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1. INTRODUCCION

1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

LLas mutaciones espontaneas son la fuente primaria de variaciéon genética pero,
como errores aleatorios que son, aquéllas que afecten a la eficacia biolégica
seran mayoritariamente deletéreas. Asi, pues, a pesar de que las mutaciones
beneficiosas proporcionan la materia prima para que ocurra la evolucion
adaptativa, la acumulaciéon de las deletéreas en el genoma puede poner en

peligro el éxito evolutivo de las especies.

La seleccion tiende a eliminar las mutaciones deletéreas de la poblaciéon con
una intensidad proporcional a la magnitud de su efecto en homocigosis s. Sin
embargo, estas mismas mutaciones pueden acabar fijandose en la poblacion
como consecuencia de la acciéon de la deriva genética. Esta se define como el
cambio aleatorio de las frecuencias génicas que se produce al muestrearse los
reproductores y los genes que éstos transmiten a su descendencia, cambio que
sera mas intenso cuanto menor sea el censo efectivo (INe) de la poblacion. Por
tanto, el destino de una mutacién deletérea en una poblacion dependera de la
importancia relativa de cada una de estas dos fuerzas antagdnicas, deriva

genética y seleccion.

A partir de la ecuacion de difusion de KIMURA (1962) se puede deducir que
cuando s < 1/2Ne la frecuencia génica de una mutacion deletérea oscilard
fundamentalmente por deriva, casi como si no hubiera seleccién (como si se
tratase de un gen neutro), y dicha mutacién podra fijarse o perderse por azar.
Para 1/2Ne < s < 10/Ne, el cambio en frecuencia de la mutacién tendra aun
un componente aleatorio, aunque la fijacién ocurrira con una probabilidad
considerablemente inferior a la correspondiente a una mutacién neutra.

Finalmente, si s > 10/Ne la mutaciéon terminard, casi seguro, por perderse
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debido a la accién selectiva en su contra. Por tanto, las mutaciones deletéreas
con efecto lo bastante pequefio como para escapar del control de la seleccion
natural (s < 10/Ne) podtian, en principio, acumularse en la poblacién hasta

amenazar su supervivencia.

Como se ilustra en la Figura 1, para especies con censo efectivo del orden de
104, cuya supervivencia no plantea problemas, las mutaciones potencialmente
acumulables por fijaciéon serfan aquellas con s < 103. En poblaciones en
peligro de extincién, con un censo efectivo del orden de unas decenas o
centenas, las mutaciones comprendidas en esta ‘clase de riesgo’ seran aquellas
con 5 < 0,05. De éstas, las que tienen efectos mayores seran las que mas
facilmente podrian comprometer la supervivencia de la poblacién a medio
plazo. Por este motivo, desde el punto de vista de la conservacion es de gran
interés el estudio de la tasa a la que se producen mutaciones con efectos en
torno a unos pocos puntos porcentuales (digamos 0,005 < s < 0,05), que

llamaremos ‘tenues’.

Se han desarrollado modelos que predicen la magnitud del riesgo procedente
de la mutacién deletérea, y se han propuesto varios mecanismos para explicar
coémo las poblaciones naturales hacen frente a esta amenaza. Entre ellos, el
sexo y la recombinacién genética podrian haber evolucionado inicialmente
como sistemas auxiliares para depurar el genoma de mutaciones perjudiciales
(MULLER 1964; FELSENSTEIN 1974). Ademas, la mutacién deletérea y sus
consecuencias ocupan un lugar destacado en las teorfas que intentan explicar la
evolucion de ciertos caracteres, como la senescencia, la tendencia a la
exogamia o los sistemas de apareamiento (PAMILO ef al 1987
CHARLESWORTH 1993). Sin embargo, para valorar el papel real de la mutacion
deletérea en estos procesos es preciso disponer de determinaciones fiables de

los parametros mutacionales.
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Figura 1. Destino de las mutaciones surgidas en una poblacion en funcion del censo
efectivo de la misma (INe) y del efecto deletéreo de la mutacion en homocigosis (s). Para
cualquier valor del efecto deletéreo en la Grdfica A y, con mayor detalle, para efectos
deletéreos de hasta un 10% en la Grdfica B.
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Excepto para las mutaciones letales y las de efecto muy grande, el efecto de
una sola mutacién sobre eficacia es normalmente demasiado pequefio como
para poder distinguirlo de la variacién ambiental. Puesto que un analisis
directo es impracticable, para el estudio de las mutaciones con un efecto
deletéreo tenue es necesario recurrir a procedimientos indirectos. Aunque se
ha propuesto que las propiedades de la mutacién deletérea pueden inferirse a
partir de las propiedades de la variaciéon genética para eficacia biolégica que
muestran las poblaciones naturales (DENG y LYNCH 1996; DENG 1998;
DENG e7 al. 2006), este método asume equilibrio mutacién-seleccion para la

poblacién analizada, algo imposible de verificar.

La aproximaciéon mas usual consiste en realizar experimentos de acumulacién
de mutaciones (AM), en los que se permite la acumulacién de mutaciones
espontaneas durante varias generaciones en lineas de censo reducido derivadas
de una poblacién inicialmente carente de variabilidad genética. Mediante la
reduccion del censo se minimiza la accion de la seleccion natural, de manera
que buena parte de las mutaciones deletéreas se fijan como si fueran neutras,
mientras que la utilizaciéon de una poblaciéon base homocigota permite atribuir
unicamente a la mutacion los cambios genéticos observados. Este
procedimiento proporciona informacién tanto sobre la tasa de mutacién como
sobre los efectos mutacionales, que no depende de la suposicion de un
equilibrio mutacién-seleccion. Sin embargo, dichas inferencias son indirectas y
requieren el uso de técnicas estadisticas cuyas propiedades dependen de
muchos factores, como la forma de la distribucion de los efectos mutacionales

y la magnitud de los errores residuales.

Para el analisis de los datos AM se han usado fundamentalmente los siguientes

tres métodos:
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BATEMAN-MUKAI (BM): Este método es el mas comun y sencillo
(BATEMAN 1959; MUKAI 1964). Como consecuencia del proceso de
acumulacion independiente de mutaciones en cada una de las lineas esperamos
que, a medida que las generaciones pasan, el valor medio de la eficacia (o de
uno de sus componentes) de estas lineas disminuya y que el componente
genético de la correspondiente varianza interlineas aumente. A partir de las

tasas de incremento en varianza genética entre las lineas AM (AV) y de declive

en media del caracter de dichas lineas con respecto a un control (AM), se
estima una cota inferior para la tasa de mutacién con efecto sobre eficacia por
gameto y generacion (A) y una cota superior para el correspondiente valor
esperado del efecto deletéreo (E(s)) de las mutaciones implicadas (para una

explicacion mas detallada ver Material y métodos pagina 35):

AM? o’ AV o’
AV ’A{l_ B() } AN ‘E(”{” F2(5) }

De modo que,

AM?* A
= E(s) < Vv .
AV AM

A2

La validez de estas cotas es bastante general, aunque su aproximacion a los
verdaderos valores de la tasa de mutaciéon y de su efecto promedio (y, por

tanto, su utilidad) disminuye a medida que aumenta la varianza de los efectos

. 2 . . .
mutacionales (0 ), como ponen de manifiesto las expresiones anteriores.

El principal inconveniente de este método surge a la hora de calcular el declive
en eficacia media causado por la acumulacién de mutaciones. Como es
imposible evaluar simultineamente la eficacia biologica de las lineas AM al

principio y al final del proceso se hace necesario recurrir a algin tipo de
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control. En especies vegetales, como _Arabidopsis thaliana, se suelen guardar
semillas producidas por los individuos de la generaciéon previa al inicio del
proceso de acumulaciéon de mutaciones que, una vez finalizado éste, se hacen
germinar y las plantas resultantes se evalian de forma simultanea a las de las
lineas AM. Algunas especies siguen siendo viables tras un periodo de
congelacion y es posible mantener parte de la poblacion inicial congelada para
luego evaluarla al mismo tiempo que las lineas AM, como ocurre, por ejemplo,
con Caenorbabditis elegans. Otra posibilidad es mantener, en paralelo a las lineas
AM, la poblacién base inicial con un censo lo suficientemente elevado como
para que la seleccion natural impida que la mayor parte de las mutaciones
deletéreas que surjan se acumulen. En otros experimentos, se eligieron como
controles en una generacion determinada las lineas AM que mostraban una
mayor eficacia en una evaluacion posterior suponiendo que éstas no habian
acumulado mutaciones. Se trata del ‘Rank Order Method” que aqui
denominaremos ‘método de clasificacién’. Por ultimo, también se ha calculado
la tasa de declive en eficacia de las lineas AM (y de incremento en varianza
entre-lineas) como la pendiente de la recta de regresion sobre el numero de
generacion de los valores medios de eficacia de dichas lineas (y de los valores

de varianza entre-lineas).

MAXIMA VEROSIMILITUD (ML): La aplicacién de este método requiere
algunas suposiciones adicionales acerca de la distribuciéon de los efectos
deletéreos que hacen posible relajar la suposiciéon de igualdad de efectos
mutacionales. Ha sido desarrollado por KEIGHTLEY (1994) asumiendo una
distribucién gamma de dichos efectos en homocigosis (5) o bien un efecto
deletéreo constante (). El procedimiento determina la tasa de mutacion y los
parametros de la funciéon gamma (o el valor de §) que maximizan la
verosimilitud de la distribucion observada de las medias de las lineas AM y del

control. El método se ha ampliado a una distribucién gamma reflejada, donde
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| 5| se distribuye segiin una gamma pero el valor de s puede ser negativo con

cierta probabilidad.

MINIMA DISTANCIA (MD): Ha sido desarrollado por GARCIA-DORADO
(1997) asumiendo para s una distribuciéon gamma reflejada o una normal-
gamma mixta que permiten relajar las suposiciones de igualdad de efectos
mutacionales y de unidireccionalidad de dichos efectos. Este método establece
los parametros mutacionales que minimizan la distancia de Cramer-von Mises
entre las distribuciones observadas de las medias de las lineas y las predichas
teoricamente. Generalmente, los resultados MD estan condicionados a la
estima del incremento en varianza, pero no necesariamente a la del declive en

media. Esta propiedad es particularmente interesante, porque AV se estima

con relativa facilidad pero AM se obtiene por comparaciéon con una poblacion

control, y el mantenimiento de un control fiable es muy problematico.

1.2. RESULTADOS EXPERIMENTALES

1.2.1. ESTIMAS DE LA TASA Y EL EFECTO MEDIO DE LAS MUTACIONES

Drosophila melanogaster

Los primeros experimentos sobre el tema, hoy denominados clasicos, fueron
realizados con Drosophila melanogaster por MUKAI (1964) y consistieron en
permitir la acumulaciéon de mutaciones durante varias generaciones en lineas
en las que los correspondientes cromosomas II eran originalmente copias de
un unico cromosoma II libre de letales extraido de una poblacion natural. Las
réplicas del cromosoma II se mantenfan en heterocigosis con un cromosoma

marcador y se transmitfan a la siguiente generacion a través de un Gnico
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macho. De este modo, se impedia tanto la recombinacién como, en gran
medida, la accién de la seleccion natural. Este y otros trabajos desarrollados
posteriormente por diversos autores (MUKAI e al 1972; OHNISHI 1977a)
siguiendo un disefio parecido, indicaban que el valor de la tasa de mutaciéon
deletérea (A) para viabilidad era de, al menos, 0,35 por genoma haploide y
generacion y que el efecto promedio en homocigosis (E(s)) de las mutaciones
era 0,03 o inferior. Estos resultados implican que la mayoria de los individuos
seran portadores de nueva mutacion con un efecto deletéreo sobre viabilidad
de un 3%. Durante muchos afios éstos fueron los unicos valores de A y de E(5)
y se convirtieron en unos parametros tipicos usados ampliamente en modelos
genéticos evolutivos, que aparentemente apoyaban la visiéon pesimista de
MULLER (1950) sobre el papel del lastre mutacional. Sin embargo, varios
estudios posteriores (KEIGHTLEY 1996; GARCIA-DORADO 1997) han

cuestionado la validez de estos resultados.

En 1996, FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL evaluaron un conjunto de lineas
consanguineas derivadas independientemente de la misma cepa isogénica y
mantenidas mediante un apareamiento hermana por hermano por linea y
generacion. Tras 104 generaciones de acumulacién de mutaciones obtuvieron,
para viabilidad, una cota inferior para la tasa de mutacién deletérea de 0,02 por
genoma haploide y generaciéon y una cota superior para el efecto medio en
homocigosis de alrededor de 0,10 (GARCIA-DORADO e¢f a/ 1998). En una
evaluaciéon posterior de estas mismas lineas realizada en la generacion 210
volvieron a obtenerse una estima baja para A y otra moderadamente alta para el

efecto deletéreo, 0,003 y 0,246, respectivamente (CABALLERO ef a/. 2002).

Las discrepancias entre estas estimas y las obtenidas previamente por el grupo
de MUKALI han sido atribuidas a varios factores. Para empezar, los distintos

tipos de disefio experimental hacen que puedan existir diferencias entre los
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tipos de mutaciones acumuladas en cada caso. Las mutaciones que surgen en
cromosomas II mantenidos en heterocigosis con un cromosoma marcador
eluden de forma eficiente la accién de la seleccion contra los homocigotos vy,
por tanto, las mutaciones de efecto deletéreo grande se acumularan con la
misma probabilidad que las de efecto tenue, siempre que muestren cierta
recesividad. En el caso de las lineas consanguineas, la probabilidad de fijacién
de las mutaciones disminuye a medida que aumenta la magnitud de su efecto
deletéreo en homocigosis, independientemente de su grado de recesividad, por
lo que aquéllas de efecto muy grande tenderan a ser eliminadas por seleccion.
Sin embargo, la descripcion obtenida a partir de las lineas consanguineas es
fiable respecto de las mutaciones de efecto tenue, de modo que esta diferencia
en el disefio no explica la mayor tasa de mutaciones de efecto tenue estimada
por el grupo de MUKAI Notese que este tipo de mutaciones es mas relevante
con respecto a la variacién genética de poblaciones naturales una vez que la
seleccion natural ha actuado (LOPEZ y LOPEZ-FANJUL 1993). Una diferencia
afladida consiste en que, en el primer tipo de experimentos, las mutaciones
s6lo se acumulan en el cromosoma II, mientras que empleando lineas

consanguineas las mutaciones se acumulan en todo el genoma.

Ademas, en los experimentos de MUKAI y OHNISHI, la viabilidad fue evaluada
en condiciones competitivas (en cada tubo emergfa la descendencia de cinco
parejas), mientras que en los de FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL la valoracion
se hizo en circunstancias mas favorables (en cada tubo emergfa la
descendencia de una pareja). En ocasiones se ha argumentado que la expresion
de las mutaciones deletéreas puede depender de la adversidad del ambiente
(KONDRASHOV y HOULE 1994), de modo que su efecto podria no
manifestarse en ambientes mas propicios. En este caso, la presencia de algunas
mutaciones no serfa detectada y, por lo tanto, la tasa de mutaciéon se

subestimarfa. Sin embargo, cuando, las lineas del experimento de FERNANDEZ
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y LOPEZ-FANJUL fueron evaluadas para viabilidad competitiva después de 255
generaciones de acumulacién de mutaciones por CHAVARRIAS ¢7 a/. (2001), la
estima obtenida para la tasa de mutacién fue de 0,044 por genoma haploide y
generacion y la del efecto promedio de las mutaciones implicadas de 0,085,
valores muy semejantes a los obtenidos en las condiciones presumiblemente

mas favorables de la evaluacion previa.

Recientemente, MARTIN y LENORMAND (2006) han estudiado el efecto de las
condiciones ambientales adversas sobre el valor de las estimas de los
parametros mutacionales de eficacia biologica (o sus componentes). Utilizando
informacién procedente de experimentos AM realizados con varias especies se
lleg6 a la conclusiéon de que el coeficiente de variacion de los efectos
mutacionales aumenta con la adversidad del medio de cultivo, manteniéndose
aproximadamente constantes tanto el nimero de mutaciones que se expresan

en distintos medios como su efecto promedio en cada uno de ellos.

El tipo de control empleado en cada caso para cuantificar el declive en media
experimentado por las lineas AM también fue diferente. MUKAI (1964) emple6
el ‘método de clasificacién’ al que se ha aludido anteriormente. MUKALI e/ al.
(1972) y OHNISHI (1977a) también estimaron las tasas de declive en media y
de incremento en varianza genética por regresion de la viabilidad del
cromosoma II relativa a la del cromosoma marcador Cy de una cepa de
laboratorio sobre el nimero de generaciéon. Se ha sugerido que parte del
declive en media observado por MUKAI y OHNISHI podria tener un origen no
mutacional como resultado de un aumento de la viabilidad de este cromosoma
Cy durante el desarrollo del experimento (KEIGHTLEY 1996; GARCIA-
DORADO 1997), puesto que un analisis posterior de estos mismos datos
usando la técnica de minima distancia proporciond estimas mucho menores de

dicho declive. Por su parte, FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL recurrieron a la

10
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cepa isogénica precursora de las lineas AM mantenida de forma sincrénica y
con un censo elevado. Es de destacar que en las generaciones 104-106 las
estimas basadas en el uso de este control fueron similares a las obtenidas
mediante MD sin usar control alguno, lo que avala la validez tanto del control

como de las suposiciones implicadas en el analisis MD.

Mas tarde, FRY ez al (1999) mejoraron el disefio experimental de MUKAI
manteniendo simultineamente a las lineas AM una poblacién control de censo
elevado, cuya viabilidad permanecié aproximadamente constante. En este
caso, aunque el declive de la viabilidad fue mayor, el valor obtenido para la tasa
de mutacién deletérea fue de 0,05 por genoma haploide y generacién y de 0,11
para su efecto promedio. Estas estimas, a pesar de la disparidad de disefios,
son cualitativamente semejantes a las de FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL
(1996), que, ademas, realizaron evaluaciones en distintas condiciones
ambientales, entre ellas viabilidad competitiva y no competitiva. Las estimas de
los parametros mutacionales que obtuvieron no se vieron afectadas en ningun
caso por el tipo de medio considerado, aun cuando algunas de ellos fueran lo

bastante adversos como para causar una reduccién significativa de la

viabilidad.

Siguiendo un disefio similar al de MUKAI, pero permitiendo la acumulacion de
mutaciones en el cromosoma III de Drosophila melanogaster, CHARLESWORTH e#
al. (2004) realizaron un nuevo experimento en el que evaluaron la viabilidad
competitiva de 3 grupos, de 75 lineas AM cada uno, a lo largo de 31-41
generaciones. Para el calculo de la tasa de declive en viabilidad los autores
intentaron congelar embriones para utilizarlos mas tarde como control (previa
descongelacion). LLamentablemente, no fue posible recuperar larvas viables de
modo que, al igual que MUKAI, se vieron obligados a recurrir al ‘método de

clasificaciéon’ o de regresion de la viabilidad sobre el nimero de generacion.

11
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Las estimas correspondientes al método de regresion en cada uno de los
grupos fueron muy dispares y, promediandolas, se obtiene una tasa de
mutacion de 0,20 y un efecto promedio de -0,39. Sin embargo, empleando el
método de clasificaciéon y promediando los resultados de los tres grupos, se
obtiene una estima de la tasa de mutaciéon haploide de 0,02 y un efecto

promedio en homocigosis de 0,2.

GONG ¢7 al. (2005) estudiaron el proceso de acumulaciéon de mutaciones a lo
largo de 25 generaciones en el cromosoma X de Drosophila melanogaster,
partiendo de tres grupos compuestos por 108, 225 y 225 lineas en cada uno de
los grupos, de las que 80, 141 y 71, respectivamente, llegaron a la evaluacion
final. Los valores obtenidos para las estimas de BM fueron 0,15 para la tasa de
mutacion haploide y 0,14 para el efecto promedio en hemicigosis. El disefio
experimental fue diferente a los anteriores pues las mutaciones no se
acumulaban en un cromosoma extraido de una poblaciéon segregante sino
sobre un cromosoma X Binsey estabilizador portador de mutaciones e
inversiones. Esto podria explicar por qué se pierden lineas tan rapidamente. A
pesar de que la tasa de declive en viabilidad es de las mas altas de todas las
referenciadas y la tasa de mutacion es también muy alta, la estima del efecto
mutacional es consistente con las obtenidas en otros experimentos
caracterizados por una baja tasa de mutacién. La naturaleza del cromosoma X

Binscy podria ser la explicacion de esta tasa de mutacion incrementada.

Los trabajos realizados con Drosophila melanogaster en los que el caracter
estudiado fue la propia eficacia son escasos. En 1992, HOULE ef a/ (1992)
realizaron un estudio de este tipo, pero mas tarde se detecté que el control
habia sufrido una contaminaciéon externa (HOULE ef /. 1994), por lo que tanto
la estima del declive en eficacia de las lineas AM como las de A y E(s) no son
fiables. No obstante, usando el método de minima distancia sin condicionar

por el declive en eficacia observado, se obtuvo una tasa de declive en media de
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0,008, una tasa de mutacién de 0,03 y un efecto deletéreo promedio de 0,26
para eficacia relativa (GARCIA-DORADO e7 al. 1998). Estos valores de la tasa de
mutacion y el efecto promedio en homocigosis son similares a los obtenidos
para viabilidad en experimentos recientes y en el reanalisis de los mas antiguos,
mostrando un pequefio incremento en las estimas de las tasas y efectos
mutacionales, como cabria esperar si se tiene en cuenta que algunas
mutaciones pueden menguar la eficacia sin reducir la viabilidad y que las
mutaciones que disminuyen la viabilidad pueden tener también efectos

deletéreos sobre otros componentes de eficacia.

Posteriormente, AVILA y GARCIA-DORADO (2002) estimaron de nuevo los
parametros que caracterizan las propiedades de las mutaciones deletéreas con
efecto sobre eficacia competitiva en las lineas AM estudiadas por FERNANDEZ
y LOPEZ-FANJUL, obteniendo unas estimas de 0,034 para la tasa de mutacién y
de 0,11 para el efecto deletéreo promedio en homocigosis. Estas concuerdan
con las obtenidas previamente, tanto en condiciones benignas como
competitivas (CHAVARRIAS ¢/ a/. 2001), y también se ajustan a otras estimas

MD obtenidas para viabilidad y eficacia (GARCIA-DORADO ef al. 1999).

Escherichia coli

KIBOTA y LYNCH (1996) evaluaron el comportamiento de 50 lineas AM de la
bacteria Escherichia coli, relativo a un linea control inicial que se mantuvo a
-80°C para evitar su evolucion entre medida y medida, observando un
pequefio descenso de la eficacia media (medida como la tasa de expansion
clonal) y un incremento gradual de la varianza entre lineas. La estima de E(J)
resulté ser 0,012 (en este caso se trata del efecto haploide de la mutacién), no
muy diferente de lo observado para la viabilidad de Drosophila en los
experimentos de MUKAL La tasa genémica de mutaciéon deletérea obtenida,

0,0002, es aproximadamente un 10% de otras estimas de la tasa de mutacién
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genémica total en ésta y otras especies relacionadas (DRAKE 1991;
ANDERSSON y HUGHES 1996). Considerando que la tasa genémica de
mutacion molecular por replicaciéon en la linea germinal mantiene cierta
constancia y que en Drosophila melanogaster ocurren 25 replicaciones por
generacion en dicha linea (DRAKE e /. 1998), la tasa de mutacion estimada es
compatible con la obtenida para Drosophila melanogaster en el experimento de
FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL. Por otra parte, si la tasa de mutaciéon fuese
proporcional al tamafio del genoma, que es aproximadamente 50 veces mayor
en Drosophila melanogaster que en la bacteria, la estima de la tasa de mutacion
deletérea de Escherichia coli serfa compatible con las estimas obtenidas por
MUKAL para Drosophila melanogaster. En otras palabras, las dificultades de
extrapolacion desde el genoma bacteriano a genomas eucariotas no permiten la

discriminacion entre los dos grupos de resultados.

Saccharomyces cerevisiae

ZEYL y DEVISSER (2001) estudiaron la acumulacién de mutaciones nucleares
con efecto sobre eficacia competitiva en Saccharomyces cerevisiae. A partir de una
cepa silvestre, fundaron 50 lineas AM que mantuvieron mediante la
transferencia de colonias originadas a partir de una unica célula. En varias
lineas se detect6 la presencia de la mutacion mitocondrial pefite que reduce
considerablemente la eficacia, de modo que esas lineas se eliminaron del
analisis. Las estimas ML obtenidas fueron de 0,000055 para la tasa haploide de
mutacion y de 0,22 para el efecto promedio (en heterocigosis). Sin embargo, el
disenio empleado permite la seleccién en contra de las mutaciones deletéreas
que surjan durante el crecimiento de la colonia, lo cual condiciona la validez de

los resultados.

WLOCH et al. (2001) iniciaron un conjunto de lineas AM a partir de una tnica

célula de una cepa diploide de Saccharomyces cerevisiae. Tras la induccién de la
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meiosis evaluaron la tasa de crecimiento de las colonias haploides generadas
por las tétradas. ILa tasa de mutaciéon por genoma haploide fue de 0,00057 y el

efecto promedio de las mutaciones de 0,086 (haploide).

Caenorhabditis elegans

KEIGHTLEY y CABALLERO (1997) llevaron a cabo el primer experimento de
acumulaciéon de mutaciones realizado con Caenorbabditis elegans. En este caso,
las lineas AM se mantuvieron con un progenitor por generacion, que se
reproduce por autofecundacién, durante 60 generaciones. VASSILIEVA y
LYNCH (1999) también realizaron un experimento de este tipo durante 49
generaciones y los dos trabajos fueron reanalizados por KEIGHTLEY vy
BATAILLON (2000). Las estimas BM y ML de los parametros mutacionales de
varios caracteres relacionados con eficacia en ambos experimentos fueron
similares, con unos valores medios de 0,013 (BM) y de 0,005 (ML) para la tasa
de mutacién por genoma haploide y generacion de 0,06 (BM) y 0,32 (ML) para
el efecto promedio de las mutaciones en homocigosis. A pesar de las
diferencias apuntadas, ambos experimentos sugieren una tasa de mutacion baja
y un efecto promedio relativamente alto. En una fase posterior VASSILIEVA e7
al. (2000) analizaron los efectos de la acumulacién de mutaciones tras 214
generaciones. Los valores obtenidos promediando las estimas para
productividad y tasa de crecimiento intrinseco () son comparables a los
anteriores: una tasa de mutaciéon por genoma haploide y generacion de 0,016

(BM) o0 0,008 (ML) y un efecto promedio de las mutaciones en homocigosis de
0,15 (BM) o 0,16 (ML).

BAER ef al. (2005) evaluaron la eficacia total de lineas AM de tres especies de
nematodos de la familia Rhabditidae. En C. elegans se obtuvieron unos valores
BM medios de 0,004 para la tasa de mutaciéon por genoma haploide y de 0,15

para su efecto promedio. Los valores obtenidos para las otras dos especies (C.
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briggsae y Oscheins myriophila) también ponen de manifiesto una tasa de mutacion
pequefia y unos efectos moderados. En otro trabajo en el que se evaluo
productividad y eficacia total en varias cepas de C. elegans 'y C. briggsae a 20° y
25° C BAER ¢t al. (2006) se obtuvieron unas estimas BM de 0,007 para la tasa
de mutacién haploide y de 0,16 para el efecto promedio en el caso de C.elegans,
y de 0,031 y de 0,07 en el caso de C. briggsae (promediando por cepa,

temperatura y caracter).

Arabidopsis thaliana

Los primeros resultados obtenidos en Arabidopsis thaliana proceden del trabajo
de SCHULTZ e# al. (1999). A partir de un individuo con una homocigosis casi
total (F = 0,98) se generaron 1000 lineas AM que se mantuvieron por
autofecundacién de un individuo por generacion. Tras 10 generaciones de
acumulaciéon de mutaciones se obtuvieron unas estimas BM de 0,05 para la
tasa de mutaciéon por genoma haploide para eficacia total y de 0,23 para el
efecto promedio de las mutaciones implicadas. Sin embargo, en otro estudio
llevado a cabo con esta misma especie y siguiendo un disefio parecido, SHAW
et al. (2000) no encontraron un declive en media significativo para ninguno de
los caracteres relacionados con eficacia ni para eficacia total tras 17
generaciones de acumulaciéon de mutaciones, aunque si observaron un
aumento de la varianza genética similar al descrito en otras especies. Las
estimas BM fueron 0,002 para la tasa de mutacién y 0,36 para el efecto
promedio de las mutaciones (promediando para los caracteres ‘nimero de
frutos’ y ‘numero de semillas por fruto’). Los autores atribuyen el exiguo (y no
significativo) declive en media observado, entre otras causas, a la posibilidad
de que las mutaciones implicadas no tuvieran un efecto deletéreo consistente.
De este modo, sus resultados no apoyarfan la idea de que la mayoria de las
mutaciones tienen un efecto negativo sobre la eficacia biologica. SHAW ef .

(2002) analizaron de nuevo estos datos sin suponer que los efectos
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mutacionales debian ser necesariamente deletéreos sino que segufan una
distribucién gamma desplazada, afadiendo a la versatilidad de la funcion
gamma la posibilidad de que los efectos mutacionales fueran positivos o
negativos. Se obtuvo asi una tasa de mutacion de 0,08 (promediando ‘numero
de frutos’ y ‘nimero de semillas por fruto’) y un efecto promedio no
significativamente distinto de cero. Estos resultados ilustran los problemas que
pueden surgir cuando se estudian los efectos deletéreos de las mutaciones
sobre eficacia a través de los efectos sobre otros caracteres que se consideran
componentes principales de aquélla sin una justificacion soélida. En el caso de
Arabidopsis  thaliana, podtria ocurrit que el numero de frutos o semillas
producido no fuese un auténtico componente principal de la eficacia, sino un
caracter que experimenta mutaciones con efectos en ambos sentidos y que esta

sometido a alguna forma de seleccion estabilizadora.

Daktuslosphaira vitifoliae

DOWNIE (2003) realiz6 un experimento de acumulacién de mutaciones a corto
plazo con Daktuslosphaira vitifoliae, un insecto parasito de la vid que tiene un
ciclo bioloégico complicado en el que se incluye una fase subterranea
partenogenética. Aisl6 tres clones de distinta procedencia y, a partir de un
unico individuo por clon, generé varias lineas AM mantenidas con un
progenitor partenogenético por generacién y una poblacién control
independiente con un censo efectivo aproximado de 100 individuos. También
intenté mantener una poblacién control a una temperatura por debajo de la
optima para reducir el nimero de generaciones, pero no tuvo éxito. Después
de unas 20 generaciones de AM sélo se apreciaron efectos deletéreos de la
mutacion para dos de los cuatro caracteres relacionados con eficacia
estudiados en dos de los tres grupos de lineas, y variaciéon genética heredable
para dos de los cuatro caracteres y en uno de los tres grupos de lineas. Las

estimas BM para la tasa de mutacién haploide y para el efecto promedio en
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heterocigosis obtenidas fueron de 0,012 y 0,11, respectivamente. Las estimas
ML obtenidas en el supuesto de igualdad de efectos (el modelo con los valores
mas altos de verosimilitud) fueron algo mas altas para la tasa de mutacién

(0,0345) y mas bajas para el efecto mutacional (0,0465) que las estimas BM.
Las estimas de la tasa de mutacion haploide y del efecto promedio obtenidas a

partir de los experimentos de AM que acabamos de comentar aparecen

recogidas en la Tabla 1 y se resumen graficamente en la Grdfica 2.
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Tabla 1. Estimas de la tasa de mutacion haploide y del efecto promedio deletéreo obtenidas

en experimentos de acummunlacion de mutaciones realizados con varias especies.

ESPECIE CARACTER REFERENCIA METODO A E(S)
D. melanogaster  Viabilidad MUKAT (1964) BM 0,353 0,027
MUKATI e al. (1972) BM 0,431 0,023
MD 0,010 0,191
OHNISHI (1977a) BM 0,145 0,029
MD 0,011 0,226
FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL MD 0,016 0,103
FRY ez al. (1999) BM 0,053 0,113
CHAVARRIAS ¢ a/. (2001) BM 0,058 0,062
CABALLERO e al. (2002) BM 0,003 0,246
CHARLESWORTH ¢f al. (2004) BM<+ 0,017 0,182
BM?¢ 0,174 -0,394
GONG et al. (2005) BM 0,150 0,138+
Eficacia HOULE ¢t al. (1992) MD 0,030 0,265
AviLa y GARCIA-DORADO (2002) BM 0,034 0,112
E. coli Eficacia KIBOTA y LYNCH (1996) BM 0,0002 0,0124
S. cerevisiae Eficacia ZEYL y DEVISSER (2001) ML 0,000055 0,217 ¢
WLOCH ¢t al. (2001) 0,00057/ 0,086 4/
C. elegans Productividad, KEIGHTLEY y BATAILLON (2000) BM 0,013 0,063
7, y longevidad ML 0,005 0314
Productividad y r  VASSILIEVA e a/. (2000) BM 0,016 0,155
ML 0,008 0,164
Eficacia BAER ¢t al. (2005) BM 0,004 0,154
BAER et al. (2006) BM 0,007 0,156
A. thaliana Eficacia SCHULTZ et al. (1999) BM 0,049 0,225
SHAW et al. (2000) BM 0,002 0,365
SHAW ez al. (2002) ML 0,082 -0,020
D. vitifoliae Supervivencia DOWNIE (2003) BM 0,012 0,116¢
al 29° dia ML 0,034  0,046¢

BM Bateman-Mukai
MI. Mixima verosimilitud
MD Minima distancia

4 Método de clasificacion

b Método de regresion

¢ Efecto en hemicigosis

4 Efecto haploide

¢ Efecto en homocigosis

/ Estima directa obtenida a partir del analisis de tétradas
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Figura 2. Representacion grifica de las estimas recogidas en la Tabla 1. El efecto
promedio aparece en el ¢je de abscisas y la tasa de mutacion haploide por generacion en el

¢je de ordenadas.
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Efecto promedio

Como se desprende de las estimas disponibles para varias especies que
acabamos de resumir, no existe un acuerdo total acerca de las propiedades de
la mutaciéon espontanea deletérea. Podemos hablar de dos modelos que
asumen distintos valores de los parametros mutacionales y que difieren, por
tanto, en sus predicciones sobre las consecuencias de la acumulaciéon de
mutaciones (GARCIA-DORADO 2003). En un modelo SENSIBLE la eficacia
serfa facilmente alterable por la mutacion. Este modelo implica que la tasa de
mutacién deletérea por gameto y generacion es alta (A ~ 0,5) y que los efectos
deletéreos son tenues (s del orden de 0,02), y estaria apoyado por los
resultados experimentales de MUKAI (MUKAI 1964; MUKAIL et al 1972),
aunque, como hemos comentado anteriormente, su validez se ha cuestionado
en reanalisis posteriores. En el modelo TOLERANTE la eficacia muestra una
tolerancia considerable a las mutaciones. En este caso, la mayoria de las

mutaciones tendrian un efecto muy pequefio, tanto que podria pasar
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desapercibido en los experimentos de acumulaciéon de mutaciones, y el resto
surgirfan a una tasa baja (A ~ 0,03 para eficacia) y tendrian un efecto deletéreo
promedio moderado (s ~ 0,2). Este modelo esta apoyado, entre otros, por los
resultados experimentales de FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL (1996) vy

CHAVARRIAS ¢# al. (2001).

A pesar de la heterogeneidad de los organismos estudiados, los disefios
experimentales y los métodos de andlisis, en la Grdfica 2 se observa un
consenso general en torno a A < 0,06 y E(s) ~ 0,12. Los valores discrepantes
corresponden a evaluaciones en un cromosoma de D. melanogaster (11, 111 o X).
Sin embargo, reanalisis posteriores de los datos de MUKAI y OHNISHI por el
método de minima distancia (GARCIA-DORADO 1997) arrojan estimas

compatibles con las restantes.
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1.2.2. ESTIMA DEL GRADO DE DOMINANCIA DE LAS MUTACIONES

DELETEREAS

Hasta aqui s6lo hemos considerado los efectos deletéreos de mutaciones en
homocigosis, de los que dependen fundamentalmente tanto su probabilidad de
fijacion final como el consiguiente deterioro de la eficacia biologica de la
poblacion. Sin embargo, cada nueva mutacion se presenta durante un tiempo
s6lo en heterocigosis, de manera que su cambio en frecuencia a corto y medio
plazo depende criticamente de la fracciéon de su efecto que se expresa en los
heterocigotos, es decir, del grado de dominancia 4. El estudio de los valores de
h para la mutaciéon deletérea es basico para entender la naturaleza y el
comportamiento de la variabilidad genética de la eficacia biolégica en las
poblaciones naturales, o la tasa a la que dicha eficacia biolégica se reduce al
aumentar el coeficiente de consanguinidad de los individuos (depresion
consanguinea). Si el estudio de los efectos deletéreos en homocigosis es
complicado, es evidente que el de su grado de expresion en heterocigosis lo

sera aun mas.

Para estimar el coeficiente de dominancia de las mutaciones se han utilizado
varios métodos. Unos se basan en el analisis de cromosomas extraidos de
poblaciones naturales segregantes pero, como se apuntaba anteriormente, la
tiabilidad de sus conclusiones depende de la validez de la suposicion de que
dichas poblaciones se hallen en equilibrio mutaciéon-selecciéon. Nosotros nos
centraremos en la comparacion de los efectos sobre eficacia (o uno de sus
componentes) de cromosomas de lineas AM, en homocigosis y heterocigosis.
De estos datos pueden obtenerse estimas del grado de dominancia mediante
diferentes analisis, pero las mas usadas se basan en la relacién entre las
reducciones medias del caracter expresadas en heterocigotos y homocigotos

(estima ‘ratio’) o en la regresion del valor del caracter en los heterocigotos
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sobre el valor genotipico de sus homocigotos parentales (estima de regresion).
El método de la ratio proporciona una estima de la media de los valores de 4
de las mutaciones ponderados por los correspondientes coeficientes de
selecciéon en homocigosis, lo que producira valores menores que la media no
ponderada debido a que las mutaciones con efectos mas grandes tienden a
tener valores inferiores de 4. La principal desventaja de este método es que, si
las reducciones en viabilidad no se deben sélo a la mutacién sino también a
otros factores genéticos o ambientales, los valores obtenidos sobreestiman el
verdadero valor de 4. Es decir, la validez de las estimas depende de la
disponibilidad de un control fiable. Las estimas de regresion, por el contrario,
no se ven afectadas por el problema anterior, pero refieren al promedio de los
valores de /4 de las mutaciones ponderadas por su coeficiente de seleccion
cuadratico, lo que producird valores aun menores si las mutaciones con efectos
mas grandes tienden a tener valores inferiores de 4. No obstante, la diferencia
entre esta estima y el grado medio de dominancia sera pequefia, pues los
analisis suelen utilizar sélo las lineas denominadas cuasinormales, excluyendo

por tanto las mutaciones mas severas.

Drosophila melanogaster

Drosophila  melanogaster es de nuevo el organismo para el que existe mas
informacién. SIMMONS y CROW (1977) discutieron los datos obtenidos para
cromosomas II AM cuasinormales por el grupo de MUKAI y OHNISHI. De
entre las estimas incluidas en esta discusién es notable que los resultados del
grupo de MUKAL, obtenidos a partir de su primer experimento AM en distintas
generaciones (MUKAL ¢ al. 1964; MUKAL ef al. 1965; MUKAI 1969),
proporcionen estimas ratio radicalmente distintas segun la naturaleza de los
heterocigotos utilizados. Cuando los heterocigotos eran portadores de un
cromosoma con mutaciones acumuladas y otro cromosoma que se

consideraba equivalente al original sin mutaciones acumuladas (heterocigotos
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en acoplamiento con el cromosoma original), el grado de dominancia en cinco
evaluaciones diferentes fue consistentemente negativo, con una media de -
0,17, indicando as{ accién génica sobredominante de las mutaciones deletéreas.
Aqui hay que notar, no obstante, que el cromosoma considerado original no
era sino un cromosoma de viabilidad elevada muestreado de una linea AM
designada mediante el método de clasificacion. Por el contrario, las estimas
ratio fueron siempre positivas cuando las mutaciones acumuladas estaban en
acoplamiento en un mismo cromosoma en heterocigosis con otro no
isogénico (dos estimas ratio con un promedio 0,11), o cuando se ponian en
heterocigosis ~ parejas de cromosomas con mutaciones acumuladas
(heterocigotos en repulsion, dos estimas ratio con un promedio 0,35). Las
estimas de regresion obtenidas a partir de los datos de heterocigotos en
repulsion son similares (MUKAI y YAMAZAKI 1968, promedio en torno a 0,4).
Sin embargo, es interesante resaltar la existencia de un grupo de datos atipicos
por su elevada viabilidad media, que hubieron de ser excluidos de las estimas
de regresion por mostrar una pendiente negativa de la media de los
heterocigotos sobre la de los homocigotos. En principio se interpreté que, al
corresponder estos datos a cruces en que al menos una de las lineas tenfa
viabilidad alta, los heterocigotos correspondientes eran auténticos
heterocigotos en acoplamiento, implicando de nuevo sobredominancia de los
heterocigotos en acoplamiento con el cromosoma original. No obstante, un
reanalisis de GARCIA-DORADO y CABALLERO (2002) ha puesto de manifiesto
que el grupo de lineas de viabilidad elevada de este experimento, utilizadas
como control segun el método de clasificaciéon y como fuente del cromosoma
original para obtener los heterocigotos en acoplamiento, es genéticamente
distinto del resto desde el comienzo del experimento por razones
desconocidas, habiéndose propuesto que procedan de una contaminacion
externa ocurrida durante los cruzamientos que dieron lugar a las lineas de

acumulacion. Estos autores muestran que esta circunstancia puede afectar
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criticamente las estimas que incluyan esas lineas. Asi pues, las estimas del
grado de dominancia basadas en el primer experimento del grupo de MUKAI,
que utilizan dichas lineas o heterocigotos con uno de sus cromosomas, han de

tomarse con precaucion.

Mas tarde, OHNISHI (1977b) obtuvo elevadas estimas ratio para heterocigotos
en acoplamiento con un cromosoma ‘original’ (0,49) y para heterocigotos en
repulsion (0,40), ambas préximas a la aditividad. Sin embargo, GARCIA-
DORADO y CABALLERO (2000) reanalizaron estos datos y encontraron que los
cambios en viabilidad media observados durante la primera mitad de este
experimento parecen incluir un componente no genético. Por ello obtuvieron
estimas por regresion, que estarfan libres de los sesgos inducidos por este
fenémeno, y éstas resultaron notablemente menores (0,10 para heterocigotos

en acoplamiento y 0,03 para heterocigotos en repulsion).
p yousp g P

HOULE e# al. (1997) también aportaron estimas de regresiéon del grado medio
de dominancia de mutaciones espontaneas con respecto a varios componentes
de eficacia en Drosophila melanogaster que indicaban varios grados de recesividad
parcial. El promedio bruto de dichas estimas fue 0,12, aunque la media
ponderada por los efectos cuadraticos, como corresponde a las estimas de
regresion, es aun menor, 0,05 (GARCIA-DORADO y CABALLERO 2000). Sin
embargo, en estos analisis se incluyeron cromosomas con efecto deletéreo
severo y sélo se excluyeron aquellos que portaban letales. Debido a que las
mutaciones altamente deletéreas tienden a ser recesivas (CABALLERO vy
KEIGHTLEY 1994), es probable que el valor de E(s) obtenido sea una

infraestima del correspondiente a las mutaciones deletéreas tenues.

CHAVARRIAS e¢f a/. (2001) obtuvieron una estima del grado de dominancia por

regresion algo menor que las anteriores (0,33), a pesar de que se obtuvo
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después de 250 generaciones de acumulacion de mutaciones. En este
momento la selecciéon natural podria haber eliminado aquellas lineas
portadoras de mutaciones deletéreas severas que son, probablemente, las mas
recesivas, lo que causaria una sobrestimacion del verdadero valor del grado de

dominancia promedio.

Caenorhabditis elegans

Los unicos resultados disponibles para otra especie son los obtenidos por
VASSILIEVA e# al. (2000) para Caenorbabditis elegans para distintos componentes
de eficacia. En general, las estimas obtenidas parecen indicar una accion génica
aditiva (4 ~ 0,5), pero los errores tipicos son demasiado grandes y no permiten

rechazar la recesividad parcial.

En definitiva, aunque las estimas disponibles mas solidas del grado de
dominancia oscilan entre 0,05 y 0,5, diversas complicaciones experimentales,
as{ como la magnitud de los errores tipicos y la propia naturaleza y factores de
ponderacion que las afectan, hacen que el grado medio de dominancia de las

mutaciones deletéreas, por no hablar de su distribucidn, sean ain objeto de

debate.
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es completar la descripcion de las propiedades de la
mutacion deletérea en el mismo fondo genético utilizado en estudios previos
(FERNANDEZ y LOPEZ-FANJUL 1996; CHAVARRIAS ef /. 2001; AVILA vy
GARCIA-DORADO 2002) para obtener unas estimas mas precisas del grado de
dominancia promedio en una fase mas temprana del proceso, asi como para
estudiar los efectos de un periodo largo de acumulaciéon de mutaciones sobre

la viabilidad de las lineas AM y sobre la tasa de mutacion deletérea.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO Y DISENO EXPERIMENTAL

2.1.1. CONTROL C1

CABALLERO ¢/ al. (1991) obtuvieron una linea de Drosophila melanogaster
isogénica para todos sus loci. A partir de esta linea se derivé un conjunto de
200 lineas de acumulacién de mutaciones, AM1, y una poblacién control, C1.
Las lineas AM1 se mantuvieron mediante el apareamiento de una pareja de
hermanos por linea y generacion. El control C1 se perpetué en 25 botellas (8
hasta la generacion 200) con unos 100 padres potenciales de ambos sexos por
botella, mediante un sistema de apareamiento circular (SANTIAGO e7 al. 1992).
Las lineas AM1 se descartaron en la generacién 300, pero el control C1 se

mantuvo hasta el final de este experimento (generacion 374).

Para garantizar que la unica fuente de variacion genética durante el
experimento fuera la mutaciéon y no la contaminaciéon con individuos
exégenos, la poblacién base isogénica incorporaba un marcador en el
cromosoma III que consista en la mutacién recesiva sepia (s¢) cuya
manifestacion fenotipica es un color de ojos marrén facilmente distinguible del

rojo silvestre.

Tras 265 generaciones, una de las lineas AM1 (85), que hasta entonces habia
mostrado buena viabilidad, fue elegida como poblacién base para la obtencién
del material empleado en el presente experimento. Como ilustra la Figura 3 esta

poblacién dio origen a las lineas AM2 y los controles C2 y C2F.

2.1.2. LINEAS AM2
Se trata de un conjunto de 150 lineas mantenidas mediante el apareamiento de

una unica pareja de hermanos por linea y generacién. En cada linea se

28



MATERIAL Y METODOS

disponia, ademas, de dos apareamientos de reserva a los que se recurria

cuando el primero no conseguia reproducirse, al igual que se habia procedido

con las lineas AM1.

2.1.3. CONTROL C2

El control C2 lo constituye una poblacién mantenida en 25 botellas con unos
100 padres potenciales de ambos sexos por botella siguiendo un sistema
circular de apareamientos. De este modo, se aseguraba un numero de
progenitores lo suficientemente elevado (en torno a 2500 padres potenciales
por generacién) tanto para permitir la selecciéon eficaz en contra de las

mutaciones deletéreas como para reducir el cambio genético por deriva.

Esta poblacién se mantenfa a la misma temperatura que las lineas AM2 y el
control C1 (25°C), con lo que se conseguia que las generaciones transcurrieran

de forma simultanea en todos ellos.

2.1.4. CONTROL C2F

Esta poblacién tiene las mismas caracteristicas que el control C2, pero se
perpetué con un intervalo generacional mas largo conseguido gracias a un
mantenimiento parcial a menor temperatura (16°C). De este modo se
intentaba, reduciendo el numero de generaciones transcurridas, disminuir el

numero esperado de mutaciones acumuladas.

Lo que inicialmente se pretendia era que por cada generacion del control C2F
transcurrieran 2 generaciones del control C2. Para ello los adultos del control
C2F, emergidos de forma sincronica a los del control C2 en la generacion 7 se
mantenfan a 16°C hasta que, al mismo tiempo que los adultos del control C2
de la generacién # + 7, se transferfan a nuevas botellas. Se mantenfan a partir
de ese momento a 25°C, hasta que la descendencia emergia simultineamente a

la de la generacion # + 2 del control C2.
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Sin embargo, en la practica, el transcurso de las generaciones del control C2F
no se ajusté completamente a este diseno. Los 16°C a los que se mantenia el
control C2F estan muy por debajo de la temperatura 6ptima de Drosophila
melanogaster (25°C) y los individuos no se reproducian bien. Por este motivo,
cuando se consideraba necesario, se omitia el mantenimiento a 16°C, por lo
que las generaciones transcurridas para el control C2F no fueron exactamente

la mitad de las transcurridas para el C2.

Figura 3. Esquema de la obtencion de las poblaciones empleadas.
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2.2. CONDICIONES DE CULTIVO

Las lineas AM2 se mantenian en tubos de vidrio de fondo plano de 20 mm de
diametro y 90 mm de altura, y las poblaciones control en botellas de 250 ml de
capacidad. En el fondo del recipiente se disponia una capa de medio de cultivo

de unos 2 cm de espesor.

El medio de cultivo se preparaba por coccion de 100 gramos de levadura, 100
gramos de azuicar, 12 gramos de agar industrial y 2,5 gramos de sal por litro de
agua. Para evitar contaminaciones fungicas se afiadia a esta mezcla acido

propibnico al 0,5% (v/v).

Tanto las lineas AM2 como las poblaciones control C1 y C2 se mantenian bajo
condiciones de temperatura y humedad controladas (25 + 1°C y 40 + 5% HR,
respectivamente) y con iluminacién constante. Con el control C2F se procedia
de igual modo con la tnica salvedad de que, durante el tiempo equivalente a
una generacion de las lineas AM2 y de los controles C1 y C2, se mantenia a los

adultos del control C2F a 16°C para aumentar el intervalo generacional.

Las manipulaciones se realizaron a la temperatura ambiente del laboratorio y

utilizando como anestésico gas COx.
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2.3. EVALUACION DE VIABILIDADES

El esquema descrito anteriormente se prolongé durante 108 generaciones (374
en el control C1). Durante este periodo se evalué la viabilidad de los
cromosomas 1II tanto de las lineas AM2 como de los controles C1, C2 y C2F

en varias ocasiones.

Para evaluar la viabilidad de los cromosomas II de las distintas poblaciones se
emplearon como referencia dos cepas marcadoras. La cepa (In(2LR)O, Cy dp!
pren? [ 12) en las evaluaciones realizadas en las generaciones 41 y 46 y la cepa
(In(2LLR) CyO, Cy /12 ) en el resto de evaluaciones. Ambas cepas eran
portadoras de las mutaciones del cromosoma II Curly (Cy) y Lobe (I?), en
heterocigosis y repulsion. El marcador Curly se encuentra en posicion 6.1
asociado a una inversiéon que impide el sobrecruzamiento. Esta mutacion, letal
en doble dosis, provoca en heterocigosis la curvatura de las alas, lo que nos
permite distinguir a los individuos portadores. La mutaciéon Lobe, localizada en
la posicion 72.0, provoca en heterocigosis una reduccion del tamano del ojo,
permitiéndonos, por tanto, distinguir también a los individuos que la portan,
mientras que en homocigosis causa ojos diminutos y una viabilidad muy

reducida.

El proceso de evaluacion requiere realizar una serie de apareamientos entre los
individuos a evaluar e individuos de la cepa de referencia, y la viabilidad de
cada cromosoma II se calcula a partir de la segregacion fenotipica observada

en la descendencia del dltimo de estos apareamientos.
La evaluacién de la viabilidad de las diferentes poblaciones en una misma

generacion se realizé simultineamente para evitar la confusién de efectos

ambientales en las diferencias halladas entre los distintos tratamientos.
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2.3.1. EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS CROMOSOMAS II DE LAS
LINEAS AM2 EN HOMOCIGOSIS Y EN HETEROCIGOSIS CON CROMOSOMAS

ITI DEL CONTROL C2F

Estas evaluaciones se realizaron en las generaciones 41, 77 y 85 para las lineas
AM?2 (generaciones 25, 44 y 50 para el control C2F, respectivamente).
Asumimos que cada linea AM2 es genéticamente uniforme, de modo que cada
par de cromosomas II muestreados aleatoriamente de una misma linea (/)
pueden considerarse idénticos.
Como se muestra en la Figura 44 se aparearon 20 hembras virgenes (///) con
20 machos Cy/I7? para cada linea AM2. Al mismo tiempo se realizaron 64
apareamientos cada uno de ellos entre 20 hembras virgenes del control C2F
(¢/¢) y 20 machos Cy/I 2. A partir de la descendencia obtenida se realizaron los
siguientes cruzamientos (cada uno de ellos replicados 5 veces en la generacion
41 y 8 veces en las generaciones 77 y 85):
. para evaluar la viabilidad del cromosoma / de cada linea AM2 en
homocigosis, se aparearon 5 hembras virgenes Cy//con 5 machos I.2//.
« para evaluar la viabilidad del mismo cromosoma / en heterocigosis con
cromosomas control (¢) se aparearon 5 hembras virgenes Cy/c con 5

machos I.2//

2.3.2. EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS CROMOSOMAS II DE LAS
LINEAS AM2 EN HOMOCIGOSIS Y DE LOS CROMOSOMAS II DE LOS

CONTROLES C2 Y C2F EN PANMIXIA

Estas evaluaciones se realizaron de forma simultanea para las lineas AM2 y
para el control C2 en la generacién 40, y para el control C2F en la generacion
29 (Figura 4B). De nuevo, asumimos que cada linea AM2 es genéticamente
uniforme, mientras que las poblaciones control son potencialmente
segregantes. En cada linea AM2 se aparearon 20 hembras virgenes /// con 20

machos Cy/I2. Para evaluar la viabilidad en homocigosis de los cromosomas
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IT de las lineas AM2, a pattir de la descendencia, se apatearon 5 hembras Cy//
con 5 machos I.2//. Este apareamiento se replicé 3 veces para cada linea AM2.
Paralelamente y para cada una de las poblaciones control C2 y C2F, se
realizaron 40 apareamientos entre 20 hembras virgenes del control (¢/¢) y 20
machos Cy/I 2. Para evaluar la viabilidad en panmixia de los cromosomas II de
cada uno de los controles se aparearon 5 hembras Cy/¢ con 5 machos I.7/c.

Para cada uno de los controles se realizaron 300 apareamientos.

2.3.3. EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS CROMOSOMAS II DE LAS
LINEAS AM2 Y DE LOS CROMOSOMAS II DE LOS CONTROLES C2 Y C2F EN

HOMOCIGOSIS

Estas evaluaciones se realizaron simultaneamente para las lineas AM2 y para el
control C2 en la generacidon 98 y para el C2F en la generacion 59. Como ilustra
la Figura 4C, se realizaron 5 apareamientos entre 2 hembras virgenes Cy/I12y 2
machos ///patra cada linea AM2. Para los controles C2 y C2F se realizaron 100
apareamientos anilogos entre 2 hembras virgenes Cy/I.2 y 2 machos ¢/c. De la
descendencia de cada cruzamiento se elegfa un unico macho I.?/+ que se
apareaba con 5 hembras Cy/I? (donde + indica el cromosoma muestreado de
los controles o de las lineas AM2). Todos los cromosomas + que aparezcan en
la descendencia de este cruzamiento seran copia de un Gnico cromosoma +
muestreado en el macho I.2/+. De la descendencia emergida en cada uno de
estos nuevos cruzamientos se cruzaron 5 hembras virgenes Cy/+ con 5
machos [?/+ para evaluar la viabilidad de estos cromosomas + en

homocigosis. Cada uno de estos cruzamientos se replicé 5 veces.

2.3.4. EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS CROMOSOMAS II DE LOS

CONTROLES C1, C2 Y C2F EN HOMOCIGOSIS Y EN PANMIXIA

Estas evaluaciones se realizaron de forma sincrénica para el control C1 en la

generacion 374, para el control C2 en la generacion 108 y para el control C2F
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en la generacion 69 (Figura 4D). Para cada poblacién control se establecieron
50 cruzamientos entre 2 hembras virgenes Cy/I? y 2 machos del control. De
la descendencia del cruzamiento i-ésimo se eligié un unico macho I.2/¢ que se
cruzd con 3 hembras virgenes Cy/I.2. De la descendencia de este cruzamiento
se recogieron 10 hembras virgenes Cy/¢ y 10 machos 1.2/¢, todos portando
copias del mismo cromosoma ¢; del macho, y se aparearon. Con los individuos
de la descendencia de cada uno de estos apareamientos se realizaron dos tipos
de apareamientos:

. para evaluar la viabilidad de los cromosomas II del control en

homocigosis, se aparearon 5 hembras virgenes Cy/¢ con 5 machos 1.2/ ¢;.
. para evaluar la viabilidad de los cromosomas II del control en panmixia

se aparearon 5 hembras virgenes Cy/¢ con 5 machos .2/ ¢+1.
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Figura 4. Esquema de los cruzamientos realizados en cada evaluacion.

A
209 ¢ /e x 208 Cy/L* 209 //1 x 208 Cy/L?
59 Gy/e x 53 121 59 G/l x 58 12/1
HETEROCIGOSIS HOMOCIGOSIS
B
209 7/1 x 208 Cy/12 209 ¢ /e x 208 Cy/L?
40 botellas
|
59 G/l x 538 12/1 59 Gy/e x 58 12/e
HOMOCIGOSIS PANMIXIA
C
20 Gy/12 x 281/ 20 Q12 x 28 ¢ /e
59 G/I7 x 13 171 59 G/I7 x 18 1Y
59 CGy/1 x 58 12/1 50 Gy/e x 53 1%
HOMOCIGOSIS HOMOCIGOSIS
D

29 Gy/I7 x 28 ¢ /g

3Q G/I7 x 18 L7/e

109 G/, x 1038 17/,

29 Q/LZ X 26\ €j+7/€i+7

3Q O/ x 18 1 e,

109 O&/c.y 108 12/e,

\/

59 G/ x 58 L/ 59 Ofe x 58 L6y 5% Oy/e, X 58 L/ 6.,
HOMOCIGOSIS PANMIXIA HOMOCIGOSIS
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2.3.5. CALCULO DE LA VIABILIDAD

La viabilidad de los cromosomas II pertenecientes a los controles y a las lineas
AM?2 se evalu6 en escala logaritmica a partir de la segregacion del fenotipo

silvestre en los apareamientos que acabamos de describir.

Durante las evaluaciones de las generaciones 41 y 46 se observé que el
marcador Cy mostraba una expresion reducida cuando se encontraba en
presencia del marcador 2, de modo que no siempre se podia distinguir si un
individuo era de genotipo Cy/I.? o +/I2. Para evitar tener que utilizar estos
genotipos en el calculo de la viabilidad en estas generaciones, la segregacion
relativa del fenotipo silvestre se determiné frente al fenotipo Cy/+ en vez de
frente al fenotipo Cy/I2 Ademas, para eliminar el problema aludido, en las
evaluaciones posteriores se empled una nueva cepa marcadora que expresaba
correctamente sus marcadores en cualquier fondo genético. Asi pues, las

medidas de viabilidad utilizadas fueron las siguientes:

1) Indice "V *: en las evaluaciones correspondientes a las generaciones
41 y 46 para las lineas AM2 y el control C2 (y a las generaciones 25 y 29 para el
control C2F), la viabilidad se calculé como el logaritmo neperiano del cociente
entre el nimero de individuos de fenotipo silvestre y el de individuos de

fenotipo Cy/+ recolectados.
2) Indice V- en el resto de evaluaciones la viabilidad se calculé como el

logaritmo neperiano del cociente entre el total de individuos silvestres y el total

de individuos de fenotipo Cy/L2.

De todo el analisis necesario para el calculo de los parametros mutacionales se
excluyeron dos tipos de lineas (y, por tanto, de mutaciones). En primer lugar,
las lineas que llevaban mutaciones letales y que podiamos distinguir porque
durante su evaluacién no se encontraron individuos de fenotipo silvestre.

Ademas, para evitar que las lineas portadoras de mutaciones muy severas
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produjeran sesgos importantes en las cotas de BATEMAN-MUKAI (haciendo
que la cotas obtenidas para la tasa de mutacién y el efecto en homocigosis
estén muy por debajo y muy por encima, respectivamente, de los valores
reales), en lo que respecta a las estimas de parametros mutacionales, se
utilizaron solo las lineas cuasinormales. No existe en la literatura un criterio
uniforme para definir lo que es una linea cuasinormal. En este trabajo se
define linea cuasinormal como aquella cuya viabilidad media no difiere en mas
de tres desviaciones tipicas de la viabilidad media de todas las lineas,

coincidiendo con el criterio utilizado por CHAVARRIAS e7 a/. (2001).
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2.4. ANALISIS ESTADISTICO

2.4.1. MODELO GENERAL

Supongamos que:
1) el nimero de mutaciones con efecto sobre viabilidad V' que aparecen

en el cromosoma II por gameto y generacion es una variable aleatoria Poisson

de parametro 4.

2) las mutaciones tienen un efecto deletéreo s en homocigosis,
entendido como la diferencia en viabilidad relativa entre los homocigotos

silvestre y mutante, que se distribuye con una media E(s) y una varianza

0’ =E(*)-E*()

3) si m es el alelo mutante y + el silvestre, las viabilidades relativas
medias de los genotipos ++, +m y mm se especifican como 1, 1-sh y 1-s,
respectivamente, donde s es el efecto en homocigosis de las mutaciones y 4 su

grado de dominancia, que se consideran variables aleatorias continuas.

4) una poblacién isogénica de una especie diploide, homocigota para
todos sus loci, se subdivide en lineas independientes (lineas AM) mantenidas
cada una de ellas, durante 7 generaciones, con un censo lo suficientemente
pequefio como para hacer despreciables tanto el efecto de la seleccién natural
sobre las frecuencias génicas como la magnitud de la varianza genética

intralinea por generacion.

5) se dispone también de un control derivado de la misma poblacion
isogénica y mantenido de forma sincrénica a las lineas AM. Esta poblacion
control tiene un censo lo suficientemente elevado como para evitar que la

acumulacién de nuevas mutaciones deletéreas cause una reduccidon relevante

de su viabilidad media.
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En una linea determinada, la frecuencia ¢ de cada una de las mutaciones
aparecidas en la generacién ; fluctuara aleatoriamente durante un pequefio

namero de generaciones, hasta que la mutaciéon se pierda (¢ =0) o se fije

g=1.

Como las lineas AM2 derivan de una linea de acumulacion de mutaciones
previa, suponemos que se encuentran desde un principio en equilibrio
mutacion — seleccion — deriva, de modo que las mutaciones que se comporten

como neutras se fijaran a una tasa constante A, y el nimero 7 de mutaciones

fijadas en el cromosoma II de una linea en la generacién 7 sera una variable

Poisson con media #,;,, =1, 7.

En esta situacion, la media y varianza de la distribucion de las medias de las

lineas respecto del caracter estudiado, V,enla generacion 7 seran:
E(WV,)=my, — A, tE(s) QY
0°(V,)=0y + 4y t E(s7) )

donde 7, es la viabilidad media del genotipo correspondiente a la generacion

inicial y 0; la varianza residual entre lineas de la viabilidad del cromosoma I,

es decir, el componente de la varianza observada entre las medias de las lineas

que es atribuible al muestreo.

2.4.2. ESTIMAS DE A E(s*) Y A, E(s)

La obtencién de las estimas de 4, E(s*) y A, E(s) se basa en las ecuaciones
(1) y (2). Segtn la ecuaciéon (2), la varianza interlineas en la generacion 7 es

0} = 0*(V,)-0; =M, tE(s?), por lo que la tasa de incremento de dicha

varianza AV, permite estimar A, F(s°)

A2
o
AHE(JZ)EAVH ZTb
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En este caso, la variabilidad genética interlineas del caracter considerado se

estimo a partir del analisis de la varianza basado en el modelo
V.=/+e,,
i i i

donde /, es el efecto de la i-¢sima linea y ¢; el error aleatorio correspondiente

a la 7-ésima repeticion. Todos los efectos descritos se consideran aleatorios.

La varianza interlineas se estima entonces a partir del componente interlineas
. 2 . Ly . . . .
de la varianza (0, ), estimado en el analisis de varianza descrito anteriormente,

como:

~, MCL - MCE
(A

bl

siendo MCL y MCE las medias de cuadrados correspondientes a las lineas y al

error y £ el numero de réplicas evaluadas por linea.

El error tipico (ET) de 1, E(s”) se obtuvo a partir de la expresién:

NOS o + 07
ET [ 2, E (jz ) ]: MCL/é MCE ,
13

en la que 0}, se corresponde con 2MCI*/y, y Oy con 2MCE?/y,.,
siendo p; y p. los grados de libertad de las medias de cuadrados

correspondientes a cada caso.

A partir de la ecuacion (1) se puede deducir una estima de A, E(s), paralo que
es necesario conocer el valor de 7. Suponiendo que nuestra poblacion

control se ha mantenido genéticamente invariable, se puede obtener una

estima de 7, a partir de la evaluacion del caracter en dicha poblacién en las
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mismas condiciones ambientales que la evaluacién de las lineas AM. Por lo
tanto, A, E(s) podria estimarse como:
m,—m,

ApE(s)=E(V,)=my, =AM, =— p )

siendo », y m, los valores medios de la poblacién control y de las lineas AM,

respectivamente, ambas promediadas por réplica y apareamiento. Asf, la estima

de A, E(s) esla tasa de declive en media AM ;; observado en las lineas AM.

El error tipico de A, E(s) se obtiene de la siguiente expresion:

BT B |- JET (XC): T,

donde ETZ(XC) y ET*(X, ) son los etrores tipicos al cuadrado de la media

del control y de las lineas AM, respectivamente.

2.4.3. ESTIMASDE A, Y E(s)

Una vez estimados los valores de A, E(s*) v A,E(5), esto es, de AV, y

AM ,,, y dado que,

2 2 2
AM, = Ay |1- aiz AVy =E(s)| 1+ 0;
AV, E(s7) AM E*(s)

podemos estimar A, y E(s) como:

AM ,° A
11 >—- E(s) SL
AV, AM

Estas estimas representan unas cotas, inferior y superior, respectivamente, de

Ay vy E(s), conocidas como estimas BATEMAN-MUKAI (BM) (BATEMAN

1959; MUKAI 1964).
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El error tipico aproximado asociado a estas estimas se calculé6 como la raiz
cuadrada de la varianza de un cociente, bajo la suposicién de independencia

entre el numerador y el denominador, esto es:

i _ O0x L EX)
WP T [

Los distintos términos que componen esta ecuacion se calculan como:

ox =[ET(X)f
oy =[ET(Y)f
BX(X) = X* - [ET(X)]

BX(Y) =Y’ [ET(V)],

donde X e Y se corresponden con AV, y AM,,, respectivamente, al estimar

el error tipico de E(s) y con AM; y E(s) al estimar el de 4,;.

Para el calculo de estas estimas BM, otros autores (MUKAI 1964; MUKAI y
YAMAZAKI 1968; MUKALI e al. 1972; CHARLESWORTH ef al. 2004) no emplean
una poblacién independiente a las lineas AM para estimar la viabilidad inicial,

m,,, sl no que recurren a un control interno al propio experimento de

acumulacion de mutaciones (control de ‘clasificacion’). El conjunto de lineas
AM se evalia en dos generaciones proximas y se eligen como lineas control de
la primera evaluacién aquellas que en la segunda evaluacion mostraron una
mayor viabilidad, en la suposicion de que esta alta viabilidad indicaba que
dichas lineas no habfan sufrido un deterioro mutacional relevante para
viabilidad. La viabilidad media de estas lineas se utiliza para inferir la viabilidad

inicial 7, . En nuestro caso, empleamos como control interno para la

generacion 41 la viabilidad media en la generacion 41 de las 3 lineas que habian

mostrado mayor viabilidad en la generacién 46.
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Los parametros mutacionales también se estimaron utilizando analisis de
Minima Distancia (MD) (GARCIA-DORADO 1997) y de Maxima Verosimilitud
(ML) (KEIGHTLEY 1998) siguiendo los procedimientos descritos en GARCIA-
DORADO y GALLEGO (2003). En funcién de la importancia que se le dé a la
informacioén proporcionada por un control independiente, se pueden distinguir
varios tipos de estimas MD. Si esta informacién no se tiene en cuenta, bien
porque no existe tal control o porque éste no es fiable, se habla de estimas

MD-CI (,,se estima mediante MD ignorando la informacién del control
caso de que exista). Si se asume que el valor de 7,, es la media observada en
el control, se obtienen estimas MD-CD (7,, determinada por el control). Si se
explora un entorno de 2 errores tipicos alrededor de la estima de 7,
proporcionada por el control, se habla de estimas MD-CC (7,, considerando

el control).

2.4.4. ESTIMAS DEL GRADO DE DOMINANCIA

En las generaciones 41, 77 y 85 se evalu6 la viabilidad media de los
cromosomas Il de las lineas AM2 en homocigosis y en heterocigosis con

cromosomas del control C2F muestreados aleatoriamente.

En cada una de las lineas AM2 surgiran mutaciones diferentes, por lo que
podemos suponer que cada mutacion sélo estara representada en una linea / Si
llamamos x al valor genotipico de la viabilidad de cada cromosoma AM en
homocigosis e y a la viabilidad del mismo cromosoma en heterocigosis, la

covarianza entre x ¢ ), g, = E(x=x)(y—7), puede expresarse como:

Osy = ! {(X/_‘g) (J’/_J_/)jLZ(X/‘_Q_‘) (J’/_)_/)} 3

n—1 .
J#l

donde x, e 1y, representan los valores genotipicos de la viabilidad en

homocigosis y heterocigosis de la linea / portadora de cierta mutacion fijada 7,
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x,; e y;,laviabilidad en homocigosis y heterocigosis de una linea genérica /'y

x ey la viabilidad media en homocigosis y heterocigosis del conjunto de
todas las lineas. Si la mutaciéon » fijada en la linea / tiene efectos s y s/ en
homocigosis y heterocigosis, respectivamente, ignorando las demas fuentes de

variabilidad y utlizando E para designar valores esperados,

_ $ _ sh
X=E(X)—7 ., J=EQU)-——,
x,=E(x)=s 5, =EQ) -,
X i = E(x) , D = E().

Sustituyendo en la ecuacién (3), obtenemos que la contribucién de la mutacion

m a la covarianza entre x e y es:

2 2 2

! b
J— ;2/9(1——j Y ML P
=7 Z n n

Por otro lado, la varianza de la viabilidad de los cromosomas de las lineas en

homocigosis serfa:

L =22+ 20, -2 |,

g.=E(x-x) =
n—1 j#l

y sustituyendo, igual que en el caso anterior, la contribucion de 7 a la varianza

de x resulta:

2 2 2
1 1
o= ;2(1——) + (=)= | = —.
n

n—1 7 7

Sumando las contribuciones de todas las mutaciones acumuladas, y

suponiendo que no hay convarianzas ambientales, obtenemos:

s2h, 2 S
O-W’:z n 0-“”:2 n

i i
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De este modo, la regresion de la viabilidad de los cromosomas AM en
heterocigosis sobre el valor genético de la viabilidad del homocigoto

correspondiente () estima el grado de dominancia promedio ponderado

por el efecto de las mutaciones en homocigosis al cuadrado (E(4 .)).

2/71.55
05y _ 4
b» ), X' = 2‘ = Z J‘,Z - E(/?’mz )

0«

Sin embargo, unicamente se pueden medir los valores fenotipicos de la
viabilidad en homocigosis y en heterocigosis. De modo que lo que se calcula es
la regresion de la media fenotipica observada en los heterocigotos sobre la de

los homocigotos, bw),m .

~

O-Iﬂx,”l )
bmb‘,,mk - 2
0.”//\_
donde 0, , esigual ala covarianza entre las medias fenotipicas de viabilidad
X2y

de los heterocigotos y los homocigotos y O i la varianza fenotipica de la

viabilidad de los homocigotos.

En ausencia de covarianza ambiental, la covarianza entre las medias

fenotipicas de heterocigotos y homocigotos 7, ,  es igual a la covarianza
entre sus valotes genotipicos 0, . Asi que, para obtener b‘w, hemos de

multiplicar la regresion de valores fenotipicos , b por una constante C:

. >

b .=C-b

I X my,m, 2

donde C es el cociente entre la varianza de las medias muestrales fenotipicas
obtenidas para los cromosomas de las lineas en homocigosis y la

correspondiente  varianza  genotipica  estimada mediante ANOVA

(C=0} [o2).
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El error tipico aproximado de E (4 .)se obtuvo como:
ET [E (biwz )]: C-ET [b’” 1 ]

2.4.5. ESTIMAS DE LA TASA DE DEPRESION CONSANGUINEA

La depresion consanguinea en viabilidad para cada cromosoma II no letal (6;;)

se estimé como la diferencia entre las viabilidades medias de los genotipos

homocigoto y panmictico, y, para cada poblacién control la tasa de depresion
consanguinea no letal para cromosomas 11 (§,,) se calculé como el promedio

de la depresion consanguinea de los cromosomas correspondientes.
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3. RESULTADOS

En lo sucesivo nos referiremos a cada evaluaciéon indicando la generacion

correspondiente a las lineas AM2 y el control C2.

3.1. DESCRIPTIVOS PARA LA VIABILIDAD DEL CROMOSOMA II

En las siguientes tablas aparecen estadisticos descriptivos que caracterizan a las

poblaciones estudiadas en cada una de las evaluaciones.

La Tabla 2 recoge los valores medios de la viabilidad de los cromosomas 11
cuasinormales de las distintas poblaciones. Si nos fijamos en los datos en su
conjunto, podemos apreciar que la diferencia que existe entre generaciones es
mayor que la que se observa entre evaluaciones realizadas en la misma
generacion. Esto se debe a que existen pequenas diferencias en el disefio

experimental.

La primera diferencia es la medida de viabilidad efectuada. Por los motivos
explicados en Material y métodos, en las generaciones 41 y 46, la viabilidad se
evalué en referencia al genotipo Cy/+ (V *), mientras que en el resto de

generaciones, las viabilidades se establecieron en referencia al genotipo Cy/172

(V).

Las cuatro ultimas evaluaciones no difieren en la cepa marcadora empleada,
pero si en la direccién de los cruzamientos previos a la evaluacion de la
viabilidad. En las dos ultimas generaciones, las hembras procedian de la cepa
marcadora y en las dos anteriores, de la linea a evaluar. Sucede que la viabilidad
del genotipo Cy/I? es mucho mayor (y la del genotipo silvestre mucho menor)

cuando se evalia en cruzamientos donde la descendencia tiene tanto el
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citoplasma como el cromosoma X procedente de la cepa marcadora, un
fenémeno que se podria atribuir a un proceso de coadaptacion entre el

citoplasma y/o el cromosoma X y el resto del genoma.

Tabla 2. Viabilidad media (V* o V), junto con su ervor tipico (BT, de los
cromosomas 11 cuasinormanies.

AM2 C2 C2F c1

Gen HO HE HO PMX HO PMX HO PMX

46 Ve -0.289 -0,120 - 0,203
ET. 0,023 0,021 0,022
N 102 99 97

85 v 1,080 0,929
ET. 0037 0,025
N 93 92

108 v 0,132 0,366 0,330 0,331 0,389 0,418
ET. 0,068 0,041 0,051 0,029 0,044 0,033
N 46 47 48 48 51 51
HO  Homocigosis HE  Heterocigosis con cromosomas II del control C2F
PMX  Panmixia N Numero de lineas evaluadas

Otro factor a tener en cuenta es la drastica reducciéon de viabilidad que
mostraron los cromosomas II del control C2F, mantenido a baja temperatura.
Esta reduccion persistio incluso después de que el C2F se mantuviera a 25°C

durante unas pocas generaciones de recuperacion, pero fue inapreciable tras 10
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generaciones de recuperacion, lo que hace pensar que no se trataba de cambios
genéticos. Este fenémeno de herencia, sélo a corto plazo, de alteraciones que
se transmiten asociadas al material genético, pero cuya reversion en unas pocas
generaciones indicarfa que no afectan directamente a la secuencia de ADN, es
lo que se conoce como cambios epigenéticos. HOULE y NUZHDIN (2004)

observaron un fenémeno similar en controles criopreservados.

Esta observacion impide la utilizaciéon del C2F para el calculo de las estimas
BM de la tasa de mutacion y del efecto promedio de las mutaciones, puesto

que afecta al valor estimado de la viabilidad inicial.

Las Tablas 3 y 4 muestran los resultados de los analisis de varianza y los valores
del componente entre-lineas de la varianza, respectivamente, para la viabilidad

de los cromosomas 11 cuasinormales.

La varianza entre las lineas de acumulacion de mutaciones fue siempre
significativamente mayor que cero, tanto en homocigosis como en
heterocigosis, excepto en la evaluacion de la generacion 46. La varianza entre
cromosomas control en homocigosis también fue significativa en todos los
casos, mientras que en panmixia solo lo fue en el caso del control C2 en la
generacion 108. Estos resultados parecen indicar que el C2 presenta una

variacion genética mayor que la de los controles C2F y Cl1.
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A modo de resumen, en la Tabla 5 aparecen los valores medios y el componente
entre-lineas de la varianza para la viabilidad de los cromosomas II
cuasinormales de las lineas AM2 en homocigosis y de la correspondiente
evaluacion sincrénica del control C2; en homocigosis o en panmixia, en las

generaciones 46 y 98.

Tabla 5. Valor medio (V0 'V ) y componente entre-lineas de la varianza (63 ) en las

generaciones 46y 98, junto con su correspondiente error tipico, de la viabilidad del

cromosoma 11 de las lineas AM2 (en homocigosis) y del control C2 (en homwocigosis o en

panmixia).
AM2 C2 C2
Generacion ~ HOMOCIGOSIS HOMOCIGOSIS PANMIXIA
v o* 46 -0,278 £ 0,023 * -0,120 * 0,021
o} 0,009 + 0,013 (NS) 20,006 + 0,010 (NS)
N 102 99
2% 98 0,214 + 0,019 * 0,113 *+ 0,029
0'13 0,013 £ 0,005 ** 0,050 + 0,012 **
N 75 79

*  Media de las lineas AM2 significativamente diferente de la media del C2 evaluado sincrénicamente

(p < 0.005)

¥k g bz significativamente mayor que cero (p < 0.001)

NS g} no significativamente mayor que cero (p > 0.05)

Lo primero que debemos tener en cuenta es que tanto el caracter evaluado
como la cepa marcadora empleada fueron diferentes en cada generacion. Estas
diferencias nos impiden establecer comparaciones directas entre evaluaciones
llevadas a cabo en distinta generaciéon. Lo que si podemos comparar son las
diferencias entre la viabilidad de los cromosomas de las lineas AM2 en
homocigosis y la correspondiente evaluacion sincronica del control C2 en cada

generacion.
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En la generacién 46, la viabilidad de los cromosomas AM2 en homocigosis fue
significativamente menor que la de los cromosomas C2 en panmixia. Sin
embargo, en la generaciéon 98 la viabilidad en homocigosis de los cromosomas
de las lineas AM2 fue significativamente mayor que la de los cromosomas del
control C2. Estos resultados sugieren que en las lineas AM2 las mutaciones
con un efecto deletéreo grande se han purgado, pero en una poblaciéon de
censo elevado como el control C2, y debido a su acciéon génica
presumiblemente recesiva, algunas de estas mutaciones siguen segregando a
baja frecuencia. Como consecuencia, observamos una depresion consanguinea
importante cuando evaluamos la poblaciéon control C2 en homocigosis, pero

cuando se evalia en panmixia, el declive en viabilidad es imperceptible.

En cuanto a la estima del componente entre lineas de la varianza, podemos ver
que para las lineas AM2 en la generaciéon 46 no fue significativamente mayor

que cero, pero si lo fue en la generacion 98.

La Figura 5 representa la evolucion del componente entre-lineas de la varianza
para la viabilidad de los cromosomas de las lineas AM2 en homocigosis y del
porcentaje de supervivencia de las lineas AM2. Para poder establecer
comparaciones también aparecen los valores correspondientes a las lineas
AM1 (GARCIA-DORADO ¢ al. 2000; CHAVARRIAS ¢# a/. 2001). Los valores de
varianza entre-lineas de la viabilidad relativa huevo-adulto se ajustaron para el
cromosoma 11 dividiendo por 2,5 y los componentes de la varianza para 'V *
(generaciones 41 y 46) se convirtieron a 'V multiplicando por un factor de
escala de 1,75 (CHAVARRIAS e al 2001). En esta figura no se pretende
establecer comparaciones punto por punto entre los dos conjuntos de lineas
AM o entre generaciones del mismo grupo de lineas AM. Sin embargo, si
podemos apreciar que la varianza entre lineas del conjunto de lineas AM2 fue

mayor y tuvo un comportamiento mas erratico que el de las lineas AM1 (los
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errores tipicos de los valores de la varianza entre-lineas en la Figura 5 son
0,0008, 0,0032, 0,0134 y 0,0124 en las generaciones 105, 208, 210 y 255 de
lineas AM1 y 0,0117, 0,0234, 0,0111, 0,0261 y 0,0051 en las generaciones 41,
46,77, 85y 98 de las lineas AM2).

Figura 5. Evolucion del porcentaje de supervivencia y de la estima del componente entre

lineas de la varianza para las lineas AMT y AM2.
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La reduccion final del componente entre-lineas de la varianza que observamos

en las lineas AM2 no podemos atribuirla a la extincion de aquellas lineas con

una menor viabilidad pues el valor de la varianza entre-lineas en la generacion

85 para el subgrupo de lineas que sobrevivieron hasta la generacion 98 (0,1208

1 0,0261) fue similar al estimado usando todas las lineas (0,1313 £ 0,0300).

La Figura 5 también muestra que, tras un corto periodo inicial, la tasa de

extincion de lineas fue mucho mayor en las lineas AM2 que en las AMI,

mostrando una aceleraciéon progresiva en el conjunto de lineas AM2.
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3.2. ESTIMAS DE LOS PARAMETROS MUTACIONALES PARA LA

VIABILIDAD DEL CROMOSOMA I1

La Tabla 6 recoge los parametros mutacionales para la viabilidad del
cromosoma II evaluada por referencia al genotipo Cy/+ (V¥), que se

obtuvieron a partir de los datos de la generaciéon 46, junto a los que se

obtuvieron para las lineas AM1 en la generacion 255 (CHAVARRIAS ¢7 al. 2001).

Tabla 6. Estimas Bateman-Mukai de los pardmetros mutacionales para la viabilidad

del cromosoma 11 ( A% )
AM1 (Gen 255) AM?2 (Gen 46)
AMy (X 102 0,140 = 0,023 0,344 + 0,034
AV (X 1079) 0,087 = 0,027 0,197 = 0,292
An = 0,023 + 0,011 0,058 = 0,072
E@) < 0,062 + 0,023 0,057 + 0,084
AMy  Tasa de declive en media (por cromosoma I1 y generacion)

AV Tasa de incremento en varianza (por cromosoma II y generacion)
Air - Tasa de mutacién (por cromosoma 1T y generacién)
E(s)  Efecto promedio de las mutaciones en homocigosis

Las estimas de las tasas de declive en viabilidad media y del incremento en la
varianza entre-lineas por generaciéon calculadas para las lineas AM2 en la
generacion 46 fueron aproximadamente 2,5 veces superiores a las calculadas
para las lineas AM1 en la generacion 255. La estima obtenida para la tasa de
mutacion también fue 2,5 veces mayor en las lineas AM2 que en las lineas
AMT. El aumento en la tasa de incremento en varianza no fue significativo, de
modo que el aumento en la tasa de mutacién tampoco es significativo, pero el

aumento en la tasa de declive en viabilidad media fue altamente significativo.
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Para la generacion 41 se pueden calcular estas mismas estimas utilizando como
control interno, segun el método de clasificacion, las 3 lineas que mostraron
una viabilidad mayor en la generacion 46. Los valores obtenidos aparecen en la

Tabla 7 junto con las estimas MD y ML.

Tabla 7. Pardmetros mutacionales para la viabilidad del cromosoma 11 estimados por

distintos métodos.

Método de estimacion Au E(s)
BM (control interno) 0,006 0,290
BM (control C2) 0,058 0,057
MD (CC) 0,111 0,034
MD (DC) 0,098 0,039
ML 0,036 0,092

BM — Bateman-Mukai; MD — Minima Distancia; ML — Maxima Verosimilitud;

MD-CC (7, estimada considerando el control) Se explora un entorno de 2 etrores tipicos
alrededor de la estima de 77, proporcionada por el control; MD-DC (7, determinada por el

control) Se asume que 77, es la media observada en el control.

La tasa de declive en viabilidad media que se obtiene en la generacion 41 con
el método del control interno es la mitad que la estimada en la generacion 46
usando el control C2. Como consecuencia, la tasa de mutacioén es un orden de
magnitud inferior a la correspondiente estima de la generacion 46 y el efecto
mutacional mucho mayor. La menor estima obtenida de AMp (0,0017 *
0,0031) usando el método del control interno podria atribuirse a que el declive
mutacional de las lineas que constituyen este control es mayor que en el
control C2 panmictico, motivo por el cual, en lo sucesivo, omitiremos estos

resultados.

Cuando se ignora la informacién sobre la tasa de declive en media que
proporciona el control C2 en el analisis de MD (MD-CI), el perfil de distancias

no muestra un minimo vy, por lo tanto, no se pueden obtener las estimas MD.
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Si usamos la informacién del control C2 para estimar la tasa de declive en
media (MD-CC y MD-DC), los correspondientes perfiles de MD y ML son
bastante planos. El minimo de la distancia no es significativo, y en el caso de
ML el limite de confianza para A, tiende a infinito. Aun asi, estos métodos
proporcionan estimas relativamente parecidas: 0,04 < 4, < 0,11 y 0,03 < E(s)
< 0,09.

En la Tabla 8 aparecen las estimas del grado de dominancia obtenidas
mediante regresion para las mutaciones deletéreas acumuladas en las lineas

AM?2 calculadas a partir de los datos de las generaciones 41, 77 y 85.

Tabla 8. Estimas del grado de dominancia para las mutaciones con efecto

sobre viabilidad acumuladas en el cromosoma 11.

Generacién E(h .) tET.

41 -0,05 £ 0,16 ™)
77-85 « 0,23 + 0,08 **
77-85 ¢ 0,39 + 0,18 *

¢ Promedio de las estimas obtenidas para las generaciones 77 y 85.

b Estima calculada usando como viabilidad de los homocigotos y los heterocigotos el promedio de las dos
generaciones.

NS No significativamente diferente de cero.

*  significativamente diferente de cero (p < 0,013).

** significativamente diferente de cero (p < 0,0017).

En principio, estas estimas no deberfan verse afectadas por el efecto
epigenético provocado por la baja temperatura en la viabilidad del los
cromosomas del C2F, puesto que dicho efecto no contribuye a la varianza

genética de los homocigotos AM2 ni a la covarianza entre los homocigotos

AM2 y los heterocigotos AM2-C2F.

En la generacion 41 el grado de dominancia no fue significativamente distinto

de cero, pero, en las generaciones 77-85 fue relativamente alto.
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Merece la pena destacar que el promedio de las estimas calculadas de forma
independiente para las generaciones 77 y 85 fue sustancialmente menor que la
estima obtenida usando las viabilidades promediadas por generacion. Esta
diferencia podtia atribuirse al comportamiento erratico de la varianza genética
de los homocigotos AM2 el cual podria asociarse a una considerable variacion
de los efectos mutacionales atribuibles a diferencias ambientales entre las

generaciones.

3.3. TASA DE DEPRESION CONSANGUINEA PARA VIABILIDAD EN

LAS POBLACIONES CONTROL

La Tabla 9 muestra la viabilidad de los cromosomas no letales del control C1
en la generacion 374 y del C2 en la generaciéon 108 en homocigosis y panmixia,
evaluadas simultineamente, junto con los datos de una evaluacion anterior del
control C1 en la generacién 250 (CHAVARRIAS ¢ /. 2001). También aparecen
en la tabla las depresiones consanguineas que mostraron estas poblaciones en

las generaciones evaluadas.

Tabla 9. Viabilidad media de los cromosomas 11 no letales de los controles C1 y C2 en
homocigosis y en panmixia, y la depresion consangninea ( 6, ) que mostraron estas

poblaciones en las generaciones evaluadas.

C1 (Gen 250) C1 (Gen 374) C2 (Gen 108)
HOMOCIGOSIS 0,373 = 0,025 0,347 = 0,060 0,085 = 0,081
PANMIXIA 0,458 + 0,028 0,438 + 0,038 0,366 = 0,041
5_11 0,090 = 0,037 0,091 % 0,060 0,281 = 0,077

Los valores que aparecen en la Tabla 9 se refieren a cromosomas 11 no letales.

De los cromosomas C1 y C2 evaluados simultaneamente en las generaciones
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374 y 108, respectivamente, resultaron ser letales tres cromosomas del control

C1 (5,5%) y nueve del control C2 (16,1%).

No se pueden establecer comparaciones directas entre las viabilidades medias
de C1 en la generacion 250 y el resto de evaluaciones puesto que la cepa de
referencia empleada fue diferente. Lo que si podemos comparar son los
valores obtenidos para la depresion consanguinea. Como vemos, la depresion
consanguinea del control C1 es muy similar en las dos generaciones evaluadas
mientras que el control C2 muestra una depresion consanguinea
aproximadamente 3 veces superior a la del control C1 en cualquiera de sus
evaluaciones. Esta diferencia es significativa en ambos casos (p < 0,012y p <

0,027, en las respectivas pruebas )
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4. DISCUSION

4.1. AUMENTO DE LA TASA DE MUTACION EN LAS LINEAS AM2

Hemos analizado las propiedades mutacionales de la viabilidad del cromosoma
IT de D. melanogaster en un experimento de acumulacion de mutaciones (AM2)
constituido por 150 lineas hermano por hermana y un control (C2), derivados
de una misma linea de un experimento similar previo (AMI) tras 265
generaciones de acumulacién de mutaciones (CHAVARRIAS ¢ a/. 2001). En

dicho experimento previo, la viabilidad del cromosoma II se calculé por
referencia al genotipo Cy/I2 (medida denominada 'V, véase Material y métodos

pagina 57), y los valores de sus tasas de declive y mutacién en la generacion
255 AM1 (AM = 0,0038 y A = 0,044, ajustadas para el genoma haploide)
fueron aproximadamente el doble de los obtenidos entre las generaciones 104-
106, aunque los efectos deletéreos promedio de las mutaciones implicadas
fueron notablemente similares en ambos momentos (E(s) = 0,087 y 0,085,
respectivamente) (GARCIA-DORADO 1997). Si tenemos en cuenta que en la
generacion 255 la viabilidad se evalu6 en condiciones mas competitivas que en
las generaciones 104-1006, el resultado anterior podria indicar que la tasa de
mutacion para viabilidad aumenta a medida que lo hace el grado de
competicion larvaria. Sin embargo, esta suposicion no concuerda con las
observaciones de FRY y HEINSOHN (2002), que no encontraron diferencias
entre las tasas de declive en viabilidad correspondientes a distintas densidades
de cultivo y, ademas, solamente detectaron un aumento de la tasa de mutacion
cuando la densidad era baja. Como hipétesis alternativa cabe proponer una
aceleracion de la tasa de mutacion deletérea entre las generaciones 105 y 255
aunque, en todo caso, dicha aceleracién solo podria haberse producido a partir
de la generacion 211, puesto que tanto la tasa de declive en media como la de

incremento en varianza para viabilidad no competitiva en las generaciones
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208-210 fueron comparables a las estimadas en las generaciones 104-106
(GARCIA-DORADO y CABALLERO 2000; CABALLERO ¢/ al. 2002). En todo
caso, los distintos resultados obtenidos en el experimento AM1 encajan dentro
de lo previamente observado en poblaciones segregantes de Drosophila, es
decir, la tasa de mutacion deletérea estuvo comprendida entre 0,005 y 0,05,

con un efecto promedio E(s) ~ 0,10 (GARCIA-DORADO e7 al. 2004).

Las comparaciones entre los resultados del primer experimento (AM1) y los
del actual (AM2) requieren que la viabilidad haya sido evaluada de la misma

manera en ambas situaciones. En el experimento previo se observé que la
varianza entre lineas para la viabilidad V * de los cromosomas AM1 en

homocigosis /// (que es una medida relativa a los heterocigotos Cy//, donde /
representa el cromosoma evaluado e implica por tanto la suposicion de que las

mutaciones son recesivas frente al cromosoma () infraestimaba la varianza
entre lineas para la correspondiente viabilidad medida como V' (libre de estas
suposiciones por ser relativa a la del genotipo Cy/I2) (CHAVARRIAS e/ al.
2001). Asi, la tasa de mutacion deletérea haploide (A = 0,058) y el efecto
deletéreo promedio (E(s) < 0,062) para V* podrian sobreestimar y subestimar,

respectivamente, la tasa y el efecto deletéreo medio en homocigosis para la

auténtica viabilidad del cromosoma II. No obstante, dichos resultados para
V& son los que pueden compararse validamente con los del experimento

actual en la generacion 46 en que se utilizé la misma evaluacion de viabilidad.
Este contraste puso de manifiesto que las tasas de declive en media e
incremento en varianza de las lineas AM2 eran, aproximadamente, unas 2,5
veces mayores que las calculadas para las lineas AM1 durante el periodo final
del experimento previo y, por lo tanto, la estima de la tasa de mutacion
también se ve incrementada en la misma magnitud mientras que, una vez mas,

el efecto promedio de las mutaciones deletéreas permanecié practicamente
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invariable. Aunque la tasa de declive en viabilidad de las lineas AM2 fue
significativamente mayor que la de las AM1 (p < 4 x 107), los errores tipicos
de la tasa de incremento en varianza fueron grandes y, por consiguiente,
también lo fueron los de las estimas de la tasa de mutacién y del efecto
promedio en homocigosis. Por esta razoén, el incremento significativo de la
tasa de declive en viabilidad podria también atribuirse a una sinergia de los
efectos deletéreos de las nuevas mutaciones en un fondo genético deteriorado
por la acumulacion de éstas. Sin embargo, la varianza genética aditiva del
nimero de quetas (GARCIA-DORADO e¢f al. 2007) y la tasa de depresion
consanguinea para viabilidad en el control C2 aumentaron con respecto a las
del control C1 en la misma proporcion en que lo hizo la tasa de declive de las
lineas AM1 con respecto a la de las AM2. Estas observaciones proporcionan
un apoyo adicional a la hipétesis de que la tasa de mutacion ha aumentado en
una fase temprana del segundo experimento, quizas incluso en la linea AM1
utilizada como fundadora de la poblaciéon base de éste. Por ultimo, la
proporcion de lineas supervivientes cayé dramaticamente hacia el final del
experimento AM2, sugiriendo tanto un posterior incremento de la tasa de
mutacion deletérea como una epistasia sinérgica limitada a aquellos genomas
que ya fueran homocigotos para otras mutaciones deletéreas severas.
Resumiendo, nuestros resultados indican que la tasa de mutacion deletérea se
ha incrementado en la fase inicial del experimento AM2, lo cual es compatible
con la apariciéon de un efecto sinérgico de las mutaciones durante las dltimas

fases de este experimento.

Es posible que en otros experimentos se haya producido también una
aceleracion del proceso mutacional, y existen indicios de que este fenémeno
podria haber ocurrido en sus fases tempranas en algunos casos, induciendo asi

la sobreestima de la tasa inicial de mutacién espontanea en la poblacion

original. En el primer experimento AM de MUKAI (1964), la estima de AM
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durante las primeras 25 generaciones de acumulacién ajustada al genoma
completo fue ~0,01 (0,007 usando datos de las 32 primeras generaciones, FRY
2004). Sin embargo, esta estima se habfa obtenido utilizando como control un
conjunto de lineas elegidas segun el método de clasificacion y forzando por el
origen la regresion del declive en media sobre el nimero de la generacién, en
la suposicion de que dichas lineas eran originalmente idénticas a las demas
lineas del experimento. Sin embargo existen evidencias de que esta suposicion
es infundada, de modo que un analisis sin forzar la regresion por el origen
sugiere un declive inicial mucho menor (AM =~ 0,003), pero que se acelera en la
fase temprana (GARCIA-DORADO y CABALLERO 2002). Usando un método
indirecto FRY (2004) detectd también cierta aceleracion en el experimento de
OHNISHI (1977a), aunque este dato es dificil de compatibilizar con un
aumento de la varianza entre lineas que fue lineal durante todo el proceso.
Queda por dilucidar si la aceleracion del deterioro mutacional, cuando ocurre,
se debe a un aumento de la tasa de mutacion deletérea, a un incremento de los
efectos deletéreos de las mutaciones acumuladas que serfa atribuible a sinergia,
o a la combinaciéon de ambas causas. En nuestro caso, las estimas sugieren que
la aceleracion se debe inicialmente a un aumento de la tasa mutacional, y que la
sinergia solo aparece en las ultimas fases del experimento, caracterizadas por
un aumento drastico de la tasa de extincion de lineas tras un proceso
prolongado de degradacién mutacional. Esta observacién es consistente con
las de otros experimentos en que la sinergia de los efectos deletéreos sélo se

manifestd en genomas con una carga deletérea importante (WHITLOCK vy

BOURGUET 2000; RIVERO e¢7 al. 2003; ROSA ez al. 2005).

4.2. POBLACIONES CONTROL

Analicemos seguidamente la acumulacién de nueva variabilidad genética en

dos poblaciones control de censo elevado (C1 y C2). Aunque el control C1 ha
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sido mantenido en ocho botellas hasta la generacién 200 y en 25 a partir de
entonces, su tasa de depresion consanguinea en las generaciones 250 y 374 fue
la misma, lo que implicaria que, después de haber sido mantenida en 25
botellas durante 50 generaciones, esa poblacién practicamente ha alcanzado el
equilibrio  mutacién-seleccion-deriva  con respecto a las mutaciones
responsables de la depresion consanguinea observada para el cromosoma 11,
cuya magnitud fue del orden de un 30% del promedio de las estimas
publicadas referentes a poblaciones segregantes (TEMIN e# a/ 1969; MUKAL y
YAMAGUCHI 1974; SEAGER y AYALA 1982; MUKAI y NAGANO 1983;
KUSAKABE y MUKAI 1984; KUSAKABE e¢# a/. 2000). El control C2 se mantuvo
siempre en 25 botellas por lo que se espera que, tras 108 generaciones,
también haya alcanzado el equilibrio mutacion-seleccion-deriva. En ese
momento, su tasa de depresion consanguinea era tres veces mayor que la
detectada en el control C1, lo que concuerda con el factor de aumento de 2,5
observado para la tasa de declive en viabilidad de las lineas AM2. Por otra
parte, la reducida viabilidad en homocigosis de los cromosomas de C2
obtenida en la generaciéon 98, que es inferior a la viabilidad en homocigosis
correspondiente a las lineas AM2, sugieren que la tasa de depresion
consanguinea de la poblacién C2 se debe fundamentalmente a mutaciones
mayormente recesivas con efectos deletéreos grandes, que pueden segregar a
frecuencias bajas en poblaciones de censo elevado (como el control) pero que
son purgadas eficientemente por seleccion natural en las lineas AM2. Por lo
tanto, la tasa de depresiéon consanguinea en la poblacion control C2 parece
deberse, al menos en parte, a mutaciones distintas de las responsables de la
tasa de declive en viabilidad de las lineas AM2, y el hecho de que ambas tasas
hayan aumentado por un factor similar sugiere una causa comun, siendo mas
probable que se trate de un aumento general de la tasa de mutacion
espontanea que de la aparicion de una sinergia entre los efectos de las

mutaciones implicadas.
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En la dltima evaluacién simultanea de la viabilidad de los controles (generacion
108 de C2), la media de los genotipos panmicticos C2 fue inferior a la de los
C1. Esto podria atribuirse en parte a un declive en viabilidad experimentado
por la linea AM1 85 en el momento en el que fue usada como poblacién base
de la que se derivo el control C2. Sin embargo, debemos tener en cuenta que
esta linea se eligié por su alta viabilidad, de manera que podria considerarse
como un ‘control clasificado’. Por esta razon, ignorando la posibilidad de un
declive en viabilidad de la linea AM1 85, asi como la posibilidad de
acumulacion de mutaciones beneficiosas en Cl, podemos interpretar que la
baja viabilidad en panmixia de los cromosomas C2 se debe al mayor declive en
viabilidad experimentado por este control. Sin embargo, en una poblaciéon de
este tipo, cuyo censo es relativamente grande, la tasa de declive en viabilidad
debida a fijacion deberia ser despreciable incluso en el equilibrio (GARCIA-
DORADO 2003). Por lo tanto, el mayor declive en viabilidad deberfa atribuirse
fundamentalmente a un mayor lastre debido las mutaciones que segregan en el
equilibrio mutacién-seleccion-deriva y, por ello, es de esperar que la diferencia
en viabilidad entre los controles C1 y C2 estime la diferencia entre los
correspondientes lastres mutacionales. Puesto que el lastre mutacional en el
equilibrio para poblaciones con censos efectivos mayores que 100 es muy
semejante al correspondiente a poblaciones infinitas (GARCIA-DORADO 2003),

que es igual a la tasa cigética de mutaciones deletéreas que no sean

completamente recesivas, la diferencia en A entre los grupos de lineas AM
asociados a ambos controles (0,058 — 0,023 = 0,035) deberia ser
aproximadamente igual a la mitad de la diferencia entre las viabilidades en

panmixia de los respectivos cromosomas II, tal como reflejan los datos

pertinentes (0,438 — 0,366)/2 = 0,036).

Aunque las causas del incremento de la tasa de mutacion detectado en nuestro

experimento se desconocen, es posible que éste pueda deberse a un aumento
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paralelo de la tasa de transposicion. En el experimento previo (AM1), la tasa
de transposicién por copia de elemento y generacion fue ~ 104, en excelente
acuerdo con otros datos obtenidos en fondos genéticos diferentes (MASIDE e7
al. 2001). Sin embargo, como se ha documentado para el elemento copia, se
espera que la tasa de transposicion esté correlacionada positivamente con el
numero de elementos insertados (PASYUKOVA ef al 1998), lo cual puede
resultar en cierta aceleraciéon del proceso después de un periodo largo de
acumulacion de mutaciones. La forma de la distribucién de los efectos
deletéreos de las nuevas transposiciones también se ignora. A partir del
coeficiente de regresion de la eficacia sobre el nimero de elementos copia en
lineas AM de Drosophila, HOULE y NUZHDIN (2004) obtuvieron un efecto
deletéreo promedio de 0,0076 por nuevo elemento cgpia, pero esta estima es
compatible con diversas distribuciones como, por ejemplo, con que el 90% de
las inserciones ocurran en el ADN no funcional (con efectos deletéreos tan
pequefios que sean experimentalmente indetectables) mientras que el 10%
restante tengan unos efectos deletéreos que sigan la distribucion estimada en el
experimento AM1. En otras palabras, las distintas estimas publicadas de las
tasas de mutacion y efectos promedio pueden ser explicadas mediante
diferentes tasas de transposicion dependiendo de cual sea la forma de la
distribucion de efectos. No obstante, las estimas obtenidas a partir de datos
relativos a los periodos iniciales de los experimentos AM muestran una mayor
consistencia, lo que indicarfa unas tasas de mutacion bajas del orden de 0,02
por gameto y generaciéon y un efecto promedio de aproximadamente 0,1
cuando se obtienen a partir de lineas consanguineas AM (hermano por
hermana), o efectos algo mayores cuando los datos proceden de cromosomas
AM protegidos de la seleccién natural por ser mantenidos en heterocigosis.
Esto concuerda con la hipdtesis de que la seleccion regula tanto el nimero
medio de copias transponibles en el genoma como la tasa de transposicion

total en las poblaciones naturales (MASIDE e¢f a/. 2001).
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4.3. GRADO DE DOMINANCIA DE LAS MUTACIONES

El coeficiente de regresion & de los valores genotipicos de los heterocigotos

sobre los de los homocigotos estima F(/ .), esto es, el grado de dominancia

promedio de las nuevas mutaciones deletéreas ponderado por sus efectos
cuadraticos en homocigosis. Nuestras estimas de /4 fueron bastante
heterogéneas: las obtenidas en las generaciones 77 y 85 no difirieron
significativamente entre si, pero su valor promedio (0,234) fue
significativamente mayor que el obtenido en la generaciéon 41 (-0,046). Una
posible explicacion de esta discrepancia serfa que se hubiera producido un

aumento temporal de E(4 .). No obstante hemos de tener en cuenta que,
debido a la ponderaciéon por %, el valor de E(4 .) esti determinado

fundamentalmente por los valores de / correspondientes a las mutaciones
cuyo efecto deletéreo en homocigosis es muy grande, los cuales suelen ser muy

pequefios. Esto implicatia que E(4 .) podria ser muy inferior al grado de

dominancia promedio no ponderado [E(h). Sin embargo, en lineas
consanguineas AM la seleccién natural actua fundamentalmente sobre el
efecto en homocigosis de las mutaciones, eliminando aquéllas de efecto
deletéreo grande que son comunmente recesivas. Esto causara un incremento

en E(b .) que puede llegar a ser importante, dependiendo de la forma de la

distribuciéon conjunta de sy 4. Para un amplio intervalo de valores posibles de
estos parametros, los resultados de simulacién muestran que en experimentos
AM se pueden esperar estimas de & proximas a cero si la estima no ponderada
de 4 es relativamente pequena (E(4) < 0,2, FERNANDEZ ¢/ a/. 2004, Tabla 0).
Por consiguiente, el incremento temporal de & sugiere que, al final del
experimento AM2, la acumulacién de mutaciones estuvo acompanada por un
incremento de la intensidad de seleccion purgadora en contra de las
mutaciones con efectos deletéreos severos. Esto corrobora las conclusiones de

FERNANDEZ e¢f al. (2004) sobre la posible subestimaciéon de la tasa de
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mutacion severamente deletérea y fundamentalmente recesiva en experimentos
AM, que también puede conducir a predicciones sesgadas a la baja de la tasa
de depresion consanguinea de la viabilidad en poblaciones naturales. El
incremento de 4/ podria también atribuirse a una transposicioén acelerada, tal
como sugirieron FRY y NUZHDIN (2003). Estos autores observaron que las
mutaciones espontaneas deletéreas con efecto sobre viabilidad eran
generalmente recesivas pero que las causadas por insercion de elementos copia
mostraban una accién génica aditiva. Sin embargo, la diferencia entre las

correspondientes estimas de / no alcanzo la significacion.

Debemos destacar que el grado de dominancia promedio estimado en las
generaciones 77 y 85 fue mayor que el promedio de las estimas
correspondientes a cada generacion. Aunque esta diferencia no fue
significativa, los resultados sugieren que, debido a una posible interaccion
genotipo-medio, los efectos deletéreos promediados sobre generaciones
pueden ser menos recesivos que los estimados en una generaciéon determinada.
Notese también que la varianza de la expresion de los efectos deletéreos entre
generaciones puede provocar que la utilizacion de los datos de viabilidad
pertenecientes a una generacion resulte en una subestimacion de la tasa a la
que ocurren las mutaciones que, promediando sobre varias generaciones,
tienen efecto deletéreo, asi como en una sobreestimacion de este efecto
promedio. Esta posibilidad ha sido sefialada por GARCIA-DORADO (1997) que,
sin embargo, obtuvo estimas bajas de la tasa de mutacién deletérea sobre
generaciones para viabilidad huevo-adulto usando los datos AM1. Nuestros
resultados sugieren que, aunque el efecto deletéreo de las mutaciones fuese
menor al promediarse sobre generaciones, el grado de dominancia de dicho
efecto promedio podria ser mayor que el estimado en una generacion, de
manera que la selecciébn natural serfa aun capaz de eliminarlas con una

eficiencia relativamente elevada.
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Teniendo en cuenta tanto los nuevos andlisis de los datos de los experimentos
clasicos como las estimas obtenidas durante la dltima década (véase revision
por GARCIA-DORADO ¢/ al. (2004)), las tasas de mutacion deletérea relevantes
para la descripcion de las propiedades evolutivas de las poblaciones naturales,
esto es, las observadas durante los periodos iniciales de los experimentos AM,
estan comprendidas en un intervalo que va de 0,005 a 0,05, con la excepcion
de las estimas BM obtenidas por MUKAI e a/ (1972). En el experimento

previo (AMT1), las mutaciones deletéreas surgian a una tasa que también esta
incluida en ese intervalo (A = 0,02 para viabilidad huevo-adulto durante las

primeras 100 generaciones con un efecto promedio de E(s) = 0,10; A = 0,04
para viabilidad competitiva durante las primeras 250 generaciones con un
efecto promedio de E(s) = 0,08). Sin embargo, la tasa de mutacién con efecto
sobre caracteres morfolégicos o componentes de eficacia fue 2,5 veces mayor
en el experimento actual (AM2). En las ultimas generaciones de este
experimento se produjo el colapso mutacional de las lineas AM2 (hermano por
hermana), pero la eficacia biologica de la poblaciéon control C2, cuyo censo era
relativamente grande, solo sufri6é un deterioro menor. En conclusion, nuestros
resultados indican que la tasa de mutacion deletérea puede aumentar tras una
degradaciéon mutacional importante, mientras que la sinergia de los efectos
mutacionales deletéreos solo puede llegar a ser una causa de extincion
importante en lineas de censo muy pequeno una vez que hayan acumulado un

lastre mutacional considerable, pero no en poblaciones de censo moderado.
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