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1. SUMMARY 
 
 RNA viruses replicate their genomes with the highest error rates found in nature, 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 makes it 

difficult to find effective antiviral strategies. However, additional increases in the error rate can 

lead to a higher amount of deleterious mutations in the virus genomes, which is associated 

with fitness decreases, and eventually with the extinction of infectivity. These observations 

have inspired a new antiviral strategy known as lethal mutagenesis that consists in the 

treatment of virus infections with mutagenic agents. One of the potential advantages of lethal 

mutagenesis lies on the difficulties to select resistance mutants under these conditions. 

However, it has been demonstrated that single amino acid substitutions that modify 

replication fidelity can evolve in response to mutagenic treatments with nucleoside analogues, 

making the study of the conditions that favour the selection of these mutants highly relevant. 

 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 work carried 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 sizes led to the selection of an adapted population. This population presented the 

fixation of a single mutation, A1746U in the A1 protein gene and numerous polymorphisms, 

some of them, such as the replicase substitutions A2982(G+A) and U3582(C+U), with 

demonstrated selective value in the presence of AZC.  The analysis of the mutant spectra of 

the virus populations isolated at different points of the transfer series showed that 

polymorphic mutations distributed into several evolutionary lines that compete among them, 

making it difficult the emergence of a defined consensus sequence. The analysis of the 

molecular mechanisms by which substitutions A2982G (T210A) and U3582C (Y410H) increased 

the resistance to AZC showed that, despite being located outside the replicase catalytic site, 

both reduced the mutation frequency in the presence of the drug. However, they did not 

modify the type of AZC-induced substitutions, which was mediated mainly by ambiguous base 

pairing of the analogue with purines. In contrast to this, the selective advantage of substitution 

A1746U seems to be related to the hypomethylating action of AZC, which is associated to 

unbalances in the optimal amounts of coat and A1 proteins. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

 Los virus y los viroides son los sistemas replicativos más simples que existen en la 

naturaleza. Ambos son parásitos intracelulares obligados ya que necesitan introducirse dentro 

de una célula hospedadora que les proporcione las moléculas y estructuras necesarias para 

completar su ciclo vital. Una característica que define a los virus es la gran diversidad de 

estrategias que pueden adoptar para su replicación, lo cual tiene como consecuencia que 

prácticamente todas las especies que existen en la biosfera son susceptibles de ser infectadas 

por algún tipo de virus (Murphy 1996). El concepto de diversidad también se extiende al tipo 

de ácido nucleico que pueden usar para almacenar su información genética (DNA o RNA, de 

cadena sencilla o doble, circular o lineal) y a las diferencias que existen entre las secuencias 

genómicas de los individuos que componen las poblaciones virales. La diversidad genética es 

mayor en los virus que tienen RNA como material genético que en los que tienen DNA, siendo 

esta una de las principales causas de las dificultades que existen para controlar las 

enfermedades causadas por estos virus (Domingo y col. 1997, Lemon 1997a, b, Webster y col. 

1982). Se hace, por tanto, necesario un mejor entendimiento de los mecanismos que regulan 

la diversidad genética contenida en las poblaciones virales, así como de las relaciones entre 

diversidad y capacidad de adaptación. Los virus RNA son, además, un excelente modelo para 

identificar los principios generales que rigen la dinámica y las bases moleculares de la 

adaptación biológica, debido a que nos permiten estudiar en tiempos cortos los procesos de 

adaptación a los cambios en las presiones selectivas y establecer las relaciones genotipo-

fenotipo más fácilmente que en otros sistemas biológicos. 

  

2.1 VARIABILIDAD GENÉTICA DE LOS VIRUS RNA 

 La gran variabilidad genética que presentan los virus RNA se debe en gran medida a la 

alta tasa de error que presentan durante la replicación de su material genético. La tasa de 

error o tasa de mutación de un virus se define como la frecuencia de incorporación de 

nucleótidos erróneos durante el proceso de replicación del genoma y determina su capacidad 

para mantener su información esencial mientras hace frente a los cambios ambientales 

(Domingo y Holland 1994, Domingo y Holland 1997, Holland 1993, Holland y col. 1992). Se ha 

estimado que las tasas de error para los virus RNA se encuentran en un rango de entre 10-3 a 

10-5 sustituciones por nucleótido y ronda de replicación (s/n/r) (Batschelet y col. 1976,  
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Domingo 2007, Drake y Holland 1999, Sanjuán y col. 2010), varios ordenes de magnitud más 

altas que las de los virus DNA (10-8 - 10-11 s/n/r) (Cuevas y col. 2009, Drake 1991), o las del DNA 

celular (10-10 - 10-11 s/n/r) (Echols y Goodman 1991, Kunkel y Alexander 1986). El elevado valor 

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

ŘŜ ƭŀǎ wb! ǇƻƭƛƳŜǊŀǎŀǎ όŀŎǘƛǾƛŘŀŘ ŜȄƻƴǳŎƭŜŀǎŀ оΩ Ҧ рΩύ ǉǳŜ ǎƝ Ŝǎǘłƴ ǇǊŜǎŜƴǘŜǎ Ŝƴ ƭŀǎ 5b! 

polimerasas (Bernard y col. 1989), y a la ausencia de mecanismos de reparación post-

replicativos (Friedberg y col. 2006). Otros factores que contribuyen a incrementar la 

variabilidad genética de los virus RNA son la recombinación genética (Domingo 2007, Domingo 

y col. 2008, Mikkelsen & Pedersen 2000) y los reordenamientos genómicos en los virus de 

genoma segmentado (Webster 1999). 

 Además de las diferencias en las tasas de error, otra gran diferencia entre los virus RNA 

y los organismos celulares radica en la porción del espacio de secuencias que ocupan. El 

espacio de secuencias se define como el número total de secuencias posibles que se pueden 

obtener a partir de un genoma de una longitud determinada (Eigen y Biebricher 1988). La 

capacidad para explorarlo es mayor para las poblaciones de virus que para las de organismos 

celulares (Domingo y Holland 1997, Domingo y col. 2006), debido principalmente a su mayor 

heterogeneidad genética, a sus mayores tamaños poblacionales y a la mayor complejidad de 

sus poblaciones.  

 

2.2 ESTRUCTURA DE LAS POBLACIONES DE VIRUS RNA 

 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 selección natural y la deriva génica 

van a estructurar estos conjuntos de mutantes dando lugar a poblaciones que poseen un 

elevado grado de organización. 

2.2.1 Concepto de eficacia biológica 

 La eficacia biológica o fitness de un organismo es un parámetro complejo que describe 

la capacidad replicativa y la adaptabilidad que presenta dicho organismo en un ambiente 

concreto, que no está definido únicamente por parámetros químico-físicos, sino también por 

el resto de individuos que componen la población (Domingo y col. 1999, Williams 1992). En el 

caso de los virus, el fitness se define como la capacidad para producir progenie infecciosa 

viable en un ambiente dado (Domingo y Holland 1997, Domingo y col. 2003, Martínez y col. 

1991) y suele expresarse como un valor relativo respecto a un virus de referencia. El fitness no 
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depende solo de la capacidad para replicar el genoma, sino también de otros procesos, como 

la unión a receptores específicos de la superficie celular, la entrada en la célula hospedadora o 

el ensamblaje y la liberación de las nuevas partículas virales (Manrubia y Lázaro 2006). El 

fitness de los distintos individuos que componen una población viral determina en gran parte 

su estructura, ya que los distintos mutantes van a estar más o menos representados según el 

valor que presenten para este parámetro. La eficacia biológica de una población puede 

representarse en forma de paisajes de fitness (Figura 2.1), en los cuales el nivel más bajo 

simboliza el conjunto de genotipos posibles (espacio de secuencias) y la altitud en cada punto 

representa el fitness asociado a esos genotipos. El contexto ambiental determina el contorno 

del paisaje, el cual se modifica con el tiempo debido a los continuos cambios que se producen 

en el ambiente. Las poblaciones se desplazarán por el paisaje de fitness a través de la 

adquisición de mutaciones que les permiten alcanzar los valores más elevados (Domingo y 

Holland 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Representación del paisaje de fitness para una cuasiespecie viral. Las regiones más altas y 

estrechas que terminan en pico representan la localización de los virus que poseen los valores de fitness 

más altos. Por el contrario, las regiones más bajas o valles hacen referencia a la situación en el paisaje 

donde se localizan los virus que tienen fitness más bajos. Los procesos de selección natural y deriva 

genética desplazan a los conjuntos de mutantes (   ) hacia las diferentes regiones del paisaje. 
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 Las tasas de mutación óptimas van a depender de la velocidad y naturaleza de los 

cambios producidos en el paisaje de fitness. Cuando la tasa de mutación es baja, la secuencia 

que replica más rápido puede llegar a dominar la población, aun cuando su progenie sea 

desventajosa. Sin embargo, dado que la mayoría de las mutaciones tienen efectos deletéreos 

(Bell 1997, Eyre-Walker y Keightley 2007) cuando la tasa de mutación es alta se favorecen 

paisajes de fitness con un elevado grado de neutralidad, proporcionando mayor robustez 

frente al efecto negativo de las mutaciones. En este caso el acoplamiento entre secuencias 

causado por la generación de mutaciones puede llegar a ser más fuerte que los coeficientes de 

selección individuales (Wilke 2005).  

2.2.2 Concepto de cuasiespecie viral 

 Las complejas distribuciones de mutantes que forman las poblaciones virales se 

conocen comúnmente con el nombre de cuasiespecies (Biebricher y Eigen 2006). El término 

cuasiespecie fue inicialmente propuesto por Eigen y Schuster para describir la dinámica 

evolutiva de las poblaciones de replicones primitivos que, según la teoría del mundo RNA, 

poblaron la Tierra antes del origen de la vida celular (Eigen 1971, Eigen y Schuster 1979). 

Según esta teoría, las cuasiespecies moleculares representan el estado estacionario alcanzado 

por una población infinita de replicadores que se copian a alta tasa de error en condiciones 

constantes durante un tiempo suficientemente largo, para alcanzar el equilibrio entre los 

procesos de mutación y selección. Cuando se habla de poblaciones de virus, el término 

cuasiespecie hace referencia a un conjunto de variantes genéticamente relacionadas a través 

de mutaciones, que interactúan en un nivel funcional y que contribuyen de manera colectiva a 

las propiedades de la población (Lauring y Andino 2010). Las cuasiespecies virales están 

definidas por una secuencia consenso y un espectro de mutantes (Figura 2.2). La secuencia 

consenso se define como la secuencia de nucleótidos más frecuentes en cada posición, 

considerando el conjunto de genomas de la población. Esta secuencia, puede coincidir o no 

con la secuencia maestra, que es aquella que tiende a dominar en el conjunto de genomas de 

la población al proporcionar mayor eficacia biológica al individuo de la población que la posee. 

En poblaciones con un alto grado de neutralidad no se puede hablar de la existencia de una 

secuencia maestra única, siendo en muchos casos no identificable, e incluso minoritaria en la 

población (Domingo 1994). El resto de los genomas que componen la cuasiespecie constituyen 

lo que se denomina el espectro de mutantes. Todos los genomas que constituyen una 

cuasiespecie, no solo la secuencia maestra, ayudan a perpetuar la población con el 

mantenimiento de la eficacia biológica (Eigen 1993). Las cuasiespecies virales pueden 

caracterizarse en base a cinco parámetros relevantes que permiten definir la estructura de la 
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población (Domingo 1994, Domingo y col. 2001) y que son el número promedio de mutaciones 

por genoma en el espectro de mutantes, el tamaño poblacional, la longitud del genoma, el 

número medio de mutaciones necesarias para un cambio fenotípico y la fecundidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2. Estructura en cuasiespecies de los virus RNA. Las líneas horizontales representan los 

genomas virales y los símbolos sobre ellas representan las mutaciones respecto a la secuencia consenso. 

Debajo del espectro de mutantes se indica la secuencia maestra y la secuencia consenso de la población. 

  

2.2.3 Interacciones en el espectro de mutantes 

 Los efectos de las mutaciones en el fitness no siempre son absolutos, sino que pueden 

variar dependiendo del ambiente en el que tiene lugar la replicación (Elena y Lenski 2003), del 

contexto mutacional, es decir, de las mutaciones previamente acumuladas, y de la propia 

eficacia biológica. El efecto de la interacción entre mutaciones se conoce como epistasis (Burch 

y Chao 2004, Fisher 1918, Phillips 2008, Wolf y col. 2000, Lázaro 2014) y es muy frecuente en 

los virus RNA. Se han documentado ejemplos en varios virus como el de la estomatitis vesicular 

(VSV), virus del grabado del tabaco (VGT), fiebre aftosa (VFA), chikungunya y el virus de la 

inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), pudiendo ocurrir tanto entre mutaciones deletéreas 

como beneficiosas (Bonhoeffer y col. 2004, Elena 1999, Lalic y Elena 2012, Sanjuán y col. 2004, 

Tsetsarkin y col. 2009). Las interacciones epistáticas pueden clasificarse en sinergísticas o 

antagonísticas (Churchill 2001), y estas a su vez pueden ser positivas o negativas (de Visser y 

col. 2011). La epistasis antagonística entre mutaciones deletéreas y la epistasis sinergística 

entre mutaciones beneficiosas representan fenómenos de epistasis positiva, mientras que la 

Secuencia consenso 

Espectro de 
mutantes 
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situación contraria, representa fenómenos de epistasis negativa. Un tipo particular de epistasis 

lo representan las mutaciones compensatorias, las cuales son mutaciones neutrales o 

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 en fitness causado por estas mutaciones es compensado por la 

adquisición de otras nuevas (Buckheit 2004, Maisnier-Patin y Andersson 2004).   

 Una consecuencia directa de las altas tasas de error que presentan los virus RNA es 

que dentro de una misma célula hospedadora la diversidad genética puede llegar a ser muy 

amplia, pudiéndose generar mutantes con habilidad reducida para replicarse o para codificar 

proteínas funcionales. Estos genomas pueden comportarse como genomas defectivos, en el 

caso de que su supervivencia en la población sea posible gracias al uso de los recursos 

producidos por los virus viables (Grande-Pérez y col. 2005). En ese caso, los virus defectivos 

pueden actuar como parásitos de los virus viables e interferir en la replicación eficiente de 

estos (Crotty y col. 2001, Crotty y col. 2002, González-López 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 cooperación tanto en el caso de fenómenos 

de co-infección (Turner y Chao 2003), como entre las variantes que constituyen una 

cuasiespecie, donde la composición del espectro de mutantes puede determinar el 

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

 

2.3 LAS CUASIESPECIES COMO SISTEMAS ADAPTATIVOS 

 Las mutaciones beneficiosas son el sustrato sobre el que la selección natural actúa 

para conducir a la adaptación. Sin embargo, la evolución de las poblaciones virales también 

está influida por fenómenos aleatorios causados por la deriva genética. La intensidad de la 

deriva genética va a depender fundamentalmente del tamaño poblacional. A bajo tamaño 

poblacional, el efecto producido por la selección natural puede ser muy pequeño comparado 

con el efecto ejercido por la deriva génica. En ese caso, las mutaciones tienden a fijarse de 

manera aleatoria y, puesto que la mayoría de ellas tienen efecto deletéreo, se produciría una 

disminución de la eficacia biológica. Sin embargo, dado que las poblaciones de virus pueden 

alcanzar grandes tamaños durante su infección, su evolución va a estar determinada por la 

combinación de periodos en los que predomina la selección natural con otros en los que 

predomina la deriva génica (Cuevas y col. 2009).  Para que una mutación beneficiosa se fije en 

la población, es necesario que sobreviva a la deriva génica y que bajo la influencia de la 
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selección natural desplace al resto de los genomas. Cuando varias mutaciones beneficiosas 

presentes en diferentes genomas se propagan simultáneamente en una población asexual en 

ausencia de recombinación, su fijación puede retrasarse debido a la competición entre dichas 

mutaciones, lo que se conoce como dinámica de interferencia. En base a los efectos que 

ejercen las mutaciones beneficiosas y los diferentes contextos genéticos donde pueden surgir, 

existen tres modelos teóricos para explicar la dinámica de interferencia entre mutaciones: El 

modelo de interferencia clonal, que asume que la mayoría de las mutaciones beneficiosas 

tienen valor selectivo diferente y  aparecen en contextos genéticos ya establecidos (Gerrish y 

Lenski  1998, Wilke 2004), el modelo de mutaciones múltiple, que asume que las mutaciones 

beneficiosas presentan un valor selectivo similar y pueden aparecer en cualquier contexto 

genético, (Brunet y col. 2008, Desai y Fisher 2007, Desai y col. 2007), y el modelo de 

interferencia completa, que considera que las mutaciones beneficiosas pueden diferir tanto en 

sus efectos como en el contexto genético en el que aparecen (Hegreness y col. 2006, Park y 

Krug 2007). Los virus RNA, con sus grandes tamaños poblacionales y sus elevadas tasas de 

error, son candidatos a generar mayor número de mutaciones beneficiosas que otros sistemas 

biológicos. Estas mutaciones pueden interferir entre ellas tal y como está demostrado 

(Betancourt 2009, Holder y Bull 2001, Miralles y col. 1999, Wichman y col. 1999), lo que puede 

causar su eliminación antes de llegar a fijarse. 

2.3.1 Factores que influyen en la evolución de las poblaciones virales 

 Tamaño poblacional  

 El número de individuos que va a dar lugar a la siguiente generación de una población, 

es decir, el tamaño poblacional, va a tener un efecto muy importante en la variación de la 

eficacia biológica de dicha población y por tanto en su velocidad de adaptación (Domingo y col. 

1999, Domingo y col. 2001). Las poblaciones virales que evolucionan a alto tamaño poblacional 

permiten la competición entre mutantes diferentes, lo cual conduce a ganancias de fitness 

debido a la selección positiva de los genomas más eficaces (Arias y col. 2001, Clarke y col. 

1993, Escarmís y col. 1998, Martínez y col. 1991, Novella y col. 1995a, Novella y col. 1995b). 

Por el contrario, la sucesión de cuellos de botella poblacionales representa reducciones en la 

diversidad genética, dando lugar a la fijación rápida de mutaciones y causando la desviación 

progresiva de la secuencia consenso inicial hacia una secuencia consenso nueva. En estas 

circunstancias se suelen producir disminuciones en la eficacia biológica de las poblaciones, las 

cuales podrían llegar a extinguirse si no existen mecanismos compensatorios que restauren la 

situación inicial (Figura 2.3) (Cases-González y col. 2008, Domingo y Holland 1997, Domingo y 
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col. 1996, Domingo y col. 1999, Escarmís y col. 1999, Lázaro y col. 2003). Este tipo de 

acumulación de mutaciones deletéreas fue inicialmente propuesto por Müller en 1964, como 

una causa frecuente de extinción en las poblaciones pequeñas de organismos asexuales que 

replican con altas tasas de mutación (Müller 1964). Un ejemplo experimental  de reducciones 

poblacionales extremas es el de la transmisión de virus a través de pases placa a placa, un 

proceso en el que el tamaño poblacional se reduce a un único individuo. Diversos estudios 

llevados a cabo con el VFA mostraron que la transmisión de varios clones virales a través de un 

número muy elevado de pases placa a placa aceleraba la fijación de mutaciones. Las 

poblaciones, sin embargo, no llegaban a extinguirse debido a la fijación de mutaciones 

compensatorias en los genomas que habían alcanzado valores muy bajos de fitness (Escarmís y 

col. 2006, Manrubia y col. 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3. Evolución de la secuencia consenso y fitness de las poblaciones virales en función del 

tamaño poblacional. Las líneas hacen referencia a los genomas que constituyen las secuencias consenso 

y los puntos sobre ellas indican las mutaciones adquiridas durante la transmisión. Cuando la población 

inicial (A), se transmite utilizando tamaños poblaciones elevados (flecha grande), da lugar a una 

población (B), en la que se ha producido la fijación de mutaciones con valor selectivo en la secuencia 

consenso. Esto produce aumentos de fitness. Por el contrario, cuando la población A se transmite a 

través de tamaños poblacionales reducidos (flechas pequeñas) se produce la fijación de mutaciones 

independientemente de su valor selectivo, dando lugar a una nueva secuencia consenso (C). Esto 

conduce a pérdidas de fitness que pueden provocar la extinción de la población. 
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 Tasa de error 

 Los efectos producidos en la capacidad adaptativa viral como consecuencia de las 

variaciones en la tasa de error van a depender del efecto promedio que tengan las mutaciones 

en el fitness. En el caso de que las mutaciones beneficiosas estén favorecidas, los virus serán 

más tolerantes a los incrementos adicionales en la tasa de error, mientras que si predominan 

las mutaciones deletéreas, el efecto será negativo. Dado que las mutaciones deletéreas son 

más frecuentes que las beneficiosas, se suele aceptar que los incrementos en la tasa de error 

conducen a pérdidas de fitness (Arias y col. 2013, Arribas y col. 2011, Crotty y col. 2001). Sin 

embargo, la generación de mutaciones beneficiosas es más abundante de lo que se estimó en 

principio (Sniegowski y Gerrish 2010) y depende de factores tales como el tamaño poblacional, 

la propia tasa de error y el grado de adaptación de la población. Resultados previos obtenidos 

en nuestro laboratorio demostraron que en virus de baja eficacia biológica se podía producir 

una mayor proporción de mutaciones beneficiosas que en los de alta eficacia biológica (Cases-

González y col. 2008). 

 Las diferencias en las tasas de mutación que se observan en diferentes especies 

indican que a través de la evolución se han seleccionado los valores óptimos para este carácter 

y se ha sugerido que la variabilidad ambiental puede ser un factor que determine estos valores 

(Drake y Holland 1999, Drake y col. 1998). La fidelidad de replicación del DNA va a depender de 

la alta precisión de copia que presentan las DNA polimerasas mediante su actividad correctora 

de errores. Sin embargo, esta precisión puede modificarse si el ambiente lo requiere. Un 

ejemplo de ello lo representa la selección en condiciones de estrés de bacterias mutadoras 

que carecen de algunas de las actividades correctoras de errores de las polimerasas. Estas 

variantes promueven la aparición de individuos capaces de 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 una rápida adaptación 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 (Furió y col. 2005, 2007).  
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2.4 EVOLUCIÓN DE LOS VIRUS RNA A TASA DE ERROR INCREMENTADA 

 El hecho de que las poblaciones de virus RNA repliquen con tasas de mutación tan 

elevadas, hace que sean muy susceptibles a los incrementos adicionales de las mismas (Eigen 

2002, Holmes 2003, revisado en Lázaro 2014). Experimentos tempranos llevados a cabo con el 

VSV mostraron que el incremento en la tasa de error por la adición de mutágenos químicos 

como 5-fluorouracilo (5-FU), 5-azacitidina (AZC) o ácido nitroso (HNO2) producía una 

disminución del fitness y de la infectividad viral (Holland y col. 1990, Lee y col. 1997). Estos 

descensos en el fitness asociados al empleo de agentes mutagénicos podrían conducir a las 

poblaciones virales a la extinción relacionando así la frecuencia de mutación en el espectro de 

mutantes con la estabilidad de las poblaciones (Holland y col. 1990). La teoría de cuasiespecies 

predice que esta estabilidad puede verse perjudicada cuando la tasa de error alcanza un límite, 

conocido como umbral de error, que es incompatible con el mantenimiento de la información 

genética (Biebricher y Eigen 2005, Eigen 1971, Eigen 2002, Nowak y Schuster 1989). En este 

punto, un pequeño aumento de la tasa de mutación puede conducir a un cambio esencial en la 

composición de los genomas de la población. El umbral de error va a depender tanto de la 

complejidad de la población como de la superioridad de la secuencia maestra sobre el 

espectro de mutantes (Domingo y Holland 1997). Cuando este umbral se sobrepasa, todas las 

secuencias genómicas son igualmente probables y la población organizada como cuasiespecie 

pasa a estar formada por un conjunto de genomas distribuidos al azar, produciéndose así la 

pérdida de la información genética. Este fenómeno es lo que se conoce como transición a la 

catástrofe de error (Eigen y Biebricher 1988, Swetina y Schuster 1982) (Figura 2.4). 

 Existen numerosos ejemplos de que los virus RNA replican con una fidelidad de copia 

cercana al valor máximo que es compatible con el mantenimiento de sus poblaciones 

(Domingo y col. 1999) y que pequeños aumentos causados por el tratamiento con agentes 

mutagénicos producen la extinción de las mismas (Graci y col. 2008, Grande-Pérez y col. 2002, 

Lanford y col. 2001, Lee y col. 1997, Loeb y Mullins 2000, Loeb y col. 1999, Pariente y cols. 

2001, Tapia y col. 2005). El fenómeno de extinción de la infectividad viral mediante el 

tratamiento con mutágenos ha dado lugar al desarrollo de una nueva estrategia antiviral 

conocida como mutagénesis letal. 
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Figura 2.4. Transición a la catástrofe de error en las poblaciones de virus RNA. La distribución de los 

genomas que componen una cuasiespecie varía en función 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 el fitness 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 acuñado por Loeb y sus colaboradores en estudios 

llevados a cabo con VIH-1 (Loeb y Mullins 2000, Loeb y col. 1999). Posteriormente, estudios 

llevados a cabo con poliovirus mostraron que durante el tratamiento con ribavirina el 

mutágeno era incorporado durante la replicación aumentando el número de transiciones en 

los genomas virales, las cuales reducían la infectividad específica viral pudiendo resultar 

extinguidas (Crotty y col. 2000). Existen además otros estudios en los que se ha documentado 

la extinción de los virus RNA tras su tratamiento con diferentes análogos de nucleósidos 

mutagénicos como 5-FU o AZC (Agudo y col. 2009, Dapp y col. 2009, Sierra y col. 2000). Las 

extinciones observadas durante la mutagénesis letal pueden ocurrir a través de la combinación 

de varios factores, todos ellos causados por el exceso de mutaciones. Entre estos factores se 

encuentran la disminución de la capacidad replicativa viral, las dificultades para mantener la 

información genética y el incremento en las interacciones defectivas entre virus 

mutagenizados.  
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2.5 SELECCIÓN DE MUTANTES VIRALES EN PRESENCIA DE ANÁLOGOS DE NUCLEÓSIDOS 

MUTAGÉNICOS 

 La mutagénesis letal se basa en la suposición de que la selección natural se encuentra 

muy desfavorecida a tasas de error incrementadas, lo que llevó a pensar que en estas 

condiciones no se seleccionarían mutantes de resistencia, constituyendo una gran ventaja 

frente a otros tipos de terapias. Sin embargo, dado que las cuasiespecies víricas contienen un 

número muy elevado de variantes (Domingo y col. 1985, Domingo y col. 1988, Eigen 1971, 

Eigen y Schuster 1979, Wimmer y col. 1993), no tardaron en encontrarse mutantes de 

resistencia a mutágenos (revisado en Lázaro 2014). El primero de ellos fue un mutante de 

poliovirus, aislado durante un tratamiento con ribavirina, el cual poseía una RNA replicasa con 

mayor fidelidad que el virus salvaje (Pfeiffer y Kirkegaard 2003, Vignuzzi y col. 2006). Este 

mutante que presentaba un único cambio en un aminoácido situado en el dominio finger de la 

replicasa demostró que los residuos que se encuentran lejos del centro activo también pueden 

modular la fidelidad de la enzima. El hecho de que una única sustitución fuera suficiente para 

incrementar de 3 a 5 veces la fidelidad de copia de la polimerasa sugiere que los virus RNA no 

han seleccionado estas variantes de fidelidad a lo largo de la evolución debido a las ventajas 

que ofrecen las altas tasas de error. Diversos experimentos realizados con el mutante de 

poliovirus demostraron que, aunque su cinética de replicación en ensayos in vitro y en 

ausencia de cualquier presión selectiva era similar a la del virus salvaje, el virus había 

disminuido su fitness y su virulencia en ensayos in vivo y bajo una presión 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 resultados a una pérdida de las interacciones cooperativas entre los 

individuos que forman el espectro de mutantes, sugiriendo que la selección actúa a nivel 

poblacional y no de forma individual (Vignuzzi y col. 2006).  

 Además se han aislado mutantes de fidelidad en otros virus como Chikungunya (Coffey 

y col. 2011), CVB3 (Levi y col. 2010), enterovirus (Sadeghipour y col. 2013) y VFA (Arias y col. 

2008). En el caso del VFA se han aislado diferentes mutantes resistentes a ribavirina. Uno de 

ellos, que presenta la mutación M296I en el centro catalítico de la replicasa, produce la 

disminución de la incorporación de ribavirina en 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 sustitución P44S, que es capaz de 

reducir el sesgo mutacional ocasionado por la ribavirina sin alterar la frecuencia de mutación 

en el espectro de mutantes (Agudo y col. 2010). En el caso del virus Chikungunya, la mutación 
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de fidelidad C483Y localizada en la replicasa del virus se aisló tras varios pases en presencia de 

ribavirina y 5-FU. Esta mutación producía un coste en fitness cuando se enfrentaba a cambios 

en las presiones selectivas. El aislamiento de este tipo de mutantes muestra que las 

poblaciones generadas cuando la replicación ocurre con mayor fidelidad y que, por tanto, 

presentan menor heterogeneidad, tienen menos éxito cuando se enfrentan a ambientes 

complejos.  

 Se ha propuesto que las altas tasas de error que presentan los virus RNA también 

pueden promover la selección de la robustez mutacional como un mecanismo para resistir los 

efectos deletéreos que presentan las mutaciones (Elena 2012, Lauring y col. 2013, Lázaro 

2014). Esta robustez se expresa como el mantenimiento del fenotipo a pesar de las variaciones 

en el genotipo (Montville y col. 2005, Waddington 1957). Sin embargo, no está claro que la 

selección natural favorezca directamente la robustez mutacional (Sanjuán y col. 2007). La alta 

capacidad que presentan los virus de RNA para mutar y adaptarse va en contra de la idea 

misma de robustez, ya que si un fenotipo es robusto, sería esperable que una población 

tuviera dificultades para adaptarse a un cambio ambiental. La robustez mutacional puede 

impedir o facilitar la adaptación en función del tamaño poblacional, de la tasa de mutación y 

de la estructura del paisaje de fitness. En poblaciones de alto tamaño poblacional, como son 

las poblaciones de virus RNA, la selección negativa puede eliminar los genomas menos viables, 

dando lugar a poblaciones en las que las secuencias de mayor fitness dominen en el espectro 

de mutantes, garantizando la robustez mutacional (Elena 2012, Lauring y col. 2013). Además, 

las poblaciones de virus RNA pueden volverse robustas mediante la migración 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 nucleótidos está rodeada por un 

conjunto de genomas que poseen valores de fitness similares y que difieren en una o muy 

pocas mutaciones, estableciendo una red neutral (Elena 2012, Lauring y col. 2013). Sin 

embargo, la robustez puede aumentar la variación genética de una población permitiendo 

interacciones epistáticas entre las mutaciones neutrales. Esto aumentaría el rango de 

fenotipos adaptativos disponibles en el espacio de secuencias.  

 Como conclusión se puede afirmar que los virus RNA pueden utilizar diferentes 

mecanismos para evitar las consecuencias negativas del aumento de la tasa de error (Escarmís 

y col. 2008, Hmwe y col. 2010, Perales y col. 2011). Por tanto, los incrementos en las tasas de 

error constituyen una presión selectiva a la que los virus son capaces de adaptarse, ya sea 

mediante el aumento de la fidelidad general de las replicasas (Coffey y col. 2011, Levi y col. 
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2010), de la mejora del reconocimiento de los nucleósidos normales frente los análogos 

mutagénicos (Agudo y col. 2010, Arias y col. 2008) o a través del incremento de la robustez 

mutacional (Elena 2012, Lauring y col. 2013). 

 

2.6. ANÁLOGOS DE NUCLEÓSIDOS MUTAGÉNICOS 

 Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha aumentado de forma artificial la tasa 

de error de la replicación viral mediante el uso de análogos de nucleósidos mutagénicos, 

utilizados comúnmente tanto para el tratamiento de enfermedades microbianas, como en 

terapias contra el cáncer. En concreto se ha utilizado como agente mutagénico principal el 

análogo del nucleósido citidina, 5-azacitidina (AZC). Además se han utilizado otros dos 

análogos de nucleósidos, el 5-Fluorouracilo (5-FU) y la ribavirina (Rib), y se han comparado sus 

efectos con los producidos por el AZC. 

2.6.1 AZC 

 El nucleósido 5-azacitidina (4-amino-1- -̡D-ribofuranosil-S-triazina-2(1H)-ona), es un 

análogo mutagénico del nucleósido citidina en el que el grupo CH de la posición 5 del anillo 

pirimidínico está sustituido por un átomo de nitrógeno (grupo azo) (Figura 2.5). Se sintetizó 

por primera vez en 1964 a partir de una molécula de 1-glicosil isocianato peracetilado (Piskala 

y Sorm 1964). Originalmente fue desarrollado y probado como un antimetabolito de 

nucleósidos con especificidad clínica contra células cancerosas cultivadas y como un agente 

quimioterapéutico eficaz contra la leucemia mielógena 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 mutágeno (Christman 2002, Halle 1968, Karon y Benedict 1972, Landolph y 

Jones 1982, Paul 1982, Viegas-Pequignot y Dutrillaux 1976).  
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Figura 2.5. Estructura química de citidina (Cy) y 5-azacitidina (AZC). 

 

 2.6.1.1 Metabolismo del AZC 

 La similitud estructural entre el AZC y el nucleósido citidina (Figura 2.5) le permite 

entrar en las células utilizando los sistemas de entrada de las bases pirimidínicas. En el interior 

celular puede incorporarse en las rutas metabólicas celulares o introducirse de forma errónea 

durante la replicación del RNA viral. La fuerte actividad citidina desaminasa que contienen las 

células de Escherichia coli (E.coli) hacen que el AZC sea rápidamente desaminado en el cultivo 

bacteriano, convirtiéndose en 5-azauridina (Cihak y Sorm 1965). Estudios llevados a cabo con 

cepas bacterianas carentes de citidina desaminasa demostraron que esta actividad es esencial 

para que el AZC, una vez desaminado a 5-azauridina, ejerza su efecto inhibidor de la síntesis de 

proteínas (Doskocil y Sorm 1970, Friedman 1982). Sin embargo, dicha actividad no es necesaria 

para la incorporación del AZC en el RNA. Por otro lado, Cihak y Sorm (1965) y Hanka y col. 

(1966) señalaron que la citidina, la uridina y la timidina, pero no el uracilo o la citosina, podían 

revertir el efecto antimicrobiano del AZC, sugiriendo que este compuesto podía interferir en el 

metabolismo de los ácidos nucleicos compitiendo con la uridina y la citidina por su 

fosforilación. Se han descrito varias vías que puede seguir el AZC que hacen que interfiera con 

el metabolismo de los ácidos nucleicos (Baghwat y Roberts 1987, Von Hoff y Slavik 1977): 

 

 

(Cy) (AZC) 

 b 

b b 

bI2 

h 



Introducción 

 

18 
 

1. Incorporación en el DNA y RNA: El AZC una vez fosforilado puede incorporarse en 

el DNA reemplazando en un 52% a la citosina, y en polinucleótidos de RNA, donde 

reemplaza entre un 20 ς 30 % a la citidina (Karon y Benedict 1970, Paces y col. 

1968, Zadrazil y col. 1965).  

 

2. Competición por la uridina-citidina kinasa: La uridina-citidina kinasa (UCK) cataliza 

la fosforilación de uridina y citidina, de manera que en presencia de AZC estos 

nucleósidos compiten por su fosforilación. La fosforilación del AZC permite en 

último término su incorporación al RNA mediante la formación de 5-azacitidina 

trifosfato (5-azaCTP) o al DNA mediante su conversión a través de la enzima 

ribonucleótido reductasa (RR) y posterior fosforilación a 5-aza-нΩ-deoxicitidina 

trifosfato (5-aza-dCTP) (Figura 2.6) (Aimiuwu y col. 2012, Cihak y Vesely 1973, 

Vesely y col. 1967, Vesely y col. 1968b, Vesely y col. 1970). 

 
3. Inhibición de la enzima orotidilato descarboxilasa: Estudios llevados a cabo en 

ratones con el virus de la leucemia murina demostraron que el AZC bloqueaba de 

novo la síntesis de las pirimidinas al interferir con la enzima orotidilato 

descarboxilasa (Vesely y col. 1968a), incrementando la excreción de ácido orótico y 

orotidina (Raska y col. 1965). 
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Figura 2.6. Incorporación del AZC en el RNA y en el DNA. El AZC compite con uridina (Ur) y citidina (Cy) 

por la enzima UCK. Si el AZC es fosforilado se convierte en 5-azactidina monofosfato (5-azaCMP), el cual 

mediante mono- o difosfato-kinasas se fosforila a 5-azaCTP. Este compuesto es incorporado en los 

diferentes RNAs. A su vez el 5-azaCDP es convertido a 5-aza-нΩ-deoxicitidina difosfato (5-aza-dCDP) 

mediante la enzima RR. Este compuesto puede producirse además por la fosforilación directa del 5-aza-

нΩ-deoxicitidna (dAZC), el cual difiere estructuralmente del AZC por llevar un anillo de desoxirribosa. El 5-

aza-dCTP producido por sucesivas fosforilaciones es incorporado en el DNA. 

 

 2.6.1.2 Mecanismo de acción del AZC 

 Los efectos producidos por la presencia de AZC han sido ampliamente descritos tanto 

en virus como 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 número de mutaciones 

producidas durante la replicación del genoma, ii) la inhibición del crecimiento bacteriano y iii) 

la inhibición de la síntesis proteica.  Estos efectos han sido estudiados en gran medida en la 

bacteria E.coli, 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 (Doskocil y col. 1967, Doskocil y Sorm 1969, Lal y col. 1988, 

Paces y col. 1968).  

 En el caso de los virus, estudios llevados a cabo por Doskocil y Sorm con el fago f2 

mostraron que en presencia de AZC se producía una inhibición de la síntesis proteica general, 

incluyendo la síntesis de la proteína de cubierta del fago y una alteración en el RNA viral. Estos 

mismos autores en estudios llevados a cabo con el bacteriófago T4, mostraron que a 

concentraciones por encima de 0,5 µg/ml de AZC, se observaba una fuerte inhibición de la 

producción de partículas virales (Doskocil y Sorm 1967). 9ƴ Ŝƭ Ŏŀǎƻ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

también se ha demostrado la mutagenicidad del AZC y su efecto inhibitorio sobre la replicación 

viral (Arribas y col. 2011, Cases-González y col. 2008).  

 Otro de los efectos que ejerce el AZC y que ha sido objeto de estudio tanto en 

eucariotas como en procariotas es la hipometilación de los ácidos nucleicos, tanto del DNA y el 

RNA (Hagemann y col. 2011, Santini 2012, Schaefer y col. 2009), como de los rRNAs y tRNAs, 

afectando a la regulación de la expresión de un gran número de genes (Egger y col. 2004) y 

produciendo una inhibición de la síntesis proteica (Bhagwat y Roberts 1987; Jones 1984, 1985; 

Taylor y col. 1984). La observación de que la actividad citosina metilasa del DNA bacteriano se 

inactivaba en presencia de AZC supuso un gran avance en la investigación del mecanismo por 

el cual el AZC causaba la hipometilación de los ácidos nucleicos (Friedman 1981, Santi y col. 

1984). Las citosina metilasas se unen covalentemente en la posición 6 de la citosina y después 

de permitir la transferencia del grupo metilo a la posición 5 de la citosina, la enzima se separa. 

Si el AZC se incorpora al DNA o al RNA en el sitio de metilación, se impide que tenga lugar la 

reacción de transferencia del grupo metilo y como consecuencia de esto la citosina metilasa no 

se desprende, formando complejos estables con el ácido nucleico que lleva incorporado una 

molécula de AZC (Christman y col. 1983, Creusot y col. 1982, Taylor y Jones 1982). Por tanto, 

es probable que la rápida reducción de la actividad citosina metilasa y la posterior 

hipometilación del DNA o RNA sean debidos a la unión irreversible de la enzima al DNA o al 

RNA que llevan incorporadas moléculas de AZC. Se ha demostrado además, que la 

incorporación del AZC en el tRNA produce una inhibición de las tRNA metiltransferasas 

interfiriendo con la metilación y el procesamiento del tRNA (Lee y Karon 1976, Lu y Randerath 

1980). El estado de metilación también juega un papel importante en el procesamiento del 

rRNA (Glazer y col. 1980, Weiss y Pitot 1974a, 1974b), de manera que la incorporación del AZC 

en el RNA puede ser responsable en último término de la inhibición de la síntesis proteica 

(Christman 2002). 
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2.6.2 Ribavirina y 5-FU 

 La ribavirina (1- -̡D-ribofuranosil-1-H-1,2,4-triazol-3-carboxamida), es un análogo 

purínico que posee un efecto antiviral de amplio espectro que ha sido utilizado para el 

tratamiento de las infecciones causadas por varios virus RNA, como el virus de la Hepatitis C 

(VHC), y también de algunos virus DNA (Cummings y col. 2001, Davis y col. 1998, Mangia y col. 

2005) (Figura 2.7a). El 5-FU es un análogo de uracilo en el que el átomo de hidrógeno del 

carbono 5 del anillo está substituido por un átomo de flúor (Figura 2.7b). Fue sintetizado en 

1957 por Heidelberger y cols. (Heidelberger y col. 1957) como agente antitumoral basándose 

en la observación obtenida en hepatomas de ratas, en los cuales la utilización del uracilo se 

veía alterada respecto a tejidos sanos, indicando que el metabolismo del uracilo era una diana 

potencial de quimioterapia (Rutman y col. 1954). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7. Estructura química de análogos de nucleósidos. A) Estructura química de Rib, adenosina 

(Ad) y guanosina (Gu). B) Estructura química de 5-FU y uracilo (Ur). 

 

 2.6.2.1 Metabolismo de la ribavirina y el 5-FU 

 La ribavirina es convertida en ribavirina-рΩ-monofosfato (RMP) mediante la acción de la 

adenosina kinasa (Willis y col. 1978). La RMP es convertida a su vez en ribavirina-рΩ-trifosfato 

(RTP) mediante acciones sucesivas de enzimas mono- y di-fosfato kinasas (Gallois-Montbrun y 
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col. 2003). El proceso de fosforilación tiene lugar de forma rápida de manera que tras unas 

pocas horas de tratamiento con ribavirina los valores de RTP intracelulares alcanzan 

concentraciones similares a las del ATP y GTP presentes en condiciones fisiológicas (Page & 

Connor 1990). 

 En el caso del 5-FU, este compite con el uracilo por su incorporación en las rutas 

metabólicas celulares. La principal vía de transformación del 5-FU es su conversión a 5-

fluorouridina-рΩ-monofosfato (FUMP), que a su vez se fosforila mediante las nucleótido kinasas 

para dar lugar a 5-fluorouridina-рΩ-difosfato (FUDP), que a su vez vuelve a fosforilarse 

produciendo FUTP, o puede convertirse en 5-fluorodeoxiuridina-рΩ-difosfato (FdUDP). Este 

último, puede fosforilarse o desfosforilarse para dar lugar a FdUTP o FdUMP, respectivamente. 

 2.6.2.2 Mecanismo de acción de la ribavirina y el 5-FU 

 La ribavirina compite con la adenina y la guanina, apareando tanto con citosina como 

con uracilo. Se ha visto que reduce la síntesis de DNA, RNA y proteínas en las células tratadas 

(Muller y col. 1977), actuando como agente antiviral para un gran número de virus. Algunos de 

los mecanismos por los que produce esta reducción en la síntesis de ácidos nucleicos y 

proteínas son: inhibición de la inosín-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) (Streeter y col. 

1973), inhibición directa de la polimerasa viral (Fernández-Larsson y col. 1989, Maag y col. 

2001, Toltzis y col 1988, Vo y col. 2003, Wray y col. 1985), y presencia de actividad mutagénica 

directa. Esta actividad mutagénica se debe a su incorporación por las RNA polimerasas 

dependientes de RNA (RdRp) durante la síntesis del RNA viral, produciendo alteraciones en los 

niveles de NTPs y causando apareamientos 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 fluoronucleótidos, como el FdUTP y el FUTP, estos pueden 

incorporarse durante la replicación viral tanto en el DNA (Dragun y col. 1990) como en el RNA 

(Gordon & Staehelin 1959) respectivamente, lo que hace que el 5-FU actúe como un agente 

antiviral contra un gran número de virus. La incorporación de 5-FU en el RNA produce la 

inhibición 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, Lenz y col. 1994). 
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2.7 EL BACTERIÓC!Dh vʲ /hah ah59[h 59 9±h[¦/Ljb ! ![¢! ¢!{! 59 9wwhw 

 Desde su descubrimiento ό5ΩIŜǊŜƭƭŜ мфмтύΣ los bacteriófagos han sido una potente 

herramienta que ha ayudado a entender los procesos genéticos celulares. Además, los 

estudios con fagos permiten una gran versatilidad a la hora de realizar experimentos, debido a 

que no se necesitan medidas especiales de seguridad para su manejo y a la facilidad de su 

propagación. Por esta razón, los bacteriófagos nos han permitido estudiar en detalle diferentes 

aspectos del proceso evolutivo. En esta Tesis DƻŎǘƻǊŀƭΣ Ŝƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ Ƙŀ ǎƛŘƻ Ŝƭ ƳƻŘŜƭƻ 

escogido para estudiar los cambios genotípicos y fenotípicos que tienen lugar a tasa de error 

incrementada de forma artificial. 

2.7.1 Característicaǎ ƎŜƴŜǊŀƭŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

 9ƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ Ŝǎ ǳƴ ǾƛǊǳǎ wb! ŘŜ ƭŀ ŦŀƳƛƭƛŀ [ŜǾƛǾƛǊƛŘŀŜΣ ǉǳŜ ǇŜǊǘŜƴŜŎŜ ŀƭ ƎǊǳǇƻ LLL 

del género Allolevivirus. Presenta una cápsida icosaédrica de simetría T = 3,  con un tamaño de 

25 nm de diámetro. Al igual que sucede en otros virus RNA, las poblaciones constituidas por el 

ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ƴƻ ǇƻǎŜŜƴ ǳƴŀ ǎŜŎǳŜƴŎƛŀ ƎŜƴƽƳƛŎŀ ǵƴƛŎŀ ȅ ŘŜŦƛƴƛŘŀΣ ǎƛƴƻ ǉǳŜ Ŝǎǘłƴ ŦƻǊƳŀŘŀǎ 

ǇƻǊ ǳƴ ƎǊŀƴ ƴǵƳŜǊƻ ŘŜ ƎŜƴƻƳŀǎ Ŏƻƴ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŘŜ ŎǳŀǎƛŜǎǇŜŎƛŜΦ 9ƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŦǳŜ Ŝƭ 

primero en el que se descubrió la gran heterogeneidad genética de los virus RNA, mediante el 

análisis sistemático de clones individuales (Domigo y col. 1978). 

 El material genético de este virus está formado por una molécula de RNA de cadena 

sencilla (ssRNA) y polaridad positiva que puede actuar como mRNA. Tiene una longitud de 

4217 nucleótidos y codifica para cuatro proteínas (Weissmann 1974, Weissmann y col. 1973). 

La proteína de maduración, A2, codificada por la región comprendida entre los nucleótidos 61 

y 1320, es necesaria para la formación de los nuevos viriones y también está implicada en la 

lisis celular. La proteína de cubierta, cuyo gen se sitúa entre los nucleótidos 1344 y 1742, es la 

proteína mayoritaria de la cápsida. La lectura errónea del codón de terminación UGA de esta 

proteína da lugar a la síntesis de una proteína denominada readthrough o A1 que está 

codificada por 588 nucleótidos adicionales (Hofstetter y col. 1974, Weiner y Weber 1971). Por 

último, el gen que codifica para la proteína replicasa, encargada de la replicación del RNA viral, 

está localizado al final del genoma, desde el nucleótido 2352 hasta el 4118 (Figura 2.8).  
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Figura 2.8Φ aŀǇŀ ƎŜƴŞǘƛŎƻ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ Se indican los genes que codifican para las cuatro 

proteínas virales, con el nucleótido de inicio y final para cada gen. 

 

 9ƭ ƘƻǎǇŜŘŀŘƻǊ ƴŀǘǳǊŀƭ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ son las cepas F+ de E.coli, y por tanto este 

virus está 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 búsqueda 

de fagos cuyo ciclo dependiera de la infección en E.coli. Como se ha mencionado 

anteriormente, las tasas de error de los virus RNA son las más altas encontradas en la 

ƴŀǘǳǊŀƭŜȊŀΣ ȅ Ŝƴ Ŝƭ Ŏŀǎƻ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ƭŀ ǘŀǎŀ ŘŜ ƳǳǘŀŎƛƽƴ ǎŜ Ƙŀ ŜǎǘƛƳŀŘƻ Ŝƴ ǘƻǊƴƻ ŀ 

1,4x10-4 s/n/r (Bradwell y col. 2013). 

2.7.2 Ciclo de infección viral 

 9ƭ ŎƛŎƭƻ ŘŜ ƛƴŦŜŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ όFigura 2.9) comprende tres procesos: i) 

adsorción a la célula hospedadora, ii) síntesis de nuevas moléculas de RNA y proteínas virales y 

iii) liberación de la progenie viral (García-Villada y Drake 2013, Tsukada y col. 2009). 
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Figura 2.9. Ciclo de infección y replicación del ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ R = replicasa, C = proteína de cubierta, 

A = proteína de maduración. Imagen adaptada de Biebricher y Eigen 1987. 
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 Adsorción y entrada 

 9ƭ ǇǊƻŎŜǎƻ ŘŜ ƛƴŦŜŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ  ǘƛŜƴŜ ƭǳƎŀǊ ŀ ǘǊŀǾŞǎ ŘŜƭ pili, adsorbiéndose 

el virus a éste a través de la proteína de maduración. En el momento en el que se produce el 

contacto, la proteína se escinde en dos fragmentos y permite la liberación del material 

genético dentro de la célula bacteriana. Uno de los mecanismos por los que se piensa que 

tiene lugar este proceso es mediante la contracción del pili bacteriano al interior celular, 

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

 Síntesis de proteínas virales 

 Cuando el material genético del bacteriƽŦŀƎƻ vʲ ǇŜƴŜǘǊŀ ŘŜƴǘǊƻ ŘŜ ƭŀ ŎŞƭǳƭŀ 

hospedadora, la molécula de RNA sirve de molde para la síntesis de las proteínas virales 

necesarias para la formación de los nuevos viriones. Este proceso de traducción del RNA se 

encuentra altamente regulado, tanto por la estructura secundaria del RNA, como por la unión 

a sitios específicos en el RNA de la proteína de cubierta, la polimerasa y posiblemente la 

proteína de maduración. La estructura secundaria de la molécula de RNA engloba en su 

interior las regiones iniciales de los genes de lisis y de la replicasa, permaneciendo estable e 

impidiendo la unión de los ribosomas. En la molécula de RNA los ribosomas solo son capaces 

de unirse al sitio de inicio del gen de la proteína de cubierta. La traducción de los genes de la 

proteína de lisis y de la replicasa solo comenzará una vez que la proteína de cubierta está 

siendo traducida (Van Duin y Tsareva 2006). 

 Como se ha mencionado anteriormente, la proteína A1 comparte el mismo codón de 

inicio de la proteína de cubierta, aunque su nivel de expresión, debido a la incorporación 

errónea de un triptófano en el lugar del codón de terminación de la proteína de cubierta,  es 

solo de aproximadamente el 5% (Figura 2.10) (Hofstetter y col. 1974). La traducción de estas 

dos proteínas está acoplada asegurando que cada genoma del fago produce el número de 

copias correcto de ambas. Este fenómeno de la traducción a través de la lectura errónea de un 

codón de terminación, que origina las denominadas proteínas readthrough, se ha 

documentado tanto en eucariotas como en procariotas (Kohli y Grosjean 1981, Valle y Morch 

1988ύΦ 9ƴ Ŝƭ Ŏŀǎƻ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΣ Ŝƭ ǾƛǊǳǎ ǳǘƛƭƛȊŀ ŜǎǘŜ ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ǇŀǊŀ ǇǊƻŘǳŎƛǊ ǇŜǉǳŜƷŀǎ 

cantidades de la proteína esencial A1 (Weiner y Weber 1971). En general, este tipo de 

traducción está mediada por dos tipos de tRNAs: tRNAs supresores y tRNAs no supresores. Los 

tRNAs supresores pueden reconocer específicamente codones de terminación, alterando la 

traducción y además pueden estar implicados en la realización de algunas funciones 

específicas celulares (Hatfield 1985). Los tRNAs no supresores pueden tener la habilidad de 
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leer codones de terminación aunque con menor eficiencia (Engelberg-Kulka 1981, Geller y Rich 

1980). Se ha documentado que las variaciones en el procesamiento y estado de metilación de 

los tRNAs pueden llevar a una alteración de los niveles de expresión de este tipo de proteínas 

(Hirashima y col. 1979, Leboy 1971).  

 El final de la traducción que permite la liberación de los diferentes péptidos proteicos, 

va a estar mediado por los factores de liberación de la traducción (RF1 y RF2), los cuales 

reconocen específicamente los codones de terminación (Scolnick y col. 1968). En el caso del 

ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΣ ƭa síntesis de la proteína de cubierta termina cuando el ribosoma alcanza el 

codón de terminación UGA en el mRNA. En este punto, el factor de liberación RF2 reconoce 

específicamente al codón de terminación e induce la hidrólisis del peptidil-tRNA liberando el 

péptido completo (Capecchi 1967, Petry y col. 2005, Petry y col. 2008). La afinidad relativa del 

factor de liberación y los tRNAs por el codón de terminación es lo que condiciona la lectura 

errónea de este. Otro factor importante que regula esta afinidad es la secuencia nucleotídica 

situada en ƭŀ ǇƻǎƛŎƛƽƴ оΩ ŘŜƭ ŎƻŘƽƴ ŘŜ ǘŜǊƳƛƴŀŎƛƽƴ en cuestión (Li y Race 1993). Este fenómeno 

ha sido ampliamente documentado en sistemas procarióticos, donde el nucleótido 

inmediatamente posterior al codón de terminación es el más influyente (Bossi y Roth 1980, 

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

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 2.10. Esquema de la expresión de las proteínas de cubierta y A1. Cuando el codón de 

terminación UGA de la proteína de cubierta es leído erróneamente como triptófano se produce la 

síntesis de la proteína A1. 

 

éU A U U G A A C Aé   

Codón de  
terminación 

Proteína de 
Cubierta 

éU A U U G A A C Aé   

  Trp 

Síntesis A1 (3-10 copias/virión) 
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 Replicación y síntesis de nuevas moléculas de RNA 

  ¦ƴŀ ǾŜȊ ǉǳŜ ƭŀ ǊŜǇƭƛŎŀǎŀ όǎǳōǳƴƛŘŀŘ ʲ ŘŜ ƭŀ ǇƻƭƛƳŜǊŀǎŀύ ǎŜ Ƙŀ ǎƛƴǘŜǘƛȊŀŘƻΣ ǎŜ ŜƴǎŀƳōƭŀ 

con tres proteínas de la bacteria hospedadora (proteína ribosomal S1 y los dos factores de 

elongación de la traducción EF-Tu y EF-Ts) para formar la polimerasa activa que puede 

empezar a generar nuevas copias del RNA viral. Este proceso está altamente regulado, de 

manera que cuando la molécula de RNA comienza a traducirse se impide que tenga lugar la 

replicación, y viceversa. La polimerasa se une al RNA a través de dos posiciones internas, 

llamadas sitio S y sitio M. La unión al sitio S, situado al inicio del gen de la proteína de cubierta, 

impide la unión de los ribosomas, evitando así que tenga lugar la traducción del gen. De esta 

manera la polimerasa comenzará a copiar el RNA. La hebra positiva da lugar a la hebra 

negativa, la cual será 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 de plegamiento de las estructuras secundarias y terciarias de cada una de 

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

 [ŀ ǊŜǇƭƛŎŀǎŀ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ǇǊŜǎŜƴǘŀ ǊŜƎƛƻƴŜǎ ŀƭǘŀƳŜƴǘŜ ŎƻƴǎŜǊǾŀŘŀǎ Ŝƴ ǘƻŘŀǎ ƭŀǎ 

replicasas de los bacteriófagos que llevan RNA como material genético. Estas regiones son 

esenciales para la correcta función de la proteína  (Mills y cols. 1988, Mills y cols. 1990). La 

ǎǳōǳƴƛŘŀŘ ʲ Ŝǎǘł ŎƻƳǇǳŜǎǘŀ ǇƻǊ ǘǊŜǎ ŘƻƳƛƴƛƻǎ ŦǳƴŎƛƻƴŀƭŜǎΥ finger, thumb y palm, al igual que 

otras RdRps (Ferrer-Orta y col. 2006) (Figura 2.11). El dominio finger está compuesto por 4 

ƭłƳƛƴŀǎ ʲ ŀƴǘƛǇŀǊŀƭŜƭŀǎ ȅ с ƘŞƭƛŎŜǎ ʰ ȅ ŎƻƴǘƛŜƴŜ ǳƴ ǎǳbdominio altamente conservado. El 

dominio thumb comprenŘŜ ǳƴ ƘŀȊ ŘŜ ƘŞƭƛŎŜǎ ʰ ȅ ǘǊŜǎ ƭłƳƛƴŀǎ ʲ ŀƴǘƛǇŀǊŀƭŜlas. Ambos dominios 

están conectados por un bucle hélice-hélice (HLH) y láminas ʲ ŀƴǘƛǇŀǊŀƭŜƭŀǎΦ /ƻƳƻ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻΣ 

el dominio palmΣ Ŝƭ Ŏǳŀƭ Ŝǎǘł ŎƻƳǇǊŜƴŘƛŘƻ ǇƻǊ р ƭłƳƛƴŀǎ ʲ ŀƴǘƛǇŀǊŀƭŜƭŀǎ ŀƭǘŀƳŜƴǘŜ 

ŎƻƴǎŜǊǾŀŘŀǎ ȅ ŦƭŀƴǉǳŜŀŘŀǎ ǇƻǊ п ƘŞƭƛŎŜǎ ʰΣ ǉǳŜŘŀ ǊƻŘŜŀŘƻ ǇƻǊ los otros dos dominios. 

Mientras que la conexión por láminas ʲ ŜƴǘǊŜ ƭƻǎ ŘƻƳƛƴƛƻǎ finger y thumb es común a las 

ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎ wŘwǇǎΣ ƭŀ ŎƻƴŜȄƛƽƴ I[I Ŝǎ ǵƴƛŎŀ ŘŜ ƭŀ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŘŜ ƭŀ ǎǳōǳƴƛŘŀŘ ʲ ŘŜ ƭŀ polimerasa 

ŘŜ vʲ (Kidmose y col. 2010, Takeshita y Tomita 2010). 
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Figura 2.11. Estructura cristalizada de la polimerasa viral. La polimerasa viral está comprendida por los 

tres dominios que conforman la subunidad  ̡(thumb, palm, y finger, representados en naranja, azul y 

amarillo respectivamente), la conexión HLH (representada en rosa), y por los dos factores de elongación 

de la traducción EF-Tu y EF-Ts que se unen a la replicasa a través de las interfaces I, II y III (representadas 

en cuadrados). Imagen adaptada de Takeshita y Tomita 2010. 

 

 Ensamblaje y formación de los viriones  

 Una vez que las proteínas virales se han sintetizado y se ha copiado el material 

genético, se produce la formación de las nuevas partículas virales y la encapsidación del RNA 

viral. Los viriones están formados por 90 dímeros (180 copias) de la proteína de cubierta, una 

única copia de la proteína A2 y varias copias de la proteína A1 (entre el 3-7% de las proteínas 

que forman el virión) que son esenciales para la formación de las nuevas partículas infecciosas 

(Van Duin 1988).  

 Lisis celular y liberación de las nuevas partículas virales 

 El ciclo de infección termina cuando la proteína implicada en la lisis celular causa el 

colapso de la pared celular y se produce la liberación de la progenie viral. En el bacteriófago 

vʲ ƭŀ ƭƛǎƛǎ ŎŜƭǳƭŀǊ Ŝǎǘł ƳŜŘƛŀŘŀ ǇƻǊ ƭŀ ǇǊƻǘŜƝƴŀ ŘŜ ƳŀŘǳǊŀŎƛƽƴΣ !2 (Karnik y Billeter 1983, 

Winter y Gold 1983). Se ha visto que esta proteína inhibe las enzimas MraY y MurA, ambas 

implicadas en el ensamblaje de la subunidad de repetición que forma parte del peptidoglicano 

Subunidad ̡  

Dominio 2 

Dominio 3 

Espiral enrollada 
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de la pared celular (Bernhardt y col. 2001, Bernhardt y col. 2002). Este modo de acción es 

similar al de algunos antibióticos como la penicilina (Van Duin y Tsareva 2006, Walderich y col. 

1988). 

нΦтΦо 9ǾƻƭǳŎƛƽƴ ŘŜ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/ 

 Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio (Cases-González y col. 2008) 

mostraron que la propagación del ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ en presencia de altas concentraciones de 

AZC y utilizando tamaños poblacionales reducidos, producía la extinción de la infectividad viral, 

lo cual estaba asociado con incrementos en la frecuencia de mutación. También se observó 

que el AZC podía tener un efecto beneficioso en el desarrollo de placas líticas a partir de virus 

de bajo fitness. tŀǊŀ ŜǎǘǳŘƛŀǊ ǎƛ Ŝƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŜǊŀ ŎŀǇŀȊ ŘŜ ǎŜƭŜŎŎƛƻƴŀǊ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ŘŜ 

resistencia al AZC, este se propagó durante 70 pases seriados en presencia de concentraciones 

crecientes de este compuesto utilizando tamaños poblacionales elevados (Arribas y col. 2011). 

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

aunque siempre con valores más bajos que las poblaciones no tratadas.  El análisis de las 

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

fijación de la mutación A1746U que produce el cambio de aminoácido T134S en la proteína A1. 

También se detectaron varias mutaciones polimórficas entre las que destaca la mutación 

A2982(G+A), que produce el cambio T210A en una zona altamente conservada de la replicasa 

viral (Arribas y col. 2011). En esta Tesis Doctoral nos propusimos realizar una caracterización 

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

ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŜǾƻƭǳŎƛƻƴŀŘŀǎ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/Σ Ŏƻƴ Ŝƭ Ŧƛƴ ŘŜ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǊ ƭŀǎ ǇƻǎƛōƭŜǎ 

mutaciones responsables de la resistencia a este compuesto y su mecanismo molecular de 

acción. 
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3. OBJETIVOS 

 

Los objetivos planteados para la realización de la Tesis Doctoral son los siguientes: 

1. Caracterización genotípica y fenotípica de las poblaciones ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

evolucionadas en presencia de AZC.  

 

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

en las poblaciones del punto 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 cuáles las mutaciones en la replicasa, 

A2982G y U3582C, incrementan la resistencia al AZC en el bacteriófago Qb. 

 

5. Estudio del mecanismo molecular por el cual la mutación A1746U localizada en el gen 

de la proteína A1 incrementa la resistencia al AZC en el bacteriófago Qb. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 Bacterias y virus utilizados 

4.1.1 Bacterias 

 9ƭ ƳŀƴǘŜƴƛƳƛŜƴǘƻ ȅ ƭŀ ǇǊƻǇŀƎŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ǎŜ ǊŜŀƭƛȊƽ Ŝƴ ŎǳƭǘƛǾƻǎ ŘŜ E.coli 

Hfr (Hayes) en fase exponencial (DO600nm = 0,6 ς 0,8). En algunos casos también se utilizó la 

cepa de E.coli supresora de codones UGA, G240R4 (fhuA22, phoA10, phoA7(UGA), 

ompF627(T2R), fadL701(T2R), relA1, pitA10, spoT1, trpT152(UGAs), rrnB-2, mcrB1, creC510) 

(Chan y Garen 1970). Al igual que en el caso anterior, la infección se realizó cuando las 

bacterias alcanzaron una DO600nm entre 0,6 y 0,8. 

4.1.2 Virus 

 tƻōƭŀŎƛƽƴ vʲл 

 9ƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŦǳŜ ŎŜŘƛŘƻ ŀƭ ƭŀōƻǊŀǘƻǊƛƻ ǇƻǊ Ŝƭ 5ƻŎǘƻǊ /ΦYΦ .ƛŜōǊƛŎƘŜǊΦ [ŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ 

del fago se adaptó a las condiciones de replicación en medio líquido usadas en nuestro 

laboratorio (Cases-González y col. 2008). Para ello, inicialmente se infectó 1 litro de un cultivo 

de E.coli Hfr en fase exponencial  a una multiplicidad de infección (moi) de 1 y se incubó a 37º 

C durante 90 minutos en medio NB. Una alícuota de este cultivo fue usada para realizar una 

nueva infección de E.coli en las mismas condiciones. Este proceso se repitió 5 veces. El cultivo 

obtenido después del pase número 5 se trató con cloroformo (CHCl3) durante 30 minutos a 

temperatura ambiente y se centrifugó durante 40 minutos a 8.000 x g. Los virus del 

sobrenadante se purificaron mediante precipitación con PEG 6000 al 6% y sedimentación 

ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀƭΦ [ŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ƻōǘŜƴƛŘŀ ǎŜ ŘŜƴƻƳƛƴƽ vʲл ȅ ǎŜ ŎƻƴǎŜǊǾƽ ŀ -80º C en tampón del fago 

y glicerol al 50%. 

 Clones biológicos 

 Los sobrenadantes virales se plaquearon en agar semisólido a una dilución suficiente 

como para obtener placas de lisis aisladas (ver apartado 4.2.1.1), las cuales, puesto que 

proceden de la replicación de un único virus, pueden considerarse clones biológicos. Los virus 

contenidos en las placas de lisis se extrajeron recogiendo el agar ocupado por cada placa que 

se transfirió a un tubo Eppendorf que contenía 50 µl de CHCl3 y 1 ml de tampón del fago. 

Después de incubar durante 1 hora a 28º C con agitación (300 rpm), se centrifugó 15 minutos a 

12.000 rpm y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo que contenía 25 µl de CHCl3. 
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 Mutantes infecciosos 

 9ƭ ǇƭłǎƳƛŘƻ Ǉ.w¢тvʲΣ Ŝƭ Ŏǳŀƭ ŎƻƴǘƛŜƴŜ Ŝƭ Ŏ5b! ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŎƭƻƴŀŘƻ Ŝƴ Ŝƭ 

plásmido pBR322 (Barrera y col. 1993), fue usado para expresar el genotipo salvaje όvw̡t) y 

diferentes virus mutantes que contienen mutaciones específicas (Tabla 4.1). Las mutaciones se 

introdujeron mediante la técnica de mutagénesis dirigida descrita en el apartado 4.3. 

Tabla 4.1. Mutantes infecciosos creados por mutagénesis dirigida. 

Mutante infeccioso Gen mutado Cambio de aminoácido 

v w̡t - - 

v A̡1746U A1 T/S 

v A̡1746G A1 T/A 

v A̡2982G Replicasa T/A 

v A̡1746U+A2982G A1 + Replicasa T/S + T/A 

v C̡3413G Replicasa - 

v U̡3582C Replicasa Y/H 

v A̡1746U+U3582C A1 + Replicasa T/S + Y/H 

v G̡3945A Replicasa G/S 

v U̡3989C Replicasa - 
 

 
 

4.2 Procedimientos generales de infección 
 
4.2.1 Infección en medio líquido y realización de pases seriados 

 Los cultivos de E.coli Hfr en fase exponencial se infectaron con el virus a la moi 

deseada para cada experimento. Después de 2 horas de incubación a 37º C y 200 rpm en 

medio NB, los cultivos se trataron con 1/20 Vol. de CHCl3 durante 15 minutos a 37º C y  600 

rpm. A continuación se centrifugaron durante 10 minutos a 12.000 rpm y los sobrenadantes se 

recogieron en un nuevo tubo que contenía 1/40 Vol. de CHCl3. Los sobrenadantes se 

mantuvieron a 4º C para ser usados en un periodo inferior a 10 días, o se congelaron a -80º C 

para su almacenamiento. Para la realización de los experimentos de evolución viral a través de 

pases seriados el sobrenadante obtenido después de un ciclo de infección como el descrito,  

fue utilizado para infectar un nuevo cultivo de E.coli en fase exponencial a la multiplicidad de 

infección deseada. Este proceso se repitió el número de veces (número de pases) indicado en 

cada experimento. 
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 4.2.1.1 Determinación del título viral  

 La titulación de los sobrenadantes virales se llevó a cabo mezclando 300 µl de 

bacterias E.coli Hfr en fase exponencial con 100 µl de la suspensión del virus en un volumen de 

entre 3 y 5 ml de agar semisólido atemperado a 45º C. La mezcla se virtió sobre una placa de 

Petri con LB agar sólido y se incubó durante toda la noche a 37º C. El título viral, expresado en 

forma de unidades formadoras de placa (ufp), se estimó como el número de placas de lisis 

obtenido multiplicado por el factor de dilución empleado. 

4.2.2 Pases placa a placa 

 El sobrenadante conteniendo los virus procedentes de una placa de lisis aislada (ver 

apartado 4.1.2) fue plaqueado en agar semisólido de modo que se pudieran obtener nuevas 

placas de lisis cuyos virus fueron utilizados para realizar otro plaqueo en las mismas 

condiciones. El proceso se repitió durante el número de pases indicado en el texto. 

 

4.3 Obtención de clones infecciosos mediante mutagénesis dirigida 

 El proceso de mutagénesis dirigida se llevó a cabo mediante el Kit QuickChange II Site-

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). La síntesis de la cadena mutante (SCM) (Figura 4.1) se 

realizó mediante la introducción de diferentes parejas de cebadores específicas para cada una 

de las siguientes sustituciones: A1746U, A2982G, C3413G, U3582C, G3945A y U3989C (Tabla 

4.2). El producto resultante se digirió con la enzima DpnI y se utilizó para transformar por 

choque térmico células competentes DH5-  h(F-Σ ˒улƭŀŎ½ҟaмрΣ ҟόƭŀŎ½¸!-argF), U169, recA1, 

endA1, hsdR17 (rk-Σ ƳƪҌύ ǇƻŀΣǎǳǇ9ппΣ ˂-, thi-1, gyrA96, relA1) (Woodcock y col. 1988). Las 

colonias positivas se crecieron durante toda la noche a 37º C con 250 rpm de agitación. Los 

cultivos resultantes se plaquearon en agar semisólido para la obtención de placas de lisis 

correspondientes a clones biológicos del virus que llevan incorporada la mutación deseada 

(mutantes infecciosos). Cada uno de los experimentos llevados a cabo con mutantes 

infecciosos fue iniciado con una única placa lítica cuya secuencia fue previamente analizada 

para comprobar la presencia de la mutación deseada. 
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¢ŀōƭŀ пΦнΦ /ŜōŀŘƻǊŜǎ ǳǘƛƭƛȊŀŘƻǎ ǇŀǊŀ ƭŀ ƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ŘŜ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ƛƴŦŜŎŎƛƻǎƻǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

Mutante 
infeccioso 

Secuencia genética de los oligonucleótidos1 
 

 
v A̡1746U 

5 GAACCCAGCGTATTGATCACTGCTCATTGCCGG3  

рΩCCGGCAATGAGCAGTGATCAATACGCTGGGTTCоΩ 

 
v A̡1746G 

5 GAACCCAGCGTATTGAGCACTGCTCATTGCCGG3  

рΩCCGGCAATGAGCAGTGCTCAATACGCTGGGTTCоΩ 

 
v A̡2982G 

5 GCCCTTTTAATAAAGCAGTTGCTGTACCTAAGAACAGTAAGAC3  

рΩGTCTTACTGTTCTTAGGTACAGCAACTGCTTTATTAAAAGGGCоΩ 

 
v C̡3413G 

рΩCTTAGACTCGTCTGAGGTGACTGTTTACGGAGACGAоΩ 
рΩTCGTCTCCGTAAACAGTCACCTCAGACGAGTCTAADоΩ 

 
v U̡3582C 

5 CGTAGATGTTACTCCCTTTCACATACGTCACCGTATAG3  

рΩCTATACGGTGACGTATGTGAAAGGGAGTAACATCTACGоΩ 

 
v G̡3945A 

рΩCCTCTTAGGGGTCCATCGAGTTGCGATTCTGCDDоΩ 
рΩCCGCAGAATCGCAACTCGATGGACCCCTAAGADDоΩ 

 
v U̡3989C 

рΩCCATCGATCAGCTTATCTGCAGGAGTAATCCTACGAADоΩ 

рΩCTTCGTAGGATTACTCCTGCAGATAAGCTGATCGATDDоΩ 
 

1
 Secuencia genética de los cebadores directos y complementarios que introducen por mutagénesis 

dirigida cada una de las mutaciones específicas. Los nucleótidos marcados corresponden al nucleótido 
mutado localizado en la posición específica del genoma donde se quiere introducir la mutación. 
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Figura 4.1.  Síntesis de la cadena mutante del plásmido conteniendo la mutación específica 

introducida en el genoma viral. El plásmido inicial conteniendo el genoma del virus, se desnaturaliza y 

tras el anillamiento de los cebadores mutados (PD, primer directo y PR, primer reverso), se sintetiza la 

cadena que contiene la mutación deseada mediante la enzima PfuUltra DNA Polymerase. 

Posteriormente la enzima DpnI digiere las hebras parentales metiladas y hemimetiladas. 
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4.4 Evolución experimental 

4.4.1 hōǘŜƴŎƛƽƴ ŘŜ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ǾƛǊŀƭŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŜǾƻƭǳŎƛƻƴŀŘŀǎ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ 

concentraciones crecientes de AZC 

La pobƭŀŎƛƽƴ vʲл ǎŜ ǳǘƛƭƛȊƽ ǇŀǊŀ ŜǎǘŀōƭŜŎŜǊ Řƻǎ ƭƝƴŜŀǎ ŜǾƻƭǳǘƛǾŀǎ ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎΣ ǳƴŀ Ŝƴ 

ŀǳǎŜƴŎƛŀ ŘŜ ƳǳǘłƎŜƴƻ όvʲcontrol) y la otra en presencia de concentraciones crecientes de AZC 

όvʲAZC)  (Arribas y col. 2011). Ambas líneas se iniciaron infectando cultivos de E.coli Hfr en fase 

exponencial en un volumen de 10 ml a una moi de 1. Después de 2 horas de incubación a 37º C 

y agitación (200 rpm), se recogieron los sobrenadantes y 1 ml de cada suspensión del fago fue 

usada para infectar un nuevo cultivo de E.coli Hfr en fase exponencial. El proceso se repitió 

durante 90 pases. El número de pases experimentados por el virus a cada concentración de 

AZC se muestra en la Tabla 4.3. Las poblaciones obtenidas cada 10 pases fueron tituladas y se 

nombraron indicando el número de pase y la máxima concentración de AZC a la que habían 

sido expuestas. 

Tabla 4.3. /ƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽƴ ŘŜ !½/ ȅ ƴǵƳŜǊƻ ŘŜ ǇŀǎŜǎ ǊŜŀƭƛȊŀŘƻǎ ǇŀǊŀ ƭŀ ƭƝƴŜŀ ŜǾƻƭǳǘƛǾŀ vʲAZC. 

Concentración de AZC Pases realizados1 

10 µg/ml p1 ς p20 

20 µg/ml p21 ς p30 

30 µg/ml p31 ς p40 

50 µg/ml p41 ς p50 

60 µg/ml p51 ς p60 

80 µg/ml p61 ς p80 

100 µg/ml p81 ς p90 

 
1
 Las poblaciones virales comprendidas entre los pases 1 y 70 fueron obtenidas previamente en un 

estudio realizado en el laboratorio de Evolución Molecular del CAB. 
 
 
пΦпΦн tǊƻǇŀƎŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ Ŝƴ ŎƻƴŘƛŎƛƻƴŜǎ ǉǳŜ ŦŀǾƻǊŜŎŜƴ ǎǳ ŜȄǘƛƴŎƛƽƴ 

 [ŀǎ ŎƻƴŘƛŎƛƻƴŜǎ ǉǳŜ ǇǊƻŘǳŎŜƴ ƭŀ ŜȄǘƛƴŎƛƽƴ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/ 

fueron establecidas en experimentos previos realizados en nuestro laboratorio (Cases-

González y col. 2008). Estas condiciones consisten en la infección de 108 bacterias Hfr en fase 

exponencial con 106 ufp del virus en un volumen de 1 ml conteniendo la cantidad de AZC 

deseada (80 µg/ml). Después de 2 horas de incubación a 37º C, los cultivos se tratan con CHCl3 
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tal y como se indica en el apartado 4.2.1 y 100 µl del sobrenadante se utilizan para iniciar un 

nuevo pase. 

 
 

4.5 Caracterización genética ŘŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

4.5.1 Extracción de RNA 

 La extracción de RNA del fago se realizó tanto de las poblaciones evolucionadas a 

través de pases seriados (para obtener la secuencia consenso), como de los clones biológicos 

aislados de las mismas (para caracterizar el espectro de mutantes). A partir de 400 µl de los 

sobrenadantes virales se añadieron 4 µl de SDS 10%, п ҡƭ ŘŜ ʲ-mercapto etanol (50%) y 1 µl de 

RNAsina (inhibidor de ribonucleasas). Después de incubar 20 minutos a temperatura ambiente 

las muestras se enfriaron 5 minutos en hielo y se les añadió 1 Vol. de fenol frío saturado con 

agua. Después de agitar y centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm a 4º C se tomaron 200 µl de la 

fase acuosa y se precipitaron con etanol mediante procedimientos estándar. El RNA se 

resuspendió en 20 µl de agua ultra pura (tratada con DEPc) y se guardó a -80º C para su 

conservación. 

 4.5.2 Obtención de cDNA y amplificación por PCR 

 El proceso de PCR consiste en la amplificación de una secuencia de nucleótidos 

determinada a partir de dos cebadores seleccionados (Saiki y col. 1988). Estos cebadores se 

alinean con secuencias específicas de la molécula de DNA y permiten la amplificación de la 

región comprendida entre ambos. En el caso del RNA, previo al paso de amplificación es 

necesario retro-transcribir el RNA a cDNA. El proceso de retrotranscripción se llevó a cabo 

utilizando la enzima AMV Transcriptasa Reversa (Promega) obtenida de partículas virales del 

virus de la mieloblastosis aviar. El cDNA obtenido se amplificó mediante el sistema Expand 

High Fidelity System RT-PCR. 

 Cebadores para la amplificación de regiones del genoma por PCR 

 A lo largo de la Tesis Doctoral el genoma del fago se ha amplificado mediante la 

utilización de cuatro parejas de oligonucleótidos (Tabla 4.4). La amplificación consistió en un 

programa de 40 ciclos de desnaturalización a 94º C y de anillamiento a la temperatura 

específica para cada pareja de cebadores (P6-P7: 56,8º C; P8-P9: 59,4º C; PD5-PR3: 55º C y 

PD5-PR12: 55,2º C). 
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Tabla 4.4. Secuencia genética de los cebadores utilizados para amplificar el genoma del bacteriófago 
vʲ ƳŜŘƛŀƴǘŜ t/wΦ 

 

Región amplificada1  Nombre y secuencia genética del cebador2 

 P6 (D)  рΩCGAATCTTCCGACACGCATCCоΩ  
150 ς 1500 P7 (R) рΩCTGGAGAAGCGTGTTACCGTTTоΩ  

 P8 (D) рΩCTCAATCCGCGGTGGGGTAAATCCоΩ  
1410 ς 2820 P9 (R) рΩTGTTGCGTCACTGCCGATTTTCTGоΩ  

 PD5 (D) рΩGTGCCATACCGTTTGACTоΩ  
2150 ς 4090 (PR3) PR3 (R) рΩGGTCTTCCAGGGCACGAоΩ  

2150 ς  4200 (PR12) PR12 (R) рΩACGAGTGAGAGGGGGATCоΩ  
 

1
 La región de nucleótidos amplificada por PCR comprende desde el primer nucleótido del cebador 

directo hasta el último nucleótido del cebador inverso. En el caso de haber varios cebadores inversos 
que difieran en la región amplificada se indica el nombre del cebador entre paréntesis. 
2
 Se indica si el cebador es directo (D) o inverso (R). 

 

4.5.3 Purificación y cuantificación del producto de PCR 

 El producto amplificado por PCR se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa 

(1% TAE) y posterior visualización en un transiluminador de UV. La purificación del producto de 

PCR se realizó mediante el Kit de purificación QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen).  En el 

caso de que aparecieran bandas inespecíficas se recortó la banda del tamaño adecuado del gel 

de agarosa y el cDNA se extrajo utilizando el Kit QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen). La 

concentración del cDNA se determinó en un  Nanodrop (Applied Biosystems, Veriti).  

4.5.4 Secuenciación del cDNA y análisis de las secuencias 

 La secuenciación del cDNA purificado se realizó mediante el método de Sanger 

utilizando un secuenciador automático Abi 3730 XL (Applied Biosystems, Perkin-Elmer) con el 

Big Dye Terminator v3.1 Kit. Los oligonucleótidos utilizados como cebadores en las reacciones 

de secuenciación se muestran en la Tabla 4.5. Las secuencias obtenidas se ensamblaron con el 

programa DNASTAR Lasergene 8 y se alinearon con el programa CLUSTAL X. Una vez alineadas, 

las secuencias se compararon Ŏƻƴ ǊŜǎǇŜŎǘƻ ŀ ƭŀ ǎŜŎǳŜƴŎƛŀ ŎƻƴǎŜƴǎƻ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

salvaje utilizando el programa BioEdit para detectar las posibles mutaciones puntuales. Todas 

las mutaciones identificadas de este modo fueron comprobadas utilizando el programa 

Chromas que permite visualizar los cromatogramas. 
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Tabla 4.5. Secuencia genética de los cebadores utilizados para secuenciar el genoma del bacteriófago 

vʲ ƳŜŘƛŀƴǘŜ Ŝƭ ƳŞǘƻŘƻ ŘŜ Sanger. 

Región amplificada  Nombre y secuencia genética del oligonucleótido1 
 

 Psc1 (D) рΩTGTTGAACGCCCACCTTGATGATоΩ 

150 ς 1500 
(P6 ς P7) 

Psc2 (D) рΩTGGCAGAACCGTCATGATAAGATTоΩ 

 P10 (D) рΩGCAATCTTCCGTTCGCTACACTAоΩ 

 Psc3 (D) рΩCGTTGCCTCGCTTTCACAоΩ 

1410 ς 2820 
(P8 ς P9) 

PD5 (D) рΩGTGCCATACCGTTTGACTоΩ 

 Pcl1R (R) рΩGTAACTAAGGATGAAATGCAоΩ 

 PD4 (D) рΩCGAAGCTGTTGCCTGGGAGAAGTTоΩ 

2150 ς 4090/4200 
(PD5 ς PR3/PR12) 

PD10 (D) рΩCCAACTGGGTATCGGTGGCATTCTAоΩ 
 

 Psec6 (D) 

 
PR12 (R) 

рΩCCTGATGGTTACGGTGATGGоΩ 
 

рΩACGAGTGAGAGGGGGATCоΩ 
 

1 Se indica si el oligonucleótido es directo (D) o inverso (R). 

 

4.5.5 Determinación de la frecuencia de mutación 

 La frecuencia de mutación mínima se calculó como el número de mutaciones 

diferentes presentes en los clones analizados dividido por el total de nucleótidos secuenciados. 

La frecuencia de mutación máxima se calculó como el número de mutaciones totales dividido 

por el número total de nucleótidos secuenciados. Ambas frecuencias se determinaron 

utilizando clones biológicos aislados de las diferentes poblaciones de estudio. 

 

пΦс /ŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀŎƛƽƴ ŦŜƴƻǘƝǇƛŎŀ ŘŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

4.6.1 Ensayos de inhibición de la replicación viral en presencia de diferentes agentes 

mutagénicos, no mutagénicos e hipometilantes 

 Los ensayos se realizaron infectando 108 bacterias E.coli Hfr con 104 ufp de cada virus 

de estudio en presencia de los diferentes agentes cuyo efecto se quería determinar. Los 

diferentes agentes mutagénicos fueron: AZC, dAZC, 5-FU y Rib; los no mutagénicos: Cy, Ur, Gu 

y Ad; y los hipometilantes: S-adenosil-L-homocisteína (SAH), acetato de magnesio 
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(Mg(CH3COO)2) y acetato de amonio (NH4CH3COO). Las concentraciones añadidas de cada 

compuesto se detallan en cada experimento. Todos los ensayos se llevaron a cabo en un 

volumen de 1 ml y por duplicado. Después de 2 horas de incubación  a 37º C y con 200 rpm de 

agitación, las muestras se trataron como se indica en el apartado 4.2.1, y se determinó el título 

viral de los sobrenadantes obtenidos. En todos los ensayos se realizó un cultivo control, en las 

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

4.6.2 Determinación de la eficacia biológica (fitness) 

 La tasa de crecimiento viral se utilizó como un estimador del fitness. Para determinarla 

se infectaron 108 bacterias con 104 ufp del virus estudiado en un volumen de 1 ml.  Después de 

2 horas de incubación a 37º C y agitación 200 rpm, se recogieron los sobrenadantes (ver 

apartado 4.2.1) y se titularon. El ensayo se realizó por triplicado, incluyendo en todos los casos 

un virus de genotipo salvaje como referencia. El fitness absoluto se calculó como:  

Fa = Log2TR  

donde TR es la tasa de replicación del virus, calculada como: 

 

 

El fitness relativo se calculó como:  

 

  

donde FaV es el fitness absoluto del virus de referencia. 

4.6.3 Ensayos de competición entre Řƛǎǘƛƴǘƻǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

Las competiciones entre los distintos clones y mutantes infecciosos del bacteriófago 

vʲ ǎŜ ƭƭŜǾŀǊƻƴ ŀ Ŏŀōƻ ƛƴŦŜŎǘŀƴŘƻ мл9 bacterias con cantidades equivalentes de cada virus 

competidor (Figura 4.2). A partir de los sobrenadantes obtenidos después de 2 horas de 

incubación, se realizaron pases adicionales manteniendo una moi de entre 0,01 y 1 que se 

detalla en cada experimento. Todas las competiciones se realizaron por duplicado. En todos los 

casos las poblaciones obtenidas fueron secuenciadas para determinar si alguno de los virus 

competidores llegaba a ser dominante en el conjunto de genomas de la población. 

 

 

TR = 
ufp finales 

ufp iniciales 

FR = 
  Fa 
FaV 
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Figura 4.2. 9ƴǎŀȅƻǎ ŘŜ ŎƻƳǇŜǘƛŎƛƽƴ ŜƴǘǊŜ ƭƻǎ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ Las competiciones se hicieron 

infectando 10
9
 bacterias con cantidades equivalentes de cada virus competidor (10

4
 ufp) manteniendo 

una moi de entre 0,01 y 1. Las poblaciones obtenidas tras la serie de pases realizados se secuenciaron 

para determinar si alguno de los virus competidores llegaba a ser dominante en la población. 

 

4.6.4 /ǳŀƴǘƛŦƛŎŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ŜƴǘǊŀŘŀ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ Ŝƴ E.coli 

 Para cuantificar la entrada del virus en las células bacterianas,  se infectaron 3 cultivos 

de E.coli Hfr conteniendo 105, 106 y 107 bacterias con 105 ufp. Cada cultivo se incubó durante 

10 minutos a 37º C y 300 rpm de agitación en un volumen final de 1 ml. A continuación se 

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

pellet se lavó 2 veces con medio NB frio y finalmente se resuspendió en 1ml de medio NB. La 

suspensión resultante se plaqueó para determinar el título viral. Todos los ensayos se hicieron 

ǇƻǊ ǘǊƛǇƭƛŎŀŘƻΦ [ŀ ǘŀǎŀ ŘŜ ŀŘǎƻǊŎƛƽƴ όʰύ ǎŜ ŎŀƭŎǳƭƽ ŎƻƳƻΥ 

 

 

donde NL es el número de partículas libres no adsorbidas, Nt el número de virus totales y 10 

los minutos de incubación (Heineman y Bull 2007). El número de partículas libres NL se calculó 

como la diferencia entre el número de virus totales (Nt) menos el número de virus adsorbidos. 

 

4.7 Materiales 

4.7.1 Medios de cultivo y crecimiento    

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

fueron los siguientes: 

 
 
 

NL = Nt Ŝ
-10h

 

+ 
vʲŎƻƳǇŜǘƛŘƻǊм Q c̡ompetidor2 

Pases seriados Análisis  
secuencia  
consenso 
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NB (Nutrient Broth). Medio líquido para el crecimiento de E.coli. 

Nutrient Broth (Merck) 8 g/L 

NaCl 5 g/L 

 
LB (Luria-Bertani). Medio líquido para el crecimiento de E.coli. 

Extracto de levadura 5 g/L 

Triptona 10 g/L 

NaCl 10 g/L 

 
Tampón del fago. aŜŘƛƻ ƭƝǉǳƛŘƻ ǇŀǊŀ Ŝƭ ƳŀƴǘŜƴƛƳƛŜƴǘƻ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

Gelatina 1g/L 

Tris-HCl 1M pH = 7,5 - 50mM 

MgCl2 10mM 

 
Agar semisólido. aŜŘƛƻ ǎŜƳƛǎƽƭƛŘƻ ǇŀǊŀ Ŝƭ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ Ŝƴ ǇƭŀŎŀ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

Nutrient Broth (Merck) 8 g/L 

NaCl 5 g/L 

Select Agar (Invitrogen) 7 g/L 

 
LB Agar. Medio sólido para el crecimiento en placa de E.coli. 

LB agar (Invitrogen) 32 g/L 

 
4.7.2 Disoluciones y tampones 
 

PBS (solución salina tamponada con fosfato): 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO4, 

pH 6.8. 

Solución de IPTG: isopropil- -̡D-tiogalactopiranósido 0,5M en agua destilada. 

Solución de X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil- -̡D-galactopiranósido 2% en dimetilformamida. 

TAE: 40 mM Tris acetato, pH 8.3, 1 mM EDTA. 

DMSO: Dimetil sulfóxido 

 
4.7.3 Agentes mutagénicos  y nucleósidos  

 Los agentes mutagénicos empleados fueron 5-azacitidina (AZC) (Sigma), 5-fluorouracilo 

(5-FU) (Sigma), ribavirina (Rib) (Sigma) y 5-aza-нΩ-deoxicitidina (dAZC) (Sigma). Los nucleósidos 

empleados fueron adenosina (Ad) (Sigma), guanosina (Gu) (Sigma), citidina (Cy) (Sigma) y 

uridina (Ur) (Sigma). Las disoluciones stock correspondientes de AZC y 5-FU se prepararon en 

tampón del fago esterilizado (ver apartado 4.7.1) y se conservaron a 4º C un máximo de 72 
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horas. La ribavirina se preparó a una concentración de 100 mM en PBS y se conservó a -20º C 

en alícuotas de un solo uso. La disolución de dAZC se preparó en DMSO y se conservó a 4º C un 

máximo de 72 horas. Las disoluciones de nucleósidos se prepararon en tampón del fago 

esterilizado y se conservaron a 4º C un máximo de 72 horas (Tabla 4.6). 

Tabla 4.6. Agentes mutagénicos y nucleósidos. 

Compuesto Concentración 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 Agentes hipometilantes 

 Los agentes hipometilantes empleados fueron SAH (Sigma), Mg(CH3COO)2 (Life 

Technologies) y NH4CH3COO (Applied Biosystems). La disolución stock de SAH se preparó en 

agua miliQ esterilizada y se conservó a -20º C en alícuotas de un solo uso. La disolución de 

Mg(CH3COO)2 se preparó en agua miliQ estéril y se conservó a temperatura ambiente en 

alícuotas de 1 ml, al igual que el NH4CH3COO listo para su uso (Tabla 4.7). 

Tabla 4.7. Agentes hipometilantes. 

Compuesto Concentración stock 

SAH 1 mg/ml 

Mg(CH3COO)2 1 M 

NH4CH3COO 5 M 
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5. RESULTADOS 

 
5.1 RESULTADOS PREVIOS SOBRE EL EFECTO DEL AZC EN EL BACTERIÓC!Dh vʲ 

 En base a los resultados previos obtenidos (Cases-González y col. 2008) y con el 

objetivo de ver si Ŝƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŜǊŀ ŎŀǇŀȊ ŘŜ ǎŜƭŜŎŎƛƻƴŀǊ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ŘŜ ǊŜǎƛǎǘŜƴŎƛŀ ŀƭ !½/, 

la población v 0̡ (ver apartado 4.1.2 de Materiales y Métodos) fue propagada por María 

Arribas en el laboratorio de Evolución Molecular del CAB  en  presencia de concentraciones 

crecientes de AZC utilizando tamaños poblacionales elevados (ver apartado 4.4.1 de 

Materiales y Métodos), según el esquema que se muestra en la Figura 5.1. Dado que gran 

parte de las poblaciones virales analizadas en esta Tesis Doctoral fueron obtenidas en este 

experimento, hemos considerado conveniente describir con cierto detalle su historia evolutiva, 

así como algunas de las determinaciones previas realizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1.  9ǾƻƭǳŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲл Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ȅ ŀǳǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/Φ [ŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲл ŦǳŜ ǳǎŀŘŀ 

para iniciar dos series de pases en paralelo, una en presencia de concentraciones crecientes de AZC 

όvʲAZC) y la otra en ausencia de mutágeno όvʲŎƻƴǘǊƻƭύ. Ambas líneas se iniciaron infectando 10
9
 

bacterias en fase exponencial con 10
9
 ufp en un volumen de 10 ml. Cada nuevo pase fue iniciado con 1 

ml de la suspensión de fagos obtenida en el pase anterior (ver apartado 4.4.1 de Materiales y Métodos). 

Las poblaciones obtenidas en puntos concretos de cada serie de pases se nombraron indicando la 

máxima concentración de AZC a la que habían sido expuestas, seguido del número de pases totales 

dados a la población (entre paréntesis). 

 

Q 0̡ 

Q 0̡ 

Q A̡ZC(10p20) Q A̡ZC(20p30) Q A̡ZC(30p40) 

Q A̡ZC(50p50) Q A̡ZC(60p60) Q A̡ZC(80p70) 

Q c̡ontrol(0p70) 

10 µg/ml AZC 
20 pases 

20 µg/ml AZC 
10 pases 

30 µg/ml AZC 
10 pases 

50 µg/ml AZC 
10 pases 

60 µg/ml AZC 
10 pases 

80 µg/ml AZC 
10 pases 

0 µg/ml AZC 
70 pases 
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 La determinación de los títulos virales cada 10 pases mostró que el virus transmitido 

en presencia de AZC no se extinguía, incluso después de alcanzar concentraciones de AZC que 

provocaban la extinción cuando los tamaños poblacionales eran menores (Cases-González y 

ŎƻƭΦ нллуύΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ ƭƻǎ ǘƝǘǳƭƻǎ ŘŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ vʲAZC(слǇслύ ȅ vʲAZC(80p70) (5.0x109 y 

5.0x108 ufp/ml, respectivamente) fueron menores que los de las poblaciones control nunca 

ǘǊŀǘŀŘŀǎ Ŏƻƴ ƳǳǘłƎŜƴƻ όvʲcontrolόлǇслύ ҒмΦлȄмл11 ǳŦǇκƳƭ ȅ vʲcontrolόлǇтлύ ҒмΦлȄмл11 ufp/ml) 

(Arribas y col. 2011). 

 El análisis de las secuencias consenso de las poblaciones evolucionadas en presencia 

de AZC mostró en el pase 30 la fijación de la mutación A2187C (S281R), y en el pase 40 la 

fijación de la mutación A1746U (T134S), en la proteína A1, además de la presencia de dos 

mutaciones polimórficas en la replicasa, G3945(A+G) (G531S) y U3989(C+U) que no produce 

cambio de aminoácido. En el pase 50 se detectó la presencia de otros dos polimorfismos, 

A2982(G+A), que produce el cambio T210A en la replicasa y la mutación sinónima U1520(C+U) 

localizada en el gen que codifica para las proteínas de cubierta y A1. Todas estas sustituciones 

polimórficas son exclusivas de las poblaciones evolucionadas en presencia de AZC y 

permanecieron como polimorfismos hasta el pase número 70 (Arribas y col. 2011). Por otro 

ƭŀŘƻΣ Ŝƭ ŀƴłƭƛǎƛǎ ŘŜ ƭŀ ǎŜŎǳŜƴŎƛŀ ŎƻƴǎŜƴǎƻ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲcontrol(0p70) mostró la fijación de 

la mutación A2187C, coƳǵƴ Ŝƴ ƭŀǎ ƭƝƴŜŀǎ ŜǾƻƭǳǘƛǾŀǎ vʲcontrol ȅ vʲAZC, además de la mutación 

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

 
 
5.2 CARACTERIZACIÓN DE LAS POBLACIONES DEL BACTERIÓC!Dh vʲ EVOLUCIONADAS EN 

PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE AZC 

 Las poblaciones obtenidas en diferentes puntos de las series de pases realizadas en 

presencia y ausencia de AZC (Figura 5.1), fueron analizadas a nivel genotípico y fenotípico con 

Ŝƭ ƻōƧŜǘƛǾƻ ŘŜ ŀƴŀƭƛȊŀǊ Ŝƴ ǇǊƻŦǳƴŘƛŘŀŘ Ŝƭ ǇǊƻŎŜǎƻ ŜǾƻƭǳǘƛǾƻ ǎŜƎǳƛŘƻ ǇƻǊ Ŝƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

5.2.1 Determinación de los títulos de clones biológicos aislados de las poblaciones del 

ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ 

 Para determinar si el descenso en los títulos virales experimentado por las poblaciones 

pasadas en presencia de AZC (ver apartado 5.1 de resultados) era debido a un descenso en  la 

capacidad replicativa de los virus individuales que componían el espectro de mutantes, se 

ǇƭŀǉǳŜŀǊƻƴ Ŝƴ ŀǳǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/ ǘŀƴǘƻ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ vʲcontrolόлǇнлύ ȅ vʲcontrol(0p70) como las 

ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ǘǊŀǘŀŘŀǎ Ŏƻƴ ƳǳǘłƎŜƴƻ vʲAZC(1лǇнлύΣ vʲAZCόолǇплύΣ vʲAZC(60p60) y 

v A̡ZC(80p70). De cada una estas poblaciones se aislaron placas de lisis y se titularon (Figura 



Resultados 

 
 

49 
 

5.2). En las condiciones en las que se realizó el plaqueo podemos asumir que cada placa de lisis 

es originada por la replicación de un único virus y por tanto es posible utilizar el título de las 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Figura 5.2. Título promedio de las placas de lisis aisladas de las poblaciones del bacteriófago 

 vʲ ǇǊƻǇŀƎŀŘŀǎ Ŝƴ presencia y ausencia de AZC. El número de placas de lisis fue 20 para la 

 población v c̡ontrol(0p20), 10 para ƭŀ vʲcontrol(0p70), 6 para ƭŀ vʲAZC(10p20), 7 para la 

 v A̡ZC(30p40), 12 para ƭŀ vʲAZC(60p60) y 8 ǇŀǊŀ ƭŀ vʲAZC(80p70). Las barras de error 

 representan la desviación estándar de los títulos virales obtenidos para todas las placas de lisis 

 aisladas de cada población. En todos los casos las titulaciones se realizaron por duplicado. 

 

 Los resultados mostraron que los títulos de las placas de lisis aisladas de cualquiera de 

las poblaciones evolucionadas en presencia de AZC eran significativamente más bajos que los 

de las placas de lisis procedentes de las poblaciones control (P < 0,001 en todas las 

comparaciones, test t de Student), siendo las placas aisladas de las poblaciones pasadas a altas 

ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜ !½/ όvʲAZCόслǇслύ ȅ vʲAZC(80p70)) las que presentaban valores menores. 

Estos resultados sugieren que el descenso en los títulos virales observado durante la evolución 

en presencia de AZC es debido a una menor capacidad replicativa de los virus que componen el 

espectro de mutantes de las poblaciones mutagenizadas. 
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5.2.2 Sensibilidad al AZC de las poblaciones ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ  

 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 concentración de AZC (80 µg/ml). Los resultados obtenidos 

(Figura 5.3) mostraron que todas las poblaciones pasadas en presencia de AZC presentaban 

ƳŀȅƻǊ ǘƻƭŜǊŀƴŎƛŀ ŀƭ ƳǳǘłƎŜƴƻ Ŏƻƴ ǊŜǎǇŜŎǘƻ ŀ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲ ƻǊƛƎƛƴŀƭ όvʲлύ ȅ ŀ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ 

ŎƻƴǘǊƻƭ vʲcontrol(0p60), no expuestas al mutágeno, siendo ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ vʲAZC(60p60) y 

v A̡ZC(80p70) las que presentaban menor sensibilidad al AZC. Además se observó que la 

relación entre los títulos virales obtenidos en ausencia y presencia de AZC se reduce a medida 

que aumentan el número de pases y la concentración de mutágeno a la que ha sido expuesta 

la población. Estos resultados concuerdan con la selección de algún mecanismo de resistencia 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
  

 Figura 5.3. {ŜƴǎƛōƛƭƛŘŀŘ ŀƭ !½/ ŘŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŜǾƻƭǳŎƛƻƴŀŘŀǎ Ŝƴ 

 presencia y ausencia de AZC. El experimento se llevó a cabo por triplicado infectando 10
9
 

 bacterias E.coli Hfr en fase exponencial con 10
8
 ufp de cada población viral en un volumen de 

 10 ml y en presencia de 80 µg/ml de AZC (columnas verdes) o en su ausencia (columnas azules). 

 Los sobrenadantes de las poblaciones obtenidas se titularon por duplicado para determinar el 

 rendimiento del virus. Las barras de error corresponden al error estándar de la media de los 

 títulos virales. La relación entre los títulos virales obtenidos en ausencia y presencia de AZC se 

 utilizó como medida de la sensibilidad al AZC y se indica en la gráfica debajo del nombre de 

 cada población. 
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 Para determinar si las poblaciones que habían aumentado su tolerancia al AZC en un 

único pase también presentaban mayor resistencia a la extinción después de un tratamiento 

más prolongado, estas se propagaron durante 10 pases seriados en condiciones que producían 

la extinción del virus salvaje (80 µg/ml de AZC y tamaños poblacionales reducidos) (Cases-

González y col. 2008ύΦ [ƻǎ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻǎ ƳƻǎǘǊŀǊƻƴ ǉǳŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ vʲл ȅ vʲcontrol(0p70) se 

extinguieron a pases 6 y 5 respectivamente, mientras que las pƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ vʲAZC(60p60) y 

v A̡ZC(80p70) mantuvieron títulos altos al menos hasta el pase número 10 (Figura 5.4). Los 

títulos a pase número 10 de todas las poblaciones pasadas en ausencia de AZC fueron similares 

(en torno a 1011 ufp/ml). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 5.4. Títulos virales obtenidos después de 10 pases seriados en presencia de 80 µg/ml 

 de AZC. El primer pase se realizó infectando 10
8
 bacterias con 10

6
 ufp en un volumen de 1 ml y 

 cada nuevo pase se inició con 100 µl de la suspensión de fagos obtenida en el pase anterior (ver 

 apartado 4.4.2 de Materiales y Métodos), manteniendo siempre la concentración de AZC 

 indicada. Todos los pases  se llevaron a cabo por duplicado. A pase número 10 se determinó el 

 titulo viral de todas las poblaciones y en aquellas en las que no se observaron placas de lisis se 

 titularon los pases anteriores hasta determinar el número de pase al cual se producía la 

 extinción. Los títulos se determinaron por duplicado y el error estándar fue siempre menor del 

 10 %. 
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5.2.3 Determinación de la frecuencia de mutación  

 Para comprobar si la menor sensibilidad al AZC está acompañada de una menor 

sensibilidad a su acción mutagénica, se determinó la frecuencia de mutación mínima y máxima 

en un conjunto de clones biológicos aislados de varias de las poblaciones obtenidas en 

distintos puntos de las series de pases (Tabla 5.1). Los resultados mostraron que las 

poblaciones tratadas con AZC presentaban frecuencias de mutación más altas que las 

poblaciones no tratadas. Además se observó que la frecuencia de mutación aumentaba 

rápidamente durante los primeros pases realizados en presencia de bajas concentraciones de 

AZC, estabilizándose a pases posteriores en los que la concentración de AZC era mayor. Este 

hecho es compatible con la selección de un mecanismo de resistencia a la acción mutagénica 

del AZC. 

Tabla 5.1. Frecuencias de mutación mínima y máxima calculadas para las diferentes poblaciones 

evolucionadas en presencia y ausencia de AZC.  

Población Nº clones 
(nº nucleótidos)1 

Nº mutaciones Frecuencia de mutación 
Mínima2             Máxima3 

v 0̡ 7 (17.780) 4 2,5x10-4 2,5x10-4 
v c̡ontrol(0p60) 7 (17.780) 7 3,0x10-4 4,2x10-4 
v A̡ZC(10p20) 5 (12.700) 25 1,8x10-3 2,0x10-3 

v A̡ZC(20p30) 8 (20.320) 57 2,6x10-3 2,8x10-3 

v A̡ZC(60p60) 11 (27.940) 92 2,4x10-3 3,3x10-3 

v A̡ZC(80p70) 10 (25.400) 104 3,0x10-3 4,1x10-3 
 

1
 Número total de nucleótidos secuenciados. La región secuenciada para cada clon está comprendida 

entre el nucleótido 1460 y el nucleótido 4000. 
2
 Frecuencia de mutación mínima, calculada como el número de mutaciones diferentes presentes en los 

clones analizados dividido por el número total de nucleótidos secuenciados. 
3
 Frecuencia de mutación máxima calculada como el número de mutaciones totales presentes en los 

clones analizados, dividido por el número total de nucleótidos secuenciados. 
 

 

 El análisis de la secuencia genética de los clones biológicos aislados de las poblaciones 

v A̡ZC(60p60) y v A̡ZC(80p70) mostró la presencia de algunas de las mutaciones polimórficas 

que ya habían sido identificadas en la secuencia consenso (U1520C, A2982G, G3945A y 

U3989C) y dos nuevas mutaciones en el gen de la replicasa, C3413(G+C) (sinónima) y 

U3582(C+U) (Y410H), que también estaban representadas a alta frecuencia en el espectro de 

mutantes de la población v A̡ZC(80p70). Todas ellas (Figura 5.5) son candidatas a presentar 

efectos beneficiosos en presencia de AZC, destacando las mutaciones A2982G y U3582C por su 
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localización en zonas altamente conservadas de la replicasa viral (Arribas y col. 2011, Kidmose 

y col. 2010, Takeshita y Tomita 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5.5. Mutaciones fijadas o representadas a alta frecuencia en las poblaciones del bacteriófago 

vʲΦ Se indican las mutaciones identificadas exclusivamente en las secuencias consenso y espectro de 

mutantes ŘŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ǇŜǊǘŜƴŜŎƛŜƴǘŜǎ ŀ ƭŀ ƭƝƴŜŀ ŜǾƻƭǳǘƛǾŀ vʲAZC.  

 

5.3 VALOR SELECTIVO DE LAS MUTACIONES FIJADAS O REPRESENTADAS A ALTA FRECUENCIA 

EN LAS POBLACIONES EVOLUCIONADAS EN PRESENCIA DE AZC 

5.3.1 Evolución de clones biológicos aislados de las poblaciones propagadas en presencia de 

AZC 

 En una primera aproximación para determinar el valor selectivo de las mutaciones 

seleccionadas en presencia de AZC, se analizó el comportamiento evolutivo de varios clones 

ōƛƻƭƽƎƛŎƻǎ ŀƛǎƭŀŘƻǎ ŘŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ vʲAZCόолǇплύΣ vʲAZCόслǇслύ ȅ vʲAZC(80p70), expuestas 

ŀƭ !½/Σ ȅ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲcontrol(0p60) no expuesta al AZC (Tabla 5.2). De este modo es 

posible valorar el comportamiento de las mutaciones fijadas o representadas a alta frecuencia 

en presencia de AZC cuando están presentes en un contexto genómico hipermutado. Todos los 

clones se sometieron a 10 pases seriados en ausencia y presencia de AZC (60 µg/ml) y se 

determinó la secuencia consenso de las nuevas poblaciones obtenidas. Este análisis mostró 

que las mutaciones A2982G y U3582C que se mantenían en presencia de AZC revertían en su 

ausencia, siendo este el único cambio que se observó en la secuencia consenso de las 

poblaciones obtenidas a pase número 10, respecto a las secuencias de los clones iniciales. Este 
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hecho es un claro indicio de que estas mutaciones presentan valor selectivo en presencia de 

AZC, mientras que poseen un coste en fitness en su ausencia. 

Tabla 5.2. Mutaciones presentes en la secuencia genómica de los clones biológicos que fueron 

sometidos a pases seriados en presencia y ausencia de AZC. 

Clon viral1 Mutaciones2 

CQ c̡ontrol(0p60) 

 
G1773A, A2187C, G3002A, C3517U 

CQ A̡ZC(30p40) 

 
A1746U, A1972G, U2153C, A2187C, C2378G, U2509C, A2598G, 

U3371C, C3517U 
CQ A̡ZC(60p60) 

 
U1520C, A1746U, U1793C, U1934C, C2059G, C2184G, A2187C, 

A2948G, A2982G, U3590C,G3945A, U3989C 
CQ A̡ZC(80p70) 

 
A1574G, A1746U, A1898G, U2060C, A2187C, U2425C, C2471G, 
U2558C, U2776C, A2949G, C3158G, A3268G, U3314C, U3582C, 

T3737C 

 
1
 La población de la cual fue aislado cada clon aparece como subíndice. 

2
 La región secuenciada está comprendida entre los nucleótidos 1460 y 4000. Las mutaciones fijadas o 

representadas a alta frecuencia en la población de origen de cada clon se indican en negrita. 

 

5.3.2 Valor selectivo de las mutaciones A1746U, A2982G y U3582C 

 Las mutaciones A1746U, A2982G y U3582C se introdujeron mediante mutagénesis 

ŘƛǊƛƎƛŘŀ Ŝƴ Ŝƭ ǾŜŎǘƻǊ ŘŜ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΣ Ǉ.w¢тvʲ όǾŜǊ ŀǇŀǊǘŀdo 4.3 de 

Materiales y Métodos) con el objetivo de determinar su valor selectivo. De este modo 

obtuvimos mutantes infecciosos que producían virus conteniendo únicamente la mutación 

indicada (Tabla 4.1). Se eligieron estas tres mutaciones debido a que la sustitución A1746U es 

la única que se fija en el genoma de las poblaciones evolucionadas en presencia de AZC, y las 

sustituciones A2982G y U3582C se encuentran localizadas en zonas altamente conservadas de 

la replicasa viral. La determinación de la tasa de crecimiento de cada uno de los mutantes nos 

permitió estimar su fitness, tal y como se indica en el apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos. 

El virus ǎŀƭǾŀƧŜ όvʲwt) ƻōǘŜƴƛŘƻ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƭŀ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜƭ ǇƭłǎƳƛŘƻ Ǉ.w¢тvʲ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊƽ ŎƻƳƻ 

ǾƛǊǳǎ ŘŜ ǊŜŦŜǊŜƴŎƛŀ Ŝƴ Ŝǎǘƻǎ ŜƴǎŀȅƻǎΦ [ƻǎ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻǎ ƳƻǎǘǊŀǊƻƴ ǉǳŜ ƭƻǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ vʲA2982G y 

v U̡3582C  presentaban valores de fitness Ƴłǎ ōŀƧƻǎ ǉǳŜ Ŝƭ ǾƛǊǳǎ vʲwt en ausencia de AZC y 

más altos que el virus salvaje en presencia de mutágeno (Figura 5.6). Este resultado es acorde 

con la selección de ambas mutaciones en presencia de AZC y con el hecho de que reviertan en 

su ausenciŀΦ 9ƴ Ŝƭ Ŏŀǎƻ ŘŜƭ ƳǳǘŀƴǘŜ vʲA1746U, observamos que presenta valores de fitness más 

ōŀƧƻǎ ǉǳŜ Ŝƭ ǾƛǊǳǎ vʲwt tanto en presencia como en ausencia de AZC, sorprendiendo este 

resultado, dado que esta mutación se fija en presencia de AZC y no revierte en su ausencia.  
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 Figura 5.6. Fitness relativo de los mutantes infecciosos indicados. Las determinaciones se 
 realizaron según se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos. El fitness relativo se 
 calculó dividiendo el valor obtenido para cada mutante pƻǊ Ŝƭ ǾŀƭƻǊ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ vʲǿǘ όмрΦпнҕлΦрл 
 en ausencia de AZC y 9.68±0.22 en presencia de 60 µg/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 presencia de AZC. Las barras de error corresponden a la 
 desviación estándar de las medias de los valores obtenidos en un ensayo llevado a cabo por 
 triplicado. 
 
 
 

 Para ver si alguna de estas tres mutaciones confería resistencia a la extinción en 

presencia de AZC, los virus mutantes se propagaron durante 10 pases seriados en las 

condiciones descritas previamente que producen la extinción del virus (Cases-González y col. 

2008; ver apartado 4.4.2 de Materiales y Métodos). Los resultados mostraron que mientras 

ǉǳŜ Ŝƭ ǾƛǊǳǎ vʲwt se extinguía a pases 9 y 10, los mutantes mantuvieron su infectividad al 

menos hasta el pase número 10 (Figura 5.7). Este hecho indica que estas mutaciones otorgan 

al virus un mecanismo de resistencia a la extinción cuando replica en presencia de AZC. 
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 Figura 5.7. Títulos virales obtenidos después de 10 pases seriados en presencia de 80 µg/ml 

 de AZC. El primer pase se realizó infectando 10
8
 bacterias con 10

6
 ufp en un volumen de 1 ml y 

 cada nuevo pase se inició con 100 µl de la suspensión de fagos obtenida en el pase anterior (ver 

 apartado 4.4.2 de Materiales y Métodos), manteniendo siempre la concentración de AZC 

 indicada. Todos los pases se llevaron a cabo por duplicado. A pase número 10 se determinó el 

 titulo viral de todas las poblaciones y en aquellas en las que no se observaron placas de lisis se 

 titularon los pases anteriores hasta determinar el número de pase al cual se producía la 

 extinción. 

 
 

 Las determinaciones del fitness de los distintos mutantes infecciosos indican que las 

mutaciones A2982G y U3582C son beneficiosas en presencia de AZC, mientras que la mutación 

A1746U no parece aportar ninguna ventaja ni en presencia ni en ausencia de AZC. Otra forma 

de comprobar la posible ventaja selectiva que presentan estas mutaciones en presencia de 

AZC consiste en hacer experimentos de competición entre los distintos virus mutantes y el 

virus salvaje y determinar si alguno de los virus llega a ser dominante en la población (ver 

apartado 4.6.3 de Materiales y Métodos). El análisis de la secuencia consenso (Tabla 5.3) de las 

ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ƻōǘŜƴƛŘŀǎ ǘǊŀǎ ƭŀ ŎƻƳǇŜǘƛŎƛƽƴ ŘǳǊŀƴǘŜ р ǇŀǎŜǎ ǎŜǊƛŀŘƻǎ ŜƴǘǊŜ Ŝƭ ǾƛǊǳǎ vʲwt y cada 

uno de los mutantes infecciosos mostró en todos los casos que en presencia de AZC el virus 

mutante desplazaba al virus de genotipo salvaje, mientras que en ausencia de AZC era este 

último el que se imponía en la población. Este resultado indica que las tres mutaciones 

analizadas poseen ventaja selectiva en presencia de AZC, lo cual está de acuerdo con las 

determinaciones de fitness ƻōǘŜƴƛŘŀǎ ǇŀǊŀ ƭƻǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ vʲA2982G ȅ vʲU3582C. El resultado, sin 
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1,00E+02

1,00E+03

1,00E+04

1,00E+05
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U
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ŜƳōŀǊƎƻΣ ŎƻƴǘǊŀǎǘŀ Ŏƻƴ Ŝƭ ƘŜŎƘƻ ŘŜ ǉǳŜ Ŝƭ ƳǳǘŀƴǘŜ vʲA1746U presente valores de fitness 

ƳŜƴƻǊŜǎ ǉǳŜ Ŝƭ ǾƛǊǳǎ vʲwt en las dos condiciones estudiadas. El resultado también muestra 

que las mutaciones A2982G y U3582C que permanecían como polimórficas en poblaciones 

heterogéneas, pueden llegar a fijarse cuando la complejidad del espectro de mutantes se 

reduce a dos virus competidores, siendo uno de ellos el virus salvaje. 

Tabla 5.3. Competición entre el virus salvaje y los mutantes infecciosos v A̡1746UΣ vʲA2982G y 

v U̡3582C. 

Competición1 Secuencia consenso p5
2
 

 -AZC  
Secuencia consenso p5

2
 

+AZC (60 µg/ml) 

 
 

v w̡t Ҍ vʲA1746U 

 
 
 
 

v w̡t 

 
 
 

 
v A̡1746U 

 
 
 

v w̡t + v A̡2982G 

 
 
 
 
 

v w̡t 

 
 

 
 

 
v A̡2982G 

 
 
 

v w̡t + v U̡3582C 

 
 
 
 
 

v w̡t 

 
 
 
 

 
v U̡3582C 

 

1
 Las competiciones se realizaron infectando inicialmente 10

9
 bacterias con 10

6
 ufp de cada virus 

competidor en un volumen de 10 ml, en ausencia o presencia de AZC (60 µg/ml) y manteniendo una moi 
de 0,01 a lo largo de los pases. 
2
 Se analizó la secuencia consenso de la población obtenida después de 5 pases. En cada caso se analizó 

únicamente la región específica en la que se encontraba la mutación de estudio (que se muestra 
enmarcada por un círculo encima de los cromatogramas). 
 

 
 A continuación se realizaron experimentos de competición entre los distintos virus 

mutantes para comprobar cuál de ellos ofrecía mayores ventajas selectivas. Los resultados 

obtenidos después de 5 pases en presencia de AZC (Tabla 5.4) mostraron que en estas 

ŎƻƴŘƛŎƛƻƴŜǎ Ŝƭ ƳǳǘŀƴǘŜ vʲA1746U ŜǊŀ ŎŀǇŀȊ ŘŜ ŘŜǎǇƭŀȊŀǊ ŀ ƭƻǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ vʲA2982G ȅ vʲU3582C, 

indicando que la mutación A1746U es la que posee mayor valor selectivo. Este resultado 

concuerda con el hecho de que esta mutación es la primera que aparece a lo largo de la serie 

de pases llevada a cabo en presencia de mutágeno y la única que llega a fijarse en el genoma 

de la población viral. El análisis de la secuencia consenso obtenida a pase número 5 en la 
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ŎƻƳǇŜǘƛŎƛƽƴ ŜƴǘǊŜ ƭƻǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ vʲA2982G ȅ vʲU3582C mostró la coexistencia de ambas 

mutaciones en la población resultante. 

 Los resultados de las competiciones entre los distintos virus mutantes en ausencia de 

AZC mostraron que la única mutación presente, y además en forma polimórfica, era la 

mutación A1746U. Esto probablemente es debido a la reversión de las mutaciones A2982G y 

U3582C. Es de esperar que la mutación A1746U sea desplazada por el virus no mutado en esta 

posición en pases posteriores. 

Tabla 5.4. Mutaciones presentes en la secuencia consenso de las poblaciones obtenidas durante la 

cƻƳǇŜǘƛŎƛƽƴ ŜƴǘǊŜ ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ƛƴŦŜŎŎƛƻǎƻǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

Competición1 Mutaciones presentes p5
2
 

 -AZC  
Mutaciones presentes p5

2
 

+AZC (60 µg/ml) 

 
v A̡1746U + v A̡2982G 

 

 
A1746(U+A) 

 
A1746U  

 
v A̡1746U + v U̡3582C 

 

 
A1746(U+A) 

 
A1746U 

 
v A̡2982G + v U̡3582C 

 

 
No determinado 

 
A2982(G+A) + U3582(C+U) 

 
v A̡1746U + v A̡2982G + 

v U̡3582C 

 
A1746(U+A) 

 
A1746U 

 
1
 Las competiciones se realizaron infectando inicialmente 10

9
 bacterias con 10

6
 o 10

7
 ufp de cada virus 

competidor en un volumen de 10 ml, en ausencia o presencia de AZC (60 µg/ml) y manteniendo una moi 
de 0,01 a lo largo de los pases. 
2
 Se analizó la secuencia consenso de la población obtenida después de 5 pases. En cada caso se analizó 

únicamente la región específica en la que se encontraba la mutación de estudio. 
 
 

5.3.3 Valor selectivo de las mutaciones C3413G, G3945A y U3989C  

 Las poblaciones evolucionadas en presencia de AZC presentan, además de las 

mutaciones A2982G y U3582C, otras mutaciones polimórficas que también están 

representadas a alta frecuencia. De entre ellas escogimos las mutaciones sinónimas C3413G y 

U3989C y la mutación G3945A localizada en una región no conservada de la replicasa viral para 

determinar si su elevada frecuencia se debe a que proporcionan alguna ventaja selectiva en 

presencia de AZC.  Para realizar estos estudios se generaron mutantes infecciosos conteniendo 

cada una de las mutaciones en el contexto genómico del virus salvaje. La determinación del 

fitness de estos mutantes mostró que tanto en presencia como en ausencia de AZC, los virus 

v C̡3413G ȅ vʲU3989C ǇǊŜǎŜƴǘŀōŀƴ ǾŀƭƻǊŜǎ Ƴłǎ ōŀƧƻǎ ǉǳŜ Ŝƭ ǾƛǊǳǎ vʲwt, mientras que el virus 

v G̡3945A presentaba valores de fitness más altos en ambas condiciones (Figura 5.8). 
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 Figura 5.8. Fitness relativo de los mutantes infecciosos indicados. Las determinaciones 
 se realizaron según se describe en el apartado 4.6.2 de Materiales y Métodos. El fitness relativo 
 ǎŜ ŎŀƭŎǳƭƽ ŘƛǾƛŘƛŜƴŘƻ Ŝƭ ǾŀƭƻǊ ƻōǘŜƴƛŘƻ ǇŀǊŀ ŎŀŘŀ ƳǳǘŀƴǘŜ ǇƻǊ Ŝƭ ǾŀƭƻǊ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ vʲǿǘ 
 (15.42±0.50 en ausencia de AZC y 9.68±0.22 en presencia de 60 µg/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 presencia de AZC. Las barras de error corresponden a la 
 desviación estándar de las medias de los valores obtenidos en un ensayo llevado a cabo por 
 triplicado. 

 

 Los ensayos de competición llevados a cabo entre cada uno de los mutantes 

infecciosos con el virus v w̡t mostraron que la mutación C3413G se mantiene como 

polimórfica después de 15 pases tanto en presencia como ausencia de AZC, la mutación 

G3945A se fija en el genoma de la población en ambas condiciones, mientras que la mutación 

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

impone en la población en tan solo 5 pases (Tabla 5.5). 

Tabla 5.5. Mutaciones presentes en la secuencia consenso de las poblaciones obtenidas durante la 

ŎƻƳǇŜǘƛŎƛƽƴ ŜƴǘǊŜ ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ƛƴŦŜŎŎƛƻǎƻǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

Competición1 Mutaciones presentes 
-AZC                                  

Mutaciones presentes 
+AZC (60 µg/ml) 

Q w̡t + Q C̡3413G 

(p15)
2
 

C3413(G+C)  C3413(G+C)  

Q w̡t + Q G̡3945A 

(p15)
2
 

G3945A  G3945A  

Q w̡t + Q U̡3989C 

(p5)
2
 

Nucleótido salvaje (U) Nucleótido salvaje (U) 

 

1 Las competiciones se realizaron infectando inicialmente 10
9
 bacterias con 10

6
 o 10

7
 ufp de cada virus 

competidor en un volumen de 10 ml, en ausencia o presencia de AZC (60 µg/ml) y manteniendo una moi 
de 0,01 a lo largo de los pases. 
2
 El número de pase al que se determinó la secuencia se indica entre paréntesis. En cada caso se analizó 

únicamente la región específica en la que se encontraba la mutación de estudio. 
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 Estos resultados concuerdan con los valores de fitness mostrados en la Figura 5.8. La 

mutación C3413G tiene valores de fitness cercanos a la neutralidad tanto en presencia como 

en ausencia de AZC y por eso puede mantenerse como polimórfica en ambos casos. La 

mutación G3945A debe ser beneficiosa en ambas condiciones y por eso consigue desplazar al 

ǾƛǊǳǎ vʲwt en 15 pases. Por el contrario, la mutación U3989C es eliminada en ambas 

competiciones, lo cual está de acuerdo con sus valores de fitness inferiores a los del virus 

v w̡t. En conjunto, los valores de fitness observados y los ensayos de competición realizados 

con el virus salvaje muestran que estas mutaciones no aportan ventajas dependientes de la 

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

 
 
5.4 ESTUDIO DE LAS CAUSAS DE LA PROLONGADA PRESENCIA COMO POLIMORFISMOS DE 

LAS MUTACIONES SELECCIONADAS EN PRESENCIA DE AZC 

5.4.1 Distribución de mutaciones en el espectro de mutantes de las poblaciones del 

ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ŜǾƻƭǳŎƛƻƴŀŘŀǎ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/ 

 Como ya se ha indicado (ver apartado 5.2), el análisis de las secuencias consenso y los 

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

ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀŘƻǎ ǇƻǊ Ŝƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/ όCƛƎǳǊŀ рΦмύ ǊŜǾŜƭƽ ƭŀ ǇǊŜǎencia de 

varios polimorfismos que permanecieron como tales hasta el último 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 objetivo de ver si estas 

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

ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZC(80p70) en presencia de concentraciones crecientes de AZC. Los primeros 10 

pases se dieron en presencia de 80 µg/ml de AZC y los otros 10 en presencia de 100 µg/ml de 

AZC (Figura 5.9ύΦ /ƻƳƻ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻ ǎŜ ƻōǘǳǾƻ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZC(100p90) de la que se determinó 

la secuencia consenso (desde el nucleótido 180 al nucleótido 4180), comprobándose que 

ninguna de las mutaciones que se encontraban como polimórficas en la población 

v A̡ZC(80p70) había llegado a fijarse (Cabanillas y col. 2013). El análisis de la secuencia de 15 

ŎƭƻƴŜǎ ōƛƻƭƽƎƛŎƻǎ ŀƛǎƭŀŘƻǎ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZC(100p90) reveló la presencia de 9 mutaciones 

adicionales (C1604G, C2059G, A2277G, C2378G, C2384G, C2471G, C3545A, C3879G y A4006G) 

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

tanto, podrían representar nuevos polimorfismos. 
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Figura 5.9. 9ǾƻƭǳŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZC(80p70) durante 20 pases adicionales en presencia de 

concentraciones crecientes de AZC. Los pases se realizaron del mismo modo que para las poblaciones 

anteriores (Figura 5.1). Cada nuevo pase fue iniciado con 1 ml de la suspensión 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 máxima concentración de AZC a la que habían sido 

expuestas, seguido del número de pases totales dados a la población (entre paréntesis). 

 

 Un análisis detallado de los cromatogramas de la secuencia consenso de las 

ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ǇǊŜǾƛŀǎ ŀ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZC(100p90) mostró que las nuevas mutaciones que 

aparecen como polimorfismos en esta población, ya eran detectables en pases anteriores 

como una doble banda en los cromatogramas (Tabla 5.6). Del mismo modo, se observó que 

algunas de las mutaciones polimórficas que habían sido identificadas previamente (Figura 5.5) 

también eran visibles a pases más tempranos (Tabla 5.6). 

Tabla 5.6. aǳǘŀŎƛƻƴŜǎ ǇƻƭƛƳƽǊŦƛŎŀǎ Ŝƴ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZC(100p90). 

Mutación Localizacion1 Cambio aminoácido2 Nº de pase3 

U1520C Cubierta/A1 

 
- p50 

C1604G Cubierta/A1 

 
- 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 
 

T/A p50 

C3413(U+G) Replicasa 
 

- p50 

C3545A Replicasa 
 

- p70 

v̡ AZCόмллǇфлύ v̡ AZCόулǇтлύ 

улҡƎκƳƭ !½/ 

мл ǇŀǎŜǎ 

мллҡƎκƳƭ !½/ 

мл ǇŀǎŜǎ 

Continúa en la página siguiente 
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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 

 
1
 Gen en el que se encuentra localizada la mutación. 

2
 Tipo de cambio producido en la secuencia de aminoácidos de la proteína.  

3
 Numero de pase al cual la mutación pudo ser detectada por primera vez como una doble banda en los 

cromatogramas. 

 

 Con objeto de caracterizar la evolución de la distribución de mutaciones en el espectro 

ŘŜ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ŘŜ ƭŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ǇǊƻǇŀƎŀŘŀǎ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/Σ ǎŜ 

comparó la secuencia de los clones biológicos que habían sido aislados previamente de las 

ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ vʲAZCόслǇслύ ȅ vʲAZC(80p70) (Tabla 5.1) con la de los aislados de la población 

v A̡ZC(100p90) (Tabla 5.7). Todos los genomas mostrados en la tabla 5.7 contienen también las 

mutaciones A2187C y A1746U, fijadas a pases 30 y 40 respectivamente, además de un número 

adicional de mutaciones que son exclusivas de cada uno de ellos (ver anexo 1). Este análisis 

mostró que la mayoría de las mutaciones polimórficas se encuentran en múltiples contextos 

mutacionales, lo cual puede ser indicativo de una alta frecuencia de mutaciones recurrentes 

(que han surgido varias veces de forma independiente). En contraste a este resultado, se 

observó que las mutaciones A2982G y U3582C no se observaban nunca juntas en el mismo 

genoma, sugiriendo que debe de haber al menos dos líneas 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 combinación en el mismo genoma podría llevar a la generación de un virus mejor adaptado. 
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Tabla 5.7. Distribución de mutaciones polimórficas en los clones biológicos aislados de las poblaciones 

v A̡ZCόслǇслύΣ vʲAZCόулǇтлύ ȅ vʲAZC(100p90). 

Población 
Q A̡ZC 

Clon Mutaciones
2
 

 
 
 
 
Q (̡60p60)

1
 

C1 U1520C C1604G A2982G C3413U G3945A U3989C 

C2 U1520C A2982C G3945A U3989C 

C3 U1520C A2982G G3945A U3989C 

C4 U1520C C1604G C2471G A2982G G3945A U3989C 

C5 - 

C6 C3413G A4006G 

C7 A2277G C2378G  

C8 C2384G 

C9 C2384G C2471G 

C10 U3989C 

 
 
 
 
Q (̡80p70)

1
 

C1 U1520C A2982G G3945A U3989C 

C2 U1520C C2059G A2982GG3945A U3989C 

C3 U1520C C2384G A2982G C3413G G3945A U3989C 

C4 U3582C 

C5 C2471G U3582C  

C6 C2384G C3413G U3582C G3945A U3989C 

C7 C2059G C3413G  

C8 C3413G 

C9 - 

C10 C2471G C3879G 

 C1 U1520C A2982G G3945A U3989C 

 C2 U1520C C1604G C2471G A2982G C3545A G3945A U3989C A4006G 

 C3 U1520C C2059G A2277G C2378G A2982G G3945A U3989C 

 C4 U1520C C1604G A2982G C3545A G3945A U3989C A4006G 

 C5 U1520C C2059G C2384G A2982G G3945A U3989C 

 C6 U1520C C2059G A2277G C2471G A2982G G3945A U3989C  

Q (̡100p90) C7 U1520C A2277G A2982G C3545A C3879G G3945A U3989C 

 C8 U1520C C1604G C2059G  C2471G  A2982G C3413G C3545A G3945A U3989C A4006G 

 C9 C2378G U3582C C3879G  

 C10 C2378G U3582C A4006G 

 C11 C2059G A2277G C2384G C3413G U3582C G3945A U3989C 

 C12 A2277G C2384G  

 C13 C1604G C2378G C2384G  

 C14 U1520C A2277G C2384G G3945A 

 C15 C3413G C3879G G3945A U3989C 

 
1
 Los clones biológicos de estas poblaciones son los mismos que se usaron para determinar la frecuencia 

de mutación de las poblaciones en el apartado 5.2 de resultados (Tabla 5.1).  
2
 Se consideran mutaciones representadas a alta frecuencia aquellas que aparecen más 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 nucleótido 1485 
al nucleótido 4028. 

  

  

Qbetawt

C5-60p60

C13-100p90

C14-100p90

C12-100p90

C7-80p70

C9-60p60

C8-60p60

0.84

0.00

0.00

C9-80p70

0.91

C11-100p90

C5-80p70

C4-80p700.00

C10-60p60

C15-100p90

C6-80p70

C7-100p90

C3-80p70

C3-60p60

C2-60p60

C1-100p90

C1-80p70

0.00

0.00

C6-100p90

C3-100p90

C5-100p90

C2-80p70

0.88

0.00

C1-60p60

C4-60p60

C4-100p90

C8-100p90

C2-100p900.00
0.87

0.76

0.85

0.78

0.00

0.00
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 Un análisis filogenético llevado a cabo con el conjunto de los 35 genomas analizados 

Ŝƴ ƭŀǎ ǘǊŜǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜ ŜǎǘǳŘƛƻ όvʲAZCόслǇслύΣ vʲAZCόулǇтлύ ȅ vʲAZC(100p90)) (Figura 

5.10), mostró que aquellos que tienen en común las mutaciones U1520C, A2982G y G3945A, 

pueden pertenecer a la misma línea evolutiva, dado que forman un único grupo con un alto 

valor de bootstrap (cluster a). Este grupo está incluido en otro mayor que contiene algunos 

genomas adicionales que presentan además la mutación U3989C (cluster b). El resto de los 

genomas forman 4 grupos independientes (cluster c, cluster d, cluster e y cluster f). El hecho de 

que todos los genomas que contienen la mutación A2982G estén agrupados en el mismo 

cluster, mientras que los genomas que contienen la mutación U3582C estén distribuidos en 

varios, sugiere que la mutación U3582C ha aparecido repetidamente en diferentes líneas 

evolutivas. 
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Figura 5.10. Análisis filogenético de los genomas virales aislados de las poblaciones del bacteriófago 

vʲ ŜǾƻƭǳŎƛƻƴŀŘŀǎ Ŝƴ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ !½/Φ Los genomas utilizados corresponden a los indicados en la tabla 

5.7Φ [ƻǎ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZCόслǇслύ Ŝǎǘłƴ ƳŀǊŎŀŘƻǎ Ŝƴ ǊƻƧƻΣ ƭƻǎ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲAZC(80p70) en 

amarillo y los de la poblacƛƽƴ vʲAZC(100p90) están marcados en verde. El árbol fue construido mediante 

un método de máxima verosimilitud (programa Seaview 4, PhyML) (Gouy y col. 2010, Guindon y col. 

нлмлύ ǳǎŀƴŘƻ ƭŀ ǎŜŎǳŜƴŎƛŀ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ǎŀƭǾŀƧŜ όvʲwt) como raíz del árbol. Los números de cada nodo 

representan el valor de bootstrap (llevado a cabo con 100 réplicas). Los clusters descritos en el texto 

aparecen en la figura con las mutaciones en común que presentan cada uno de ellos. 
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5.4.2 Estudio de la interferencia entre las mutaciones A2982G y U3582C 

 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 podría indicar que ambas mutaciones 

poseen valor selectivo similar y, por tanto, ninguna de ellas sería capaz de desplazar a la otra, 

estableciéndose un fenómeno de competición entre ambas que retrasaría su fijación. Los 

resultados obtenidos en los experimentos de competición  realizados previamente (Tabla 5.4) 

estarían de acuerdo con esta idea. Para confirmarlo, prolongamos la competición entre los 

ƳǳǘŀƴǘŜǎ ƛƴŦŜŎŎƛƻǎƻǎ vʲA2982G ȅ vʲU3582C durante 15 pases adicionales en presencia de 60 

µg/ml de AZC, llegando así hasta el pase número 20, del cual se determinó la secuencia 

consenso (Tabla 5.8). Los resultados mostraron que ninguna de las mutaciones había llegado a 

fijarse a pase número 20, reforzando la idea de que la propagación de los genomas que 

contienen la mutación A2982G interfiere con la propagación de los genomas que contienen la 

mutación U3582C. Por otro lado, dado que estas dos mutaciones siempre aparecen en 

genomas que ya contienen la mutación A1746U, analizamos el comportamiento de los dobles 

ƳǳǘŀƴǘŜǎ vʲA1746U+A2982G (DM1ύ ȅ vʲA1746U+U3582C (DM2) en ensayos de competición entre 

ellos (Tabla 5.8). Los resultados obtenidos refuerzan la idea de que ambas mutaciones deben 

tener valores selectivos similares, lo que impide que cualquiera de ellas llegue a desplazar a la 

otra. Además se realizaron ensayos de competición entre cada uno de los dobles mutantes con 

el mutante sencillo v A̡1746U. En este caso, los resultados mostraron que el doble mutante 

presenta ƳŀȅƻǊ ǾŜƴǘŀƧŀ ǉǳŜ Ŝƭ ƳǳǘŀƴǘŜ ǎŜƴŎƛƭƭƻ vʲA1746U (Tabla 5.8). 

Tabla 5.8. Mutaciones presentes en la secuencia consenso de las poblaciones obtenidas durante la 

competición entre distintos mutantes infeŎŎƛƻǎƻǎ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

Competición1 Mutaciones presentes p5
2
 

+AZC (60 µg/ml) 
Mutaciones presentes p20

2 

+AZC (60 µg/ml) 

v A̡2982G + v U̡3582C A2982(G+A) + U3582(C+U) A2982(G+A) + U3582(C+U) 

DM1 + DM2 A1746U + A2982(G+A) + U3582(C+U) A1746U + A2982(G+A) + U3582(C+U) 

v A̡1746U + DM1 A1746U + A2982G No determinado 

v A̡1746U + DM2 A1746U + U3582C No determinado 

v A̡1746U + DM1 + 
DM2 

A1746U + A2982(G+A) + U3582(C+U) A1746U + A2982(G+A) + U3582(C+U) 

 
1
 Las competiciones se realizaron infectando inicialmente 10

9
 bacterias con 10

6
 o 10

7
 ufp de cada virus 

competidor en un volumen de 10 ml, en presencia de AZC (60 µg/ml) y manteniendo una moi de 0,01 a 
lo largo de los pases. 
2
 Se analizó la secuencia consenso de la población obtenida después de 5 pases (p5) o 20 (p20). En cada 

caso se analizó únicamente la región específica en la que se encontraba la mutación de estudio. 
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 5ŀŘŀ ƭŀ ŜƭŜǾŀŘŀ ǘŀǎŀ ŘŜ ŜǊǊƻǊ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲ ȅ Ŝƭ ŜƭŜǾŀŘƻ ƴǵƳŜǊƻ ŘŜ ƳǳǘŀŎƛƻƴŜǎ 

recurrentes encontrado en los espectros de mutantes de las poblaciones evolucionadas en 

presencia de AZC (Tabla 5.7), sorprende que no se haya seleccionado un genoma que contenga 

ambas mutaciones. Una posible explicación para este hecho es que el doble mutante tenga 

menor fitness que cualquiera de los mutantes sencillos, seleccionándose en contra a lo largo 

de la evolución. Para analizar esta idea intentamos generar el doble mutante 

Q A̡2982G+U3582C mediante mutagénesis dirigida. Los resultados obtenidos mostraron la 

introducción satisfactoria de ambas mutaciones en el vector dŜ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛƽŦŀƎƻ vʲΦ 

Sin embargo, no fue posible recuperar virus de ninguna de las bacterias transformadas con el 

doble mutante, aunque sí se pudo recuperar virus a partir de cada uno de los mutantes 

individuales en ensayos 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 ACCIÓN DE LAS MUTACIONES LOCALIZADAS EN EL GEN DE LA REPLICASA 

5.5.1 Determinación de la frecuencia de mutación de las poblaciones generadas a partir de 

ƭƻǎ ƳǳǘŀƴǘŜǎ ƛƴŦŜŎŎƛƻǎƻǎ vʲA2982G ȅ vʲU3582C 

 Para investigar el mecanismo por el cual las mutaciones A2982G y U3582C presentan 

ventajas selectivas en presencia de AZC, los ƳǳǘŀƴǘŜǎ ƛƴŦŜŎŎƛƻǎƻǎ vʲA2982GΣ vʲU3582C y el virus 

v w̡t, se sometieron a 10 pases seriados en presencia de 40 µg/ml de AZC (Figura 5.11). Este 

último también fue propagado durante el mismo número de pases en ausencia de mutágeno. 

Dado que las mutaciones A2982G y U3582C son deletéreas en ausencia de AZC y revierten a 

pases tempranos en estas condiciones, la evolución de estos mutantes solo se realizó en 

presencia de AZC. 
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Figura 5.11. Evolución de los virus indicados en presencia y ausencia de AZC. 9ƭ ǾƛǊǳǎ vʲwt y los 
ƳǳǘŀƴǘŜǎ ƛƴŦŜŎŎƛƻǎƻǎ vʲA2982G ȅ vʲU3582C se propagaron durante 10 pases seriados en presencia de 40 
µg/ml de AZC o en su ausencia (v w̡t). El proceso se inició infectando 10

9
 bacterias E.coli Hfr con 10

7
 ufp 

del virus correspondiente en un volumen de 10 ml. Cada nuevo pase se realizó con 10
7
 ufp procedentes 

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 habían tenido lugar en presencia (+AZC) o en 
ausencia (-AZC) de AZC. 
 

 De cada una de las poblaciones obtenidas se aislaron 15 clones biológicos que fueron 

secuenciados para determinar la frecuencia de mutación máxima (Fm) de cada población, 

calculada como el número total de mutaciones dividido por el número total de nucleótidos 

secuenciados. En este análisis se identificaron 7 mutaciones en la población Q w̡t(-AZC) (Fm = 

1,7x10-4), 91 en la población Q w̡t(+AZC) (Fm = 1,54x10-3), 54 en la población v A̡2982G(+AZC) 

(Fm = 9,15x10-4ύ ȅ пп Ŝƴ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ vʲU3582C(+AZC) (Fm = 7,45x10-4).  Los resultados 

obtenidos mostraron una reducción significativa de las frecuencias de mutación de las 

poblacionŜǎ vʲA2982(+AZC) ȅ vʲU3582C(+AZC), con respecto a la población Q w̡t(+AZC). La 

reducción fue más acentuada en la población v U̡3582C(+AZC) (Test Chi-cuadrado P < 0.001) que 

en la población v A̡2982(+AZC) (Test Chi-cuadrado P = 0.002) (Figura 5.12). Todas las frecuencias 

de mutación fueron significativamente más altas que la de la población evolucionada en 

ausencia de AZC (Test Chi-cuadrado P < 0.005). 
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