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SUMMARY

The present thesis is a comprehensive population genomic study in the model species
Drosophila melanogaster which combines bioinformatic and theoretical-statistical
approaches. The purpose of this study is two-fold, we want to estimate the relative
importance of different regimes of natural selection and the impact of the Hill-
Robertson effect along the genome of [. melanogaster. We have divided the results
and discussion sections in three distinct parts. In the first part we have designed two
new point estimators of the action of purifying selection using nucleotide
polymorphism data. In the second part we have applied our new estimators together
with existing methods to estimate the distribution of fitness effects (DFE) of new
deleterious mutations and the rate of adaptive evolution using genomic sequences of
D. melanogaster coming from the Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP) project.
This work has started as part of a large international project which was published in
2012 (Mackay et al. 2012). In the third and last part we have studied the effect of the
rate of recombination, the mutation rate and gene density upon the number of
adaptive amino acid substitutions that have occurred since the split between 0.
melanogaster and D. yakuba. Moreover, we have estimated for the first time how much
the Hill-Robertson interference impedes the rate of adaptive evolution in the coding
genome of 0. melanogaster. This work has been recently published in 2016 (Castellano
etal. 2016).

Our new estimators (called d, and b) use the information contained in the site
frequency spectrum of putatively selected and neutral sites to infer the action of
recent negative selection. Although d, and b are qualitative estimators of the

underlying OFE of new deleterious mutations, our simulation study shows that they
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both increase when the average strength of negative selection and/or the proportion
of effectively deleterious mutations increases. d, is robust to non-equilibrium
conditions while b estimates are biased under recent demographic changes. Both
estimators can be used with confidence if tens or hundreds of segregating sites are
available. d, and b estimates are highly correlated to two previous maximum
likelihood estimates of the fraction of strongly and weakly selected new deleterious

mutations, respectively.

We show that purifying selection is pervasive along the coding and non-coding
genome of [. melanogaster. We estimate that ~ 60% of the [. melanogaster genome
is under recent purifying selection (or functional) and the majority of slightly
deleterious mutations occur on non-coding sequences. Despite of this, itis very likely
that nonsynonymous mutations will explain most of the variance in fitness between
individuals because the average strength of selection is higher for coding than non-
coding mutations. Regarding adaptive evolution, the estimate of the rate of adaptive
substitutions in non-coding sequences is on average two fold the estimate in coding
regions (relative to the mutation rate). Interestingly, we do not find significant
differences in the rate of adaptive evolution between non-coding class sites (UTR,
introns or intergenic regions). Our analysis suggests that regulatory mutations might

dominate the adaptive change since the split between 0. melanogaster and . yakuba.

We have also distinguished patterns of coding and non-coding evolution among
chromosome arms. We find that the fraction of slightly deleterious nonsynonymous
mutations is lower in the X chromosome than in the autosomes (after controlling for
gene density and recombination rate differences). This seems to be due to the
presence of (partially) recessive new deleterious mutations. We show that the rate
of adaptive evolution is higher in the X chromosome than in the autosomes for both
coding and non-coding mutations (after controlling for gene density and

recombination rate differences). Again, this can be due to the presence of (partially)
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recessive new beneficial mutations. These results supports both the hypothesis that
adaptation arises from new mutations and that of the faster X-effect. There are some
evidences which indicate that the efficacy of selection (negative and positive) is lower
in the chromosome arm 3R relative to the rest of chromosome arms. We discuss that
this lower selection efficacy could be due to the presence of more polymorphic (and
fixed) large inversions in this chromosome arm compared to the rest of (large)

chromosome arms.

Our analysis show how the rate of recombination, the mutation rate and gene density
affect the rate of adaptation within the 0. melanogaster genome. We find that the rate
of adaptive amino acid substitution is positively correlated to both recombination rate
and an estimate of the mutation rate, while it is negatively correlated to gene density.
We also find that this correlation is robust to controlling for each other, synonymous
codon bias and gene functions related to immune response and testes. We find that
the adaptation rate depends on the mutation rate, thus adaption seems to be mutation
limited. We estimate that on average at least ~27% of all advantageous substitutions
have been lost because of HRi and that this quantity depends on gene's mutation rate
and the gene density where the gene is located: genes with low mutation rates
embedded in gene poor regions lose ~17% of their adaptive substitutions while genes
with high mutation rates embedded in gene rich regions lose ~60%. We have shown
evidences that recombination, mutation and gene density are important determinants

of the rate of adaptive evolution within the Drosophila genome.
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INTRODUCCION

1.1 GENETICA DE POBLACIONES: CONTEXTUALIZACION HISTORICA

La genética de poblaciones es la ciencia encargada de describir e interpretar los
cambios que ocurren en las frecuencias alélicas, o composicion genética de las
poblaciones naturales, generacion tras generacion (Dobzhansky 1937). A este tipo de
cambios intra-poblacionales, o especie-especificos, también se les denomina
cambios micro-evolutivos, en contra posicion a los cambios macro-evolutivos que
observamos entre especies. La distincion entre ambos tipos de cambios es una mera
consecuencia de la escala temporal a la que observemos la evolucidn, pues
esperamos que los cambios micro-evolutivos desemboquen a largo plazo en cambios
macro-evolutivos. Tanto micro como macro-evolucion se basan en los mismos
procesos evolutivos fundamentales: mutacion, seleccion natural, migracion,
estructura poblacional, deriva genética y recombinacion. La genética de poblaciones
proporciona en definitiva el marco tedrico en el que fundamentar la evolucion a nivel

molecular.

G. H. Hardy y W. R. Weinberg desarrollaron de manera independiente en 1908 un
principio que servia como modelo nulo para explicar el mantenimiento de las
frecuencias alélicas y gendtipicas de una generacion a la siguiente en poblaciones
panmiticas en ausencia de cualquier fuerza evolutiva. Aunque la sencillez
matematica del principio de Hardy-Weinberg roza lo trivial, este fue muy importante.
En la etapa pre-Mendeliana se creia que la variacion genética se reducia a la mitad
cada generacion. Antes del descubrimiento, o redescubrimiento (por Vries, Correns y
Tschermak de manera independiente en 1900), de la herencia de particulas discretas
por Mendel (1866), denominadas mas tarde genes, no habia ninglin mecanismo de

segregacion. Es mas, se creia que la informacion genética de los progenitores estaba
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mezclada en la sangre de estos (blending inheritance) y que la progenie mostraba
siempre fenotipos intermedios a los de los progenitores. Esto suponia un fuerte
contratiempo para la aceptacion completa de la evolucion por seleccion natural de
Darwin, pues en ausencia de variacion esta no podia operar. Esto llevo a Darwin a
magpnificar el papel de la mutacidn dirigida por el ambiente en posteriores ediciones
de su obra sobre el origen de las especies con tal de mantener un flujo constante de
variacion y asi la validez de su teoria. La aceptacion por parte de la comunidad
cientifica de la segregacion mendeliana hizo que todos estos problemas se

desvanecieran, pero ni Darwin ni Mendel vivieron este hecho.

No obstante, los padres de esta ciencia tal y como la conocemos hoy dia no fueron G.
H. Hardy y W. R. Weinberg, sino R. A. Fisher, J. B. S. Haldane y S. Wright, que entre
la segunda y tercera década del siglo XX calcularon las consecuencias del azar y la
seleccion sobre la frecuencia de mutaciones independientes con herencia
mendeliana, convirtiendo a la genética de poblaciones en el nicleo duro de la teoria
de la evolucidn de Darwin. Al final de los afios 30 y durante los afios 40 se integrd la
genética de poblaciones tedrica junto a la evolucion experimental de poblaciones, la
paleontologia, sistematica, zoologia y botanica en lo que se denomind la Sintesis
Moderna de la biologia evolutiva (Dobzhansky 1937; Mayr 1942; Simpson 1944;
Stebbins 1950), denominada por algunos Neo-Darwinismo. Principalmente la Sintesis
Moderna supuso la incorporacion de la idea de gen, de las leyes de Mendel sobre la

herencia, en la teoria original de la evolucion por seleccion natural de Darwin.

A partir de entonces el debate se ha centrado en conocer la importancia relativa de
cada proceso evolutivo (mutacién, seleccion natural, migracion, estructura
poblacional, deriva genética y la més recientemente incorporada recombinacidn) en
los niveles y patrones de variacion genética que observamos en las poblaciones
naturales. La segunda gran cuestion en evolucion y en genética de poblaciones es

identificar sobre qué caracteres o fenotipos actia la seleccion natural y la relacion
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de estos con el genotipo. Resolver esta cuestion requiere conocer la relacion entre
el genotipo y el fenotipo, el mapa genotipo-fenotipo (Lewontin 1974), o la
arquitectura génica de los caracteres, algo que para la mayoria de caracteres
cuantitativos tenemos informacion muy limitada. La genética cuantitativa (Falconer
1960; Falconer y Mackay 1996) es la ciencia encargada de descifrar este mapa, sin
embargo, la arquitectura génica de muchos caracteres cuantitativos, como la altura,
es todavia un misterio aunque, aparentemente, estos caracteres sean altamente
heredables (Zuk et al. 2012). Esta relacion es mas sencilla para los caracteres
monogeénicos o mendelianos. En la literatura encontramos miltiples ejemplos donde
la accion de la seleccion natural se puede trazar de abajo a arriba, es decir, del
genotipo (de los genes) al fenotipo, mediante una bateria de test de seleccidn, los
cuales se pueden aplicar directamente sobre secuencias génicas o genomicas (véase

seccion 1.3).

No ha sido hasta fechas muy recientes que la genética de poblaciones no ha dispuesto
de la cantidad masiva de genomas, tipos de mutaciones (tabla 1.1) y datos
moleculares actuales (cuadro 1). El advenimiento de la electroforesis permitio
estimar por primera vez los niveles de variacion proteica que encontramos dentro de
las poblaciones (Johnson et al. 1966; Lewontin y Hubby 1966, Harris 1966). A esta
etapa se la denomind la ‘Era Alozimica’ (Lewontin 1974; 1992). Los geles
electroforéticos de proteinas mostraron un tipo concreto de variacion a nivel de ADN,
las mutaciones puntuales no-sindnimas de cambio de aminodcido. La variacidn
proveniente de mutaciones puntuales sinénimas y no-codificadoras, y el resto de
mutaciones estructurales, permaneci oculta hasta finales de los 70 con la aparicidn
de la secuenciacion. [A excepcion de grandes inversiones cromosdmicas en

Drosophila, que llevan siendo estudiadas desde principios del siglo pasado].
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TABLA 1.1TIPOS DE MUTACIONES MAS COMUNES EN EL ADN

Tipo de variacidn

Descripcidn

1. Mutaciones
puntuales (SNV, Single
Nucleatide Variant)

Substitucion de bases que
afecta a un solo nucledtido.
Pueden ser transiciones o
transversiones. Las mutaciones
pueden ser codificadoras o no
codificadoras.

ATGCAGTCGATCGATGGCATGCATGC
ATGCAGTCGATCGCTGGCATGCATGC

2. Inserciones y Pares de bases extra que Delecidn:
deleciones (INDEL) pueden afiadirse (inserciones) o Ref. >
eliminarse (deleciones) del
ADN.
Insercidn:
Ref, -
3. Repeticiones en Un locus que contiene un
tandem de ndmero nimero variable de ADN
variable repetitivo en tdndem que varia
(VNTR, Variable number | en longitud (2-8 nt para
of tandem repeats) microsatélites, 7-100 nt para
minisatélites) y es muy
polimdrfico. Ref. — >
4. Variacion en el Una variante estructural ' Pk
nimero de copias gendmica formada por copias y Ly ;
(CNV, Copy number de segmentos de >1 kb —_—
variations) (grandes duplicaciones).
5. Duplicaciones Es un subtipo de CNV donde un
Segmentales par de fragmentos de >1 kb
tiene una identidad de
secuencia >90%.
6. Inversiones Cambio en la orientaciondeun | Ref. =
segmento de ADN.
L e
7. Translocaciones Transferencia de un segmento Ref. "
de ADN a una region no
homéloga del genoma. g/
Normalmente es reciproca. Ref.

[*)

[Tabla adaptada de Ramia (2015)]




Pero previo a esto, 0 en paralelo, las enzimas de restriccion fueron utilizadas también
para estimar el polimorfismo en sus dianas de restriccion a lo largo del genoma: el
Restriction fragment Length Polymorphism (o RFLP) fue la primera técnica de
genotipacion masiva debido a su bajo coste (Avise et al. 1983). Sin embargo, esta
técnica estaba intrinsecamente limitada por el nimero de enzimas y dianas de
restriccion disponibles. EL gran paso hacia adelante se produjo, sin duda, con la
aparicién de las tecnologias de secuenciacién (Sanger y Coulson 1975, Maxam y
Gilbert 1977), donde por fin toda la variacion a nivel de ADN podia ser estimada
directamente (Kreitman 1983). La automatizacion y paralelizacion del método de
Sanger (Staden 1979; Smith et al. 1986; Mullis y Faloona 1987) ha permitido
secuenciar muchos genomas, entre ellos el genoma humano (Lander et al. 2001;
Venter et al. 2001). La secuenciacion de Sanger reind desde 1975 hasta 2005, con
unas lecturas promedio de ~1000 bases, una tasa de error de 0,1 % y un coste
aproximado de $397 por megabase (coste minimo en octubre de 2007, consultar

evolucion de costes en: http://www.genome.gov/sequencingcosts/) (Escalante et al.

2014). Actualmente el campo de la secuenciacion se encuentra dominado por las
tecnologias denominadas next generation sequencing (NGS). Centrandonos en la
plataforma de NGS mas comun, vemos que proporciona unas lecturas promedio de
50-250 bases, una tasa de error de 0,26 % y un coste de $0,05 por megabase (coste
en abril de 2015) (Escalante et al. 2014).
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CUADRO 1: TSUNAMI DE GENOMAS Y VARIACIGN GENETICA
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En la dltima década hemos contemplado (a generacin y acumulacion masiva de datos gendmicos en multitud de
repositorios pablicos. ELNCBI (National Center for Biotecnologhy Information), el cual forma parte de a biblioteca nacional
de medicina de Fstados Unidos, lidera el campo del almacenamiento de datos gendmicos junto con el EMBL-EBI
(European Molecular Biology Laboratory - European B/U/nformat/'cs Institute). EL EMBL-EBI tiene una capacidad de
almacenamiento de datos de unos 60 petabytes (1 PB = 1x10" bytes). o el equivalente a 60 veces el genoma completo
de todos los europeos. En el panel superior a la |qu|erda se muestra el nimero de WGS (Whale Genome Sequence Projects)
depositados en el catalogo virtual de genomas GOLD (Genomes OnLine Database) por afo y segin el dominio de la vida al
que pertenecen las especies. No obstante, esto corresponde s6lo a genomas no anotados, en el panel superior derecho
vemos como el nimero de especies con su genoma anotado y almacenado en el NCBI es significativamente menor. En
el panel inferior izquierdo se muestra el ndmero de pares de bases almacenados en el NCBI por afio junto la aparicién
de los megaproyectos o consorcios internacionales y herramientas/plataformas bioinformaticas que han liderado dicha
acumulacion y andlisis masiva de datos, respectivamente. Por dltimo, en el panel inferior derecho muestro el nimero
de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) almacenados en la base de datos publica dbSNP. La mayoria de estos SNPs (>
80%) provienen de la especie humana. [Imdgenes extraidas de https://gold jgi.doe.gov/statistics y
http:/fwww.ncbi.nlm.nih. gov/].
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Podemos concluir que en la Gltima década ha habido un abaratamiento espectacular
de la secuenciacion a costa de unas lecturas substancialmente mas cortas y de ligera
peor calidad. Esto ha supuesto que la cantidad de genomas completos y variantes
genéticas detectadas hayan aumentado exponencialmente en la dltima década
(cuadro 1). Antes de este tsunami de datos la genética de poblaciones era una ciencia
principalmente tedrica, el caldo de cultivo donde se propusieron distintas hipétesis
y modelos evolutivos para explicar los niveles de variacion genética que se esperaba
encontrar en las poblaciones naturales. Estos niveles esperados de variacion
necesitaban ser contrastados y respaldados con datos reales con tal de conocer qué
hipdtesis podria empezar a denominarse teoria y queé hipdtesis se verian relegadas a

permanecer como elegantes modelos puramente tedricos.

En la seccion 1.1.2 se explica por qué la teoria casi neutra de la evolucion molecular
de Ohta (Ohta 1972b; 1973; 1976; 1977; 1992) “gand” la batalla y ha conseguido
permear en todos los estudios de genética de poblaciones y evolucién molecular mas
actuales, y por qué otras hipdtesis han perdido protagonismo frente a ella. En la
siguiente seccion se explicara qué modelos y fendmenos genético-poblacionales son
mas importantes para enmarcar conceptualmente esta tesis. Finalmente, el efecto

Hill-Robertson se describe en la seccion 1.1.3.



1.1.1

LOS PROCESOS EVOLUTIVOS FUNDAMENTALES Y SU MODELIZACION MATEMATICA

La genética de poblaciones es el campo de la biologia con mas teoria matematica. La
razon principal por la cual la teoria se aplica mas facilmente a la genética de
poblaciones es que hay un marco preciso - la segregacion mendeliana - que la
sustenta. La segregacion mendeliana es altamente regular y de ella se derivan
propiedades geométricas y algebraicas. Otro importante supuesto para la genética
de poblaciones es el apareamiento al azar (random mating) o el supuesto de panmixia.
Aunque no es un supuesto 100% cierto en la mayoria de casos, es un buen supuesto,
pues muchos aspectos de la evolucion no dependen de quién se aparee con quién y

simplifica mucho el tratamiento matematico.

Muchos articulos en genética de poblaciones y evolucion contienen modelos que
raras veces se describen en detalle, ademas tienen descripciones incompletas de los
supuestos y métodos utilizados. Como bidlogo evolutivo es por lo tanto crucial saber
“leer” las ecuaciones con tal de descifrar los supuestos que estan implicitos en ellas.
Esto no es sdlo importante para entender mejor el articulo en concreto, es una
habilidad indispensable para asegurarse que el modelo realmente describe el
proceso para el cual ha sido disefiado. Ademas, los modelos suelen poder aplicarse
a un conjunto de cuestiones mayor que el utilizado en un trabajo en concreto. En
definitiva, es importante entender el significado de las ecuaciones para saber cuando
es sequro reutilizarlas en otras cuestiones enteramente distintas a las originales y
saber si cumple los requisitos necesarios para aplicarlas al problema original. En
esta seccion se describe el modelo de Wright-Fisher, la deriva genética y el censo
efectivo (N.). Finalmente, se muestra el porqué de la importancia que ha tenido y

tiene la teoria de la coalescencia en los estudios de evolucion molecular.



MODELO DE WRIGHT-FISHER: DEFINICION DE LA DERIVA GENETICA

Consideremos una poblacion (haploide o diploide hermafrodita) de tamaiio constante,
N, y solo dos tipos de individuos, o alelos, (4 y a) con generaciones discretas (no
solapantes); todos los individuos nacen, se reproducen y mueren a la vez. En este
modelo los nuevos individuos son creados cada generacién muestreando al azar con
reemplazamiento los gametos producidos por la generacion parental, la cual muere
inmediatamente después de la reproduccion. Cada progenitor tiene la misma
probabilidad de contribuir a la siguiente generacién. Como veremos este tipo de
muestreo causa fluctuaciones al azar en las frecuencias alélicas respecto a la
frecuencia esperada bajo el modelo deterministico. A esta variacion en la frecuencia
observada respecto a la esperada por el modelo deterministico es lo que
denominamos formalmente como deriva genética (figura 1.1). EL modelo
deterministico de este proceso predice que la frecuencia del individuo (o alelo) A a

tiempo ¢ +1 sera exactamente

p(t + 1) = Wap(t) /] Wap(t) + Wa(1 — p(t)) (1.1)

En este modelo el numero de individuos supervivientes por progenitor son Wyy W,.
Cuando W,=W, =1, el denominado supuesto de neutralidad, la frecuenciade Ay a
debe permanecer constante (p(t + 1) = p(t)). No obstante, si para construir la
poblacién actual muestreamos al azar con reemplazamiento la poblacion parental
esperamos que por azar individuos de tipo A (o a) puedan dejar més o menos
descendencia en cualquier generacidn. Esto implica que el nimero de copias de A en
la descendencia estara distribuido binomialmente con una media N p(0) y varianza
p(1-p)/N, donde p(0) es la frecuencia inicial de A. Por lo tanto, para Ns grandes la
varianza en la frecuencia del alelo A serd menor que bajo Ns menores. Si el resultado
j es el nimero de copias de A en la siguiente generacidn, p(1) = j/N y la frecuencia
inicial p(0) = 1/2 en una poblacién de tamafio N = 100, en la siguiente generacion

obtenemos (por azar) 42 copias de A, y por lo tanto, p(1) = 0,42.

(=)



Frequency ofallele A
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Generation
FIGURA 1.1 EL modelo de Wright-Fisher sin seleccion. Cada generacién la descendencia es elegida al azar con
reemplazamiento (esto es equivalente a un muestreo binomial). Asumimos que la poblacidn es de tamafio constante con N
= 100. La frecuencia del alelo o individuos tipo A se representa a lo largo del tiempo, frecuencia inicial p(0) = 0.5. La deriva
genética es dicha fluctuacion estocdstica observada respecto al modelo deterministico, donde (a frecuencia se espera
permanezca inalterada al 50%. [Figura tomada de Otto y Day (2007)].

Siiteramos este proceso 100 veces (o generaciones) y lo repetimos 5 veces de manera
independiente obtenemos los resultados representados en la figura 1.1. Podemos
usar simulaciones (como las realizadas en la figura 1.1), o matrices de transicion,
para determinar la probabilidad de que en una generacion futura ¢ la poblacion esté
compuesta por una proporcién p(t/ de individuos tipo A. Ademas, podemos calcular la
probabilidad dltima de fijacion de un alelo neutro dependiendo de su frecuencia
inicial, i/N. Al hacer esto nos toparemos con un resultado cldsico en genética de
poblaciones: la probabilidad de fijacion de un alelo neutro depende de su frecuencia
inicial, i/N, y su probabilidad de extincidn de 1 - i/N (Kimura 1983).

La aproximacién de difusion para la probabilidad de fijacién de un alelo selectivo
u(N, s) es otro de los grandes resultados en biologia evolutiva y viene definido por

esta expresion (Kimura 1957; 1983)

[*)



—e~2PNspg

u(N,s) ~ L

o 2PNs (1.2)

donde P es la ploidia (P = 1 para haploides y P = 2 para diploides), p, es la
frecuencia inicial, N el tamaio de poblacion y s el coeficiente de seleccion. En la
figura 1.2A se muestra la probabilidad de fijacion dependiendo del coeficiente de
seleccion, el tamafio poblacional y la frecuencia inicial. La figura 1.2B muestra el
nimero de generaciones promedio que son necesarias para fijar mutaciones neutras
en una poblacion diploide (linea punteada) (Kimura y Ohta 1969). Segln muestra la
figura 1.2 cuando -1 < 4Ns < 1 se espera que las mutaciones se comporten
practicamente como si fuesen neutras en lo que respecta a su dinamica poblacional:
probabilidad de fijacion y tiempo promedio para fijarse. Este tipo de mutaciones casi
neutras o efectivamente neutras denominadas asi por primera vez por Kimura (1968)
son muy importantes para explicar los patrones de polimorfismo y divergencia que
observamos en las poblaciones naturales (véase seccion 1.1.2). A partir de [4Ns] > 1
la seleccion empieza a tener un impacto significativo sobre la probabilidad y el tiempo
de fijacion, a estas mutaciones se las denomina comdnmente como ligeramente 0
débilmente seleccionadas (slightly o weakly selected mutations). A partir de |4Ns| > 10
la seleccion ejerce un poder dramatico sobre la dindmica poblacional de las
mutaciones, a estas mutaciones se las denomina comunmente como fuertemente
seleccionadas (strongly selected). Son por tanto los coeficientes de seleccion
escalados al tamanio poblacional los que tienen relevancia evolutiva, pues el mismo
coeficiente de seleccion puede comportarse como deletéreo bajo un tamafio
poblacional grande o como efectivamente neutro en un tamaio poblacional menor

(véase seccidn 1.1.2).



4Ns=1
4Ns=10
4Ns =100
--------- 4Ns=10
4Ns=-1
4Ng =-10
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Probability of fixation
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FIGURA 1.2 Probabilidad de fijacion (A) y tiempo promedio para fijarse (B) segin el modelo de Wright-Fisher con seleccion
utilizando la aproximacion de ecuaciones de difusion. Los valores de 4Ns se muestran en la leyenda. (A) La probabilidad de
fijacion de un alelo neutro es igual a su frecuencia inicial tal y como mostramos anteriormente. (B) Sorprendentemente, el
tiempo necesario para que un alelo deletéreo se fije es el mismo que el tiempo necesario para que un alelo beneficioso se fije
(asumiendo la misma magnitud de la seleccion) (Ewens 1979). A primera vista este resultado parece anti-intuitivo, sin embargo,
a raz6n es porque debe haber un cambio grande y rdpido en (a frecuencia alélica del alelo desfavorable para que este pueda
fijarse. Estos cambios drasticos en la frecuencia son muy poco probables por eso la probabilidad de fijacion es tan baja.



Una dltima derivacion del modelo de Wright-Fisher es la distribucion estacionaria de
frecuencias. Wright derivd dos ecuaciones para describir la distribucion de
frecuencias alélicas: la reversible y la irreversible. La ecuacion irreversible describe
el tiempo que una mutacion / pasa a frecuencia x (Wright 1938a). Esta ecuacion ha
sido tremendamente (til en este trabajo de tesis doctoral pues ha permitido calcular
el espectro de frecuencias ante distintas distribuciones de coeficientes de seleccidn

(véase seccidn 2.3.1). La ecuacion irreversible (Wright 1938)

(1_6—41\’35(1—3{))

0() = e (1.3

donde s es la fuerza de la seleccién actuando sobre la mutacidn. ¢ (x) es el tiempo
que una nueva mutacion pasa entre la frecuencia x y la frecuencia x + dx. La ecuacion
reversible en cambio describe la distribucion de frecuencias alélicas de un alelo con

mutacion recurrente y seleccion (Wright 1929; 1931; 1937).

CENSO EFECTIVO (N.)

Hasta ahora se ha asumido que el tamario de poblacion N corresponde al nimero de
individuos que contamos en una poblacion. Esta ¥ es de algin modo una medida de
la intensidad de la deriva genética. En las poblaciones naturales sabemos que puede
haber diferente nimero de machos y de hembras, las generaciones pueden solaparse,
algunas especies (de plantas sobre todo) se autofecundan, hay casos de monogamia
estricta, de variacion en el tamaiio de la poblacién de forma estacional o por
catdstrofes naturales, hay también variacion en el nimero de descendientes por
individuo (por causa genética o ambiental), etc. La validez del modelo de Wright-
Fisher, y sus predicciones, deben cuestionarse cuando sus supuestos se incumplen
en las poblaciones naturales, de hecho, lo mas normal es que se incumplan.
¢Podemos corregir todo esto de algin modo? En el modelo de Wright-Fisher el
nimero de copias de A en la siguiente generacion estd distribuido binomialmente con

una varianza p(1-p)/N en una poblacién haploide (y p(1-p)/2N en una poblacién

(")



diploide). Hay que entender N, como el nimero de individuos que satisface la varianza
esperada en las frecuencias alélicas bajo la distribucion binomial, y no como el
nimero de individuos que contamos en una poblacion, el denominado censo de
poblacion (V). EL concepto de N, lo introdujo Wright por primera vez (1931, 1938b)
como un intento de parametrizar la dindmica de un proceso poblacional complicado
bajo un modelo evolutivo idealizado (este es, el modelo de Wright-Fisher). Hoy en dia

es un concepto omnipresente en cualquier trabajo de genética de poblaciones.

Todo proceso (genético o ambiental) que aumente la varianza en el nimero de
descendientes por progenitor respecto a la varianza esperada por azar (esto es bajo
la distribucién binomial) acabara reduciendo N respecto M. A este efecto se le puede
encontrar titulado en los libros de texto como el efecto del tamano familiar, del
nimero de gametos o de la variacion en la fitness. La siguiente ecuacion encapsula
este efecto para una poblacion de tamano constante (Crow 1954)

_ 4N.-2

e = Z1v, (1.4)

donde V;, es la varianza en el nimero de descendientes por progenitor. A medida que
1}, aumenta N, disminuye. En un caso extremo donde todos los individuos contribuyen
por igual a la descendencia 1, = 0, por lo tanto, N, = 2N, - 1. En este caso N, serd
practicamente el doble que N. (por eso en los programas de conservacién de especies
se intenta que los pocos individuos restantes se reproduzcan todos por igual). En el
modelo de Wright-Fisher la poblacidn parental es muestreada al azar ZN; veces, en
cada muestreo cada progenitor tiene 1/N; probabilidades de ser elegido para
contribuir a la siguiente generacion y 1-1/N; de no serlo. La varianza esperada en el
nimero de descendientes de cada individuo viene descrita por la distribucidn

binomial y es

V. = 2N, (i) (1—i)=2—i. (1.5)



Substituyendo (1.5) en (1.4) obtenemos, obviamente, que N. = N.. Es importante
resaltar que la seleccion natural, la cual por definicion aumenta la varianza en el
nimero de descendientes por progenitor, actua también disminuyendo N, respecto N..
Este es sélo un ejemplo ilustrativo de la complejidad de la relacion entre N, y N, para
una revision extensa de la relacion entre N, y N. constltese Caballero (1994) y Wang
y Caballero (1999). En conclusidn, en genética de poblaciones, generalmente, no
importa el nimero de individuos presentes en una poblacién (no obstante, consltese
cuadro 4 en seccion 1.3.1), sino el nimero efectivo de individuos que “acaban

contribuyendo a la descendencia” o el N, (Charlesworth 2009).

IMPORTANCIA PRACTICA DE LA TEORIA DE LA COALESCENCIA

La genética de poblaciones clasica desarrollada como se ha comentado
anteriormente en los afios 30 y 40 del siglo pasado por R. A. Fisher, J. B. S. Haldane,
S. Wright y ampliada mas tarde en los 50 por M. Kimura y a partir de los 60 por T.
Ohta (véase siguiente seccion) era prospectiva, es decir, mostraba como la evolucion
operaba, o podia operar, a nivel de poblacion partiendo de un punto del presente hacia
el futuro, o de un punto del pasado hasta el presente. Es decir, siempre contemplaron,
o mejor dicho modelaron, la evolucion hacia adelante (forward in time). Todo esto
cambid cuando los datos moleculares llegaron (veasé cuadro 1) y se empezd a
disponer de muestras; alineamientos de ADN. Llegados a este punto las preguntas
fueron otras. Dado un alineamiento de ADN ;qué procesos evolutivos han ocurrido
hasta llegar a éL? ;Ha jugado la seleccion natural algin papel? A principios de los
afios 80 J. Kingman (1982a; 1982b) desarrolld la teoria de la coalescencia; una teoria
estocastica retrospectiva que operaba a nivel de muestras, no de poblaciones, y del
presente hacia el pasado (backward in time) (Ewens 1979) (cuadro 2). Dado un modelo
evolutivo estocastico (sin seleccion) la teoria de la coalescencia permite estimar los
niveles y patrones esperados de variacion genética en una muestra de tamafo n.

Proporciona una hipdtesis nula con la que contrastar nuestros datos. No obstante, es

()



dificil extender la teoria de la coalescencia a escenarios con maltiples loci bajo
seleccion (y recombinacion) (véase Krone y Neuhauser 1997; Neuhauser y Krone
1997). A pesar de esta limitacion, software tipo LAMARC basado en la teoria de la
coalescencia (Kuhner 2006), puede recibir cantidades masivas de informacidn
proveniente de las secuencias de ADN y generar estimas de parametros importantes
como la mutacion, recombinacion y la migracion (pero no la seleccion). La estimacidn
integradora de todos estos parametros junto con la seleccion bajo el marco tedrico
de la coalescencia puede estar mas cerca gracias a los avances en la inferencia de
parametros mediante computacidn Bayesiana aproximada (Beaumont et al. 2002) y/o
algoritmos de aprendizaje automatico (Jones 2014) (véase seccion 1.3.3). No
obstante, todavia desconocemos las ventajas asociadas a la construccion de modelos
cada vez mas complejos, pues estos conllevan un gran coste computacional cuando
tratamos de inferir los parametros mediante maxima verosimilitud. La pregunta clave
es ¢ podemos obtener respuestas igual de validas mediante modelos simplificados de
coalescencia e inferencia aproximada de parametros que bajo modelos

extremadamente realistas e inferencia por méxima verosimilitud (Wakeley 2009)?

En la actualidad no tenemos tan solo secuencias fragmentarias del genoma, sino
genomas completos. Esto ha supuesto, creo, no una nueva reformulacion de nuestras
preguntas, seguimos queriendo saber qué procesos evolutivos han ocurrido hasta dar
lugar a nuestros genes y genomas. Pero si ha supuesto la bisqueda y el disefo de
nuevas herramientas con tal de poder responderlas. En definitiva, aunque
computacionalmente las simulaciones mediante coalescencia son mas eficaces que
las simulaciones forward in time, estas dltimas tienen la ventaja de ser mas flexibles
pues permiten simular los efectos de la seleccion en presencia del resto de fuerzas

evolutivas (véase seccion 1.3.3).
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CUADRO 2: VIAJANDO AL PASADO: TEORIA DE LA COALESCENCIA W

Dentro de los modelos dindmicos siempre
imaginamos que el tiempo ocurre hacia adelante
(forward in time). La teoria de la coalescencia
(Kingman 1982a; 1982b) describe la probabilidad
de que los alelos presentes en una muestra
actual desciendan de un mismo alelo ancestral ¢
generaciones en el pasado y puede representarse
cormo un drbol de decision [A]. No deja de ser un
modelo de tipo estocdstico, pues hace los
mismos supuestos que el modelo de Wright-
Fisher, pero hacia atrds en el tiempo (backward in
time).

El término coalescenciz se refiere al

proceso en el que mirando hacia atrdsen B C
el tiempo las genealogias de los alelos se
unen en un ancestro comin. Es decir,
mediante este  modelo se intenta
relacionar todos los alelos de un gen
compartidos por todos los individuos de
una poblacion a una Unica copia ancestral
conocida como el ancestro comin més
cercano (o most recent common ancestor,
MRCA). Una de las razones por las que el
razonamiento de la coalescencia es tan
poderoso es que el coste computacional
"hacia atrds' en el tiempo es mucho menor
que si se analiza desde una perspectiva
"hacia delante” en el tiempo, en el que
muchos alelos simulados son un calculo
desperdiciado  ya  que no  dejan
descendientes en el presente.

Time

\ J
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CUADRO 2: CONTINUACION

En el caso de (B), 164 de los 200 alelos simulados no aportarian informacion. Mientras que yendo hacia atrés en el tiempo
s6lo tendriamos que simular 36 alelos. Siimaginamos una muestra de cientos de alelos, el sequimiento de a mayoria de
los lingjes supone un coste innecesario.

Las relaciones de herencia entre alelos se representan tipicamente mediante un drbol de coalescencia, o “genealogia génica”,
muy similar a un drbol filogenético (C). Comprender las propiedades estadisticas de estas genealogias bejo diferentes
supuestos constituye el nicleo de la teoria de la coalescencia. Siguiendo en (C) podemos ver que yendo de la generacion 0
(presente) a la generacion anterior (1) hay cuatro sucesos de coalescencia, es decir, que 8 alelos actuales “coalecen” de
dos en dos en un cuatro dnicos alelos ancestral. A medida que vamos hacia atrds en el tiempo el nimero de alelos
ancestrales se mantiene constante o disminuye y cada reduccion en el ndmero de alelos ancestrales es un suceso de
coalescencia. Debido a que l@ mutacion puede ocurrir durante este proceso, los alelos observados en el presente no serdn
idénticos en secuencia a los alelos originales, pero serdn descendientes de un alelo ancestral comin tnico. Bajo el modelo
de coalescencia, el tiempo normalmente se mide en unidades de 2V, generaciones.
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1.1.2

TEOR{A CASI NEUTRA DE LA EVOLUCION MOLECULAR
Definir la teoria casi neutra de a evolucion molecular requiere conocer (a historia de
otro concepto fundamental en genética de poblaciones y evolucidn: La distribucidn

de los coeficientes de seleccion de las nuevas mutaciones (Distribution of Fitness
Fffects, DFE) (Eyre-Walker y Keightley 2007; Keightley y Eyre-Walker 2010).

El efecto que tiene una nueva mutacion sobre la eficacia bioldgica del individuo se
puede clasificar a grandes rasgos en tres categorias: deletérea, neutra o beneficiosa.
No obstante, en realidad es mas probable que las mutaciones sigan algun tipo de
distribucion continua, desde las mutaciones letales, fuertemente deletéreas,
ligeramente deletéreas, pasando por las neutras, ligeramente beneficiosas hasta las
fuertemente beneficiosas. Esta distribucion de efectos sobre la eficacia bioldgica se
le conoce formalmente como la DFE. La naturaleza de la DFE es un problema
elemental en biologia evolutiva, porque reside en el corazdn de muchas otras
cuestiones importantes. Se ha estado debatiendo durante 30 afos en el debate
neutralista-seleccionista (Gillespie 1991; Kimura 1983), pero también en muchos
otros problemas en genética, como el mantenimiento de la variacion genética y
fenotipica cuantitativa (Maynard Smith y Haigh 1974; Charlesworth et al. 1993; 1995),
la evolucion del sexo y la recombinacion (Peck et al. 1997), las consecuencias que
acarrea un tamano poblacional pequedo (Schultz y Lynch 1997), el reloj molecular
(Ohta 1977; Kimura 1979; Ohta 1992) y la tasa de degradacién gendmica debido al
trinquete de Muller (Muller ‘s ratchet) (Loewe 2006).

La figura 1.3 muestra la evolucidn histdrica de nuestra concepcion de la DFE y con
ella la teoria imperante en evolucion molecular. ;Qué ha ocurrido desde el pan-
seleccionismo (figura 1.3A) de antes de los 60 del siglo pasado, donde la DFE era
himodal, hasta la DFF (de forma desconocida y que asumimos continua) (figura 1.3C)
de hoy en dia? A parte de indudables avances en la aplicacion de herramientas

matematicas (ecuaciones de difusidn, teoria de la coalescencia, etc.) y estadistico-
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computacionales (inferencia de pardmetros mediante maxima verosimilitud,
computacién Bayesiana aproximada, desarrollo de simuladores forward in time),
principalmente lo que ha ocurrido ha sido la llegada de nuevos datos que (bien

interpretados) refutaban predicciones de teorias pretéritas.

1960s

0

C 1970-present

-

FIGURA 1.3 Evolucion historica de la OFE. En el eje de la x encontramos los coeficientes de seleccion. (A) Teorfa pan-
seleccionista de la evolucion molecular. Todas las diferencias dentro de especies son o bien adaptativas (seleccion
equilibradora) (esto es el balance model defendido por Dobzhansky 1970 y Ford 1971) o el resultado de un equilibrio entre la
mutacion y la seleccidn negativa (esto es el classical model defendido por Mullery Kaplan 1966). (B) Teoria neutra de la evolucion
molecular (Kimura 1969a). La mayoria de diferencias en el ADN entre especies y dentro de especies son neutras, algunas
diferencias entre especies son adaptativas (fijadas mediante seleccion positiva). (C) Teorfa casi neutra de la evolucion molecular
(Ohta y Kimura 1971). La mayoria de diferencias en el ADN entre especies y dentro de especies son neutras, casi neutras y/o
ligeramente deletéreas y algunas diferencias entre especies son adaptativas (fijadas mediante seleccidn positiva). La teoria
casi neutra debe verse como una versién mas flexible de a teoria neutra.

A pre-1960s

B
s

Por ejemplo, en la década de 1960 el trabajo de Zuckerkandl y Pauling (1965) mostrd
que las hemoglobinas de mamiferos evolucionaban a una tasa constante de 1,4 x 10

7 substituciones aminoacidicas por afo. Esto equivalia a la existencia de algo asi
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como un reloj molecular proteico (Zuckerkandly Pauling 1965) que podia ser utilizado
para calibrar las distancias evolutivas entre especies. Kimura (1968) fue el primero
en percatarse de la importancia evolutiva de este hecho, utilizando la tasa de
substitucion estimada por Zuckerkandl y Pauling (1965) estimd que en el genoma de
mamiferos “un nucledtido ha sido substituido en la poblacion aproximadamente cada
dos afios”. Kimura cogid esta cifra y la utilizd para calcular el nimero de muertes por
causa genética de acuerdo al trabajo de Haldane (1957); el valor que obtuvo era
demasiado alto como para ser posible bajo las teorias pan-seleccionistas. A parte de
datos de variacion proteica entre especies, en esa misma década empezaron a llegar
las primeras estimas de los niveles de variacion proteica dentro de especies gracias
a los geles de electroforesis (Johnson et al. 1966; Lewontin y Hubby 1966; Hubby y
Lewontin 1966, Harris 1966). Los niveles de variacion eran demasiado elevados para
el modelo clasico de Muller y Kaplan (1966) la cual predecia que la mayoria de loci
debian ser homocigotos. No obstante, en el modelo equilibrado (Dobzhansky 1970;
Ford 1971) donde la seleccidn equilibradora es ubicua resistia bien este nuevo dato
pues precisamente se esperaba encontrar niveles elevados de variacion genética

para explicar la alta velocidad de adaptacidn observada en especies de Jrosophila.

Las evidencias basadas en el coste o lastre genético de las mutaciones (substitutional
0 genetic load), fueron las que llevaron a Kimura a proponer que la mayoria de las
mutaciones no-sinénimas de cambio de amino dcido debian ser neutras (Kimura
1969a) (figura 1.3B) (aunque afos mas tarde el propio Kimura reconocié que el
argumento del lastre genético no era decisivo). En paralelo y de manera
independiente King y Jukes (1969) publicaron otro articulo donde proponian
practicamente lo mismo pero con una mayor base bioquimica (pues King era

bioquimico y Jukes un genético de poblaciones).
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La teoria neutra incorporaba ideas interesantes:

Las mutaciones deletéreas son rapidamente eliminadas de la poblacion, y
las mutaciones adaptativas son fijadas rapidamente. Por lo tanto, toda la
variacion dentro de especies debe ser selectivamente neutra (esto es que
el alelo derivado tiene la misma eficacia bioldgica que el alelo ancestral o
wild-type).

EL polimorfismo es una fase transitoria de la evolucion molecular entre la
extincion y a fijacion, no se encuentra equilibrado por la seleccion natural.
Los niveles de polimorfismo neutro (8) son el producto de la tasa de
mutacion neutra y el tamaiio efectivo, N.. Poblaciones grandes tendran méas
polimorfismo que poblaciones pequeias (no obstante, consiltese la
paradoja de los niveles de variacidn genética en la seccion 1.2.2 [Lewontin
1974]).

Las mutaciones neutras se fijan a una tasa constante (K) que equivale al
producto de la tasa de mutacion por generacion (p) y la proporcion de

nuevas mutaciones neutras (f), K= £ .

En la década de 1970 mas informacion sobre la tasa de substituciones aminoacidicas

en distintas proteinas se fue acumulando. Sin embargo, cada proteina tenia su tasa

de substitucion especifica, desde las mas réapidas, fibronopéptido a 9 x 107

substituciones por sitio y por afio, a las mas lentas como la histona IVa 10 x 10" por

sitio y por ano (Dickerson, 1971). Es decir, no habia un tnico reloj molecular, sino

mdltiples, tantos como proteinas (consltese revision de Kumar 2005). Kimura y Ohta

(1974) interpretaron esta variacin entre relojes moleculares del siguiente modo: las

proteinas menos importantes, o las partes menos importantes de una proteina para

su funcidn, evolucionan mas rapidamente, mientras que otras partes o proteinas mas

importantes estdn constrefidas selectivamente (o selectively constrained), estas no

pueden cambiar pues reducen drasticamente la fitness.
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La teoria neutralista fue ganando peso poco a poco por una sencilla razon - servia de
modelo nulo con el que contrastar el modelo alternativo donde la seleccion natural
si tenia cabida. A igualdad de evidencias las hipdtesis no-adaptacionistas son en
general méas parsimoniosas (Lynch 2007). La teoria neutralista original tenia dos
talones de Aquiles: (1) La constancia del reloj molecular para una proteina dada (a
continuacidn) y (2) la paradoja de los niveles de variacion genética (Lewontin 1974)

(véase seccion 1.2.2).

RELOJ MOLECULAR vs TEORIA NEUTRALISTA

La constancia del reloj molecular, también conocido como el efecto del tiempo de
generacion (generation-time effect), es sorprendente si se considera que la unidad
natural de medida del tiempo en la teoria neutralista es la generacion (no los afios).
Como consecuencia, bajo la teoria neutralista especies con generaciones cortas
deberian evolucionar mas rapido (en tiempo real, afios) que aquellas especies con
generaciones mas largas. No obstante, se observd que los relojes moleculares
basados en proteinas no cumplen esta prediccion, es decir, el reloj molecular
proteico parece bastante constante entre especies cuando no deberia serlo
(Zuckerkandly Pauling 1965; Wilson et al. 1977). Ohta y Kimura (1971) sugirieron una
solucion a este problema; esta solucion es la teoria casi neutra de la evolucién
molecular. Sugirieron que la DFF deberia ser continua (véase figura 1.3C), en lugar
de estar compuesta por tres categorias: deletéreas, neutras y beneficiosas (aunque
esta Gltima categoria es mucho menos importante cuantitativamente que las otras
dos). Razonaron que mutaciones deletéreas con coeficientes de seleccién menores a
1/Ne, el reciproco de N., estdn sujetas a la deriva genética y se comportan como
neutras (Kimura 1968) (véase figura 1.2), en cambio aquellas mutaciones con
coeficientes de seleccion mayores a 1/N, se comportan como deletéreas. Especies
con tamanos efectivos mayores tienen por lo tanto una menor proporcion de

mutaciones efectivamente neutras, o casi neutras, que especies con N, menores. Si
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ademds estas tienen tasas de mutacion mayores por unidad de tiempo real (afo)
porque tienen tiempos de generacion mas cortos, entonces la tasa de evolucion
resultante sera constante por aio entre especies. De hecho, hay evidencias que
sugieren que esto ultimo es cierto, es decir, que la tasa de mutacidn por afio es mayor
para especies con tiempos de generacidn cortos (Li et al. 1987; Mooers et al. 1994;
Bromham et al. 1996). En otras palabras, especies con N, mayores tienen una menor
proporcion de mutaciones efectivamente neutras (f) y una mayor tasa de mutacion
por aiio (p) (porque tienen generaciones cortas), como la tasa de substitucion neutra
depende del producto de estas dos variables, K = f i (Kimura 1983), ambas variables
se cancelan la una a la otra y la K resultante aparece constante por afio entre
especies. A partir de entonces Ohta pasé a defender la teoria casi neutra en una serie
de trabajos (Ohta 1972b; 1973; 1976; 1977; 1992).

La teoria casi neutra incorpora dos nuevas categorias de mutaciones respecto a la
teoria neutralista. Por un lado, las mutaciones casi neutras o efectivamente neutras
(nearly neutral o effectively neutral). Estas son mutaciones tanto deletéreas como
beneficiosas, y puramente neutras, con coeficientes de seleccion comprendidos
entre los limites impuestos por el reciproco de N (-1 < Nes < 1). Por otro lado, las
mutaciones ligeramente deletéreas (slightly o weakly deleterious) con coeficientes de
seleccion entre la frontera de lo fuertemente deletéreo (N.s < -10) y de lo
efectivamente neutro (-10 < N.s <-1) (Ohtay Kimura 1971; Ohta 1972a, 1995; Li 1987).
Estas son mutaciones que contribuyen al polimorfismo pero no a la divergencia (o0
muy poco). Las evidencias a favor de la presencia de las mutaciones casi o
efectivamente neutras (-1 < N.s < 1) estan basadas en la correlacidn positiva entre el
constrefiimiento proteico y el censo efectivo, N, (figura 1.4). Las evidencias a favor
de la presencia de las mutaciones ligeramente deletéreas (-10 < Nes < -1) estan

basadas en los patrones de polimorfismo no-sindnimo respecto al sinénimo.
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MUTACIONES NO-SINONIMAS EFECTIVAMENTE NEUTRAS

EL constrefimiento (C) se calcula como 1 menos la razén entre a tasa de substitucion
no-sindnima (0 aminoacidica) (d) y la tasa de substitucién sindnima (ds), C = 1 - dy/ds.
En un modelo donde las substituciones sinénimas son neutras y las substituciones
no-sindnimas pueden ser neutras o deletéreas, el constrefimiento es la proporcion
de mutaciones puntuales de cambio de amino acido que son deletéreas y eliminadas
por la seleccion natural. Ohta 1972a encontrd por primera vez una correlacion entre
el constreimiento proteico y un potencial indicador o proxy de N, el tiempo de
generacion (figura 1.4). Afios mas tarde se observo efectivamente que el tiempo de
generacion esta correlacionado negativamente con N (Chao y Carr 1993). Por lo tanto,
este trabajo inicial de Ohta fue el primero en encontrar que el constrefimiento esta
correlacionado positivamente con N, en un abanico amplio de especies de mamiferos

y moscas del género Drosophila.
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Fig. 1. The relationship between the generation time (g) and the ratio () of DNA

divergence to cistron divergence both in logarithmic scale. From the regression line

we get #Jga4.5. The value of r represents approximately the reciprocal of the
proportion of accepted mutations in cistrons

FIGURA 1.4 Primera evidencia a favor de la teoria casi neutra de a evolucion molecular (Ohta 1972a). Se muestra el primer
resultado que sugiere que el ndmero de nuevas mutaciones no-sindnimas que son casi neutras (-1 < s < 1) dependen de
N.. En el eje de la x se representa el logaritmo del tiempo de generacion, el cual estd negativamente correlacionado con
M., por lo tanto, en los valores cercanos a 0 tenemos las especies con mayor A, y cerca del 10 (as especies con menor .
En el eje de la y se representa el logaritmo de a razdn entre la tasa de sustitucion en el ADN no-codificador (ONA divergence)
y la tasa de substitucion no-sindnima (cistrons divergence). Los valores cercanos a 1 estdn menos constrefidos que los

valores cercanos a 100. [Figura tomada de Ohta (1972a)].
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Una serie de trabajos posteriores corroboraron los resultados de Ohta en un nimero
mayor de especies (Li et al. 1987; Ohta 1995; Keightley y Eyre-Walker 2000), e incluso
encontraron que para especies de Drosophila (Ohta 1976; 1993) y pajaros (Johnson y
Seger 2001) que habitan en islas el constredimiento es menor que en las especies
continentales. En Eyre-Walker et al (2002) se compard los niveles de
constrenimiento entre parejas de especies cercanas, pero con N, actuales muy
diferentes, observaron que el constrefimiento era menor en aquellas especies con

un N, actual mas bajo.

MUTACIONES NO-SINONIMAS LIGERAMENTE DELETEREAS

La fuente de evidencias a favor de la existencia de mutaciones ligeramente
deletéreas proviene de la variacion genética intra-poblacional. Se ha observado un
exceso de la razon entre el polimorfismo no-sindnimo (py) y el polimorfismo sindnimo
(ps) respecto a la razon entre la divergencia no-sindnima (dy) y la divergencia
sindnima (ds), es decir, pu/ps>> dulds en genomas mitocondriales (Rand y Kann 1996;
Nachman 1998), en genes nucleares de Arabidopsis thaliana (Weinreich y Rand 2000),
de humanos (Bustamante et al. 2005), de Drosophila (Presgraves 2005; Welch 2006) y
en bacterias entéricas (Charlesworth y Eyre-Walker 2006). Este patrdn es consistente
con la segregacion de mutaciones no-sinénimas ligeramente deletéreas, las cuales
contribuyen al polimorfismo pero rara vez se fijan (Kimura 1983, p. 44). Ademas el
espectro de frecuencias (o Site Frequency Spectrum, SFS) de las mutaciones no-
sindnimas esta inflado en variantes a baja frecuencia en comparacion con las
mutaciones neutras en el genoma mitocondrial de diversas especies (Nielsen y
Weinreich 1999), en el genoma nuclear de humanos (Cargill et al. 1999; Sunyaev et
al. 2000; Altshuler et al. 2010; Li et al. 2010), Drosophila (Akashi 1999; Fay et al. 2002;
Begun et al. 2007; Langley et al. 2012; Mackay et al. 2012; Pool et al. 2012) y bacterias
(Hughes 2005; Charlesworth y Eyre-Walker 2006). Este hecho es también indicativo

de la presencia de alelos ligeramente deletéreos segregando en las poblaciones.
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Métodos estadisticos avanzados, capaces de estimar la OFF indirectamente a partir
de alineamientos de ADN comparando el SFS de mutaciones neutras y selectivas
(Eyre-Walker et al. 2006; Keightley y Eyre-Walker 2007; Boyko et al. 2008) (véase
seccion 1.3.3), han resuelto que alrededor de un 30-40% de las nuevas mutaciones
no-sindnimas son efectivamente neutras (-1 < N.s < 1) en humanos y sélo un 6% lo
son en Drosophila (Eyre-Walker y Keightley 2009), mientras que entre un 6-18% son
ligeramente deletéreas (-10 < Nes < -1) en humanos y alrededor de un 7% Lo son en
Drosophila. Los ratones muestran unos valores intermedios, con un 15% de las
nuevas mutaciones efectivamente neutras (-1 < Nes < 1) y un 11% ligeramente
deletéreas (-10 < Nes < -1) (Kousathanas et al. 2011). Aplicando estos métodos a
distintas especies de plantas Gossmann et al. (2010) cuantificé que la fraccion de
nuevas mutaciones no-sinénimas ligeramente deletéreas es sorprendentemente
constante, alrededor del 5-15%, mientras que la fraccion de mutaciones
efectivamente neutras parecen ser mas variables y depender de los eventos de

domesticacidn.

MUTACIONES NO-CODIFICADORAS

¢Qué hay del ADN no-codificador? ;Qué sabemos de la DFE y de la presencia de
mutaciones ligeramente deletéreas y efectivamente neutras predichas por Ohta en
este caso? Hasta hace relativamente poco la mayoria de los bidlogos evolutivos
consideraban que el ADN no-codificador evolucionaba de forma neutra. No obstante,
esta vision es muy distinta en la actualidad. La mayoria de la informacion sobre la
DFE para mutaciones que ocurren fuera de la secuencia codificadora provienen de las
estimas del constrefiimiento selectivo (es decir, comparando niveles de divergencia
respecto sitios neutros, véase mas arriba), aunque recientemente los mismos
métodos de estimacion de la DFE a partir del SFS que se han aplicado a las secuencias
codificadoras estan siendo aplicados al genoma no-codificador. En levadura y

nematodos alrededor de un 10-20% del genoma no codificador esta sometido a
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seleccion purificadora (Shabalina y Kondrashov 1999; Cliften et al. 2003). En D.
melanogaster un ~b0% de los sitios no-codificadores parecen estar sometidos a la
accion de la seleccion natural negativa (N.s < -1) (Bergman y Kreitman 2001;
Andolfatto 2005; Halligan y Keightley 2006). Un estudio sobre la DFF en secuencias
intronicas de Drosophila basadas en el SFS apuntd que un 70% de las nuevas
mutaciones puntuales son efectivamente neutras (-1 < Nes < 1), un 23% ligeramente
deletéreas (-10 < Nes < -1) y un 7% fuertemente deletéreas (N.s < -10) (Eyre-Walker
y Keightley 2009). Otro estudio en Drosophila donde se analizaron exclusivamente
secuencias no-codificadoras muy conservadas (highly conserved non-coding
sequences, CNS) indicd que alrededor de un 85% de las nuevas mutaciones puntuales
que ocurren en estos sitios son muy deletéreas (N.s < -10) (Casillas et al. 2007). En
mamiferos las estimas son bastante inferiores, alrededor del 5-7% del ADN no-
codificador parece estar constredido (Mouse Genome Sequencing Consortium 2002;
Dermitzakis et al. 2005; Gaffney y Keightley 2006; Davydov et al. 2010; Lindblad-Toh
et al. 2011). En ratones, estudios centrados en las regiones no-codificadoras 500 pb
aguas arriba y aguas abajo del primer y Gltimo coddn, respectivamente, sefalan que
un 71% de las mutaciones son efectivamente neutras (-1 < N.s < 1), un 9%
ligeramente deletéreas (-10 < Nes < -1) y un 20% fuertemente deletéreas (N.s < -10)
(Kousathanas et al. 2011). En humanos, sin embargo, estudios centrados en las
regiones no-codificadoras 500 pb aguas arriba y aguas abajo del primer y ultimo
codan, respectivamente, no son capaces de estimar mutaciones seleccionadas (con
N.s < -1) (Eyre-Walker y Keightley 2009). Esto encajaria con el hecho que el nivel de
constrefiimiento en estas regiones para hominidos es mucho menor que para
roedores (Keightley et al. 2005a; Bush y Lahn 2005). Esto es seguramente asi porque
la seleccion ha sido menos eficiente en los hominidos debido a su menor N a largo
plazo. Es mas, dentro de bloques conservados de ADN no-codificador entre hominidos
y roedores, los hominidos tienes niveles menores de conservacion que los roedores
(Keightley et al. 2005b; Kryukov 2005).
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A pesar de todos estos avances, la teoria casi neutra tiene todavia mucho camino que
recorrer. La mayoria de las estimas de la OFF basadas en el SFS se han centrado en
secuencias codificadoras de humanos (Eyre-Walker y Keightley 2009), Drosophila
(Eyre-Walker y Keightley 2009), ratones (Kousathanas et al. 2011) y algunas especies
de plantas (Gossmann et al. 2010) para mutaciones puntuales. Sin embargo, es muy
probable que otro tipo de mutaciones, como las inserciones de elementos
transponibles o las inversiones, tengan OFFs completamente distintas (Eyre-Walker
y Keightley 2007). De hecho, el lugar donde ocurren las mutaciones puntuales tiene
un enorme efecto sobre sus efectos sobre la eficacia bioldgica; la proporcion de
mutaciones puntuales casi neutras en el ADN no-codificador parece ser mayor que
en el ADN codificador en todas las especies estudiadas. Por si fuera poco, los
métodos utilizados para inferir la DFE a partir del SFS (Eyre-Walker et al. 2006;
Keightley y Eyre-Walker 2007; Boyko et al. 2008) asumen que esta sigue una
distribucion continua, cuando en realidad podria no hacerlo tal y como discuten
Kousathanas y Keightley (2013). Si la DFE no sigue una distribucidn continua muchos
trabajos y conclusiones al respecto de la OFF deberan revisarse. Es decir, lo poco que
sabemos de los detalles de la DFF podrian no ser ciertos. Pero el caso es “peor” si
cabe para la inferencia de la DFE de nuevas mutaciones beneficiosas, ya que estas
son muy escasas y permanecen poco tiempo segregando en las poblaciones (véase
figura 1.2B). Un estudio basado en el contraste del SFS de sitios sindnimos y no-
sindnimos (Scheneider et al. 2011) ha estimado que en Drosophila \a mayoria de las
nuevas mutaciones no-sindnimas adaptativas son ligeramente adaptativas (N.s ~
2.5-5) y que alrededor de un 1-2% de las nuevas mutaciones no-sindnimas son
beneficiosas. Todas estas incdgnitas sobre la forma de la OFF para distintos tipos de
mutaciones en distintas especies indican que hay una necesidad creciente de revision
y mejora de nuestro conocimiento sobre la teoria casi neutra y su alcance a lo largo

del arbol de la vida.
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1.1.3

En conclusion, numerosas evidencias sugieren que la teoria casi neutra de la
evolucion molecular de Ohta (Ohta 1972b; 1973; 1976; 1977; 1992) es el mejor modelo
del que disponemos actualmente para explicar los patrones generales de variacion
genética entre y dentro de poblaciones. Esto no quiere decir que no haya
determinados (oci bajo seleccion equilibradora o seleccion positiva recurrente,
simplemente indica que la mayoria de alelos no se encuentran bajo seleccidn natural

directa y los que se encuentran seleccionados lo estan débilmente.

EFECTO HILL-ROBERTSON

Los genomas de la mayoria de organismos contienen miles de genes, no obstante, el
grueso de la teoria evolutiva molecular considera que los sitios (o loci) segregan
independientemente. Asumir no sdlo que los genes evolucionan de manera
independiente entre si, sino que las mutaciones que ocurren dentro de un mismo gen
también lo hacen es un supuesto que raramente se cumple (a excepcidn de algunos
virus con unas tasas de recombinacion muy elevadas). Ahora bien, ;como afecta la
falta de independencia en la segregacion a las predicciones obtenidas anteriormente
con el modelo de Wright-Fisher? Idealmente para responder esta cuestion
deberiamos modelar el genoma completo. Desafortunadamente, no hay un
tratamiento analitico general que describa la dindmica de la interferencia entre
miltiples alelos bajo seleccion y deriva genética, para distintos coeficientes de
seleccion y niveles de recombinacion. Sin embargo, podemos extraer mucha
informacion simplemente modelando dos loci ligados. Esto es lo que hicieron Hill y
Robertson en un estudio pionero en 1966. Descubrieron un fendmeno que paso a
denominarse a partir de Felsenstein (1974) efecto Hill-Robertson. Gracias a los
avances en computacion este efecto ha podido ser estudiado en miltiples loci
mediante simulaciones forward in time asumiendo el modelo de Wright-Fisher
(seccion 1.1.1) (Comeron et al. 1999; Tachida 2000, McVean y Charlesworth 2000;
Comeron y Kreitman 2000; 2002; Messer y Petrov 2013). En todos estos trabajos
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siempre entran en juego tres parametros: (1) el ndmero de sitios bajo seleccion (L),
(2) la intensidad de la seleccion (N.s) y (3) la tasa de recombinacidn (o). El efecto
Hill-Robertson puede definirse de manera genérica como la interferencia que se da
en una poblacion finita entre dos o més alelos seleccionados (sin necesidad de
epistasis) que estan en desequilibrio de ligamiento. Si el tamafio de poblacidn es
infinito y/o la seleccion ocurre sobre variantes preexistentes, la misma mutacion
seleccionada se encontrara en distintos backgrounds genéticos reduciendo el
desequilibrio de ligamiento y la posibilidad de interferencia entre mutaciones
(Maynard Smith 1968; Felsenstein 1974; Roze y Barton 2006).
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FIGURA 1.5 Escenarios efecto Hill-Robertson. Los cromosomas estdn representados como barras horizontales. Los
circulos de color rojo simbolizan mutaciones deletéreas y los circulos verdes mutaciones adaptativas; los circulos
pequedos son mutaciones ligeramente seleccionadas y los grandes mutaciones fuertemente seleccionadas. (A)
Corresponde al escenario 1.1, interferencia simétrica entre dos o mas alelos seleccionados positivamente; (B) corresponde
al escenario 1.7, interferencia simétrica entre un alelo seleccionado positivamente y otro alelo seleccionado
negativamente; mientras (C) y (D) corresponden al escenario 2.1, interferencia asimétrica con dominio seleccion positiva
y 2.2 interferencia asimétrica con dominio seleccidn negativa, respectivamente. Estos escenarios estdn descritos en
detalle en el texto principal.
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La interferencia de Hill-Robertson puede darse en distintos escenarios (figura 1.5) entre dos o
mas loci:
Escenario 1: Interferencia simétrica, los alelos tienen coeficientes de seleccion
equivalentes.

Escenario 1.1: Interferencia entre dos o mas alelos seleccionados
positivamente. Tradicionalmente se han asumido mutaciones fuertemente
adaptativas (N.s > 10) aunque si la recombinacion es muy baja o nula podria

aplicar también para mutaciones débilmente seleccionadas (N.s ~ 1-10). En
organismos asexuales donde la recombinacion esta ausente o es muy poco

comun también se le denomina interferencia clonal (Fisher 1930; Crow y

Kimura 1965). Considérese una poblacion haploide con dos loci
completamente ligados. Cada locus tiene un alelo beneficioso que aumenta

la eficacia bioldgica una fraccion s. Ambos loci tienen inicialmente una copia

del alelo beneficioso. Por lo tanto, en 1-1/N ocasiones los dos alelos se
encontrardn en cromosomas diferentes (o en desequilibrio de ligamiento
negativo o repulsién) y en 1/N ocasiones se encontraran en el mismo
cromosoma (o en desequilibrio de ligamiento positivo). En el primer caso el
desequilibrio de ligamiento negativo disminuira la probabilidad de fijacion

de los alelos y con ello la tasa de evolucidn adaptativa. En el segundo caso,

los dos alelos beneficiosos se ayudaran el uno al otro y la probabilidad de

fijacion aumentara para ambos. Podriamos pensar que ambos efectos se
cancelan el uno al otro y al final del dia la tasa de adaptacion cuando las
mutaciones estan ligadas es la misma que cuando las mutaciones son
independientes. Sin embargo, la deriva genética crea desequilibrio de
ligamiento al azar entre dos loci'y el desequilibrio de ligamiento negativo

vence (porque dura mas tiempo) al desequilibrio de ligamiento positivo

(Roze y Barton 2006). EL resultado, la probabilidad global de fijacion de

nuevas mutaciones adaptativas disminuye (Hill y Robertson 1966;

Felsenstein 1974). Esto sucede también cuando la segunda mutacion
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adaptativa ocurre poco tiempo después de la primera (Crow y Kimura 1965).
Escenario 1.2: Interferencia entre mutaciones beneficiosas y deletéreas
débilmente seleccionadas (N.s ~ [1-10[). Este escenario ha sido
denominado por algunos autores como /Interference Selection (IS) (por
Comeron y Kreitman 2002) o weak selection Hill-Robertson (wsHR) (por
McVean y Charlesworth 2000). La probabilidad de fijacion de las mutaciones

deletéreas aumenta y el de las beneficiosas disminuye.

Escenario 2: Interferencia asimétrica, uno de los alelos tiene un coeficiente de
seleccion mayor al otro. Siempre se asume que uno de los dos alelos estd débilmente
seleccionado (esto es N.s ~ [1-10]).
Escenario 2.1: El alelo seleccionado positivamente tiene un coeficiente de
seleccion mayor al seleccionado negativamente. En este caso la
probabilidad de fijacion del alelo deletéreo aumenta y la del alelo

beneficioso disminuye ligeramente.

Escenario 2.2: El alelo seleccionado negativamente tiene un coeficiente de
seleccion mayor al seleccionado positivamente. En este caso la
probabilidad de fijacion del alelo adaptativo disminuye y la del alelo

deletéreo aumenta ligeramente.

Escenario 2.3: Alelos deletéreos seleccionados fuerte y débilmente. En
este caso se produce una reduccion global del N, y la probabilidad de fijacion
de todas las mutaciones aumenta. Sin embargo, las mutaciones mas
débilmente seleccionadas contribuyen mas a la divergencia. El hecho que
no se haya estudiado la interferencia entre mutaciones deletéreas
fuertemente seleccionadas es debido a que estas permanecen muy poco
tiempo segregando en la poblacién y es muy poco probable que interfieran

unas con otras.

(7]



A pesar de esta variedad de escenarios ;como se cuantifica la intensidad del efecto
Hill-Robertson en la practica? Trabajos tedricos, por ejemplo, han estimado la razon
entre la probabilidad de fijacién del alelo beneficioso con interferencia respecto la
probabilidad de fijacion del alelo beneficioso sin interferencia para distintas
combinaciones de parametros (Barton 1995). Una razon igual a uno equivale a la
ausencia de evidencias del efecto Hill-Robertson, una razén menor a uno nos indica
la accion del efecto Hill-Robertson. En otras palabras, el efecto Hill-Robertson puede
cuantificarse como la fraccion de substituciones adaptativas que dejan de fijarse
(Barton 1995). Sin embargo, en la préctica este estadistico nunca habia sido estimado
sobre un genoma. Precisamente, la estima de dicho estadistico sobre el genoma de
D. melanogaster es uno de los objetivos de esta tesis (secciones 1.5y 3.3.4). Existen
otros estadisticos para cuantificar la intensidad del efecto Hill-Robertson basados
en los niveles de polimorfismo, el sesgo en el espectro de frecuencias y el
desequilibrio de ligamiento, los cuales han sido aplicados sobre genes de 0.
melanogaster para demostrar que la interferencia de Hill-Robertson es mds intensa

en la region central de genes sin intrones (Comeron y Kreitman 2002).

Poco se sabe de la importancia relativa de cada uno de los escenarios (representados
en la figura 1.5) en el mundo real, pues la prevalencia de uno u otro depende de la
DFE. Cabe destacar que las mutaciones efectivamente neutras y ligeramente
seleccionadas (-10 < N.s < 10), ya sean beneficiosas o perjudiciales, permanecen mas
tiempo segregando en las poblaciones a frecuencias mas altas y, por lo tanto, son las
mas susceptibles a sufrir el efecto Hill-Robertson (McVean y Charlesworth 2000;
Comeron y Kreitman 2002; Comeron et al. 2008). Ademads, cuando los coeficientes de
seleccion de los alelos implicados en la interferencia son asimétricos, el alelo mas
fuertemente seleccionado (con |N.s| > 10) parece no sufrir tanto las consecuencias
de laiHR (McVean y Charlesworth 2000; Johnson y Barton 2002; Charlesworth 2012a,
no obstante, véase Messer y Petrov 2013). En cualquier caso, todos los trabajos

apuntan a que el efecto Hill-Robertson es siempre mas intenso cuanto menor es la
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distancia genética entre los alelos seleccionados, o mayor es la densidad de sitios
seleccionados por unidad de distancia genética (Li 1987; McVean y Charlesworth 2000;

Comeron y Kreitman, 2002; Comeron et al. 2008).

EFECTO HILL-ROBERTSON Y UNIDADES GENGMICAS ASOCIADAS AL N,

Retornando a la pregunta planteada previamente: ;Cémo afecta la falta de
independencia en la segregacidn a las predicciones obtenidas anteriormente en el
modelo de Wright-Fisher? Podemos responder que el hecho que las mutaciones no
segreguen de manera independiente genera desviaciones en las predicciones del
modelo de Wright-Fisher como minimo en lo que respecta a las probabilidades de
fijacion de nuevas mutaciones seleccionadas. La falta de segregacion independiente
entre sitios a lo largo de los cromosomas conduce a un aumento de la probabilidad
de fijacion de nuevas mutaciones deletéreas y a una disminucion de la probabilidad
de fijacion de nuevas mutaciones beneficiosas. No obstante, estas desviaciones
respecto a lo esperado bajo segregacion independiente pueden corregirse
contemplando un censo efectivo, N, variable a lo largo del genoma el cual es el
producto de la interaccién entre: (1) el nimero de sitios bajo seleccion (L), (2) la
intensidad de la seleccion (N.s) y (3) la tasa de recombinacion (o). Asi pues, no tan
s6lo hay un N, a nivel de poblacion, o especie especifico, como el que contempld
Wright (1931, 1938b) (seccion 1.1.1) originalmente, sino también un N, a escala
subcromosdmica, gen especifica e incluso mutacion especifica. El efecto Hill-
Robertson se ha interpretado tradicionalmente como un aumento del efecto de la
deriva genética localmente (Robertson 1961; Birky y Walsh 1988), que conlleva a una
reduccion del N, y de la eficiencia de la seleccion sobre los alelos implicados
(Robertson 1961; Hill y Robertson 1966; Felsenstein 1974; Kliman y Hey 1993).

Mas recientemente Messer y Petrov (2013) simularon cromosomas con

caracteristicas propias de humanos, encontraron que en un escenario con arrastres
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positivos y negativos recurrentes la reduccion en N, es mayor para mutaciones
fuertemente deletéreas que para las débilmente deletéreas. Es decir, no encontraron
que un dnico valor de N, fuera aplicable a todos los valores de coeficientes de
seleccion estudiados. Ademas, el N, observado en algunos casos era hasta un orden
de magnitud menor al N, simulado (consiiltese figura 1C Messer y Petrov 2013). Cabe
la posibilidad que genomas mas densos funcionalmente como el de Jrosophila, donde
el ~50% de los sitios parecen estar sometidos a seleccion (Bergman y Kreitman 2001;
Andolfatto 2005; Halligan y Keightley 2006) esta variacion de N. a lo largo del genoma
pueda ser mayor que en el caso humano. No obstante, la tasa de recombinacidn (y el
decaimiento del desequilibrio de ligamiento) por sitio en Drosophila es mucho mayor
que en humanos. En definitiva, se requieren mas simulaciones para conocer como la
interaccion entre todas estas variables acaba afectando el ¥ localmente en genomas

como el de Drosophila o humanos.

En conclusion, el efecto Hill-Robertson puede generar fluctuaciones considerables
del N, (y la eficiencia de la seleccion) localmente, pero la reduccidn local del V. no es
la misma para todas las mutaciones, depende de su coeficiente de seleccion. Dentro
de un mismo cromosoma podemos encontrarnos regiones con un N, entre 10-100

veces mayor (0 menor) a otra.

EFECTO HILL-ROBERTSON vs SELECCION LIGADA

El efecto Hill-Robertson se encuentra intimamente relacionado con otro concepto, la
seleccion ligada. En algunos articulos ambos términos tienden a confundirse. Sin
embargo, el efecto Hill-Robertson trata sobre el efecto que variantes seleccionadas
tienen sobre otras variantes seleccionadas ligadas, mientras que la seleccion ligada
se refiere al efecto que las variantes seleccionadas tienen sobre otras variantes
neutras ligadas. Es un hecho que los niveles de variacion neutra estan positivamente

correlacionados con la tasa de recombinacion en multitud de especies (véase seccion
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1.2.1 para mas detalles). Dos modelos tedricos se han propuesto para explicar dicha
correlacion: (1) el efecto autoestopista (HH, Hitchhiking, Maynard Smith y Haigh 1974),
donde las variantes neutras estan ligadas a un alelo beneficioso fuertemente
seleccionado, y (2) la seleccion de fondo (BGS, Background Selection, Charlesworth et
al. 1993), donde las variantes neutras estan ligadas a un alelo efectivamente

deletéreo (figura 1.6).
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FIGURA 1.6 Efectos de los arrastres selectivos sobre la variacion neutra. (A] EL arrastre de alelos neutros ligados a un alelo
beneficioso (Hitchhiking. HH) reduce la variacion neutra; la recombinacién rompe el haplotipo portador del alelo beneficioso y
con el tiempo (a mutacidn reestablece Los niveles de variacion neutra. La razon entre la tasa de recombinacidn entre el alelo
neutro y el alelo beneficioso (1) y el coeficiente de seleccion adaptativo (s), //s, es muy importante para determinar la reduccion
en a variabilidad neutra (Maynard Smith y Haigh 1974; Barton 2000). Consiltese seccion 1.3.1 para ver otros ejemplos de
arrastres positivos: soft sweeps y partial sweeps. (B) La seleccion de fondo (Background selection. BGS) o arrastre selectivo
negativo ocurre cuando alelos neutros se encuentran en el mismo cromosoma que alelos deletéreos destinados a (a extincion
(Charlesworth et al. 1993). Los niveles de variacion neutra se reducen menos que bajo el arrastre selectivo positivo (Charlesworth
2012a; Comeron 2014). [Figura adaptada de Ramia (2015)].
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Ambos modelos predicen una correlacién positiva entre los niveles de polimorfismo
y la recombinacién. Por lo tanto, no esta claro qué modelo, HH o BGS, domina los
patrones de variacion neutra (véase seccion 1.2.1). Por otra parte, las mutaciones
débilmente seleccionadas (positiva o negativamente) se cree alteran poco los niveles
de variacion de mutaciones neutras ligadas (Golding 1997; Neuhauser y Krone 1997;
Przeworski et al. 1999). No obstante, Comeron y Kreitman (2002) y Charlesworth
(2013a) encontraron que cuando miltiples mutaciones de este tipo se encuentran
ligadas a mutaciones neutras los niveles de variacion en estas ultimas también

pueden verse significativamente reducidos.

Neutral diversity (relative value)
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FIGURA 1.7 Efecto de la BGS sobre (a diversidad neutra en un cromosoma sin entrecruzamiento. La tasa de mutacion es la
tipica de Drosophila (i ~ 3.5 x 10-9 [Keightley et al. 2009]). EL eje de la x representa el nimero de sitios codificadores en el
cromosoma; son tripletes o codones, donde los dos primeros sitios estdn sometidos a seleccion y el tercero es neutro. En el eje
de la y se representa la razon entre la 7 observada y la 7 esperada con Libre recombinacidn. La curva azul es el resultado de la
simulacion sin recombinacion (ni entrecruzamiento ni conversion génica), la curva lila representa el resultado de la simulacidn
con la tasa de conversion génica de Drosophila (tracto de conversion promedio ~500 pb, Comeron et al. 2012). Las flechas indican
los niveles de 7 observados para el cromosoma dot y el neo-¥ de 0. miranda y su relacion con el nimero aproximado de sitios
codificadores en estos cromosomas. [Figura tomada de Charlesworth (2013a)].

Charlesworth (2013a) simuld el efecto de la BGS sobre la variacion neutra en ausencia
total de recombinacidn (como ocurre en muchos genomas bacterianos y cromosomas
sexuales de muchas especies) y relaciond el nimero de sitios bajo seleccion

purificadora débil (-10 < N,s < -1) con la reduccidn de la heterocigosidad nucleotidica
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de mutaciones neutras, 7 (Tajima 1983). Charlesworth (2013a) mostré como a partir
de ~50.000 sitios codificadores  se reduce hasta unas 100 respecto al valor esperado
bajo libre recombinacion (figura 1.7). Se puede observar como el modelo de BGS
predice perfectamente los niveles de variacion neutra observados en el cromosoma
dot y neo-Y de D. miranda. Finalmente, a continuacion (cuadro 3), se explica como
afecta la seleccion en sitios ligados a la probabilidad de fijacion de mutaciones

neutras.

()



CUADRO 3: SELECCION EN SITIOS LIGADOS Y LA PROBABILIDAD DE FIJACIGN DE MUTACIONES NEUTRAS

El grueso de la teorfa evolutiva asume, entre otros supuestos que posibilitan el tratamiento matematico, que los sitios
evolucionan de manera independiente. Ya se conocia que cuando Los sitios segregan de manera independiente (a tasa de
substitucidn neutra (K] es igual al producto de la tasa de mutacidn por generacion (i) y la proporcién de mutaciones que
son neutras (£, K = £ (Kimura 1983). Watterson (1982) demostré que la ausencia completa de recombinacidn no afecta a
la tasa de substitucion neutra cuando todas las mutaciones son neutras. Birky y Walsh (1988) demostraron ademds que
esto es asi incluso en presencia de sitios ligados bajo seleccion. Mostraron analiticamente (cuando la recombinacion es
igual a 0) y mediante simulaciones (para valores de recombinacion > 0) que la probabilidad de fijacion de mutaciones
neutras ligadas a otras mutaciones deletéreas o beneficiosas no se ve afectada por a seleccion que ocurre sobre Sitios
adyacentes

La intuicion de por qué esto es asi es sencilla. La seleccion sobre sitios ligados reduce N, localmente, sin embargo, (a tasa
de substitucion no depende de M., sino de la frecuencia inicial (Kimura 1983). Si bien es cierto que un arrastre selectivo
positivo podra aumentar a frecuencia de muchas variantes neutras localizadas en el mismo cromosoma, y con ello su
probabilidad de fijacion, también es cierto que muchas variantes neutras a alta frecuencia que estaban a punto de fijarse
dejaran de hacerlo si a mutacion adaptativa ha ocurrido sobre otro cromosoma. s decir, ambos procesos se cancelan el
uno al otro. Para el escenario con seleccion de fondo la idea es que, aunque muchas variantes neutras se purgaran junto
con (a variante deletérea ligada, y con ello aumentara la varianza en el nimero de copias de los distintos alelos neutros,
este efecto no afectard a a probabilidad de fijacion de las variantes neutras, la cual solo depende de (a frecuencia inicial
(Kimura 1983).

Un aspecto importante de (a variacion del N.a lo largo del genoma y la tasa de substitucion neutra, es que los niveles de
divergencia neutra entre especies muy cercanas como humanos y chimpancés o [ melanogaster y 0. simulans, si pueden
verse afectados por la variacion en el V. (Reed et al 2005). EL polimorfismo ancestral contribuye a una fraccion importante
del total de fijaciones neutras que encontramos en un linaje a lo largo de 10Me generaciones (Charlesworth et al 2000).
Esto representa 2.5 millones de afos en el caso de los humanos. Atribuir polimorfismo ancestral neutro al contaje de
substituciones puede inflar nuestras estimas de (a divergencia respecto a las estimas que esperariamos a través de la
fijacion de nuevas mutaciones. En aquellas regiones del genoma de la poblacion ancestral donde el A, era pequefio, debido
a a seleccion ligada, habrd menos polimorfismo ancestral y menores estimas de divergencia en as especies actuales.
Esto generard en la actualidad una correlacion positiva entre polimorfismo y divergencia neutra. Es importante tener en
cuenta este efecto a la hora de interpretar datos (Charlesworth 1998: Noor y Bennett 2009), ya que puede hacernos
interpretar que la recombinacion es mutagénica (Hellmann et al. 2003), cuando no lo es, o identificar errdneamente regiones
del genoma candidatas de haber sufrido seleccidn reciente mediante el estadistico Fst (Charlesworth et al. 1997;
Charlesworth 1998 Keinan y Reich 2010; Cuttery Choi 2010). Constltese Charlesworth 2012a para mas detalles sobre esta
problematica.
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1.2 DE LA TEORIA A LA PRACTICA: RETOS ACTUALES DE LA GENETICA DE
POBLACIONES

En sus inicios la genética de poblaciones era un campo dominado por los modelos
tedricos con escasos datos con los que ponerlos a prueba. En la actualidad, en la era
de los genomas (véase cuadro 1), las elegantes herramientas matematicas que se
aplicaban sobre datos electroforéticos o secuencias fragmentarias del genoma se
estan reemplazando por nuevas y poderosas herramientas computacionales y
algoritmicas para extraer, de nuevo, conocimiento a partir de genomas completos. La
interaccion entre procesos evolutivos (mutacion, seleccion, deriva genética,
migracidn, estructura poblacional y recombinacion) genera tal complejidad en los
patrones y dinamicas de la variacion genética a lo largo de los cromosomas que hacen

muy dificil su tratamiento analitico general (véase seccién 1.3.3).

El objetivo de un genético de poblaciones actual es la estimacidn de las variables que
ya sabemos determinan los patrones de variacion genética a lo largo del genoma: (1)
la tasa de recombinacion, (2) la tasa de mutacidn, (3) el ndmero de sitios bajo
seleccidn, (4) la DFE, (5) el grado de dominancia fenotipica de las mutaciones, (5) la
historia demografica de la poblacidn, (6) su estructura, (7) modo de apareamiento, y
(8) ecologia e historia natural para tantas especies como nos sea posible. No
obstante, la inferencia de estas variables no es sencilla, pues distintas
combinaciones de parametros pueden dar lugar a los mismos patrones de variacion
genética (Ramirez-Soriano et al. 2008). Gracias a la disponibilidad de secuencias
gendmicas y a los avances en computacion estamos empezando a ser capaces de
estimar multitud de parametros de modelos evolutivos muy complicados y poner en

una balanza la importancia relativa de cada proceso evolutivo.

Como se comentd en la seccion 1.1.3: Efecto Hill-Robertson, el hecho que alelos
seleccionados no segreguen de manera independiente altera substancialmente las

predicciones del modelo de Wright-Fisher para la probabilidad de fijacion de
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1.2.1

mutaciones seleccionadas (pero no de mutaciones neutras, véase cuadro 3). A su vez,
las mutaciones seleccionadas alteran los niveles de variabilidad genética neutra
ligada. De hecho, de aqui provienen las principales limitaciones de ambas teorias
neutralistas. A continuacion, se mostrara cémo la falta de segregacion independiente
entre mutaciones dificulta tanto la estimacion de la huella de la seleccidn natural
como de la demografia cuando ambos procesos ocurren a la vez (seccion 1.2.1).
También se mostrara como la falta de segregacion independiente entre sitios podria
explicar, en parte, la escasa correlacion entre el censo poblacional (V) y los niveles
de diversidad nucleotidica; esto es la denominada inicialmente por Lewontin (1974)
paradoja de la variacion (seccion 1.2.2). Finalmente, se comentard qué factores

afectan a la tasa y el tiempo de fijacion de mutaciones adaptativas (seccion 1.2.3).

DEMOGRAFIA vs SELECCION LIGADA

En paralelo al desarrollo de las Teorias Neutralistas (Kimura 1969a; Ohta y Kimura
1971), Cavalli-Sforza (1966) y Lewontin y Krakauer (1973) propusieron un criterio para
diferenciar los efectos que tiene la seleccion y la deriva sobre la variacién gendmica
el cual se ha convertido en un axioma de la genética de poblaciones moderna: “While
natural selection will operate differently for each locus and each allele at a locus, the
effect of breeding structure is uniform over all loci and all alleles” (Lewontin y Krakauer
1973). La idea viene a decir que mientras los efectos de la seleccidn se circunscriben
a una region pequena del genoma, la historia demografica de la poblacidn afecta al
genoma entero. Muchos autores han utilizado este criterio para diferenciar los
efectos de la seleccion y la demografia en grandes conjuntos de datos (Thornton et
al. 2007). Bajo este enfoque se asume que la mayoria de genes aportan informacidn
sobre la historia demografica de la poblacion, mientras los genes que se encuentran
en las colas de la distribucion de algin estadistico (por ejemplo, 7 0 Tajima’s D) son
las dianas mas probables de la seleccion natural (figura 1.8A). Como todas las

distribuciones tienen colas se han desarrollado mejoras en estos métodos que
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proporcionen evidencias estadisticas de la accidn de a seleccion natural. Esto puede
hacerse simulando un amplio abanico de historias demogréficas (Akey et al. 2004),
simulando historias demograficas realistas provenientes de otras fuentes de datos
(Stajich y Hahn 2005), o estimando la historia demogréfica sobre el mismo conjunto
de datos estudiado (Nielsen et al. 2005a).

0 sx10°® 10x10° 15x10° 20x10° 25x10°
Chromosome 3R Position (Mb)

0 sx10° 10x10° 15x10° 20x10° 25x10°
Chromosome 3R Position (Mb)

FIGURA 1.8 (A) La interpretacion donde los sitios segregan independientemente, y (B) a interpretacion donde la seleccion
ligada afecta los niveles de polimorfismo. La linea roja en ambos casos muestra Los valores de polimorfismo (7) a o largo
del brazo cromosomico 3R de 0. simulans (valores de Begun et al. 2007). Las flechas negras indican los efectos de la seleccidn
sobre los niveles de polimorfismo. La linea discontinua representa el valor esperado bajo el equilibrio mutacion-deriva: en el
panel A esto corresponde al valor promedio y en el panel B corresponde a un hipotético valor libre de los efectos de la
seleccion ligada. [Figura tomada de Hahn (2008)].

La figura 1.8 trata de mostrar las diferencias entre la vision que asume que los sitios
evolucionan de manera independiente (como hacen ambas teorias neutralistas), y la
vision que contempla a la seleccion ligada, esto es la accion conjunta de barridos
selectivos (selective sweeps) positivos y negativos como una fuerza a tener en cuenta

para explicar los patrones de variacion neutra. En la vision donde los sitios
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evolucionan de manera independiente el criterio Cavalli-Sforza/Lewontin/Krakauer
nos conduciria a pensar que el valor promedio de 7 representa el valor esperado bajo
libre recombinacidn, independientemente de si la poblacion esta o no en el equilibrio
demografico, solo los valores mas extremos indicarian casos de seleccidn
equilibradora (valores elevados) o casos de seleccion positiva (valores bajos). La
vision que considera que la seleccion ligada es omnipresente interpreta en cambio
que la mayoria de los loci tienen niveles de 7 menores a los esperados bajo libre
recombinacion ya que los arrastres selectivos positivos y negativos disminuyen los
niveles de variacion y generan un exceso de alelos a baja frecuencia (Charlesworth
et al. 1993; Stephan 2010).

De este modo, los (oci con niveles altos de 7 podrian ser aquellos que han conseguido
escapar completa o parcialmente de los efectos de la seleccidn ligada gracias a una
mayor tasa de recombinacidn local o a una menor densidad génica (aunque es posible
que haya seleccion equilibradora genuina en algunos loci también). Debemos
preguntarnos entonces si es posible estimar la demografia de las especies teniendo
en cuenta que muy probablemente pocas regiones del genoma estaran libres de los
efectos de la seleccion ligada (Hahn 2008; Li et al. 2012).

¢ Qué evidencias tenemos a favor de la accion de la seleccion ligada que pongan en
duda el criterio de Cavalli-Sforza/Lewontin/Krakauer? Bajo segregacion
independiente entre sitios no se espera ninguna correlacion entre los niveles de
polimorfismo y la tasa de recombinacidn (si esta es no mutagénica, véase més abajo)
(Hudson 1983). Begun y Aquadro (1992) mostraron, sin embargo, que los genes
localizados en regiones de baja recombinacién mostraban niveles de polimorfismo
mas bajos que genes localizados en regiones de alta recombinacion. Este resultado
es hoy en dia uno de los patrones mas universales en genética de poblaciones, pues
se ha encontrado una correlacidn positiva entre polimorfismo y recombinacidn en:

humanos (Nachman et al. 1998; Przeworski et al. 2000), ratén (Nachman 1997;
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Takahashi et al. 2004), C. elegans (Cutter y Payseur 2003), mosquito (Stump et al. 2005;
Slotman et al. 2006), A. thaliana (Kim et al. 2007), tomate (Stephan y Langley 1998;
Roselius et al. 2005), acelga (Kraft et al. 1998), maiz (Tenaillon et al. 2001), y trigo
(Dvorak et al. 1998).

Existen dos hipdtesis que podrian explicar esta correlacion entre polimorfismo y
recombinacion: una neutra y otra selectiva. Si la recombinacion es mutagénica,
entonces regiones de alta recombinacion tendran mas polimorfismo y mas
divergencia (Beguny Aquadro 1992). La hipétesis alternativa sugiere que la seleccion
actda a lo largo de todo el genoma y que las regiones con mayor recombinacion es
mas probable que escapen de la seleccion (negativa o positiva) en sitios vecinos
(Aquadro et al. 1994).

Analiticamente la reduccion en la heterozigosidad neutra H,, esperada (bajo el
modelo de Wright-Fisher en una poblacion diploide de tamafio N con independencia
entre sitios, H, = 4N 11, debido a la seleccion ligada ha sido estudiada y puede
resumirse en la siguiente ecuacion (Messer y Petrov 2013)
e~2Hal/T
Hy = 4Npy X ek W)vonlr (1.6)

donde e~2#a/" es la reduccion causada por la seleccion de fondo en la
heterozigosidad neutra H,, esperada, 1, es la tasa de mutacion deletérea por sitio
(N.s<-1)y r es la tasa de recombinacidn entre el sitio neutro y el sitio seleccionado
(Hudsony Kaplan 1995; Stephan et al. 1999). Del mismo modo, (1 + 8K (N)vs,/
r)~! es la reduccion causada por arrastres positivos recurrentes en la
heterozigosidad neutra H,, esperada, donde s;, es el coeficiente de seleccion de la
nueva mutacion beneficiosa, v es la tasa de mutacion adaptativa por sitioy K(N)
es una constante (Macpherson et al. 2007; Wiehe y Stephan 1993). Segiin esta

ecuacion hay una relacion positiva entre recombinacion y el nivel de variacion neutra
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tal y como observamos en las poblaciones naturales de multitud de especies. Es
importante tener en cuenta que en ausencia de otras fuerzas evolutivas la reduccion
en la variacion causada por la seleccion ligada retorna a los niveles esperados bajo
el equilibrio mutacion-deriva relativamente rapido (Simonsen et al. 1995). El hecho
que observemos una correlacion entre polimorfismo y recombinacién implica que en
muchas especies han ocurrido arrastres selectivos (adaptativos o deletéreos) lo
suficientemente recientes, intensos y/o abundantes como para que los niveles
globales de polimorfismo no se encuentren en equilibrio mutacion-deriva (Hahn
2008).

Es motivo de intenso debate que modo de seleccion ligada (seleccion de fondo o
autoestopista - hitchhiking) es mas importante para explicar los patrones de
variacion, ya que, ambos modelos predicen una correlacion positiva entre
polimorfismo y recombinacion (Charlesworth 2012a; Barton 2010; Stephan 2010;
Cutter y Payseur 2013). No obstante, muchos autores proponen incorporar la
seleccion de fondo a las teorias neutralistas para tener un modelo nulo 2.0 que
consiga mejorar nuestra interpretacion de los patrones de variacion genética a lo
largo de los cromosomas y la deteccidn de las regiones o genes del genoma que estan
detras de la adaptacion de las especies (Reed et al. 2005; McVicker et al. 2009;
Hernandez et al. 2011; Lohmueller et al. 2011; Chun'y Fay 2011; Charlesworth 2012a;
Comeron 2014; Elyashiv et al. 2014; Corbett-Detig et al. 2015). En particular, el trabajo
de Comeron (2014) muestra como no hay region en el genoma de D. melanagaster que
esté libre de la seleccion de fondo. Este resultado tiene implicaciones negativas,
como se ha comentado anteriormente, en nuestra capacidad de dar estimas realistas
de la demografia, pero a su vez abre la puerta a poder detectar dianas recientes de
seleccion equilibradora y/o seleccion positiva que antes, bajo el criterio de Cavalli-

Sforza/Lewontin/Krakauer, no podian ser detectadas.
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1.2.2

PARADOJA DE LA VARIACION GENETICA

Comprender por qué algunas especies tienen mas diversidad genética que otras es
fundamental para el estudio de la ecologia y la evolucidn, y tiene ademas importantes
implicaciones para la biologia de la conservacion (Lynch y Lande 1998). Sin embargo,
esta cuestion sigue sin resolverse. Con la rapida disminucion de los costes de
secuenciacion (véase cuadro 1y seccion 1.1) se ha avanzado mucho en los ultimos 5
anos en lo que respecta la resolucion de la que se ha denominado la paradoja de la
variacién genética (Lewontin 1974) que se planted por primera vez hace 40 afos
gracias a datos de variacion alozimica. Existe un intervalo misteriosamente estrecho
de los niveles de diversidad genética neutra en diversas especies que varian

notablemente en sus censos de poblacidn (V).

De acuerdo con ambas teorias neutralistas de la evolucién molecular (Kimura 1969a;
Ohta y Kimura 1971), los niveles de diversidad genética neutra reflejan un equilibrio
entre la entrada mediante nuevas mutaciones y la pérdida mediante la deriva de la
diversidad genética (Kimura y Crow 1964; King y Jukes 1969; Kimura 1983). Bajo
supuestos simplificadores, la intensidad de la deriva genética es inversamente
proporcional al censo de poblacion (N.). Los valores de diversidad en el equilibrio
vienen dados por el producto de N,y i, donde p es a tasa de mutacion por generacion.
No obstante, las poblaciones fluctian en tamaro a lo largo del tiempo y el éxito
reproductivo de los individuos puede variar mucho (véase expresion [1.4]). Amenudo,
estas y otras desviaciones se pueden acomodar sustituyendo el censo de poblacion
N: por un “tamano efectivo de la poblacion™ o N, mucho més pequeiio (Charlesworth

2009) (véase seccién 1.1.1).
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FIGURA 1.9 Niveles de diversidad nucleotidica en
cromosomas autosémicos en diferentes especies.
El nimero promedio de diferencias entre todos los
pares de secuencias por par de bases, n (Tajima
1983), se representa en % y en escala logaritmica
en base 10. Cada valor representa la media de al
menos tres loci para sitios sinanimos y/o ADN no-
codificador. Las estimas estdn clasificadas por
nivel de diversidad, etiquetadas de acuerdo a cada
especie y coloreado por el filo al que pertenece
cada especie. EL nimero de especies en cada filo
se indica entre paréntesis en la leyenda. [Figura
tomada de Leffler et al (2012)].

Si asumimos que la razon NJ/N. es
independiente de M., entonces esperamos
observar una relacidn lineal con pendiente
igual a 1 entre nuestras estimas de N; (que
pueden estar sujetas a un error importante)
y nuestro estimador de N, basado en la
diversidad genética; 7 (Tajima 1983), n =
4N,p, el cual depende también de la tasa
de mutacion por generacion (p). La figura
1.9 muestra los valores de 7 promedio en
los “sitios” sinénimos (o  no-
codificadores), los cuales se asume que
evolucionan de forma neutra, para genes
autosomicos de 167 especies diferentes
(Leffler et al. 2012). La paradoja surge,
como se ha comentado antes, debido al
estrecho intervalo de valores que
encontramos de 7 respecto a los valores

de N;; por ejemplo, la diferencia entre la
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especie con mayor 7 respecto a la especie con menor 7 es de unas 800 veces (2-3
ordenes de magnitud), mientras la diferencia en N, estara seguramente alrededor de
los 8-10 drdenes de magnitud (segun Leffler et al. 2012). En otras palabras, parece
que una fuerza misteriosa hace que la razon N./N; no sea independiente de N, de

hecho, a mayor N menor N/N; (y/o a menor N, mayor N./N).

Posibles determinantes de los niveles de variacién neutra, y de M., no faltan. Los
podemos agrupar en dos grandes categorias: (1) determinantes genético-
poblacionales y (2) determinantes ecoldgicos y relacionados con la historia natural y
biologia de las especies. Evidencias recientes (Romiguier et al. 2014) parecen indicar
que los determinantes relacionados con la historia natural de las especies aportan

una pista importante para la resolucion de la paradoja de la variacion.

DETERMINANTES GENETICO-POBLACIONALES

Tenemos la seleccidn en sitios ligados como abanderados de este proceso; el genetic
draft de Gillespie (2000a; 2000b; 2001) y la seleccion de fondo de Charlesworth (1993).
Bajo ciertos supuestos, eventos de adaptacidn generalizada pueden limitar la gama
de diversidad neutra entre especies: cuando la adaptacion esta limitada por la
entrada de nuevas mutaciones, las poblaciones mas grandes experimentan una
mayor afluencia de nuevas mutaciones beneficiosas y, por tanto, mayores efectos de
la seleccidn ligada sobre los sitios neutros. A esta pérdida de variabilidad genética
debido a arrastres selectivos recurrentes y fuertes se le denomina genetic draft
(Gillespie 2001). En otras palabras, bajo ciertos supuestos, habrd mas genetic draft
en especies que experimentan menos deriva genética, y viceversa. EL efecto
combinado de drifty draft acabara estrechando el intervalo de diversidad neutra entre
especies mas de lo esperado por sus diferencias en N (Gillespie 2001). Sin embargo,
el genetic draft requiere de la entrada de un torrente continuo de (nuevas) mutaciones

fuertemente seleccionadas, y cabe la posibilidad que la fuente principal de
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mutaciones adaptativas en poblaciones grandes provenga de mutaciones
preexistentes (véase seccion 1.2.3), con lo cual los niveles de variacion no se verian
tan drasticamente reducidos (Przeworski et al. 2005; Hermisson y Pennings 2005).
Los primeros estudios (basados en contrastar los niveles de diversidad en diferentes
regiones gendmicas) sugirieron un impacto mucho mas débil de la seleccidn ligada
sobre los niveles de variacion neutra en humanos, Drosaphila y diversas especies de
plantas (Andolfatto 2007; Macpherson et al. 2007; Hernandez et al. 2011; Gossmann
etal. 2011), descartando el genetic draft como explicacion mas plausible detras de la
paradoja. Confirmando esta observacion, trabajos mas recientes que tratan de
explicar los niveles de variacion neutra considerando la variacion en la tasa de
recombinacién y la densidad génica a lo largo del genoma sefialan que la seleccidn
de fondo es un modelo mas plausible que el genetic draft o los arrastres selectivos
clasicos (Maynard Smith y Haigh 1974), e incluso que el modelo neutralista clasico,
para explicar los niveles de variacion neutra hallados en Drosophila (Comeron 2014;
Elyashiv et al. 2014; Corbett-Detig et al. 2015) y en otras 39 especies eucariotas
diploides con reproduccion sexual (Corbett-Detig et al. 2015). Es importante destacar
que estos trabajos no contemplan otros modos de seleccion positiva como los softs
sweeps y partial sweeps (véase seccion 1.3.1) los cuales podrian, quizas, explicar
mejor los patrones de variacion neutra. En todo caso, el modelo de seleccion de fondo
original contempla sélo mutaciones efectivamente seleccionadas (N.s < -1) y un
tamafio de poblacién constante (Charlesworth 1993). No obstante, si la fraccién de
mutaciones efectivamente deletéreas aumenta con el N, es ldgico esperar que la
seleccion de fondo sea mas intensa (y por lo tanto mas severa la reduccion en )
cuanto mas grande sea la poblacion. Este parece ser el caso de acuerdo a los
resultados de Corbett-Detig et al. (2015) donde estimaron que la variacion neutra
perdida debido a la seleccion ligada (principalmente la seleccién de fondo)

correlaciona positivamente con dos indicadores (proxies) del censo de poblacidn.
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Datos recientes pueden ayudar a cuantificar el efecto de la seleccion ligada sobre la
paradoja de la variacion. Si existieran regiones del genoma libres de seleccion ligada,
0 si fuésemos capaces de estimar el valor maximo de heterocigosidad nucleotidica
de sitios putativamente neutros (1) en ausencia de seleccidn ligada, estos valores
libres de seleccion permitirian cuantificar el papel de la seleccion ligada en la
paradoja de la variacion (Leffler et al. 2012). Es decir, si los valores de  libres de
seleccion ligada correlacionan de manera lineal y con pendiente igual a 1 con A, (tal
y como esperamos) la seleccion ligada explicaria en su totalidad la paradoja de la
variacién. Sorprendentemente, aunque Corbett-Detig et al. (2015) han sido capaces
de calcular la 7 maxima en ausencia de seleccion ligada en 40 especies de animales
y plantas (mediante modelos matematicos que estiman la disminucidn en a variacion
debida a la seleccion de fondo y los arrastres selectivos positivos), los autores no
correlacionan en ningin momento la 7 maxima con N, esto es sorprendente dado que
asi se podria cuantificar a contribucion de la seleccion ligada a la paradoja de la
variacion. Coop (2016) reanalizando los datos de Corbett-Detig et al. (2015) encuentra
una correlacion débil entre la 7 libre de seleccion ligada y N, hecho que sugiere que
la seleccion ligada es una fuerza menor a la hora de explicar las escasas diferencias
observadas en los niveles de variacion entre especies. Sin embargo, la seleccion
ligada sigue siendo uno de los principales determinantes de la variacién genética

dentro de un mismo genoma.

Otra posible variable genética o intrinseca al genoma de las especies que puede
ayudar a explicar la paradoja de la variacion seria la existencia de una correlacion
negativa entre la tasa de mutacion (nuclear) por generacion y el tamaiio efectivo, ..
Esto podria deberse al aumento de la eficiencia de la seleccion en especies con
censos efectivos grandes para disminuir la tasa de mutacion, p (Lynch 2010; 2011).
Estimaciones directas de la tasa de mutacion por generacion confirman esta
hipdtesis, la especie con la mayor tasa de mutacion por generacion estimada muta

unas 100 veces més (2 érdenes de magnitud) que la especie con la menor tasa de

(=)



mutacidn por generacion estimada (Leffler et al. 2012). Sin embargo, el aumento en
el censo de poblacion no escala perfectamente con la disminucion de p; pues como
se ha dicho antes las diferencias en los censos de poblacion estan unos cuantos
ordenes de magnitud por encima de las diferencias en p. La pregunta es entonces por
qué no se cancelan estas dos variables la una a la otra para explicar enteramente la
paradoja. La respuesta puede estar en la cantidad de ADN bajo seleccidn (Sung et al.
2012); a igualdad de censo de poblacion, genomas con mayor cantidad de ADN
funcional pueden tener una mayor recompensa al disminuir p. En definitiva,
cuantitativamente hablando este otro determinante genético no parece ser capaz de
resolver por si solo la paradoja de la variacion. No obstante, disponer de mas estimas
sobre la tasa de mutacion en multitud de especies puede ayudar a corregir los niveles

de diversidad y asi poder correlacionarlos con el censo poblacional mas limpiamente.

La seleccion en el uso de codones podria explicar también el estrecho intervalo de
valores de n. Si una fraccion substancial de las mutaciones sinénimas estan
débilmente seleccionadas (-10 < N.s < -1, la eficiencia de la seleccion purificadora
sera mayor en las poblaciones mas grandes, y los niveles de diversidad aumentaran
muy lentamente al aumentar N, (Charlesworth y Charlesworth 2010; Ohta 1973). Sin
embargo, un trabajo reciente muestra como la eficiencia de la seleccion en el uso de
codones podria ser independiente del censo efectivo si existe un sesgo mutacional
que contrarreste la direccion de la seleccion (Charlesworth 2013b). EL sesgo
mutacional conduce a un uso de codones fuera del dptimo, pero a medida que el censo
efectivo aumenta de tamanio el uso de codones se acerca al dptimo y la fuerza de la
seleccion disminuye. El resultado, la no correlacion entre N y el caracter débilmente
seleccionado (en este caso el uso de codones). Por lo tanto, de nuevo, resolver la
paradoja invocando la seleccion débil en los sitios que asumimos neutros no parece

la solucion definitiva.
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Para finalizar con los determinantes genéticos, destacar que constrefimientos
estructurales en el apareamiento de los cromosomas podrian provocar que niveles
muy altos de variacion genética impidiesen el correcto apareamiento de los
cromosomas y con ellos la segregacion (Stephan y Langley 1992). Este
constrefiimiento impondria un limite superior de diversidad genética sélo para
especies no haploides y podria contribuir también a la explicacion del estrecho
intervalo de valores de diversidad genética entre especies. A pesar de ello, no he
encontrado ningdn trabajo reciente que trate este tema de una manera sistematica,
es decir, estudiando si realmente especies con censos poblacionales mayores son
mas susceptibles a tener problemas en la meiosis debido a una excesiva

heterozigosidad.

DETERMINANTES ECOLOGICO-AMBIENTALES Y RELACIONADOS CON LA HISTORIA
NATURAL Y BIOLOGIA DE LAS ESPECIES

Las perturbaciones ambientales estan detrés de las dindmicas y la diversidad de
muchos ecosistemas, sin embargo, el papel de dichas perturbaciones en los patrones
y distribucion de la diversidad genética de las especies que habitan estos
ecosistemas ha pasado desapercibido por la genética de poblaciones (Banks et al.
2013). No obstante, las perturbaciones ecoldgicas podrian imponer un techo superior
a los valores de diversidad genética si estas fuesen mas comunes en especies con
censos de poblacidn grandes, lo que conduciria a dichas especies a experimentar de
manera recurrente cuellos de botella mas o menos extremos que alejarian sus niveles
de diversidad genética de lo esperado bajo el equilibrio mutacién-deriva (Kimura 1983;
Haigh y Smith 1972; Leffler 2012). La pregunta que debemos hacernos si este resulta
ser el caso es ;qué conduce a dicha inestabilidad poblacional en las especies con

grandes poblaciones?
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Dentro de los caracteres ligados a la historia natural de las especies resulta obvio
(para un genético de poblaciones) que el sistema de apareamiento de las especies
tiene un gran impacto sobre la razon N./N. (esto es, resumiendo, la razon entre los
individuos que contribuyen a la descendencia en la siguiente generacion respecto al
total de individuos que componen la poblacion) y los niveles de diversidad genética
(Charlesworth y Wright 2001). Por ejemplo, la autofertilizacion reduce a la mitad el
N, esperado bajo panmixia (Caballero 1994; Nordborg 2000). Romiguier et al. (2014)
encontraron que otros caracteres ligados a la historia natural o biologia de las
especies (menos relacionados a primera vista con la diversidad genética), como el
tamafio de las crias (en cm) y su nimero, eran capaces de explicar alrededor del 60-
70% de la varianza en la 7 sinénima para 76 especies de animales (pertenecientes a
29 familias). Esto supone un poder predictivo de la diversidad genética sin
precedentes. Para simplificar, los autores clasifican a las especies que generan
muchas crias de pequefo tamafio como ry a las especies que generan pocas crias de
gran tamano como K. Es decir, por un lado, tenemos a las especies longevas, de gran
tamafio y con pocas crias (K) y por otro lado tenemos a las especies con esperanzas
de vida cortas, pequefias y que generan muchas crias (r). En medio encontrariamos
una gama continua con caracteristicas intermedias. ; Qué hace que estas dos formas
de enfrentarse a la vida sean tan importantes para determinar los niveles de variacion
genética? Los autores sugieren que estas estrategias podrian influir en la respuesta
de las especies a las perturbaciones ambientales. Las especies tipo K han sido
seleccionadas para la supervivencia y la optimizacion de la calidad de la
descendencia en ambientes complejos y estables (MacArthur y Wilson 1968).
Especulan que estas especies podrian experimentar menos perturbaciones
ocasionales (o ser menos sensibles a ellas), lo que garantizaria la viabilidad a largo
plazo de incluso pequefias poblaciones. En cambio, s6lo especies con poblaciones
grandes son capaces de sostener la estrategia r (“riskier”) a largo plazo,
amortiguando asi los cuellos de botella frecuentes experimentados en el contexto de

alta sensibilidad ambiental. De acuerdo con esta hipdtesis, las perturbaciones
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1.2.3

ambientales serian un factor comdn que afectaria a todas las especies por igual, pero
su impacto demografico dependeria de la estrategia de cada especie. En otras
palabras, la paradoja de la variacion podria explicarse en gran parte por el efecto
combinado de las perturbaciones ambientales o ecoldgicas y la historia natural de

las especies.

Esta coleccion de estudios demuestra que para resolver la paradoja de la variacidn
no podemos descontextualizar a la genética de poblaciones ni de la ecologia ni de la
historia natural de las especies, a veces no es posible explicar los patrones de
variacion genética asumiendo que la ecologia y la historia natural son variables
aleatorias no relacionadas con pardmetros poblacionales importantes (en este caso
N.). En relacion a estos estudios, es necesaria una nueva teoria que permita
relacionar la ecologia y a historia natural de las especies con los modos de seleccidn
y los patrones de variacion genética a lo largo de distintas especies. Tales estudios
no podran proporcionar una respuesta universal, pero si ayudaran a mejorar nuestra

comprension de la variacion genética y sus determinantes.

TASA Y TIEMPO DE FIJACION DE MUTACIONES ADAPTATIVAS

La adaptacion es una cuestion fundamental en evolucion molecular. Caracterizar el
origen de las mutaciones beneficiosas es indispensable para comprender como las
especies se adaptan a su entorno. Este tema sigue siendo un tremendo reto
actualmente. Se han encontrado evidencias de seleccion positiva (en la seccion 1.3
se explica en qué consisten los métodos estadisticos para detectar la seleccion
positiva) tanto en el ADN no-codificador de Drosophila y ratones (Andolfatto 2005;
Torgerson et al. 2009; Eyre-Walker y Keightley 2009; Kousathanas et al. 2011;
Halligan et al. 2011; Halligan et al. 2013) como en el ADN codificador de Drosophila,
ratones, bacterias y algunas plantas (Bustamante et al. 2002; Smith y Eyre-Walker
2002; Bierne y Eyre-Walker 2004; Sawyer et al. 2003; Charlesworth y Eyre-Walker
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2006; Haddrill et al. 2010; Ingvarsson 2010; Slotte et al. 2010; Strasburg et al. 2009;
2011), a su vez hay escasas evidencias de seleccion positiva en genes codificadores
de hominidos y algunas plantas (Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium
2005; Zhang y Li 2005; Boyko et al. 2008; Eyre-Walker y Keightley 2009; Gossmann et
al. 2010). En un trabajo reciente Galtier (2016) estima la tasa de adaptacion proteica
en 44 pares de especies de animales no-modelo, encuentra que la distribucion de o
(esto es la proporcidn de substituciones adaptativas) es bimodal con un pico cercano
a 0,3 y otro a 0,7. Practicamente en todas las especies estudiadas encuentra
evidencias de adaptacion, con la interesante excepcion de los hominidos. Las razones
detras de estas diferencias entre especies no se comprenden enteramente, aunque
las diferencias en el N; (Gossman et al. 2012; Galtier 2016) y la tasa de cambio de las
condiciones ambientales entre especies (Razeto-Barry 2012; Lourengo 2013) podrian
ser una explicacion plausible. Ademas, el origen de la variacion responsable de la
adaptacion (ndtese que la adaptacion puede ocurrir sobre variacion preexistente y/o
sobre nuevas mutaciones) también podria contribuir a explicar las diferencias
observadas en la tasa de adaptacion entre especies y sobretodo explicar ejemplos

sorprendentes de adaptacion rapida (Barret y Schluter 2008).

N vs TASA DE ADAPTACION

La teoria evolutiva predice que especies con grandes N, deberian mostrar mayores
tasas de evolucion adaptativa que especies con N, menores si asumimos que la
adaptacion esta limitada por la entrada de nuevas mutaciones en la poblacidn
(Kimura 1983). Esto es asi porque en poblaciones grandes una mayor fraccién de las
nuevas mutaciones seran efectivamente beneficiosas y la tasa de substitucion
adaptativa es proporcional al produto pN.s, (donde p, es la tasa de nuevas
mutaciones adaptativas y N.s es la fuerza de la seleccion positiva). La pendiente de
la relacion entre el N, y la tasa de substituciones adaptativas dependera del
coeficiente de seleccion de las nuevas mutaciones beneficiosas s, y la tasa de nuevas

mutaciones adaptativas p, (Ohta y Kimura 1971).
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La adaptacion esta limitada por la tasa de mutacidn cuando la entrada de nuevas
mutaciones beneficiosas es baja y hay periodos donde la poblacién no contiene
mutaciones beneficiosas (Lanfear et al. 2014). Especies con grandes censos efectivos
(y/o tasas de mutacion) podrian no sufrir esta limitacion, porque estas tienden a
producir muchas mutaciones (Cutter et al. 2013; Karasov et al. 2010) (consultese
cuadro 4). Si la tasa de adaptacion no estd limitada por la entrada de nuevas
mutaciones, entonces la relacion entre N y la tasa de substituciones adaptativas
dependerd de la relacion entre los niveles de diversidad genética y el A..
Soprendentemente, como se ha comentado en la seccion 1.2.2, los niveles de
variacion genética se encuentran pobremenente correlacionados con el N, (Lewontin
1974; Bazin et al. 2006; Nabholz et al. 2008; Leffler et al. 2012), lo cual sugiere que la
relacion entre el N, y la tasa de adaptacion podria ser muy pobre también (Bachtrog
2008; Karasov et al. 2010; Galtier 2016).

Otro factor que podria afectar la tasa de substituciones adaptativas entre especies
es el efecto Hill-Robertson (Hill y Robertson 1966). En la practica poco se sabe de
cémo el N, escala con la tasa de recombinacion y la intensidad del efecto Hill-
Robertson (Hill y Robertson 1966) entre especies. Sin embargo, algunos modelos
tedricos sugieren que la frecuencia de los arrastres selectivos positivos (los cuales
reducen la probabilidad de fijacion de nuevas mutaciones beneficiosas y aumentan
la de nuevas mutaciones deletéreas) aumenta con el N, hasta que el nimero de
arrastres alcanza un plateau causado por la interferencia clonal (Gillespie 2001).
Otros modelos sugieren en cambio que la tasa de adaptacion y los arrastres
selectivos son independientes del N, y que estos sélo dependen de la tasa de cambio
de las condiciones ambientales y del nimero de caracteres bajo seleccion (Lourenco
etal. 2013). En cualquier caso, ambos modelos predicen que la relacion entre el N, y
la tasa de substituciones adaptativas deberia ser practicamente plana para valores
elevados de N, (Lanfear et al. 2014).
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Hasta la fecha dos trabajos empiricos han evaluado la relacion entre el N, y la tasa
de adaptacion para un nimero considerable de especies: Gossman et al. (2012) y
Galtier (2016). EL primero ha encontrado una relacidn positiva débil, pero significativa,
entre el N, y la tasa de adaptacion (estimada mediante el estadistico w,, el cual es
la razon entre la tasa de substituciones adaptativas y la tasa de substituciones
neutras, véase seccion 2.7) para 13 pares independientes de especies eucariotas. ELl
segundo trabajo no encuentra, sin embargo, relacion alguna entre el N, y w, para 44
pares independientes de especies animales. Trabajos basados en simulaciones
respaldan los resultados de Galtier (2016) pues predicen también una falta de
correlacion entre el N, y wa (Razeto-Barry 2012; Lourenco 2013). Galtier (2016)
explica esta falta de correlacién aduciendo a una mayor tasa de nuevas mutaciones
adaptativas (y;) compensatorias en especies con N, menores. La tasa de nuevas
mutaciones adaptativas seria mayor en poblaciones pequenas porque estas deberian
compensar la mayor fijacién de mutaciones ligeramente deletéreas. En cambio,
poblaciones grandes no fijan tantas substituciones ligeramente deletéreas y no se
verian en la necesidad de compensar el efecto de dichas substituciones sobre la
fitness. En otras palabras, aunque la fuerza de la seleccion (N.s:) es menor en
poblaciones pequenas, la tasa de mutacidn adaptativa () podria ser mayor en estas
porque se encuentran mas lejos del 6ptimo (Galtier 2016). La fuerza de la seleccion
(Nes.) y la tasa de mutacidn adaptativa (1;) se cancelan la una a la otra explicando la
falta de correlacion observada entre N, y la tasa de adaptacion entre especies (pues

la tasa de adaptacion es el producto f,N.s;).

ADAPTACION SOBRE VARIACION PREEXISTENTE vs NUEVAS MUTACIONES

La velocidad de adaptacion al medio (entendida como el tiempo que transcurre entre
la llegada del cambio ambiental y la adaptacion a dicho cambio por parte de todos
los individuos de la poblacion) es otra variable indispensable para entender como

opera la evolucion en poblaciones naturales. Trabajos tedricos han demostrado que
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cuando la adaptacion ocurre sobre variantes preexistentes (estas son variantes que
estan en més de una copia en la poblacion) se produce una respuesta adaptativa mas
rapida al cambio ambiental, es decir el alelo adaptativo se fija antes, que cuando la
adaptacidn ocurre sobre nuevas mutaciones, presentes en copia tnica (Hermisson y
Pennings 2005). En otras palabras, son necesarias menos generaciones para que
todos los individuos muestren la mutacidn beneficiosa. Ademas, no sélo la velocidad
de adaptacion aumenta, sino que, como es de esperar, el nimero de substituciones
adaptativas que ocurren en un intervalo de tiempo dado también aumentan cuando la
seleccion se da sobre variantes preexistentes (en comparacidn con lo esperado para
nuevas mutaciones). Esto es asi porque aumenta (sobretodo) tanto la probabilidad de
fijacion de alelos débilmente seleccionados (Hermisson y Pennings 2005) como de
alelos parcialmente recesivos (Orr y Betancourt 2001; Hermisson y Pennings 2005),
los cuales lo tienen muy dificil para fijarse cuando se encuentran en copia Unica.
Constltese la revision de Barret y Schluter (2008) para algunos ejemplos
paradigmaticos de adaptacion rapida sobre variacion preexistente en poblaciones
naturales. Los arrastres positivos que ocurren sobre variacion preexistente (o sobre
mutaciones beneficiosas recurrentes, véase cuadro 4) producen una huella sobre la
variacion genética mas débil que la producida por los arrastres clasicos o fuertes
(hard sweeps) provenientes de nuevas mutaciones (Maynard Smith y Haigh 1974) - la
variacion se reduce menos cuando la adaptacion se da sobre variantes preexistentes.
A este tipo de arrastre alternativo se le denomina arrastre blando (soft sweep)

(Hermisson y Pennings 2005) (véanse seccidn 1.3.1y tabla 1.2 para més detalles).

Orr y Betancourt (2001) propusieron una forma de averiguar si la adaptacién ocurre
mayoritariamente sobre nuevas mutaciones o sobre variacion preexistente. Esta
prueba se basa en el contraste de la tasa de substitucion adaptativa entre el
cromosoma X y autosomas. Brevemente, como los machos son hemicigéticos para el
cromosoma X, todas las mutaciones recesivas seran visibles para la seleccion en

estos.

(=)



Esto produce un aumento de la tasa de evolucion adaptativa en el X respecto a los
autosomas siempre y cuando una fraccion importante de las nuevas mutaciones
beneficiosas sean completa o parcialmente recesivas. Estas se fijaran mas
facilmente en el cromosoma X respecto a los autosomas (a este fendmeno se le
conoce como evolucion rapida del X [Charelesworth et al. 1987], en la seccion 4.2.5
se explica en detalle). No obstante, la evolucidn rapida del X sdlo se espera si la
adaptacion ocurre sobre nuevas mutaciones, si se da sobre variacion deletérea
preexistente (en equilibrio mutacion-seleccidn) se espera, en cambio, una mayor tasa
de evolucion adaptativa en autosomas porque las mutaciones deletéreas recesivas
estaran a mayor frecuencia en los autosomas que en el X (véase Orr y Betancourt

2001 para conocer los detalles).

VARIACION DE LA TASA DE ADAPTACION A LO LARGO DEL GENOMA

La tasa de evolucion adaptativa también varia entre genes o regiones dentro de un
genoma. Esto es asi por razones diversas. Primero, algunos genes se espera que
desarrollen mayores tasas de adaptacion por sus funciones bioldgicas, en particular
los genes que interaccionan directamente con el mundo exterior, como los genes del
sistema inmune implicados en el reconocimiento de patégenos y que se ven
envueltos en carreras armamentisticas en contra de estos se espera que muestren
mayores tasas de evolucion adaptativa. En cambio, aquellos genes indispensables
para el metabolismo o funciones de mantenimiento de la integridad y organizacion
del genoma, como las histonas, se espera que se adapten muy lentamente o no
muestren sefales de adaptacion reciente. Diversos estudios han mostrado que la
funcion de los genes afecta a la tasa de evolucion adaptativa: Obbard et al. (2009)
han mostrado que los genes del sistema inmune tienen mayores tasas de adaptacion
que el resto de genes del genoma de Drosophila. A su vez, Haerty et al. (2007) y
Proschel et al. (2006) han mostrado que los genes con expresion sesgada en machos,

como los genes presentes en los testiculos o implicados en la generacidn del
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esperma, tienen elevadas tasas de adaptacion en Drosophila. En humanos muchos
genes que muestran sefales de seleccion positiva tienden a estar
sobrerrepresentados en funciones como la percepcion sensorial, sistema inmune,
supresidn de tumores, apoptosis y espermatogénesis (Clark et al. 2003; Chimpanzee
Sequencing and Analysis Consortium 2005; Nielsen et al. 2005b). Segundo, se espera
que la tasa de evolucidn adaptativa dependa de la tasa de recombinacidn, genes en
regiones de baja recombinacidn sufrirdn la interferencia de Hill-Robertson (Hill y
Robertson 1966; Felsenstein 1974) donde mutaciones seleccionadas interfieren unas
con otras (véase seccion 1.1.3). EL papel de la recombinacion sobre la tasa de
adaptacion ha sido previamente estudiado en Drosophila donde se ha encontrado una
correlacion positiva entre recombinacion y adaptacion (Presgraves 2005; Betancourt
et al. 2009; Arguello et al 2010; Mackay et al. 2012; Campos et al. 2014).
Sorprendentemente, aunque también se espera que la variacion en la densidad génica
y la tasa de mutacion a lo largo del genoma conlleve a una mayor o menor
interferencia de Hill-Robertson, estas variables nunca se han correlacionado con la

tasa de adaptacion. Este es precisamente uno de nuestros objetivos en este trabajo.

1.3 ESTIMACION DE LA HUELLA DE LA SELECCION A LO LARGO DEL GENOMA

La genética de poblaciones ha evolucionado de ser un campo dominado por la teoria
con escasos datos, hacia una disciplina dominada por los genomas donde conjuntos
de datos gendmicos ponen a prueba los modelos y los métodos de analisis
computacionales disponibles. En la actualidad, en Drosophila, humanos, y otras pocas
especies modelo, el andlisis de los patrones de polimorfismo y divergencia a lo largo
del genoma es la norma y no la excepcidn. Gracias al abaratamiento de los costes de
secuenciacion estos analisis podran realizarse cada vez sobre mas genomas de
especies no modelo y sobre mas individuos pertenecientes a dichas especies. Un
objetivo central de la genética de poblaciones es determinar la fuerza y tasa de la

seleccion natural sobre las mutaciones; este objetivo esta cada vez mas cerca gracias
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a la cantidad de datos y herramientas estadisticas y computacionales disponibles.
Bajo el principio de la seleccidn natural los caracteres beneficiosos son aquellos que
aumentan la probabilidad de sobrevivir y reproducirse de los individuos, estos
caracteres tenderan a ser mas comunes en la poblacion a lo largo del tiempo (Darwin
y Wallace 1858; Darwin 1859). Haldane en 1949 fue el primero en proponer un
fenotipo humano adaptativo, este era la resistencia endémica a la malaria en
poblaciones con anemia (Haldane 2006). Aiios més tarde Allison (1954) encontrd la

base genética de dicha adaptacion en el gen de la Hemoglobina-B.
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FIGURA 1.10 Bottom-up papulation genomics. Los test de seleccin a lo largo del genoma son agndsticos a los datos
fenotipicos e infieren la seleccion en base a los patrones de variacion genética (flecha negra discontinua). Sin embargo,
la seleccion actda directamente sobre la variacion fenotipica y solo indirectamente en la secuencia de ADN (flechas de
color verde). Las flechas negras sdlidas muestran que el camino desde la variacion genética a la variacion fenotipica
transcurre a través de diversas redes moleculares dindmicas. [Figura tomada de Akey (2009)].
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Este tipo de busqueda de arriba a abajo (tap-bottom), del potencial fenotipo adaptativo
al genotipo responsable, se ha llevado a cabo con éxito en otras ocasiones: la
persistencia de la lactasa y la pigmentacidn de la piel en humanos (Norton et al 2007;
Tishkoff et al. 2007), el color del pelaje en ratones (Mullen et al. 2009), y las espinas
de los peces espinosos (Jones et al. 2012). Estos son ejemplos donde la genética de
poblaciones sirve para probar hipdtesis. Hoy en dia los datos gendmicos y los avances
en las herramientas estadisticas permiten identificar las variantes genéticas
candidatas a seleccion. Este hecho ha transformado a la genética de poblaciones en
una ciencia generadora de hipdtesis. A esta aproximacion basada en la identificacion
de los genes candidatos a partir de los patrones de diversidad genética se le

denomina cominmente como de abajo a arriba (bottom-up) (figura 1.10).

Actualmente, proyectos de secuenciacién de cientos (o miles) de individuos de una
misma especie basados en las tecnologias de nueva generacion (mext generation
sequencing) estan permitiendo conocer cada vez més detalles de las variantes raras
0 a muy baja frecuencia, las cuales se espera tengan fuertes efectos sobre la varianza
en la eficacia bioldgica entre individuos (Eyre-Walker 2010), y en el caso humano
permitan entender mejor la arquitectura genética de muchas enfermedades (Eyre-
Walker 2010). Es en humanos especialmente donde se estan concentrando los
mayores esfuerzos de secuenciacion. Por ejemplo, el proyecto 1000 Genomes Project
ha secuenciado a baja cobertura 2400 genomas completos en conjunto con la
secuenciacion de alta cobertura de los respectivos exomas (1000 Genomes Project
Consortium 2010; 2012; 2015). También hay disponibles 44 genomas completos a alta
cobertura (Shen et al. 2013) y el exoma completo para 6000 individuos (Fu et al. 2013).
Doscientos dos genes han sido secuenciados a alta cobertura en 14000 individuos
(Nelson et al. 2012). Es muy probable que datos de este tipo sigan acumuléndose. El
proyecto 100.000 Genomes Project pretende secuenciar dicha cantidad de genomas

humanos completos en los préximos afios (http://www.genomicsengland.co.ukj/the-

100000-genomes-project/). D. melanogaster es una de las especies modelo de la que
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mas datos gendmico poblacionales disponemos, actualmente hay 623 genomas
completos secuenciados a alta cobertura. EL Drosophila Genome Nexus (Lack et al.
2015) es un recurso genémico poblacional con 623 genomas completos secuenciados
a alta cobertura el cual ha reensamblado los 4 grandes conjuntos de datos gendmico
poblaciones disponibles (Langley et al. 2012; Mackay et al. 2012; Pool et al. 2012;
Huang et al. 2014) y ha anadido mas genomas de poblaciones sub-Saharianas. Este
reensamblaje es necesario si pretendemos analizar el conjunto completo de
genomas. En Arabidopsis thaliana hay més de 1000 individuos secuenciados (Nordborg

et al. 2005; Gan et al. 2011; http://1001genomes.org) y el genoma completo de 40

gusanos de seda también puede utilizarse (Xia et al. 2009). Antes de disponer de estos
datos provenientes de las tecnologias next-generation, otros estudios gendmico
poblacionales se realizaron mediante la secuenciacion de Sanger (Bustamante et al
2005; Begun etal., 2007) o genotipado de SNPs (Hinds et al. 2005; International HapMap
Consortium 2005, 2007; Jakobsson et al. 2008; Li et al. 2008). La secuenciacidn a baja
cobertura de seis genomas de Drosaphila simulans por Begun et al. (2007) supuso el
primer estudio de la gendmica de poblaciones propiamente dicho (Hahn 2008), sin
embargo, hoy en dia un solo run de /Mllumina Genome Analyzer puede producir
substancialmente mas datos de los que estaban presentes en ese estudio. Aparte de
estos avances substanciales en lo que a datos gendmicos poblacionales se refiere,
también hemos acumulado datos relacionados con la regulacion, nivel de expresion
génica, localizacion de las regiones reguladoras y estados cromatinicos en
Drosophila, C. elegans y humanos en distintos tejidos y etapas del desarrollo, datos
puestos a disposicion de la comunidad cientifica por los proyectos modENCODE (The
modENCODE Project Consortium 2010) y ENCODE (The ENCODE Project Consortium
2012), respectivamente. La base de datos REDfly se encarga, ademas, de verificar
experimentalmente los elementos reguladores del genoma de Drosophila (Gallo et al.
2011). Estos recursos permiten caracterizar mejor las dianas de la seleccion natural

y la relacion o mapa fenotipo-genotipo.
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1.3.1

En conclusion, durante los ultimos 15 afos hemos vivido, en paralelo a los avances
en secuenciacion, el desarrollo y aplicacion de numerosos métodos estadisticos para
identificar las regiones genémicas que presentan la huella de la seleccidn natural.
Estos métodos han sido utilizados para investigar eventos selectivos de distintas
edades en diversas especies. Las mejoras en la anotacion de los genomas, de su
manipulacién, y su interrogacion mediante técnicas de biologia molecular masivas u
6micas, estan permitiendo ademas cruzar la frontera de la identificacion de las
variantes candidatas, a su caracterizacién funcional y su papel en la evolucion (véase
figura 1.10). En esta seccién se muestran brevemente muchos de estos métodos y se

describe en mas detalle los que han sido mas importantes para este trabajo.

TIPOS DE SELECCION NATURAL

Existen muchos modelos matematicos que tratan de describir los distintos modos
conocidos de seleccion natural y sus efectos y cuantificacion a nivel molecular
(revisiones recientes en Pool et al. 2010; Crisci et al. 2012; Cutter y Payseur 2013).
Algunos tipos o modos de seleccion solapan conceptualmente y otros son
directamente equivalentes. En la era gendmica, la seleccion se define como la
propagacion diferencial de un alelo como consecuencia de su efecto sobre la eficacia
bioldgica (Akey 2009).

El modo mas sencillo de seleccidn es aquel en el que la seleccion actda en una
direccion, si el alelo se ve favorecido y se propaga hablamos de seleccion positiva, si
por el contrario el alelo esta desfavorecido hablamos de seleccion negativa o
purificadora. Cuando en un mismo (ocus dialélico ambos alelos se mantienen a una
frecuencia apreciable debido a la accion de la seleccion natural, denominamos a este
fenomeno seleccidn equilibradora. Estos casos pueden ocurrir por ejemplo cuando el
heterocigoto es superior a los dos homocigotos; si este es el caso podemos hablar

también de ventaja del heterocigoto (heterozygote advantatge) o sobredominancia
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(overdominance). La seleccion equilibradora también puede ocurrir cuando el
coeficiente de seleccidn del alelo cambia dependiendo de su frecuencia, por ejemplo,
el alelo puede ser adaptativo solo cuando esté a baja frecuencia (Charlesworth 2006).
A este tipo de seleccion que depende de la frecuencia se le denomina en los libros de
texto y articulos como seleccion dependiente de las frecuencias (frequency-dependent
selection). Cuando el ambiente donde vive la poblacion cambia rapidamente podemos
encontrarnos casos donde en un mismo locus el alelo A es beneficioso en la situacidn
X, pero deletéreo en la situacion ¥, y lo contrario para el alelo a. A este escenario se
le denomina sobredominancia marginal (marginal overdominance) y recientemente ha
sido motivo de estudio en J. melanagaster donde se han identificado cientos de SNPs
que sufren cambios dramaticos en su frecuencia (entre 40-60%) estacionalmente afio
tras afo (Bergland et al. 2014).

A pesar de esta diversidad de modos de seleccidn, la mayoria de la investigacion se
ha centrado en el desarrollo de métodos para detectar la seleccion positiva, en
concreto los barridos fuertes (hard sweeps, véase mas abajo). Tanto razones practicas
como tedricas explican este sesgo. La sefial o huella que deja tras de si la seleccion
positiva es mas facil de detectar que la sefal producida por la seleccién purificadora
0 la seleccidn equilibradora. Desde el punto de vista tedrico, la seleccion positiva es
el mecanismo primario de la adaptacidn, es decir, de la génesis de los fenotipos que
aumentan la eficacia bioldgica de los individuos ante nuevos ambientes o nichos
ecoldgicos (Akey 2009). Centrandonos en la seleccion positiva esta puede ocurrir
sobre nuevas mutaciones, dando lugar a los denominados arrastres clasicos o
barridos fuertes (Maynard Smith y Haigh 1974). A los barridos fuertes que estan en
proceso de fijacion se les denomina como barridos parciales (partial sweeps, Voight
et al. 2006). Los barridos parciales pueden producirse también si el alelo beneficioso
deja de serlo. Assaf etal. (2015) han descrito un nuevo tipo de arrastre que denominan
arrastres escalonados (staggered sweep) en el cual la variante seleccionada

positivamente se encuentra ligada a otra variante fuertemente deletérea recesiva. En
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este escenario el haplotipo empieza a aumentar de frecuencia y después se mantiene
a cierta frecuencia hasta que la recombinacion separa ambos loci seleccionados.
Cuando esto ocurre el alelo beneficioso acaba de fijarse y el deletéreo disminuye
drasticamete de frecuencia. Es un arrastre escalonado porque se da en dos fases.
Ademas, la seleccion positiva puede ocurrir sobre mutaciones preexistentes (standing
genetic variation) que antes eran neutras o deletéreas, dando lugar a los barridos
suaves (soft sweeps, Hermisson y Pennings 2005; Barret y Schluter 2008) (véase
seccion 1.2.3). No obstante, los barridos suaves pueden darse también cuando la
misma mutacion beneficiosa ocurre de manera independiente sobre distintos
cromosomas en un breve intervalo de tiempo (Karasov et al. 2010) (cuadro 4). Esta
segunda version de barrido suave se ha contemplado tradicionalmente como algo
muy raro, ya que para que se dé son necesarios censos efectivos y/o tasas de
mutacidn tan grandes como para permitir que una misma mutacion ocurra dos veces
en una misma generacion o en pocas generaciones de diferencia. En el cuadro 4 se
considera un caso real de convergencia adaptativa en la que una misma mutacion
ocurre independientemente en Drosaphila. Este ejemplo parece contradecir nuestra

concepcion de la relacion entre la adaptacion y N..

Todos los casos comentados de seleccion se centran en relaciones uno a uno entre
el genotipo y el fenotipo, es decir, un gen un caracter, sin embargo, las relaciones
donde maltiples genes determinan un mismo fenotipo, o donde un mismo gen puede
afectar a distintos fenotipos se espera sean mas comunes (Falconer y MacKay 1996)
(en este contexto cuando hablo de genes en realidad me refiero a mutaciones). La
adaptacion poligénica se utiliza para describir el proceso en el que la adaptacidn se
produce por la seleccién simultédnea de alelos en muchos loci (Barton 1989; Pritchard
etal. 2010; Pritchard y Di Rienzo 2010). La adaptacidn poligénica puede ocurrir cuando
un fenotipo cuantitativo se desplaza ligeramente de su dptimo, en este escenario
muchos alelos, o variacion preexistente, de pequefio efecto podra cambiar de

frecuencia sin dejar apenas sefial de arrastre. La adaptacion poligénica puede ocurrir
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también sobre nuevas mutaciones en muchos loci si el fenotipo recién favorecido
habia estado previamente fuertemente desfavorecido (Pritchard et al. 2010). Las
sefales producidas por este tipo de seleccién son dificilmente diferenciables del
trasfondo neutro (Barton 1989; Pritchard y Di Rienzo 2010).
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CUADRO 4: LA TASA DE MUTACION NO LIMITA LA ADAPTACION A LA RESISTENCIA EN PESTICIDAS EN D.
melanogaster

El trabajo de Karasov et al (2010) es un ejemplo paradigmético de cdmo se aplica el razonamiento de genética de
poblaciones en el andlisis de datos nucleotidicos. Observaron que (2 misma mutacion que daba resistencia a pesticidas
habia ocurrido independientemente en distintas poblaciones de £l melanagaster en un periodo de tiempo muy corto.
Supieron que eran mutaciones independientes, a pesar que el cambio de nucledtido era exactamente el mismo, porque el
haplotipo donde habia ocurrido era distinto en cada poblacidn estudiada. Este hecho es, sin embargo, incompatible con
los niveles de variacidn genética observados. Es decir, dado el producto de la tasa de mutacién de 0. melanogaster (p ~
3.6 x 107 [Keightley et al 2009]) por su censo efectivo (N, ~ 10° [Thornton y Andolfatto 2006; Liy Stephen 2006]) la
aparicion de la misma mutacion en un intervalo tan corto de tiempo es altamente improbable, ya que, © = 4M.p << 1, por
no decir imposible (Karasov et al 2010).

Sin embargo, este tamano efectivo es s6lo una descripcion de los niveles de diversidad neutra, no nos dice como a deriva
genética influye a (3 adaptacion mds reciente. ks crucial distinguir aqui entre los factores que disminuyen A, a corto plazo
(short-term N.), tales como la variacién en el nimero de crias por progenitor o el efecto Hill-Robertson (véase seccion
1.1.3), los cuales aumentan el efecto de la deriva a nivel gendmico o a nivel de alelo, respectivamente, y acontecimientos
mads drésticos como cuellos de botella demograficos o arrastres selectivos recurrentes que reducen (a diversidad neutra
y son indicadores de un M, historico o a largo plazo (long-term M.). En otras palabras, factores que afectan a a eficiencia
de a seleccion a nivel global (en todo el genoma) como la variacion en el numero de crias o la proporcion de ambos sexos
pueden reducir el N, @ corto plazo hasta un orden de magnitud por debajo del censo poblacional A, (Frankharm 1995), la
interferencia de Hill-Robertson puede & su vez reducir localmente el A, & corto plazo hasta dos drdenes de magnitud por
debajo del N, determinado por los factores que actian a escala gendmica (Messer y Petrov 2013, Charlesworth 2013a). En
cambio, los arrastres selectivos y cuellos de botella intensos son & priori independientes del censo poblacional (V) y
reducen el censo efectivo (4,) a largo plazo (véase la paradoja de a variacion en la seccion 1.2.2 para més detalles).

Karasov et al. (2010) afirman que el A de las Gltimas 1000-1500 generaciones (o 50 afios) es > 10°, hecho que posibilitaria
que en una misma generacién se produjese la misma mutacion més de una vez sobre distintos cromosomas, ya que, 8 =
&N >> 1. ;Como reconciliar este nuevo N que explicaria el patron de adaptacion observado con el A estimado a partir
de los niveles de variacion nucleotidica neutra? En poblaciones fluctuantes, el tamafio efectivo es (a media armdnica de
los tamarios efectivos en generaciones individuales (Charlesworth 2009) y por o tanto su valor actual esté dominado por
los valores mds pequenos de .. Las estimas de M. basadas en los niveles de variacion nucleotidica neutra reflejan (3
media armdnica del N, durante largos periodos de tiempo y por Lo tanto es muy sensible a los periodos de bajo V. (Lewontin
1974). Ademés, Karasov et al. (2010) demuestran mediante simulaciones que afadir un tamafio poblacional actual de 10°
a la demografia de [rosaphila no afecta significativamente las estimas de variacion neutra actuales.
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CUADRO 4: CONTINUACION

Este resultado tiene importantes implicaciones, ya que parece sugerir que la tasa de adaptacion no se ve limitada por (3
tasa de mutacion. Esto es cierto sdlo parcialmente. Las mutaciones ligeramente beneficiosas (1 < s < 10) requieren més
tiempo para fijarse y estas serdn més susceptibles a sufrir los arrastres selectivos y cuellos de botella demograficos que
las mutaciones fuertemente beneficiosas (Nis > 10), las cuales se fijaran en las etapas de boom demogréfico (que podrian
ser las mas comunes). Es decir, es posible que el N, a largo plazo estimado a través de la variacion neutra actual sea un
buen indicador del A, que es relevante para las mutaciones ligeramente beneficiosas, pero no para (as mutaciones
fuertemente beneficiosas las cuales dependerdn més de los periodos de boom demografico. En definitiva, si la mayoria de
las mutaciones beneficiosas lo son fuertemente, (a tasa de adaptacion serd independiente de (2 tasa de mutacion, si por
el contrario 2 mayoria de mutaciones beneficiosas son ligeramente beneficiosas (como apuntan Schneider et al. 2011 en
Drosaphila), entonces (2 tasa de adaptacion dependerd de a tasa de mutacion.
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1.3.2

PRUEBAS DE LA TEORIA NEUTRALISTA (MEUTRALITY-TESTS )

Los genéticos de poblaciones han tratado durante mucho tiempo de cuantificar la
importancia relativa de las distintas fuerzas evolutivas en los patrones de variacion
genética de las poblaciones naturales (Lewontin 1974). Este objetivo descansa sobre
tres pilares: teoria, observacion experimental e inferencia estadistica que enlace la
observacion experimental con la teoria. La genética de poblaciones tedrica describe
matematicamente como las distintas fuerzas evolutivas interaccionan para producir
distintos patrones de variacion genética dentro y entre especies. La genética de
poblaciones experimental trata de cuantificar los niveles de variacion genética en un
grupo dado de poblaciones naturales e interpretar esta variacion de acuerdo a la
teoria. EL problema de esta tarea es que los patrones observados de variacion pueden
ser igualmente explicados invocando distintas fuerzas evolutivas o interacciones
entre estas. En términos estadisticos, hay demasiados grados de libertad. La solucidn
estandar ha sido asumir un modelo nulo muy estricto, este es la Teoria Neutra original
de Kimura (1983) (seccion 1.1.2). Gran parte de los esfuerzos estadisticos en genética

de poblaciones se han basado en el disefio de pruebas de neutralidad.

Las pruebas de la teoria neutralista (neutrality-test) consisten en estadisticos que
comparan los niveles y patrones observados de variacion con los esperados bajo el
modelo nulo, el cual es normalmente la version mas ortodoxa de la teoria neutralista
(Kimura 1983). A pesar de todas sus limitaciones la teoria neutralista permite
desarrollar test de seleccion basados o bien en la simulacién de los patrones de
variacion genética generados por la deriva (y la demografia), o bien en los patrones
de diversidad genética observados en sitios que se asume evolucionan de forma
neutra (generalmente las posiciones sindnimas). Existen aproximaciones heuristicas,
correcciones o extensiones ad hoc de algunos de estos estimadores puntuales para
casos donde la teoria neutralista no se cumple estrictamente. En la tabla 1.2 se listan
los estimadores puntuales mas importantes y sus extensiones heuristicas, 0 basadas

en inferencia de parametros mediante maxima verosimilitud, mas populares.
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TABLA 1.2 METODOS PARA LA DETECCION DE LA SELECCION NATURAL A NIVEL MOLECULAR

Edad del evento
selectivo

Macroevolucidn

(entre especies)

Datos Caracteristicas Test . Referencias
Representativos
Generalmente se aplica a secuencias
codificadoras. Las substituciones sinénimas se
consideran neutras. Si la tasa de sustitucion no-
sinénima es mayor a la tasa de sustitucion
sinénima (w > 1) invocamos a la seleccion
positiva. Si w = 1, los sitios no-sindnimos .
evolucionan de manera neutray siw < a Graur y Li (2000);
seleccion purificadora domina. Test muy Ka/Ks (dw/ds 0 w) Hu[ﬁ:_t {ZUDZI:YPAML
conservador a nivel de proteina pero mejora si se 19‘)';-sYZnny 1‘;';3]
aplica a nivel de coddn en arboles filogenéticos +1ang
lo suficientemente informativos. Existen
Divergencia extensiones donde se estima el sesgo en el uso
de coddn, el sesgo mutacional
transicién/transversion y la intensidad de la
seleccion por sitio.
Burbano et al.
(2012); Lindblad-
Puede aplicarse a cualquier regin. Regiones I Tohetal (2011);
- Identificacion de
conservadas en muchas especies pero que en un regiones de evolucitn Pollard et al.
linaje muestra mds substituciones de las acelerada (2006); Prabhakar
esperadas son candidatas a seleccion positiva. etal. (2006);
Shapiro y Alm
(2008)
Generalmente se aplica a secuencia codificadora
(pero se pude extender a no-codificador).
Compara la razén entre el nimero de
substituciones no-sindnimas (dv) respecto el
nimero de substituciones sinénimas (ds) y la
razén entre el nimero de polimorfismos no-
sinénimos (pu) respecto el nimero de McDonald y
polimorfismos sindnimos (ps). Si dw/ds > pu/ps Kreitman (1991);
invocamos seleccidn positiva. Sidw/ds = pu/ps | Prueba de McDonald- Egea etal. (2008);
invocamos seleccion purificadora. Si dw/ds < Kreitman (MKT) Fay et al. [20[”.‘
p/ps invocamos seleccion equilibradora o a un 2002); Stoletzkiy
exceso de alelos no-sinénimos ligeramente Eyre-Walker
deletéreos a baja frecuencia. Existen tres (201); Messer y
Divergenciay | extensiones heuristicas del MKT que le permiten Petrov (2013]
o corregir la presencia de alelos ligeramente
Polimorfismo | geletéreos segregando en la poblacion y/o de la
falta de independencia entre sitios: (1)
Correccion de Fay, (2) Direction of Selection (DoS)
y (3) Asymptotic MKT. Véase texto principal.
Puede aplicarse a cualquier region. La razon
entre la divergencia (D) y el polimorfismo (P)
entre loci depende de la tasa de mutacidn, p. Si Hudson et al
D/P para el locus 1 es > D/P para el restode loci | Prueba de Hudson- [1937]8-0We' it
invocamos la seleccidn positiva. Si D/P para el Kreitman-Aguadé Ch l' ng hy
locus 1 es < D/P para el resto de loci invocamos (HKA) a[rZEEVZ]U rt

la seleccion balanceada. Hay extensiones para
calcular el valor D/P para un linaje mientras se
tiene en cuenta la variacion en p.
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Microevolucidn
(< 4N,
generaciones
promedio en

diploides)

Espectro de

Frecuencias

En un arrastre selectivo fuerte (hard sweep), el
alelo seleccionado alcanza alta frecuencia en la
poblacidn junto con variantes ligadas a este. Esto
genera un exceso de variantes derivadas a alta
frecuencia pues la recombinacion rompe el
haplotipo a medida que este se fija. Las nuevas
mutaciones que ocurren sobre este fondo
homogéneo aumentan la fraccion de alelos a baja
frecuencia.

Ewens-Watterson

Ewens (1972);

Desequilibrio de
Ligamiento

En un arrastre selectivo fuerte (hard sweep)
(completo o parcial), el alelo seleccionado
alcanza alta frecuencia en la poblacion junto con
variantes ligadas a este. Es decir, en a region
donde ha ocurrido el arrastre observamos un
tnico haplotipo muy largo y una diversidad
haplotipica muy baja.

En un arrastre suave (soft sweep), el alelo
seleccionado se encontraba segregando en la
poblacion o proviene de eventos de mutacion

recurrente. La regidn en la que ocurren este tipo
de arrastres hay baja diversidad haplotipica con
miltiples haplotipos largos a frecuencias altas.

Test Watterson (1978)
Tajima (1989);
Tajima’sDy Tajima (1993); Fu
derivados (1997); Fuy Li
(1993)
. Fay y Wu (2000);
FayyWu's H Fay (2011)
) Nielsen et al.
SWEEBPIRTY | (005a); Pavis e
al. (2013)
Long-range haplotype | Sabeti et al (2002);
test (LRH) Zhang et al. (2006)
Long-range haplotype Hanchard et al.
similarity test (2006)
Integrated haplotype .
score (iHS) Voight et al. (2006)
Cross-population
extended haplotype .
homazygosity (XP- Sabeti et al. (2007)
EHH)
Linkage disequilibrium
decay (LDD) Wang et al. (2006)
Identity-by-descent | Caietal. (2011);
(IBD) analyses Han y Abney (2012)
Haplotype
homozygosity (H12y | Garud et al. (2015)
H2/H1)

Diferenciacion
Poblacional

La seleccidn que actda sobre un alelo en una
poblacidn pero no en otra genera una diferencia
en la frecuencia del alelo entre las dos
poblaciones mayor a la esperada para un alelo
neutro.

Lewontiny
Krakauer (1973);
Lewontin-Krakauer | Vitalis et al. (2001);
test (LKT) Excoffier et al.
(2009); Bonhomme
etal. (2010)
Locus-specific branch .
length (LSBL) Shriver et al. (2004)
Fariello et al.
hapFLK (2013)

[Tabla adaptada y ampliada a partir de Vitti et al. (2013)].
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PRUEBA DE MCDONALD-KREITMAN EN PRESENCIA DE ALELOS LIGERAMENTE
DELETEREOS, CAMBIOS DEMOGRAFICOS Y SELECCION LIGADA

La prueba de McDonald y Kreitman, MKT (1991) es un poderoso test de la evolucion
neutra a nivel molecular, ademds puede utilizarse para estimar la fraccion de
substituciones fijadas a través de la seleccion positiva (Charlesworth 1994; Akashi
1999; Fay et al. 2001; Smith y Eyre-Walker 2002), mediante el estadistico «

Ds Pn
Dy, Ps

a=1- (1.7)

En el MKT los niveles de variacion dentro de una especie (polimorfismo, P) son
comparados con los niveles de variacion entre especies (divergencia, D) para dos
tipos de sitios. Normalmente estos sitios son las posiciones cero veces degeneradas
0 no-sinénimas (n) y las posiciones cuatro veces degeneradas o sinénimas (s). Sin
embargo, el test puede aplicarse a otras clases de sitios (Jenkins et al. 1995; Akashi
1995; Kohn et al. 2004; Andolfatto 2005; Casillas et al. 2007; Egea et al. 2008; Mackay
etal. 2012).

Bajo la hipdtesis nula (esto es la teoria neutralista original, véase figura 1.3B), se
espera que todas las mutaciones sindnimas sean neutras y que las mutaciones no-
sindnimas sean o bien neutras, o bien fuertemente deletéreas o fuertemente
beneficiosas. En cualquier caso, se espera que todos los alelos no-sindnimos sean
neutros, pues las mutaciones fuertemente seleccionadas permanecen poco tiempo
segregando en la poblacion. La razon P./P; es una medida del constredimiento
selectivo en la fase polimdrfica y se asume que este es equivalente al
constrefiimiento en la fase divergente, es decir, en ausencia de adaptacion P,/P; =
D./D. Si D,/Ds > P,/P; entonces hay un exceso de [, debido a la fijacion de mutaciones
beneficiosas. Aunque podria ser que el constredimiento haya aumentado
recientemente, o que el constreiimiento haya sido menor en el pasado, creando
evidencias de seleccion positiva artefactuales y poniendo en duda la aplicabilidad del
MKT (Nei et al. 2010; Fay 2011).
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Taly como apuntaron McDonald y Kreitman (1991) en su trabajo original, los cambios
demograficos podrian explicar la fluctuacion temporal del constrefimiento selectivo
y con ello la sobreestima del papel de la seleccion positiva en la tasa de evolucion.
Este argumento fue estudiado en detalle por Eyre-Walker (2002) y requiere de la
presencia de alelos ligeramente deletéreos (-10 < Nes < -1). Durante un periodo
pasado de bajo N,, mutaciones ligeramente deletéreas podrian haberse fijado. En la
actualidad estas mutaciones no segregan debido a que la poblacion tiene un mayor
N., la seleccion las elimina mds eficientemente. Por lo tanto, estas contribuyen a [,
pero no a P, y a > 0 incluso en ausencia de substituciones adaptativas. Una
estrategia para minimizar este problema es elegir poblaciones que sepamos no hayan
sufrido cambios demograficos severos y prolongados (algo muy complicado de
conoconer). Otra alternativa es utilizar los métodos disponibles que estiman la
historia demogréfica reciente junto con « (Boyko et al. 2008; Eyre-Walker y Keightley
2009; Schneider et al. 2011). Véase seccion 1.3.3 para mas detalles. No obstante,
estos métodos siguen sin poder controlar para eventos demograficos lejanos de los

que ya no queda constancia en el polimorfismo.

Las extensiones o correcciones heuristicas para el MKT se han propuesto cuando hay
desviaciones de los supuestos de la teoria neutralista, esto es, cuando mutaciones
ligeramente deletéreas segregan en la poblacion (Fay et al. 2001; Charlesworth y
Eyre-Walker 2008) y el genoma esta sometido a arrastres selectivos recurrentes (y
los sitios estan ligados) (Messer y Petrov 2013). Si hay mutaciones ligeramente
deletéreas segregando en la poblacion las cuales contribuyen al polimorfismo pero
dificilmente se fijan, detectar la evolucion adaptativa resultard mas complicado
porque siempre serd una subestima, P./P; >> D,/D; (Fay et al. 2001). Hay muchas
evidencias a favor de la presencia de alelos ligeramente deletéreos segregando en
las poblaciones (seccidn 1.1.2). Tradicionalmente esto se ha corregido obviando los
alelos a baja frecuencia (Fay et al. 2001, 2002; Bierne y Eyre-Walker 2004; Andolfatto

2005; Charlesworth y Eyre-Walker 2006), sin embargo, no existe un consenso sobre
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la frecuencia umbral a partir de la que se deberia descartar polimorfismo.
Charlesworth y Eyre-Walker (2008) demostraron que no hay muchas diferencias en
el « estimado eliminando alelos a partir del 15%, es decir, el valor de « eliminando
alelos por debajo del 15% es muy parecido al valor de « eliminando todos los alelos
por debajo del 80% por ejemplo, aunque también demostraron que esta correccion
heuristica no ayuda a recuperar el valor verdadero de a completamente. Messer y
Petrov (2013) desarrollaron una sencilla extension heuristica del MKT que funciona
relativamente bien en presencia de arrastres selectivos recurrentes y miles de sitios
segregantes. Para ilustrar esta extension, definamos c(x) como una funcion que

depende de la frecuencia de los alelos derivados:

Ds Pp(x)
a(x) =1- D, Pu(r) (1.8)
Donde P,(x) y Ps(x) son el nimero de sitios segregantes no-sindnimos y
sinénimos respectivamente, con una frecuencia derivada x. Como a(x) depende
solo de la razon P, (x) /P, (x), cualquier sesgo (demografico o debido a arrastres
selectivos) que afecte al espectro de frecuencias lo hara por igual a los sitios no-
sinénimos y sinénimos, cancelandose el uno al otro. En otras palabras, esta extension
consiste en estimar « en intervalos de frecuencia y ajustar luego una funcidn, donde
el valor de a(x) cuando x — 1 corresponde a la estima de este nuevo estimador.

La funcidn utilizada es una exponencial con la forma a(x) =a+ b~
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1.3.3

NUEVAS APROXIMACIONES A LAS PRUEBAS DE NEUTRALIDAD

En los ultimos 10-15 anos los esfuerzos estadisticos se han diversificado y ya no sélo
se disefian pruebas de neutralidad robustas a la demografia y a la seleccion ligada.
Actualmente se diseian modelos donde la seleccion (y otras fuerzas evolutivas)
estan parametrizadas y pueden inferirse a partir de los datos. Por lo tanto, estas

estimas seran buenas tanto en cuanto el modelo asumido sea bueno.

Muchos modelos sencillos permiten estimar sus parametros mediante métodos de
maxima verosimilitud. Hay otros métodos no frecuentistas para inferir parametros
como la probabilidad a posteriori maxima (MAP) de la escuela bayesiana. La inferencia
de parametros mediante méaxima verosimilitud es uno de los métodos de inferencia
mas comunes, sino el mas comdn, en genética de poblaciones. Sin embargo, los
modelos cada vez son més complicados (o completos) y estimar la verosimilitud
(likelihood) de un modelo genético poblacional complejo es muchas veces imposible.
Afortunadamente existen métodos para inferir parametros no basados en la estima
de la verosimilitud (likelihood-free inference framework) como la computacion
Bayesiana aproximada (ABC) (Beaumont et al. 2002) o algoritmos de aprendizaje
automatico (mas conocidos como machine learning algorithms) (Jones 2014). Algunos
de los trabajos mas influyentes que han inferido pardmetros de modelos genético
poblacionales complejos mediante ABC son: Becquety Przeworski (2007); Jensen et
al. (2008); Peter et al. (2012) y mediante algoritmos de aprendizaje automatico son:
Pavlidis et al. (2010; 2013); Ronen et al. (2013); Lin et al. (2011; 2013); Pybus et al.
(2015). En esta tesis este tipo de métodos de inferencia no han sido utilizados, pero
si la inferencia mediante el método de maxima verosimilitud, véase ejemplo a

continuacion.
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ESTIMADORES DE LA JF£ DE NUEVAS MUTACIONES DELETEREAS Y LA TASA DE
EVOLUCION ADAPTATIVA

De todos los modelos genético poblacionales que utilizan la inferencia de parametros
por maxima verosimilitud he elegido como ejemplos representativos un grupo de
modelos muy similares que estiman la DFE de nuevas mutaciones deletéreas y la tasa
de evolucion adaptativa entre especies (Boyko et al. 2008; Keightley y Eyre-Walker
2007; Eyre-Walker y Keightley 2009; Schneider et al. 2011). Todos estos métodos son
extensiones del MKT donde se infiere la historia demografica de la poblacion a partir
del espectro de frecuencias de sitios sindnimos (o0 neutros). A partir de esta
demografia infieren por un lado la DFF de las nuevas mutaciones deletéreas (Boyko
et al. 2008; Keightley y Eyre-Walker 2007; Eyre-Walker y Keightley 2009) y por otro
lado la DFE de las nuevas mutaciones adaptativas (Schneider et al. 2011) que ocurren
sobre sitios no-sinénimos (o funcionales), respectivamente. Los métodos de Boyko
et al. (2008) y Eyre-Walker y Keightley (2009) aunque no estiman per se la DFE de
nuevas mutaciones no-sinénimas adaptativas, si son capaces de estimar el nimero
de substituciones no-sindnimas adaptativas entre especies. Esto lo consiguen
estimando primero el nimero de mutaciones no-sinénimas ligeramente deletéreas y
neutras fijadas entre especies a partir de la OFF de las mutaciones deletéreas y
substrayendo después este valor esperado al valor observado de substituciones no-
sindnimas. En cambio, el método de Schneider et al. (2011) es capaz, no sélo de
estimar el nimero de mutaciones adaptativas fijadas, sino de estimar también la tasa
de mutacion y el coeficiente de seleccion de las nuevas mutaciones adaptativas. DFE-
alpha es el software creado por Peter Keightley

(http://www.homepages.ed.ac.uk/pkeightl//software) el cual integra, el método

para estimar la OFF de nuevas mutaciones deletéreas disenado por Keightley y Eyre-
Walker (2007), y el método para estimar las substituciones adaptativas de Eyre-
Walker y Keightley (2009) y Schneider etal. (2011). En esta tesis hemos utilzado tanto
los estimadores desarrollados por Keightley y Eyre-Walker (2007) y Eyre-Walker y
Keightley (2009) y se explican en detalle a continuacion bajo las siglas PKEW.
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PKEW modela la DFE de las nuevas mutaciones deletéreas que ocurren en los sitios
funcionales asumiendo una poblacion diploide con generaciones discretas y panmixia.
Esta poblacion de tamano N; se asume que ya se encuentra en el equilibrio mutacidn-
seleccién-deriva y puede experimentar (en una sola generacion) un cambio en el
tamaiio poblacional (expansidn o contraccion) a un tamaio .. La poblacion puede
permanecer con este nuevo tamano N, a lo largo de ¢, generaciones hasta el presente.
Es en el presente cuando el espectro de frecuencias (SFS) para sititos funcionales y
neutros es estimado en una muestra de n individuos. Todos los sitios se asume
segregan independientemente y todos tienen la misma tasa de mutacion, se asume
también que la tasa de mutacion es lo suficientemente baja como para que s6lo dos
alelos segreguen en un mismo sitio (infinite-sites model, Kimura 1969b; 1971;
Watterson 1975). Existen dos tipos de sitios, unos sin efectos sobre la fitness, o
neutros, y otros funcionales los cuales si estan sujetos a la aparicion de nuevas
mutaciones deletéreas (o neutras). La fitness del genotipo wild-type, heterocigoto y
homocigoto para la nueva mutacion es 1, 1-s/2 y 1-s, respectivamente, es decir, son
mutaciones con efecto aditivo. Cada mutacidn tiene un coeficiente de seleccion s que
proviene de una distribucion gamma definida por dos parametros: la fuerza promedio
de las nuevas mutaciones deletéreas, y = -N.s, y el pardmetro de forma (shape
parameter) B, esto permite que la distribucion pueda adquirir un amplio abanico de
formas, desde una distribucion uniforme a una exponencial. El usuario slo tiene que
proporcionar el SFS de una region o genoma dado, el nimero de substituciones y el
total de sitios sindnimos (0 neutros) y no-sinénimos (o funcionales) y DFE-alpha se
encarga de estimar los parametros y, B, NNy, t,, y el nlimero de substituciones
adaptativas. Es importante destacar que si NJ/N; = 1 este modelo corresponde al

modelo de Wright-Fisher con seleccidn (seccion 1.1.1).

No obstante, en la seccion 1.1.3 y la seccion 1.2.1 se dijo que la falta de
independencia entre alelos provoca por un lado la variacion del N, (y la eficiencia de

la seleccion) a lo largo del genoma (Hill y Robertson 1966) y por otro puede dificultar

(=)



la estimacion de la demografia si no hay regiones en el genoma libres de la seleccion
ligada (Hahn 2008; Comeron 2014), respectivamente. Dado que el método de PKEW
asume que los sitios segregan independientemente, cabe preguntarse si este es un
buen método para estimar la tasa de evolucion y la demografia en genomas reales.
Es decir, en genomas sujetos a cambios demograficos y con recombinacion
restringida entre sitios. Eyre-Walker y Keightley (2009) demostraron que cuando no
hay cambios demograficos las estimas de la fraccidn de substituciones adaptativas
() estan practicamente libres de sesgo tanto bajo segregacion independiente como
cuando la recombinacion estd muy restringida. Simulando genes de distintos
tamanos sin recombinacion, pero independientes entre si, las estimas de «
obtenidas eran indistinguibles del valor verdadero (a no ser que la secuencia
codificadora fuese de 50 kb o mas longitud, en este caso « se sobreestima). Cuando
el constreimiento en la fase divergente es mayor (0 menor) al constrefimiento en la
fase polimdrfica, esto sucede cuando el N, en la fase divergente es mayor (o menor)
del N, en la fase polimérfica (el cual abarca en promedio las (ltimas 4N,
generaciones), la subestima (o sobreestima) de o depende de la DFF y de la
intensidad del cambio demografico; aquellas OFF con una mayor proporcion de
mutaciones casi neutras (-1 < N.s < 1) son mas susceptibles a este tipo de sesgos.
En cualquier caso, como la demografia tiene efectos sobre todo el genoma, todo él

se vera afectado por igual si el N, a corto y largo plazo son muy distintos.

Messer y Petrov (2013) también respondieron a esta pregunta mediante simulacion
de cromosomas con caracteristicas propias de humanos en lo que respecta a la tasa
de mutacion, censo efectivo, OFF para mutaciones deletéreas, densidad génica y tasa
de recombinacidn. A partir de aqui jugaron con la fuerza de la seleccion positiva y el
nimero de nuevas mutaciones beneficiosas. Cuando aplicaban el método de PKEW
con la correccion demografica observaban que el valor de a estimado era
practicamente el mismo que el valor real, pero curiosamente estimaban siempre una

expansion demografica a pesar de que la poblacion simulada habia permanecido a
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tamano constante. Este resultado indica que la seleccion ligada afecta al SFS de los
sitios neutros del mismo modo que una expansién demografica reciente (como ya se
comentd en la seccion 1.2.1) y que al intentar corregir el efecto de la demografia
sobre la OFE este método es capaz de corregir también el efecto Hill-Robertson sobre
la DFE.

En resumen, modelos sencillos como este (donde se estiman tan solo 4 parametros)
todavia tienen mucho recorrido en genética de poblaciones pues son capaces de
encapsular procesos evolutivos aparentemente muy diferentes (como el efecto Hill-
Robertson, la seleccion ligada y la demografia) en una misma variable y ayudarnos a
estimar cantidades importantes, como la tasa de evolucion adaptativa entre especies,
de forma “seqgura” a pesar de las perturbaciones impuestas por la demografia y la

interferencia entre alelos.
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1.4 Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es uno de los modelos experimentales
mas exitosos de la investigacion genética (Roberts 2006). Se introdujo a principios
del siglo XX como herramienta para el analisis genético y resultd ser crucial en los
primeros pasos de la genética (Morgan 1915; Muller 1927) y también para la rama de
la genética de poblaciones. Desde entonces se ha mantenido a la vanguardia de la
investigacidn, proporcionando informacion empirica sobre los factores que afectan
la variacion genética en las poblaciones naturales (Ayala et al. 1974; Singh y
Rhomberg 1987; Powell 1997), la construccion del plano corporal de los animales
(Lewis 1978; Niisslein-Volhard y Wieschaus 1980) y a funcion del sistema nervioso
(Ivanov et al. 2004), entre otros. La gran cantidad de informacidn funcional disponible
(The modENCODE Project Consortium 2010; Gallo et al. 2011) y las miltiples técnicas
de manipulacion genética que existen, hace que [. melanogaster sea un organismo
muy adecuado para el estudio de las fuerzas evolutivas que determinan la variacion
genética de las poblaciones naturales. Podemos afirmar por lo tanto que Drosophila
ha sido y continda siendo uno de los organismos modelo favoritos de la genética de

poblaciones.

CARACTERISTICAS DEL GENOMA

El genoma de D. melanogaster fue el tercero en ser secuenciado en eucariotas (Addams
etal. 2000), despues de Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al. 1996) y Caenorhabditis
elegans (The C. elegans Sequencing Consortium 1998), y el primer organismo
eucariota secuenciado mediante tecnologia shotgun (Rubin 1996, Adams et al. 2000),
un predecesor de las actuales tecnologias next generation sequencing. Desde entonces,
se han generado una multitud de nuevas herramientas gendmicas, incluyendo bases
de datos especializadas y herramientas de andlisis de secuencias (Matthews et al.
2005; Fox et al. 2006; Galperin 2007) que han permitido mejorar la secuencia

genomica inicial en calidad y riqueza (Ashburner y Bergman 2005), en la
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determinacion de regiones ambiguas como los huecos o gaps (Celniker et al. 2002;
Hoskins et al. 2002) asi como en una definicion extensiva de las anotaciones
funcionales (Kopczynski et al. 1998; Berger et al. 2001; Kaminker et al. 2002, Misra et
al. 2002; Carvalho et al. 2003; Bergman et al. 2005; Tupy et al. 2005; Hoskins et al.
2011; Hoskins et al. 2015). D. melanogaster sigue siendo hoy dia uno de los genomas
eucariotas mejor anotados. EL genoma de 0. melanogaster mide aproximadamente
180Mb repartidos en 5 cromosomas; X, Y, 2, 3 y el 4 o dot (Hoskins et al. 2002). Se
han anotado 17.716 genes (versidn 6.05 del genoma de referencia). Se estima que el
genoma eucromatico (haploide) de 0. melanogaster consta de 120Mb, de los cuales
un 15% codifica para proteinas, un 3,2% es UTR, un 30% pertenece a secuencia
intronica y un 51.8% intergénica (Adams et al. 2000; Misra et al. 2002; Alexander et
al. 2010).

FILOGENIA E HISTORIA DEMOGRAFICA

Los artrépodos son uno de los taxones animales mas diversos y exitosos, pues
representan aproximadamente el 75% de todas las especies animales. En el linaje de
los insectos se encuentra el taxdn Drosophila que lo conforman mas de 2.000 especies
(Powell 1997). Estudios filogenéticos basados en la tasa de mutacion gendmica han
determinado que los principales linajes dentro del género Drosaphila divergieron hace
unos 40 - 62 MYA (Russo et al. 1995; Tamura et al. 2004). Uno de los linajes lleva al
subgénero Sophophora, formado por ~330 especies conocidas, entre las que se
encuentra la especie [. melanogaster junto con especies como . simulans o D. yakuba
utilizadas habitualmente como taxones externos del organismo modelo. E otro linaje
dio lugar a los subgéneros Drosophila e Idiomya (Drosophilas Hawaianas), los cuales

estan formados por ~1.100 y ~380 especies identificadas, respectivamente.
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FIGURA 1.10 Filogenia del género Drosaphila. Arbol filogenético de 13 especies del género Drosophila. [Figura tomada
de http://eisenlab.org/AM/melanogaster.html)].

D. melanogaster es una especie originaria del Africa subsahariana que se ha expandido
recientemente al resto del mundo convirtiéndose asi en una especie cosmopolita
(Lachaise et al. 1988; David y Capy 1988; Begun y Aquadro 1993; Andolfatto 2001;
Stephan y Li 2007). La expansién desde Africa hacia Europa se ha datado
aproximadamente entre hace 10.000 y 19.000 anios, lo que equivale a 0,1 - 0,4 Ne
generaciones (Li y Stephan 2006; Thornton y Andolfatto 2006; Duchen et al. 2013). Sin
embargo, las primeras evidencias de que [. melanogaster llegd a América del Norte
son de hace menos de 200 aiios (Johnson 1913; Sturtevant 1920; Keller 2007). Debido
a que en aquella época la fauna diptera estaba muy bien descrita, es improbable que
los entomdlogos pasaran por alto a . melanogaster durante muchos afos (Keller
2007). En menos de 25 aiios, esta especie se propagd por todo el continente
convirtiéndose asi en uno de los dipteros mas comunes en América del Norte (Howard
1900). La variacién encontrada en cualquier poblacion no africana es menor a la

encontrada en Africa (Begun y Aquadro 1993; Andolfatto 2001) y parece, por tanto,
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que D. melanogaster ha sufrido una reduccion en su censo de poblacion (Akashi 1996).
Esto sugiere que la propagacién fuera de Africa de las distintas poblaciones ha sido
precedida por un cuello de botella (Begun y Aquadro 1993; Andolfatto 2001; Li y
Stephan 2006; Thornton y Andolfatto 2006). Dicho cuello de botella se cree finalizo
hace ~ 50 afios 0 hace menos de 0,0042 N, generaciones (Thornton y Andolfatto 2006;
Karasov et al. 2010).

Ademas, analizando la diferenciacion de las poblaciones se puso de manifiesto que
las poblaciones americanas eran genéticamente mas cercanas a las poblaciones
africanas que a las europeas (Caracristi y Schldtterer 2003; Baudry et al. 2004;
Haddrill et al. 2005). Un estudio sugiere que la poblacion norteamericana es una
mezcla migratoria entre poblaciones y estiman que la proporcion ancestral africana
es del 15% y la europea del 85% (Duchen et al. 2013). Con esta distribucién
cosmopolita se espera que las diferentes poblaciones hayan evolucionado y adaptado
de forma diferente a los distintos ambientes, haciendo de Jrosophila un organismo
modelo apropiado para el estudio de la adaptacidn y/o de la demografia poblacional;

en definitiva, para la genética de poblaciones.

GENGMICA DE POBLACIONES

Hasta 2007, con el trabajo pionero de Begun et al. (2007) en D. simulans, los estudios
de genética de poblaciones en Drosophila se han basado en muestras gendmicas
fragmentarias y no aleatorias del genoma, esto puede generar una vision parcial o
sesgada de los procesos de genética de poblaciones. Aunque el estudio de Begun et
al. (2007) puede considerarse el primero basado en un conjunto de datos gendmico
poblacional, seguido por el reanalisis de Macpherson et al. (2007) y los estudios
genomico-poblacionales en levaduras (Liti et al. 2009) y D. melanagaster (Sackton et
al. 2009), estos estudios estaban basados en secuenciacion de baja cobertura con

pocos individuos. Por ejemplo, el estudio en 0. simulans (Begun et al. 2007;
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Macpherson et al. 2007) y D. melanogaster (Sackton et al. 2009) se basaron en
secuencias de baja cobertura con 3,9 lecturas por base en 7 lineas y 5,4 lecturas por
base en 6 lineas, respectivamente. Valores manifiestamente insuficientes para todo
estudio de genética de poblaciones cuyas inferencias se basen en la frecuencia de
las variantes. Se ha estimado que para obtener buenas secuencias son necesarias
coberturas minimas de 10-15X (Craig et al. 2008, Smith et al. 2008). A pesar de estas
limitaciones técnicas los resultados de Begun et al. (2007) han desafiado muchas de
las predicciones esperadas bajo la teoria neutra (Kimura 1971) (véase seccion 1.2.1)

y ha abierto el camino a nuevos estudios de gendmica de poblaciones mas masivos.

Dicho esto, el data desideratum para un estudio completo y no sesgado de variacion
genética consiste en una gran muestra de genomas completos de alta calidad de una
misma poblacién natural de un organismo del que exista un extenso conocimiento
bioldgico y la secuencia completa, también de calidad, de un taxdn externo con tal
de estimar la divergencia. Esto permite una descripcién completa y detallada de los
patrones de variacion a gran escala. [. melanogaster es una de las especies de la que
mas datos gendmico poblacionales disponemos, actualmente hay 623 genomas
completos secuenciados a alta cobertura. EL Drosophila Genome Nexus (Lack et al.
2015) es un recurso genomico poblacional con 623 genomas completos secuenciados
a alta cobertura el cual ha reensamblado los 4 grandes conjuntos de datos genémico
poblaciones disponibles (Langley et al. 2012; Mackay et al. 2012; Pool et al. 2012;
Huang et al. 2014) y ha anadido mas genomas de poblaciones sub-Saharianas. Este
reensamblaje es necesario si pretendemos analizar el conjunto completo de
genomas. Uno de estos estudios es el Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP)
(Mackay et al. 2012) (véase seccion 2.1 para mas detalles) al cual tuvimos acceso
antes que el resto de la comunidad cientifica, pues nuestro grupo dirigido por el Dr.
Barbadilla forma parte del consorcio internacional encargado de los analisis de
genética de poblaciones utilizando SNPs. Los resultados genético poblacionales mas

relevantes de Mackay et al. (2012) basados en 158 genomas completos secuenciados
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con una alta cobertura de una poblacion norteamericana son: (1) la falta de
correlacion entre polimorfismo y recombinacion por encima de 2 cM/Mb (véase
Barrdn 2015 para mas detalles), (2) la estima de la proporcion del genoma que estd
sometida a la accion de la seleccion purificadora (~40%), (3) la estima de la fraccidn
de substituciones adaptativas a nivel gendmico diferenciando entre clases de sitios
codificadores y no-codificadores y contextos cromosémicos - globalmente se estimo
que ~ 25% de las substituciones son adaptivas y que el tercio centromérico de los
autosomas muestran escasas evidencias de seleccion positiva y (4) el desarrollo de

un visualizador de la variacion genética (http://popdrowser.uab.cat/) (Ramia et al.

2012) que integra todos los estadisticos genético poblacionales estimados en
ventanas cromosomicas y a nivel de genes codificadores. Esta tesis es un estudio
independiente al de Mackay et al. (2012) a pesar que se utiliza el mismo conjunto de
datos gendmico poblacional y algunos de los estimadores que se utilizaron y
publicaron por primera vez en Mackay et al. (2012) han sido caracterizados mediante

simulaciones y re-utilizados en el presente trabajo.
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1.5 OBJETIVOS

Esta tesis es un proyecto de gendmica de poblaciones cuyo objetivo global es

describir y cuantificar la seleccion natural y el efecto Hill-Robertson a lo largo del

genoma de [. melanogaster. Para ello se han seguido aproximaciones bioinformaticas

y tedrico-estadisticas. Los objetivos especificos de este proyecto son: (i) desarrollar

dos nuevos estimadores puntuales de la accidn de la seleccidn purificadora basados

en el contraste del espectro de frecuencias de sitios putativamente seleccionados y

neutros, (ii) estimar la DFE de nuevas mutaciones deletéreas (seccion 1.1.2) y la tasa

de evolucion adaptativa (seccion 1.3) a lo largo del genoma codificador y no-

codificador de 0. melanogaster, (iii) cuantificar el papel del efecto Hill-Robertson

(seccidn 1.1.3) sobre la adaptacion proteica en 0. melanogaster.

DESARROLLAR ESTIMADORES DE LA ACCION DE LA SELECCION PURIFICADORA.
La evidencia en numerosas especies de la omnipresencia de la seleccion
purificadora y sus efectos sobre la variacion neutra ligada (Charlesworth
1993), requiere del desarrollo de pruebas estadisticas que sean capaces de
medir a intensidad de dicha seleccion y a su vez que sean robustas a
cambios demograficos recientes (véase seccion 1.2.1). En este trabajo se
proponen dos nuevos estimadores de la seleccion purificadora que se
probaran con datos obtenidos mediante ecuaciones de difusion donde se
evaluaran distintas DFFs para nuevas mutaciones deletéreas y su poder
estadistico simulando un nimero limitado de sitios segregantes. Mediante
simulaciones forward in time se obtendran datos fuera del equilibrio, como
los obtenidos tras un cuello de botella reciente y/o en presencia de
seleccion de fondo. En concreto, se propondran y pondran a prueba bajo
condiciones gendmicas realistas dos estadisticos intuitivos basados en el
contraste de distintas partes del espectro de frecuencias de sitios

putativamente seleccionados y neutros.
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ESTIMAR LA JFF DE NUEVAS MUTACIONES DELETEREAS Y LA TASA DE
EVOLUCION ADAPTATIVA EN EL GENOMA CODIFICADOR Y NO-CODIFICADOR DE

D. melanogaster. Gracias a la disponibilidad de 158 genomas completos
secuenciados con una alta cobertura provenientes de una poblacidn natural
de D. melanogaster (Mackay et al. 2012) se pretende obtener las estimas
mas completas y precisas de la OFF de nuevas mutaciones deletéreas y la
tasa de adaptacion hasta la fecha. Se compararan las estimas de nuestros
nuevos estimadores de la seleccion purificadora con las estimas de la OFF
obtenidas mediante el método de Keightley y Eyre-Walker (2007). Disponer
de estas estimas nos ayudard a responder a estas cuestiones: (1) ;Qué
proporcion del genoma es funcional? (2) ;Cual es la contribucidn relativa
de la variacion genética en secuencias codificadoras y no-codificadoras a
la variacion en la eficacia bioldgica? (3) ; Cudl es la contribucion relativa de
las mutaciones fijadas en el genoma codificador y no-codificador a la
evolucion adaptativa? (4) ;Existen diferencias en la DFF y la tasa de
evolucion adaptativa entre brazos cromosémicos? Si es asi, ;a qué se

deben?

CUANTIFICAR EL PAPEL DEL EFECTO HILL-ROBERTSON SOBRE LA ADAPTACION
PROTEICA EN . melanogaster. En este Gltimo objetivo se pretende

correlacionar la tasa de recombinacidn, la densidad génica y la tasa de
mutacion con la tasa de adaptacion proteica. Esto nos ayudard a
comprender la importancia relativa de la interferencia Hill-Robertson en el
genoma codificador de 0. melanogaster y a su vez estimar cuantas
substituciones adaptativas dejan de fijarse debido a la interferencia entre
mutaciones seleccionadas (Barton 1995) (véase seccion 1.1.3). Ademds,
conocer la relacion entre la tasa de adaptacion y la tasa de mutacion es de
vital importancia - algunos trabajos sugieren que son independientes entre

si en . melanogaster (véase cuadro 4).
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MATERIALES Y METODOS

2.1 SECUENCIAS POBLACIONALES GENGMICAS

2.1.1

Esta tesis se ha realizado integramente analizando secuencias gendmicas de la
especie modelo Drosophila melanagaster. Las secuencias se obtuvieron en el proyecto
DGRP (Mackay et al. 2012) a partir de una muestra de moscas de una poblacién de
Raleigh (Carolina del Norte, EEUU). Se analizaron los patrones de variacidn intra e
interespecificos de las variantes de un (nico nucledtido (SNPs). Algunos anélisis
complementarios han requerido también de los datos del proyecto DPGP2 (Pool et L.
2012) de una poblacion de Gikongoro (Ruanda). Es importante destacar que el
procesamiento y filtrado de los alineamientos gendmicos y el célculo de estadisticos
de la poblacion norteamericana fueron realizados por nuestro grupo, que participd en
el consorcio DGRP. Los datos de la poblacién africana fueron, en cambio, procesados
y filtrados por el Dr. José L Campos de la University of Edimburgh y los detalles sobre
la obtencion de los datos y célculo de estadisticos en la poblacion africana se

encuentran en los articulos originales (véase Campos et al. 2014).

SECUENCIAS PROYECTO DGRP

Los datos para el estudio de gendmica de poblaciones provienen del proyecto
internacional Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP) (Freeze 1; Mackay et al.
2012). Este recurso estd compuesto por un conjunto de 168 lineas consanguineas
individuales secuenciadas con una elevada cobertura (~22X en promedio y longitud
promedio de las lecturas es de ~80 pb, consultese material suplementario en Mackay
et al. (2012) sobre los detalles de la secuenciacion, ensamblaje y el calling de los
SNPs). EL ndmero de cromosomas original del proyecto DGRP paso de 168 a 158

porque se detectaron distintos errores en 10 lineas consanguineas (contaminaciones,
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duplicaciones) - estas fueron eliminadas en el presente analisis. Los datos de
variacion poblacional junto a los genomas secuenciados de las especies cercanas a
D. melanogaster (D. simulans y D. yakuba principalmente), han permitido aplicar una
bateria de pruebas de neutralidad (véase seccidn 1.3.2 de la Introduccion) asi como
sus extensiones basadas en la inferencia de parametros por maxima verosimilitud
(véase seccion 1.3.3). Ademas, el hecho que se trate de lineas consanguineas reduce
en gran parte el problema de la inferencia de la fase haplotipica de las variantes

genéticas en especies diploides.

Brevemente, las lineas se obtuvieron tras 20 generaciones de cruces endogamicos
hermano-hermana a partir de una muestra de hembras gravidas recolectadas de una
poblacidn natural de Raleigh (Carolina del Norte, EEUU) (figura 2.1). EL coeficiente de
consanguinidad (F) esperado después de las 20 generaciones es de 0,986 (Falconer y
Mackay 1996), es decir, tedricamente casi el 99% de los heterocigotos se habran
fijado en una u otra linea, y solo 1,4% de SNPs se espera segreguen como
heterocigotos residuales en cada isolinea. No obstante, se observd una mayor
proporcion de heterocigotos residuales de lo esperado en algunas lineas. Trabajos
posteriores (Huang et al. 2014) mostraron que el 92% de los brazos autosomicos de
las isolineas tenian entre 0,5-2% de heterocigotos residuales, aproximadamente lo
esperado tedricamente, mientras que un 8% contenian 9% o mas de heterocigotos
residuales. De este 8% el 96% contenian al menos una inversion heterocigdtica y el
4% restante el cariotipo estandar. Se demuestra, por tanto, que hay una correlacion
casi perfecta entre cromosomas con heterocigotos residuales y ser portador de

inversiones heterocigdticas.
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FIGURA 2.1 Disefio experimental seguido para la obtencion y secuenciacidn de las lineas DGRP. Cada linea DGRP fue
fundada por una hembra gravida capturada en las afueras de Raleigh, Carolina del Norte. Cada nueva generacion
resulta del cruce de una pareja macho y hembra de (a generacin anterior. Cada linea DGRP se obtuvo después de 20
generaciones hermano-hermana. De cada linea se extrajo ADN de un acervo de 500-1000 moscas que fueron
secuenciadas. [Figura tomada de Stone (2012)]. )

2.1.2  LINEAS CONSANGUINEAS Y VARIACION NATURAL
Una cuestion recurrente es hasta qué punto la variacion encontrada en estas lineas
consanguineas es representativa de la variacion encontrada en la poblacion natural
de las cuales fueron derivadas. Esta es una cuestion crucial en nuestra inferencia de
la variacion natural, pues podria introducir sesgos importantes en nuestros
estadisticos genético poblacionales y las conclusiones que derivemos de ellos.
Primero de todo destacar que el nimero de lineas consanguineas (en este caso 158)
no equivale al numero de moscas capturadas en su dia. Es decir, cada linea
consanguinea es “idealmente” una mosca haploide. Digo idealmente porque ya se ha

mostrado anteriormente que se espera cierta proporcion de heterocigotos residuales.
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Por lo tanto, el recurso DGRP no representa a 158 moscas diploides, sino a el espectro
de frecuencias observados de 158 gametos o individuos haploides. Dicho esto, en la
generacion de las lineas consanguineas tres procesos pueden alterar,
potencialmente, el espectro de frecuencias: (1) eliminacion de alelos recesivos
deletéreos, (2) cambio en las presiones selectivas a las que estan sometidos algunos
alelos durante la generacidn de las lineas e (3) incorporacion de nuevas mutaciones

durante el proceso de generacion de las lineas consanguineas.

Los dos primeros efectos pueden argumentarse verbalmente de la siguiente forma:
cada cruce hermano-hermana supone un cuello de botella de proporciones maximas,
si este proceso de muestreo al azar de los cromosomas se repite 20 veces, es de
esperar que la intensidad de la seleccion necesaria para contrarrestar y sesgar el
espectro de frecuencias obtenido tras generar las lineas consanguineas respecto al
espectro esperado en un muestreo directo de la poblacion natural debe ser muy alto
(Spiess 1989; Garcia-Dorado 2012). Analiticamente la expresion que define la
condicion en la que la seleccion y la deriva tienen la misma influencia sobre las
frecuencias alélicas es 2s = 1/2N, (Crow y Kimura 1970; Lynch 2007), donde s es el
coeficiente de seleccion absoluto. Si consideramos que en nuestro caso 2N, = 4
(porque tenemos dos moscas), deducimos que sdlo aquellos alelos con valores de
| >> 1/8 se eliminarén (o fijaran) por la fuerza de la seleccin durante el proceso de
generacion de las lineas consanguineas. Del mismo modo, todos aquellos alelos con
valores de |s| < 1/8 se fijardn o extinguiran aleatoriamente al cabo de 20
generaciones con una probabilidad de p y 1-p, respectivamente, donde p es la
frecuencia del alelo en la muestra de 158 cromosomas de la poblacion natural
original. En otras palabras, la variacion genética almacenada en las lineas
consanguineas puede considerarse una muestra representativa de la variacion
genética presente en la poblacion natural en el momento del muestreo, siempre y
cuando la mayoria de los alelos no tengan [s| >> 1/8 o su coeficiente de seleccidn en

laboratorio haya aumentado a |s| >> 1/8. En cualquier caso, la probabilidad de
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muestrear un alelo recesivo deletéreo con s = 1/8 en la naturaleza es muy baja, ya

que, la frecuencia esperada bajo el equilibrio mutacion-seleccion esde g = \/u—/s
donde u es la tasa de mutacion y s es el coeficiente de seleccion. Teniendo en
cuenta que la tasa de mutacion de Drosophila es del orden de 107 por sitio y por
generacion (Sharp y Li 1989; McVean y Vieira 2001; Keightley et al. 2009; Schrider et
al. 2013), g ~0,017%, la probabilidad de muestrear una mutacién de esta frecuencia
en una muestra de 158 cromosomas es muy baja. También existe la posibilidad de
incorporar nuevas mutaciones durante el proceso de generacién de las lineas
consanguineas a lo largo de las 20 generaciones. Dado que en la poblacidn hay 4
copias de cada cromosoma, el genoma eucromatico (haploide) de D. melanagaster
mide ~120 MB, la tasa de mutaciones puntuales es de 107 por sitio y por generacion,
y han ocurrido 20 generaciones, se habran generado ~10 mutaciones de novo por linea
consanguinea. No obstante, no todas estas mutaciones se fijaran, como cada nueva
mutacion aparece en 1 de cada 4 cromosomas presentes en la poblacion (hermano-
hermana), esperamos que cada linea consanguinea fije 'z de las 10 mutaciones que
han ocurrido durante la generacion de la linea consanguinea. Luego, sdlo ~2,5
variantes por linea sera variacion no natural y todas estas estaran en copia Unica
(singletons). Si tenemos 158 lineas en las que este proceso puede ocurrir, habra un
promedio de 420 SNPs de novo de los aproximadamente 4.800.000 SNPs descubiertos

en las secuencias. Esto supone un sesgo potencial insignificante.

En conclusidn, a priori la metodologia seguida para generar las lineas consanguineas
no parece que pueda generar grandes sesgos en los patrones de variacion
nucleotidica observados en las lineas respecto a los patrones que esperariamos

encontrar en la poblacion natural.
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2.13

CUELLOS DE BOTELLA, ESTRUCTURA POBLACIONAL Y VARIACION NATURAL

Otra importante peculiaridad de nuestra poblacidn es su historia demogréfica, la cual
estd lejos de representar (como en casi todas las poblaciones naturales) una
poblacion panmictica con un censo efectivo constante. Un cuello de botella severo y
reciente, como el experimentado por nuestra poblacion norteamericana (Li y Stephan
2006; Thornton y Andolfatto 2006; Duchen et al. 2013) conduce a la répida extincidn
o fijacion de los alelos derivados y por lo tanto a un defecto de alelos a baja frecuencia
respecto a lo que esperariamos en una poblacion de tamafio constante (Allendorf
1986; Denniston 1978; Nei et al. 1976; Maruyama y Fuerst 1985; Watterson 1984;
Luikart et al. 1998). Esto conlleva a una reduccion global de los niveles de variacion
genética: en Africa la variacion nucleotidica putativamente neutra es el doble
(Andolfatto 2005; Singh et al. 2007; Pool et al. 2012) que en norteamérica (donde 7 ~
0,01) (Singh et al. 2007; Sackton et al. 2009; Mackay et al. 2012; Langley et al. 2012;
Pool et al. 2012).

No tener en cuenta la demografia de las especies puede conducir a inferencias
incorrectas de las estimas de los parametros que describen los procesos genético-
poblacionales. Por esta razon, el efecto de la demografia sobre los nuevos
estadisticos que proponemos para estimar la fuerza y eficacia de la seleccion
purificadora han sido probados en la seccion de resultados 3.1. A su vez, los
estimadores que utilizamos para estimar la DFE (Keightley y Eyre-Walker 2007) y la
tasa de evolucion adaptativa (Eyre-Walker y Keightley 2009) han sido disefados
precisamente para corregir el efecto de la demografia reciente sobre las estimas
(véase seccion 1.3.3). Es decir, a pesar que la poblacion no cumple algunos de los
supuestos en los que estdn basados muchos trabajos tedricos clasicos (como un
censo efectivo constante), los estadisticos y métodos de genética de poblaciones
utilizados en esta tesis se ponen a prueba, o se han puesto a prueba previamente por

otros autores, en presencia de cambios demograficos recientes.
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Finalmente, la estructura poblacional puede ser otra fuente importante de error a la
hora de interpretar los parametros estimados tanto para estudios de genética de
poblaciones como de genética cuantitativa. Por ello se probd si habia estructura
poblacional, mediante un analisis filogenético de todas las isolineas DGRP. EL
resultado fue un arbol en forma de estrella en el que cada una de las lineas se sitia
a una distancia filogenética similar a cualquier otra (material suplementario en
Mackay et al. 2012). Ademds, también se realizd un anélisis de componentes
principales (PCA, Principal Component Analysis) de la matriz de covarianza genética
(véase tabla suplementaria 2 en Mackay et al. 2012). Ambos analisis indicaron la

practica ausencia de estructura poblacional en las lineas DGRP.

2.2 TRATAMIENTO DE LOS DATOS Y CALCULO DE LOS ESTADISTICOS

2.2.1

Este estudio se ha llevado a cabo en los brazos autosémicos (2L, 2R, 3Ly 3R] y el
cromosoma X de [. melanogaster utilizando como genoma de referencia la version 5
del Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP 5,

http://www.fruitfly.org/sequence/releasebgenomic.shtml).

INCORPORACION DE LAS ANOTACIONES GENICAS A LOS DATOS GENOMICO
POBLACIONALES

Conacer la clase funcional de cada base del genoma no es trivial incluso en uno de
los genomas mejor anotados como es el de Jrosophila. En algunos casos una misma
base o posicion del genoma tiene distintas funciones anotadas. Por ejemplo, una
posicién puede actuar como UTR para un transcrito y como 0-veces degenerada para
otro transcrito. A su vez hay intrones con otros genes anidados dentro. ;Como
definimos en este Gltimo caso la region intergénica del gen que yace dentro de un
intron? Estos son ejemplos que ponen de manifiesto que cualquier estudio genémico

que trate de clasificar las posiciones de acuerdo a las anotaciones disponibles tendra
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que establecer un criterio de andlisis previo. En este estudio hemos clasificado cada
posicion del genoma de acuerdo a un criterio jerdrquico. Si una posicion esta
representada por mas de una clase funcional esta ha sido “re-anotada” siguiendo
este orden: 0-veces degenerado > 2-veces degenerado > UTR > Intron > Intergénico >

4-veces degenerado.

s

ATTAGATTGCATGCAGGGCTAGGCAATGCATGCATGACGGCTGACTGCAGCATTAGCGCGTTAGTTTATTGC

XXX UUUUUUUUZZTZZFZZFZZFZZTZZIZZTZZIZITIIIIIIIII

FIGURA 2.2 Ejemplo de secuencia “re-anotada” para un fragmento del genoma donde miltiples transcritos solapan. X es en negro
la etiqueta para la secuencia intergénica que estd a més de b kb del exon mds cercano; N es en amarillo la etiqueta para secuencia
intergénica a menos de b kb del exén mas cercano, U es en verde (a etiqueta para las secuencias UTR; Z, Ty F son en gris las
etiquetas para las posiciones cero, dos y cuatro veces degeneradas del codigo genético, respectivamente, e | es la etiqueta para
intrones en rojo. La primera linea corresponde a la secuencia de ADN, la dltima linea en mayusculas corresponde a la secuencia re-
anotada consenso para un gen ortélogo 1:1 entre 0. melanogaster-D. yakuba.

_

Atendiendo a este criterio se cred una nueva secuencia (que denominamos re-anotada,
figura 2.2) que etiquetaba cada posicion del genoma de acuerdo a la clase funcional
a la que pertenecia. Ademas, si dicha secuencia esta en mayusculas implica que el
gen es ortdlogo uno a uno entre 0. melanogaster y D. yakuba, si por el contrario estd
en mindscula el gen codificador y su respectiva secuencia no-codificadora se
considera no ortdloga uno a uno y por lo tanto no ha sido analizada en este estudio.
La version del archivo de anotaciones utilizado en todo este trabajo es la 5.50

(http://flybase.org/, Gltimo acceso en marzo de 2013).
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2.2.2

CRITERIOS APLICADOS PARA EL FILTRADO DE LOS DATOS

Para los andlisis basados en ventanas no solapantes de 1 Mb, disponer de dicha
secuencia re-anotada facilita mucho el calculo de los distintos estadisticos genético
poblacionales (véase siguiente seccidn), pues simplemente analizamos las bases
etiquetadas para la clase funcional en la que estamos interesados y que estan en
mayusculas. No obstante, debido a nuestro criterio de re-anotacion del genoma, se
debe destacar que no disponemos de las regiones intergénicas de aquellos genes que
yacen dentro de intrones, pues estas aparecen anotadas como secuencia intrénica.
Por esta razon, este tipo de secuencias intronicas que podrian confundirse
funcionalmente con secuencias intergénicas, y viceversa, no han sido analizadas. En
otras palabras, las secuencias intrénicas corresponden a las secuencias de aquellos
intrones sin otros genes anidados dentro y las secuencias intergénicas en ningin
caso funcionan como intrones. Ademas, tanto las regiones 5" como 3" de las regiones
intergénicas y UTRs han sido agrupadas bajo una misma etiqueta. Es decir, no se ha
distinguido entre las regiones aguas arriba y aguas abajo de los genes. Finalmente,
dentro de las regiones intergénicas sélo se han analizado las bases 5 kb adyacentes
(como maximo) a a iltima posicidn y la primera posicidn del iiltimo y primer exdn de
un mismo gen codificador, respectivamente. En cambio, para los intrones no se ha
aplicado ningun limite de longitud. En total el ~60% del genoma eucromatico de 0.
melanogaster ha sido re-anotado y ha pasado a la siguiente etapa del analisis que
corresponde al célculo del SFS y la estimacion de la divergencia (véase siguiente
seccion). EL resto (~40%), o bien corresponde a intrones con genes codificadores
dentro (de acuerdo a nuestros calculos y partiendo de las anotaciones génicas de
Drosophila alrededor de un 25% de los genes codificadores estan en intrones), 0 a
secuencias intergénicas que estan mas alla de 5 kb del exén mas cercano, o bien no

son ortdlogos uno a uno entre . melanogastery . yakuba.

Para los andlisis basados en genes codificadores autosémicos, la secuencia

codificadora de un gen estd representada por la secuencia codificadora de todos sus
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transcritos, no por la de su transcrito mas largo. De este modo nos aseguramos que
todas las secuencias codificadoras de un gen estan presentes en nuestro andlisis -
independientemente de si provienen de exones constitutivos o alternativos. No
obstante, en el genoma de DJrosophila hay exones que solapan parcialmente, en este
caso la secuencia que solapa sélo ha sido analizada para el exdn mas largo (en ningiin
caso hemos analizado la misma posicion dos o més veces). Solo aquellos genes sin
mutaciones polimdrficas de desplazamiento en el marco de lectura o codones stop
tempranos fueron analizados. Solo aquellos genes ortélogos uno a uno entre .
melanogaster y D. yakuba y sin gaps entre ambas secuencias de referencia fueron
analizados. La ausencia de gaps es importante para evitar que posibles errores de
alineamiento creen una correlacion positiva artificial entre nuestras estimas de la
tasa de mutacion (véase seccion 2.6) y la tasa de adaptacion (véase seccion 2.7).
Ademas, con tal de evitar que potenciales sitios reguladores del splicing solapen con
la secuencia codificadora, los 23 codones adyacentes a los intrones fueron
descartados tal y como se describe en Warnecke y Hurst (2007). Este filtro es
importante para evitar que genes con intrones tengan estimas inferiores de variacién
genética simplemente debido a la regulacion del splicing. Por tltimo, este estudio se
realizd sélo con los genes autosémicos porque de haber combinado genes del
cromosoma X con genes autosdmicos habriamos introducido un sesgo importante en
nuestro conjunto de datos. Los genes del cromosoma X tienen un patrdn de variacion
diferenciado del de los genes autosémicos (véase la seccion de discusion 4.2.2).
Ademas, el cromosoma X no tiene genes suficientes (menos de 900 que satisfagan
nuestros filtros) como para realizar un estudio independiente del mismo calibre que
el realizado para los genes autosomicos. En definitiva, el conjunto de datos final que
satisface todos nuestros criterios de calidad y filtros es de 6.141 genes codificadores.
Un conjunto de datos menor con 3.369 genes codificadores se ha utilizado también.
En este conjunto de datos los intrones cortos (menores a 66 pb) fueron utilizados
como alternativa a las posiciones 4-veces degeneradas para estimar la tasa de

evolucion adaptativa (véase seccion 2.7). Siguiendo el trabajo de Halligan y Keightley
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(2006), las posiciones 8-30 de intrones < 66 pb se utilizaron como secuencia de
referencia neutra. S6lo aquellos genes con dos de estos intrones y un porcentaje de
gaps (en la secuencia intronica) menor al 10% entre D. melanogaster y D. yakuba

fueron analizados.

ESTIMACION DEL ESPECTRO DE FRECUENCIAS (SFS) Y LA DIVERGENCIA

Para estimar el espectro de frecuencias para cada una de las clases funcionales
excluimos aquellas posiciones del genoma que mostraban un exceso de
heterocigotos residuales o un elevado porcentaje de bases sin especificar
(etiquetadas como N en los archivos fasta). Siendo més precisos, una posicion del
genoma ha sido descartada cuando menos de 128 cromosomas han podido ser
analizados. De este modo conseguimos analizar el 97.8% del genoma eucromatico
re-anotado siguiendo los pasos descritos anteriormente. Hemos reducido el nimero
de cromosomas analizados porque el método utilizado para estimar la distribucion de
coeficientes de seleccion de las nuevas mutaciones deletéreas y la tasa de
adaptacion (véase seccion 2.7), asi como nuestros nuevos estimadores de la eficacia
y fuerza de la seleccion purificadora (véase seccion 3.1), requieren que todas las
posiciones estén representadas por el mismo tamafio de muestra. La reduccion del
nimero de cromosomas inicial de 158 a 128 se realiz6 muestreando al azar sin
reemplazamiento cada posicién del genoma (después de descartar los heterocigotos
residuales y N). En definitiva, se utilizaron 128 cromosomas para estimar el minor

allele frequency (MAF), o folded site frequency spectrum (folded-SFS).

Para estimar la divergencia se cogié un cromosoma al azar de la poblacidn
norteamericana de 0. melanogaster y se compard como taxon externo con el genoma
de referencia de 0. yakuba. Se ha utilizado esta especie porque su genoma presentaba
una de las coberturas mds altas (9,1X) entre los genomas secuenciados por el

consorcio de los 12 genomas del género Drosophila (Drosophila 12 Genome Consortium,
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2007) y grupo de especies filogenéticamente mas cercanas a [. melanogaster. El
alineamiento entre las secuencias del proyecto DGRP, el genoma de referencia de J.

melanogaster y el genoma de referencia de 0. yakuba es publico y se encuentra en

http://popdrowser.uab.cat/ (Ramia et al. 2012). Ademas de su mayor cobertura, el
uso de la secuencia de 0. yakuba es mas adecuado para obtener estimas de
adaptacion mas precisas gracias al tiempo de divergencia dptimo transcurrido entre
las dos especies (Keightley y Eyre-Walker 2012). Si la variacion genética entre
especies es baja respecto a la variacion dentro de la especie (como es el caso de D.
melanogaster y D. simulans), las estimas de la tasa de evolucion adaptativa y la DFF
pueden estar sesgadas debido a la contribucién de polimorfismo ancestral a la
divergencia. Los autores proponen que la divergencia estimada a partir de especies
estrechamente emparentadas (como 0. melanogaster y D. simulans, o humanos y
chimpancés) puede inducir a subestimar la tasa de evolucion adaptativa en un ~10%
0 mas. Por tanto, utilizar [. yakuba permite obtener estimas mas fiables de la

seleccion adaptativa.

En este trabajo se han contado el nimero de los distintos sitios codificadores y no-
codificadores basandose en la posicion que ocupa en la secuencia. Centrandonos en
las secuencias codificadoras, hemos contado el nimero de sitios, polimorfismos y el
nimero de substituciones sindnimas y no-sinénimas para los sitios 0-veces (no-
sindnimos) y 4-veces degenerados (sindnimos) por separado - los sitios 2 y 3 veces
degenerados fueron descartados. No obstante, el hecho de haber definido los sitios
segun su posicion fisica implica restringir nuestro analisis a aquellos tripletes que
codifican el mismo amino acido en las dos especies (0. melanogaster - D. yakuba). Al
restringir nuestro analisis a aquellos codones que no muestran cambios no-
sindnimos asumimos que ese coddn no ha sufrido ninguna substitucion de cambio de
amino dacido. Esto nos ahorra tener que computar las distintas rutas mutacionales
que han podido ocurrir entre dos codones que difieren por mas de un cambio y es un

supuesto razonable dada la baja divergencia no-sindnima entre las dos especies.
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Los métodos mas sofisticados que existen para estimar la tasa de sustitucion
sindnima y no-sindnima (como el de Li 1993 y Goldman y Yang 1994) definen los sitios,
en cambio, como “oportunidades-mutacionales” - el nimero de sitios sindnimos
equivale al potencial nimero de mutaciones o cambios sindnimos. Lo mismo ocurre
para los sitios no-sindnimos. La razon principal para definir los sitios por posicidn
fisica fue que la definicion de los sitios como oportunidades-mutacionales puede dar
una vision incorrecta de la correlacion entre el sesgo en el uso de codones y la tasa
de sustitucion sindnima, ya que, para estos métodos el nimero de sitios sindnimos
[y con ello la tasa de substitucion por sitio) depende del propio sesgo en el uso de
codones (constltese Bierne y Eyre-Walker 2003). Como en este trabajo se ha
estudiado por separado el efecto de ambas variables; sesgo en el uso de codones y
tasa de sustitucion sinonima, sobre la tasa de adaptacion no-sindnima (véase seccion
3.3), utilizar un estimador de la tasa de substitucion sindnima que corrija para las

diferencias en el sesgo en el uso de codones entre genes carece de sentido.

Una vez hemos contado los sitios pertenecientes a cada clase funcional codificadora
y no-codificadora, en este caso siguiendo un criterio posicional, el nimero de
cambios observados en la secuencia entre [. melanogastery . yakuba debe corregirse
para la posibilidad de que maltiples mutaciones o cambios se hayan fijado en una
misma posicion desde la separacion de ambas especies (multiple-hits correction).
Existen multitud de métodos que permiten hacer esto, el método de Jukes y Cantor
(1969) y Tamura (1992) fueron los elegidos en nuestro caso para corregir las estimas
de divergencia en todas las clases de sitios. El método de Tamura (1992) permite dar
estimas mas precisas del nimero de substituciones cuando el contenido GC es
variable y hay un sesgo a favor de las transiciones (ts) en lugar de las transversiones
(tv) (situaciones que el método de Jukes y Cantor no considera). Es decir, el método
de Tamura (1992) captura la caracteristica principal del sesgo en el uso de codones
en el genoma nuclear de Drosaphila, que consiste en un enriquecimiento en 6C en la

iltima posicion de los codones (Moriyama y Hartl 1993; Akashi 1994; Duret y
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Mouchiroud 1999). Por esta razon las estimas de divergencia para las posiciones 4-
veces degeneradas que se muestran en esta tesis son las corregidas utilizando el
método de Tamura (1992). EL método de Jukes y Cantor (1969) ha sido el elegido para
corregir para multiples cambios en el resto de clases funcionales ya que no hay

grandes diferencias entre ambas metodologias para este tipo de sitios.

2.3 SIMULACIONES DE LOS ESTIMADORES DE LA SELECCION PURIFICADORA

2.3.1

Con tal de investigar en qué situaciones es adecuado aplicar los estimadores de la
seleccion purificadora que se han desarrollado en esta tesis, hemos llevado a cabo
simulaciones. Se han contemplado dos escenarios: (1) simulaciones donde
asumimos que los sitios segregan independientemente entre si (libre recombinacion)
y el censo efectivo es constante (véase seccion 2.3.1). Estas simulaciones han
servido para estudiar el efecto de distintas DFEs (distribution of fitness effects) y
numero de sitios segregantes sobre los nuevos estimadores (véase seccion 3.1.2). (2)
Simulaciones donde los sitios no segregan libremente (estén ligados) y el censo
efectivo fluctia a lo largo del tiempo (véase seccion 2.3.2). Estas dltimas
simulaciones han ayudado a conocer el efecto combinado de la interferencia entre

sitios y la demografia sobre nuestros estimadores (véase seccion 3.1.2).

LIBRE RECOMBINACIGN ENTRE SITIOS Y CENSO EFECTIVO CONSTANTE

Para aplicar nuestros estimadores necesitamos simular el SFS de sitios selectivos y
neutros para un tamafo de muestra, longitud de secuencia y tasa de mutacion dada.
Todas las simulaciones de esta seccion han sido computadas mediante ecuaciones
de difusion, mientras que las simulaciones de la siguiente seccién han sido

computadas mediante un simulador forward in time.

Para obtener el SFS simulado necesitamos computar primero el SFS esperado. El
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término esperado se refiere a lo esperado en el caso donde el nimero de sitios
segregantes del que disponemos para realizar las estimas es infinito. Una vez
tenemos el SFS esperado, el SFS simulado se obtiene muestreando un numero
limitado de sitios segregantes al azar (véase detalles mas abajo). EL SFS esperado en
la clase de sitios selecciondos ha sido computado utilizando la aproximacion de
difusion de Kimura (1983) donde el efecto de las nuevas mutaciones deletéreas sobre
la fitness (esto es la DFE) se ha modelado a partir de una distribucion gamma (la parte
negativa de esta). Estas simulaciones estan basadas en el trabajo de Eyre-Walker et
al. (2006) donde P,(j) es el nimero de mutaciones (o SNPs) seleccionados a

frecuencia j en una muestra de tamaro n:

Pn(i) = 2N,uL, fjooo fol D(QD: B: S)H(Ne: S, X)Q(Tl,j, x)dx -ds (2.1)

donde u es la tasa de mutacidn por sitio, N,, es el tamaio de poblacion efectivo, L,,

es el ndmero de sitios seleccionados y

(pssﬁ_le_(ps

OB (2.2)

D(¢,B,s) =

es la OFE de las nuevas mutaciones, la cual asumimos es una distribucién gamma
con parametro de forma, o shape parameter, 3. ¢ es el location parameter que guarda
relacion con la media de la distribucion o el efecto promedio de las nuevas

mutaciones sobre la eficacia bioldgica,y = N,s = B/¢.

1_e4NeS(1—x)
) 23)

x(1—-x)(1—e*Nes)

H(N,,s,x) = 2(

H(N,, s, x) es el tiempo que una nueva mutacién semidominante con coeficiente
de seleccion s (en el heterocigoto) pasa entre la frecuencia x y la frecuencia x +
dx (Wright 1938a). Finalmente,

n!

o) = {MT)! O R O TE I

(1 —-x)" sij=n/2
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es la probabilidad de observar una mutacion a frecuencia x en j de n secuencias.
Suponemos que las nuevas mutaciones beneficiosas contribuyen cuantitativamente
muy poco al SFS de los sitios seleccionados, pues permanecen poco tiempo
segregando en las poblaciones (véase figura 1.2), por esta razon no se han modelado

sus efectos.

EL SFS esperado de la clase de sitios neutros es mucho mas sencillo de computar.
P, (j) es el nimero de SNPs neutros a frecuencia j en una muestra de tamano n
(Eyre-Walker et al. 2006):

. 1 1
P.(j) = 4N,ulL, (; + nTj) (25
Ly es el nimero de sitios neutros en la secuencia. Tanto para el SFS de la clase de
sitios neutros como de la de sitios seleccionados desconocemos el estado ancestral
y derivado de las mutaciones, por lo tanto, un alelo de un SNP dialélico segregando a
frecuencia x es equivalente a un alelo de un SNP segregando a frecuencia 1 - x. A

este tipo de SFS se lo representa como MAF (minor allele frequency) o folded-SFS.

Para generar los SFS simulados necesitamos muestrear al azar un nimero limitado
de sitios segregantes a partir del SFS esperado. Para hacer esto primero
normalizamos el SFS neutro (y selectivo) esperado de modo que el sumatorio de todos
los alelos sea igual a 1. Es importante destacar que el tamafio de muestra (n)
utilizado para computar el SFS esperado y simulado es de 128 cromosomas o
individuos haploides. Esto es asi porque este ha sido el nimero de cromosomas que
hemos utilizado para estimar el SFS en la poblacion natural de 0. melanogaster en la
que se ha centrado esta tesis (véase seccion 2.2.3). Segundo, generamos una variable
aleatoria X a partir de una distribucidn de Poisson con media 6 L¢a. En nuestro caso,
por ejemplo, un gen promedio contiene 14 sitios segregantes sindnimos 4-veces

degenerados (estimas basadas en una poblacién norteamericana de 0. melanogaster
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donde 128 cromosomas fueron muestreados). Por lo tanto, 6L a = 14, donde L es
el ndmero de sitios sindnimos, 6 es la tasa de mutacion por sitio escalada por el
tamafio poblacional efectivo (6 = 4N, u) y a es la correccion de Watterson (a es
la suma de 1/i desde i = 1 a i = n-1) (Charlesworth y Charlesworth 2010; p. 29).
Finalmente, para cada valor de la variable X muestrearemos el nimero de sitios
segregantes correspondiente en proporcion a la frecuencia de dichos alelos en el SFS
normalizado. Es decir, si quisiéramos muestrear un (nico sitio segregante, este es
mas probable que esté a baja frecuencia que a frecuencia intermedia, simplemente
porque en el SFS normalizado hay mas alelos a baja frecuencia que a frecuencia
intermedia. A su vez, para generar el SFS simulado de sitios selectivos hay que tener
en cuenta que la seleccion purificadora disminuye el nimero de sitios segregantes
selectivos por sitio selectivo (p, ) en relacién al nimero de sitios segregantes
neutros por sitio neutro (ps) y ademas que la relacion sitio sindnimo - sitio no-
sindnimo es de 1 a 2 de acuerdo al codigo genético (L,, /L = 2). Por lo tanto, el
nimero de sitios segregantes promedio en el caso de las mutaciones seleccionadas
corresponde a 2py /ps X OLa, donde py y ps provienen del sumatorio de los
alelos de los respectivos SFS de las clases de sitios seleccionados y neutros

esperados.

Se ha estudiado el comportamiento de nuestros estadisticos (definidos en la seccion
de resultados 3.1) cuando el nimero de sitios segregantes del que disponemos es
limitado; esto sucede cominmente cuando queremos realizar estimas a nivel de un
solo gen. No es lo mismo disponer de 5 sitios segregantes que de 500, pues las
estimas basadas en un nimero mayor de sitios segregantes estaran sujetas a menor
error estadistico y seran mas fiables. Por lo tanto, nos hemos preguntado con cuantos
sitios segregantes es seguro aplicar nuestros estimadores. Para responder a esta
pregunta hemos calculado por un lado el valor promedio de los estadisticos utilizando
un namero limitado de sitios segregantes y por otro lado hemos calculado la

desviacion estandar de la media:
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2.3.2

Sg = \/%2;;1(15 — 0)? 26)

Donde E es el valor esperado (o verdadero) de los estadisticos, el cual definimos
como el valor obtenido utilizando infinitos sitios segregantes, O es el valor
observado con un ndmero limitado de sitios segregantes (donde se ha aplicado la
correccion +1 en el denominador [véase seccion 3.1]1) y n en este caso es el nimero
de iteraciones sobre una misma combinacion de parametros. Para este estudio n =
100. Hemos probado 3 valores promedio de sitios segregantes neutros: (1) los
encontrados a nivel de un gen prototipico de [. melanogaster, es decir 14 sitios
segregantes 4-veces degenerados, (2) los encontrados concatenando 10 de estos
genes (o 140 sitios segregantes) y (3) los encontrados concatenando 100 de estos
genes (o 1400 sitios segregantes). El nimero y el SFS de la clase de alelos
seleccionados dependen de la DFE, por lo tanto, no hemos impuesto ningun limite al

respecto.

En resumen, estas simulaciones nos han servido para conocer el efecto de distintas
DFEs sobre nuestros estimadores teniendo en cuenta consideraciones practicas como

el nimero de sitios segregantes disponibles.

SITIOS LIGADOS Y CENSO EFECTIVO VARIABLE
El objetivo de estas simulaciones es estudiar cémo afecta a nuestros estadisticos la
variacion en la tasa de recombinacion entre alelos y un cuello de botella reciente

asumiendo la DFE, tasa de mutacion y densidad génica estimada en 0. melanogaster.

Hemos utilizado simulaciones forward in time porque actualmente no hay forma
analitica de simular cambios en el tamaio de poblacion en presencia de seleccion [y

recombinacién). El software utilizado para computar el SFS de sitios selectivos y
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neutros y con ello investigar el comportamiento de nuestros estimadores bajo un
cuello de botella severo reciente (como el experimentado por nuestra poblacién
norteamericana de 0. melanogaster) ante distintas tasas de recombinacion se
denomina SFS_CODE (Selection on Finite Sites under Complex Demographic Events,
Hernandez 2008). Este programa es capaz de ejecutar simulaciones forward bajo una
gran variedad de modelos demograficos y distribuciones de coeficientes de seleccidn,
entre muchas otras opciones. Este programa de simulacion asume el modelo Wright-
Fisher (véase seccion 1.1.1), siguiendo un modelo de sitios finitos con seleccidn,
recombinacion (entrecruzamiento y/o conversion génica) y demografia para un
nimero arbitrario de poblaciones. La poblacion entera se sigue generacion tras
generacion desde el inicio de la simulacion hasta el momento del muestreo a
diferencia de lo que ocurre en simulaciones de coalescencia, donde la historia de una
muestra se simula hacia atras en el tiempo hasta su fundador (véase cuadro 2). El
programa genera por tanto una muestra de DNA, un alineamiento, en el que un sitio
ha podido mutar, seleccionarse y/o recombinar con otros varias veces a lo largo de la
simulacion. En este caso no tenemos que hacer el paso del SFS esperado al SFS

simulado, pues obtenemos directamente el SFS simulado a partir del alineamiento.

Para este trabajo hemos simulado 100 (oci codificadores de 1.25 kb separados por 9
kb de secuencia (neutra) no-codificadora, esta densidad génica equivaldria a la
encontrada en una region de 1,025 Mb del genoma de . melanogaster (Adams et al.
2000). La variacion en la tasa de recombinacion (entrecruzamiento en este caso) ha
sido simulada variando el valor del parametro p (p = 4N.r). Seis valores distintos de
p han sido estudiados: 0, 0°001, 0°01, 0°1, 0°2, 0°4. La diversidad nucleotidica neutra
esperada © (8 = 4N.u) es de 0,01 y equivale al valor promedio estimado en .
melanogaster en norteamericana (Singh et al. 2007; Sackton et al. 2009; Mackay et al.
2012; Langley et al. 2012; Pool et al. 2012). El tamano de poblacion simulado es de
1000 individuos diploides con un burn-in inicial de 10.000 generaciones, este burn-in

es muy importante, permite que la diversidad genética de las simulaciones no parta
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de 0 sino del valor esperado bajo el equilibrio mutacién-seleccion-deriva. E tamao
de muestra (n) utilizado para extraer el SFS simulado es de 128 cromosomas o
individuos haploides. Los valores de los parametros de la DFE son 8 = 0,3 (S esel
pardmetro de forma de la distribucion gamma asumida para modelar la DFE)y y =
N,s = 1000 (y es el efecto promedio de las nuevas mutaciones deletéreas).
Estos son los parametros de la DFF para nuevas mutaciones no-sinénimas estimados
por Keightley y Eyre-Walker (2007) en D. melanagaster. Asumimos que ninguna
mutacion (nueva o preexistente) es adaptativa. En las simulaciones con cuellos de
hotella los parametros estimados por Thornton y Andolfatto (2006) fueron los

utilizados. La figura 2.3 muestra el valor de dichos parametros.

N, No

time ———
FIGURA 2.3 Modelo demografico de referencia. Siguiendo a Tabla 2 del trabajo de Thornton y Andolfatto (2006) para una razon
entre la tasa poblacional de recombinacion y mutacion, p/@= 10 (esta es la relacién promedio genémica), la poblacion alcanza
el equilibrio en un tamafio poblacional Ny, se contrae a un tamafio Ny, y luego se vuelve a expandir al tamao Ny después de 4Nt

generaciones. La poblacion permanece 4Ny (0,0042) generaciones antes del muestreo actual. En nuestro modelo Ny = 1000
individuos diploides, Ny = 29y 4Nst = 0,015. [Figura tomada de Feder et al. (2012)].

J

EL SFS neutro (y selectivo) ha sido estimado concatenando directamente todos los
sitios segregantes sindnimos (y no-sinénimos) de los 100 loci codificadores. Se han
realizado 100 iteraciones para cada una de las 6 tasas de recombinacion estudiadas

y sobre estas 100 iteraciones se ha calculado el valor promedio y desviacidn estandar

( ]
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de los estadisticos con tal de conocer como la interferencia entre sitios y la
demografia afectan a nuestras estimas en relacion a lo esperado cuando los sitios
son independientes y el tamafio efectivo de poblacion permanece constante. En este
caso no es posible conocer el valor esperado con infinitos sitios, esto implicaria

simular un cromosoma de tamano infinito (computacionalmente imposible).

Ejemplo de instruccion para una simulacién en ausencia de recombinaciony un cuello
de botella:

Isfs_code 1100 -o fly --seed 10092015 --popSize 1000 -n 128 -t 0.01 -r 0.0 -W 2 0.00 11 0.3 0.0003
-L2001260 9000R -LgO0R-aCNR-Td 00.029 -Td 0.015 34.48 -TE 0.0197 -noSeq

Para extraer el SFS de sitios selectivos (y neutros) del output anterior (denominado
fly) para una muestra de n = 128 utilizamos el programa convertSFS_CODE
(Hernandez 2008).
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2.4 ESTIMACION DE LA TASA DE RECOMBINACION

La tasa de recombinacion a escala fina (Ces, del inglés Fine-Scale) utilizada en este
trabajo es una estima de alta resolucion, es la primera descripcion empirica de la
recombinacion gendmica a escala molecular obtenida en una especie (Comeron et al.
2012). Los autores afirman que el mapa es 50 veces mas detallado que el mapa de
entrecruzamiento de alta resolucion actual del genoma humano. En este trabajo
hemos utilizado la tasa de entrecruzamientos (no la conversion génica) en ventanas
no solapantes de 100 kb las cuales estan disponibles piblicamente en la direccidn

URL http://bioweb.biology.uiowa.edu/labs/comeron/recombination. Los marcadores

genéticos utilizados son SNPs y pequerios INDELS obtenidos de un subconjunto de 10
cepas de Carolina del Norte ademas de dos cepas africanas. El limite del tamaiio de
la ventana en nuestro analisis viene determinado por estas estimas de recombinacion
que solo estan disponibles en ventanas de 100 kb. Para mas detalles sobre la
obtencidn de las estimas de recombinacion y un resumen de los resultados mas

relevantes del trabajo de Comeron et al. (2012) consiiltese cuadro 5.

Para los analisis basados en ventanas cromosdmicas no solapantes de 1 Mb, la tasa
de recombinacidn de la ventana corresponde al promedio de las 10 ventanas de 100
kb que la integran. En cambio, para los resultados basados en agrupaciones de genes,
cada gen de nuestro conjunto de datos tiene asignada la tasa de recombinacion (en
cM/Mb) de la ventana cromosémica en la que se encuentra localizado - la coordenada
de los genes es Unica y corresponde a la posicion intermedia entre el primer
nucledtido del primer exdn y Gltimo nucledtido del dltimo exdn de dicho gen. La
recombinacion asignada al grupo de genes es el promedio de la recombinacidn

asignada a cada uno de los genes.
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CUADRO 5: CARTOGRAFiA GENOMICA DE LA RECOMBINACIGN A ALTA RESOLUCION EN 0. melanogaster
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Comeron et al [2012) estiman la tese de
recombinacion a alta resolucion en . melanogaster @
nivel gendmico en distintos individuos y distinguiendo
entre entrecruzamiento y conversion génica. Para ello,
se llevaron a cabo 8 cruces reciprocos entre 10 lineas
del proyecto DGRP, una linea de Madagascar y otra de
Papua Nueva Guinea. De los descendientes de estos
cruces (F1) se realizaron cruces hermano-hermana
para generar as lineas homocigoticas denominadas
RAIL (Recombinant Advanced Intercross Lines) (ver panel
A). Les hembras RAIL se cruzaron con machos /1
simulans. Finalmente, las hembras hibridas de 01
melanogaster se secuenciaron, se eliminaron [as
lecturas potenciales de [ simulans y se seleccionaron
aguellas que cartografiaban dnicamente en uno de las
dos lineas parentales. Asi, se pudieron obtener los
haplotipos [potencialmente recombinantes) de cada
brazo cromosémico de las distintas hembras hibridas
de cada cruce [ver panel A) (esquema de Comeron et
al [2012]).

La tasa de entrecruzamiento muestra el patron general
previamente conocido con una reduccién paulating
desde el inicio del tercio correspondiente @ [a regidn
centromérica avanzando en la direccién hacia el
centromero y una drastica reduccion en a proximidad
del telémero (ver panel B, donde ¢ = cM/Mb en
ventanas no solapantes de 100 kb). Sin embargo, se
observan que en las regiones previemente
consideradas de alta recombinacion (distintas de las
centroméricas 0 teloméricas) las tesas de
recombinacion varian entre 15 y 20 veces entre ellas.
Es decir que hay una gran heterogeneidad
intracromosomica para (a tasa de entrecruzamiento.
Ademds, la tasa de entrecruzamiento también muestra
heterogeneidad entre individuos o cruces (véase figura
2 de Comeron et al. [2012))
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El estudio de la conversidn génica mostro por otro lado que la distribucion de la tasa de conversion génica a lo largo de los
cromosomas es mucho més homogénea que [a tasa de entrecruzamiento, sin aparente disminucion en las regiones
centroméricas y teloméricas (ver panel C, donde y = /pb/meiosis hembra en ventanas no solapantes de 100 kb). Ademds, los
autores indican que la longitud de los fragmentos de conversion génica son en promedio de 518 pb y el ~83% de los sucesos
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recombinacion mayoritaria en [. melanogaster.

2.5 ESTIMACION DE LA DENSIDAD GENICA

Para estimar la densidad génica de la ventana donde yace un gen hemos utilizado
todos los sitios codificadores presentes en nuestro archivo de anotaciones (version
b.50). Primero hemos calculado la coordenada central de los genes de nuestro
conjunto de datos, la cual corresponde a la posicion intermedia entre el primer
nucledtido del primer exdn y ultimo nucledtido del Gltimo exdn de dicho gen.
Finalmente, hemos contado todos los sitios codificadores 50 kb aguas arriba y 50 kb
aguas abajo de la coordenada central. Cada gen tiene su propia estima de densidad
génica en ventanas de 100 kb. Esta densidad génica se ha correlacionado con la tasa

de adaptacion (véanse secciones 3.3.2 y 3.3.4) con tal de averiguar si la iHR es mayor

en aquellos genes sumergidos en regiones de alta densidad génica.
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2.6 ESTIMACION DE LA TASA DE MUTACION

Para analizar el papel de la tasa de mutacion sobre la tasa de adaptacidn (véase
seccion de resultados 3.3.3), hemos correlacionado la divergencia en las posiciones
4-veces degeneradas (K/) con la tasa de adaptacion no-sindnima (K;.) (definido en la
siguiente seccion). Sin embargo, K; y K. no son variables independientes, la estima
de K. depende de K, (consiltese seccién 2.7 expresion [2.14]), por lo tanto,
esperamos que K, y K. estén negativamente correlacionadas simplemente debido al
error de muestreo en K,. Para deshacernos de esta falta de independencia hemos
obtenido tres estimas independientes de K, a partir de tres muestreos de las
posiciones 4-veces degeneradas generado mediante una variable aleatoria
hipergeométrica multivariante (este sencillo “truco” estadistico es similar al
aplicado anteriormente en los trabajos de Smith y Eyre-Walker 2002; Piganeau y
Eyre-Walker 2009; Stoletzki y Eyre-Walker 2011; Gossmann et al. 2012).

La distribucion hipergeométrica sirve para modelizar procesos de Bernouilli con
probabilidades no constantes (sin reemplazamiento). La distribucion hipergeométrica
es especialmente util en todos aquellos casos en los que se extraigan muestras de
poblaciones finitas o se realizan experiencias repetidas sin devolucion del elemento
extraido o sin retornar a la situacion experimental inicial. Modeliza, de hecho,
situaciones en las que se repite un numero determinado de veces una prueba
dicotdmica de manera que con cada sucesivo resultado se ve alterada la probabilidad
de obtener en la siguiente prueba uno u otro resultado. Es una distribucion
fundamental en el estudio de muestras pequefias de poblaciones (también) pequefas
y en el calculo de probabilidades de juegos de azar. En nuestro caso, imaginemos a
los genes como urnas donde el nimero de posiciones 4-veces degeneradas que han
sufrido una fijacion (o substitucién) se encuentran representadas como bolas negras
(que denominamos D, ), mientras que el resto de posiciones 4-veces degeneradas
que no han sufrido ningdn cambio desde la separacion de ambas especies se

encuentra representado por bolas blancas (que denominamos L, — D,). La suma
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de bolas negras y blancas son el total de posiciones 4-veces degeneradas en dicho
gen (0 L,). Para cada gen hemos muestreado n posiciones 4-veces degeneradas al
azar sin reemplazamiento tres veces consecutivas utilizando la funcion de
probabilidad de una variable aleatoria con distribucion hipergeométrica:
Dg\(La—Dy
PX=x)= —(x)(Lj;-x (2.7)
()

donde n es el tamano de la muestra extraida (en este cason = L,/3), D, es el
nimero de elementos en la poblacidn original que pertenecen a la categoria deseada
y x es el nimero de elementos en la muestra que pertenecen a dicha categoria. En

concreto hemos generado las tres estimas de K, de la siguiente manera:

D, 1 = multivariateHypergeometric(D,, 0.33 x L), (2.8)
Dyp—3= Dy-Dyy, (2.9)
D, = multivariateHypergeometric{Dy 5 3, 0.33 X L), (2.10)
Dy3=D4y-Dyq-Dyy (2.11)

Donde Dy 1, Dy Y Dy 5 s0n el niimero de sitios 4-veces degenerados divergentes
después de elegir al azar un tercio de todas las posiciones 4-veces degeneradas del
gen tres veces consecutivas y sin reemplazamiento. Hemos dividido Dy 4, Dy, Y
D, 3 por /3 x L,, para obtener K, K.y Kis respectivamente. K;; ha servido para
ordenar los genes y asignarlos a grupos de acuerdo a su tasa de mutacidn, K;se ha
utilizado para estimar la tasa de substituciones no-sindnimas adaptativas (K.) y K

ha sido nuestra estima de la tasa de mutacion, la cual hemos correlacionado con ;..

Queremos probar si los genes con elevadas tasas de mutacion han perdido mas
substituciones adaptativas debido a la interferencia de Hill-Robertson (iHR). Para
hacer esto hemos dividido nuestro conjunto de datos en dos mitades iguales de
acuerdo a su tasa de mutacion. De nuevo, con tal de evitar que el error de muestreo

en nuestras estimas de K, genere una correlacion negativa con nuestras estimas de
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K., y con ello una subestima de la fraccidn de substituciones adaptativas perdidas
debido a la iHR, hemos estimado dos variables independientes de K;: K;;se ha usado
para ordenar y categorizar los genes de acuerdo a su tasa de mutacidn y K;,se ha
utilizado para estimar .. En este caso el nimero de posiciones 4-veces degeneradas

muestreadas utilizando la distribucion hipergeométrica para cadagenesn =L, /2:

D, 1 = multivariateHypergeometric(D,, 0.5 X L), (2.12)
D4_'2 = D4_ - D4'1 [213]

Hemos dividido D ; y D, , por /2 x L, para obtener K,y K, , respectivamente.

2.7 ESTIMACION DE LA ZF£ Y DE LA TASA DE EVOLUCION ADAPTATIVA

Para estimar la DFF de nuevas mutaciones deletéreas (Keightley y Eyre-Walker 2007)
y la tasa de evolucion adaptativa (Eyre-Walker y Keightley 2009) hemos utilizado el
paquete de programas contenidos en la versién descargable de DFE-alpha (versidn

2.14, disponible en URL: http://www.homepages.ed.ac.uk/pkeightl//software). Las

estimas basadas en genes individuales son a menudo indefinidas por la falta de sitios
segregantes (o divergentes), de modo que ha sido necesario combinar los datos de
multiples loci para estimar la OFF y la tasa de evolucion adaptativa. Por un lado,
hemos realizado estimas a nivel de ventanas de 1 Mb (las cuales disponen de
informacidn suficiente como para evitar estimas indefinidas), y por otro hemos
agrupado los genes en grupos de mas de 100 genes codificadores para evitar este
problema. Hemos ejecutado el programa para cada ventana o grupo de genes de

manera independiente.

Para aplicar este método es imprescindible tener una secuencia de referencia neutra
que sirva de hipdtesis nula para determinar la tasa de substituciones adaptativas y

la DFE en una secuencia diana particular (en este estudio esta secuencia diana son
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los sitios UTR, intergénicos, intronicos y codificadores 0-veces degenerados). Las
mutaciones puntuales que ocurren en las posiciones 4-veces degeneradas se han
considerado el mejor indicador (proxy) de la tasa y el espectro de frecuencias que
esperariamos encontrar en mutaciones puramente o efectivamente neutras. Aunque
para algunos analisis complementarios (véase seccion 3.3.1) los intrones cortos de

menos de 66 pb también han sido utilizados como referencia de neutralidad.

En la seccidn 1.3.3 se explic en detalle el fundamento de los métodos de tipo DFE-
alpha que combinan la inferencia de la demografia y la OFF estimada mediante
maxima verosimilitud con las estimas de la tasa de evolucidn adaptativa. Brevemente,
se dijo que DFE-alpha modela la DFE de nuevas mutaciones deletéreas que ocurren
en sitios putativamente funcionales asumiendo una distribucion gamma con dos
pardmetros: (1) el efecto promedio de las nuevas mutaciones sobre la eficacia
bioldgica, y = -N.s, y (2) un parametro de forma 8 que permite que la distribucion
pueda adquirir una gran variedad de formas, desde la distribucidn uniforme hasta la
exponencial. DFE-alpha puede modelar también un cambio instantaneo (en una sola
generacion), que ocurrid hace t; generaciones, del tamafo poblacional ancestral N,
al tamafio poblacional actual Nz utilizando la informacion almacenada en el espectro
de frecuencias de mutaciones putativamente neutras. DFE-alpha, por tanto, infiere y,
B, No/Ni y t, para dar estimas practicamente insesgadas de la fraccion de
substituciones adaptativas («) en los sitios funcionales. Esto se consigue
integrando la informacidn proveniente de la divergencia de sitios putativamente
funcionales (por ejemplo, los sitios 0-veces degenerados, K.) y neutros (como los
sitios 4-veces degenerados, ), y sus respectivos espectros de frecuencias, los
cuales deben ser previamente calculados por el usuario (véase seccidn 2.3.2). Por lo

tanto, la estima de « viene definida por la siguiente ecuacidn:

o = Ka=Ke ] 2NuV9)f (sly B)ds

e (2.14)
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Donde u(N, s) es la probabilidad de fijacion de una nueva mutacion funcional con
coeficiente de seleccion Ns (en este caso N = N.) que aparece en copia Gnica en una
poblacidn diploide de tamafio efectivo N (Kimura 1957, 1983) (consiiltese expresion
[1.2] en seccion 1.1.1). £ (s|y, B) es la funcion gamma utilizada para modelar la
DFE (consltese expresion [2.2]). Nuestras estimas de « dependen tanto de la
probabilidad de fijacion de las nuevas mutaciones efectivamente neutras y deletéreas,
esto es, la DFF y el efecto que tiene sobre ella la demografia, y la tasa de mutacion
neutra (en nuestro caso utilizamos K, como indicador). A partir de la estima de « es
sencillo obtener otros dos estadisticos cominmente utilizados para medir la tasa de
evolucion adaptativa, estos son: (1) el nimero de substituciones adaptativas por sitio
funcional (K,.= a x K;) y (2) el nimero de substituciones adaptativas en relacion al
nimero de substituciones neutras, o la tasa de mutacion (w4 = K./ K.) (Gossman et
al. 2010).

Aparte de estimar la tasa de adaptacion (utilizando wyen este caso) también se dan
estimas de la proporcion de mutaciones deletéreas con coeficientes de seleccion en
distintos rangos de N.s, estos son: -1 < N,s < 1 (efectivamente neutras), -10 < N.s < -
1 (ligeramente deletéreas) y Nes < -10 (fuertemente deletéreas). Esto se ha realizado
a través del programa prop_muts_in_s_ranges el cual forma parte del paquete de
programas de DFE-alpha. Para estimar la DFF de las nuevas mutaciones deletéreas
se ha utilizado el programa est DFE y para estimar la tasa de adaptacion se ha
utilizado el programa est_alpha_omega ambos programas se encuentran integrados

en el paquete OFE-alpha.
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2.8 ESTIMACION DEL SESGO EN EL USO DE CODONES

EL software CodonW (http://codonw.sourceforge.net/) (Peden 1999) ha sido utilizado
para estimar un indice que mide la frecuencia de los codones dptimos dentro de un
gen, este es Fop (frequency of optimal codons) (Ikemura 1981; Ikemura 1985; Ikemura
y Ozeki 1982). Es una medida especie especifica que mide el sesgo hacia aquellos
codones que parecen ser dptimos desde el punto de vista de la traduccion. Es una
sencilla razon entre el nimero de codones dptimos y el total de codones. Su valor va
de 0 (cuando un gen no contiene codones Gptimos) a 1 (cuando todos los codones de
un gen son dptimos). Para calcular Fop es necesario conocer previamente el conjunto
de codones dptimos para cada amino dacido, esto es lo que hicieron Shields et al.
(1988). Codonl dispone de esta informacion por defecto asi que para estimar Fop solo
se requiere disponer de la secuencia de ADN en formato fasta para cada gen. Estas
secuencias fueron descargas de http://flybase.org/ (versidn 5.50).

2.9 GENES DEL SISTEMA INMUNE Y EXPRESION SESGADA EN MACHOS

Si los genes que se han descrito que tienen elevadas tasas de adaptacion en
Drosaphila como los involucrados en el sistema inmune y/o de expresion sesgada en
machos (implicados en la produccion de esperma o especificos de testiculos por
ejemplo) (Obbard et al. 2009; Proschel et al. 2006; Haerty et al. 2007), se encuentran
sobrerrepresentados en aquellas agrupaciones de genes con mayor (o menor) tasa de
recombinacidn (véase seccion 3.3.1), densidad génica (véase seccion 3.3.2) o tasa de
mutacidn (véase seccion 3.3.3), entonces las correlaciones que encontremos entre
estas variables y a tasa de adaptacion podrian no depender ni de la recombinacidn,
ni de la densidad génica, ni de la tasa de mutacion diferencial entre grupos. Luego,
descargamos los términos Gene Ontology (GO) para el conjunto de 6.141 genes de la
seccion de resultados 3.3 desde el release 78 de Fruitfly utilizando el paquete de R
biomaRT (Durinck et al. 2005). Creamos una lista de términos GO relacionados con la

respuesta inmune, testiculos y produccion de esperma utilizando la herramienta
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2.10

2.10.1

QuickGO (Binns et al. 2009). Cuando un gen determinado tenia un término GO presente
en la lista anterior se etiquetaba como gen de sistema inmune y/o expresion sesgada
en machos, el resto de genes se etiquetaron como genes control. La lista de términos
GO que se utilizo para etiquetar a los genes se puede encontrar en la tabla Sé del
ANEXO.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico R (version
3.0.2) (R Core Team 2013) y en algunos casos la preparacion de los datos de entrada
se pre-procesaron con Bash y Perl scripting (véase seccion 2.11). R es un lenguaje y
entorno para computacion y graficos estadisticos. Es un proyecto GNU, es similar al
lenguaje Sy se ha desarrollado en los Laboratorios Bell por John Chambers y colegas

(https://www.r-project.org/).

CORRELACIONES, REGRESIONES Y ANCOVA

Se ha calculado el coeficiente para la correlacion de Spearman (o) utilizando la
funcion de R “cor.test” (del paquete de R base). La correlacion de Spearman mide
estadisticamente la interdependencia entre dos variables aleatorias contindas
utilizando una funcion monotdnica. Para calcular ps, los datos son ordenados y
reemplazados por su respectivo orden. Es decir, en esta prueba no importa tanto el
valor de los datos como su orden. Es una alternativa no paramétrica a la correlacion
de Pearson, pero mas robusta a desviaciones de la linealidad porque no asume una
relacion lineal entre las dos variables. Como alternativa no paramétrica a la prueba t
de Student y con tal de probar si, bajo la hipétesis nula, la distribucion de partida de
dos grupos (o muestras) independientes es la misma se utilizo la prueba de Mann-
Whitney U. En esta prueba, bajo la hipdtesis alternativa, los valores de una de las dos
muestras tienden a exceder a los de la otra. El valor p de la prueba se calculd

utilizando la funcién de R “wilcox.test” (del paquete de R base). En este estudio se

[125]



2.10.2

han realizado tres tipos de regresiones: lineales, no-lineales y locales, a lo largo de
los distintos apartados. Las dos primeras fueron ejecutadas utilizando la funcion de
R “nls” (del paquete de R stats) mientras que para la regresion local se utilizd la
funcion “loess” (del paquete de R stats). Para la regresion local aumentamos el
pardmetro span de 0,75 a 1. Aumentar el pardmetro span disminuye la suavidad (o
smoothness) de la curva y aumenta, por tanto, la robustez entre réplicas del boostrap.
Para comprobar si la funcion lineal explica mejor (o no) a relacidn entre la tasa de
recombinacion y K. que la funcidn no lineal utilizamos la funcion de R “ANOVA” (del
paquete de R base) el cual computa el Akike Information Criterion (AIC) para cada
modelo y el valor p del modelo con mas parametros respecto al modelo mas sencillo.
Tanto el anélisis de la covarianza (ANCOVA) como las regresiones mdltiples se han
llevado a cabo invocando la misma funcion de R, “lm” (del paquete de R base). Para
generar la variable aleatoria hipergeométrica de la seccion 2.6 hemos utilizado la
funcién de R “rhyper” (del paquete de R stats). En las figuras de este trabajo los
valores p entre 0,05 - 0,01 se representan con un asterisco, los valores p entre 0,01
- 0,001 se representan con dos asteriscos y los valores p menores a 0,001 se

representan con tres asteriscos.

ESTIMACION DEL EFECTO HILL-ROBERTSON EN EL GENOMA

Para estimar cuantas substituciones adaptativas de cambio de amino 4cido han
dejado de fijarse debido al efecto Hill-Robertson hemos procedido de la siguiente
forma. Siendo K, (), La(i) Y RR(;) la tasa estimada de .., el nimero total de
sitios 0-veces degenerados y la tasa de recombinacion promedio para el / grupo de
genes (agrupados de acuerdo a su tasa de recombinacion), respectivamente, hemos
realizado una regresion local (LOESS, de LOcal regrESSion) entre el valor de K;. y la
tasa de recombinacidn para el / grupo de genes. EL valor de la curva LOESS para cada
grupo / de genes lo denominamos K, . (;y" - este valor se interpreta como la tasa

predicha promedio de substituciones no-sinénimas adaptativas para genes con un
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2.10.3

valor de recombinacion igual al observado. Nuestra estima de K;. en ausencia de
interferencia de Hill-Robertson asumimos que es el promedio de valores de K;. para
genes con tasas de recombinacion > 2 cM/Mb y la denominamos K 0, .- El
nimero esperado total de substituciones no-sinénimas adaptativas en ausencia de

interferencia de Hill-Robertson es, por tanto:

Totaly, .o uri = Y(La@ X Katnopp) (2.15)

y el nimero de substituciones adaptativas perdidas debido a la interferencia de Hill-

Robertson es:

Totalg,, ... = X(Law X (Ka+nopp — Kar®") (2.16)

para aquellos grupos de genes con tasas de recombinacion < 2 cM/Mb. Finalmente,

la proporcidn de substituciones perdidas debido al efecto Hill-Robertson es:

MoK artose (2.17)

fHRl - TOtalKa+ no_HRi

Como el valor promedio de substituciones no-sindnimas adaptativas de la regresion
local puede ser negativo, hemos repetido el andlisis cambiando todos los valores
negativos de K, ;)" acero. Una vez tenemos a fy; estimada nos preguntamos si

esta es significativamente distinta de cero.

PRUEBA DE PERMUTACION, B007STRAPS, CALCULO DE INTERVALOS DE CONFIANZA Y
VALORES P

Para probar que los genes del sistema inmune y de expresion sesgada en machos
tenian realmente niveles de adaptacion (estimada mediante K;.) mayores al resto de
genes (Proschel et al. 2006; Haerty et al. 2007; Obbard et al. 2009) realizamos una
prueba de permutacion (permutation test). Brevemente, este tipo de test se basa en la
aleatorizacion de los datos y simula una distribucion nula con la que comparar

nuestro valor observado. Normalmente este tipo de test se aplica cuando

[127]



desconocemos la forma de la distribucion nula y no podemos aplicar un test
paramétrico clasico. Queremos saber si el valor de K. para los genes etiquetados
como genes del sistema inmune y de expresion sesgada en machos es
significativamente mayor al valor de K. encontrado para el resto de genes. Nuestro
estadistico es entonces la diferencia entre el valor de .. entre uno y otro grupo. En
nuestro caso el test de permutacion consiste en aleatorizar sin reemplazamiento
1.000 veces las etiquetas de los genes y estimar la diferencia entre K. para los dos
grupos aleatorizados de genes en cada réplica. Finalmente, calculamos el valor p
para el valor observado del estadistico - el valor p es la fraccion de la distribucion
nula que esta por encima del valor observado del estadistico (o el nimero de réplicas
con un valor del estadistico mayor al observado). ELvalor p es de una sola cola porque
queremos probar si los genes del sistema immune y expresion sesgada en machos
tienen mas cambios adaptativos que el resto de genes. K;. ha sido estimado mediante
el software DFE-alpha para cada grupo de genes (véase seccidn 2.7). La distribucidn

nula para el estadistico se puede encontrar en la figura S4 del ANEXO.

Para calcular el intervalo de confianza (IC) al 95% de la proporcidn de substituciones
adaptativas perdidas debido a la interferencia de Hill-Robertson (f;z;) hemos
realizado un remuestreo con reemplazamiento (bootstrap) 1.000 veces a nivel de gen.
Cada uno de los 1.000 conjuntos de datos aleatorizados lo hemos dividido en 45
grupos (de 136 genes cada uno) de acuerdo a su tasa de recombinacion y hemos
reestimado K. para cada grupo de genes independientemente utilizando el software
DFE-alpha (Eyre-Walker y Keightley 2009, véase seccion 2.7). Para cada conjunto de
datos aleatorizado hemos realizado una regresion local entre K. y la tasa de

recombinacidn (véase seccion anterior) y hemos restimado la f3;; (expresion [2.17]).

Para probar si los genes con altas tasas de mutacidn (y/o elevada densidad génica)
han perdido mas substituciones adaptativas que los genes con bajas tasas de

mutacidn (y/o baja densidad génica), hemos aprovechado el hootstrap anterior a nivel
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de gen y cada una de las 1.000 réplicas la hemos dividido en dos mitades iguales,
primero de acuerdo a los niveles de densidad génica y después de acuerdo a la tasa
de substitucidn en las posiciones 4-veces degeneradas (K;). No obstante, antes de
ordenar y categorizar los genes por sus niveles de K, hemos generado dos estimas
estadisticamente independientes de K; (muestreando a partir de una distribucion
hipergeométrica, constltese seccion 2.6); esto es necesario para evitar que el modo
en el que hemos categorizado los genes afecte nuestros resultados. Una vez tenemos
las dos estimas independientes de K, utilizamos K para definir los grupos de altay
baja tasa de mutacion y K, para estimar K. Finalmente, estimamos la fyg;
(expresion [2.18]) para cada réplica del bootstrap y cada una de las 4 categorias de
genes, las cuales hemos denominado del siguiente modo: GenH-MutH (high gene
density and high mutation rate genes), GenH-MutL (high gene density and low mutation
rate genes), GenL-MutH (low gene density and high mutation rate genes), y GenL-MutL

(low gene density and low mutation rate genes).

Con tal de probar si el f,x; difiere entre las distintas categorias de genes hemos

calculado el estadistico Z con la siguiente expresion:

zZ= fHRi(GenH—MutH) - fHRi(GenL—MutL) (2.18)

donde fyRi(Gent-muer) €S @ proporcion de substituciones adaptativas pérdidas
en genes con elevadas tasas de mutacion localizados en regiones de alta densidad
9€nicay furi(Gens—mucL) €S @ proporcion de substituciones adaptativas pérdidas
para genes con bajas tasas de mutacion en regiones de baja densidad génica. Hemos
realizado todas las combinaciones posibles entre los 4 grupos de genes para obtener
6 distribuciones distintas del estadistico Z. Finalmente, para cada distribucion Z
hemos calculado el valor p de una sola cola contando el nimero de réplicas con un
valor mayor (o menor) a cero. Del mismo modo, para probar si el promedio de .
difiere entre categorias de genes hemos substituido a f;;z; por el promedio de K.

en la expresion (2.18).
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2.11

SOFTWARE X SCRIPTS

Las simulaciones analiticas han sido implementadas en un Notebook de Mathematica
el cual puede consultarse en el ANEXO. Las simulaciones forward in time fueron
ejecutadas con el software SFS_CODE (Hernandez 2008), para extraer el espectro de
frecuencias de sitios sindnimos y no-sinénimos se utilizc el programa
convertSFS_CODE (Hernandez 2008). Para generar la secuencia re-anotada necesaria
para el analisis por ventanas no solapantes se utilizé el software desarrollado por
Ramia etal. (2012) (seccidn 2.2.1, el codigo en Perl se recoge en el ANEX0). El contaje
del nimero de sitios, substituciones, la correccion de Jukes y Cantor (1969) y el
calculo del SFS se realizd a través de scripts de Perl que integran tanto cddigo genuino
como partes de codigo procedente de: PDA2 (Casillas y Barbadilla 2006), MKT (Egea
et al. 2008), popDrowser (Mackay et al. 2012; Ramia et al. 2012) y VariScan 2 (Hutter
etal. 2006), mientras que la correccion de Tamura (1992) se realizd a parte utilizando
el software MEGA-CC (Kumar et al. 2012) integrado en un pipeline de Bash (véase
seccion 2.2.2, todo estos scripts se recogen en el ANEXO). Para estimar la DFE de
nuevas mutaciones deletéreas (Keightley y Eyre-Walker 2007) y la tasa de evolucion
adaptativa (Eyre-Walker y Keightley 2009) hemos utilizado el paquete de programas
contenidos en la version descargable de DFE-alpha (version 2.14, disponible en URL:

http://www.homepages.ed.ac.uk/pkeightl//software).  El  software  CodonW/

(http://codonw.sourceforge.net/) (Peden 1999) ha sido utilizado para estimar el
sesgo en el uso de coddn. Creamos una lista de términos GO relacionados con la
respuesta inmune, testiculos y produccion de esperma utilizando la herramienta
QuickGO (Binns et al. 2009). El analisis estadistico se realizd con el paquete
estadistico R (versidn 3.0.2) (R Core Team 2013) (seccion 2.10); todos los scripts de R

estan disponibles previa peticion a D. Castellano (email: castellanoed@runbox.com).

Finalmente, para realizar todos los graficos se utilizd la biblioteca ggplot? (Wickham
2009).
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RESULTADOS

En el primer bloque de resultados (seccion 3.1) se han desarrollado dos estimadores
puntuales que miden la accidn de la seleccidn purificadora. Estos estimadores son:
d, y b. Mediante simulaciones se ha estudiado cdmo la DFE, el numero de sitios
segregantes, la seleccion en sitios ligados y la demografia afectan a las propiedades
de dichos estimadores. En el segundo bloque (seccién 3.2) se han comparado
nuestros estimadores con estimadores preexistentes de la OFE de nuevas mutaciones
deletéreas (Keightley y Eyre-Walker 2007) y se ha estimado la tasa de evolucidn
adaptativa (Eyre-Walker y Keightley 2009) a lo largo del genoma codificador y no-
codificador de 0. melanogaster. Ademas, se ha estudiado el papel de la tasa de
recombinacién sobre la proporcién de mutaciones efectivamente seleccionadas. En
el tercer y dltimo blogue (seccion 3.3) se ha investigado el papel de la tasa de
recombinacidn, la tasa de mutacidn y la densidad génica sobre la tasa de evolucidn
adaptativa de mutaciones puntuales de cambio de amino acido. Finalmente, se ha
cuantificado cuantas substituciones adaptativas de este tipo se pierden debido a la

interferencia de Hill-Robertson (iHR).

3.1 DEFINICION DE LOS NUEVOS ESTIMADORES DE LA SELECCION NEGATIVA

Nuestros estimadores estan inspirados en la prueba de McDonald y Kreitman (1991)
y se basan el constraste del espectro de frecuencias de sitios putativamente
seleccionados y sitios putativamente neutros (véase seccion 1.3.2). EL primero de los
estimadores es el constrefimiento en la fase polimdrfica para una muestra de tamaiio

n el cual denominamos d,,,

L
d. =1— Psel/Lsel (3.1)
n (Pneut1)/Lneu
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donde pg,; es el nimero de sitios segregantes y Lg,; es el nimero de posiciones
pertenecientes a la clase putativamente seleccionada, respectivamente. p,,.,, €S el
nimero de sitios segregantesy L,,.,, €s el nimero de posiciones pertenecientes a la
clase putativamente neutra, respectivamente. Aradimos un +1 en el denominador
para evitar estimas indefinidas cuando no hay variantes neutras presentes. Las
implicaciones de esta correccion han sido estudiadas en la seccién 3.1.1. En el
andlisis de la variacion del genoma codificador, los sitios selectivos suelen ser los
sitios 0-veces degenerados o no-sindnimos y los sitios neutros son los sitios 4-veces
degenerados o sinénimos. Aunque la seleccion también puede buscarse en las
regiones transcritas pero no traducidas (UTRs), regiones intergénicas o intrones, y
otros sitios potencialmente sometidos a seleccion como pequefias secuencias
reguladoras o lugares de union a factores de transcripcion. Ademas de los sitios
sindnimos, en 0. melanogaster también se tratan a las mutaciones puntuales que
ocurren en intrones cortos < 66 pb como estandar de variacion neutra (Halligan y
Keightley 2006; Parsch et al. 2010).

El valor estimado de d,, estd comprendido entre 0y 1y depende fuertemente de la
DFE, pues la probabilidad de que una mutacion seleccionda segregue respecto a una
mutacién neutra en una muestra de tamaio n es una funcién directa del coeficiente
de seleccion de la primera. Por ejemplo, la probabilidad de que un sitio neutro
contenga un polimorfismo (en el equilibrio mutacion-deriva, Ps,) en una muestra de
tamano n = 128 es Py, = Ba,donde O es un estimador de la variacion neutra en
equilibrio mutacidn-deriva (Tajima 1983) y a es la correccion de Watterson (a es la
suma de 1/i desde i = 1 a i = n-1) (Charlesworth y Charlesworth 2010; p. 29). En
poblaciones no africanas de Drosophila donde la n sinénima es ~ 0,01 esto equivale a
un ~5.4% para una muestra de n = 128. En cambio, a probabilidad de que un sitio
selectivo contenga un polimorfismo (en el equilibrio mutacién-seleccion-deriva) en

una muestra de tamafio n = 128 es Py, = nB/(4N.s,) (Loewe et al. 2006, expresion [8]),
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donde sy es el coeficiente de seleccidn del heterocigoto. Una mutacion con 4N.s; =
100 tiene una probabilidad de segregar del ~24% respecto a una mutacion neutra en
una muestra de n = 128, pero tan solo de un ~3% en una muestra de n = 8. Ambos
tipos de mutacion tendran una probabilidad muy similar de segregar cuando n sea ~
590. Por lo tanto, esperamos una relacion negativa entre d,, y el coeficiente de
seleccion de nuevas mutaciones deletéreas (y una relacion negativa entre d,, y n
para un mismo coeficiente de seleccion, véase seccion 4.1), las propiedades de esta

relacion dependeran de la DFF para las nuevas mutaciones que ocurran en dicho gen.

Nuestro segundo estadistico estima el exceso de variantes seleccionadas a baja

frecuencia respecto a las variantes neutras a baja frecuencia y lo denominamos b.

b= Dsel<s% _ Pneu<s% (3.2)
Dsertl Pneutl .

Donde psei<soy ¥ Preucsoy, SON el nimero de sitios segregantes de las clase
seleccionada y neutra por debajo del 5%, respectivamente. No hemos observado
diferencias cualitativas en las estimas si disminuimos o aumentamos hasta el 15%
este valor umbral arbitrario. Podemos interpretar b intuitivamente como la
proporcion de sitios segregantes selectivos que podrian estar sometidos a seleccidn
purificadora directa. Es decir, si b = 0,2 diremos que de todos los sitios segregantes
de la clase seleccionada, un 20% de ellos segregan en exceso a baja frecuencia
respecto a lo esperado para mutaciones neutras, esto es una evidencia de que estos
sitios estan sometidos a seleccion negativa (en la seccion 3.1.3 se muestra como,
dependiendo del numero de sitios segregantes, este valor sera o no estadisticamente
significativo). ELvalor estimado de b esté comprendido entre 0y 1y depende también
de la DFE, pues el hecho que el espectro de frecuencias de mutaciones seleccionadas
bajo el equilibrio mutacion-seleccion-deriva esté enriquecido en variantes a baja
frecuencia respecto el espectro esperado para mutaciones neutras es una funcion
directa de la DFE.
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3.1.1

SIMULACIONES CON SITIOS QUE SEGREGAN LIBREMENTE

Se han levado a cabo simulaciones para investigar el comportamiento esperado de
nuestros estadisticos bajo condiciones especificadas. Hemos obtenido datos
mediante la aproximacion de ecuaciones de difusion (Kimura 1983) donde los sitios
segregan independientemente entre si, la poblacion esta en equilibrio mutacion-
seleccion-deriva y el censo efectivo es constante (véase seccién 2.3.1 para mas
detalles sobre las simulaciones). En estas simulaciones se han explorado 15 DFFs
distintas (tabla 3.1) y se ha cuantificado el hecho que las estimas se basen en pocos
sitios segregantes. No contemplamos la aparicion de nuevas mutaciones
beneficiosas ya que estas permanecen poco tiempo segregando en las poblaciones
(figura 1.2B). ELnimero de sitios segregantes neutros simulados para la clase neutra
es variable y corresponde al valor observado en nuestra poblacién norteamericana de
D. melanogaster para una muestra de tamafio n = 128 a nivel de 1 gen, 10 genes, 100
genes e infinitos genes. La mediana para el numero de sitios segregantes sindnimos
4-veces degenerados por gen en nuestra poblacion es de 14 y la media de 15,2 (para
n = 128). EL nimero de sitios segregantes simulados en la clase seleccionada

depende ademas de la OFE.

TABLA 3.1 COMBINACION DE PARAMETROS DE LA DISTRIBUCIGN GAMMA UTILIZADA PARA SIMULAR LA ZFF

B N,s

0.1 -10 -100 -1000
0.3 -10 -100 -1000
0.5 -10 -100 -1000
0.7 -10 -100 -1000
0.9 -10 -100 -1000
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La figura 3.1 A-C muestra una relacion positiva entre la media observada de d,, y el
parametro que determina la forma de la distribucion gamma,
B (shape parameter) que hemos utilizado para modelar la DFE. Esta relacion es
positiva para los tres efectos promedio de las nuevas mutaciones deletéreas sobre la
fitness, |N,s| (10, 100 y 1000). Esto es asi porque a medida que el parametro de
forma aumenta, la distribucion se hace mas platicdrtica, o uniforme, y la proporcidn
de mutaciones seleccionadas (N.s < -1) respecto a las mutaciones efectivamente
neutras (- 1<N.s < 1) aumenta. A su vez, para un mismo pardmetro de forma, cuando
el |N,s| promedio aumenta, aumenta la fuerza de la seleccion y d,,. Como es de
esperar la fraccion de mutaciones selectivas segregando en exceso a baja frecuencia
respecto a las mutaciones neutras b, también aumenta con el parametro de formay
con |N,s| (figura 3.1 D-F). ELimpacto de la correccion (+1) aplicada a los sitios
segregantes en el denominador (véanse expresiones [3.1] y [3.2]) sobre las estimas
de d,, y b es silo apreciable cuando las estimas se realizan a nivel de un gen (figura
3.1). En este caso la correccidn introduce un sesgo menor respecto al valor esperado

con infinitos sitios.

A primera vista ambos estimadores parecen buenos estimadores de la intensidad de
la seleccion purificadora, pues el valor promedio obtenido tras 100 réplicas con un
nimero de genes limitado esta muy cerca del valor esperado con infinitos genes.
Ademas, el valor de ambos estadisticos aumenta al aumentar el |N.s| promedio de
las nuevas mutaciones y/o al aumentar la proporcion de mutaciones efectivamente
seleccionadas (). No obstante, en la figura 3.2 observamos como el s (que aparece
como RMSE, root mean square error, en la figura por sus siglas en inglés), esto es la
desviacion estandar de las estimas respecto al valor verdadero (consiiltese seccion
2.3.1 y expresion [2.6] para una definicion mas formal), es considerablemente
elevado tanto para d,, (figura 3.2 A-C) como para b (figura 3.2 D-F) a nivel de 1 gen
respecto al valor esperado bajo un nimero infinito de sitios segregantes, pero a partir

de 10-100 genes las estimas obtenidas estan muy cerca del valor esperado.
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3.1.2

Cuando la fuerza de la seleccion es baja (IN,s| = 10) y la proporcién de mutaciones
efectivamente neutras es alta (B = 0,1) las estimas de d,, son peores (s alto)
debido al aumento de la estocasticidad en el nimero de sitios segregantes en la clase
hajo seleccidn (figura 3.2A). En cambio, el s de las estimas de b parece depender

principalmente del nimero de genes y no tanto de la OFF (figura 3.2 D-F).

En resumen, a nivel de gen vemos mucha variacion en las estimas de d,, [y b)
simplemente debido al error de muestreo. La variacién en d,, [y b) a esta escala no
es variacion genuina o sistematica, no es debida a que estos genes tengan distintas
DFEs, es variacion que proviene del error estadistico inherente a estimas basadas en
tan pocos datos, o sitios segregantes. No es adecuado utilizar estos estimadores a
nivel de gen, pero con tan solo 10 genes las estimas son muy precisas, y con 100

rozamos el valor verdadero esperado con infinitos sitios segregantes.

SIMULACIONES CON SITIOS LIGADOS Y DEMOGRAFiA

El hecho que ambos estimadores relativicen la variacion selectiva respecto a la
variacion neutra deberia permitirnos controlar a priori los efectos de la demografia y
la interferencia entre alelos sobre ambos tipos de sitios. Sin embargo, cabe la
posibilidad que bajo condiciones de no-equilibrio las mutaciones neutras y selectivas

muestren dinamicas poblacionales diferentes.

Para estudiar el comportamiento de nuestros estimadores en situaciones mas
realistas, fuera del equilibrio, estos han sido aplicados sobre datos obtenidos
mediante simulaciones (forward in time) (Hernandez 2008) donde la DFF, la tasa de
mutacidn, la densidad génica, la tasa de recombinacidn y la demografia (esto es un
cuello de botella severo y reciente) se asemejan a la inferida en 0. melanogaster en
otros trabajos (véase seccion 2.3.2). En esta ocasién hemos simulado una tinica DFE

con [N,s| = 1000 y B = 0’3, estos son los parametros de la DFF para nuevas
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mutaciones no-sindnimas estimados por Keightley y Eyre-Walker (2007) en D.

melanogaster. Hemos simulado una region con 100 genes (de 1,25 kb) espaciados por

9 kb de ADN no-codificador (neutro) para 6 valores de recombinacion distintos. Esto

equivale a una region de poco mas de una Mb. Finalmente, hemos estimado d,, y b

agrupando directamente todos los sitios segregantes en los 100 genes. Consultese

seccion 2.3.2 para conocer los detalles de estas simulaciones.
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La figura 3.3A muestra como la media de d,, disminuye (hasta un ~30%) respecto a
los valores esperados bajo segregacion independiente y censo efectivo constante a
medida que la razén r /1 se reduce. Es importante destacar que a partir de r /p> 1
la media (y desviacion estandar) bajo demografia y sitios ligados es muy similar a la
encontrada bajo segregacion independiente y censo efectivo constante. La media de
d,, bajo demografia y sitios ligados para /> 1 es tan solo un 2-3% superior a la
estimada bajo independencia entre sitios y censo efectivo constante. La figura 3.3B
muestra que aunque la desviacion estandar de las estimas en presencia de
interferencia entre sitios y demografia es bastante mayor a la esperada bajo
segregacion independiente, sobre todo para valores muy bajos de '/, parece que
sigue siendo seguro aplicar d,, a esta escala pues en el peor de los casos (cuando

/= 0) tenemos una desviacion estandar en las estimas de tan solo un 9.3%.

La figura 3.3C muestra como la media de b es ~40% menor a la esperada bajo
segregacion independiente parar /< 1 pero un ~ 40% mayor a lo esperado para
r /> 1. Lafigura 3.3D muestra de nuevo que para tasas de recombinacion muy bajas
la desviacion estandar de las estimas aumenta, pero sin anular la aplicabilidad del
estadistico. La reduccion de b para valores bajos de /. se debe a la reduccion de
la eficacia de la seleccion purificadora en regiones de baja recombinacion que hace
que ambos espectros de frecuencias (selectivo y neutro) se asemejen mas entre
ellos. En cambio, el aumento de b para valores intermedios y altos de 7 /. puede ser
debido, o bien a un incremento de a fraccion de alelos selectivos segregando a baja
frecuencia o bien a una reduccion de la fraccion de alelos neutros segregando a baja
frecuencia, 0 a ambos procesos a la vez. La eliminacidn de alelos a baja frecuencia (<
h%) es esperable tras un cuello de botella severo reciente (Allendorf 1986; Denniston
1978; Nei et al. 1976; Maruyama y Fuerst 1985; Watterson 1984; Luikart et al. 1998),
como el experimentado por las poblaciones no africanas de 0. melanogaster. La
pregunta es entonces si los alelos neutros se veran mas afectados por el cuello de

botella poblacional que los alelos selectivos, pues sdlo de este modo podriamos
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explicar el incremento en b. La figura 3.4 muestra la distribucion de la fraccion de
alelos neutros y selectivos segregando a una frecuencia < 5% parar /=10 cony
sin cuello de botella reciente y el caso donde los sitios segregan independientemente
y el censo efectivo es constante. Segtn el trabajo de Thornton y Andolfatto (2006)
r/u= 10 es el valor promedio gendmico para J. melanogaster. Podemos observar
como tanto la fraccion de alelos seleccionados como la fraccion de alelos neutros es
menor después de un cuello de botella reciente, independientemente de si los alelos
segregan o no libremente. Sin embargo, la reduccion es mayor para los alelos
neutros, pues estos se reducen un 44% mientras los seleccionados se reducen tan
solo un 16% respecto a lo esperado para una poblacion de censo constante. Por lo
tanto, la reduccion de los alelos neutros a baja frecuencia producida por el cuello de
botella parece ser la responsable de inflar el valor promedio de b respecto a lo
esperado en ausencia de cuello de botella (tanto parar/p = 10 como cuando los

sitios segregan independientemente).
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FIGURA 3.4 Fraccion de alelos neutros (A) y selectivos (B) por debajo del 5% ante distintos escenarios evolutivos. EL primer
diagrama de caja de ambos paneles representa la proporcion de alelos < 5% para simulaciones con sitios independientes y censo
constante, el sequndo diagrama de caja muestra el caso de sitios no independientes (con r/p = 10) en una poblacidn que ha sufrido
recientemente un cuello de botella, y el dltimo diagrama de caja es equivalente al primero pero con sitios que no segregan
independientemente (donde r/y = 10). Cada diagrama de caja se ha estimado con 100 valores.
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3.13

En resumen, ambos estadisticos no solo informan sobre la DFF (figura 3.1), sino
también informan sobre la eficacia de la seleccion purificadora, ya que, para valores
extremadamente bajos de recombinacion, tanto d,, como b disminuyen, indicando
una menor eficacia de la seleccion purificadora debido a la disminucidn del N, para
mutaciones seleccionadas (efecto Hill-Robertson). En este caso solo contemplamos
la seleccion de fondo, nuestras simulaciones no incorporan mutaciones beneficiosas
(véase seccion 2.3.1). No obstante, en presencia de cuellos de botella recientes el
estadistico b sobreestima la fuerza y/o la fraccion de nuevas mutaciones deletéreas
mientras que el estadistico d,, parece bastante robusto a la demografia (como

minimo a la demografia descrita para 0. melanogaster) (figura 3.4).

ESTIMACION DEL VALOR P DE LOS ESTIMADORES d, Y b

Las teorias neutralistas (Kimura 1969a; Ohta y Kimura 1971) contemplan que la gran
mayoria de las nuevas mutaciones son tan deletéreas como para no segregar en la
poblacion o segregar a frecuencias bajas, y en todo caso, lo suficientemente
deletéreas como para no contribuir a las diferencias entre especies. Nuestro
estadistico d,, debe interpretarse como una evidencia a favor de la accion reciente
de la seleccion purificadora fuerte y no como una refutacion de la teoria neutralista
(de hecho, la refuerza). A su vez, estimas significativas de b estan apoyando, 0
demostrando, una de las predicciones mas importantes de la teoria casi neutra (Ohta
y Kimura 1971); la presencia de alelos ligeramente deletéreos (-10 < Nes < -1)
segregando a baja frecuencia. Para conocer si nuestras estimas de d,, y b son
significativas estadisticamente debemos contrastar el valor de los estadisticos
usando datos reales con el valor de los estadisticos esperado bajo la hipdtesis nula
(véase seccion 1.3.2). En este caso la hipdtesis nula es aquella donde los sitios
putativamente seleccionados son en realidad todos neutros (esto es lo que sucederia
en un pseudogén por ejemplo). Dicha distribucién nula debe ser estimada ad hoc pues

depende del nimero de sitios segregantes implicados.
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distribucion se estrecha, siendo mds facil obtener resultados significativos. Cada distribucién contiene 10 millones de valores
obtenidos tras calcular el valor de nuestros estadisticos bajo a hipGtesis nula, esta es aquella donde los sitios putativamente
seleccionados son todos neutros. Para hacer esto hemos generado dos variables aleatorias (muestreando a partir de una distribucion
de Poisson), una variable actda como clase neutra y otra actda como clase seleccionada. Para estimar el valor p de cada ventana y
clase funcional a lo largo del genoma (véase seccidn 3.2) se ha realizado una distribucion nula ad hoc de acuerdo al total de posiciones
y sitios segregantes de (as clases de sitios putativamente neutros y seleccionados presentes en dicha ventana.
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El valor p de cada prueba corresponde a la proporcidn de a distribucion nula que es
superior (o inferior) al valor observado de d,, 0 b. La figura 3.5A muestra ejemplos
de las distribuciones nulas que esperariamos encontrar a nivel de 1, 10 y 100 genes
(promedio) en nuestra poblacion norteamericana de D. melanogaster. Cuando
analizamos grupos de 100 o mas genes todos los valores de d,, > 10,06] seran
significativos (por encima, o por debajo, de |0,06] sélo estan el 5% de los valores de
a distribucidn nula), en cambio a nivel de 1 gen los valores significativos seran sélo
aquellos con d > [0,5]. En este trabajo hemos calculado d,, y b en ventanas no
solapantes de 1 Mb a lo largo del genoma de 0. melanogaster (donde en promedio hay
~110 genes codificadores y mucha méas secuencia no-codificadora asociada) (véase
siguiente seccin). Para cada ventana y clase funcional putativamente seleccionada
(region intergénica, UTR, intrdn y posiciones 0-veces degeneradas) hemos estimado
la distribucion nula del estadistico d,, y b de acuerdo al nimero de sitios
segregantes 4-veces degenerados, el total de posiciones 4-veces degeneradas y el
total de posiciones putativamente seleccionadas presentes en dicha ventana (figura

3.5 para mas detalles).

3.2 ESTIMACION DE LA HUELLA DE LA SELECCION NATURAL A LO LARGO DEL
GENOMA CODIFICADOR Y NO-CODIFICADOR DE Drosophila melanogaster

Los estadisticos d,, y b fueron aplicados en el articulo original del proyecto DGRP
(Mackay et al. 2012) sobre una poblacion norteamericana de D. melanogaster. En
andlisis posteriores (no publicados) se han aplicado los estimadores existentes de la
DFE (Keightley y Eyre-Walker 2007) sobre el mismo conjunto de datos y comparado
los resultados con los resultados obtenidos mediante nuestros estimadores. La
ventaja afadida de los métodos que estiman la OFF cuantitativamente respecto a
nuestros estimadores puntuales es que estos pueden corregir mejor el efecto de las
mutaciones ligeramente deletéreas sobre las estimas de la adaptacion (Eyre-Walker

y Keightley 2009). Todas las estimas en esta seccién han sido realizadas sobre
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3.2.1

ventanas cromosomicas no solapantes de 1 Mb (en promedio cada Mb eucromatica
contiene unos 110 genes - estamos dentro de la zona de confianza de nuestros
estimadores). La tabla 3.2 muestra el nimero de bases analizadas para cada clase
funcional: region intergénica, intrones, UTRs y sitios 0-veces degenerados, en
autosomas y el cromosoma X por separado. Los detalles de los criterios para incluir,
excluir y anotar cada base del genoma se pueden consultar en la seccion 2.2. Tanto
las regiones 5' como 3" de as regiones intergénicas y UTRs han sido agrupadas bajo
una misma etiqueta. Es decir, no se ha distinguido entre las regiones aguas arriba y
aguas abajo de los genes. Ademas, dentro de las regiones intergénicas sélo se han
analizado las bases 5 kb adyacentes (como méximo) a la (iltima posicidn y la primera
posicidn del Gltimo y primer exdn de un mismo gen, respectivamente. Las secuencias
intronicas corresponden a las secuencias de aquellos intrones sin otros genes
anidados dentro y para estos no se ha aplicado ningun limite de longitud. Finalmente,
en todos los analisis que se muestran a continuacion se ha asumido que los sitios
sindnimos son neutros - estos han servido de secuencia de referencia neutra para
encontrar evidencias de seleccion en otras clases de sitios putativamente

seleccionados.

MUTACIONES DELETEREAS Y EFECTIVAMENTE NEUTRAS

La figura 3.6A muestra graficamente los valores promedio de d,, y b para los
autosomas y el cromosoma X de [. melanogaster tanto para el ADN no-codificador
(region intergénica, intrones y UTRs) como para el ADN codificador (sitios 0-veces
degenerados). En esta figura se representa b como una fraccion respecto al total de
sitios en la clase seleccionada y no como una fraccion de sitios segregantes en la
clase seleccionada (véase ecuacion [3.2]), esto permite representar tanto d,, como
b a nivel de sitio selectivo y dar una vision escalada de cada estadistico. Asumimos
que la fraccion de sitios que no pertenecen nia d,, nia b son neutros, a esta fraccion
de sitios selectivos potencialmente neutros la denominamos como la fraccion f
(donde f =1 —b —d,,).
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FIGURA 3.6 Representacion grafica de la huella de la seleccion purificadora sobre secuencias codificadoras y no-
codificadoras del cromosoma X y autosomas en ventanas no solapantes de 1 Mb utilizando: (A) nuestros estimadores
puntuales de la intensidad y eficacia de la seleccion purificadora: fen gris, b en azul claro y d, en azul oscuro (constltese
descripcidn en el texto principal] y (B) el método de Keightley y Eyre-Walker (2007) donde la OFF de nuevas mutaciones
es estimada por el método de mdxima verosimilitud. La fraccion de nuevas mutaciones efectivamente neutras se
representa en gris, la ligeramente deletérea en azul claro y (a fuertemente deletérea en azul oscuro.

J

La figura 3.6B es equivalente a la figura 3.6A pero utilizando el método Keightley y
Eyre-Walker (2007) (consiltese seccion 2.7) para estimar la DFF de nuevas
mutaciones deletéreas, donde representamos la fraccion de mutaciones
efectivamente neutras (-1 < N.s < 1), ligeramente deletéreas (-10 < Nes < -1) y

fuertemente deletéreas (N.s < -10). El valor promedio de d,,, ponderado por la
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longitud de las secuencias a lo largo de todo el genoma (codificador y no codificador,
X y autosomas), es del ~47%, el de b es del ~5% y el resto f ~48% se asume
evoluciona de forma neutra. Mediante el estimador cuantitativo de la OFE de Keightley
y Eyre-Walker (2007) obtenemos que a lo largo del genoma un ~39% de las nuevas
mutaciones son fuertemente deletéreas, un ~21% ligeramente deletéreas y el resto
~40% son efectivamente neutras ponderando de nuevo por la contribucion al genoma

de cada clase funcional.

Nuestros estadisticos son estimadores puntuales de la eficacia y fuerza de la
seleccion purificadora, no son estimadores cuantitativos de la JFF aunque si sefialan
importantes aspectos cualitativos de esta (véase seccion 3.1.2 y figura 3.1).
Realmente no sabemos el rango de coeficientes de seleccion representado en cada
uno de nuestros estimadores, pero es ldgico interpretar d,, como la fraccion de
mutaciones deletéreas mas fuertemente seleccionadas, b como la fraccién de
mutaciones deletéreas mas débilmente seleccionadas y f como la fraccion de
mutaciones muy débilmente o nada seleccionadas. En este sentido nuestros
estimadores sobrestiman, en comparacién al método de Keightley y Eyre-Walker
(2007), a fraccién de mutaciones efectivamente neutras, subestiman la fraccion de
mutaciones ligeramente deletéreas y sobrestiman ligeramente la fraccion de
mutaciones fuertemente deletéreas. A pesar de estas diferencias, la correlacion
entre d,, y la fraccion de mutaciones fuertemente deletéreas es muy alta
(correlacion de Spearman ps = 0,99 y P < 0,001), al igual que la correlacion entre la
fraccion de mutaciones ligeramente deletéreas y las que segregan en exceso por
debajo del 5% (b) (ps = 0,76 y P < 0,001) y la correlacion entre la fraccién de
mutaciones efectivamente neutras y nuestro estadistico f (o5 = 0,91y P < 0,001).
Ambas metodologias a pesar de basarse en aproximaciones distintas, parecen dibujar

practicamente el mismo paisaje.
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TABLA 3.2 DATOS ANALIZADOS, VALORES PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE DISTINTOS ESTADISTICOS POR CLASE FUNCIONAL Y TIPO DE CROMOSOMA

L1 L2 dseldhes a Wa  A<Nes<1 10<Nes<1 Nes<-10 f b dn
Nomsynonymous A 9869434 9840163 0.15(0.04) 0.40(0.38) 0.07(0.06) 0.10(0.06) 0.09(0.03) 0.81(0.07) 0.15(0.07) 0.03(0.01) 0.81(0.07)
X 1910404 1900799 0.18(0.05) 0.53(0.37) 0.10(0.07) 0.100.07) 0.07(0.02) 0.84(0.06) 0.13(0.06) 0.03(0.01) 0.85(0.06)
UTR A 3937439 3853431 0.44(0.10) 0.32(0.31) 0.14(0.15) 0.33(0.17) 0.22(0.17) 0.45(0.17) 0.43(0.15) 0.06(0.03) 0.51(0.15)
X 773820 750234 0.51(0.07) 0.45(0.30) 0.24(0.16) 0.30(0.15) 0.18(0.10) 0.52(0.12) 0.38(0.12) 0.06(0.02) 0.57(0.11)
tron A 21682140 21026273 0.56(0.16) 0.20(0.34) 0.12(0.22) 0.48(0.21) 0.21(0.15) 0.30(0.16) 0.58(0.18) 0.05(0.03) 0.36(0.17)
X 4057438 3897220 0.63(0.10) 0.34(0.29) 0.22(0.18) 0.46(0.18) 0.20(0.12) 0.35(0.13) 0.52(0.13) 0.06(0.04) 0.43(0.11)
Itergenic A 24950212 24224311 053(0.16) 0.17(0.37) 0.10(0.20) 0.47(0.21) 0.22(0.14) 0.31(0.17) 0.58(0.20) 0.05(0.03) 0.37(0.19)
X 4990937 4795947 0.62(0.15) 0.35(0.31) 0.23(0.23) 0.42(0.20) 0.22(0.17) 0.36(0.13) 0.51(0.15) 0.06(0.03) 0.43(0.12)

La primera columna muestra la clase funcional analizada. Ay X corresponde & los resultados en autosomas y el cromosoma X, respectivamente. LT es el nimero de bases analizadas en [. melanogaster y 17 es
el nimero de bases analizadas entre . melanogaster - D. yakuba. La diferencia entre ambos (L1-L7) es el nimero de gaps en el alineamiento. dsu/te, €5 (8 1azdn entre la tasa de sustitucidn en sitios
potencialmente funcionales y la tasa de sustitucion neutra (sindnima en nuestro caso). s ha sido corregida mediante el método de Jukes y Cantor, JC (1968, y dye mediante el método de Tamura (1997). ot es
(a fraccidn de substituciones adaplativas. wyes (a tasa de sustitucidn adaptativa entre a tasa de sustitucion neutra . -1 < Nes < 1 €S [ fraccidn de nuevas mutaciones efectivamente neutras, -10 < Nys < -1 &s
la fraccidn de nuevas mutaciones ligeramente deletéreas y Nos < -10 es a fraccion de nuevas mutaciones fuertemente deletéreas. Las dltimas tres columnas corresponden al valor de nuestros estadisticos f, by
0y constiltese texto principal para las definiciones). Los decimales se separan con puntos en lugar de comas pues toda a tabla estd en inglés.

La tabla S7 del ANEXO contiene el valor de todos estos estadisticos para cada una de las ventanas y clases funcionales junto con el valor p de nuestros estimadores
y la diferencia del logaritmo de la funcion de verosimilitud (log L) entre el modelo con seleccion respecto el modelo sin seleccidn para los estimadores de Keightley

y Eyre-Walker (2007). En todos los casos las pruebas son significativas indicando la omnipresencia de la seleccion purificadora en 0. melanogaster.



TABLA 3.3 DATOS ANALIZADOS, VALORES PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE DISTINTOS ESTADISTICOS POR BRAZO CROMOSGMICO

L1 L2 dn/ds a wWa “T<Nes<1  -10<Nes<-1  Nes<-10 f b dn

2L 13800174 13448604 047(0.10) 0.34(021) 0.16(0.10) 0.35(0.13)  0.24(0.11)  0.41(0.13) 0450.12) 0.06(0.02) 0.49(0.11)
2R 13098515 12770092 0.49(0.18) 0.28(0.23) 0.13(0.11) 0.39(0.16)  0.20(0.07)  0.41(0.14) 0.48(0.17) 0.05(0.02) 0.46(0.16)
3L 15300912 14932570 047(0.15) 0.20(0.38) 0.09(0.20) 0.41(020)  0.19(0.12)  0.40(0.16) 0.51(0.22) 0.05(0.04) 0.44(0.20)
3R 18230624 17792912 0.44(0.06) 0.03(0.38) 0.02(0.17) 046(0.17)  0.16(0.10)  0.38(0.14) 0.53(0.16) 0.04(0.02) 0.42(0.15)
X 11732599 11344200 0.54(0.09) 0.37(0.28) 0.20(0.16) 0.37(0.16)  0.19(0.10)  0.45(0.12) 0.44(0.13) 0.05(0.03) 0.51(0.11)

La primera columna muestra (a clase funcional analizada. L1 es el nimero de bases analizadas en [. melanagaster y 17 es el nimero de bases analizadas entre ). melanogaster - 0. yakuba. La diferencia entre
ambos (L1-12) es el nimero de gaps en el alineamiento. dse/aey €5 3 razdn entre la tasa de sustitucidn en sitios potencialmente funcionales y la tasa de sustitucidn neutra [sindnima en nuestro caso). dsy ha
sido corregida mediante el método de Jukes y Cantor, JC [1968), y re, mediante el método de Tamura (1997). et es a fraccidn de substituciones adaptativas. wyes (a tasa de sustitucidn adaptativa entre la tasa
(e sustitucion neutra . -1 < Nes < 1 es la fraccion de nuevas mutaciones efectivamente neutras, -10 < Nes < -1 es (a fraccidn de nuevas mutaciones ligeramente deletéreas y Nes < -10 es (a fraccidn de nuevas
mutaciones fuertemente deletéreas. Las tltimas tres columnas corresponden al valor de nuestros estadisticos f b y dy [constiltese texto principal para las definiciones). Los decimales se separan con puntos en
lugar de comas pues toda la tabla estd en inglés.



En la tabla 3.2 se muestra el valor promedio (y la desviacion estandar) de la
proporcion de nuevas mutaciones deletéreas en cada uno de los tres intervalos de
efectos sobre la fitness (Keightley y Eyre-Walker 2007) junto con los valores de
nuestros estimadores puntuales de la eficacia e intensidad de la seleccidn
purificadora para las distintas clases funcionales. Las secuencias codificadoras son
las més constrefidas de acuerdo a los valores significativamente superiores de la
fraccién de nuevas mutaciones fuertemente deletéreas en comparacién con el ADN
no-codificador (Test de Mann-Whitney P < 0,001). Dentro del ADN no-codificador las
regiones UTR son las mas constrefidas (UTR vs intrones, P < 0,001; UTR vs regin
intergénica, P < 0,001). No hay diferencias significativas para la fraccion de
mutaciones fuertemente deletéreas entre intrones y regiones intergénicas (P = 0,56).
EL ADN no-codificador muestra en conjunto una mayor proporcién de mutaciones
ligeramente deletéreas que las regiones codificadoras (P < 0,001) y obviamente una
mayor fraccion de mutaciones efectivamente neutras (P < 0,001). Sin embargo, la
fraccién de mutaciones ligeramente deletéreas es similar entre las distintas clases
de ADN no-codificador (UTR vs intrones, P = 1; UTR vs region intergénica, P = 0,29;
region intergénica vs intrones, P = 1). La tabla 3.3 muestra el valor de nuestros
estimadores y el de Keightley y Eyre-Walker (2007) para cada brazo cromosémico
ponderando por la longitud de cada clase funcional. Globalmente, hay diferencias
significativas en la fraccion de nuevas mutaciones fuertemente deletéreas entre el
brazo cromosdmico 3R y el cromosoma X (P < 0,05), mientras el resto de cromosomas
no muestran diferencias significativas entre ellos. Respecto a la fraccion de
mutaciones ligeramente deletéreas, no hay diferencias significativas entre brazos
cromosomicos. Finalmente, el brazo cromosémico 3R tiene una fraccién de nuevas
mutaciones efectivamente neutras significativamente mayor al brazo cromosdmico
2Ly el cromosoma X (2L vs 3R, P<0,05; X vs 3R, P < 0,05). Estas comparaciones entre
X'y autosomas no tienen en cuenta dos particularidades relevantes del cromosoma
X: (1) su mayor tasa de entrecruzamiento y (2) su menor densidad génica. En la

seccion 3.2.4. se evalia el impacto de estas variables sobre las diferencias en la OFE.
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3.2.2

3.2.3

MUTACIONES BENEFICIOSAS

La tabla 3.2 muestra el promedio del nimero de substituciones adaptativas por
substitucion neutra (cw,) estimadas mediante el método de Eyre-Walker y Keightley
(2009) para autosomas y X y las distintas clases funcionales. w, es un estadistico
mas adecuado que la tradicional fraccion de substituciones adaptativas (a) porque
no depende de las substituciones ligeramente deletéreas o neutras, y ademas corrige
para diferencias en la tasa de mutacion entre loci o regiones. A nivel gendmico las
mutaciones no-sindnimas muestran una menor tasa de evolucion adaptativa en
relacion a las mutaciones que ocurren en el ADN no-codificador (codificador vs UTR,
P < 0,001; codificador vs intrén, P < 0,001; codificador vs region intergénica, P <
0,001). La tasa de evolucién adaptativa en el ADN no-codificador es en promedio ~2
veces mayor que en el ADN codificador (P < 0,001) (tabla 3.2). No hay diferencias
significativas entre tasas de adaptacion para los distintos tipos de ADN no-
codificador (intron vs UTR, P = 1; intrdn vs region intergénica, P = 1; UTR vs regidn
intergénica, P = 0.19) (tabla 3.2). Dentro de los autosomas el brazo cromosomico 2L
muestra ~2 veces méds adaptacién que el resto de autosomas juntos (2L vs 2R, P <
0,05; 2L vs 3L, P<0,001; 2L vs 3R, P<0,001) y el brazo cromosdmico 3R muestra una
tasa de adaptacion muy inferior al resto de autosomas (3R vs 2R, P < 0,001; 3R vs 3L,
P < 0,001) (tabla 3.3). De nuevo, las diferencias en la tasa de adaptacion entre X y

autosomas se estudian en detalle en la seccion 3.2.4.

MUTACIONES EFECTIVAMENTE SELECCIONADAS Y RECOMBINACION

EL efecto Hill-Robertson (Hill y Robertson 1966) (seccion 1.1.3) produce una
reduccion del censo efectivo (N.) en regiones del genoma con baja recombinacidn
generando una relacion positiva entre la tasa de adaptacion y la tasa de
recombinacion y una relacion negativa entre fraccion de mutaciones efectivamente
neutras y la tasa de recombinacion (esto lo esperamos para todos los sitios

seleccionados, tanto codificadores como no-codificadores).
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FIGURA 3.7 Relacin entre la tasa de recombinacion (cM/Mb) y la tasa de evolucion adaptativa (w,) en ventanas no solapantes de

1 Mb para cada clase funcional en (A) autosomas y (B) el cromosoma X. Las lineas son regresiones locales (LOESS).

La figura 3.7 muestra la relacion entre w,y la tasa de recombinacion para cada clase
funcional en los autosomas y el cromosoma X, respectivamente. Hay una correlacion
significativa y positiva entre w,y la tasa de recombinacion para todas las clases de
sitios en autosomas (codificador ps = 0,45, P < 0,001; UTR p = 0,33, P < 0,001,
intrones ps = 0,38, P<0,001; region intergénica ps = 0,36, P < 0,001). En el cromosoma

X la tasa de adaptacion en las regiones codificadoras no esta significativamente
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correlacionada con la tasa de recombinacidn, pero si lo estd para todas las regiones
no-codificadoras (codificador ps = 0,20, P = 0,19; UTR ps = 0,48, P < 0,001, intrones
ps = 0,32, P < 0,05; region intergénica p; = 0,31, P < 0,05). Esta falta de correlacion
entre adaptacion proteica y recombinacion en el X habia sido previamente descrita
(Campos et al. 2014) y podria ser debida a la menor densidad génica del cromosoma
y/o la mayor tasa de entrecruzamientos en el X respecto a los autosomas; ambos
hechos disminuirian la intensidad de la interferencia de Hill-Robertson en el X (a

continuacidn se estudia en profundidad este resultado).

La figura 3.8 muestra la relacion entre la fraccion de mutaciones efectivamente
neutras (estimada mediante el método de Keightley y Eyre-Walker 2007) y la tasa de
recombinacién para cada clase funcional de nuevo diferenciando entre autosomas y
el cromosoma X. Hay una correlacion significativa y negativa entre la fraccion de
nuevas mutaciones efectivamente neutras y la tasa de recombinacion para todas las
clases de sitios en autosomas (codificador ps = -0,61, P < 0,001; UTR ps = -0,48, P <
0,001, intrones ps = -0,51, P < 0,001; region intergénica ps = -0,53, P < 0,001) y el
cromosoma X (codificador ps = -0.40, P < 0.01; UTR ps = -0,39, P < 0,01, intrones ps
= -0,40, P < 0,01), a excepcion de la region intergénica donde la correlacion es

negativa pero no significativa (ps = -0,24, P = 0,12).

En resumen, los resultados mostrados en las figuras 3.7 y 3.8 apoyan la hipétesis que
dentro de un mismo genoma el N, varia de acuerdo a la tasa de recombinacion. En la
seccion 3.3 se profundiza en esta hipdtesis incorporando la variacidn a lo largo de los

cromosomas de la tasa de mutacion y de la densidad génica.
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FIGURA 3.8 Relacion entre la tasa de recombinacion (cM/Mb) y la fraccion de nuevas mutaciones efectivamente neutras (-1 < Ns <
1) en ventanas no solapantes de 1 Mb para cada clase funcional en (A) autosomas y (B) el cromosoma X. Las lineas son regresiones

locales (LOESS).
N J

3.24  CROMOSOMA X vs AUTOSOMAS

Las comparaciones de la OFF de nuevas mutaciones deletéreas y la tasa de evolucidn
adaptativa mostradas anteriormente entre X y autosomas no tenian en cuenta la

mayor tasa de entrecruzamiento en el cromosoma X respecto a los autosomas. La
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recombinacion es mas elevada en el cromosoma X porque los machos de Drosophila
no pueden recombinar entre cromosomas homélogos (Ashburner et al. 2005); la tasa
de recombinacion efectiva para una tasa de recombinacion r dada entre dos loci en
hembras es 1/2 para los autosomas y 2/3 para el X (Charlesworth y Charlesworth
2010, p.381). A su vez, la densidad génica del cromosoma X es un 20% menor a la de
los autosomas (P < 0,05). Ambas caracteristicas tenderan a disminuir la intensidad
de la interferencia de Hill-Robertson (Hill y Robertson 1966) en el X respecto a los
autosomas dado que la tasa de mutacion es equivalente en el cromosoma X y en los
autosomas (Bauer y Aquadro 1997; Hutter et al. 2007; Keightley et al. 2009; Zeng y
Charlesworth 2010; Haddrill et al. 2011; Hu et al. 2013).

TABLA 3.4 RAZON X/A PARA TRES INTERVALOS DE LA JFFY c, ENTRE REGIONES CROMOSGMICAS CON UNA TASA DE
RECOMBINACIGN Y DENSIDAD GENICA EQUIVALENTE

XA P

“1<Nes<1 1.07 9.2e-1
-10 < Nes < -1 0.83 3.3e-6 ***
Nes<-10  1.01 1.4e-1

WA 1.30 2.4e-4***
1 <Nes<1 1.06 9.3e-1
=10 < Nes < -1 0.98 5.9e-1
Nes <-10  0.98 7.5e-1
wA 1.45 3.4e-5***
“1<Nes<1 1.03 5.2e-1
=10 < Nes < -1 0.98 4.6e-1
Nes<-10 0.98 5.2e-1
wA 1.43 6.0e-5***
“1<Nes<1 1.06 7.7e-1
-10 < Nes < -1 0.92 2.6e-1
Nes <-10  0.99 6.1e-1
wA 1.47 3.5e-4 ***

Non-synonymous

UTR

Intron

Intergene

Si comparamos el cromosoma X con cada uno de los brazos autosémicos observamos
que: (1) el cromosoma X tiene una mayor tasa de adaptacion global que cada brazo
autosomico (sin distinguir ADN codificador y no-codificador) (X vs 2L, P < 0,05; X vs
2R, P <0,001; X vs 3L, P < 0,001; X vs 3R, P < 0,001), (2) la fraccion de mutaciones
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efectivamente neutras es significativamente mayor en el brazo 3R que en el
cromosoma X (P < 0,05) y (3) la fraccion de mutaciones fuertemente deletéreas es
significativamente menor en el brazo 3R que en el cromosoma X (P < 0,05) (tabla 3.3).
No obstante, como se acaba de comentar, estas diferencias pueden ser debidas a la
mayor tasa de entrecruzamiento en el X y/o su menor densidad génica. Si
comparamos ventanas autosémicas y del X con una tasa de recombinacion efectiva
(estimas corregidas > 1 cM/Mb) y una densidad génica similar encontramos que para
las mutaciones no-sindnimas no hay diferencias significativas ni para la fraccion de
mutaciones efectivamente neutras (P = 0,92) ni fuertemente deletéreas (P = 0,14),
pero si para la tasa de evolucion adaptativa (P < 0,001) y la fraccion de mutaciones
ligeramente deletéreas (P < 0,001) (tabla 3.4). No hay diferencias significativas para
la DFE de nuevas mutaciones deletéreas entre brazos autosémicos, ni diferencias
significativas entre cada uno de los brazos autosomicos y el cromosoma X para la
fraccion de nuevas mutaciones efectivamente neutras y fuertemente deletéreas. La
tasa de evolucion adaptativa no-sindnima es 1,3 veces mayor en el cromosoma X que
en el conjunto de autosomas (tabla 3.4) (la diferencia es significativa entre el X y los
brazos autosémicos 2Ry 3L [X vs 2R, P<0,05; X vs 3L, P<0,01; X vs 3R, P=0,05;], y
no significativa o marginalmente significativa para los brazos 2Ly 3R [Xvs 2L, P =
0,19; X vs 3R, P = 0,096], respectivamente). La fraccion de mutaciones no-sindnimas
ligeramente deletéreas es 1,2 veces mayor en los autosomas respecto al X (la
diferencia es significativa entre el X'y cada uno de los brazos autosémicos, X vs 2L, P
<0,05; X vs 2R, P < 0,001; X vs 3L, P < 0,05; X vs 3R, P < 0,001). Si comparamos
ventanas autosdmicas y del X con tasas de recombinacion y densidad génica
equivalentes encontramos que para el ADN no-codificador no hay diferencias
significativas ni para la fraccion de mutaciones efectivamente neutras, ligeramente
deletéreas, ni fuertemente deletéreas, pero si para la tasa de evolucion adaptativa

tanto para regiones intergénicas, intrones como UTRs (tabla 3.4).
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AUSENCIA DE CORRELACION ENTRE LA TASA DE ADAPTACION PROTEICA Y LA
RECOMBINACION EN EL X

Anteriormente se ha mostrado una correlacion positiva no significativa entre la tasa
de adaptacion proteica y la recombinacin en el cromosoma X (véase figura 3.7), este
no es el caso para el ADN no-codificador, donde la correlacion es positiva y
significativa. Con tal de estudiar las posibles causas de esta ausencia de correlacion

se han probado distintas hipétesis.
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Chromosome
& 0.0 A
-+ X
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-0.21
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FIGURA 3.9 Relacidn entre a tasa de recombinacion (cM/Mb) corregida (multiplicando las estimas de recombinacidn en el X por
2/3yas de autosomas por 1/2)y la tasa de evolucion adaptativa (w,) en sitios no-sinénimos estimada en ventanas no solapantes
de 1 Mb - las ventanas autosémicas han sido filtradas para que en promedio tengan una densidad génica similar al conjunto de
ventanas del cromosoma X. Esto se ha conseguido eliminando todas as ventanas autosémicas con una densidad génica > 14%.
Las lineas son regresiones locales (LOESS).

La menor densidad génica en el X podria explicar este resultado, pues conllevaria a
una reduccion del efecto Hill-Robertson. La correlacion entre la tasa de adaptacion
en sitios no-sinénimos y la tasa de recombinacion para regiones autosdmicas con
densidades génicas similares a la del cromosoma X se muestra en la figura 3.9.

Seguimos observando una correlacion positiva significativa entre la tasa de
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adaptacion no-sinénima y a tasa de recombinacion cuando regiones autosdmicas de
densidad génica elevada son eliminadas (o = 0,41, P < 0.001), por lo tanto, la falta
de correlacion entre adaptacion proteica y recombinacion en el X (o5 = 0,20, P = 0,19)
(figura 3.7y 3.9) no parece ser debida a lamenor densidad génica en este cromosoma.
Quizas el menor poder estadistico en el cromosoma X podria explicar dicha falta de
correlacion, nétese que en el cromosoma X disponemos de menos ventanas. Sin
embargo, si elegimos al azar (mil veces sin reemplazamiento) el mismo nimero de
ventanas autosomicas de las que disponemos en el cromosoma X seguimos
observando una relacion positiva significativa entre la tasa de adaptacién no-
sindnima y la tasa de recombinacion en autosomas (ps promedio = 0,41, P < 0.01)
(controlando para las diferencias en la densidad génica). Es decir, la falta de
correlacion en el X no parece ser debida a un menor poder estadistico en este
cromosoma. Finalmente, al realizar ventanas de 1 Mb estamos reduciendo la
resolucion de las estimas de recombinacidn, las cuales han sido estimadas en
ventanas de 100 kb, por lo tanto, podemos estar perdiendo mas informacidn en el
cromosoma X que en los autosomas si la tasa de recombinacion local cambia mas
rapidamente entre regiones en el X. Con tal de no perder esta informacion hemos
agrupado los genes codificadores del cromosoma X (en 12 grupos de 136 genes cada
uno) de acuerdo a la tasa de recombinacidn de la ventana en la que se encuentrany
hemos correlacionado la tasa de adaptacion con la tasa de recombinacion. La
correlacion aumenta, pero sigue siendo no significativa (s = 0,26, P = 0,16). En la
seccion 4.2.3 se da una posible explicacion a esta falta de correlacion entre

adaptacion proteica y recombinacidn en el cromosoma X.

158

——
| —



3.3 CUANTIFICACION DEL EFECTO HILL-ROBERTSON SOBRE LAS MUTACIONES
BENEFICIOSAS DE CAMBIO DE AMINO ACIDO EN Drosophila melanogaster

A diferencia de los andlisis de la seccion 3.2 que estaban basados en ventanas
cromosémicas no solapantes de 1 Mb y se estudiaba la huella de la seleccion en
secuencias codificadoras y no-codificadoras, esta seccion se centra sélo en
secuencias codificadoras de autosomas y estan basadas en agrupaciones de genes
de acuerdo a la tasa de recombinacidn (mutacidn o densidad génica) de la ventana
donde se encuentra dicho gen. Es decir, los genes han sido agrupados de acuerdo a
una serie de propiedades no necesariamente relacionadas con su localizacién
cromosémica. Para la mayoria de analisis se han utilizado 6.141 genes codificadores.
Como en la seccidn anterior, las posiciones sindnimas 4-veces degeneradas han sido
utilizadas como la clase de sitio neutra por excelencia, aunque para algunos analisis
confirmatorios las posiciones 8 a 30 de los intrones cortos (de < 66 pb) han servido
también de referencia neutra (Halligan y Keightley 2006; Parsch et al. 2010). Los
datos de polimorfismo de una poblacidn africana de Ruanda (DPGP2, Pool et al. 2012)
se han usado para comparar algunos de los resultados obtenidos con la poblacidn
norteamericana (aunque para la poblacion africana el tamaio de muestra es mucho

menor, n = 17).

Para estimar la tasa de evolucion adaptativa se ha utilizado el método de Eyre-Walker
y Keightley (2009). Como el valor de la fraccion de substituciones adaptativas (o)
depende tanto de la tasa de sustitucion adaptativa como no adaptativa y el estadistico
wxcorrige para a tasa de mutacidn, la cual es una de las variables independientes
en nuestro estudio, no hemos utilizado estos estadisticos en esta seccion. En estos
analisis se ha utilizado K., la tasa de sustitucion aminoacidica adaptativa, la cual
proviene de multiplicar la fraccién de substituciones adaptativas por la tasa de

sustitucion aminoacidica, K,. = o K.
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3.3.1

TASA DE RECOMBINACION Y ADAPTACION

La figura 3.7 mostraba la relacion positiva entre w, y la tasa de recombinacion (en
cM/Mb) para los autosomas y el cromosoma X. Tanto la tasa de adaptacion como la
tasa de recombinacion estaban estimadas en ventanas no-solapantes de 1 Mb. No
obstante, la resolucion de las estimas de recombinacidn de las que disponemos es
de hasta 100 kb (Comeron et al. 2012), es decir, disponemos de 10 veces mas
resolucion de la que utilizamos. En este estudio hemos querido ir mas lejos y hemos
agrupado los genes de acuerdo a su tasa de recombinacidn en 45 grupos de 136 genes
cada uno para aprovechar toda la resolucion del mapa de recombinacion. Los
resultados se muestran en la figura 3.10A. Hay una correlacion positiva y significativa
entre la tasa de adaptacion (K;.) y la tasa de recombinacidn (ps = 0.64, P < 0,001). No
obstante, para valores mayores a ~2 ctM/Mb, la relacién entre la adaptacion y la
recombinacidn converge a un valor asintético. Esta asintota la interpretamos como
la tasa de evolucion adaptativa en ausencia de interferencia de Hill-Robertson (iHR)
sobre nuevas mutaciones beneficiosas. Con tal de comprobar si la relacion curvilinea
explica mejor los datos observados que la relacion lineal hemos ajustado los datos a
la funciony=a + b - e 'y la hemos comparado con el modelo lineal (véanse figuras
S1Ay S1B en el ANEXO). La tabla 3.5 muestra el valor de los parametros, el R?y el
AIC de los dos modelos. EL modelo curvilineo es estadisticamente mas verosimil que

el modelo lineal tal y como indica el AIC significativamente menor.

Nuestros resultados parecen prima facie contradecir los publicados anteriormente
por Campos et al. (2014), donde describen una relacion lineal entre w, y la tasa de
recombinacién. Las diferencias entre ambos trabajos pueden deberse a diversas
causas. Primero el estadistico utilizado para estimar la adaptacion es diferente;
segundo, la estrategia para agrupar los genes es distinta; tercero, los datos de
polimorfismo no provienen de la misma poblacidn, y finalmente el tratamiento de las

estimas de recombinacion no es el mismo (véase a continuacién).
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TABLA 3.5 ESTIMACIGN DE PARAMAETROS, R? Y AIC DEL MODELO LINEAL Y CURVILINEAL PARA DISTINTOS CONJUNTOS DE DATOS DONDE ¥= 4. Y X=cM/Mb

Linear(y ~a + b-x) Curvilinear(y ~a + b - &)
“ a b RZ AIC a b c R? aic  PeR)
DGRP 45 0.0058 0.0018 27% -336.85 0.0127 -0.0186 2.1237 67% -369.78 1.36E-8
DGRP 11 0.0058 0.0019 52% -88.58 0.0132 -0.0144 1.4382 94% -110.07 5.62E-5
DPGP2 31 0.0042 0.0021 38% -236.78 0.0149 -0.0148 0.5843 51% -241.75 1.29E-2
DPGP2 11 0.0036 0.0024 54% -84.45 0.0144 -0.0156 0.7429 12% -88.01 5.11E-2
w/olT 42 0.0059 0.0017 32% -327.03 0.0124 -0.0183 2.0991 69% -358.04 3.72E-8
High Fop 15 0.0026 0.0017 52% -125.34  0.0097 -0.0145 1.2983 91% -148.41 1.09E-5
Med Fop 15 0.0081 0.0009 63% -150.09 0.0135 -0.0069 0.4014 71% -151.74  9.40E-2
Low Fop 15 0.0037 0.0033 43% -101.74 0.0162 -0.0270 1.7242 80% -115.49 4.94E4
Short Int 23 0.0026 0.0041 51% -164.96 0.0175 -0.0229 0.9801 67% -171.86  5.98E-3
GenH-MutH 12 0.0009 0.0034 56% -86.69 0.0193 -0.0222 0.4158 62% -86.55 2.50E-1
GenH-MutL 12 0.0030 0.0016 26% -91.75 0.0078 -0.1039 18.6800 90% -114.09 2.98E-5
GenL-MutH 12 0.0076 0.0031 37% -716.76 0.0219 -0.0280 1.2229 84% -91.26 5.98E-4
GenL-MutL 12 0.0054 0.0009 27% -99.33 0.0095 -0.0128 2.0985 87% -118.20 1.12E-4

La primera columna [n] corresponde al niimero de agrupaciones de genes. £l valor p de la prueba F utilizada para comparar los dos modelos se encuentra en la dltima columna. El conjunto de datos DGRP original
[poblacidn norteamericana) se encuentra en las filas 1-2. EL conjunto de datos DPGPZ original (poblacidn africana) estd en las filas 3-4. £n la fila 5 [w/o IT) se han excluido los genes del sistema immune y de
expresion sesgada en machos. Las filas 6-8 muestran los resultados para los genes con un elevado [High Fop). intermedio (Med Fop) y bajo (Low Fop) Fop, respectivamente. La fila 9 muestra los resultados
utilizando los intrones cortos como referencia neutra. Las filas 10-13 corresponde a los genes GenH-MutH, GenH-MutL, Genl-MutH, y Genl-Mutl, respectivamente, consultese seccion 3.3.4 para la definicidn de
estos grupos.



Las diferencias entre ambos estudios no son atribuibles al estadistico utilizado para
estimar la adaptacion (véanse figuras 3.10A y S2A en el ANEX0), pues tanto para K;.
como para w, el modelo curvilineo es més verosimil (véase tabla 3.5). La estrategia
utilizada para agrupar los genes tampoco parece la razon detras de las diferencias,
pues cuando agrupamos los genes del mismo modo que Campos et al. (2014) (10
grupos con tasas de recombinacién > 0 cM/Mb y un grupo con 0 cM/Mb) observamos
que la relacidn curvilinea es significativamente mejor que la lineal (véase figura S3
A-B en el ANEXO y tabla 3.5). Campos et al. (2014) utiliz6 dos estimas de la tasa de
recombinacién: una basada en marcadores cromosdmicos visibles de baja resolucidn
(Fiston-Lavier et al. 2010) y la otra utiliza el mapa de alta resolucién basado en SNPs
como marcadores (Comeron et al. 2012). En ambos casos, Campos et al. (2014)
efectuo un ajuste lineal de los datos. No obstante, en lugar de utilizar directamente
las estimas puntuales de la tasa de recombinacidn descrita por Comeron et al. (2012)
en ventanas no solapantes de 100 kb, como hemos hecho nosotros, Campos et al.
(2014) hizo una regresidn local (LOESS) para suavizar los patrones de recombinacién
a lo largo de los cromosomas. Esta regresion disminuye la resolucién del mapa
originaly podria estar detras de las diferencias entre ambos trabajos. Hemos repetido
la correlacion de Campos et al. (2014) con sus datos gendmicos (esto es, el
polimorfismo proveniente de una poblacion africana [DPGP2, Pool et al. 2012] y la
divergencia con 0. yakuba) y el mapa de recombinacion de alta resolucin original de
Comeron et al. (2012). En esta ocasién recuperamos la relacion curvilinea que
muestra la poblacion norteamericana (figura 3.10B, tabla 3.5 y figura S3 C-D del
ANEXO) (ps = 0,75, P < 0,001). En definitiva, la regresion local del mapa de
recombinacién parece generar una relacion lineal artefactual entre la tasa de
adaptacion y la tasa de recombinacion. Ni el estadistico de la adaptacion, ni la
estrategia sequida para agrupar los genes, ni la poblacion utilizada para estimar el

polimorfismo son por tanto la explicacion.
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Por todas estas razones a partir de ahora sdlo se mostraran los resultados obtenidos
con la poblacion norteamericana (Mackay et al. 2012), ademas de por la mayor
cobertura y tamafio de muestra de esta poblacion respecto a la poblacion africana
(Pool et al. 2012).

La relacidn positiva entre la tasa de recombinacion y K,. podria deberse a otras causas
no directamente relacionadas con la iHR. Si la recombinacién es mutagénica
esperariamos una relacion positiva entre la tasa de recombinacion y £... No obstante,
estudios previos no han encontrado evidencias a favor de esta hipdtesis (Begun y

Aquadro 1992; Begun et al. 2007; McGaugh et al. 2012) y nosotros mismos no
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encontramos correlacion entre la tasa de substitucidn en intrones cortos, los cuales
se asume son el tipo de sitios mas neutros en Drosophila (Halligan y Keightley 2006;
Parschetal. 2010) y la tasa de recombinacion (ps = 0,01, P = 0,89). EL enriquecimiento
de genes con elevadas tasas de adaptacion, como los genes del sistema inmune
(Obbard et al. 2009) y de expresidn sesgada en machos (Prischel et al. 2006; Haerty
et al. 2007), en regiones del genoma con elevada recombinacion generaria una
relacion positiva entre la adaptacion y la recombinacion no necesariamente debido a
la iHR. Hemos querido confirmar si este tipo de genes tienen por un lado una mayor
tasa de evolucion adaptativa y por otro lado si estos estan afectando nuestra
correlacion entre K. y la tasa de recombinacidn. Estudios previos no corregian para
la presencia de alelos ligeramente deletéreos en las estimas de adaptacidn, mientras
que el estimador utilizado por nosotros si. Hemos encontrado que los genes del
sistema inmune y de expresion sesgada en machos muestran tasas de evolucion
adaptativa 1,37 veces mayores que el resto de genes (véase figura S4 en el ANEX0)
(Prueba de permutacidn P < 0,05). Si eliminamos estos genes de nuestro conjunto de
datos todavia observamos una relacion curvilinea y significativa entre la tasa de
recombinacion y K;. (figura 3.10C y tabla 3.5) (s = 0,89, P < 0,001).

Al estimar la tasa de evolucion adaptativa hemos asumido que las mutaciones
sindnimas son neutras, sin embargo, es conocido que la seleccidn actda sobre las
mutaciones sindnimas en Drosophila (revisado por Hershberg y Petrov 2008).
Generalmente se ha pensado que la seleccion favorece aquellos codones que se
traducen més rapidamente o con una menor tasa de error (Shields et al. 1988; Akashi
1994, 1995; Carlini y Stephan 2003; Stoletzki y Eyre-Walker 2006). Aunque las
posiciones sindnimas pueden estar bajo seleccion para mantener o evitar
intensificadores del corte y empalme (splicing enhancers) (Parmley et al. 2006),
estructuras secundarias en el RNA (Parsch et al. 1997; Baines et al. 2004; Stoletzki
2008) o motivos cortos de reconocimiento para proteinas (Antezana y Kreitman 1999).

Lawrie et al. (2013) mostraron que un ~22% de todas las posiciones sinénimas 4-
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veces degeneradas en [. melanogaster estan bajo seleccion purificadora fuerte,
aunque el mecanismo funcional detras de este fuerte constrefiimiento se desconoce.
En este analisis también confirmamos resultados previos en los que K; se encontraba
significativa y negativamente correlacionada con una medida del sesgo en el uso de
codones, Fap (the frequency of optimal codons) (ps = -0,4, P < 0,001) (Sharp y Li 1987,
1989; Moriyama y Hartl 1993; Bierne y Eyre-Walker 2003; 2006). En cualquier caso,
esperamos que cualquier tipo de seleccion purificadora débil que pueda actuar sobre
nuevas mutaciones sindnimas genere una correlacion positiva entre K. y la tasa de
recombinacion. Esto es asi porque los genes localizados en regiones de alta
recombinacion, donde la seleccién negativa es mas eficiente (Kliman y Hey 1993;
Haddrill et al. 2007; Campos et al. 2012), tenderan a tener estimas de K;. elevadas
porque la seleccion negativa débil reduce mas la divergencia sindnima que el
polimorfismo sindnimo. Por lo tanto, para investigar si la seleccion en el uso de
codones estd afectando nuestros resultados hemos dividido nuestro conjunto de
datos en 3 grupos de acuerdo a sus niveles de fap, y dentro de cada uno de estos
grupos hemos hecho 15 subgrupos de genes de acuerdo a sus niveles de
recombinacion. En total, se han analizado 45 grupos de 136 genes cada uno (como en
el analisis anterior). Para cada uno de las tres categorias de Fop observamos una
relacion curvilinea significativa (véase tabla 3.5 y tabla S5 en el ANEXO) y una fuerte
correlacion positiva (para genes con Fop alto ps = 0,87, P < 0,001; Fop intermedio p;
=(,78, P < 0,001; Fap bajo ps = 0,76, P < 0,001) entre K. y la tasa de recombinacidn.
Hemos utilizado un conjunto de datos menor con 3.369 genes donde el polimorfismo
y las substituciones en intrones cortos (< 66 pb) han sido utilizados como referencia
neutra. Este conjunto de datos es menor porque no todos los intrones cumplen los
criterios de tamano y calidad impuestos. Observamos la misma relacion curvilinea
(véanse figura 3.10D y tabla 3.5) y la intensidad de la correlacion es equivalente a la
encontrada con los sitios 4-veces degenerados (o = 0,75, P < 0,001). Por lo tanto, la
seleccion en el uso de codones no parece estar detras ni de la forma ni de la

intensidad de la relacion entre la tasa de adaptacion y la tasa de recombinacidn.
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3.3.2

DENSIDAD GENICA Y ADAPTACION

La intensidad de la iHR se espera que dependa tanto de la tasa de recombinacion
como de la densidad de sitios bajo seleccidn a lo largo del genoma. Esperamos por lo
tanto una relacion negativa entre la tasa de adaptacion y la densidad génica, una
relacion que observamos (figura 3.11A) (os = -0,69, P < 0,001). La relacién permanece
después de excluir los genes del sistema inmune y de expresion sesgada en machos
(figura 3.11B) (s = -0,75, P < 0,001). No obstante, contrario a lo que esperamos,
encontramos, al igual que Hey y Kliman (2002), una relacion positiva débil entre el
sesgo en el uso de codones y la densidad génica (ps = 0,07, P <0,001). Esto es curioso
porque regiones de alta densidad génica se espera tengan mas iHR y como
consecuencia una menor eficiencia de la seleccion en el uso de codones. Hey y Kliman
(2002) encontraron que los niveles de sesgo en el uso de codones y de expresion son
maximos para aquellos genes situados en un intervalo intermedio de densidad
génica, un patron que puede resultar del compromiso entre la ventaja que supone
expresar a niveles elevados genes compactos y la desventaja que surge al tener que
regular genes con escasa secuencia no-codificadora entre ellos. En cualquier caso,
para comprobar que esta correlacion positiva entre densidad génica y Fop no esta
induciendo una correlacion negativa artefactual entre K. y la densidad génica hemos
dividido nuestros genes en tres categorias de acuerdo a su fop. Para cada uno de los
tres niveles de Fop encontramos una relacion negativa significativa (figura 3.11C)
(para genes con Fop alto ps = -0,54, P < 0,05; Fop intermedio ps = -0,67, P<0,01; Fop
bajo o5 = -0,72, P < 0,01). Obtenemos resultados equivalentes entre w,y la densidad

génica (véase figura Sé6 en el ANEXO).
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3.3.3

TASA DE MUTACION Y ADAPTACION

Estudiar la relacion entre la tasa de mutacion y la tasa de adaptacion no es tan
sencillo como hacer una correlacion directa entre estas dos variables. La tasa de
substituciones sindnimas se utiliza para estimar tanto la tasa de mutacion como la
tasa de adaptacion, es decir, estas dos variables no son independientes. Esta falta de
independencia estadistica entre estimas genera una correlacion negativa entre K. y
K, simplemente debido al error de muestreo. Para evitar esta complicacidn, se ha
muestreado tres veces consecutivas y sin reemplazamiento las substituciones
sindnimas a nivel de gen (para conocer los detalles de este re-muestreo consiiltese
seccidn 2.6). Esto ha permitido obtener tres estimas independientes de K; a nivel de
gen: K, ha sido utilizada para ordenar los genes y asignarlos a los distintos grupos,
K., se ha usado para estimar la tasa de evolucion adaptativa, y K, es la estima de la

tasa de mutacion para cada grupo de genes.

Como en los andlisis anteriores, el conjunto de datos fue dividido en 45 grupos de 136
genes cada uno pero después de ordenar los genes por su valor de K ;. Haciendo esto
encontramos una correlacion positiva entre K. y K;; (o5 = 0,45, P < 0,001) (figura
3.12A). Esta correlacion se mantiene después de eliminar los genes relacionados con
el sistema inmune o de expresién sesgada en machos (ps = 0,41, P < 0,01) (figura
3.12B), lo cual sugiere que la correlacion entre K,. y K;; no es una consecuencia de
que estos genes muten mas. La seleccion en el uso de codones se espera genere una
correlacion negativa entre K. y K, porque la seleccion negativa débil reduce mas la
divergencia que el polimorfismo. Con tal de investigar como la seleccidn en los sitios
sindnimos afecta a la correlacion entre K. y K;; hemos dividido los genes en 3
grandes grupos de acuerdo a su tasa de recombinacion y su valor de Fop (en total
tenemos 9 grupos). Cada uno de estos 9 grupos se han ordenado y dividido en 5 de

acuerdo a K, (en total tenemos de nuevo 45 grupos de 136 genes cada uno).
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Hemos decidido tener en cuenta la tasa de recombinacion porque esta afecta tanto a
la tasa de adaptacion como a la eficiencia de la seleccidn en el uso de codones. La
correlacion entre K. y K, ; para cada categoria de recombinacion y de Fap se encuentra
en la figura 3.12 Cy D, respectivamente. Los graficos sugieren que la seleccidn en el
uso de coddn afecta poco a la correlacion entre K,. y K, 3, sin embargo, esta relacion
se ve muy afectada por la tasa de recombinacion. Este hecho no es sorprendente,
anteriormente se ha mostrado que genes situados en regiones de muy baja
recombinacién muestran escasas evidencias de adaptacion (véase figura 3.10), por
lo tanto, es esperable que estos genes estén poco influenciados por su tasa de

mutacion.

Para investigar estas cuestiones més formalmente hemos realizado un andlisis de la
covarianza (ANCOVA), agrupando a los genes por sus niveles de Fop y tasa de
recombinacion. En un ANCOVA se ajustan un conjunto de rectas sobre los datos, una
por grupo. Esto permite comprobar estadisticamente si la pendiente y el intercepto
de estas rectas son diferentes entre ellas. Si consideramos a Fop y la tasa de
recombinacién como factores fijos no encontramos evidencias de que K;. y K,; estén
correlacionados (ANCOVA P = 0,16). Sin embargo, encontramos que las pendientes
(ANCOVA P <0,001) y los interceptos (ANCOVA P < 0,001) difieren entre categorias de
recombinacion. Estas diferencias significativas no se observan para las distintas
categorias de Fop. Si los genes pertenecientes a la categoria de baja recombinacion
(de 0a 1,32 cM/Mb) son excluidos, el resto de genes muestran una fuerte correlacion
positiva entre ;. y K,;(véase figura S7 en el ANEXO) (o = 0,82, P < 0,001). Para este
conjunto de datos no hay evidencias de que la pendiente o intercepto difiera de
acuerdo a la tasa de recombinacion o el sesgo en el uso de coddn. Como aproximacion
alternativa para controlar el efecto de la seleccion en el uso de coddn en nuestras
estimas de la tasa de mutacidn, hemos hecho una regresion donde K;; es la variable
dependiente y la tasa de recombinacion y Fop son las variables independientes. Con

los residuos de dicha regresion encontramos una fuerte correlacion positiva con K.

170

——
| —



(véase figura S8 en el ANEXO) (ps = 0,42, P < 0,01), hecho que sugiere, de nuevo, que
la correlacion entre K;.. y ;3 no es el resultado de la seleccidn débil en las posiciones

4-veces degeneradas.

Se ha mostrado como la tasa de recombinacidn afecta la relacion entre K. y Kis, y es
l6gico esperar que la densidad génica tenga un efecto similar. La relacion entre K;. y
K.; serd mas fuerte en regiones del genoma con menor densidad génica. Para
investigar esta cuestion, el conjunto de datos se ha dividido en tres niveles de
densidad génica y dentro de cada grupo los genes se han ordenado y divido en 15
subgrupos de acuerdo a su tasa de mutacion (45 grupos de 136 genes cada uno han
sido analizados). La figura 3.12E muestra la relacidn entre la tasa de mutacion y la
tasa de adaptacion para cada nivel de densidad génica. Si consideramos a la densidad
génica como un factor fijo encontramos mediante un ANCOVA una correlacion positiva
y significativa entre K,. y K;; (ANCOVA P < 0,01). No obstante, encontramos
diferencias significativas entre las pendientes (ANCOVA P < 0,01) y los interceptos
(ANCOVA P < 0,05) entre niveles de densidad génica. Cuando los genes situados en
regiones de baja densidad génica son excluidos no encontramos correlacion entre K.
y K.5 (ANCOVA P = 0,51) ni evidencias de diferencias en las pendientes (ANCOVA P =
0,70) ni los interceptos (ANCOVA P = 0,13) entre los grupos de densidad génica media
y alta. En definitiva, sélo observamos una correlacion positiva significativa entre K.
y K5 para los genes de baja densidad génica (ps = 0,82, P < 0,001) y una correlacion

positiva no significativa para el resto de genes (figura 3.12E).

Nuestros resultados muestran como globalmente existe una correlacion significativa
y positiva entre la tasa de mutacion y la tasa de adaptacion (véanse figura 3.12 A-By
figuras S7 y S8 en el ANEX0), porque los genes con elevadas tasas de mutacion es
mas probable que generen la variacion genética necesaria para la adaptacion. Esto
no quiere decir que la relacion positiva pueda aplicarse a cualquier contexto

gendmico. De hecho, la fuerza y el signo de la relacion entre K. y K;; depende de la
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3.34

tasa de recombinacion (figura 3.12C) y de la densidad génica (figura 3.12E). Hemos
mostrado como cuando la densidad génica es alta y/o la tasa de recombinacion es
baja la correlacion entre la tasa de mutacion y la tasa de adaptacion es muy baja o

inexistente debido a la iHR.

LA PROPORCIGN DE MUTACIONES ADAPTATIVAS NO FIJADAS DEBIDO AL EFECTO HILL-
ROBERTSON

Nuestros resultados muestran que la tasa de adaptacion es significativamente menor
en el genoma de Drosophila en regiones de baja recombinacidn y elevada densidad
génica. Pero, ;cuantas substituciones adaptativas dejan de fijarse debido a la iHR?
Para una tasa de recombinacidn dada, ;como la tasa de mutacion y la densidad génica
afectan la intensidad de la iHR? Para responder a estas preguntas hemos realizado
una regresion local (LOESS) entre K. y la tasa de recombinacion. Esta relacién
converge a una asintota por encima de 2 cM/Mb (véase figura S1C en el ANEX0).
Interpretamos el valor de la asintota (2cM/Mb) como la tasa de evolucion adaptativa
que ocurre en ausencia de iHR. La diferencia entre el valor de K. asint6tico y el
encontrado < 2 cM/Mb lo interpretamos como el ndmero de substituciones que se
pierden debido a a iHR. Utilizando esta metodologia, y ponderando por el nimero de
sitios involucrados, hemos estimado que un 27,2% (intervalos de confianza al 95%
obtenidos mediante bootstrap [20,6%, 33,8%]) de todas las substituciones
beneficiosas de cambio de amino dcido que deberian fijarse en un genoma con libre
recombinacion se han perdido debido a la iHR. Designamos a esta proporcion de
substituciones adaptivas perdidas debido a la iHR como fy. Algunas de las estimas
de K.. de la regresion local son negativas (sobre todo las de baja recombinacidn), sin
embargo, nuestra estima de la fu no parece verse afectada si cambiamos estos
valores negativos a ceros, fui= 27,1% (95% IC [20,6%, 33,2%]).

No obstante, la iHR se espera que sea mas prevalente en aquellos loci con altas tasas
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de mutacidn y/o en aquellos loci localizados en regiones de alta densidad génica,
porque esto aumentard la probabilidad de que una mutacion seleccionada se
encuentre segregando con otras mutaciones sometidas a seleccion. Para investigar
si estas predicciones se cumplen en el genoma de Drosophila hemos repetido el
analisis anterior pero separando los genes en distintas categorias de acuerdo a su
tasa de mutacion y la densidad génica de la ventana cromosémica donde estan
localizados. Primero, hemos dividido nuestro conjunto de datos en dos partes iguales
de acuerdo a la densidad génica, y dentro de cada uno de estos dos grupos los genes
se han separado de acuerdo a su tasa de mutacion. Resultados cualitativamente
equivalentes son obtenidos si primero separamos por la tasa de mutacion y luego por
la densidad génica. Para separar los genes segun su tasa de mutacién primero
debemos generar dos estimas estadisticamente independientes de K, la primera (K, )
servira para ordenar y separar a los genes por su tasa de mutacion, y la segunda (K; )
servira para estimar la tasa de adaptacion. Esto lo hacemos, de nuevo, muestreando
las substituciones sindnimas a partir de una distribucion hipergeométrica
(consiiltese seccion 2.6 para mas detalles). Haciendo esto nos aseguramos que
nuestras estimas de K. no se ven influenciadas por la manera en la que los datos son
divididos. Hemos etiquetado estos 4 grupos de genes de la siguiente manera (por sus
siglas en inglés): GenH-MutH (high gene density and high mutation rate genes), GenH-
MutL (high gene density and low mutation rate genes), GenL-MutH (low gene density and
high mutation rate genes) y GenL-MutL (low gene density and low mutation rate genes).
La relacion entre K. y la tasa de recombinacion para cada una de estas categorias se
puede encontrar en la figura 3.13 A. La fuerza de la relacion es equivalente a la
encontrada previamente con el conjunto completo de datos (GenH-MutH genes ps =
0,67, P < 0,05; GenH-MutL genes ps = 0,48, P < 0,05; GenL-MutH genes ps = 0,67, P
<0,05y GenL-MutL genes ps = 0,55, P < 0,05). No obstante, la relacion para los genes
GenH-MutH parece lineal, mientras que para el resto de categorias la relacion

curvilinea es significativa (tabla 3.5).
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FIGURA 3.13 (A) Relacion entre ;. en el eje de la yy a tasa de recombinacién (cM/Mb) en el eje de a x
para cada categoria de genes; as lineas son regresiones locales. (B) Valores de fy y (C) de K. obtenidos
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MutH estan coloreados en rojo, los genes GenH-Mutl en verde, los genes Genl-MutH en azul y los genes
GenlL-Mutl en violeta; consultese texto principal para una descripcion completa de estas categorias.
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Como la relacidn entre K;. y la tasa de recombinacidn para los genes GenH-MutH no
muestra una aproximacion asintética, solo podemos intentar estimar la proporcion
minima de substituciones perdidas debido a la iHR. Para hacer esto asumimos que
los genes GenH-MutH por encima de 5 cM/Mb no sufren iHR, para el resto de
categorias seguimos utilizando el valor umbral de 2 cM/Mb. Encontramos que a fy;
varia significativamente entre categorias de genes: genes con elevadas tasas de
mutacién localizados en regiones ricas en genes pierden mas substituciones
beneficiosas que genes pertenecientes a las otras categorias (GenH-MutH vs: GenH-
MutL bootstrap P < 0,01, GenL-MutH bootstrap P < 0,05, GenL-MutL bootstrap P < 0,01),
los cuales no son significativamente diferentes entre ellos. Hemos estimado que los
genes GenH-MutH han perdido ~59,7% (95% ICs [41,5%, 75,6%]) de todas sus
substituciones debido a la iHR comparado con un 20% aproximadamente en las otras
categorias (figura 3.13B y tabla 3.6). Si calculamos la fraccion global de
substituciones perdidas debido a a iHR combinando los datos de las 4 categorias
encontramos que ~35,9% (95% ICs [27,0%, 44,2%]) de todas las substituciones de
cambio de amino acido que se deberian de haber fijado en un genoma donde los sitios
son independientes se han perdido debido a la iHR. En cualquier caso, esta nueva
estima gendmica de la fy no es significativamente diferente a la estima anterior la
cual rondaba el ~27% (bootstrap P = 0,18).

Finalmente, aunque hay variacion en la fraccion de sustituciones adaptativas
perdidas debido a la iHR entre categorias de genes, ;cuantas sustituciones
beneficiosas acaban fijandose? La figura 3.13C muestra la tasa de evolucidn
adaptativa para cada categoria de genes en cada una de las 1000 réplicas del
bootstrap. Los genes que muestran una mayor tasa de evolucion adaptativa son
aquellos con elevadas tasas de mutacion localizados en regiones de baja densidad
génica (genes GenL-MutH) K,. = 0,0149 (95% ICs [0,0128, 0,0171]), mientras que el
resto de categorias muestran niveles similares de adaptacion: GenH-MutH K;.= 0,007
(95% ICs [0,0044, 0,00921), GenH-MutL K;. = 0,0067 (95% ICs [0,0054, 0,0069]) y
GenL-MutL K,.= 0,0077 (95% ICs [0,0067, 0,0086]).
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TABLA 3.6 MEDIA Y IC 95% OBTENIDOS MEDIANTE £407STR4P PARA DIVERSOS ESTADISTICOS

Category K. K., A AA+ (kb) Lost AA+ (kb) Global 7.
GenH-MutH 0.0070 (0.0045, 0.0092) 0.24 (0.23, 0.25) 0.50(041 0.76) 9.97 (6.37, 13.07) 15.46 (7.74, 22.77)

GenH-MutL 0.0067 (0.0054, 0.0079) 0.18 (0.17,0.18) 0.16(0.02,0.28) 9.58(7.83,11.34)  1.87(0.26,3.37) (20 (>0 ¢ an
GenL-MutH 0.0149 (0.0128, 0.0171) 0.24 (0.23, 0.24) 0.29 (0.19, 0.40) 18.93 (16.17, 21.69) 7.83 (4.80, 11.17) ol
GenL-MutL 0.0077 (0.0067, 0.0086) 0.17 (0.16, 0.17) 0.17 (0.08, 0.27) 9.50 (8.29, 10.62)  1.97 (0.88, 3.19)

K,., tasa de substituciones no sindnimas adaptativas (corregida por el método Jukes y Cantor 1969): Ky, tasa de substitucidn en posiciones 4-veces degeneradas (corregida por el método de Tamura 1992): fus,
fraccidn de substituciones adaptativas perdidas debido a la iHR; AA+ (kb]. nimero absoluto de fiiaciones adaptativas de cambio de aminodcido fijadas len kbj: lost AA+ (kb). nimero absoluto de fijaciones
adaptativas de cambio de amino dcido que se han perdido debido a (a iHR (en kbJ y Global fig, fraccidn global [combinando los 4 grupos] de substituciones adaptativas perdidas debido a la iHR.

Por lo tanto, aunque los genes GenH-MutH y GenL-MutH tienen tasas de mutacidn significativamente mayores a los genes GenH-MutL y GenL-MutL (K,
fold-change = 1,4, bootstrap P < 0,001), los genes GenH-MutH pierden muchas mas mutaciones adaptativas que los genes con bajas tasas de mutacion
(GenH-MutL y GenL-MutL), y como consecuencia la tasa de evolucién adaptativa acaba siendo practicamente la misma para los genes GenH-MutH, GenH-
MutL y GenL-MutL (GenH-MutH vs GenH-MutL bootstrap P = 0,41; GenH-MutH vs GenL-MutL bootstrap P = 0,35; GenH-MutL vs GenL-MutL bootstrap P = 0,13).
En cambio, los genes GenL-MutH son menos susceptibles a la iHR debido a la baja densidad génica y en definitiva pueden adaptarse mas rapidamente que

el resto de genes debido a sus elevadas tasas de mutacion (GenL-MutH versus: GenH-MutH bootstrap P < 0,001, GenH-MutL bootstrap P < 0,001, GenL-MutL
bootstrap P < 0,001).



DISCUSION

Esta tesis consta de tres partes diferenciadas, la primera corresponde al desarrollo
y aplicacion sobre el genoma de . melanogaster de dos nuevos estimadores de la
accion de la seleccidn purificadora (seccion 4.1). La bondad de los estimadores se ha
probado con datos simulados generados a partir de ecuaciones de difusion y
simuladores forward in time (Hernandez 2008). En la sequnda parte se dan las estimas
mas precisas y completas actualmente de la OFF de nuevas mutaciones deletéreas y
la tasa de evolucion adaptativa en el genoma codificador y no-codificador de 0.
melanogaster (véase seccion 4.2). En la tercera y tltima parte se ha llevado a cabo un
andlisis estadistico a nivel genémico donde se ha estudiado el papel de los
determinantes genéticos del efecto Hill-Robertson (estos son la tasa de
recombinacion, la densidad génica y la tasa de mutacion) sobre la tasa de
substituciones adaptativas de cambio de amino acido en D. melanogaster (véase
seccion 4.3). Ademas, se ha estimado, por primera vez en una especie, qué proporcion
de las substituciones adaptativas de cambio de amino acido dejan de fijarse como

consecuencia de la interferencia de Hill-Robertson.

Es importante destacar que la disponibilidad de 158 genomas de alta calidad, con una
alta cobertura, de una poblacion natural de la especie 0. melanogaster (Mackay et al.
2012) nos ha permitido realizar uno de los estudios mas exhaustivos hasta la fecha
en cuanto a la deteccion y cuantificacion de la huella de la seleccion natural y el
efecto Hill-Robertson a lo largo de un genoma. A su vez, la existencia de potentes
métodos de inferencia de la DFE y la tasa de evolucion adaptativa (Keightley y Eyre-
Walker 2007; Eyre-Walker y Keightley 2009) y la disponibilidad del mapa de
recombinacion actual de alta resolucion (Comeron et al. 2012) han sido otros recursos

indispensables.
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4.1 ESTIMADORES d, Y b: NUEVAS PRUEBAS ESTADISTICAS DE LA ACCION DE LA
SELECCION PURIFICADORA

Como se adelantd en la introduccion (consiltense secciones 1.2.1y 1.3.1) a pesar de
que existe una gran diversidad de modos de seleccidn, la mayoria de la investigacidn
se ha centrado en el desarrollo de pruebas estadisticas para detectar la seleccion
positiva. En este estudio hemos querido desarrollar dos intuitivos estimadores
puntuales de la seleccion negativa o purificadora, el modo de seleccién mas comun,
pero no por ello menos importante. La seleccidn negativa consiste en la eliminacion
no al azar de un alelo debido a sus efectos perjudiciales sobre la eficacia bioldgica
del individuo portador. La cantidad de evidencias en distintas especies a favor de la
accion de la seleccion negativa y sus efectos sobre la variacion neutra ligada es tal
que muchos genéticos de poblaciones proponen incorporar la seleccion de fondo
(Charlesworth 1993) a las teorias neutralistas (Kimura 1969a; 1983; Ohta y Kimura
1971) para obtener un modelo nulo actualizado que consiga mejorar nuestra
interpretacion de los patrones de variacion genética a lo largo de los cromosomas y
la deteccidn de las regiones o genes del genoma que estan detras de la adaptacion
de las especies (Reed et al. 2005; McVicker et al. 2009; Hernandez et al. 2011;
Lohmueller etal. 2011; Chuny Fay 2011; Charlesworth 2012a; Comeron 2014; Elyashiv
et al. 2014; Corbett-Detig et al. 2015). De este modo, embarcarse en el disefio y
aplicacion de estimadores de la intensidad de la seleccion purificadora que sean por
un lado de facil implementacion y por otro robustos a perturbaciones del equilibrio
poblacional, como cambios demograficos recientes o la misma seleccidn ligada, es

mas necesario que nunca.

En este estudio hemos propuesto dos estimadores o estadisticos que recogen
distintos aspectos de la informacidn contenida en el espectro de frecuencias alélicas,
y por extension en la OFE de las nuevas mutaciones deletéreas. EL primero de estos
estimadores, d,,, mide la proporcion de sitios segregantes selectivos respecto a los

sitios segregantes neutros por sitio selectivo y neutro, respectivamente. Es una
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medida del constrefimiento en la fase polimdrfica. Hemos mostrado una altisima
correlacion entre d,, y un sofisticado estimador cuantitativo de la proporcion de
mutaciones fuertemente deletéreas (con N.s < -10) que tiene en cuenta las posibles
alteraciones del espectro de frecuencias producidas por cambios demograficos
recientes (Keightley y Eyre-Walker 2007). Mediante simulaciones hemos demostrado
que d,, es muy robusto a cambios demograficos recientes, como el cuello de botella
severo que se cree han sufrido las poblaciones no-africanas de [. melanogaster
(Begun y Aquadro 1993; Andolfatto 2001; Li y Stephan 2006; Thornton y Andolfatto
2006). Ademas, el valor del estadistico d,, disminuye cuando la tasa de
recombinacidn por sitio es menor a la tasa de mutacion por sitio (véase figura 3.3).
Este hecho indica que la interferencia entre alelos seleccionados (el denominado
efecto Hill-Robertson, consiiltese seccion 1.1.3) disminuye, como es de esperar, la
eficacia de la seleccion negativa y con ello el constrefiimiento en la fase polimodrfica
permitiendo que incluso alelos fuertemente deletéreos lleguen a segregar a una
frecuencia apreciable en la poblacion. Al igual que las estimas de la fraccion de
mutaciones fuertemente seleccionadas (con N.s < -10) basadas en el método de
Keightley y Eyre-Walker (2007), para todas nuestras estimas de d,, (es decir, en
todas las ventanas cromosdmicas y clases funcionales analizadas) la hipdtesis nula
es refutada y la hipotesis alternativa donde la seleccion negativa fuerte estd
actuando es aceptada (consultese tabla S7 del ANEXO). En definitiva, a pesar que el
valor de d,, depende del tamafo de muestra, en la practica las conclusiones
extraidas con d,,y el estimador de la fraccion de nuevas mutaciones fuertemente
deletéreas de Keightley y Eyre-Walker (2007) son las mismas (véanse tabla 3.2y 3.3).
Con la ventaja que d,, es mucho mas facil y rapido de calcular. Aconsejamos el uso
de d,, como una primera aproximacion para cartografiar la intensidad de la seleccidn
purificadora a lo largo del genoma. No obstante, los resultados obtenidos con el
método de Keightley y Eyre-Walker (2007) son més faciles de comparar con estudios

previos en Drosophila y estudios realizados en otras especies.
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El segundo de nuestros estadisticos, b, es una medida del exceso de alelos
selectivos segregando a baja frecuencia (por debajo del 5%) respecto a lo observado
en sitios putativamente neutros. De nuevo la correlacion entre b y un estimador
cuantitativo de la proporcion de mutaciones ligeramente deletéreas (-10 < Nes < -1)
(Keightley y Eyre-Walker 2007) es muy alta. Sin embargo, nuestras simulaciones han
demostrado que b es profundamente sensible a la demografia (véase figura 3.3);
llegando a sobreestimar en mas de un 40% el valor esperado bajo un tamario de
poblacion constante. Esto es debido a que el espectro de frecuencias de mutaciones
neutras esperado bajo el equilibrio mutacion-deriva presenta una mayor proporcion
de alelos a frecuencias intermedias que el espectro de frecuencias de mutaciones
seleccionadas esperado bajo el equilibrio mutacién-seleccion-deriva. En otras
palabras, después de un cuello de botella reciente las mutaciones seleccionadas
alcanzan antes su frecuencia en el equilibrio (su distribucion estacionaria) que las
mutaciones neutras. Esta dinamica poblacional distinta para mutaciones neutras y
seleccionadas es la responsable de dicha sobreestima de b, y aunque los valores
significativos de b a lo largo del genoma son indicativos de que una fraccidn
importante de los alelos estd bajo seleccion negativa débil en 0. melanogaster
desaconsejamos el uso de dicho estadistico. Ademas, el estimador b no es capaz de
capturar gran parte de los alelos ligeramente deletéreos que segregan en una
muestra (Lo que implica que muchos alelos ligeramente deletéreos segregan > 5%),
ya que siempre genera estimas menores que el estadistico de Keightley y Eyre-

Walker (2007) para nuevas mutaciones ligeramente deletéreas.

¢NUEVO ESTIMADOR CUANTITATIVO DE LA /£ DE NUEVAS MUTACIONES DELETEREAS
ROBUSTO A LA DEMOGRAFIA?

Como se acaba de comentar, el estadistico d,, es muy robusto ante situaciones que
puedan alterar el espectro de frecuencias. Nuestras simulaciones indican que la
razon entre el nimero de sitios segregantes seleccionados y neutros (por sitio)

alcanza su valor esperado bajo un tamafo de poblacion constante y con libre
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recombinacién sorprendentemente rapido (ndtese que el cuello de botella de D.
melanogaster que hemos simulado se cree finalizd hace menos de 0,0042N.
generaciones o 50 afos [Thornton y Andolfatto 2006]). Esto significa que d,, alcanza
su valor esperado bajo el equilibrio muy pocas generaciones después de intensas

perturbaciones demograficas.

Nuestros resultados muestran un interesante potencial del estadistico d,, el cual
podria utilizarse para tratar de estimar cuantitativamente la DFE sin necesidad de
calcular ni el SFS ni inferir la demografia de la especie. Pero ; en qué consistiria dicho
método? Véase figura 4.1 para un caso practico. Se espera una relacién negativa
entre d,, y el tamafo de muestra, ya que, la probabilidad de que un alelo deletéreo
segregue respecto a un alelo neutro depende del tamaiio de muestra (n) (consultese
seccion 3.1.1 para mas detalles). A su vez, la relacion entre n y d,, dependerd
fundamentalmente de la OFF para las nuevas mutaciones que ocurren en un locus de
tamafio L con una tasa de mutacidn . Podriamos tratar de implementar un método
de computacién bayesiana aproximada (ABC, Approximate Bayesian Computation,
véase seccion 1.3.3) donde distintas DFFs son simuladas y el estadistico d,, es
estimado a distintos tamafos de muestra, después ajustariamos una funcidn
potencial a la relacion entre ny d,,: d,, = a n ", donde los parametros a y b
actuarian como nuestros estadisticos resumen (summary statistics) (anélisis
preliminares sefialan que la funcidn potencial es una muy buena aproximacion, ya
que el R? > 0.98, datos no mostrados). Esta es, en definitiva, una muy interesante
linea de investigacion que merece ser explorada en un futuro cercano. No obstante,
es necesario simular mas escenarios demograficos, OFEs y tamafios de muestra con
tal de conocer hasta qué punto el valor de d,, es independiente, o no, de la historia
demografica de las especies. Seria muy necesario afadir también arrastres
selectivos positivos recurrentes a las simulaciones, esto es el genetic draft (nétese
que nuestras simulaciones sdlo contemplaban el efecto de la seleccion de fondo

[Charlesworth 1993]) y comprobar de nuevo el comportamiento de d.,,.
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FIGURA 4.1 ; Puede la relacion entre d, y el tamafo de muestra (n) informarnos sobre la OFF subyacente? (A) Ejemplos de tres OFEs
con distintos efectos promedio de las nuevas mutaciones sobre la eficacia bioldgica [N, s) y valores del parametro de forma (B) de la
distribucion gamma asumida. Las lineas verticales discontinuas rojas delimitan por un lado la frontera entre las mutaciones
efectivamente neutras y las efectivamente seleccionadas [|N,s|=1) y por otro la frontera entre las mutaciones débilmente
seleccionadas y fuertemente seleccionadas (| N,s|=10). Notese que, aunque se estén mostrando valores positivos de la OFF, en
realidad se trata de la OFF de nuevas mutaciones deletéreas y efectivamente neutras, por Lo tanto, la imagen deberia girarse 180 grados.
En naranja tenemos una OFF con B =01y Ny = -1.000.000, esta OFF es muy representativa de la teoria neutralista original (Kimura
1969a). donde las mutaciones son o bien neutras o bien muy deletéreas. En verde (B = 0.9y Nos = -2b) tenemos una OFF con una
gran proporcion de mutaciones ligeramente deletéreas. En azul (B = 0.3y N,s = -300) se muestra una FE intermedia entre las dos
anteriores. (B) Relacidn entre el valor esperado del estadistico d, estimado con infinitos sitios segregantes y el tamafio de muestra (n)
para las tres OFFs mostradas en (A). Para n = 4 las 3 OFFs tienen el mismo valor de d, (d, ~ 0.77), es decir, aunque se trata de OFfs
muy distintas son capaces de generar el mismo valor de ¢, Sin embargo, al aumentar n somos capaces de detectar diferencias
\importantes entre JFEs.
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4.2 OFF DE LAS NUEVAS MUTACIONES DELETEREAS Y TASA DE EVOLUCION
ADAPTIVA EN EL GENOMA DE . melanogaster

Desde el comienzo de este trabajo de tesis ya existian buenos estimadores
cuantitativos de la OFF (Keightley y Eyre-Walker 2007), los cuales utilizan la
informacién contenida en el espectro de frecuencias de sitios putativamente neutros
para estimar la demografia y dar asi estimas corregidas de la OFF de nuevas
mutaciones deletéreas a partir del espectro de frecuencias de sitios putativamente
seleccionados. A partir de la DFE y utilizando la expresion [1.2] de Kimura (1957, 1983)
se puede calcular el numero esperado de substituciones neutras y ligeramente
deletéreas que han ocurrido en los sitios putativamente seleccionados (Eyre-Walker
y Keightley 2009). La diferencia entre el nimero de substituciones esperadas y el
nimero de substituciones observadas corresponde a las substituciones adaptativas
(consultese expresién [2.14]). Sin embargo, esta metodologia no informa sobre el
coeficiente de seleccion de las substituciones adaptativas, solo de la tasa de

evolucion adaptativa.

En este estudio hemos estimado la OFF y a tasa de evolucion adaptativa a lo largo
del genoma codificador y no-codificador de 0. melanogaster distinguiendo entre
brazos cromosdmicos y contextos recombinacionales. Hacer esto nos ha permitido
tratar de dar respuesta a estas cuatro cuestiones: (1) ; Qué proporcidn del genoma es
funcional? (2) ;Cudl es la contribucion relativa del genoma codificador y no-
codificador a la variacion genética de la eficacia bioldgica? (3) ;Cual es la
contribucion relativa del genoma codificador y no-codificador a la evolucion
adaptativa? (4) ; Existen diferencias en la DFE y la tasa de evolucion adaptativa entre

brazos cromosémicos? ; Si es asi a queé se deben?

Sabemos que un 15% del genoma eucromatico de J. melanogaster codifica para
proteinas, un 3,2% es UTR, un 30% pertenece a secuencia intronica y un 51.8%
intergénica (Adams et al 2000; Misra et al. 2002; Alexander et al. 2010,
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www.flybase.org), sin embargo, hasta hace relativamente poco el grado de
funcionalidad del genoma no-codificador de muchas especies se desconocia.
Actualmente sabemos que la mayoria de genomas de eucariotas superiores esta
formado principalmente de ADN no-codificador, el cual debe contener la informacion
necesaria para regular los niveles de expresion, el tempo, y la organizacion espacial
de cientos o miles de genes codificadores, asi como la orquestacion de la replicacion

0 el empaquetamiento de los cromosomas (Lewin 2007).

FRACCIGN FUNCIONAL DEL GENOMA DE [. melanogaster

Estimar qué proporcion del genoma esta sometido a la seleccion negativa es
equivalente a responder la pregunta: ;Qué proporcion del genoma es funcional?
Salvo algunas excepciones (véase més abajo). Estudios previos en Drosophila, y otras
especies, que trataban de responder esta misma pregunta se basaban en
aproximaciones basadas en datos filogenéticos (Bergman y Kreitman 2001;
Andolfatto 2005; Siepel et al. 2005; Halligan y Keightley 2006), es decir, en estimas
del grado de conservacion de la secuencia o constrefiimiento funcional entre parejas
0 grupos de especies mas o menos cercanas evolutivamente (consultese seccion
1.1.2). Este tipo de aproximaciones pueden subestimar la proporcion de sitios
funcionales si las substituciones beneficiosas son abundantes entre especies o si la
clase de sitios neutra (tradicionalmente las posiciones sinénimas) estan sometidas

a seleccion negativa. Ademas, si existen dindmicas mutacionales distintas entre los

sitios que asumimos evolucionan de forma neutra y los sitios seleccionados, esto
puede ocurrir cuando la composicion de bases es muy distinta entre clases de sitios,
podrian producirse también estimas incorrectas del constrenimiento. Por tltimo, el
concepto “constrefimiento” se suele interpretar como una propiedad de los sitios en
el genoma, en lugar de una propiedad de las posibles mutaciones que se producen en
estos sitios. Por ejemplo, es posible que una pequeda region del genoma carezca

totalmente de funcidn, pero si nuevas mutaciones crean sitios espurios de union a
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factores de transcripcion que pueden alterar la expresion de genes, estos sitios
pareceran estar sometidos a seleccion negativa aunque no sean funcionales (Hahn et
al. 2003; Clop et al. 2006). Ademés, la falta de evidencias de constrefimiento puede
ser engafosa acerca de la funcion, como sugiere la identificacion de enhancers en el
genoma humano los cuales no estén conservados entre especies (Blow et al. 2010).
Asi, mientras el constrefimiento o la conservacidn de la secuencia puede ser una
primera aproximacion razonable para conocer el grado de funcionalidad de un

genoma, su interpretacion a veces puede ser complicada.

En este estudio, en cambio, hemos utilizado la informacion contenida en el espectro
de frecuencias para estimar la OFE y con ello el % de genoma que es funcional (como
en Sawyer et al. 1987; Akashi y Schaeffer 1997; Keightley y Eyre-Walker 2007; Boyko
et al. 2008). Hemos comparado el espectro de frecuencias de sitios putativamente
neutros (en nuestro caso las posiciones 4-veces degeneradas) con el espectro de
frecuencias de sitios putativamente seleccionados: sitios 0-veces degenerados,
UTRs, intrones y regidn intergénica. Esta aproximacion se fundamenta en el hecho de
que la seleccion purificadora reduce la frecuencia a la cual segregan las mutaciones
seleccionadas respecto a las mutaciones neutras. Esta aproximacion tiene la ventaja
que no se ve afectada por las substituciones adaptativas (las cuales son funcionales
pero disminuyen la conservacion de la secuencia entre especies) y que es muy
robusta a diferencias en las tasas de mutacion entre tipos de sitios, siempre y
cuando, como hemos hecho en este estudio, no utilicemos el estado ancestral-
derivado de las mutaciones (Tajima 1989; Hernandez et al. 2007; Baudry y Depaulis
2003). Ademés, es capaz de cuantificar aquellas regiones sometidas a seleccin
negativa recientemente, dentro de un mismo linaje. Para una revision de ambas
metodologias y sus limitaciones consiiltese Zhen y Andolfatto (2013). Mas alld de la
aproximacion utilizada nuestros resultados son los mas completos hasta la fecha en
cuanto a % de genoma analizado, calidad de la secuencia y nimero de individuos

utilizados para estimar el espectro de frecuencias.
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Observamos que globalmente, sin distinguir entre tipos de sitios, y sumando el
nimero de mutaciones ligeramente deletéreas (-10 < N.s < -1) y fuertemente
deletreas (N.s < -10), el ~60% del genoma de 0. melanogaster parece ser funcional,
el resto (~40%) es efectivamente neutro (-1 < Ns < 1). Esta estima es cercana a la
encontrada por Halligan y Keightley (2006) y Siepel et al. (2005), donde ~50% de los
sitios entre 0. melanagaster y especies cercanas parecen estar conservados. Nuestra
estima es un 10% superior debido probablemente a las substituciones adaptativas
las cuales son funcionales (estan constredidas en la fase polimdrica actualmente)
pero disminuyen el constrefimiento entre especies. Estudios previos en Drosophila
que utilizaban los niveles de divergencia en regiones intergénicas e intrones largos
indicaban que >50% de este tipo de sitios estan bajo seleccidn purificadora (Bergman
y Kreitman 2001; Andolfatto 2005; Bachtrog y Andolfatto 2006; Halligan y Keightley
2006; Drosophila 12 Genomes Consortium 2007), hecho que ha sido respaldado en
analisis que incorporan el polimorfismo (Andolfatto 2005; Bachtrog y Andolfatto
20006; Casillas et al. 2007; Haddrill et al. 2008). En nuestro caso estimamos que el
~51% de las posiciones en regiones intergénicas e intrones parecen estar sometidas
a seleccion negativa (véase tabla 3.2). No hemos observado diferencias en la
proporcion de mutaciones negativamente seleccionadas entre intrones y regiones
intergénicas al igual que estudios previos (Bergman y Kreitman 2001; Andolfatto
2005; Halligan y Keightley 2006). EL mayor constrefimiento en las secuencias UTR
respecto al resto de ADN no-codificador ya habia sido descrito con anterioridad
(Andolfatto 2005); estimas previas del constrefiimiento muestran que el ~60% de los
sitios UTR son funcionales (véase tabla 2 de Andolfatto 2005). En nuestro conjunto de
datos el 68% de los sitios UTRs estan sometidos a seleccion (véase tabla 3.2), de
nuevo una estima ligeramente superior a estimas previas. Finalmente, ndtese que
nuestro analisis aporta un nuevo dato: el genoma no-codificador es el que domina en
lo que respecta a la proporcion de nuevas mutaciones ligeramente deletéreas, donde
un 21% de las nuevas mutaciones no-codificadoras (que ocurren tanto en UTR, intron

0 regién intergénica) estan débilmente seleccionadas en comparacion con el 9%
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estimado para las secuencias codificadoras.

Los patrones observados de constreiiimiento en el ADN no-codificador de [.
melanogaster son muy distintos al encontrado en ratones, donde el constrefiimiento
se desvanece o alcanza un valor muy bajo a < 3 kb de distancia de la secuencia
codificadora tanto en region intergénica como en intrones (Gaffney y Keightley 2006).
En hominidos las diferencias son incluso mayores, donde el constrefimiento
promedio alrededor de las secuencias codificadoras es cercano a cero (Keightley et
al. 2005a; 2005b; Kryukov et al. 2005). Estas diferencias entre mamiferos y Drosophila
en cuanto a la proporcion de ADN no-codificador funcional podria deberse al mayor
N. de Drosophila y/o al menor tamaio del genoma de Drosophila respecto estos
taxones (Halligan y Keightley 2006), el cual es un orden de magnitud menor - el
genoma de Drosophila es muy compacto. ELl hecho que hayamos encontrando un
elevado constrefiimiento en las regiones intergénicas de hasta 5 kb aguas arriba y
aguas abajo del primer y dltimo exdn, respectivamente, sugiere que los sitios
funcionales (potencialmente reguladores de la transcripcion) no sdlo se concentra
cerca de los genes como cabria esperar a priori. En el estudio de Andolfatto (2005) se
encuentra, de hecho, que cerca de los genes el constredimiento (C) es ligeramente
inferior: en regiones intergénicas a menos de 2 kb de distancia del gen mas cercano
C=40,6%y a mas de 4 kb de distancia del gen mas cercano C = 54,6%. El trabajo de
Nelson et al. (2004) da una explicacion funcional a este mayor constrefiimiento lejos
de los genes. Nelson et al. (2004) muestra que los genes con patrones de expresion
complejos tienden a estar asociados a secuencias intergénicas largas las cuales son
ricas en elementos reguladores. En cualquier caso, el elevado constrefimiento
funcional del genoma no-codificador de 0. melanogaster podria estar mediado por un
elevado niimero de elementos requladores (Bergman et al. 2002; Emberly et al. 2003;
Sironi et al. 2005) y/o a la presencia de genes codificadores (Storz 2002) y no-
codificadores (Stolc et al. 2004) no anotados. Aunque con la incorporacidn de las
anotaciones de modENCODE (The modENCODE Project Consortium 2010) al dltimo
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archivo de anotaciones esta tltima posibilidad es cada vez menos probable.

Nuestras estimas de la OFF para nuevas mutaciones deletéreas coinciden en general
con estimas realizadas en estudios previos, si bien, hasta la fecha en Drosophila
solamente se disponia de estimas de la OFF para mutaciones de cambio de amino
acido (Eyre-Walker et al. 2002; Loewe et al. 2006; Loewe y Charlesworth 2006; Eyre-
Walker y Keightley 2009; Andolfatto et al. 2011; Wilson et al. 2011), en intrones (Eyre-
Walker y Keightley 2009) y en secuencias no-codificadoras muy conservadas
(Casillas et al. 2007), para el resto de clases funcionales disponemos tnicamente de
estimas de constrefimiento las cuales no informan sobre los detalles de la OFF como
la proporcion de mutaciones ligeramente deletéreas. EL trabajo de Eyre-Walker y
Keightley (2009) es el més similar metodoldgicamente al nuestro y esta basado en 12
individuos de una poblacion africana de 0. melanogastery 688 loci en total (397 genes
codificadores y 291 intrones). Nuestras estimas indican que ~51% de las posiciones
intrénicas son funcionales (como Bergman y Kreitman 2001; Andolfatto 2005;
Bachtrog y Andolfatto 2006; Halligan y Keightley 2006; Drosaphila 12 Genomes
Consortium 2007), mientras que Eyre-Walker y Keightley (2009) estimaron una
cantidad menor, de alrededor del 30%. Estas diferencias podrian deberse a un sesgo
en la muestra de Eyre-Walker y Keightley (2009) hacia intrones pequefios (< 80-90
pb), los cuales se ha descrito evolucionan neutramente en Drosophila (Halligan y
Keightley 2006; Parsch et al. 2010). De hecho, este parece ser el caso, los intrones
de Eyre-Walker y Keightley (2009) son en promedio de ~200 pb (véase tabla 2 de Eyre-
Walker y Keightley 2009), mientras el valor gendmico promedio es de ~1,5 kb (Zhu et
al. 2009). Nuestras estimas de la OFF son mas cercanas al valor gendmico pues no
hemos filtrado ni categorizado los intrones por su tamanio. Las estimas previas de la
DFF para nuevas mutaciones no-sindnimas en Drosophila (Eyre-Walker et al. 2002;
Loewe et al. 2006; Loewe y Charlesworth 2006; Eyre-Walker y Keightley 2009;
Andolfatto et al. 2011; Wilson et al. 2011) son cualitativamente equivalentes a las

encontradas por nosotros en este trabajo, donde menos de un 10% de las nuevas
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mutaciones no-sinénimas son efectivamente neutras, un 80% son fuertemente
deletéreas y alrededor de un 10% son ligeramente deletereas. En conclusion, en
general nuestros resultados respaldan los resultados encontrados en trabajos
anteriores, pero el hecho que nuestras estimas sean a nivel gendémico, se hayan
calculado a partir de una gran muestra de individuos y no estén basadas en muestras
fragmentarias del genoma las convierte en las estimas de referencia en 0.

melanogaster.

CONTRIBUCION DE LAS MUTACIONES CODIFICADORAS Y NO-CODIFICADORAS A LA
VARIACION EN LA EFICACIA BIOLOGICA ENTRE INDIVIDUOS DE . melanogaster

Conocer la DFF de nuevas mutaciones deletéreas para secuencias codificadoras y no-
codificadoras no tan solo nos permite saber cual es la fraccion funcional del genoma
de D. melanogaster (es decir, con N.s < -1), sino saber cudl es también la contribucion
relativa del genoma codificador y no-codificador a la variacion en la eficacia
bioldgica. Bajo un modelo de equilibrio mutacion-seleccion, la varianza genética de
la eficacia bioldgica en el equilibrio es proporcional al producto del efecto promedio
de las nuevas mutaciones deletéreas sobre la eficacia bioldgica (N, s) y la tasa de
mutacion gendmica () (Eyre-Walker 2010). Por lo tanto, las mutaciones que
contribuyen mas a la varianza en la fitness son aquellas muy numerosas y/o que estan
mas fuertemente seleccionadas (Eyre-Walker 2010). No obstante, las estimas de
N,s para las nuevas mutaciones deletéreas dependen de la frecuencia de
mutaciones muy fuertemente seleccionadas, las cuales es poco probable que
segreguen en una muestra como la nuestra de n = 128. Serian necesarias muestras
de 1.000, 10.000 o millones de individuos para obtener estimas mas precisas del N, s
(Eyre-Walker y Keightley 2009; Eyre-Walker 2010; Keightley y Eyre-Walker 2010;
Halligan et al. 2013). Si pretendemos comparar la intensidad o fuerza de la seleccion
entre categorias de sitios, trabajos previos han mostrado que la proporcion de

mutaciones en distintos intervalos de la OFE es una estima mas robusta que el efecto
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promedio de las nuevas mutaciones (Keightley y Eyre-Walker 2007; Kousathanas y
Keightley 2013). Estos intervalos son los que mostramos en las tablas 3.2-3.4, sin
embargo, y aunque deben tratarse con mucha precaucion hemos encontrado que
nuestra estima promedio del N, s para mutaciones no-sindnimas es mucho mayor

que nuestras estimas promedio del N, s para cualquier clase de sitio no-codificador

(sitios 0-veces degenerados N,s ~ -15.000, UTR N,s ~ -1.000, intrones N,s ~
-20 y regiones intergénicas N,s ~ -17). En resumen, asumiendo la misma tasa de
mutacién en el ADN codificador y no-codificador, y ponderando por la longitud relativa
del ADN codificador y los distintos tipos de ADN no-codificador, podemos concluir
que en el ADN codificador se encuentra la mayoria de la variacion genética que esta
detras de las diferencias en la eficacia bioldgica entre individuos de Drosaphila, como
también parece ser el caso en ratones (Halligan et al. 2013) y humanos (Eyre-Walker
2010). Sin embargo, no podemos dar una estima precisa del % de la variacion en la
fitness que explica el ADN codificador respecto al resto de categorias no-
codificadoras porque, como se ha dicho, las estimas de N, s son poco precisas bajo
nuestro tamano de muestra (para una revisién de este problema consultese Keightley
y Eyre-Walker 2010).

Nuestros resultados indican que a pesar que las secuencias codificadoras son
minoria en el genoma, el conjunto de mutaciones que alli ocurren son mas deletéreas
que el conjunto de mutaciones que ocurren fuera. Nétese, no obstante, que hasta
ahora nuestra definicién de ADN no-codificador no distingue entre ADN no-codificador
conservado y no-conservado, cuando sabemos que un ~20-30% del ADN no-
codificador esta muy conservado entre especies de insectos (Bergman y Kreitman
2001; Bergman et al. 2002; Siepel et al. 2005). Casillas et al. (2007) mostrd que esta
conservacion se debe a la accion de la seleccion purificadora y estimd la OFF para
mutaciones deletéreas en secuencias CNS (conserved noncoding sequences) del
cromosoma X. Estimaron un N,s = -30,7 asumiendo, como nosotros, una

distribucion gamma para modelar la OFE. Este valor es casi 500 veces menor al
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observado para los cambios no-sindnimos (véase mas arriba) aunque solo hay ~5,7
veces mas ADN no-codificador (conservado y no-conservado) que codificador. Por lo
tanto, de nuevo, parece muy probable que los cambios estructurales en proteinas
dominen las diferencias en la fitness incluso en relacion al ADN no-codificador muy

conservado.

Finalmente, ndtese que sdlo hemos discutido aqui el efecto de mutaciones puntuales,
sin embargo, las inserciones, delecciones, inversiones y otras reorganizaciones
cromosdmicas estan involucradas muchas veces en graves enfermedades humanas
(Lupski 2009). Este tipo de mutaciones, aunque mucho menos numerosas que las
mutaciones puntuales, podrian contribuir mucho a la varianza en a fitness porque sus

efectos sobre esta seran probablemente mucho mayores.

CONTRIBUCION DE LAS SUBSTITUCIONES CODIFICADORAS Y NO-CODIFICADORAS A LA
EVOLUCION ADAPTATIVA EN Drosophila

La pregunta sobre cual es la contribucion relativa del genoma codificador y el genoma
no-codificador a la evolucion adaptativa no es nueva. King y Wilson (1975)
propusieron que los cambios en las proteinas (denominados cambios estructurales)
dificilmente podrian explicar la miriada de adaptaciones fenotipicas que diferencia a
humanos de chimpancés, o viceversa. Para ellos los cambios reguladores en
secuencias no-codificadoras que afectan al timing y la especificidad de la expresion
génica deberian dominar el cambio evolutivo adaptativo. Muchos estudios han
propuesto que la evolucion de la regulacion de la expresion génica podria estar detras
de la organizacion modular, la diversificacion funcional y el origen de nuevos
caracteres en organismos superiores (Stern 2010; Wray et al. 2003; Davidson 20071;
Carroll 2000). Existen evidencias empiricas de experimentos de cartografia genética
(genetic mapping) que apoyan (Carrol 2005; Wray 2007; Jones et al. 2012) y

contradicen esta hipdtesis (Hoekstra y Coyne 2007). Desde un punto de vista tedrico
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se ha discutido que los cambios reguladores deberian causar menores efectos

pleiotrapicos perjudiciales que las mutaciones que afectan a proteinas (Carrol 2005).

Se han encontrado evidencias de seleccidn positiva tanto en el ADN no-codificador de
Drosophila y ratones (Andolfatto 2005; Torgerson et al. 2009; Eyre-Walker y Keightley
2009; Kousathanas et al. 2011; Halligan et al. 2011; Halligan et al. 2013) como en el
ADN codificador de Drosaphila, ratones, bacterias y algunas plantas (Bustamante et
al. 2002; Smith y Eyre-Walker 2002; Bierne y Eyre-Walker 2003; Sawyer et al. 2003;
Charlesworth y Eyre-Walker 2006; Haddrill et al. 2010; Ingvarsson 2010; Slotte et al.
2010; Strasburg et al. 2011), a su vez hay escasas evidencias de seleccion positiva en
genes codificadores de hominidos y algunas plantas (Chimpanzee Sequencing and
Analysis Consortium 2005; Zhang y Li 2005; Boyko et al. 2008; Eyre-Walker y
Keightley 2009; Gossmann et al. 2010). Nos preguntamos qué tipo de cambios,

estructurales o reguladores, son mas importantes para la adaptacion en Drosophila.

La tabla 4.1 recoge estimas previas de la fraccion de substituciones adaptativas (c)
en comparacion con nuestras estimas en el genoma codificador y no-codificador de
D. melanagaster. En general, nuestras estimas corroboran los resultados a los que
apuntaban estudios previos, las evidencias de seleccion positiva son claras tanto en
el genoma codificador como no-codificador de Drosophila. Estos valores de o
positivos en todas las clases de sitios podrian interpretarse alternativamente como
un menor N, en el pasado (que llevo a la fijacion de mutaciones ligeramente
deletéreas) respecto al presente (donde estas mutaciones ya no segregan debido al
aumento de la eficacia de la seleccion) (Nei et al. 2010; Fay 2011) (seccion 1.3.2). Sin
embargo, las elevadas estimas de o entre distintas especies de Drosophila (véase el
grupo 0. americana [Maside y Charlesworth 2007] y la especie 0. miranda [Bachtrog
2008]) nos hace decantarnos por una elevada tasa de adaptacion general en
Drosaphilay no tanto por un aumento reciente del censo efectivo en todas las especies

del género Drosophila estudiadas.
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TABLA 4.1ESTIMAS DE o EN 22 melanogaster EN ESTUDIOS PREVIOS Y ESTE ESTUDIO

Previous estimates

This study

30%, n =419, D. simulans (Shapiro etal. 2007
52%, n =397, D. simulans (Eyre-Walker y Keightley 2009

)
A . _—"
12%,n="?,D. simulans (Langleyetal.2012)
Non-synonymous 24%, genomic, D. yakuba (Mackayetal.2012)
86%, n =105, D. simulans (Andolfatto etal. 2011)
X 46%,n =7, D. simulans (Langleyetal.2012) 53%
47%, genomic, D. yakuba (Mackayetal. 2012)
A 6%, genomic, D. yakuba (Mackayetal.2012) 32%
UTR X 20%, genomic, D. yakuba (Mackayetal.2012) 459%
56%, n =31, D. simulans (Andolfatto 2005)
A 29%, genomic, D. yakuba (Mackayetal.2012) 20%
23%,n =291, D. simulans (Eyre-Walker yKeightley 2009)
Intron 35%, genomic, D. yakuba (Mackayetal.2012) 349
X 19%,n =72, D. simulans (Andolfatto 2005) ’
A 28%, genomic, D. yakuba (Mackayetal. 2012) 17%
Intergenic X 37%, genomic, D. yakuba (Mackayetal.2012) 35%

49%,n =50, D. simulans (Andolfatto 2005)

La primera columna muestra (a clase funcional analizada. A y X corresponde a los resultados en autosomas y el cromosoma
X, respectivamente. n es el numero de Loci utilizados para realizar as estimas, el estudio de Mackay et al 2017 fue el
primero en dar estimas promedio a escala gendmica. Se muestra el taxdn externo (0. simulans o D. yakuba/ utilizado
para estimar (a divergencia junto con (a referencia del articulo.

Dicho esto, si asumimos que la tasa de evolucion adaptativa esta limitada por la

entrada de nuevas mutaciones (tanto en regiones codificadoras como no-

codificadoras), entonces la tasa de evolucidn adaptativa es proporcional al producto

de la fraccion de nuevas mutaciones que son adaptativas (p,) y su tasa de fijacién una

vez aparecen en la poblacién (Ohta y Kimura 1971). Si el tamaiio de poblacion es

grande (como lo es el de 0. melanagaster), \a tasa de fijacion de nuevas mutaciones

beneficiosas en una poblacion panmitica es proporcional al producto del censo

efectivo, N, y su efecto promedio en el heterocigoto, s,/2 (Ohta y Kimura 1971). Para

una tasa de fijacion de mutaciones neutras y ligeramente deletéreas dada, o estara

controlado por los parametros p, y N.s,. La tasa de substituciones adaptativas por

sitio putativamente seleccionado es el producto de estos dos pardmetros (K. = p.Nes;).
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En estudios relativamente recientes p, y NS, han sido estimados por separado a
través de distintos métodos que utilizan datos de polimorfismo y divergencia en
Drosaphila. Se han obtenido resultados contradictorios, estimas de una baja p, pero
considerable N.s,, es decir, de pocas mutaciones adaptativas pero fuertemente
seleccionadas (Eyre-Walker 2006; Li y Stephan 2006; Macpherson et al. 2007; Jensen
et al. 2008; Jensen 2009), asi como de escenarios con muchas mutaciones
adaptativas (elevada p,) pero débilmente seleccionadas (bajo N.s,) (Sawyer et al. 2003;
Andolfatto 2007; Schneider et al. 2011) e incluso una mezcla de mutaciones
fuertemente y débilmente seleccionadas (Sattath et al. 2011; Wilson et al. 2011).
Independientemente del valor verdadero de los pardmetros p, y N.s,, se conocen tres
fuentes de informacion/metodologias que podrian informarnos sobre la OFF o como
minimo del N, s de las nuevas mutaciones adaptativas: (1) el decaimiento de la
diversidad genética neutra alrededor de substituciones en sitios putativamente
seleccionados (Sella et al. 2009; Lee et al. 2014), (2) el espectro de frecuencias de
alelos derivados (Schneider et al. 2011) y (3) el exceso de variantes a alta frecuencia
tras un arrastre selectivo positivo (Fay y Wu 2000). Las estimas mas recientes de p,
y Nes, para mutaciones no-sindnimas en [. melanogaster indican que una proporcion
considerable (p;, ~ 1,5%) de las nuevas mutaciones no-sindnimas estén débilmente
seleccionadas a favor (N.s, ~ 5) (Schneider et al. 2011). No hay estimas del valor de

estos parametros en el ADN no-codificador hasta la fecha.

En este estudio no hemos utilizado ninguna de estas aproximaciones para estimar los
parametros p, y NS, en el ADN codificador y no-codificador. Sin embargo, nuestros
resultados corroboran indirectamente las estimas de Schneider et al. (2011) para el
ADN codificadory pueden dar una idea aproximada del valor de estos parametros para
el ADN no-codificador. Mostramos que la relacion entre la tasa de recombinacién y
nuestro estimador de la tasa de adaptacion w; (ws = K./K;, donde K; es la tasa de
substitucion en las posiciones sinénimas 4-veces degeneradas y es nuestro indicador

de la tasa de mutacion neutra) es muy similar para secuencias codificadoras y no-
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codificadoras (véase figura 3.7). Esta es una relacidn curvilinea - para valores bajos
de recombinacion (< 2 cM/Mb) existe una fuerte correlacidn positiva entre la tasa de
adaptacidn y la tasa de recombinacion, pero para valores de recombinacion > 2 cM/Mb
no existe relacion entre la adaptacion y la recombinacion. Esta relacion sugiere que
el parametro N.s, podria ser muy similar para el ADN no-codificador y el ADN
codificador en Drosophila. Si el parametro N.s, fuese mayor a 10, o mayor a 100, es
decir, si las nuevas mutaciones adaptativas estuviesen fuertemente seleccionadas,
su probabilidad de ser adaptativas deberia ser menor, p, < 0.15% o p, < 0.015%,
respectivamente, con tal de mantener constante K.. En este hipotético escenario
donde las nuevas mutaciones beneficiosas fuesen poco comunes, pero estuviesen
fuertemente seleccionadas, la interferencia de Hill-Robertson (Hill y Robertson 1966)
afectaria muy poco a la probabilidad de fijacion de las nuevas mutaciones adaptativas
y la correlacion entre adaptacion y recombinacion seria muy menor o inexistente. De
hecho, este parece ser el caso para las substituciones adaptativas no-sindnimas en
el cromosoma X, en este cromosoma no hay correlacidn entre la tasa de adaptacion
y la tasa de recombinacion para los sitios no-sindnimos (Campos et al. 2014) (véase
figura 3.7B). Hemos demostrado que esta falta de correlacidn no se debe a la menor
densidad génica del cromosoma X respecto a los autosomas (véase figura 3.9), ni a
una falta de poder estadistico debido al menor nimero de ventanas disponibles en el
cromosoma X. Tampoco se debe a la perdida de resolucion del mapa de recombinacidn,
ya que, originalmente, realizamos el andlisis en ventanas de 1 Mb mientras que las
estimas de recombinacion fueron estimadas sobre ventanas de 100 kb. Al repetir los
analisis agrupando los genes por su tasa de recombinacion y no por la ventana
cromosémica a la que pertenecen seguimos observando una falta de correlacion
entre adaptacion no-sinénima y recombinacion en el X. Estas diferencias deben
deberse a un N.s, mayor de las mutaciones no-sinénimas en el X que en los autosomas,

lo cual las haria “insensibles” a la interferencia de Hill-Robertson.
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En este trabajo hemos recopilado evidencias que indican que K. es en promedio dos
veces mayor en el ADN no-codificador que en el ADN codificador (véase tabla 3.2) -
no hemos observado diferencias significativas en K. entre distintos tipos de sitios no-
codificadores. Teniendo en cuenta que hay 5,6 veces mas ADN no-codificador que
codificador, slo el ~ 8% de las substituciones adaptativas se han dado en el ADN
codificador. No obstante, para la adaptacion no solo es importante considerar el
nimero absoluto de substituciones adaptativas sino el efecto promedio sobre la
fitness de dichas substituciones (es decir, el pardmetro N.s), ya que, una categoria
de sitios con una muy baja tasa de substituciones adaptativas puede contribuir
enormemente a la adaptacion si estas substituciones son fuertemente adaptativas
(consultese expresion [2] de Halligan et al. 2013). En otras palabras, la mayor tasa de
evolucion adaptativa en el ADN no-codificador no implicaria, necesariamente, que las
substituciones adaptativas de las regiones no-codificadoras fuesen las dominadoras
del cambio adaptativo en Drosaphila. Sin embargo, si como sugiere la relacion entre
la tasa de adaptacion y la tasa de recombinacion la mayoria de mutaciones
beneficiosas (codificadoras y no-codificadoras) estan débilmente seleccionadas (por
ejemplo, con N.s; ~ 5 como sugiere Schneider et al. 2011), entonces el ADN no-
codificador sera seguramente el claro dominador de la evolucion adaptativa en
Drosophila (como ya sugirio Andolfatto 2005). Este también parece ser el caso en
humanos segin Enard et al. (2014). Dado que hay ~ 5,6 veces mas sitios no-
codificadores que codificadores y que la probabilidad que una nueva mutacion sea
beneficiosa (p;) serd probablemente el doble en el ADN no-codificador que en el ADN
codificador, entonces por cada sustitucion adaptativa no-sindnima ocurren ~ 11,3

substituciones adaptativas no-codificadoras en . melanogaster.

Finalmente, como en el caso de la variacion en a fitness, en este trabajo s6lo hemos
estudiado las mutaciones puntuales, si otro tipo de mutaciones estructurales (véase
tabla 1.1) a pesar de tener tasas de mutacion mucho menores, tuviesen un N.s, de tal

magnitud que superara al de todas las substituciones de un solo nucledtido juntas,
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entonces no podriamos asegurar el dominio de las mutaciones (puntuales) no-
codificadoras (y probablemente reguladoras de la expresidn génica) sobre el cambio
adaptativo. De hecho, nuestras conclusiones son s6lo preliminares hasta que no

tengamos mejores estimas de la OFF para otros tipos de mutaciones.

EVOLUGION LENTA DEL X: MUTACIONES DELETEREAS RECESIVAS

La eficacia de la seleccion natural depende de una serie de parametros como la DFE,
la distribucion de los coeficientes de dominancia fenotipica de las variantes alélicas
y el censo efectivo. Cuando los efectos de la seleccion son relativamente débiles
respecto a la deriva genética, el efecto Hill-Robertson (Hill y Robertson 1966) (véase
seccin 1.1.3) puede contribuir también a la variacidn en la eficacia de la seleccidn.
Este hecho hace que el contexto recombinacional y cromosdmico, como la densidad
génicay la tasa de mutacion local, jueguen un importante papel en la tasa de fijacion

de alelos beneficiosos y alelos deletéreos a lo largo del genoma.

Multitud de estudios sugieren que la eficacia de la seleccion varia dentro de un mismo
genoma. Por ejemplo, la razon entre el polimorfismo no-sinénimo y el polimorfismo
sindnimo es mayor en autosomas que en el cromosoma X en D. melanogaster (Begun
1996; Andolfatto 2001; MacKay 2012; Campos et al. 2014). Este patron puede deberse
a una menor eficacia de la seleccion purificadora en los autosomas debido a la
presencia de mutaciones deletéreas no-sindnimas (parcial o completamente)
recesivas (Charlesworth et al. 1987), las cuales si son visibles para la seleccién en
machos (estos son hemicigdticos para el cromosoma X). Si las mutaciones
beneficosas son anecddticas esperariamos encontrar una menor tasa de evolucion en
el cromosoma X que en los autosomas; esta es la hipdtesis del X lento (Charlesworth
etal. 1987).
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No obstante, el censo efectivo del cromosoma X es % el de los autosomas (si
asumimos un censo efectivo de ambos sexos similar) lo que implicaria una menor
eficacia de la seleccion en el X (Wright 1931). Por lo tanto, bajo el modelo mas
sencillo, la mayor o menor eficacia de la seleccion purificadora en el cromosoma X
respecto los autosomas dependera del balance de fuerzas entre la proporcion de
nuevas mutaciones deletéreas recesivas y el nimero de machos y hembras en la
poblacion. En la poblacidén putativamente ancestral de 0. melanogaster del este de
Africa el censo efectivo (estimado a partir de la diversidad nucleotidica, 7 [Tajima
1983], en sitios putativamente neutros) del cromosoma X respecto a los autosomas
es igual a 1,1 (Andolfatto 2001; Hutter et al. 2007; Singh et al. 2007; Langley et al.
2012), igual que para la poblacion ancestral africana de 0. simulans (Andolfatto 2001;
Singh et al. 2007). Esto no es debido a una mayor tasa de mutacion en el cromosoma
X - la tasa de mutacion en X y autosomas es similar (véase Bauer y Aquadro 1997;
Hutter et al. 2007; Keightley et al. 2009; Zeng y Charlesworth 2010; Haddrill et al. 2011;
Hu et al. 2013). Trabajos recientes sugieren que esto podria ser debido a una menor
tasa de entrecruzamiento en los autosomas respecto al cromosoma X, este hecho
implicaria una mayor intensidad del efecto Hill-Robertson en estos (Charlesworth
2012b). La recombinacion es mas elevada en el cromosoma X porque los machos de
Drosophila no pueden recombinar entre cromosomas homdlogos (Ashburner et al.

2005); la tasa de recombinacion efectiva para una tasa de recombinacion r dada entre
dos loci en hembras es 1/2 para los autosomas y 2/3 para el X (Charlesworth y

Charlesworth 2010, p.381). En cambio, en las poblaciones no-africanas de 0.
melanogaster (y D. simulans), como la utilizada en este estudio, el censo efectivo del
cromosoma X respecto a los autosomas es menor a 3/4 (alrededor de 2/3]
(Aquadro et al. 1994; Begun y Aquadro 1993; Begun y Whitley 2000; Andolfatto 2001;
Harr etal. 2002; Hutter et al. 2007; Singh et al. 2007; Stephan 2010; Mackay et al. 2012;
Langley et al. 2012). Visto desde otro punto de vista, la razon entre la diversidad
nucleotidica sindnima en poblaciones africanas y no-africanas es de ~ 1,35 para

autosomas y ~ 2,34 para el cromosoma X (véase tabla 7 en Langley et al. 2012), es
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decir, fuera de Africa la variacidn se ha reducido mas en el X que en los autosomas.
Dos posibles explicaciones, no mutuamente excluyentes, pueden explicar la mayor
reduccion del censo efectivo del cromosoma X respecto autosomas en poblaciones
no-africanas: (1) mayor nimero de arrastres selectivos positivos promovidos por
mutaciones beneficiosas recesivas en poblaciones que se enfrentan a nuevas
condiciones ambientales (Charlesworth et al. 1987; Vicoso y Charlesworth 2009) y/o
(2) cuellos de botella demogréficos que afectarian mas al cromosoma X que a los
autosomas (Charlesworth 2001; Pool y Nielsen 2007; 2008).

En este estudio hemos encontrado diferencias significativas en la fraccidn global (sin
distinguir entre ADN codificador y no-codificador) de nuevas mutaciones
efectivamente neutras y fuertemente deletéreas entre el brazo cromosémico 3R y el
cromosoma X (véase tabla 3.3). EL brazo cromosémico 3R tiene mas mutaciones
efectivamente neutras (un 9%) y menos mutaciones fuertemente deletéreas (un 7%)
que el cromosoma X (véase tabla 3.3) a pesar que el cromosoma X es el que tiene la
menor densidad génica dentro de los 5 grandes brazos cromosomicos. No obstante,
cuando comparamos regiones autosomicas y del X con tasas de recombinacion y
densidades génicas similares estas diferencias entre el brazo 3R y el cromosoma X
se desvanecen lo cual sugiere que una proporcion importante del brazo 3R tiene
problemas para deshacerse de las mutaciones deletéreas (véase mas abajo). Con
este conjunto de datos emerge un nuevo patrén; el cromosoma X tiene una fraccion
significativamente menor de mutaciones ligeramente deletéreas no-sinénimas que
los autosomas. Este resultado se ve respaldado por el conjunto de trabajos que
sugieren que las nuevas mutaciones ligeramente deletéreas son parcialmente
recesivas en D. melanogaster (con coeficiente de dominancia promedio h entre 0,1y
0,4 dependiendo del estudio) (Mukai 1964; Crow y Simmons 1983; Garcia-Dorado y
Caballero 2000; revisado por Garcia-Dorado et al. 2004). Si como parece este es el
caso, entonces el hecho que los machos sean hemicigdticos para el X explicaria

nuestros resultados. Es importante mencionar que no hemos detectado diferencias
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significativas en la fraccién de mutaciones no-codificadoras ligeramente deletéreas
entre X y autosomas cuando comparamos regiones con densidades génicas y tasas
de recombinacidn efectivas equivalentes (véase tabla 3.4). Esto implicaria que las
mutaciones deletéreas que ocurren en regiones no-codificadoras tienen en promedio
efectos aditivos (h = 0,5). Sin embargo, trabajos tedricos muestran que a efectos
practicos la dindmica poblacional de mutaciones muy débilmente seleccionadas
parcialmente recesivas se asemeja mucho al de mutaciones con efectos aditivos
(Wright 1934; Kacser y Burns 1981; Charlesworth 2012b). Si una proporcion
importante de las nuevas mutaciones ligeramente deletéreas no-codificadoras se
encuentran cerca de la frontera entre lo efectivamente neutro y lo efectivamente
seleccionado (N.s ~ -1), el coeficiente de dominancia practicamente no afectard a la
dindmica poblacional de dichas mutaciones (por esta razén, quizés, no observamos
diferencias entre X y autosomas). En cambio, las mutaciones no-sindnimas
ligeramente deletéreas es mas probable que se encuentran cerca de la frontera entre
lo fuertemente deletéreo y lo ligeramente deletéreo (N.s ~ -10) y el coeficiente de
dominancia si afectara en este caso a la eficacia de la seleccion entre X y autosomas.
Ademas, el menor N, del cromosoma X respecto a los autosomas en poblaciones
derivadas no-africanas como la nuestra (véase més arriba), puede dificultar mas si
cabe encontrar diferencias significativas para mutaciones muy débilmente

seleccionadas.

Segun el trabajo de Singh et al. (2008), el primero a escala gendmica con un conjunto
de datos de 6698 genes codificadores ortélogos uno a uno en 12 especies de
Drosophila, \a eficacia de la seleccion purificadora (medida por el mayor o menor uso
de codones) es mayor en los genes del cromosoma X que en los genes autosdmicos
de las 12 especies de Drosaphila estudiadas. Sin embargo, este trabajo no tenia en
cuenta la mayor tasa de entrecruzamiento en el X respecto a los autosomas, ni su
menor densidad génica, ambas propiedades disminuyen el efecto Hill-Robertson en

el cromosoma X y podrian explicar estas diferencias (Charlesworth 2012b). En esta
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tesis hemos comparado regiones autosémicas y del X que a priori estan sometidas
por igual al efecto Hill-Robertson; la menor fraccion de mutaciones no-sindnimas
ligeramente deletéreas en el X debe ser producto de la presencia de mutaciones
deletéreas parcialmente recesivas en esta clase de sitios y no a una mayor eficacia
de la seleccidn negativa debido a la menor intensidad del efecto Hill-Robertson en el
X.

Otro ejemplo que muestra que la eficacia de la seleccion purificadora varia a lo largo
de los cromosomas es el siguiente. Regiones de muy baja recombinacion en el
genoma de Drosophila también muestran niveles mas elevados de polimorfismo no-
sindnimo, hecho que indicaria un menor N, y eficacia de la seleccion negativa en
dichas regiones (Presgraves 2005; Betancourt et al. 2009; Mackay et al. 2012; Campos
etal. 2014). Respaldando este resultado, hemos encontrado una correlacion negativa
entre la fraccion de nuevas mutaciones efectivamente neutras (-1<N.s < 1)y la tasa
de recombinacién (tanto para ADN codificador como no-codificador en autosomas y
cromosoma X) (véase figura 3.8). Este resultado es otra evidencia mas a favor de la
variacion en la eficacia de la seleccion purificadora mediada por la tasa de

recombinacidn y el efecto Hill-Robertson (Hill y Robertson 1966).
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EVOLUCION RAPIDA DEL X: MUTACIONES BENEFICIOSAS RECESIVAS

Este analisis ha permitido ayudar a esclarecer otras cuestiones controvertidas como
la hipotesis de la evolucion rapida del X (faster-X effect) que propone que el
cromosoma X evoluciona a una tasa mayor que los autosomas debido a una mayor
tasa de fijacion de nuevas mutaciones adaptativas recesivas asumiendo un censo
efectivo similar de machos y hembras (Avery 1984; Charlesworth et al. 1987;
Betancourt et al. 2004, consultese Meisel y Connallon 2013 para una revision

reciente).

Estudios previos que trataban de probar esta hipdtesis en Drosaphila habian llegado
a conclusiones contradictorias (Thornton et al. 2006; Connallon 2007; Singh et al.
2007; Baines et al. 2008). La heterogeneidad en las muestras de estos trabajos podria
explicar dichas discrepancias. En este sentido, el trabajo de Singh et al. (2008) es el
primero en utilizar un conjunto de datos gendmico para resolver dicha controversia
en 12 especies de Drosophila. Sus resultados sugieren una mayor eficacia de la
seleccion positiva en el X en algunas especies, entre ellas [. melanogaster, pero no
en otras. En nuestro trabajo, después de corregir para las diferencias en la tasa de
entrecruzamiento y la densidad génica entre X y autosomas, hemos encontrado que
la tasa de adaptacion promedio es ~1.4 veces mayor en el cromosoma X que en el
resto de autosomas juntos (véase tabla 3.4). La razén de la tasa de adaptacion
X/autosomas por clase funcional (ordenando de mayor a menor) es la siguiente: (1)
region intergénica (X/autosomas ~ 1,47), (2) UTR (X/autosomas ~ 1,45), (3) intrones
(X/autosomas ~ 1,43) y (4) sitios no-sindnimos (X/autosomas ~ 1,30) (véase tabla
3.4). Esta mayor tasa de adaptacion en el X es fruto, probablemente, de la mayor
fijacion de nuevas mutaciones beneficiosas parcialmente recesivas. Ademas, de
acuerdo con el trabajo tedrico de Orr y Betancourt (2001), si la adaptacion se
produjese sobre variantes preexistentes deletéreas (en equilibrio mutacidn-
seleccidn), los autosomas deberian mostrar mayores tasas de evolucién adaptiva que

el cromosoma X independientemente de la dominancia de las mutaciones (véase
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seccion 1.2.3). Por lo tanto, nuestros resultados también sugieren que una fraccion

substancial de las fijaciones adaptativas proviene de nuevas mutaciones.

Estudios a escala gendmica posteriores a Singh et al. (2008) también observaron que
la tasa de adaptacidn es mayor en el X que en los autosomas para una misma tasa de
recombinacion efectiva en 0. melanogaster (Mackay et al. 2012; Langley et al. 2012;y
Campos et al. 2014). Sin embargo, estos estudios siguen sin controlar para las
diferencias en la densidad génica. En el trabajo de Campos et al. (2014), el cual utiliza
el mismo estimador de la tasa de evolucién adaptativa que nosotros (este es wy), las
diferencias X/autosomas para la tasa de sustitucion de mutaciones no-sindnimas
adaptativas pasa de 1,88 (sin corregir) a 1,44 (corrigiendo la tasa de recombinacion
entre X y autosomas y comparando regiones de eleveda recombinacion en ambos
casos). En nuestro caso la razon X/autosomas para tasa de substituciones no-
sindnimas adaptativas sin corregir es de 1,43 (véase tabla 3.2), corregido sélo para
la tasa de recombinacion es 1,32 y corregido tanto para la densidad génica como para
la recombinacion es 1,30 (véase tabla 3.4). Estas ligeras diferencias entre nuestros
resultados y los de Campos et al. (2014) pueden tener dos explicaciones no

mutuamente excluyentes: (1) En nuestra poblacion norteamericana el censo efectivo
para el cromosoma X es 2/3 el de los autosomas (véase mas arriba), la eficacia de

la seleccion es menor y, por tanto, aunque nuestro estimador tiene en cuenta cambios
demograficos recientes, cabe la posibilidad que nuestras estimas de la adaptacion
estén ligeramente subestimadas en el cromosoma X. En cambio, esto no es un
problema en el conjunto de datos de Campos et al. (2014) basado en una poblacién
africana donde el censo efectivo X y autosomas es muy similar. (2) Nosotros hemos
descartado las posiciones dos veces degeneradas porque hemos utilizado un criterio
basado en las posciones fisicas para definir los sitios sindnimos y no-sindnimos
(seccion 2.2.3). Campos et al. (2014) utilizaron un criterio mutacional para definir los
sitios sindnimos y no-sinénimos y por tanto no descartaron las posiciones dos veces

degeneradas. Si una proporcion importante de las nuevas mutaciones no-sindnimas
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adaptativas y parcialmente recesivas se producen en las posiciones dos veces
degeneradas entonces podemos estar subestimando la razén X/autosomas para la
tasa de evolucion adaptativa. Desafortunadamente, en el trabajo de Campos et al.
(2014) sdlo utilizaron genes codificadores y no podemos comparar sus resultados con
los nuestros en el ADN no-codificador con tal de diferenciar entre estas dos hipétesis.
Alternativamente, podriamos reanalizar nuestros datos definiendo los sitios
sindnimos y no-sinénimos siguiendo un criterio mutacional como Campos et al. (2014)

y comparar nuestros resultados.

La mayor divergencia en el ADN no-codificador que en el codificador en el cromosoma
X respecto a los autosomas ha sido reportada utilizando otro conjunto de datos
genomico en D. melanagaster (Hu et al. 2013). Nuestros resultados sugieren que esta
mayor divergencia se debe a una mayor tasa de adaptacion en el ADN no-codificador
(y no a la relajacion de la seleccidn purificadora en el X). Existe una tercera evidencia
que sale reforzada tras nuestro andlisis; la evolucion rapida de la expresion génica
en el cromosoma X en Drosaphila (Kayserili et al. 2012; Llopart 2012; Meisel et al.
2012). Esto se ha observado también en mamiferos (Khaitovich et al. 2005; Brawand
etal. 2011). Hay evidencias que sugieren que la mayor tasa de evolucion en los niveles
de expresidn de genes ligados al cromosoma X son debidos a la accidn de la seleccidn
positiva y no el resultado de la deriva genética (Meiklejohn et al. 2003; Kayserili et al.
2012; Meisel et al. 2012). Nuestros resultados apuntan a que los cambios adaptativos
reguladores en cis podrian ser los responsables de la evolucion rapida de los niveles

de expresion en el X de [. melanagaster.

Es posible que al haber utilizado una poblacidn norteamericana hayamos magnificado
la razén de la tasa de adaptacion X/autosomas. Es decir, nuestra poblacidn
norteamericana es probable que se haya tenido que adaptar a nuevos ambientes y
esto puede haber magnificado la razon de la tasa de adaptacion X/autosomas.

Sospechamos que este hecho sera poco relevante, primero porque los estudios de
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Langley et al. (2012) y Campos et al. (2014) utilizando poblaciones africanas también
encuentran una mayor tasa de adaptacion en el X, y segundo porque nuestras estimas
de divergencia no estan polarizadas, es decir, hemos estimado el total de
substituciones entre 0. melanogaster y D. yakuba. Las substituciones adaptativas
fijadas unicamente en las poblaciones no-africanas seran, por tanto, una fraccion
menor de todas las substituciones adaptativas que distinguen a [. melanogastery D.

Yyakuba.

En conclusion, la mayor adaptacion en el X respecto a autosomas parece un hecho
para todas las poblaciones estudiadas de 0. melanogaster (africanas y no-africanas)
y es una prueba a favor de la existencia de nuevas mutaciones adaptativas
parcialmente recesivas (muchas de ellas parecen reguladoras en cis) y de la hipdtesis
de la evolucion rapida del X en 0. melanogaster. Sin embargo, este hecho no parece
generalizable a todas las especies del género Drosophila (Singh et al. 2008), lo cual
sugiere que o bien la OFE o bien otros pardmetros importantes como el grado de
dominancia fenotipica de las mutaciones son muy variables entre especies y su
interaccion genera distintos resultados en cada linaje. Finalmente, otra fuente de
evidencias a favor de la variacion del N.en el genoma, no ya entre cromosomas sino
dentro de los mismos brazos cromosdmicos, proviene de estudios donde se relaciona
la tasa de recombinacion y la tasa de adaptacion en Drosophila (Presgraves 2005;
Betancourt et al. 2009; Arguello et al. 2010; Mackay et al. 2012; Campos et al. 2014;
Castellano et al. 2016). Los resultados mostrados en la seccién 3.3, donde se
incorpora la densidad génica y la tasa de mutacion a la relacion entre la tasa de
recombinacidn y a tasa de adaptacion (Castellano et al. 2016), se discuten en detalle

més adelante (seccion 4.3).
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4.2.6

INVERSIONES Y COMPOSICION GENICA DIFERENCIAL ENTRE BRAZOS CROMOSOMICOS

En este estudio no s6lo hemos detectado diferencias en la tasa de adaptaciony en la
DFE de nuevas mutaciones deletéreas entre autosomas y X. Dentro de los autosomas
hemos observado que el brazo cromosémico 2L muestra una tasa de substituciones
adaptativas dos veces mayor al resto de brazos autosdmicos juntos. Esto es probable
que sea debido a la mayor tasa de recombinacion en este brazo autosémico respecto
al resto de autosomas (Comeron et al. 2012; Barron 2015). A su vez, el brazo
cromosémico 3R muestra en conjunto escasas evidencias de adaptacion. Respecto a
las diferencias en la OFE, el brazo cromosémico 3R muestra mas mutaciones
efectivamente neutras que el brazo cromosémico 2L. Dos explicaciones no
mutuamente excluyentes podrian explicar estos resultados: (1) reduccion de la tasa
de recombinacion debida a la presencia de inversiones polimdrficas (Langley et al.
2012 y (2) una composicion génica o patrones de expresion distintos entre brazos
cromosémicos (Vicoso y Charlesworth 2006; Hu et al. 2013). Nétese que estas

hipdtesis también servirian para explicar el efecto del X rapido (véase mas arriba).

La mayor cantidad de inversiones polimérficas (y la mayor proporcién de cromosoma
afectado por inversiones) en el brazo cromosdmico 3R respecto al resto de brazos
autosémicos y el cromosoma X (véase figura 3 de Corbett-Detig y Hartl 2012) puede
conducir a una menor frecuencia de entrecruzamientos en la region invertida y con
ello a una reduccidn de la eficacia de la seleccion natural (Langley et al. 2012).
Ademas, las inversiones polimdrficas pueden magnificar el alcance de los arrastres
selectivos positivos al suprimir la recombinacion entre grandes distancias -
reduciendo mas si cabe la eficacia de la seleccion (Andolfatto 2001). Este hecho
podria explicar la mayor fraccion de nuevas mutaciones efectivamente neutras, la
menor proporcion de mutaciones fuertemente deletéreas y la menor tasa de
evolucion adaptativa que hemos encontrado en el brazo cromosomico 3R. Sin
embargo, el origen de todas estas inversiones polimérficas es relativamente reciente

y es muy probable que no hayan tenido tiempo suficiente para afectar al nimero de
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substituciones adaptativas que separan a 0. melanagaster y D. yakuba (Campos et al.
2014), pero si a los niveles de polimorfismo. Pool et al. (2012) encontraron en una
poblacion francesa de 0. melanogaster que los niveles de variacion nucleotidica
aumentan en promedio cerca de un 30% en el brazo cromosomico 3R, un 20% en el
brazo cromosémico 3L y un 10% en el brazo cromosdmico 2L al incluir cromosomas
portadores de inversiones (es decir, los cromosomas invertidos aportan variabilidad).
Es muy probable que algo similar suceda con nuestra poblacion norteamericana, pues
la inversion /n{3R/Mo (una de las tres descritas en el brazo cromosémico 3R) estd al
12% en nuestra muestra DGRP (Langley et al. 2012; Corbett-Detig y Hartl 2012). Para
las poblaciones africanas ancestrales las inversiones (las cuales se cree se
originaron en Africa) tienen, como es de esperar, un impacto muy leve sobre los
niveles de variacion nucleotidica (Pool et al. 2012; Corbett-Detig y Hartl 2012); esto
indicaria una llegada reciente de cromosomas invertidos provenientes de Africa y su
incremento en frecuencia como consecuencia de a accion de la seleccion natural en
poblaciones no africanas (Pool et al. 2012; Corbett-Detig y Hartl 2012). Seria muy
interesante conocer el impacto de las inversiones polimérficas sobre el espectro de
frecuencias de mutaciones seleccionadas y neutras. De esta forma podriamos evaluar
cuantitativamente el impacto de las inversiones sobre nuestras estimas de la
adaptaciony la DFE - a priori esperamos subestimar la tasa de adaptacion y la eficacia
de la seleccion purificadora en las regiones afectadas por la inversion. El impacto de
las inversiones sobre la tasa de evolucion adaptativa no termina con el efecto que las
inversiones polimdrficas tienen sobre los niveles de variacion nucleotidica actuales.
Las inversiones fijadas entre [. melanogaster y D. yakuba se encuentra
mayoritariamente en el brazo cromosdmico 3R (Lemeunier y Aulard 1992). Ademas,
habran existido inversiones que fueron polimérficas en algin momento y acabaron
por extinguirse, todas estas también habran contribuido a la reduccion de la
recombinacion y la eficacia de la seleccion en algin momento. Evaluar el impacto de
estos casos sobre nuestras estimas es, sin embargo, muy complicado o virtualmente

imposible.
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Otro potencial factor que podria explicar las diferencias en la OFF y la tasa de
adaptacidn entre cromosomas es la composicion génica de estos. Hu et al. (2013) se
preguntaron si los términos GO (gene ontology) asociados a genes codificadores
podrian explicar las diferencias X/autosomas (y entre autosomas) en los niveles de
divergencia especifica del linaje de D. melanagaster y D. simulans). Realizaron un
ANOVA donde los términos GO eran un factor mas y encontraron que entre autosomas
los términos GO no contribuian a explicar la variacion en los niveles de divergencia
en 0. melanogaster (ni D. simulans). En cambio, la variacion en los niveles de
divergencia no-sinénima entre X y autosomas si se podian explicar enteramente a
partir de los términos GO en 0. melanogaster (y en D. simulans). Este hecho es una
evidencia en contra de la mayor tasa de evolucion en el X debida a la fijacion de
mutaciones beneficiosas parcialmente recesivas en los sitios no-sindnimos pues
sugiere que el cromosoma X evoluciona mas rapido debido a su composicién génica.
Curiosamente, los términos GO no contribuyen a explicar la variacion en los niveles
de divergencia en sitios no-codificadores entre X/autosomas (ni entre autosomas) en
D. melanogaster (ni D. simulans) (Hu et al. 2013), evidenciando que las mutaciones
beneficiosas parcialmente recesivas en sitios no-codificadores si podrian ser la
explicacion a la mayor divergencia encontrada en estos sitios para el cromosoma X.
A su vez, los genes de expresion sesgada en machos se sabe estan subrepresentados
en el cromosoma X y se ha descrito que exhiben elevadas tasas de evolucion
adaptativa en Drosophila (Sturgill et al. 2007; Zhang et al. 2007). Hu et al. (2013)
realizaron un ANOVA con tal de saber si los genes de expresion sesgada en machos
contribuian a explicar la variacion en los niveles de divergencia para secuencias
codificadoras y no-codificadoras entre cromosomas. No encontraron evidencias a

favor de esta hipétesis.

En conclusion, las diferencias entre autosomas en lo que respecta a las estimas de
la DFE y la tasa de adaptacidn podrian deberse a la mayor prevalencia de inversiones

polimérficas y fijadas en algunos brazos autosomicos (especialmente en el brazo
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cromosomico 3R) y a la mayor tasa de recombinacidn en el brazo 2L (Comeron et al
2012; Barron 2015). Ni las diferencias en la composicién génica ni los patrones de
expresion parecen fuertes candidatos para explicar las diferencias en la OFE y a tasa
de adaptacion entre autosomas (basdndonos en el trabajo de Hu et al. 2013). Sin
embargo, las diferencias en la divergencia no-sinénima si se explican enteramente
por diferencias en la composicidn génica entre X y autosomas (Hu et al. 2013). Por lo
tanto, cabe la posibilidad que la mayor tasa de evolucion adaptiva en sitios no-
sindnimos en el cromosoma X pueda ser debida también a las diferencias en la
composicion génica y no a una mayor fijacion de nuevas mutaciones parcialmente
beneficiosas en esta clase de sitios como apuntabamos anteriormente. En futuros
andlisis deberiamos tener en cuenta la composicion génica y reevaluar nuestras

conclusiones.
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4.3 EFECTO HILL-ROBERTSON SOBRE LA TASA DE EVOLUCION ADAPTATIVA EN
PROTEINAS DE 0. melanogaster

Se ha mostrado como la tasa de evolucion adaptativa en proteinas esta positivamente
correlacionada con la tasa de recombinacion y la tasa de mutacion, pero
negativamente correlacionada con la densidad génica en . melanogaster. Estas
correlaciones no son debidas a un enriquecimiento de genes del sistema inmune o de
expresion sesgada en machos en regiones de baja densidad génica o alta
recombinaciény mutacion, o debidas a la seleccidn en el uso de codones. En su lugar,
es probable que la tasa de evolucion adaptativa esté correlacionada positivamente
con la tasa de recombinacion y negativamente con la densidad génica a raiz de la
interferencia de Hill-Robertson (iHR). A su vez, es probable que la tasa de evolucidn
adaptativa esté correlacionada positivamente con la tasa de mutacion debido a que
los genes con elevadas tasas de mutacion es mas probable que generen la diversidad
genética necesaria para la adaptacion. No obstante, la relacion positiva entre la tasa
de adaptacion y la tasa de mutacion se desvanece para aquellos genes localizados en
regiones de baja recombinacion o de alta densidad génica, este hecho confirma que
la iHR es mas prevalente cuando el nimero de mutaciones seleccionadas es alto y/o

la distancia genética entre ellas es pequea.

En este trabajo se ha cuantificado por primera vez en una especie el impacto global
de la iHR sobre un genoma. Aproximadamente el 27% de todas las mutaciones
adaptativas, que se deberian de haber fijado con libre recombinacion entre sitios, se
han extinguido debido a la iHR. Esta fraccion de mutaciones beneficiosas perdidas
depende de la tasa de mutacidn y de la densidad génica; genes con elevadas tasas de
mutacién localizados en regiones ricas en genes pierden una mayor proporcion de sus
substituciones adaptativas (~60%) que lo genes con bajas tasas de mutacion

localizados en regiones pobres en genes (~17%).
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43.2

¢ES LA TASA DE ADAPTACION PROTEICA INDEPENDIENTE DE LA TASA DE MUTACION?

Las mutaciones ligeramente beneficiosas (1 < N.s < 10) requieren mas tiempo para
fijarse y son mas susceptibles a extinguirse debido a la disminucion del N, promovida
por a iHR y/o cuellos de botella demogréficos que las mutaciones fuertemente
beneficiosas (N.s > 10), las cuales se fijardn mas facilmente. Karasov et al. (2010)
sugieren que las etapas de boom demografico podrian ser las mas comunes en la
histdria demografica de 0. melanogaster (véase cuadro 4). La cantidad de individuos
en la poblacidn en estas etapas de boom podria ser de tal magnitud que posibilitaria
tasas de mutacion poblacionales por sitio mayores a la unidad, es decir, que en una
misma generacion (o en pocas generaciones de diferencia) el mismo tipo de mutacidn
podria ocurrir de manera independiente en distintos individuos (y backgrounds
genéticos). Si esto es cierto y ademas la mayoria de mutaciones adaptativas estén
fuertemente seleccionadas entonces esperariamos una falta de correlacion entre la
tasa de adaptacion y la tasa de mutacion, pues esta ultima no seria limitante. Si por
el contrario la mayoria de las nuevas mutaciones adaptativas estan débilmente
seleccionadas (como sugiere Scheneider et al. 2011) entonces si esperamos
encontrar, tal y como observamos, una correlacion positiva entre mutacion y
adaptacion, pues la iHR y/o los cuellos demogréficos eliminarian muchas variantes
beneficiosas de la poblacion cada generacion y habra periodos con escasas
mutaciones beneficiosas. En otras palabras, el hecho de haber encontrado una
relacion positiva entre adaptacion y mutacién sugiere que una proporcién notable de

las nuevas mutaciones beneficiosas estan débilmente seleccionadas en Drosophila.

iHR Y CONSTANCIA DE LA ZFFA LO LARGO DEL GENOMA
Bajo el modelo mas sencillo de iHR, la OFF (de nuevas mutaciones deletéreas y

adaptivas) permanece estable a lo largo del genoma, y lo tinico que varia es la tasa
de recombinacion, la densidad génica y la tasa de mutacion. Sin embargo, en la
practica esto es poco probable que suceda, pues la iHR reduce el N, localmente

afectando nuestras estimas de la OFF subyacente. La interferencia de Hill-Robertson
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reduce el N, de una regidn, pero no afecta a todas las mutaciones seleccionadas por
igual; los arrastres positivos reducen mas el N, para mutaciones fuertemente
deletéreas que para mutaciones ligeramente deletéreas (Messer y Petrov 2013). Por
lo tanto, esperamos que la iHR afecte a los parametros que definen la distribucion
gamma que hemos asumido para modelar la OFE de nuevas mutaciones deletéreas de
una forma compleja. Tanto nuestras estimas del parametro de forma (3) como del
efecto promedio de las nuevas mutaciones deletéreas (N, s) se veran afectadas por
la iHR. Pero ;como esperamos que la iHR afecte a B y N, s? A medida que aumenta
a intensidad de la iHR esperariamos una reduccion en N, s, lo cual conduce a un
aumento de las mutaciones que son efectivamente neutras y una reduccién de las
mutaciones fuertemente deletéreas, lo que suceda con la fraccion de mutaciones
ligeramente deletéreas dependera de la forma de la distribucidn la cual viene definida
por el pardmetro 3. Es decir, a priori es dificil predecir qué pasara con el parametro
B bajo un N, fluctuante. Como esperamos, hemos encontrado que nuestras estimas
del N,s estan positivamente correlacionadas con la tasa de recombinacion y
negativamente correlacionadas con la tasa de mutacion y la densidad génica (N, s vs
tasa de recombinacion ps = 0,48, P < 0,001; N, s vs tasa de mutacion ps = -0,36, P <
0,05; N, s vs densidad génica ps = -0,23, P = 0,12). En cualquier caso, y lo que es
mas importante, nuestro método para estimar la tasa de evolucién adaptativa tiene
en cuenta las diferencias intrinsecas y extrinsecas (debidas a la iHR) en la DFF entre
grupos de genes. No esperamos, por tanto, que la variacién en la DFE afecte a

nuestras estimas de la tasa de adaptacidn ni a nuestras conclusiones.

ESCASA IMPORTANCIA DE LA CONVERSION GENICA PARA LA iHR
Cada suceso de recombinacion (c) puede resolverse como conversion génica asociado

a entrecruzamiento o como sucesos de conversién génica sin entrecruzamiento
(Mortimery Fogel 1974, Foss etal. 1993, Navarro et al. 1996). Berry y Barbadilla (2000)
argumentan sobre la importancia relativa de estos dos procesos basicos de

recombinacidn a el nivel de la secuencia de ADN (figura 4.2).
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FIGURA 4.2 Gréfico que relaciona la distancia entre dos marcadores y su probabilidad que recombinen por conversion
génica 0 por entrecruzamiento. L: Longitud del cromosoma, Let: Longitud del tracto de conversidn, m: Razén de los sucesos
de conversidn respecto a los sucesos de entrecruzamiento, A: Tasa de conversion por generacion. [Figura tomada de Berry
y Barbadilla (2000]].

J

Al considerar las variables longitud promedio de un tracto de conversién (Lct) y la
razon entre la tasa de conversion génica y la de entrecruzamiento (m+1), los autores
distinguen tres regiones que caracterizan la importancia relativa de a conversion vs
el entrecruzamiento como causas de la recombinacion entre marcadores: (1) para
distancias cortas entre dos marcadores, d (distancia entre marcadores) < Lct, la
conversion génica es mas importante que el entrecruzamiento como fuente de
recombinacion. (2) A distancias en las que d es mayor que Lct pero menor que
(m+1)Lct, la conversion génica sigue generando mas recombinacion que el
entrecruzamiento, aunque el efecto del entrecruzamiento se aproxima al de la
conversion linealmente con la distancia. Por (ltimo, (3) a distancias largas, mayores
que (m+1)Lct, el entrecruzamiento se convierte en el proceso dominante de

recombinacion.
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La razon de la frecuencia de los sucesos de conversion génica sin entrecruzamiento
respecto a la frecuencia de los sucesos que incluyen el entrecruzamiento se ha
estimado experimentalmente que es ~4 (Hilliker y Chovnick 1981; Hilliker et al. 1991;
Foss et al. 1993; Comeron et al. 2012). Es decir, que en Drosophila de cada 5 sucesos
de conversion génica ocurre un suceso de entrecruzamiento. Ademas, Comeron et al.
(2012) calcula que la longitud promedio del tracto de conversion del genoma es de
~h18 pb. Teniendo en cuenta estos valores observados, podemos suponer que la
conversion génica es 5 veces mas importante que el entrecruzamiento en regiones
menores que 518 pb. Por tanto, la distancia critica a partir de la cual el
entrecruzamiento empieza a ser la fuerza principal generadora de recombinacion
seria: 518 x 5 = 2690pb. Es decir, para distancias menores a ~2,5 kb la conversion
génica seria la causa principal de recombinacidn, para distancias mayores la tasa de

entrecruzamiento define el alcance de la iHR.

En este trabajo hemos utilizado unicamente tasas de entrecruzamiento y hemos
excluido eventos de conversidn génica (estimas provenientes de Comeron et al. 2012).
Alhacer esto hemos confirmado empiricamente lo que la teoria sugiere: la conversion
génica es poco eficiente reduciendo la iHR, ya que, una fraccion substancial de las
substituciones adaptativas dejan de fijarse en regiones del genoma con escasos
eventos de entrecruzamiento (como regiones cercanas al centromero) pero que
disfrutan de niveles notables de conversion génica - la frecuencia de la conversion
génica varia muy poco a lo largo del genoma de 0. melanogaster (véase cuadro 5 en

seccion 2.4) (Comeron et al. 2012).
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POSIBLE IMPACTO DE LA INTERFERENCIA DE HILL-ROBERTSON EN LA ADAPTACION
HUMANA
Una pregunta que interesante es hasta qué punto la iHR afectard a las tasas de

evolucion adaptativa en otras especies, en concreto en la especie humana. La
intensidad de la iHR depende de la tasa de mutacion en sitios putativamente
seleccionados, la DFE y la tasa de recombinacion; cuanto mayor sea la densidad de
mutaciones seleccionadas por unidad de recombinacidn, y cuanto més intensamente
seleccionadas estén las mutaciones, mayor serd la iHR sobre mutaciones débilmente
seleccionadas. ;Cuan probable es que la iHR sea una fuerza relevante en la especie
humana? Los humanos tenemos una tasa gendmica de mutaciones deletéreas de 2,1
(Lesecque et al. 2012), aproximadamente el doble que Drosaphila con 1,2 mutaciones
deletéreas por genoma (Haag-Liautard et al. 2007). Aunque el genoma humano es
unas 20 veces mayor que el genoma de Drosaphila, el desequilibrio de ligamiento
decae unas 500 veces mas lentamente en humanos que en Drosophila. Estos datos
sugieren que la iHR (al menos para mutaciones deletéreas) podria ser més importante
en humanos que en DJrosophila. No obstante, ndtese que el genoma humano disfruta
de mas cromosomas que Drosophila, la segregacion entre mutaciones localizadas en
distintos cromosomas es por definicion libre. Es necesario evaluar esta hipdtesis
mediante andlisis, y esto es complicado debido a que las estimas de la tasa de
evolucion adaptativa en la especie humana parecen ser muy bajas (Boyko et al. 2008;
Eyre-Walker y Keightley 2009; Gossmann et al. 2012); cualquier anélisis de los
factores que afectan a la tasa de evolucion adaptiva en humanos se verd dificultado
por este hecho. Sin embargo, una mayor intensidad de la iHR en humanos podria
explicar porque nuestra especie parece haber sufrido pocos cambios adaptativos a
nivel de secuencia en comparacion con Drosophila (Gossmann et al. 2012). Ademés, el
efecto Hill-Robertson depende también de la DFF (tanto de mutaciones adaptativas
como deletéreas) y sobre la DFE disponemos de muy poca informacion en estas y
otras especies. Realizar en otras especies el analisis llevado aqui en Drosophila sera
de gran utilidad para entender el impacto de la iHR en la adaptacidn en términos mas

generales.
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43.5

43.6

&NUEVO METODO PARA LA INFERENCIA DE LA JF£ DE NUEVAS MUTACIONES
BENEFICIOSAS?
Como las mutaciones mas débilmente seleccionadas son las mas afectadas por la

iHR (McVean y Charlesworth 2000; Comeron y Kreitman 2002; Comeron et al. 2008),
la pérdida de substituciones adaptativas debido a la iHR nos informa sobre la fuerza
de la seleccidn que actua sobre algunas mutaciones beneficiosas. Para estimar los
pardmetros relevantes para la adaptacion, estos son la fraccion de nuevas
mutaciones que son adaptativas (p,) y el efecto promedio de las nuevas mutaciones
adaptativas (N.s;), podriamos utilizar la fraccidn de substituciones adaptativas no
fijadas debido a la iHR. Para hacer esto deberiamos simular la OFF de mutaciones
beneficiosas y deletéreas ante distintas tasas de recombinacion y estudiar qué
mutaciones adaptativas son las mas susceptibles a la iHR. Esta informacion junto
con: (1) el decaimiento de la diversidad genética neutra alrededor de substituciones
en sitios putativamente seleccionados (Sella et al. 2009; Lee et al. 2014), (2) el
espectro de frecuencias de alelos derivados (Schneider et al. 2011) y (3) el exceso de
variantes a alta frecuencia tras un arrastre selectivo positivo (Fay y Wu 2000), podria
hacer posible conocer mas detalles de la OFF de nuevas mutaciones adaptativas de

lo que hasta ahora creiamos.

SELECCION SOBRE MODIFICADORES DE LA TASA DE RECOMBINACION
El hecho que tantas substituciones adaptativas se hayan perdido debido a la iHR

plantea la cuestion: ;jPor qué 0. melanogaster no tiene mayores tasas de
recombinacién? Sobretodo en regiones de baja o nula recombinacién como los
centromeros. Simulaciones por ordenador muestran que en poblaciones finitas la
probabilidad de fijacion de modificadores de la recombinacion (esto son loci que
aumentan la tasa de recombinacion) en presencia de otras mutaciones seleccionadas
(beneficiosas y deletéreas, o solo deletéreas, o slo beneficiosas) aumenta respecto
alo esperado para una mutacion que no afecta a la recombinacidn entre loci (Hartfield
et al. 2010; Keightley y Otto 2006; lles et al. 2003). Siempre que haya desequilibrio de
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ligamiento entre alelos seleccionados, habra una seleccion indirecta para favorecer
la fijacion del modificador de la recombinacién e incrementar los eventos de
recombinacion en la poblacion. La intensidad de dicha seleccién (indirecta) sobre el
modificador de la recombinacion dependerd de una serie de pardmetros y/o

condiciones (figura 4.3).
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FIGURA 4.3 Probabilidad relativa de fijacion de un modificador de la seleccidn para A = 26,000 individuos haploides en
funcién de a fuerza de la seleccion purificadora (s,). u/u* representa la probabilidad de fijacion observada {u) en relacidn
a una nueva mutacion neutra (). Las mutaciones son solo deletéreas o una mezcla de deletéreas y beneficiosas con
L coeficientes s, [Figura tomada de Hartfield et al (2010)].

La mayor ventaja para los modificadores de la recombinacion se produce en presencia
de mutaciones deletéreas débilmente seleccionadas y mutaciones beneficiosas
fuertemente seleccionadas (figura 4.3). La ventaja que supone la recombinacidn en
este escenario es doble, por un lado, elimina mas eficientemente las mutaciones
deletéreas y por otra fija mas mutaciones beneficiosas. Incluso en el peor escenario,
esto es solo en presencia de mutaciones fuertemente deletéreas (véase linea

continua de la figura 4.3), la probabilidad de fijacion del modificador es mayor a lo
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esperado para una nueva mutacion neutra, u/u* ~ 1,32 (Hartfield et al. 2010). Quizas
los genes que se encuentran en las regiones con escasa recombinacion en [.
melanogaster (como los centrémeros) disponen de una DFF tal que los modificadores
de la recombinacion encuentran escasas oportunidades para establecerse (es decir,
todas las mutaciones que alli ocurren son fuertemente deletéreas y no hay
mutaciones beneficiosas). Esta hipdtesis parece poco parsimoniosa pues implicaria

una ordenacion espacial de los genes en los cromosomas de acuerdo a su OFE.

La supresidn de los entrecruzamientos cerca de los centromeros en autosomas no es
una propiedad exclusiva de [. melanogaster, otras muchas especies muestran este
patron (Jones 1987). Nétese que la mayoria de elementos transponibles en D.
melanogaster se encuentran en estas regiones de baja recombinacion centroméricas.
Se ha sugerido que esto evitaria eventos de recombinacidn ectdpica entre elementos
y la consecuente formacion de cromosomas aberrantes muy deletéreos (Montgomery
et al. 1987; Langley et al. 1988; Charlesworth et al. 1992). De hecho, se ha descrito
que algunas especies del genero Jrosophila que no muestran esta supresion de los
entrecruzamientos cerca de los centrémeros, como 0. mauritania (True et al. 1996),
tienen una menor actividad y cantidad de elementos transponibles en su genoma
(Kofler y Schlgtterer 2015). Aunque bajo esta segunda hipdtesis se pierde una gran
cantidad de substituciones beneficiosas (un 27% del total segin nuestros calculos),
esto supondria un mal menor en comparacion con los efectos negativos sobre la
fitness que acarrea la generacion de aberraciones cromosémicas. Otra cuestion
interesante intimamente relacionada con esta es por qué los genes no escapan de
regiones de baja recombinacion relocalizandose en regiones de alta recombinacidn.
Esto es probablemente porque sdlo pueden fijarse en regiones de alta recombinacion
si se traslocan a un locus donde ya hay una mutacion beneficiosa propagandose en la
poblacidn, o donde la mutacion beneficiosa empieza a propagarse poco después de la

translocacion. La co-ocurrencia de ambos fendmenos sera algo muy poco probable.
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CONCLUSIONS

NEW POINT ESTIMATORS OF PURIFYING SELECTION

1.

4.

We proposed two new estimators (¢, and b) of the action of recent purifying selection
based on nucleotide polimorphism which are qualitative estimators of the underlying
DFE for new deleterious mutations.

d, and b estimates are highly correlated to two previous maximum likelihood
estimators of the fraction of strongly and weakly selected new deleterious mutations,
respectively.

d,is robust to non-equilibrium conditions while b estimates are biased under a recent
population bottleneck.

Both estimators are reliable when tens or hundreds of segregating sites are available.

DJFF AND ADAPTIVE EVOLUTION ALONG THE CODING AND NON-CODING GENOME OF [. melanagaster

b.

7.

Both our new estimators and previous estimators of the OFF show that purifying
selection is pervasive along the coding and non-coding genome of 0. melanogaster.
We estimate that ~ 60% of the 0. melanogaster genome is under recent purifying

selection (or functional).

The majority of slightly deleterious mutations occur on non-coding sequences.
However, nonsynonymous mutations explain most of the variance in fitness between
individuals because the average strength of selection is more intense for coding than

non-coding mutations.

The rate of adaptive substitutions in non-coding sequences is on average two fold the
estimate in coding regions. Interestingly, no differences in the rate of adaptive

evolution between non-coding class sites (UTR, introns and intergenic regions) are
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found. Regulatory mutations might dominate the adaptive change.

The fraction of slightly deleterious nonsynonymous mutations is lower in the X
chromosome than in the autosomes while the rate of adaptive evolution is higher in
the X chromosome than in the autosomes for both coding and non-coding mutations.
This can be accounted for the presence of partially recessive new deleterious and
beneficial mutations, respectively.

There are some evidences which indicate that the efficacy of selection (negative and
positive) is lower in the chromosome arm 3R relative to the rest of chromosome arms.
The presence of more polymorphic (and fixed) large inversions in this autosome arm

compared to the rest of chromosome arms could explain this result.

HILL-ROBERTSON INTERFERENCE (HRi) AND ADAPTIVE PROTEIN EVOLUTION IN . melanogaster

10.

1.

12.

We find that the rate of adaptive amino acid substitution is positively correlated to
both recombination rate and an estimate of the mutation rate, while it is negatively
correlated to gene density. These genomic variables are important determinants of
the HRi.

The rate of protein adaptation seems to be limited by the supply of new beneficial
mutations in 0. melanogaster.

We estimate that on average at least ~27% of all advantageous substitutions have
been lost because of HRi and that this quantity depends on gene's mutation rate and
the gene density where the gene is located: genes with low mutation rates embedded
in gene poor regions lose ~17% of their adaptive substitutions while genes with high

mutation rates embedded in gene rich regions lose ~60%.
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ANEX0

Por motivos de espacio el anexo (junto con el resto de la tesis) en formato digital se pueden
descargar en el siguiente enlace:

https://aithub.com/CastellanoFD/Thesis.qit

Del mismo modo en la contraportada se puede enlazar mediante un cddigo QR a dichos
contenidos
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