la localizacion de lesus que poseen los valores fitness
mas altosPor elcontrario, las regiones mas bajas o valles hacen refereadasituacion en el paisaje
donde se localizan logrus que tienenfitnessmas bajoslLos procesos de seleccidmatural y deriva
genéticadesplazan a los conjuntos de mutantss () hacia fasedites regiones del paisaje.
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Las tasas de mutacion optimas van a depender de la velocidad y naturaleza de los
cambios producidos en el paisaje fitmess Cuando la tasa de mutacion es baja, la secuencia
gue replica mas rapido puede llegar a domirarpbblacién, aun cuando su progenie sea
desventajosaSin embargo, dado que la mayoda las mutacionetienen efectos deletéreos
(Bell 1997 EyreWalker y Keightley 200®uando la tasa de mutacion es aka favorecen
paisajes defitness con un elevado grado de neutralidad, proporcionando mayor robustez
frente al efecto negativo de las mutaciones. En este esacoplamiento entre secuencias
causado por la generacion de mutaciones puede llegar a ser mas fuerte que los coeficientes de
sekeccién individuales (Wilke 2005).

2.2.2Concepto de cuasiespecie viral

Las complejas distribuciones de mutantes que forman las poblaciones virales se
conocen comunmente con el nombre de cuasiespecies (Biebricher y Eigen 2006). El término
cuasiespecie fuenicialmente propuesto por Eigen y Schustmra describir la dindmica
evolutiva de las poblaciones de replicones primitivos que, segun la teoria del mundo RNA,
poblaron la Tierra antes delrggen de la vida celular (Eigen 1971, EigeScghusterl979).

Seun esta teoria, las cuasiespeciesl@calares representan el estadstacionaricalcanzado

por una poblacién infinita de replicadores que @®iana alta tasa de error en condiciones
constantes durante un tiempo suficientemente laygmara alcanzar el edlibrio entre los
procesos de mutacion y seleccio@wando se habla de poblaciones dérus, el término
cuasiespecidace referencia a un conjunto de iemtes genéticamente relacionadla través

de mutaciones, que interactian en un nivel funcional y quetribuyen de manera colectiva a

las propiedades de la poblacion (Lauring y Andino 20183. cuasiespecies virales estan
definidas por una secuencia consenso y un espectro de mutaRigsrd 2.2. La secuencia
consenso se define como la secuencia deladtilos mas frecuentes en cada posicion,
considerando el conjunto de genomas de la poblacion. &staencia, puede coincidir 0 no

con la secuencia maestra, que es aquella que tiendenardo en el conjunto de genomae

la poblaciéral proporcionar mayoeficacia biologica al individuo de la poblacién que la posee.
En poblaciones con un alto grado de neutralidad no se puede hablar de la existencia de una
secuencia maestra Unica, siendo en muchos casos no identificable, e incluso minoritaria en la
poblacbn (Domingo 1994El resto de los genomas quemponen la cuasiespeciertstituyen

lo que se denomina eéspectro de mutantes Todos los genomas que constituyen una
cuasiespee, no solo la secuencianaestra ayudan a perpetuar la poblacion coel
mantenimiento de la eficacia biologicéEigen 1993).Las cuasiespecies virales pueden

caracterizarse en base a cinco parametros relevantes que permiten definir la estructura de la

6
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poblacién (Dormgo 1994, Domingo y col. 2001) y que sontehero promedio @ mutaciones
por gemoma en el espectro de mutantes| tamafio poblacionalla longitud del genomaegl

namero medio de mtaciones necearias para un cambio fenotipicdafecundidad.

_'_
—& @
|
¢ ® Espectro de
mutantes
®
—a
—a
-

o

—_ Secuencia maestra

Secuencia consenso

Figura 2.2 Estructuraen cuasiespecie de los virus RNA.Las lineas horizontales representan los
genomas virales y los simbolos sobre ellas representan las mutaciones respecto a la secuencia consenso.
Debajo dekspectro de mutantes se indica la secuencia maestra y la secuencia consenso de la poblacién.

2.2.3 Interacciones en el espectro de mutantes

Losefectosde las mutaciones en étnessno siempre son absolutosnsi que pueden
variar dependiendo dedmbiente en el que tiene gar la replicacion (Elena y Len2@D3), del
contexto mutacional es decir, de las mutaciones previamente acumulaglade la propia
eficacia bioldgica. El efecto de la interaccion entre mutaciones se conoce como efisiedis
y Chao 2004Fisher 1918Phillips 2008Wolf y col. 2000Lazaro 2014) y es muy frecuente en
los virus RNA. Se han documentado ejemplos en varios viruselareda estomatitis vesicular
(VSY, virus del grabado del tabaco (VGiigbre aftosa (VFA)hikungunya yel virus de la
inmunodeficiencia humana tipo ¥(H1), pudiendo ocurrir tanto entre mutaciones deletéreas
como beneficiosasBpnhoeffer y col. 2004, Elena 1999, Lalic y Elena B#fjuan y col. 2004,
Tsetsarkin y col. 2009).as interaccioes epistaticas pueden clasificarse en sinergisticas o
antagonisticas (Churchill 200Y estas a su vez pueden ser positivas 0 negativas (de Visser y
col. 2011). La epistasis antagonistica entre mutaciones deletéreas y la epistasis sinergistica

entre mutadones beneficiosas representan fendmenos de epistasis positiva, mientras que la
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situacion contraria, representa fendmenos de epistasis negativa. Un tipo particular de epistasis
lo representan las mutaciones compensatorias, las cuales son mutaciones e®utral
deletéreas que adquieren efectos beneficiosos dentro del contexto de otras mutaciones
deletéreas. La existencia de este tipo de mutaciones se ha descrito en mutantes de resistencia
a drogas, donde el coste ditnesscausado por estas mutaciones esmpensado por la

adquisicion de otras nuevas (Buckheit 2004, MaisRggin y Andersson 2004).

Una consecuencia directa de las altas tasas de error que presentan los virus RNA es
gue dentro de una misma célula hospedadora la diversidad genética pegde d ser muy
amplia, pudiéndose generar mutantes con habilidad reducida para replicarse o para codificar
proteinas funcionales. Estos genomas pueden comportarse como genomas defectivos, en el
caso de que su supervivencia en la poblacién sea posibleagratiuso de los recursos
producidos por los virus viables (Grar@érez y col. 2005). En ese caso, los virus defectivos
pueden actuar como parasitos de los virus viables e interferir en la replicaciéon eficiente de
estos Crotty y col. 2001, Crotty y c@002,Gonzaled.6pez y col. 2004, Severson y col. 2003).

La gran cantidad de virus que pueden coexistir en una misma célula hospedadora también ha
permitido mostrar la existencia de estrategias de cooperacién tanto en el caso de fenémenos
de coinfeccion Turner y Chao 2003), como entre las variantes que constituyen una
cuasiespecie, donde la composicién del espectro de mutantes puede determinar el

comportamiento colectivo de la poblacion (Vignuzzi y col. 2006).

2.3 LAS CUASIESPECIES COMO SISTEMAS AP TATI

Las mutaciones beneficiosas son el sustrstbre el que la seleccion natural actda
para conducir a la adaptacién. Sin embargo, la evolucion de las poblaciceles t@mbién
esta influidapor fenébmenos aleatoriosausados pota deriva genéticalLaintensidad de la
deriva genética va a depender fundamentalmentel tamafio poblacional. Aajo tamafio
poblacional, el efecto producido por la seleccitatural puede ser muy pequefio comparado
con el efecto ejercido por la derivgénica. En ese caslas muacionestienden a fijarse de
manera aleatorigy, puestoque la mayoriale ellastienen efecto deletéreose produciriauna
disminucion de la eficacia biol6gica. Sin embadgmlo quelas poblaciones de virysueden
alcanzargrandes tamafios duraatsu infecion, suevolucién va a estar determinada por la
combinacién de periodos en los gqueedominala selecciénnatural con otros en los que
predominala derivagénica(Cuevas y col. 2009Para que una mutacion beneficiosa se fije en

la poblacion, es necesarque sobreviva a la deriva génica y que bajo la influencia de la
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seleccionnatural desplace al resto de los genomas. Cuando varias mutaciones beneficiosas
presentes en diferentes genomas se propagan simultdneamente en una poblacion asexual
ausencia deecombinacion su fijacion puede retrasarse debido a la cetigon entre dichas
mutaciones, lo que se conoce como dinamica de interfererieinbase a los efectos que
ejercen las mutaciones beneficiosals diferentes contextos genéticos donde puedengs,

existen tres modelos tedricgzara explicar la dinAmicde interferenciaentre mutacionesEl
modelo de interferencia clonal, que asume que la mayoria de las mutaciones beneficiosas
tienen valor selectivo diferente y aparecen en contextos genétiaosstablecidos (Gerrish y
Lenski 1998, Wilke 2004), el modelo de mutaciones multiple, que asume que las mutaciones
beneficiosas presentan un valor selectisimilary pueden aparecer en cualquier contexto
genético, Brunet y col. 2008Desai y Fisher 27, Desai ycol. 2007, y el modelo de
interferencia completa, que considera que las mutaciones beneficiosas pdéddentanto en

sus efectos como en ebntexto genéticoen el que aparecefHegreness y col. 2006, Park y
Krug 2007)Los virus RNA, comus grandes tamafios poblacionales y sus elevadas tasas de
error, son candidatos a generar mayor numero de mutaciones beneficiosas que otros sistemas
biol6gicos. Estas mutaciones pueden interferir entre ellas tal y como esta demostrado
(Betancourt 2009, Hokt y Bull 2001Miralles y col. 1999Vichman y col. 1999lo que puede

causar su eliminacion antes de llegar a fijarse.

2.3.1 Factores que influyen en la evolucion de las poblaciones virales
Tamario poblacional

El nimero de individuos queaa dar lugar a la siguiente generacionude poblacion,
es decir, el tamafio poblacional, va a tener un efetioy importante en la variacid de la
eficacia bioldgica de dictmoblacion y por tant@n suvelocidad de adaptacién (Domingo y col.
1999, Doming y col. 2001). Las poblaciones virales que evolucionan a alto tamafio poblacional
permiten la competicion entre mutantes diferentes, lo cual conduceaagcias dditness
debido a la seleccion positiva de los genomas mas eficdeess (y col. 2001, Claky col.
1993,Escarmis y col. 199Bjartinez y col. 1991, Novellacpl. 199%, Novella y col. 1995b).
Porel contrarig la sucesion de @llos de botella poblacionales representa reducciones en la
diversidad genética, dando lugar a la fijacion rapidardgaciones ycausawlo la desviacion
progresiva de la secuencia consenso inicial hacia una secuencia consenso HFruesias
circunstancias se suelen producir disminuciones en la eficacia biolégica de las poblaciones, las
cuales podrian llegar a extinguérsi no existen mecanismos compensatorios que restauren la

situacion inicial Kigura 2.3 (CasesGonzalez y coR008,Domingo y Holland 199DQomingo y
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col. 1996,Domingo y col. 1999Escarmis y col. 1999, Lazaracgl. 2003. Este tipo de
acumulacién denutaciones deletéreasug inicialmente propuesto por Miér en 1964, como

una causa frecuente de extincién en las poblacioregupfias de organismos asexuatpge
replicancon altas tasas de mutacion (Mer 1964). Un ejemplo experimental de reducciones
poblacionales extremas es el de la transmision de virus a través de pases placa a placa, un
proceso en el que el tamafio poblacional se reduce a un unico individuo. Diversos estudios
llevados a cabo cosl VFAmMostraron que la transmision de varios clonealeis a través de un
namero muy elevado de pases placa a plaeaeleraba la fijacibn de mutaciones. Las
poblaciones, sin embargo, no llegaban a extinguirse debido a la fijacion de mutaciones
compensatorias en los genomas que habian alcanzado valores fogydefitness(Escarmis y

col. 2006, Manrubia y col. 2005).

Cuellos de botella - Alto tamarfio poblacional
Tamdio poblacional
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Figura 2.3.Evolucién de lasecuencia consenso fithess de las poblaciones virales en funcién del
tamafio poblacional Las lineas hacen referencia a los genomas que constituysedaencias consenso
y los puntos sobre ellas indican las mutacioadquiridas durante la transmisié@uando lapoblacion
inicial (A),se transmite utilizando tamafios poblaciones elevadfdscha grande)da lugar auna
poblacién(B), en la que se ha producido la fijaciébn de mutaciones con valectseéd en la secuencia
consenso. Estproduce aumentos dditness Por el contrario, cuando la poblacion A se transmite a
través de tamafios poblacionales reducidfiechas pequefias3e produce la fijacion de mutaciones
independientemente de su valor selectivo, dando lugar a una nueva secuencia consenBetdC)
conduce a pérdidas dé@nessque pueden provocaa extincion de la poblacion.
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Tasa de error

Los efectos producidos en la capacidad adaptativa viral como consecuencia de las
variaciones en la tasa de errean a depender &l efecto promedio quéenganlas mutaciones
en elfitness En el caso de que las mutaciones beneficiestén favorecidas, los viruseran
mas tolerantes dosincrementos adicionales en la tasa de error, mientras queeeziominan
las mutaciones deletéas, el efectesera negativo. Bdo que las mutaciones deletéreas son
mas frecuentes que las beneficiosas,suele aceptar quies incrementg en la tasa de error
conducen a pérdidagie fithess(Arias y col. 2013, Arribas y col. 2011, Crotty y col. R@E1
embargq la generaciérde mutaciones beneficiosas ass abundante déo que se estimo en
principio (Sniegowski y Gerrish 2010) y depende de factores tales elaiaimafio poblacional,
la propiatasa de error y el grado de adaptacion de la pobladfesultados previogsbtenidos
en nuestro laboratorio demostraron que eirus de baja eficacia bioldgise podiaproducir
una mayor proporcion de mutaciones beneficiosas que en los de alta eficacia biolégica (Cases

Gonzalez y col. 2008).

Las diferencias re las tasas demutacion quese observan en diferentes especies
indican aue a través dda evoluciérse han seleccionado leslores 6ptimogara este caracter
y se ha sugerido gua variabilidad ambientgdluede ser un factor que determine estos valores
(Drake y Holland 199®rake y col. 1998La fidelidad de replicacion del DNA va a depender de
la alta precision de copia que presentan las DNA polimerasas mediante su actividad correctora
de errores. Sin embargo, esta precision puede modificarse si eleatabio requiere. Un
ejemplo de ello lo representa la seleccion en condiciones de estrés de bacterias mutadoras
gue carecen de algunas de las actividades correctoras de errores de las polimerasas. Estas
variantes promueven la aparicion de individuos capade reproducirse de manera eficiente
en las condiciones estresantes (Tanaka y col. 2003). En el caso de los virus RNA, se ha
interpretado que la ausencia de actividades correctoras de errores de las RNA polimerasas
representa un mecanismo que favorece urdpida adaptacién a los cambios ambientales
(Lauring y Andino 2010). Las altas tasas de error que presentan las RNA polimerasas pueden
ser, sin embargo, una consecuencia indirecta de la elevada velocidad a la que estos virus

replican sus genomas (Furi@gl. 2005, 2007).

11
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2.4EVOLUCION RBSVIRUS RNA A TASA DE ERROR INCREMENTADA

El hecho de que las poblaciones de virus RNA repliquen con tasas de mutacion tan
elevadas, hace que sean muy susceptibles a los incrementos adicionales de las Eigems (
2002 Holmes 2003revisado en Lazaro 201L4Experimentos tempranos llevados a cabo con el
VSVmostraron que el incremento en la tasa de erpmr la adicion de mutdgenos quimicos
como 5fluorouracilo (5FU) 5-azacitidina (AZC) o &cido nitroso (HN@roducia una
disminucion defitnessy de la infectividadviral (Holland y col. 1990, Lee y col. 19%&tos
descensos en dltnessasociados al empleo de agentes mutagénicos podrian conducir a las
poblaciones virales a la extincion relacionando asi la érecia de mutacion en el espectro de
mutantes con la estabilidad de las poblaciones (Holland y col. 199@oria de cuasiespesie
predice que estastabilidad puede verse perjudicada cuando la tasa de error alcanza un limite,
conocido como umbral de er, que es incompatible con el mantenimiento de la informacién
genética Biebricher y Eigen 200kigen 1971, Eigen 200Rowak y Schusterd89). Eneste
punto, un pequefio aumento de la tasa de mutacion puede conducir a un cambio esencial en la
composicionde los genomas de la poblacion. ElI umbral de evebiadepende tanto de la
complejidad de la poblacibn como de la superioridad de la secuencia maestra sobre el
espectro de mutantes (Doingo y Holland 1997). Cuando estmbral se sobrepasa, todas las
seaiencias gendémicas son igualmente probables y la poblaciéon organizada como cuasiespecie
pasa aestar formada por urconjunto de genomas distribuidos al azar, produciéndose asi la
pérdida de la informacién genétic&ste fenbmeno es lo que se conaeno transicion a la

catastrofe de errorEigen y Bieficher 1988, Swetina y Schuster 1982igura 2.3.

Existen numerosos ejemplos de que los virus RNA replican con una fidelidad de copia
cercana al valor maximo que es compatible con el mantenimiento de sukcmies
(Domingo y col. 1999) y que pequefios aumentos causados por el tratamiento con agentes
mutagénicos producen la extincion de las misntasa¢i y col. 2008 randePérez y col. 2002,
Lanford y col. 2001L.ee y col. 1997.0eb y Mullins 2000,0eb ycol. 1999, Paente y cols.

2001, Tapia y col. 2005). ElI fenbmeno de extincion de la infectividad viral mediante el
tratamiento con mutagenos ha dado lugar al desarrollo de una nueva estrategia antiviral

conocida como mutagénesis letal.
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Figura 2.4.Transicién a la catastrofe de error en las poblaciones de virus RNAdistribucién de los
genomas que componen una cuasiespecie varia en funcién de si replican por debajo o por encima del
umbral de error. Los aumentos en la tasa de error hacen que las poblaciones repliquen por encima del
umbral de error, haciendo que ditness medio de las poblaciones disminuya y la estructura de la
cuasiespecie se pierda, pasando a convertirse en un conjunto de genomas distribuidos al azar.

El término mutagénesis letal fue acufiado por Loeb y sus colaboradaorestudios
llevados acabo con VIH (Loeb y Mullins 20Q0Loeb y col. 1999 Posteriormente, estudios
llevados a cabo con poliovirus mostraron que durante el tratamiento con ribavirina el
mutageno era incorporado durante la replicacibn aumentando el nimero de transiciones en
los genomas virales, las cuales reducian la infectividad espedifadgoudiendo resultar
extinguidag(Crotty y col. 2000). Existen ademas otros estudios en los que se ha documentado
la extincion de los virus RNA tras su tratamiento con diferentes argldgonucledsidos
mutagénicos como-HU o AZCAgudo y col. 200Dapp y col. 2009Sierra y col. 20Q00Las
extinciones observadas durante la mutagénesis letal pueden ocurrir a través de la combinacion
de varios factores, todos ellos causados por el exdesmutaciones Entre estos factores se
encuentranla disminucion de la capacidad replicativa viral, las dificultades para mantener la
informacion genética y el incremento en las interacciones defectivas entre virus

mutagenizados.
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2.5 SELECCION DE MUTEBNTVIRALES EN PRE3ENDE ANALOGOS DHQUEOSIDOS
MUTAGENICOS

La mutagénesis letale basa en la suposicion dee la seleccion natural se encuentra
muy desfavorecida a tasas de error incrementadas, lo que llevé a pensar que en estas
condiciones no se seleccionarian mutantes rdsistencia,constituyendo una gran ventaja
frente a otros tipos de terapias. Sin embar dado que las cuasiespecies viricas contienen un
namero muy elevadale variantes Pomingo y col. 1985, Domingo y col. 198&jen 1971,
Eigen ySchuster 1979, Wimmer y col. 1993), no tardaron en encontrarse mutantes de
resistencia a mutageno@evisadoen Lazaro2014) El primero de ellos fue un mutante de
poliovirus, aislado durante un tratamiento con ribavirina, el cual poseia una RNA replicasa con
mayor fidelidad que el virus salvafPfeiffer y Kirkegaard 2003, Vignuzzi y col. 2006). Este
mutante quepresentaba un Uniccambio en un aminécido situado en el dominifingerde la
replicasa demostr@ue los residuos quse encuentrarejosdel centro activo también pueden
modular la fidelidad de lanzima El hechale que una Unica sustitucion fuesufciente para
incrementar de 3 a 5 veces la fidelidad de copia de la polimerasa sugiere quaisdRNA no
han seleccionado estavariantes de fidelidad a lo largo de la evoludi@bido alas ventajas
gue ofrecen las altas tasas de error. Diversopeagimentos realizados coal mutante de
poliovirus demostraron que, aungue su cinética de replicacibn en ensayodtro y en
ausencia de cualquier presion selectiva erailaima la del virus salvaje, el virus habia
disminuido sufitnessy su virulencieen ensayosn vivoy bajo una presién selectiva definida
(Pfeiffer y Kirkegaard 2005). Los estudios llevados a cabo por Vignuzzi y col. mostraron que
este mutante era incapaz de competir con el virus salvaje bajo condiciones adversas,
atribuyendo estos esultados a una pérdida de las interacciones cooperativas entre los
individuos que forman el espectro de mutantes, sugiriendo que la seleecim a nivel

poblacional y no de forma individu@fignuzzi y col. 2006)

Ademas se han aislado mutantes diefidaden otrosviruscomo ChikungunydCoffey
y col. 201}, CVB3Levi y col. 2000 enterovirus(Sadeghipour y col. 2018 VFA Arias y col.
2008. En el caso del VF3e han aislado diferentes mutantes resistentes a ribaviritha de
ellos, que preseta la mutacion M2961 en el centro cataliticade la replicasaproduce la
disminucion de la incorporacion déavirinaen el RNA viral, sin alterar apenas la fidelidad
general de la polimerasa. Este mutante puede incorporar mutaciones adicionales que
incrementan la resistencia a ribavirina, como es el caso de la sustitucién P44S, que es capaz de
reducir el sesgo mutacional ocasionado por la ribavirina sin alterar la frecuencia de mutacién

en el espectro de mutante®\udo y col. 2000En el caso del viruS8hikungunya, la mutacion

14



Introduccién

de fidelidadC483Mocalizada en la replicasa del virus se aislé tras varios pases en presencia de
ribavirina y 5FU. Esta mutacién producia un costefigmesscuando se enfrentaba eambios

en las presiones selageas. El aislamiento de este tipo de mutantes muestra que las
poblaciones generadasuando la replicacién ocurreon mayor fidelidad y quepor tanto,
presentan menor heterogeneidad, tienen menos éxito cuando se enfrentan a ambientes

complejos.

S ha propuestogue las altas tasas de error que presentan los virus RiNWién
pueden promoveta seleccion de la robustez mutacional como un mecanismo para resistir los
efectos deletéreos que presentan las mutacionBseifa 2012, Lauring y col. 2013zaro
2014). Estrobustezse expres@omo el mantenimiento del fenotipo a pesar de las variaciones
en el genotipo Montville y col. 2005, Waddington 1957%in embargono esta claraque la
seleccién natural favorezca directamente la robustez mutacional (Sanjuan Y@d).[2a alta
capacidadque presentanlos virus deRNApara mutary adaptarse van conta de la idea
misma de robustez, ya que si di@notipo es robusto, seria esperableqgue una poblacion
tuviera dificultades para adaptarse a un cambio ambiental. obugez mutacional puede
impedir o facilitar la adaptaciéan funcion dektamafio poblacionalde latasa de mutacion y
de la estructuradel paisaje dditness En poblaciones de alto tamafio poblacional, como son
las poblaciones de virus RNA, la seleccion mematuede eliminar los genomas menos viables,
dando lugar a poblaciones en las que las secuencias de Himgssdominen en el espectro
de mutantes, garantizando la robustez mutacional (Elena 2012, Lauring y col. 2013). Ademas,
las poblaciones de virudNR pueden volverse robustas mediante la migracion de sus genomas
hacia regiones del espacio de secuencias donde el efecto deletéreo de las mutaciones sea
menos perjudicial. En estas regiones, cada secuencia de nucleétidos esta rodeada por un
conjunto de gaomas que poseen valores dignesssimilares y que difieren en una o muy
pocas mutaciones, estableciendo una red neutral (Elena 2012, Lauring y col. 3013).
embargo, la robustez puede aumentar la variacién genética de una poblacién permitiendo
interacciones epistéticas entre las mutaciones neutrales. Esto aumentaria el rango de

fenotipos adaptativos disponibles en el espacio de secuencias.

Como conclusid se puede afirmamue los virus RNA pueden utilizar diferentes
mecanismos para evitar las consecuencias negativas del aumento da letasror (Escarmis
y col. 2008 Hmwe Yy col. 2010, Perales y col. 20Pbr. tanto, lodncrementa en les tasas de
error constituyen una presion selectiva a la que los virus son capaces de adaptarse, ya sea

mediante el aumento de la fidelidad general de laplicasaqCoffey y col. 2011, Levi y col.
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2010), de la mejora delreconocimiento de los nucledsidos normales feeribs analogos
mutagénicos (Agudo y col. 201A8rias y col. 200& a través del incremento de la robustez

mutacional (Elena 2012, Lauring y col. 2013)

2.6.ANALOGOS DE NUCLB@S MUTAGENICOS

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha aumertadorma artificial la tasa
de error de la replicaciéon virahediante el usode analogos de nucledsidos mutagénicos,
utilizados cominmente tanto para el tratamiento de enfermedades microbianas, como en
terapias contra el cAnceEn concreto séa utilizad como agente mutagénico principal el
analogo dé nucleésido citidina 5-azacitidina (AZC)Ademas se han utilizado otros dos
analogos de nucleésidos, eFluorouracilo (8-U) y la ribavirina (Riby),se han comparado sus

efectos con logproducidcs por el AZC.

2.6.1AZC

El nucledsido &zacitidina (4mino-1- -D-ribofuranositStriazina2(1H}ona), es un
analogo mutagénico del nucledsido citidina en el que el grupo CH de la posid@rasillo
pirimidinico esta sstituido por un atomo de nitrégeng¢grupo azo) Figura 2.5. Se sintetia
por primera vez en 1964 a partir de una molécula dgidosil isocianato peracetilado (Piskala
y Sorm 1964). Originalmente fue desarrollado y probado como un antimetabolito de
nucleésidos con especificidad clinicantta células cancerosas cultivadas y como un agente
guimioterapéutico eficaz contra la leucemia mielégena aguda (Cihak 1974, Sorm y col. 1964).
Sin embargo, los primeros estudios indicaron que el AZC era un inductor de la rotura de
cromosomas y un mutagen@hristman 2002, Halle 1968, Karon y Benedict 1972, Langlolph
Jonesl 982, Paul 1982, Vieg&equignot y Dutrillaux 1976).
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Figura 2.5. Estructura quimica de citidina (@8-azacitidina (AZC)

2.6.1.1 Metabolismo del AZC

La similitud estructural entre el AZC y el nucleésido citidina (Figura 2.5) le permite
entrar en las células utilizando los sistemas de entradiasigases pirimidinicas. En el interior
celular puede incorporarse en las ratenetabolicas celulares o introducirse de forma errénea
durante la replicacion del RNA viral. La fuerte actividad citidina desaminasa que contienen las
células deEscherichiacoli (E.col) hacen que el AZC sea rapidamente desaminado en el cultivo
bacteriano, convirtiéndose en&zauridina (Cihak y Sorm 196B}ktudios llevados a cabo con
cepas bacterianas carentes de citidina desaminasa demostraron que esta actividad es esencial
para qwe elAZC, una vez desaminadé-azauridina, ejerza su efecto inhibidor de la sintesis de
proteinas(Doskocil y Sorm 1970, Friedman 1p&h embargo, dicha actividad no es necesaria
para la incorporacién del AZC en el RRéx. otro lado,Cihak y Sorm (196%)Hanka y col.
(1966)sefnalaron que la citidina, la uridina y la timidina, pero no el uracilo o la citosina, podian
revertir el efecto antimicrobiano del AZC, sugiriendo que este compuesto podia interferir en el
metabolismo de los acidos nucleicos compitiencon la uridina y la citidina por su
fosforilacion. Se han descrito varias vias que puede seguir el AZC que hacen que interfiera con

el metabolismo de los acidos nucleicBaghwat y Roberts 198Ypn Hoff y Slavik 1977):
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1.

Incorporacion en el DNA y RNA AZC una vez fosforilado puede incorporarse en

el DNA reemplazando en un 52% a la citosina, y en polinucleétidos de RNA, donde
reemplaza entreun 20¢ 30 % a la citidinak@aron y Benedict 1970, Paces y col.

1968 Zadrazil y col. 1965

Competicion pota uridinacitidina kinasala uridinacitidina kinasa (UCK) cataliza

la fosforilaciébn de uridina y citidina, deanera que en presencia de AE&os
nucledsidos compiten por su fosforilani6La fosforilacion del AZ&ermite en
altimo término su incorpaacion al RNA mediante la formacion deZacitidina
trifosfato (5azaCTP) @l DNAmediante su conversioma través de la enzima
ribonucledido reductssa (RR) y posterior fosforilagiGa SazaH -Qeoxicitidina
trifosfato (5-azadC™P) (Figura 2.6 (Aimiuwu ycol. 2012 Cihak y Vesely 1973,
Veselyy col. 1967, Vesely y col. 1968tesely y col. 1970

Inhibicion de la enzima orotidilato descarboxilagsstudios llevados a cabo en

ratones con el virus de la leucemia murina demostraron que el AZC bloqdeaba
novo la sintesis de las pirimidinas al interferir con la enzima orotidilato
descarboxilas@Vesely y col. 1968aincrementando la excrecion de acido orético y

orotidina (Raska y col. 1965
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Figura 2.6Incorporaciéndel AZGen el RNA y en el DNA&I AZC compite con uridina (Ur) y citidina (Cy)
por la enzima UCK. Si el AZC es fosforilado se conviertazactdina monofosfato (azaCMP), el cual
mediante mone o difosfatokinasas se fosforila &azaCTP. Este compuests incorporado en los
diferentes RNA. A su vez el-8zaCDP es convertido aasaH -Qeoxicitidina difosfato (®izadCDP)
mediante la enzima RR. Este compuesto puede producirse ademas por la fosforilacion direeiaalel 5
H -@eoxicitidna (dAZC), el cual difiere estructuralmenteAl&C por llevar un anillo de desoxirribosa.-El 5
azadCTP producido por sucesivasfbrilaciones es incorporado en2NA.

2.6.1.2 Mecanismo de acciéon del AZC

Los efectos producidos por la presencia de AZC han sido ampliamente descritos tanto
en virus omo en bacterias (Friedman 1982, Lal y col. 1987, Pathak y Temin 1992). En el caso
de las bacterias, algunos de estos efectos son i) el aumento del nUmero de mutaciones
producidas durante la replicacion del genoma, ii) la inhibicién del crecimiento tzaateyiiii)
la inhibicién de la sintesis proteica. Estos efectos han sido estudiados en gran medida en la

bacteriaEcoli, donde se ha visto que el AZC puede ser fosforilado e incorporado tanto en el
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RNA como en el DNA bacteriano (Doskocibly 1967, Ddeocil y Sorm 1969.al y col. 1988
Paces y col. 1963

En el caso de los virus, estudios llevados a cabo por Doskocil y Sorm con el fago 2
mostraron que en presencia de AZC se producia una inhibicién de la sintesis proteica general,
incluyendo la sintgis de la proteina de cubierta del fago y una alteracion en el RNA viral. Estos
mismos autores en estudios llevados a cabo con el bacteri6fago T4, mostraron que a
concentraciones por encima de 0,5 pg/ml de AZC, se observaba una fuerte inhibicion de la
produccién de particulas virales (Doskocil y Sorm 1987%. St Ol 42 RSt ol OGS
también se halemostrado la mutagenicidad del AZC y su efecto inhibitorio sobre la replicacion

viral (Arribas y col. 201CasesGonzalez gol. 2008.

Otro de los efects que ejerce el AZC y que ha sido objeto de esttatibo en
eucariotas como en procariot&s la hipometilaciénle los acidos nucleicos, tanto del DNA 'y el
RNA(Hagemann y col. 2011, Santini 208Zhaefer y col. 2099como de los rRNAs y tRNAs,
afectando a la regulacion de la expresion de un gran numero de genes (Egger y coy. 2004)
produciendouna inhibicién de la sintesis proteica (Bhagwat y Roberts;1RBf8ies 1984, 1985;

Taylor y col. 1984La observacién de que la actividad citosina msdildel DNA bacteriano se
inactivaba en presencia de AZC supuso un gran avance en la investigacién del mecanismo por
el cual el AZC causaba la hipometilaciéon de los acidos nucleicos (Friedman 1981, Santi y col.
1984). Las citosina metilasas se unen coval®einte en la posicion 6 de la citosina y después

de permitir la transferencia del grupo metilo a la posicion 5 de la citosina, la enzima se separa.
Si el AZC se incorpora al DNA o al RNA en el sitio de metilacion, se impide que tenga lugar la
reaccion detansferencia del grupo metilo y como consecuencia de esto la citosina metilasa no
se desprende, formando complejos estables con el acido nucleico que lleva incorporado una
molécula de AZC (Christman y col. 1983, Creusot y col. 1982, Taylor y JonesatgéajoP

es probable que la rapida reduccién de la actividad citosina metilasa y la posterior
hipometilacién del DNA o RNA sean debidos a la union irreversible de la enzima al DNA o al
RNA que llevan incorporadas moléculas de AZC. Se ha demostrado adpmasa
incorporacion del AZC en el tRNA produce una inhibicion de las tRNA metiltransferasas
interfiriendo con la metilacion y el procesamiento del tRNée(y Karon 1976, Lu y Randerath
1980. El estado de metilacion también juega un papel importantesleprocesamiento del

rRNA (Glazer y col. 1980, Weiss y Pitot 1974a, 1974b), de manera que la incorporacion del AZC
en el RNA puede ser responsable en ultimo término de la inhibicién de la sintesis proteica
(Christman 2002).
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2.62 Ribavirina'y 85U

La ribavirina (14 -D-ribofuranositl-H-1,2,4triazok3-carboxamida), es un anélogo
purinico que posee un efecto antiviral de amplio espectro que ha sido utilizado para el
tratamiento delas infecciones causadas por varios VIRRIMA como el virus de la Hepatits
(VHC)y tambiénde algunosvirus DNACummings y col. 2001, Davis y col. 1998, Mangia y col.
2005) Figura 2.3). El 5FU es un analogo de uracilo en el que el &omo de hidrégeno del
carbono 5 del anillo esta substituigmr un &tomo de flGor Figura 27b). Fue sintetizado en
1957 por Heidelberger y cols. (Heidelberger y col. 1957) como agente antitumoral basadndose
en la observacion obtenida en hepatomas de ratslos cuées la utilizacion del uracilo se
veia alterada respecto a tejidos sanos, indamgue el metabolismo del uracilo era una diana

potencial de quimioterapia (Rutman y col. 1954).
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H.. N,/J\H ~H
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Figura 2.7 Estructura quimica de analogos de nucleodsidos.Bsfructura quimica d®b, adenosina
(Ad) y guanosina (GUB) Estructira quimica de $-Uy uracilo(Ur).

2.6.2.1 Metabolismo dda ribavirinay el 5-FU

Laribavirinaes convertida en ribavirinp -f2onofosfato (RMP) mediante la accion de la
adenosina kinasa (Willis y col. 19783.RMP es convertida a su vez @oavirinap €pifosfato

(RTH mediante acciones sucesivas de enzimas mgrdi-fosfato kinasas (GalleMontbrun y
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col. 2003). El proceso de fosforilacidn tiene lugar de forma rdpida de manera que tras unas
pocas horas de tratamiento con ribavirina los valores de RTP intracelulares alcanzan
concentraciones similares a lasld€lTP y GTP presentes en condiciofigislégicas (Page &
Connor 1990).

En el caso del-BU, este compite con el uracilo por su incorporacion en las rutas
metabdlicas celulares. La principal via de transformacion d€l fes su conversion a 5
fluorouridinap -@onofosfato (FUMPYjue a su vese fosforila mediante las nucle6tido kinasas
para dar lugar a ‘Huorouridinap -@ifosfato (FUDP), que a su vez vuelve a fosforilarse
produciendo FUTP, o puede convertirse eflubrodeoxiuridinap -@ifosfato (FAUDP). Este

ultimo, puede fosforilarse o déssforilarse para dar lugar a BdP o FAUMP, respectivamente.

2.6.2.2 Mecanismo de accién dkreribavirinay el 5-FU

La ribavirinacompite con la adenina y la guanina, apareando tanto con citosina como
con uracilo. Se ha visto que reduce la sintesis de DNA, RNA y proteinas en las células tratadas
(Muller y col. 1977), actuando como agente antivirata un gran numero de virualguros de
los mecanismos por los que produce esta reduccién en la sintesis de acidos nucleicos y
proteinas soninhibicién de la inosimonofosfato deshidrogenasa (RDH) (Streeter y col.

1973), inhibicion directa de la polimerasa virdgfnandeZ.arsson y do 1989, Maag y col.
2001, Toltzis y col 1988/0 y col. 2003Wray y col. 198kYy presencia de actividad mutagénica
directa. Esta actividad mutagénica se dedesu incorporacion por las RNA polimerasas
dependientes de RNA (RdRp) durante la sintesisN&lVRal, produciendo alteraciones en los
niveles de NTPsgausandaapareamientos de base incorrectos inducidos por el RTP (Crotty y

col. 2000, Day y col. 2005, Landford y col. 2001, Sierra y col. 2007).

En el caso de los fluoronucleétidos, como el FIUT el FUTP, estos pueden
incorporarse durante la replicacion viral tanto en el DNA (Dragun y col. 1990) como en el RNA
(Gordon & Staehelin 1959) respectivamente, lo que hace quer&l &ctde como un agente
antiviral contra un gran ndmero de virus. Laarmoracion de 85U en el RNA produce la
inhibicion del rRNA (Ghoshal & Jacob 1994, 1997) y del tRNA (Randerath y col. 1983, Santi &
Hardy 1987), y altera el procesamiento y la estructura secundaria de los precursores de mRNA
(Carrico y Glazer 1979, Lenzoy. 1994).
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Desde su descubrimientd 5 Q1 S NB flds $acteridfagosohzn sido una potente
herramienta que ha ayudado a entender Ipsocesos genéticos celulares. Ademas, los
estudbs con fagos permiten una gran versatilidad a la hora de realizar experimentos, debido a
gue no se necesitan medidas especiales de seguridad para su manejo y a la facilidad de su
propagacion. Por esta razon, loacterifagosnoshan permitido estudiar edetalle diferentes
aspectos del proceso evolutivBn esta TesisDOG 2 NI £ ¥ St o6F OGSNAs FI 32 v
escogido para estudiar los cambios genotipicos y fenotipicos que tienen lugar a tasa de error

incrementada de forma artificial.
2.7.1Caracterficad 3ISYSNJ} £ S&a RSt ol OGSNAsFI 32 vi

9f o0FOGSNAsFI 32 vi Sa dzy DANHza wb! RS I Tl
del género Allolevivirus. Presenta una capsida icosaédrica de simetria T = 3, con un tamafio de
25 nm de didmetro. Al igual quecade en otros virus RNA, las poblaciones constituidas por el
oF OGSNAsTFI 32 vi y2 LIRASSYy dzyl aS0dzSyOAl 3ASys YA
LI2NJ dzy 3INIY yYgYSNR RS 3ISy2Yla 02y S&aiNUzOGdzNF
primero en el ge se descubrid la gran heterogeneidad genética de los virus RNA, mediante el

analisis sistematico de clones individuales (Domigo y col. 1978).

El material genético eleste virus esti formado por una molécula de RNA de cadena
sencilla(ssRNAY polaridadpositiva que puede actuar como mRNA. Tiene una longitud de
4217 nucledtidos y codifica para cuatro proteinége{ssmann 1974Weissmann y col. 1973
La proteina de maduracionz/Acodificada por la regibnomprendida entre los nucle6tidos 61
y 1320, es neesaria para la formacion de los nuevos virionéanybién esta implicada en la
lisis celilar. La proteina de cubierta, cuyo gen se séatre los nuclettidos 1344 y 174&s la
proteina mayoritariade la capsida. La lectura erronea del codoneteninacbn UGA de esta
proteina da lugar a la sintesis de una protetftenominadareadthrougho Al que esta
codificada pos88 nucledtidosadicionaleqHofstetter y col. 1974, Weiner y Weber 1971). Por
altimo, el gen que codifica pata proteina replicasancargada de la replicaci@el RNA viral,

esté localizadal final del genomadesde el nucle6tido 2352 hasta el 41Fgfra 2.9).

23



Introduccidén

1 4217
1344 1742
Replicasa
61 1320
1344 2330

Figura 280 al LJ 3ISy SiGA O2 m&indicanllod geddslqueTcbddican pata d@s cuatro
proteinas virales, con el nucleétido de inicio y final para cada gen.

9f K2aLISRIFR2NJ yI G d=¥dlés cdpahtde BebliQipsr hehte &kte 32 v |
virus esta incluido en el grupo de los colifagos. Los colifagos de ssRNA fueron descritos por
primera vez por Tim Loeb y Norton Zinder (Loeb y Zinder 1961) como resultado de la busqueda
de fagos cuyo ciclo dependiera de la infeccion Eool. Como se ha mencionado
anteriormente, las tasas de error de los virus RNA son las mas altas encontradas en la
Yyl idNF ST @ Sy St OFaz2 RSt oFOGSNAsFI A2 vi
1,4x10" s/n/r (Bradwell y col. 2013).

2.7.2Cicb de infeccion viral
9f OAOf2 RS AyTSOOHgary 29)Rc8niprentle 28 frochsesTi) 32 v i
adsorcion a la célula hospedadora, ii) sintesis de nuevas moléculas de RNA y proteinas virales y

i) liberacion de la progenie vir@barciaVillada yDrake 2013, Tsukada y col. 2009
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Infeccdn
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Figura2.9. Ciclo de infeccion y replicacion dell O i S N& sREIreBlizgasa; C Pproteida cubierta,
A = proteina de maduracioén. Imagen adaptada de Biebricher y Eigen 1987.
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Adsorcion y entrada

9f LINRPOS&2 RS AYyFTFSOOAsy RSt piiladsorGéidoseT | 32 v i
el virus a éste a través de la proteina de maduracién. En el momento en el que se produce el
contacto, la proteina se escinde en dos fragmentos y permite la liberacibn del material
genético dentro de la célula bacteriana. Uno de los meoawéspor los que se piensa que
tiene lugar este proceso es mediante la contraccion mklbacteriano al interior celular,

introduciendo consigo el RNA viral (Van Duin y Tsareva 2006).

Sintesis de proteinas virales

Cuando el material genético del bacteF | 32 v i LISYySGNI RSy{Np
hospedadora, la molécula de RNA sirve de molde para la sintesis de las proteinas virales
necesarias para la formaciéon de los nuevos viriones. Este proceso de traduccién del RNA se
encuentra altamente regulado, tanto pta estructura secundaria del RNZmo por la union
a sitios especificos en el RNA de la proteina de cubierta, la polimerasa y posiblemente la
proteina de maduraciénLa estructura secundaria de la molécula de RNA engloba en su
interior las regiones iniales de los genes de lisis y de la replicasa, permaneciendo estable e
impidiendo la unién de los ribosomas. En la molécula de RNA los ribosomas solo son capaces
de unirse al sitio de inicio dgken de la proteina de cubiertaa ltraduccion de los genes d&
proteina de lisis ye la replicasa solo comenzamdna vez que la proteina de cubierta esta

siendo traducida (Van Duin y Tsareva 2006).

Como se ha mencionado anteriormenta proteina A comparte el mismo codén de
inicio de la proteina de cubierta, ague su nivel de expresiéon, debido a laarporaciéon
errénea de urtriptéfano en el lugar del atbn de terminacion de la protefrde cubierta, es
solo de aproximadamente el 5%igura 2.1Q (Hofstetter y col. 1974). La traduccion de estas
dos proteinas sta acoplada asegurando que cada genoma del fago produce el nUmero de
copias correctale ambasEste fendmeno di traduccion a través de la lera errébnea de un
codon de terminacién, que origindas denominadas proteinagseadthrough se ha
documentado tanto en eucariotas como en procariotideh{li y Grosjean 198Valle y Morch
19800 @ 9y St Olaz2z RSt o0FOGSNAsTFaA2 vix St @ANHza
cantidades de la proteina esencial ANVeiner y Weber 1971). Eremgeral, este tipo de
traduccién estdnediada por dos tipos de tRNABNAS supresores fRNAs no supresorekos
tRNAs supresorepueden reconocer especificamente codones de terminacion, alterando la
traduccion y ademéas pueden estar implicados en la m@@Ebn de algunas funciones

especificas celulares (Hatfield 1985)s tRNAsn0 supresoregpueden tener la habilidad de
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leer codones de terminacion aunque con menor eficiencia (Engekudikg 1981Geller y Rich

1980. Se ha documentadque lasvariacionesen el procesamiento y estado de metilacion de

los tRNAs pueden llevar a una alteracion de los niveles de expresion de este tipo de proteinas
(Hirashima y col. 1979, Leboy 1971).

El final de la traduccion que permite la liberacion de los diferentes g@piproteicos,
va a estar mediado por los factores de liberacion de la traduccién (RF1 y RF2), los cuales
reconocen especificamente los codones de terminac&golficky col. 1968). En el caso del
o0 I O S NA sa%intesi&ie ha brateink de cubierttermina cuando el ribosomal@anza el
codon de terminacion UGAn el mRNA. En este puntel, factorde liberacionRF2 reconoce
especificamente al codon de terminacion e indleéidroélisis del peptidilRNA liberando el
péptido completo (Capecchi 1967, Beyr col. 2005, Petry y col. 2008p afinidad relativa del
factor de liberacion y los tRNAs por el codén de terminacion es lo que caradieidectura
errénea de este. Otrdactor importanteque regula esta afinidad da secuencia nucleotidica
situada@f I LI2EAAOAsY 0Q R 8icueStdrRsi yRabed998) Entdy feandrhe@ol 5 v
ha sido ampliamente documentado en sistemas procaridticos, donde el nucleétido
inmediatamente posterior al codén de terminacién es el mas influyente (Bossi y Roth 1980,

Golby y col. 1976, Feinstein y Altman 1978, Fluck y col. 1977, Salser 1969, Yahata y col. 1970).

Codén de
terminacion

éuU AUUGAG A¢é
|

Proteina de I
Cubierta

éuU AUUGAG A¢é

//\v/xx‘lub\v/\/ﬁ\

>

Sintesis A1 (3-10 copias/virién)

Figura 210. Esquema de la expresion de las proteinas de cubierta y @uando el codén de
terminacién UGAde la proteina de cubierta es leido erréneamente cotriptéfano se produce la
sintesis de la proteinalA
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Replicacién y sintesis de nuevas molésutle RNA

byl @ST 1jdzS fF NBLIX AOFa&al o6adzmdzyARIFR RS I
con tres proteinas de la bacteria hospedadora (proteina ribosomal S1 y los dos factores de
elongacion de la traduccién HE y EHS) para formar la polimerasa activaieqpuede
empezar a generar nuevas copias del RNA viral. Este proceso esta altamente regulado, de
manera que cuando la molécula de RNA comienza a traducirse se impide que tenga lugar la
replicacion, y viceversa. La polimerasa se une al RNA a través desicsmnes internas,
llamadas sitio Sy sitio Ma unién akitio S situadoalinicio del gen de la proteina de cubierta,
impide la unién de los ribosomasvitandoasique tenga lugar la traduccion del gen. De esta
manera la polimerasa comenzard a copgrRNA. La hebra positiva da lugar a la hebra
negativa, la cual sera usada como molde para producir nuevas hebras positivas. Aunque ambas
hebras (positiva y negativa) son totalmente complementarias, no se alinean como doble hebra
debido al alto grado delpgamiento de laestructuras secundaria y terciarias deada una de

ellas (Axelrod y col. 1991, Biebricher y col. 1984, Skripkin y Jacobson 1993).

[ NBLX AOFal RSt oFOGSNAsTFFIA2 vi LINBaSydal N
replicasas de losdeteriofagosque llevanRNAcomo material genético. Estas regionssn
esenciales para la correcta funcién de la proteina (Mills y cols. 1988, Mills y cols. 1990). La
ddzodzy ARFR i Saidt 02 YLzS & dfingern by paiSal igudlue A y A 2 a8 T
otras RdRps (Ferr@®rta y col. 2006]Figura 2.1). El dominiofinger esta compuesto por 4
ft YAyl a | 'y GALIF NI f St & bddmind altsnehtd dSsarvaddl & O2 y i A
dominiothumbcomprerRS dzy KIF 1T RS YKAS/IIAA0 S a ladyAdiok dtondhids St +
estan conectados por un bucle hélicélice (HLH) jaminasi | YOG A LI NI € St Fad [/ 2Y?2
el dominio palmz S Odzl Sait O2YLINBYRAR2 LER2N p ftY
O2yaSNIIFRIFIa & TFflyljdzStRIA Ll]lddlotros désSdokid8.a h I j
Mientras que la conexion por laminas Sy (i NB { finder yR2nvbles doin das
RAFTSNByiSa wRwLiaz tI O2ySEAsy | [ | polimedmsar OF RS |
RS (Kitlmose y col. 2010, Takeshita y Tomita®0
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Dominio 2

Dominio 3

Subunidad

Figura 2.11. Estructura cristalizada de la polimerasa vital polimerasa viral esta comprendida por los
tres dominios que conforman la subunidadthumb, palm, y finger, representados en naranja, azul y
amarillorespectivamentg la conexién HLKtepresentada en rosa), y ptos dos factores de elongacion
de la traduccién EFu y EH sque se unen a la replicasaravés de las interfaces I, 1l y lll (representadas
en cuadados).Imagen adaptada de Takeshita y Tomita 2010.

Ensamblaje y formacion de los viriones

Una vez que las proteas virales se han sintetizadose ha copiado el material
genético, se produce la formacién de las nuevas particulas virales y la eacapsidel RNA
viral. Los viriones estan formados por 90 dimeros (180 copias) de la proteina de cubierta, una
Unica copia de la proteina2A varias copias de la proteina fentre el 37% de las proteinas
que forman el viribn) que son esenciales para tanficion de las nuevas particulas infecciosas

(Van Duin 1988).

Lisis celular y liberacién de las nuevas particulas virales

El ciclo de infeccion termina cuando la proteina implicada en la lisis celular causa el
colapso de la pared celular y se producdibaracion de la progenie viral. En el bacteriéfago
vi fF fA&aA& OSftdzZ N Sadt YSRKarmKy Bllé&eN1983) LINR G S
Winter y Gold 1983). Se ha visto que esta proteina inhibe las enzimas MraY y MurA, ambas

implicadas en el ensdntaje de la subunidad de repeticién que forma parte del peptidoglicano
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de la pared celular (Behardt y col. 2001, Betmardt y col. 2002). Este modo de accién es

similar al de algunos ahiidticos como la penicilina & Duin y Tsareva 2006, Walderich ¥ co

1988).

HOT o 9@2f dzOAsy RS Ll2ofl OA2ySa RSt oF OGSNAsFI 3
Resultados previos obtenidos emuestro laboratorio (CaseGonzélez y col. 2008)

mostraran que lapropagaciondel 6 I O G S N enfpresk@écia de altas concentraciones de

AZCy utilizandotamafios poblacionalesducidos, producia la extincidn de la infectividad yiral

lo cual estaba asociado camcrementos en la frecuencia de mutacidfambiénse obsevo

gue el AZC podia tener un efecto beneficioso en el desarrollo de pitcas a partir de virus

de bajofitnesst I NI S&ddzRAIFNJ aA St o6F OGSNAsTFFI2 vi  SNJ

resistencia al AZ@stese propagé durante 70 pases seriados en presencia de concentraciones

crecientes de este compuesto utilizando tamafios poblacionales eleyAddsas y col. 2011).

En estas condiciones, las poblaciones lograron mantener su infectividad hasta el pase 70,

aunque siempre con valores mas bajos que las poblaciones no tratadas. El andlisis de las

secuencias consenso de las poblaciones obtenidas a lo largo de la serie de pases, mostro la

fijacibnde la mutacién A1746que produce el cambio de aminoacidd.34Snla proteina A.

También se detectarowarias mutaciones polimoérficas entre las que destaca la mutacién

A2982(G+A que produce el cambi®210Aen una zona altamente conservada lereplicasa

viral (Arribas y col. 2011fn esta &sisDoctoral nos propusins realizar una caracterizacion

en profundidad de las secuencias consenso y los espectros de mutantes de las poblaciones del

oF OGSNAs FI 32 vi S22t dzOA2y I RIFa Sy LINBaSyOAl RS

mutaciones responsables de la resistergi@ste compuesto y su mecanismo molecular de

accion.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos plantedos para la realizacion de lesk Doctoral son los siguientes:

1. Caracterizaciongenotipica y fenotipicade las poblacionesR S € oF OGSNAs FTI 32

evolucionadas en presencia de AZC

2. Bstudio del valor selectivo de las mutaciones fijadas o representadas a alta frecuencia

enlas poblaciones del punta 1

3. Estudio de las causas de la prolongada presencia como polimorfismos de las

mutaciones que tienen valor selectivo en presencia de AZC.

4. Estudio de los mecanismos moleculares por los cuales las mutaciones en la replicasa

A2982G y U3582@crementan laesistencia BAZC en el bacteri6fagdQ

5. Estudio demecanismamolecular por el cudh mutacionA1746U localizadan el gen

dela proteira A1 incrementa la resistencia al AZC ebatteriéfago @.
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4. MATERIALES Y MBDOS

4.1 Bacterias y virus utilizados

4.1.1 Bacterias

9f YIYGOGSYyAYASyG2z @& fI LINRPLI3IFOAsYERBE o OGS
Hfr (Hayes) en fase exponencial @& = 0,6¢ 0,8). En algunos casos también se utilizé la
cepa de Ecoli supresora de codones UGAG240R4 (fhuA22, phoA10, phoA7(UGA),
ompF627(T2R), fadL701(T2R), relAl, pitAl0, spoTl, trpT152(UGAS), meE1, creC510)
(Chan y Garen 1970). Al igual que en el caso anterior, la infeccion se realizé cuando las

bacterias alcazaron una Dgonmentre 0,6 y (8.

4.1.2 Virus

t 20t FOAsy vin

9t o0FOGSNAsTFIFIA2 vi Fdz§ OSRAR2 It 102N 3d2NR
del fago se adaptd a las condiciones de replicacién en medio liquido usadas en nuestro
laboratorio (Cass-Gonzalez y col. 2008). Para ello, inicialmente se infect6 1 litro de un cultivo
de E.coliHfr en fase exponencial a umaultiplicidad de infecciénnfoi) de 1 y se incub6 a 37°
C dirante 90 minutos en medio NRIna alicuota de este cultivo fue usadaaealizar una
nueva infeccion dé&.colien las mismas condiciones. Este proceso se repitid 5 veces. El cultivo
obtenido después del pase numero 5 se traté con clorofo(@HG) durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se cenfiigd durante 40 minutosa 8.000x g. Los virus del
sobrenadante se purificaron mediante precipitacion con PEG 6000 al 6% y sedimentacion
RATSNEBYOALE® [ LRofl OAsy 208B¢anRdmpsa GelfdSy 2 YA Y s
y glicerol al 50%.

Clones biolégicos

Los sobrenadantes virales se plaquearon en agar semisélido a una dilucién suficiente
como para obtener placas de lisis aisladas (ver apartado 4.2.1.1), las cuales, puesto que
proceden de la replicaciéon de un Unico virus, pueden considerarse clones usldgis virus
contenidos en las placas de lisis se extrajeron recogiendo el agar ocupado por cada placa que
se transfirié a un tubdgpendorfque contenia 50 ul d€HGy 1 ml de tampdn defago.
Después déncubar durante 1 hora a 2& con agitacion (¥0rpm), se centrifugd 15 minutos a

12.000 rpm y el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo que contenia 2501 Ge
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Mutantes infecciosos

9f Lt avYAR2 Ll we¢ertviz St Odzartf O2yidAaASyS St
plasmido pBR322Barrera y cal1993, fue usado para expresar el genotipo salvajewit) y
diferentes virus mutantes que contienen mutaciones especifitalslé 4.). Las mutaciones se

introdujeron mediante la técnica de mutagénesis dirigigacritaen el apartado 4.3

Tabla 4.1 Mutantes infecciososreados por mutagénesis dirigida

Mutante infeccioso Genmutado Cambiode amino&ido
vV wt - -
V iA1746U A T/S
V iA1746G A T/IA
V 1A2982G Replicasa T/IA
V JA1746U+A2982G A + Replicasa T/IS + TIA
Vv ic3413G Replicasa -
v Iusss2c Replicasa Y/H
V IA1746U+U3582C A + Replicasa T/S + Y/H
VvV 1G3945A Replicasa GIS
Vv jusgsac Replicasa -

4.2 Procedimientos generales de infeccion

4.2.1Infeccion en medio liquidy realizacion de pases seriados

Los cultivos deE.coli Hfren fase exponencial se infectaron con el virus anta
deseada para cada experimento. Después de 2 horas de incubaci6hG 3200 rpm en
medio NB, los cultivos se trataron con 1/20 Vol.@eGl durante 15 minutos a 3/Cy 600
rpm. A continuacion seentrifugaron durante 10 minutos a 12.000 rpm y los sobrenadantes se
recogieron en un nuevo tubo que contenia 1/40 Vol. @eIGl Los sobrenadantes se
mantuvieron a 4 C para ser usados en un periodo inferior a 10 dias, o se congela86h@&
para su ahacenamientoPara la realizacion de los experimentos de evolucion viral a través de
pases seriados el sobrenadante obtenido después de un ciclo de infeccién como el descrito,
fue utilizado para infectar un nuevo cultivo &ecolien fase exponencial a faultiplicidad de
infeccion deseada. Este proceso se repitié el nimero de veces (nimero de pases) indicado en

cada experimento.
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4.2.1.1 Determinacion del titulo viral

La titulacién de los sobrenadantesrales se llevéa cabo mezclando 300 pl de
bacteliasE.coliHfr en fase exponencial con 100 pl desisspensiordel virusenun volumen de
entre 3 y5 ml de agar semisélidatemperadoa 45° C. Lanezcla se virtiGobre unaplaca de
Petri con LB agar sélido y se incuh@ante toda la noche a 37° C. El titulo viral, expresado en
forma de unichdes formadoras de placa (ufp), se estio@mo el nimero de plasade lisis

obtenidomultiplicado porel factor de dilucion empleado.

4.2.2Pases placa a placa

El sobrenadante conteniendo los virus procedentes de una placa de lisis aislada (ver
apartado 4.1.2) fue plaqueado en agar semisélido de modo que se pudieran obtener nuevas
placas de lisis cuyos virus fueron utilizados para realitsy plaqueo en las misas

condiciones. Eproceso se repitié durantel nimero de pases indicado en el texto.

4.3 Obtencidn de clones infecciosos mediante mutagénesis dirigida

El proceso de mutagénesis dirigida se llevé a cabo mediamtie @uickChange Il Site
Directed Mutayenesis KifStratageng. La sintesis de la cadena mutag®CM)Figura 4.) se
realizé6 mediante la introducciéde diferentes parejas de cebadores especificas para cada una
de las siguientes sustituciones: A1746U, A2982G, C3413G, U3582C, G3945A y(Ti8889C
4.2). El producto resultante se digiri6 con la enziByanly se utilizé6 para transformar por
choque térmico células competent@®b-" (FX . y nf I O%k aamp)XUlE0reéchID ¥, !
endAl, hsdR17 ¢}k Y 1 b0 LJ2-} thi-§ dgird®61 re21jWoodcock y col. 1988 Las
colonias positivas se crecieron durante toda la noche a 37° C con 250 rpm de agitacion. Los
cultivos resultantes se plaquearon en agar semisélido para la obtenciéon de placas de lisis
correspondientes a clones bioldgicos del virus ¢igean incorporada la mutacion deseada
(mutantes infecciosos). Cada uno de los experimentos llevados a cabo con mutantes
infecciosos fue iniciado con una Unica placa litica cuya secuencia fue previamente analizada

para comprobar la presencia de la mutacieseada.
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Mutante Secuencia genética de los oligonucleétidos
infeccioso
5 GAACCBGOGTATTGATCACTGCTCATTGC GG
VvV iA1746U p QXS GCAATGAGCAGTGATCAATAGGCTGGGE To Q
5 GAACCBGOGTAT TGAGCACTGCTCATTGC GGG
V iA1746G p X5 GCAATGAGCAGTGCTCAATACGCTGGA T Q
5 GCCTTTRATAAAGCAGT TGCTGTACOAAGAACAGTAAGACS
Vv 1A2982G p &CTTACTGT TCT TAGGTACAGCAACTGCT TRTTAAA/GGGD Q
p CI TAGACTOGTCTGAGGIGACTGT TRGGGAGACGAD Q
Vv IC3413G p TOGTCTCASTAAACAGTCACOCAGACGAGTCTAAD 0 Q
5 QGTAGATGT TACTCCC T ICACATACGTCACGSTATAG3
Vv ju3582C p CIATACGGIGACGTATGTGAAAGGRGTAACATCTACGO Q
p COCTTAGGGGCAATOGAGT TGOGATTCIGAD D o Q
V 1G3945A p CIGCAGAATOGCAACTOGATGGACCCTAAGAD Do Q
p COATOGATCAGCT TATCTGCAGGAGTAATCOACGAAD 0 Q
v iu3gsec p CI TOGTAGGAT TACTCAGCAGATAAGCTGATOGATD D 0 Q

! Secuencia genética de los cebadores directos y complementarios que introducen por mutagénesis
dirigida cada una de las mutaciones especificas. Los nucle6tidos marcados corresponden al nucle6tido
mutado localizado en la posicion especifica del genoma dsedgiiere introducir la mutacion.
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Figura 4.1. Sirtesis de la cadena mutantedel plasmido conteniendo la mutacién especifica
introducida en el genoma viralEl plasmido inicial conteniendo el genoma del virus, se desnaturaliza y
tras el anillamiento de los cebadores mutados (PD, primer directo y PR, primer reversiojeteala
cadena que contiene la mutacion deseadaediante la enzimaPfuUltra DNA Polymerase
Posteriormente la enzimBpnldigiere las hebras parentales metiladas y hemimetiladas.
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4.4 Evolucion experimental
441hotGSyOAsy RS LRoflFIOA2ySa @GANIfSa RSt ol OGSNJ
concentraciones crecientes de AZC
Lapoli | OAsy vin &8 dziAtAals LINI Saidl ot SOSNI R:
I dza SY OA I RS confazii I @r& ghresencia de concentraciones crecientes de AZC
0 vAzQ (Arribas y col. 2011). Ambas lineas se iniciaron infectando cultil@ileHfren fase
exponencial en un volumen de 10 ml a una moi de 1. Después de 2 horas de incubaéiGn a 37
y agitacién (200 rpm), se recogieron los sobrenadantes y 1 ml de cada suspension del fago fue
usada para infectar un nuevo cultivo &ecoliHfr en fase exponencial. El proceso se repitié
durante 90 pases. El numero de pases experimentados por el virus a cada concentracion de
AZC se muestra en Tabla4.3. Las poblaciones obtenidas cada 10 pasesofutituladas y se
nombraron indicando el nimerde pase y la maxima concentracion de AZC a la que habian

sido expuestas

Tabla4.3/ 2y OSYy i NI OAsy RS ! %/ & ygYSNR RS adr aSa NBIFfAT IR

Concentracion de AZC Pases realizadds

10 pg/ml plgp20

20 pg/ml p21¢ p30
30 pg/ml p31¢ p40
50 pg/mi p4lc¢ p50
60 pg/ml p51¢ p60
80 pg/ml p61¢ p80
100 pg/ml p81l¢ p90

! Las poblaciones virales comprendidas entre los pases 1 y 70 fueron obtenidas previamente en un
estudiorealizadoen el laboratorio de Evolucion Molecular d&AB.

neden®u t NRPLJ I OAsy RSt oFOU0USNAsFII2 vi Sy O2YRAC(
[Fda O2yRAOA2YSa& jdzS§ LINRBRdzOSY I SEGAYOAsy |

fueron establecidas en experimentos previos realizados en nuestro laborafGdses

Gonzélez y col. 2008). Estas condiciones consisten en la infecciof ctdiasHfr en fase

exponencialcon 16 ufp del virus en un volumen de 1 rabnteniendo la cantidad de AZC

deseada80 pug/ml) Después de 2 horas de incubacién a 3716&;ultivos se tratan co€HG
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tal y como se indica en el apartado 4.2.100 ul dé sobrenadante se itzanpara iniciar un

nuevopase

45 Caracterizacion genéticRS € | & LJ12o6f I OA2ySa RSt ol OGSNAs

4.5.1 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA del fage realiz6 tanto de las poblaciones evolucionadas a
través de pases seriados (para obtener la secuencia consenso), como de los clones bioldgicos
aislados de las mismas (para caracterizar el espectro de mutantes). Adea#00 plde los
sobrenadantes virales se afiadieron 4 pl de SDSM0%xk f -meRc&ptoietanol (50%) yl de
RNAsinginhibidor de ribonucleasaspespués de incub&0 minutos a temperatura ambiente
las muestrase enfriaon 5 minutos en hielo y se les afidd. Vol.de fenol frio saturado con
agua.Después de agitar gentrifuga 5 minutos a 12.000 rpm a 4° C se tomar2@0 pul e la
fase acuosa y se precipitarozon etanol mediante procedimientos estandar. EI RNA se
resuspendiéen 20 pl de aguailtra pura (tratada con DEPc) y se guardé80° Cpara su

conservacion

4.5.2 Obtencion de cDNA amplificacion por PCR

El proceso de PCR consiste en la amplificacion de una secuencia de nucleétidos
determinada a partir de dos cebadores selecciona@mki y col. 988) Estos cebadores se
alinean con secuencias especificas de la molécula de DNA y permiten la amplificacion de la
region comprendida entre ambo&n el caso del RNArepio al paso de amplificacion es
necesario retretranscribir el RNA a cDNEI procesade retrotranscripcion se llevé a cabo
utilizandola enzimaAMV Transcriptasa Reverfaromega obtenida de particulas virales del
virus de la mieloblastosis aviaEl cDNA obtenido se amplificdediante el sistemd&xpand

High Fidelity System FPCR

Cebalores para la amplificacion de regiones del genoma por PCR

A lo largo de la Tesis Doctordl genoma del fagse ha amplificadanediante la
utilizacién decuatro parejas deoligonucleétidogTabla 44). La amplificacion consist&n un
programa de40 ciclos de desnaturalizacié 94° C y de anillamiento a la temperatura
especifica para cada pareja debadores (P®7 56,8° C;P8P9: 59,4° CPD5PR3:55° C y
PD5PR12: 52° C).
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Tabla 4.4 Secuencia genética de los cebadores utilizados para amalifel genoma del bacteriéfago
vi YSRAIFY(GS t/ wo

Region amplificada Nombre y secuencia genética del cebadlor
P6 (D) p @BAATCT TCGSACACGCATC® Q
150¢ 1500 P7 (R) p QCGGA\GAAGOGTIGTTACGSTTD Q
P8 (D) p CICAATCGOGEGGGGAAAIC® Q
1410¢ 2820 P9 (R) p TBTTGOGTCACTGC@GATTTTCIGO Q
PD5 (D) p &GCQATACGTTIGACTo Q
2150¢ 4090 (PR3) PR3 (R) p ®GICTTCAGGE&ACG 0 Q
2150¢ 4200 (PR12) PR12 (R) p ADGAGTGAGAGGGGET( Q

! La region de nucleétidos amplificada por PCR comprende desde el primer nucleétido del cebador
directo hasta el Ultimo nucleétido del cebador inverso. En el caso de haber varios cebadores inversos
que difieran en la regién amplificada se indica el nomtalecébador entre paréntesis.

% Se indica si el cebador es directo (D) o inverso (R).

4.5.3 Purificaciény cuantificacion del producto de PCR

H producto amplificado por PCd® analiz6 mediantelectroforesis en gel de agarosa
(1% TAB) posteriorvisualzacion en un transiluminador de U\ purificacion del producto de
PCR se realizbediante el Kit de purificaciénQIlAquick PCR Purificatiéiit (Quiagen. En el

caso de que aparecieran bandas inespecificas se recort6 la banda del tamafio adecuado del gel

de agarosa y etDNA se extrajo utilizando el K@lAquickGel ExtractionKit (Quiager). La

concentracion decDNAse determind en urNanodrop Applied Bisystems, Veriti

4.5.4 Secuenciacion del cDNA y analisis de las secuencias

La secuenciacion decDNA purificado se realizé mediante el método d8anger
utilizando un secuenciador automatiéhbi 3730 XI(Applied Biosystems, Perkiime) conel
Big DyeTerminator v3.1 KitLosoligonucleo6tidos utilizados como cebadores en las reacciones
de secuenciacion se muestran erilabla 45. Las secuencias obtenidas se ensamblaron con el
programaDNASTAR Lasergenyg 8e alinearon con el programa CLUSTAL X. Una vemakne
las secuencias se compararéh2 Yy NBaLISOG2 | 1 &aS0Odz2SyOAl
salvajeutilizando el program@ioEditpara detectaras posiblesmutaciones puntualesTodas
las mutacionesidentificadas de este modo fueron comprobadas utilizando el programa

Chromagque permite visualizar los cromatogramas.
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Tabla 4.5 Secuencia genética de los cebadores utilizados para secuenciar el genoma del bacteriéfago
vi YSRAlFYyGS SérfgerYSii2R2 RS

Regién amplificada Nombre y secuencia genética del oligonucle6tidg

Pscl (D) p WTTGAACGCCBCA TGATGATo Q

150¢ 1500 Psc2 (D) p TBGCAGAACGSTCATGATAAGATTo Q
(P6¢ P7)
P10 (D) p @AATCTTCAST TOGCTACACTAO Q

Psc3(D) p@TTGCACGCTTICACrO Q

1410¢ 2820 PD5 (D) p@®GCATACGTTGACTO Q
(P8¢ P9)
PCIIR (R)  p GTAACTAAGGATGAAATGCAO Q

PD4 (D) p @BAAGCTIGTTCCAGGRGAAGTTO Q

2150¢ 4090/4200 PD10(D) p CR\ACTGGAATOGGIGGATTCTAD Q
(PD5¢ PR3/PR12)
Psec6 (D) p COGATGGTTAGGGIGATG® Q

PR12(R) p ADGAGTGAGAGGGGET( Q

! Se indica si el oligonucleotido es directo (D) o inverso (R).

455 Determinaocdn de la frecuencia de mutacion

La frecuencia de mutacion minima se calculé6 como el nimero de mutaciones
diferentes presentes en los clones analizados dividido por el total de nucle6tidos secuenciados.
La frecuencia de mutacion maxima se calculé como el nUmero de mutaciones totaléodivid
por el niumero total de nucleétidos secuenciados. Ambas frecuencias se determinaron

utilizandoclones biolégicos aislados de las diferentes poblaciones de estudio.

ndc /N OGSNAT I OAsy FSYy20NLAOI RS fl1a LRof !
4.6.1 Ensayosde inhibicibn de la replicacion viraken presencia de diferentes agentes
mutagénicos, no mutagénicos e hipometilantes

Los ensayos se realizaron infectandd HaicteriasE.coli Hfrcon 1d ufp de cada virus
de estudio en presencia de los diferentes agentesocefecto se queria determinar. Los
diferentes agentes mutagénicos fuerohZC, dAZC;BJ y Riblos no mutagénicos: Cy, Ur, Gu

y Ad vy los hipometilantes: SadenosilL-homocisteina $AH, acetato de magnesio
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(Mg(CH3COQ)y acetato de amonio NHICHCOQ. Las concentraciones afiadidas de cada
compuesto se detallan en cada experimenimdos los ensayos se llevaron a cabo en un
volumen de 1 mly por duplicado. Después de 2 horas de incubaciofCay3@on 200 rpm de
agitacion, las muestras se trataron cosmindica en el apartado 4.2.1, y se determiné el titulo
viral de los sobrenadantes obtenidos. En todos los ensayos se realizd un cultivo control, en las

mismas condiciones pero en ausencia de compuesto, que se tomd como valor de referencia.

4.6.2 Beterminacion de leeficacia biologicafitness)

La tasa de crecimiento viral se utilizd6 como un estimadofitielss Para determinarla
se infectaron 1Bbacterias con 10ufp del virus estudiaden un volumen de 1 ml. Después de
2 horas de incubacion a 8Ty agitacion 200 rpm, se recogieron los sobrenadantes (
apartado 4.2.1) y se titularon. El ensayo se realiz6 por triplicado, incluyendo en todos los casos

un virus de genotipo salvaje como referenééitnessabsoluto se calcul6 como:

Fa=LogTR

dondeTRes la tasa de replicacion del virus, calculada como:

R ufp flqgles
ufp iniciales
Elfitnessrelativo se calculé como:
!
= Fav

dondeFRaves elfitnessabsoluto del virus de referencia.
4.6.3 Ensayos de competicionentif A a i Ay i2a YdzilyiSa RSt ol OGSNRs 1

Las competiciones entre los distintos clones y mutantes infecciosos del bacteriéfago
vi &8 fttSdIFNRY P badkerias Zzon kayitHlsbl€s (equifdledtes a1 cada virus
competidor Figura 4.2. A partir de los sobrenadantes obtenidos después de 2 horas de
incubacién, se realizaron pases adicionatenteniendo una moi de dre 0,01 y 1que ®
detalla en cada experimentdodas las competiciones se realizaron por duplicado. En todos los
casos lagoblaciones obtenidas fueron secuenciadas para determinar si alguno de los virus

competidores llegaba a ser dominante en el conjunto de genomas de la poblacion.
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7N\

‘ + ‘ Pases seriados Anal|3|§
_ secuencia

vi 02YLIS G Q competidorz O — T > consenso

Figurad.2.9y al €24 RS O2YLISGAOAsy Sy liLNKonfpaidionedeihicidrén RSt o O
infectando 18 bacteriascon cantidades equivalentes de cada virus compet(clﬂ? ufp) manteniendo

una moi de entre 0,01 y Las poblaciones obteniddras la serie de pases realizadss secuenciaron

para determinar si alguno de los virus competiddtegaba a ser dominante da poblacién.

46.4/ dzt yYGAFAOI OAsy RS f I SBLAINI R RSt o6F OGSNAs FI 3
Para cuantificar l&ntrada del virus en las célulbacterianas, se infectaron@iltivos

de E.coli Hfrconteniendo 16, 10° y 107 bacterias con 10ufp. Cada cultivo se incubé durante

10 minutos a 37° C y 300 rpde agitaciébnen un volumen final de 1 ml. A continuacién se

centrifugaron a 4° C durante 5 minutos a 12.000 rpm y se descartaron los sobrenadantes. El

pelletse lavo 2 veces con medio NB frio y finalmente se resuspendié en 1ml de medio NB. La

suspension resultante sdamued para determinar el titulo viral. Todos los ensayos se hicieron

L2 NJ GNRLX AOFR2® [ GFalk RS | Ra2NDAsy oho asS Ol

ALY
Ne= Nt S

dondeNL es el numero de particulas libres no adsorbiddtsel nUmero de virus totales y 10
los minutos de incubacion (Heineman y Bull 2007). El nimero de particulaNilse<salculd

como la diferencia entre el nimero de virus totales) (Nenos el nUmero de virus adsorbidos.

4.7 Materiales
4.7.1 Medios de cliivo y crecimiento

Los medios de cultivo para el crecimiento y el mantenimiento de los virus y bacterias

fueron los siguientes:
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NB (Nutrient Broth) Medio liquido para el crecimiento decoli
Nutrient Broth (Merck) 8 g/L
NaCl 5 4.

LB (LuriaBettani). Medio liquido para el crecimiento d&coli
Extracto de levadura 5 g/L

Triptona 10 g/L

NaCl 10 g/L

Tampondelfagopa SRA 2 f NljdzAR2 LI N} St YIFIYyiSyAYASyl?2
Gelatina 1g/L

TrisHCI 1M pH = 7,550mM

MgC} 10mM

O
073
O

Agar semisdlidoa SRA2 &aSYAasft AR2 LI} NI S¢
Nutrient Broth (Merck) 8 g/L

NaCb g/L

Select Agafinvitrogen)7 g/L

N AYASY G2

LB AgarMedio sélido para el crecimiento en placalgeoli

LB agar (Invitrogen) 32 g/L
4.7.2 Disoluciones y tampwes

PBS (solucién salina tamponada con fosfatd®7 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1.5 mM Na2HPO4,
pH 6.8.

Solucién de IPTGsopropib -D-tiogalactopirandsido 0,5M en agua destilada.

Soluciéon de jal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil- -D-galactopirandsido 2% edimetilformamida.
TAEA40 mM Tris acetato, pH 8.3, 1 mM EDTA.

DMSQ Dimetil sulfoxido

4.7.3Agentes mutagénicoy nucledsidos

Los agentes mutagénicos empleados fuereaz&citidina (AZC) (Sigma¥]&rouracilo
(5-FU) Bigma, ribavirina (Rib) (Sigmg)5-azaH -@eoxicitidina (dAZC) (Sigma). Los nucledsidos
empleados fueron adenosina (Ad) (Sigma), guanosina (Gu) (Sigma), citidina (Cy) (Sigma) y
uridina (Ur) (Sigma). Las disoluciostsckcorrespondientes de AZC y&J se prepararon en

tampdn del fagoesterilizado (ver apartado 4.7.1) y se conservaron a 4° C un maximo de 72
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horas La ibavirinase preparé a una concentracion de 100 mM en PBS y se conset®® @
en alicuotas de un solo uso. La disoluciéon de dAZC se preparé en DMSO y se consewp a 4° C
méximo de 72 horas. Las disoluciones de nucleésidos se prepararon en tampon del fago

esterilizado y se conservaron a 4° C un maximo de 72 hoadwsa( 4.9.

Tabla 4.6. Agentes mutagénicos y nucledsidos.

Compuesto Concentracién stock

AZC 5 mg/ml
dAZC 50 mg/ml
Rib 100 mM
5-FU 5 mg/ml
Ad 50 mg/ml
Gu 50 mg/ml
Cy 50 mg/ml
ur 50 mg/ml

4.7.4 Agenteshipometilantes

Los agenteshipometilantes empleados fueron SA{Bigma), Mg(CH3CO®)(Life
Technologies) WH,CHCOO(Applied Biosystems). La disolucistockde SAH se prepardé en
agua miliQ esterilizada y se conservé28° C en alicuotas de un solo uso. La disolucion de
Mg(CH3COQ®}xe prepar6 en agua miliQ estéril y se conservé a temperatura ambiente en

alicuotas de Il, al igual que eNH,CHCOdisto para su usol@abla 4.7.

Tabla 4.7 Agentes hipometilantes.

Compuesto Concentracion stock
SAH 1 mg/mi
Mg(CH3COQ) 1M
NH,CHCOO 5M
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS PREVIOS SEIBREECTO DEL AZC EN EL BACTEBID v |

En base a los resultados previos obtenid@asessonzalez y col. 2008) con el
objetvodevers6t ol OGSNAsFl 32 vi SNI OFLIT RS a5t SOO0OA
la poblacionv i0 (ver apartado4.1.2 de Materiales y Métodosue propagada por Maria
Arribas en el laboratorio de Evolunidvolecular del CABen presencia deoncentaciones
crecientes de AZC utlizandamarnos poblacionales elevados (ver apartado 4.4.1 de
Materiales y Métodos), segun el esquema que se muestra éfigiara 5.1 Dado que gran
parte de las poblaciones viralesalizadas en esta Tesis Doctoral fueron obtenidagste
experimentq hemos considerado conveniente describir con cierto detalle su historia evolutiva,

asi como algunas de las determinaciopesviasrealizadas.

10 ug/ml AZC 20ug/ml AZC 30pug/ml AZC
pases 10 pases 10 pases

Q Azg10p20) Q AzE20p30) Q AzE30p40)
50 pg/ml AZC - 60 pg/ml AZC 80 ug/ml AZC_
10 pases " 10 pases 10 pases
Q AZQ50p50) Q AZq60p60) Q AZ@80p70)
[y - L 3
70 pases
Qo Q control(Op70)

Figura5.1.9 @2 f dzOAsy RS tF LI2oflF OAsy Viln L8y { WINSESSY QA In & deS
para iniciar dos series deasesen paralelo, una en presencia de concentraciones crecientes de AZC

6 vAZd y la otra en ausencia de mutagerov i O 2 yAinb® fiinease iniciaron infectando £0

bacteriasen fase exponencial con 10fp en un volumen de 10 mCada nuevo pase fue iniciado con 1

ml de la suspension de fagos obtenida en el pase anteriomfwatado 4.4.1de Materiales y Métodos).

Las poblaciores obtenidas en puntos concretos de cada serie de pases se nombrardicando la
maximaconcentracién de AZ@& la que habian sido expuestas, seguitd nimero de pasetotales

dados a la poblaciofentre paréntesis
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La determinacion de los titulos virales cada 10 pases mostré que el virus transmitido
en presencia de AZC no se extinguia, incluso después de alcanzar concentraciones de AZC que
provocaban la extincion cuando los tamafios poblacionales eran menorsss(@anzalez y
02t ® HnnyO® {AY SYol NBZ2 nzdd /28 iigBapToOpE.OX®S  F &4 L2
5.0x16 ufp/ml, respectivamente) fueron menores que los de las poblaciones control nunca
QNI GFRF& O2 yeonrdddailc Dy 2EAM00IR ¥ fomro® N LIr n 0 ' fpird)n E m n
(Arribas y col. 2011).

El andlisis de las secuencias consenso de las poblaciones evolucionadas en presencia
de AZC mostré en el pase 30 la fijacion de la muta8@tB87C(S281R y en el pase 40 la
fijacion de & mutacionA1746U(T134S), en la proteinatAademas de la presencia de dos
mutaciones polimorficas en la replicagd3945(A+GJG531S) yJ3989(C+Uyue no produce
cambio de aminoacido. En el pase 50 se detecté la presencia de otros dos polimorfismos,
A298(G+A) que produce el cambio T210A en la replicasa y la mutacion sin@is20(C+U)
localizada en el gen que codifica para las proteinas de cubiertafyofas estas sustituciones
polimorficas son exclusivas de las poblaciones evolucionadas en presgmcZC y
permanecieron como polimorfismos hasta el pase nimero 70 (Arribas y col. 2011). Por otro
fFrR2X St FytftAaara RS I acckhoyy) oasto lihgca ey a2 RS
la mutacionA2187Gcoy gy Sy I & f Nobrbotdd aE@deinaé fa éutacionv |

G1773A(G143R), exclusiva de la serie de pases evolucionada en ausencia de AZC.

5.2 CARACTERIZACIDE LAS POBLACIONEES. BACTERIO D h EVOLUCIONADAS EN
PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE AZC
Las poblacionesbtenidas en diferentes puntos de las series de pases realizadas en
presencia y ausencia de AZC (Figura 5.1), fueron analizadas a nivel genotipico y fenotipico con
St 202S8SiAG2 RS IyFtftATIFINI Sy LINRBFdzyRARIR St LINRO!
5.2.1 Determinacién de los titulos de clones bioldgicos aislados de las pobiasiadel
oF OGSNAsFIF 32 vi
Paradeterminar si el descenso en los titulos virales experimentado por las poblaciones
pasadas en presencia de AZC (ver apartado 5.1 de resultadod¢lddo a un descenso en la
capacidad replicativa de los virus individuales que componian el espectro de mutantes, se
LX F1jdzSI NRY Sy | dzZASY OAl Rdbod n ¥ n dbrko@®p7®) cdmb tas L2 6 f | O,
L2ofl OA2ySa G NI 0 Rlazin LOR2Y0 &Y deiiltJrH3s8aqB0p60Ww iy

v iAz€80p70). De cada una estas poblaciones se aislaron placas de lisis y se titigmon (
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5.2). En las condiciones en las que se realizé el plaqueo podemos asumir que cada placa de lisis
es originada por la replicei de un Unico virus y por tanto es posible utilizar el titulo de las

placas como un estimador de la capacidad replicativa del virus fundador.

1,0E+10-
1,0E+08+
0
2 1,0E+06-
[
S
©
Q
<
L
g  1,0E+04-
5
1,0E+02-
1,0E+00 .
Q control Q azc
(0p20) (Op70) (10p20) (30p40) (60p60) p70) (80

Figura 5.2 Ttulo promedio de las placas de lisis aisladas de las poblaciones del bacteri6fago
v i LINE LJ- BresBrciay afséncia de AZEL.namero de placas de lisis g9 para la
poblacion v icontrol(0p20), 10 paraf | comtrd(Op70), 6 paraf | Az{10p20), 7 parala

v iaz€30p40), 12 paraf I Az{60p60) y 8LJ NI  Ak¢BOp7®).Las barrasde error
representan la desvigion estandar de lositulos viralesobtenidos para todas las placas de lisis
aisladagle cada poblaci6rEn todos los casos las titulaciones se realizammduplicado.

Los resultados mostraron que los titulos de las placas de lisidagstle cualquiera de
las poblaciones evolucionadas en presencia de AZC eran significativamente mas bajos que los
de las placas de lisis procedentes de las poblaciones comirot 0,00len todas las
comparaciones, test t de Student), siendo las placas aisladas de las poblaciones pasadas a altas
02y OSy i NI OA 2a¢yaScéin IRSI8UP70)\Mas due presentaban valores menores.
Estos resultados sugieren que el descenso en losgitutales observado durante la evolucion
en presencia de AZC es debido a una menor capacidad replicativa de los virus que componen el

espectro de mutantes de las poblaciones mutagenizadas.

49



Resultados

5.2.2Sensibilidad al AZC de las poblaciore§t o6 OGSNAs FIlF 32 v i

Las poblaciones obtenidas a lo largo de las series de pases realizadas en presencia y
ausencia de AZC (Figura 5.1) fueron analizadas para evaluar su capacidad de producir progenie
infecciosa en presencia de una alta concentracién de AZC (80 ug/ml). Witedies obtenidos
(Figura 5.3 mostraron que todas las poblaciones pasadas en presencia de AZC presentaban
YIF&@2NJ G2t SN yOAl |t Ydzit 3Sy2 02y NBaLlSOG2
O 2 y (i NeBhtbl(Op60), no expuestas al mutageno, siendd & LJ2 0 f Az{BApBOY $ & v i
v iaz¢80p70) las que presentaban menor sensibilidad al AZC. Ademas se observd que la
relacion entre los titulos virales obtenidos en ausencia y presencia de AZC se reduce a medida
gue aumentan el nimero de pases y la concacibn de mutageno a la que ha sido expuesta
la poblacion. Estos resultados concuerdan con la seleccion de algin mecanismo de resistencia

al AZC alo largo de la serie de pases realizados en su presencia.

1,0E+12-

1,0E+10+

E
S  1,0E+08-
5
1,0E+06-
1,0E+04-
v icontrol v iazc
Q0 (0p60) (10p20) (30p40) (60p60) (8
A
olmu="F 700 636 267 133 10 2
oMZ=m==4¢
Figura5.3.{§y'é7\c_)7\f7\lv?l'lv? [ (7Y RS ft1l & Ll2of O)\Z)/Sé

presencia y ausencia de AZEIl experimento se llevo a cabo por triplicado infectandd 10
bacteriasE.coli Hfren fase exponencial cot0® ufp de cada poblacién it en un volumen de
10 ml y erpresencia de 80 pg/ml de AZC (columnas verdes) o ens&naia (columnas azules).
Lossobrenadantes de las poblaciones obtenidas se titularonduplicado para determinar el
rendimiento del virus. Las barras de error responden al ewr estandar de la media de los
titulos virales. La relacién entre los titulos virales obtenidosugsencia y presencia de AZC se
utiliz6 como medida de la sensibilidad al AZC y se indica grafica debajo del nombre de
cada poblacién
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Para determinar si las poblaciones que habian aumentado su tolerancia al AZC en un
Unico pase también presentaban mayor resistencia a la extincion después de un tratamiento
mas prolongado, estas se propagaron durante 10 pases seriados en condiciompesdpsan
la extincién del virus salvaje (80 pg/ml de AZC y tamafios poblacionales redu€ides (
Gonzélezy col. 2008 [ 24 NBadzt GF R2a Y2aid NI NRfOp70)deS | & LJ
extinguierona pases 6 y 5 respectivamente, mientras que RBsdpf | O A 22¢68p80) y i
v iAz€80p70) mantuvierortitulos altos al menos hasta el pase numero(E@ura 54). Los
titulos a pase numero 10 de todas las poblaciones pasadas en ausencia de AZC fueron similares

(en torno a 16" ufp/ml).

1,0E+10-
1,0E+09-
1,0E+08-
1,0E+07-
1,0E+06-

1,0E+05+

ufp/ml

1,0E+04-
1,0E+03+
1,0E+02-

1,0E+01-

1,0E+00-

1 2 1
Q Az¢60p60) I Az{&Pp70)

Figura 5.4 Titulos virales obtenidos después de 10 pases seriados en presencia de 80 ug/mi
de AZCEI primer pase se realizdfectando 18 bacterias con 1‘bufp en un volumen de 1 mf

cada nuevo pase se inicié con 100 ul de la suspension de fagos obtenida en el pase anterior (ver
apartado 4.42 de Materiales y Métodos), manteniendo siempre la concentraciéon de AZC
indicada Todos los pasesellevaron a cabgor duplicado.A pase nimeo 10 se determind el

titulo viral de todas las poblaciones y en aquellas en las que nbssrvaron placas de lisis se
titularon los pases anteriores hasta determinar el nimero de pase al ssugiroducia la
extincién.Los titulosse determinarorpor duplicado y el error estandar fue siempre menor del

10 %.
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5.2.3 Determinacion de la frecuencia de mutacién

Para comprobar si la menor sensibilidad al AZC estd acompafiada de una menor
sensibilidad a su accibn mutagénica, se determiné la frecueeraiudacién minima y maxima
en un conjunto de clones biologicos aislados de varias de las pobladbiesidas en
distintos puntos de las series de paséxalla 5.). Los resultados mostraron que las
poblaciones tratadas con AZC presentaban frecuenciasndeacion mas altas que las
poblaciones no tratadas. Ademas se observé que la frecuencia de mutacion aumentaba
rapidamente durante los primeros pases realizados en presencia de bajas concentraciones de
AZC, estabilizdndose a pases posteriores en los qeentzentracion de AZC era mayéiste
hecho es compatible con la seleccién de un mecanismo de resistencia a la accion mutagénica
del AZC.

Tabla 5.1 Frecuencias de mutacion minima y maxima calculadas para las diferentes poblaciones
evolucionadas erpresencia y ausencia de AZC.

Poblacién N° clones N° mutaciones Frecuencia de mutacion

(n° nucleétidos} Minima? Maxima’®
v i0 7 (17.780) 4 2,5x10" 2,5x10"
V icontrol(Op60) 7 (17.780) 7 3,0x10* 4,2x10*
v iAz¢10p20) 5 (12.700) 25 1,8x10° 2,0x10°
v iaz¢20p30) 8 (20.320) 57 2,6x10° 2,8x10°
v iAz¢60p60) 11 (27.940) 92 2,4x10° 3,3x10°
v 1Az¢80p70) 10 (25.400) 104 3,0x10° 4,1x10°

! Ntmero total de nucledtidos secuenciados. La regién secuenciada para cada clon estd comprendida
entre el nucledtido 1460 y el nucleétido 4000.

% Frecuencia de mutacién minima, calculada como el nimero de mutaciones diferentes presentes en los
clones anatiados dividido por el nimero total de nucleétidos secuenciados.

® Frecuencia de mutacién maxima calculada ceehmGmero de mutaciones totalgsresentes en los

clones analizadoslividido por el nimero total de nucleétidos secuenciados.

El analisis de la secuencia genética de los clones biolégicos aislados de las poblaciones
v IaAzd60p60) yv iaz¢80p70) mostrd la presencia de algunas de las mutaciones polimoérficas
gue yahabian sido identificadas en la secuencia consemslbZ0C A2982G G3945Ay
U3989C y dos nuevas mutaciones en el gen de la replic&2413G+C)(sinénima) y
U3584C+U) (Y410H)gue también estaban representadas a alta frecuencia en el espectro de
mutantes de la poblacion iaz§80p70) Todas ellasHigura 5.% son candidas a presentar

efectos beneficiosos en presencia de AZC, destacando las mutaciones A2982G y U3582C por su
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localizacién en zonas altamente conservadas de la replicaal (Arribas y col. 201lidkose
y col. 2010, Takeshita y Tomita 2010).

U3582(C+U)
U1520(C+U) (Y410H)
A2982(G+A)
(T210A) U3989(C+U)
Maduracion Replicasa

!

G3945(G+A)
A1746U (G531S)

(T1349) C3413(G+C)

Figura 5.5Mutaciones fijadas o representadas a alta frecuencia en las poblaciones del bacteriéfago
v i @e indican las mutaciones identificadas exclusivamente en las secuencias consspsctro de
mutantesRS I & LI2ofl OA2ySa LISNI&FSOASyasSa | &1 tNySI S@

5.3 VALOR SELECTIVO DE LAS MUTACIONES FIJADAS O REPRESENTADAS A ALTA FRECUENCI
EN LAS POBLACIONES EVOLUCIONADAS EN PRESENCIA DE AZC

5.3.1 Evolucién de clones biolégicos aislados de las poblaciones propagadas en presencia de
AZC

En una primera aproximacion para determinar el valor selectivo de las mutaciones
seleccionadas en presencia de AZC, se analizé el comportamiento evolutivo de varios clones
OA2fs53A02a | Aafl R&d oRBn fzd B n LI nidB0BYD)2effuestas v |
Ff 1 %/ 35 & R Scontfoi(Dp60)IBodekphiedta al YAZTabla 5.3. De este modo es
posible valorar el comportamiento de las mutaciones fijadas o representadas a alta frecuencia
en presencia de AZC cuando estan presentes eroatexto gendénio hipermutadoTodos los
clones se sometieron a 10 pases seriados en ausgnpi@senciade AZC(60 pg/ml)y se
determind la secuencia consenso de las nuevas poblaciones obtenidas. Este andlisis mostré
que las mutaciones A2982G y U3582C quenantenianen presencia de AZ@vertian en su
ausencia, siendo ste el Unico cambio que se observd en la secuencia consenso de las

poblacones obtenidas a pase nimero 18specto a las secuencias de los clones iniciales. Este
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hecho es un claro indicio de que estagstaciones presentan valor selectivo en presencia de

AZC, mientras que poseen un costdigressen su ausencia.

Tabla 5.2.Mutaciones presentes en la secuencia genémica de los clones biolégicos que fueron
sometidos a pases seriados en presencia y ausede AZC.

Clon virat Mutaciones

GQ' control(0p60) G1773AA2187C G3002A, C3517U
GQ' Azq30p40) Al17464 A1972G, U215382187C C2378G, U2509C, A2598G,
U3371C, C3517U
GQ Az¢60p60) U1520CA1746U U1793C, U1934C, C2059G, C2182G87C
A2948GA2982G U3590053945AU3989C

GQ Azq80p70) A1574GA1746U A1898G, U2060B2187C U2425C, C2471G,

U2558C, U2776C, A2949G, C3158G, A3268G, U3RIZE2C
T3737C

! La poblacién de la cual fue aislado cada clon aparece como subindice.
’La regién secuenciada estd comprendida entre los nucleétidos 1460 y l4énutaciones fijadas o
representadas a alta frecuencia en la poblacién de origen de cada clon se indican en negrita.

5.3.2Valor selectivo ddas mutaciones A1746U, A29823J8582C

Las mutaciones A1746U, A2982G y U3582C se introdujeron mediante mutagénesis
RANAIARI Sy St @SOG2N RS SELINBaAsds 4REE ol OGS
Materiales y Métodos) con el objetivo de determinar su valor selectiv®.este modo
obtuvimos mutantes infecciosos que producian virus conteniendo Unicamente la mutacion
indicada (Tabla 4.1peeligieron estas tres mutaciones debido a dasustitucionA1746U es
la Unica que se fija en el genoma de pablaciones evolucionadas en presende AZC, y las
sustituciones A2982G y U3588€ encuentran localizadas en zonas altamente conservadas de
la replicasa viral.a determinacién de la tasa de crecimiento de cada uno de los mutantes nos
permitié estimar sufitness tal y como se indica enl apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos.

Elviusa b £ OlwB@ 646V AR2 YSRAFYGS tF SELINBarisy RSt L
OANHzA RS NBFSNBYOAL Sy Sad2a Syal dzmamey 24 NBad
v iusss2c presentaban valoresdlfitnessYt & o0 22 a  |jvidz&n aSséncigddde RH2dy v |

mas altos que el virus salvaje en presencia de mutageigor@a 5.9. Este resultado es acorde

con la seleccién de ambas mutaciones en presencia de AZC y con el hecho de que reviertan en
suausenti @ 9y St Ol as2746RchservamdeighiepieSenta ialoresfieessmas

0l 22 & | dzS wt ahto aff hprieddzicia somo en ausencia de AZC, sorprendiendo este

resultado, dado que esta mutacion se fija en presencia de AZC y no revierte enrsticause
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Q A1746U Q A2982G Q U3582C

Figura 5.6.Fitnessrelativo de los mutantes infecciosos indicadokas determinaciones se

realizaron segun se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales y Métoditse&srelativo se

calculé dividiendo el valor obtenido para cada mutangelgd St @I f 2 NJ RSt @A NHza v i
en ausencia de AZC y 9.68+0.22 en presencia de 60 pg/ml AZC). Las columnas lisas
corresponden a los valores obtenidos en ausencia de AZC, mientras que las columnas con rayas
corresponden a los obtenidos en presende AZC. Las barras de error corresponden a la

desviacién estandar de las medias de los valores obtenidos en un ensayo llevado a cabo por
triplicado.

Para ver si alguna de estas tres mutaciones conferia resistencia a la extinciéon en
presencia de AZC, los virus mutantes se propagaron durante 10 pases seriados en las
condiciones descritas previamenggie producen la extincion del viruCasessonzalez ya.

2008; ver apartado 4.4.2 de Materiales y Métodos)os resultados mostraron que mientras
j dzS St wisk Bdinguiavai pases 9 y 10, los mutantes mantuvieron su infectividad al
menos hasta el pase nimero IBidura 5.7. Este hecho indica que estasitaciones otorgan

al virus un mecanismo de resistencia a la extincién cuando replica en presencia de AZC.
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Q A1746U Q A2982G Q usss2c

Figura 5.7 Titulos virales obtenidos después de 10 pases seriados en presencia de 80 pg/ml
de AZCEI primer pase se realizd infectando’ bacterias con 1?)ufp en un volumen de 1 mly

cada nuevo pase se inicié con 100 pl de la suspension de fagos obtenida en el pase anterior (ver
apartado 4.4.2 de Materiales y Métodos), manteniendo siempre la curmeién de AZC
indicada. Todos los pases se llevaron a cabo por duplicado. A pase niUmerdetérsend el

titulo viral de todas las poblaciones y en aquellas en las que nbservaron placas de lisis se
titularon los pases anteriores hasta determinel nimerode pase al cual se producia la
extincion.

Las determinaciones déitnessde los distintos mutantes infecciosos indican que las
mutaciones A2982G y U3582C son beneficiosas en presencia de AZC, mientras que la mutacion
A1746U no parece aportar ninguna ventaja ni en presencia ni en ausencia de AZC. Otra forma
de comprobar la posile ventaja selectiva que presentan estas mutaciones en presencia de
AZC consiste en hacer experimentos de competicion doselistintos virus mutantes y el
virus salvaje y determimasi alguno de los virus llegaser dominante en la poblaciqwer
apatado 4.6.3 de Materiales y Métodos). El analisis de la secuencia con3aia %.3 de las
26t OA2ySa 20GSYARIFAE (NI & tF O2YLSwipjoddas y RdzNI -
uno de los mutantes infecciosos mostré en todos los casos que eangiasde AZC el virus
mutante desplazaba al virus de genotipo salvaje, mientras que en ausencia de AZC era este
altimo el que se imponia en la poblacidBste resultado indica que las tres mutaciones
analizadas poseen ventaja selectiva en presencia de lAZglial esta de acuerdo con las
determinaciones déitness2 6 1 Sy A Rl & LJ- NJa29stc® & vsbsaizElreguliafiay sinv i
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SYOFINH23 O2ydGNI adl 02y SMirebpkeme valRRed ddind=S St Y dzi
YSYy2NBa | dzSt eB fas dgsicdlidignes \estudiadasEl resultado también muestra

gue las mutaciones A2982G y U3582C que permanecian como polimorficas en poblaciones
heterogéneas, pueden llegar a fijarse cuando la complejidad del espectro de mutantes se

reduce a dos virus competidores, isi#® uno de ellos el virus salvaje.

Tabla 5.3.Competicion entre el virus salvaje y los mutantes infecciosoda1746k  A2982Gy
v 1usss2c

Competicion Secuencia consenso p5 Secuencia consenso p5
SAVA® +AZC (6Qug/ml)

Viwtb  mi7a6U ﬂpﬂﬁlm .I,I'Iﬁll'u J{'ﬁ'.l N W'
IV S sy

V iwt +Vv 1A2982G

v wt v iU3582C

! Las competiciones se realizaramfectando inicialmente 1Dbacterias con 1Dufp de cada virus
competidor en un volumen de 10 ndn ausencia o presencia de A®C pg/ml) y manteniendo una moi

de 0,01 a lo largo de los pases

? Se analizé la secuencia consenso de la poblacion obtenida después de 5 pases. En cada caso se analizé
Unicarrente la region especifica en la que se encontraba la mutacién de estudio (que se muestra
enmarcada por un circulo encima de los cromatogramas).

A continuacién se realizaron experimentos de competicion entre los distintos virus
mutantes para comprobacual de ellos ofrecia mayores ventajas selectivas. Los resultados
obtenidos después de 5 pases en presencia de AABla( 5.4 mostraron que en estas
O2yRAOA2Yy SaAm&US NIz O IUIST vRS RS a Llé2osicd Nds#is2gf 24 Y dzi |
indicando que d& mutacion A1746U es la que posee mayor valor selectivo. Este resultado
concuerda con el hecho de que esta mutacion es la primera que aparece a lo largo de la serie
de pases llevada a cabo en presencia de mutageno y la Unica que llega a fijarse en al genom

de la poblacién viral. El analisis de la secuencia consenso obtenida a pase niumero 5 en la
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O2YLISGAOAs Y Sy i MBs2GR 2 avsbstaudstrd/ la Sdexistencia de ambas

mutaciones en la poblacion resultante.

Los resultados de las competiciones enls distintos virus mutantes en ausencia de
AZC mostraron que la Unica mutacion presente, y ademés en forma polimérfica, era la
mutacion A1746U. Esto probablemente es debido a la reversion de las mutaciones A2982G vy
U3582C. Es de esperar que la mutadkdir46U sea desplazada por el virus ho mutado en esta

posicion en pases posteriores.

Tabla 5.4.Mutaciones presentes en la secuencia consenso de las poblaciones obtenidas durante la
R2YLISGAOAsY SYiNB RAFTSNByGSa Ydzil yiSa Ay¥TSOOAz24a24a

Competicior Mutaciones presentes pt Mutaciones presentes p!
-AZC +AZC (6Qug/ml)
V IA1746U+V 1A2982G A1746(U+A) Al1746U
Vv JA1746U+V JU3582C A1746(U+A) Al1746U
V iA2982G+V 1U3582C No determinado A2982(G+A) + U3582(C+U)
V IA1746U+V 1A2982G+ A1746(U+A) Al1746U
v jussg2c

! Las competiciones se realizaron infectando inicialmentebs@terias con 100 10 ufp de cada virus
competidor en un volumen de 10 ml, en ausencia o presencia de AZC (60 pg/ml) y manteniendo una moi
de 0,01 a lo largo de los pases.

% Se analiz6 la secuencia consenso de la poblacién obtenida después de 5 pases. En cada caso se analiz6
Unicamente la regién especifica en la que se encontraba la mutacién de estudio

5.3.3Valor selectivo de las mutaciones C3413G, G3945A y U3989C

Las poblaciones evolucionadas en presencia de AZC presentan, ademas de las
mutaciones A2982G y U3582C, otrasutaciones polimoérficas que también estén
representadas a alta frecuencia. De entre ellas escogimos las mutasionesgnas C3413¢
U3989C/ la mutacion G3945A localizada en una regioén no conservada de la replicagarsiral
determinar si su elevada fteencia se debe a que proporcionan alguna ventaja selectiva en
presencia de AZRara realizar estos estudios se generaron mutantes infecciosos conteniendo
cada una de las mutaciones en el contexto gendmico del virus salvaje. La determinacion del

fitnessde estos mutantes mostrd que tanto en presencia como en ausencia ddoAZ@us

v ic341368 w3bgacLINB A SY Gl 6y @ f 2 NBa wyhiéntras que &l &irusj dz8 St

v IG3945apresentaba valores ditnessmas altos en ambas condicionésgura 5.9.
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Q G3945A

Q U3989C

Figura 5.8.Fitness relativo de los mutantes infecciosos indicados.as determinaciones
se realizaron segun se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales y MétofiveEtelativo

as8 Ol f Odz s

RAOARASYR2

St

Gt 2N 20GSyAR2 LI NI

(15.42+0.50 en ausencia de AZC y 9.68+0.22 en presencia de 60 pg/ml AZC). Las columnas lisas
corresponden a los valores obtenidos en ausencia de AZC, mientras qokitasas con rayas
corresponden a los obtenidos en presencia de AZC. Las barras de error corresponden a la
desviacién estandar de las medias de los valores obtenidos en un ensayo llevado a cabo por

triplicado.

Los ensayos de competicion llevados a camire cada uno de losnutantes

infecciosos con el virug iwt mostraron que la mutacion C3413G se mantiene como

polimérfica después de 15 pases tanto en presencia como ausencia de AZC, la mutacién

G3945A se fija en el genoma de la poblacién en ambas éomekl; mientras que la mutaciéon

U3989C no se ve favorecida en ninguno de los casos, siendo el nucledtido salvaje el que se

impone en la poblaciéan tan solo 5 pasg3abla 5.5.

Tabla 5.5.Mutaciones presentes en |a@ecuencia consenso de las poblaciondstenidas durante la
O2YLISGAOAsY SYyiGNB RAFSNByi(iSa

Competiciort Mutaciones presentes
-AZC

Q wt +Q C3413G C3413(G+C)
(p15Y

Q wt +Q G3945A G3945A
(p15¥

Q wt + Qi U3989C Nucleotido salvaj¢U)
(p5Y’

Ydziil yiSa AyTFSOOA2aza
Mutaciones presentes
+AZC (6Qug/ml)
C3413(G+C)
G3945A

Nucledtido salvaj€U)

! Las competiciones se realizaron infectando inicialmenteba@terias con 190 10’ ufp de cada virus
competidor en un volumen de 10 ml, en ausencia o presencia de AZC (60 pg/ml) y manteniendo una moi

de 0,01 alo largo de los pases.

2 El nimero de pase al que se determind la secuencia se indica entre paréBteseda caso se analizd
Unicamente la region especifica en la que se encontraba la mutacion de estudio
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Estos resultados concuerdan con los valoreditdessmostrados en la Figura 5.8. La
mutacién C3413G tiene valores fimesscercanos a la neutralidad tanto en presenaino
en ausencia de AZC y por eso puede mantenerse como polimorfica en ambos casos. La
mutacion G3945A debe ser beneficiosa en ambas condiciones y por eso consigue desplazar al
@A NHzi envl5 pases. Por el contrario, la mutacion U3989C es eliminada easamb
competiciones, lo cual esta de acuerdo con sus valorefitmess inferiores a los del virus
v iwt. En conjunto, los valores dinessobservados y los ensayos de competicion realizados
con el virus salvaje muestran que estas mutaciones no aportan jasndgpendientes de la

presencia de AZC cuando estan presentes en el contexto mutacional del virus salvaje.

5.4 ESTUDIO DE LAS CAUSAS DE LA PROLONGADA PRESENCIA COMO POLIMORFISMOS DE
LAS MUTACIONBELECCIONADAS EN PRESENCIA DE AZC

5.4.1 Distribucion demutaciones en el espectro de mutantes de las poblaciones del

oF OGSNAs FIF 32 vi S@2tdzOA2y I+ RIFAE Sy LINBSaSyOAl RS !
Como ya se ha indicado (ver apartado 5.2), el andlisis de las secuencias consenso y los

espectros de mutantes de las poblaciones obtenidas a lo largo de la serie de pases

SELISNAYSY(lIR2&8 LR2N St o6l OGSNAs T I2 erciadey LINB&S

varios polimorfismos que permanecieron como tales hasta el Ultimo pase realizado:

G3945(A+G) y U3989(U+C), detectados a pase 40, A2982(G+A) y U1520(C+U), detectados a

pase 50, y C3413(G+C) y U3582(C+U), detectados a pase 60. Con el objetivei dsstas

mutaciones podian llegar a fijarse en la secuencia consenso, se dieron 20 pases adicionales a la

LJ2 6 f I O:¢80p70)ven presencia de concentraciones crecientes de AZC. Los primeros 10

pases se dieron en presencia de 80 pg/ml de AZC y los biren presencia de 100 pug/ml de

AZCFigura59 @ [/ 2Y2 NB&adz (F R2 &&10pI)iddddque $eldeterdgnd t | OA s y

la secuencia consenso (desde el nucleétido 180 al nucleétido 4180), comprobandose que

ninguna de las mutaciones que se encontrmbaomo polimoérficas en la poblacion

v iaz¢80p70) habia llegado a fijarse (Cabanillas y col. 2013). El andlisis de la secuencia de 15

Ot2ySa o0A2fs3A02a AAEODPIR &eld R Bresénkia del? mitdciéhiss y v i

adicionales (C1604G, C2059B2A7G, C2378G, C2384G, C2471G, C3545A, C3879G y A4006G)

que también estaban representadas a alta frecuencia en el espectro de mutantes y que, por

tanto, podrian representar nuevos polimorfismos.
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yRIkYf ! mmaAkYft !
mn LI&S8S wmn LI &S
Viaoy nldvr-——> ————- > Vipaz® mnnl

Figura 599 @2t dzOAsy RS af¢80p70Qyadrdnie QG pages adicionales en presencia de
concentraciones crecientes de AZIhs pases se realizaron del mismo modo que para las poblaciones
anteriores (Figura 5.1 ada nuevo pase fue iniciado con 1 ml de la suspension de fagos obtenida en el
pase anterior (ver apartado 4.4.1 de Materiales y Métodos). Las poblaciones obtenidas en puntos
concretos de la serie se nombraron indicando la maxima concentracion de AZflie tkabian sido
expuestas, seguido del numero de pas®ales dados a la poblacién (entre paréntesis).

Un analisis detallado de los cromatogramas de la secuencia consenso de las
L2ofF OA2ySa& LINB @ aa1®0pd0) nfosdtré duiR las ruedds smgianes i que
aparecen como polimorfismos en esta poblacion, ya eran detectables en pases anteriores
como una doble banda en los cromatogramaahla 5.§. Del mismo modose observé que
algunas de las mutaciones polimérficas que habian sido identificadeismente (Figura 5.5)

también eran visibles a pases més tempraria@b(a 5.§.

Tabla5.6a dzi I OA 2y $& LIt AYs NRADOp0).Sy tF LRoftl OAsy vi

Mutacion Localizacioh Cambio amino&ido® N° de pasé

U1520C Cubierta/A - p50
C1604G Cubierta/A - p60
C2059G A1 T/S p60
A2277G A1 K/E p90
C2378G Replicasa N/K p90
C2384(G+U) Replicasa - p60
C2471G Replicasa - p30
A2982G Replicasa TIA p50
C3413(U+G) Replicasa - p50
C3545A Replicasa - p70

Continda en la pagina siguient
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u3582C Replicasa Y/H p50
C3879G Replicasa L/V p70
G3945A Replicasa G/S p40
U3989C Replicasa - p30
A4006G Replicasa K/R p60

L Gen en el que se encuentra localizada la mutacion.

%Tipo de cambio producido en la secuencia de aminoacidos de la proteina.

® Numero de pase al cual la mutacién pudo ser detectada por primera vez como una doble banda en los
cromatogramas.

Con objeto de caracterizar la evolucién de la distribuciéon de mutaciones en el espectro
RS YdzilyiSa RS tl1a LRotftlOA2ySa RSt oF OGSNAs T
compar6 la secuencia de los clones biolégicos que habian sido aislados previa@mdase
LJ2 6 f | O AszdycSmaLIcvniaag80p70) (Tabla 5.1) con la de los aislados de la poblacion
v iaz¢100p90) Tabla 5.7. Todos los genomasostrados en la tabla 5.7 contienen también las
mutaciones A2187C y A1746U, fijadas a pases 30 y 40 respectteameemas de un namero
adicional de mutaciones que son exclusivas de cada uno de wfioar(exo ). Este andlisis
mostré que la mayoria de las mutaoes polimérficas se encuentran multiples contextos
mutacionales, lo cual puede ser indicativo dealaita frecuencia de mutaciones recurrentes
(que han surgido varias veces de forma independiente). En contraste a este resultado, se
observé que las mutaciones A2982G y U3582C no se observaban nunca juntas en el mismo
genoma, sugiriendo que debe de habémzenos dos lineas evolutivas que han evolucionado
de manera independiente la una de la otra. Este hecho resulta sorprendente si tenemos en
cuenta que ambas mutaciones presentan ventajas selectivas en presencia de AZC y, por tanto,

su combinacion en el nm® genoma podria llevar a la generacion de un virus mejor adaptado.
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Tabla 5.7 Distribucion de mutaciones polimérficas en los clones biolégicos aislados de las poblaciones
Vv iaz® ¢ n LIc azd ¥ n LIr mag108p90y. |

Poblacion  Clon Mutacione
Q Azc
C1 | U1520C C1604682982GC3413U G3945A U3989C
C2 | U1520CA29820G3945A U3989C
C3 | U1520CA2982GG3945A U3989C
Q (60p60} C4 ] U1520C C1604G C247A2982GG3945A U3989C
C5 |-
C6 | C3413G A4006G
C7 | A2277G C2378G

C8 | C2384G
C9 | C2384G C2471G
C10 | u3989C

C1 | U1520CA2982GG3945A U3989C

C2 | U1520C C2059629825G3945A U3989C

C3 ] U1520C C2384642982GC3413G G3945A U3989C

C4 | u3s82C

C5 | C24713J3582C

C6 | C2384G C3413(3582053945A U3989C

C7 | C2059G C3413G

C8 | C3413G

C9o |-

C10 | C2471G C3879G

C1 | U1520CA2982GG3945A U3989C

C2 ]| U1520C C1604G C247A2082GC3545A G3945A U3989C A4006G
C3 ]| U1520C C2059G A2277G C23A2882GG3945A U3989C
C4 ] U1520C C1604682982GC3545A G3945A U3989C A4006G
C5 | U1520C C2059G C238A2082GG3945A U3989C

C6 | U1520C C2059G A2277G C24APG82GG3945A U3989C
Q (100p90) | C7 | U1520C A227782982GC3545A C3879G G3945A U3989C
C8 | U1520C C1604G C2059G C24APB82GC3413G C3545A G3945A U3989C A400
C9 | C23783J35820C3879G

C10 | C23783J3582CA4006G

C11 | C2059G A2277G C2384G C34W3682053945A U3989C
C12 | A2277G C2384G

C13 ] C1604G C2378G C2384G

C14 | U1520C A2277G C2384G G3945A

C15 | C3413G C3879G G3945A U3989C

Q (80p70}

! Los clones biologicos de estas poblaciones son los mismos que se usaron para determinar la frecuencia
de mutacion de las poblaciones en el apartado 5.2 de resultados (Tabla 5.1).

% Se consideran mutaciones representadas a alta frecuencia aquellas areeep mas de 0,2 veces por
genoma Las mutaciones A2982G y U3582C aparecen marcadas en negrita para resaltar que no
aparecen nunca juntas en el mismo genoma. Todos los clones se secuenciaron desde el nucle6tido 1485
al nucleétido 4028
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Un andlisis filogenético llevado a cabo con el conjunto de los 35 genomas analizados
Sy fla GNBa LRof hdi2yEamzdoRS LB & ArdBopony) (Figura
5.10, mostré que aquellos que tienen en comun las mutacido®S20C, A29826 G3945A,
pueden pertenecer a la misma linea evolutiva, dado que forman un Unico grupo con un alto
valor debootstrap (clustera). Este grupo esta incluido en otro mayor que contiene algunos
genomas adicionales que presentan ademas la mutaciéon U3%8®t=(b). El resto de los
genomas forman 4 grupos independienteki§terc, clusterd, clustere yclusterf). El hecho de
que todos los genomas que contienen la mutacibn A2982G estén agrupados en el mismo
cluster mientras que los genomas que contienenratacion U3582C estén distribuidos en
varios, sugiere quéa mutacionU3582C ha aparecido repetidamente en diferentes lineas

evolutivas.
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Figura 5.10Andlisis filogenético de los genomas virales aislados deplaklaciones del bacteriéfago

vi S@2f dzZOA2y I Rl & L8s/genoinds dtiltygdGsicorresRdhdeiodAididados en la tabla

570 [ 24 RS fhotlBBIEhOASEIVY YINDOIFIR2a Sysopm@ar sz f 2a
amarillo y los de la poblacs Yy az§d100p90) estan marcados en verde. El arbol fue construido mediante

un método de maxima verosimilitud (programa Seaview 4, PhyML) (Gouy y col. 2010, Guindon y col.
HAaMnO dzalkyR2 1 &S Odag)yconolraizRI& tarbod Ao diFnerds lcdd& hoBaS O v |
representan el valor déootstrap (llevado a cabo con 100 réplicas). lobsstersdescritos en el texto

aparecen en la figura con las mutaciones en comudn que presentan cada uno de ellos.
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5.4.2 Estudio de la interferencia entre las mutacione®982G y U353C

El hecho de que las mutaciones A2982G y U3582C no lleguen a fijarse a pesar de las
ventajas que aportan al virus en presencia de AZC podria indicar que ambas mutaciones
poseen valor selectivo similar y, por tanto, ninguna de ellas serezad desplazar a la otra,
estableciéndose un fendmeno de competicion entre ambas que retrasaria su fijacion. Los
resultados obtenidos en los experimentos de competicion realizados previamente (Tabla 5.4)
estarian de acuerdo con esta iddgara confirmad, prolongamos la competicion entre los
Ydzii I yiGSa A %8850 O vaBsicdudantey 15 pases adicionales en presencia de 60
pug/ml de AZC, llegando asi hasta el pase namero 20, del cual se determind la secuencia
consensoTabla 5.8. Los resultados mtsron que ninguna de las mutacionkabiallegado a
fijarse a pase numero 20, reforzando la idea de que la propagacion de los genomas que
contienen la mutacion A2982G interfiere con la propagacion de los genomas que contienen la
mutacién U3582C. Por otro lado, dado que estas dos mutaciones sieap@recen en
genomas que ya contienen la mutacion A1746U, analizamos el comportamiento de los dobles
Y dzii | ¥ (anfdsu+Ardsa (DM1O  8A1746U+U3582¢DM2) en ensayos de competicion entre
ellos(Tabla 5.8. Los resultados obtenidos refuerzan la idea de gmbas mutaciones deben
tener valores selectivos similares, lo que impide que cualquiera de ellas llegue a desplazar a la
otra. Ademas se realizaron ensayos de competicién entre cada uno de los dobles motantes
el mutante sencillov iA1746U En este cas losresultados mostraron que el doble mutante
presentaY I @ 2 NJ @Sy (I 2 | dzS msdyTabldAg yiS aSyOAatt2 vi

Tabla 5.8.Mutaciones presentes en la secuencia consenso de las poblaciones obtenidas durante la
competicion entre distintos mutantes inf®@ OA 2a2a RSt oF OGSNAsFI 32 vi @

Competicior Mutaciones presentes pt Mutaciones presentes p20
+AZC (6Qug/ml) +AZC (6@ug/ml)
V IA2982G+V 1U3582C A2982(G+A) + U3582(C+U) A2982(G+A) + U3582(C+U)
DM1 + DMe A1746U + A2982(G+A) + U3582(CH A1746U +A2982(G+A) + U3582(C+L
Vv iA1746U+ DML A1746U + A2982G No determinado
Vv iA1746U+ DM2 Al1746U + U3582C No determinado
v iA1746U+ DML+ A1746U + A2982(G+A) + U3582(CH Al1746U + A2982(G+A) + U3582(C+
DM2

'Las competiciones se realizaron infectandizialmente 16 bacterias con 100 10 ufp de cada virus
competidor en un volumen de 10 ml, en presencia de AZC (60 pg/ml) y manteniendo una moi de 0,01 a
lo largo de los pases.

% Se analizé la secuencia consenso de la poblacién obtenida despuémeestp5) o 20 (p20)En cada

caso se analizé Unicamente la region especifica en la que se encontraba la mutacién de estudio.
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5/ RI tF StS@FRIF GF&alFl RS SNNRN RSt ol OGSNAs T
recurrentes encontrado en los espectros oeitantes de las poblaciones evolucionadas en
presencia de AZC (Tabla 5.7), sorprende que no se haya seleccionado un genoma que contenga
ambas mutaciones. Una pbfe explicacion para este hecles que el doble mutante tenga
menor fithessque cualquiera ddos mutantes sencillos, seleccionandose en contra a lo largo
de la evolucion. Para analizar esta idea intentamos generar el doble mutante
Q A2982G+U3582@nediante mutagénesis dirigida. Los resultados obtenidos mostraron la
introduccién satisfactoria de apas mutaciones en el vectoBd SELINBaAsy RSt ol OGS
9n embargo, no fue posible recuperar virus de ninguna de las bacteriasananasfas con el
doble mutante, aunquesi se pudo recuperar virus a partir de cada uno de los mutantes
individuales erensayos llevados a cabo en paralelo. Estos resultados sugieren que la presencia

de ambas mutaciones en el mismo genoma es letal o altamente deletérea para el virus.

5.5 MECANISMO DE ACCION DE LAS MUTACIONES LOCALIZADAS EN EL GEN DE LA REPLICASA
5.5.1 Déerminacién de la frecuencia de mutacion de las poblaciones generadas a partir de
f2a Ydzil yiSanok@t Va6 24248 Vi
Para investigar el mecanismo por el cual las mutaciones A2982G y U3582C presentan
ventajas selectivas en presencia de AZCYldgi | y (1 Sa A y @& QssRGy &l dirusv |
v iwt, se sometieron a 10 pases seriados en presencia de 40 pug/ml dé-igd@ 6.1). Este
altimo también fue propagado durante el mismo nimero de pases en ausencia de mutageno.
Dado que las mutaciones 882G y U3582C son deletéreas en ausencia de AZC y revierten a
pases tempranos en estas condiciones, la evolucién de estos mutantes solo se realizé en

presencia de AZC.
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Pases seriados en presencia de@ml AZC Poblaciones
evolucionadas

+AZC +AZC +AZC +AZC +AZC

Clon infeccioso inicial p10
(Q wt, @ A2982G Q U3582% (+AZC)

Pases seriados en ausencia de AZ

-AZC -AZC -AZC -AZC

Clon infecciosanicial p10
(Q wt) (-AZC)

Figura 5.11. Evolucion de los virus indicados en presencia y ausencia de9AZC. @ AwWN3iZds v |
Ydzii F yiSa A yo9s&8 Oussszrse gropagaron durante 10 pases seriados en presencia de 40
png/ml de AZC o en su ausen@iaiwt). El proceso smicio infectando 10bacteriasE.coli Hficon 10 ufp

del virus correspondiente en un volumen de 10 ml. Cada nuevo pase se realizé7a:rbp fcedentes

del sobrenadante obtenido en el pase anterior. Las poblaciones obtenidas tras 10 pases se nombraron
del mismo modo que el virus inicial, indicando si los pases habian tenido lugar en presencia (+AZC) o en
ausencia{AZC) de AZC.

De cada una de las poblaciones obtenidas se aislaron 15 clones bioldgicos que fueron
secuenciados para determinar feecuencia de mutacion maximar() de cada poblacion,
calculada como el numero total de mutaciones dividido por el nimero total de nucleétidos
secuenciadosEn este analisis se identificaron 7 mutaciones en la pobl&idn(-AzCYFm =
1,7x10%, 91 en lapoblacionQ wt(+AZCXFm = 1,54x18), 54 en la poblaciém 1A2982G+AZC)

(Fm =9,15x1®0 & nn Sy fuUsss2qezo)fFh © 7 35410).v iLos resultados
obtenidos mostraron una reducciéon significativa de las frecuencias de mutacién de las
poblaciorS & A82(+AZCR  W3b82C(+AZC)con respecto a la poblaciofy wi(+AzC) La
reduccion fue mas acentuada en la poblacidiu3sg2c(+AzgTest ChtuadradoP < 0.001 que

en la poblaciév ia2982(+AzqjTest ChtuadradoP = 0.002 (Figura 5.12 Todadas frecuencias

de mutacion fueronsignificativamente mas altas que la de la poblacién evolucionada en

ausencia de AZC (Test-ChadradoP < 0.00%
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