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Comparacion esquematica de modelos nulos (de referencia)

Hardy-Weinber Wright-Fisher Wright-Fisher +
4 g sin mutacion mutacion neutral

parametros {p} {p.}, N {p}h N, u

escala de tiempo ~ generacion ~N ~N

Modelo neutral

estandar
Seleccion .,
Seleccion
natural en
; natural en
tiempo

generacional tiempo evoutivo




Incorporando la seleccion natural

parametros

Modelo nulo

Comentarios

Ejemplo de
aplicacion

(“cargando
los dados”)

Seleccion
natural en
tiempo
generacional

P N, {s}

HW

incorporamos seleccion
sobre los genotipos, pero
desestimamos mutacién

P(AA,) = p12W11= p12(1'311)
P(AA,) = 2pp,w,,=
2p1p2(7-872)

Seleccion
natural en
tiempo evolutivo

P N, w, {s}

WF

incorporamos seleccion
sobre los alelos, pero
desestimamos el régimen
de apareamiento

P(A1) = p12W1 = p12(1-S1)
P(Az) = p22W2 = p22(1_82)



Deriva y mutaciones neutrales: el
modelo neutral estandar

Tamafio poblacional N (finito, constante)

Reproduccion Los alelos de t son muestreados al azar
con reposiciéon de t-1

e " _

Seleccion No

Migracion (en No
particular inmigracion)



Teoria neutral de evolucion molecular
(Kimura 1968, King & Jukes 1969)

1. Hipdtesis nula (contra la cual buscamos, por ejemplo, evidencia de
seleccion natural).

2. Explicacion de (al menos parte de) la realidad:

e polimorfismos (variacion genética) dentro de las poblaciones.
e sustituciones (diferencias fijas) entre especies.

Seleccion natural (s en contra de una nueva mutacion):

seleccién positiva seleccion purificadora (negativa)

cuasi neutralidad

s <1/2N s=-12N S=0 gs=+12N s >1/2N

A

neutralidad estricta



Teoria neutral: sustituciones

Probabilidad de fijacion = frecuencia del alelo en la poblacion

Reloj molecular: tasa de sustitucion k = tasa de mutacion neutral u
(iindependientemente del tamaro poblacional!)

Prob. sustitucion = prob. mutacion neutral x prob. fijacion
k=2Nuy x 1/2N

K=u
(notamos que el reloj molecular predicho es en tiempo generacional)



Sustituciones de aminoacidos estimadas

El Reloj Molecular

Zuckerkandl y Pauling 1965
(“las moléculas como documentos historicos”)
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Reloj molecular

Cuasi neutralidad: especificamente seleccion contra variantes ligeramente deletéreas.

e Tamano corporal _ _ _
o pequefo : Bobl_amones grandes, tiempo generacional corto
o grande: poblaciones pequenas, tiempo generacional largo

Tamano pequeno:

e seleccion purificadora mas eficiente: menos sustituciones por generacion
e tiempo generacional menor: habra mas generaciones por unidad de tiempo

Si los dos factores se compensan, la tasa neta de sustituciones por millon de afios sera
parecida en organismos de tamanos corporales diferentes. En otras Pala_b,ras, el reloj molecular
empirico podria explicarse en un modelo cuasi neutral que incluya seleccion (débil) contra
variantes ligeramente deletéreas.



Reloj molecular

Empirico: tasas constantes por unidad de tiempo (millones de afos)

N mayor: Tiempo generacional menor:

seleccion
purificadora mas
eficiente

_menos mas generaciones por
sustituciones por unidad de tiempo
generacion

Se conocen otros factores que afectan el reloj molecular: por ejemplo, tasas metabdlicas.



Reloj molecular en virus: la evolucion en tiempo real
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Figure 8.9 Molecular evolution in the NS genes of influenza virus determined
from strains isolated and stored during the past 60 years. The total rate of evolu-
tion in the 890-nucleotide sequence averages 1.73 + 0.08 nucleotide substitutions
per year, and the rate is remarkably uniform. (From Buonagurio et al. 1986.)

https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global/6m

10


https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global/6m

Teoria neutral: sustituciones

Probabilidad de fijacion = frecuencia del alelo en la poblacion
Reloj molecular: kK = 4 (neutralidad estricta)

s reloj empirico mas cercano a cuasi neutralidad

O variaciones por diversas causas (tasa metabdlica, sel. natural,
etc)

e ¢l tiempo medio entre eventos de fijacion es 1/ u (consecuencia
del punto anterior y, una vez mas, independiente del tamafo
poblacional)

e el tiempo esperado de fijacion de un alelo desde su aparicion por
mutacion es 4N

11



Patrones de evolucion molecular

En general, reflejan distintos niveles de seleccion purificadora:

e sustituciones sindnimas > sustituciones no sinénimas
e sustituciones de AA similares > sustituciones de AA de propiedades mas divergentes

Podemos verificarlo en filogenias y, en algunos casos, vincular niveles de conservacion de AA
con los efectos funcionales de los cambios por mutagénesis dirigida.

Signal B chain C tide A chain
% J
#
s s
"—I—L
] ———
Insulin

1.20x 1077
substitutions
per site per year

0.20x10°°
substitutions
per site per year

1.07 %107
substitutions
per site per year
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Patrones de evolucion molecular

Synonymous rate
( % 10~° per year)

Prolacﬁn

o-Globin; Histone H3

Amylase %
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Insulin

Growth hormone
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— Insulin
——— Histone H3
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Seleccidn a nivel molecular: escala filogenética

En general, reflejan distintos niveles de seleccion purificadora:

e sustituciones sindbnimas > sustituciones no sindénimas
e sustituciones de AA similares > sustituciones de AA de propiedades mas divergentes
e ...y muchos casos mas

Podemos verificarlo en filogenias y, en algunos casos, vincular niveles de conservacion de AA
con los efectos funcionales de los cambios por mutagénesis dirigida.
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Evoluc:lon adaptativa a nivel molecular

Un ejemplo de seleccion direccional:
lisina espermatica en moluscos

genes implicados en el
reconocimiento ovulo-espermio y el
aislamiento reproductivo

Evaluar w = dN/dS




Evolucion de regiones codificantes

qy; - probabilidad de pasar del codén i al codon j:

(0, if the two codons differ at more than Seleccion natural:
one position,
T, for synonymous transversion, _ .
9i = § km;,  for synonymous transition, o<1  purificadora (negativa)
o7n;, for nonsynonymous transversion,
| okm;, for nonsynonymous transition,

o =1  neutralidad
T frecuencia de equilibrio del codon j

K: razon transicion:transversion o>1 positiva

o = dN/dS: razon de cambios no sindNIMoOSs:sINONIMOS
Nielsen & Yang, 2004 Mol. Biol. Evol.



Esquema

- Linea de base:
— Modelo general de sustituciones (61x61)
— Excluyendo codones Stop

» Parametros adicionales para detectar
seleccion:
® = dN/dS

— o < 1: purificadora
— o = 1: neutralidad (no hay seleccionn)
— o> 1: seleccion direccional positiva

TTT
Phe
TCT 0.005
Ser
* w=3
TTT
Phe
TCT 0.015
Ser
TCT —» TTT
YR\
A\

KTt.
J

Kﬂ:jw
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LISINA ESPERMATICA EN ABALONES

Yang y Bielawski 2000

California Red Abalone - 4

Probabilidad
posterior

RSWHYVEPKFLNKAFEVALKVQITIAGFDRGLVKWLRVHGRTLSTVQKKALYFVNRRYMQTHWANYMLWINKKIDALGRTPVVGDYTRLGAEIGRRIDMAYFYDFLKDKNMIPKYLPYMEEINRMRPADVPVKYM

Sitios aminoacidicos (codones) en la lisina espermatica ds in Ecology & Evolution

w = dN/dS 5
=] 0,085 ,
= 0,911 ;
= 3,065

Los sitios seleccionados positivamente se agrupan en
los extremos de la estructura tridimensional 1

tal structure. Reproduced, with permission, from Ref. 39.



LISINA ESPERMATICA EN ABALONES

1.40

Yang et al. 2000

0.63
0.67
0.78 0.55 0.97
0.60 o0
0.09 0.67
& 0.21 167 1.89
0.98 i 1.57
3.97
0.52 0 —
0.008 "05
0.36 9.59
e 1.39
1.17 0.53 -

0.1

e (1) =dN/dS > 1

(seleccidn positiva)

diferente entre
linajes y entre
sitios...

19



Coevolucion de genes de la via de |a
insulina en primates neotropicales

Dos grupos de mamiferos neotropicales tienen insulinas fisiolégicamente divergentes (por
ejemplo, menor afinidad con el receptor):

e primates (monos del Nuevo Mundo)
e roedores caviomorfos (cobayo, carpincho, chinchilla... )

Wallis (2015) estudio la coevolucion del gen de la insulina, su receptor y genes funcionalmente
vinculados a la insulina extrayendo las secuencias de dos genomas del grupo y combinandolas

con las de otros mamiferos.

Callithrix | sl Saimiri
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Cuatro de los genes estudiados por Wallis (2015)

Homo
Pan insulin
Gorilla
Pongo
Papio
Macaca
Saimiri
Callithrix

- Otolemur

Tupaia
Oryctolagus
Mus
Cavia

L Canis

Homo IR
Pan

Gorilla

Pongo

Papio

Macaca
Saimiri
Callithrix

Otolemur

Tupaia

Oryctolagus
Cavia

Canis

Homo

Pan IGF1

Gorilla

Pongo

Papio

Macaca

_| Saimiri
Callithrix

Otolemur

——Tupaia

—— Oryctolagus

Cavia

Canis

fome |GF1R

Pan

Gorilla

Pongo

Papio

Macaca

| [ Saimiri
Callithrix

— Otolemur

Tupaia
Oryctolagus

. Mus
|: Cavia

L Canis

Wallis. 2015. Growth Hormone & IGF Research 25:158-167

Variation of w (dN/dS) in insulin and related primate genes

w (dN/dS)

other primates [l NW monkeys: basal [ NW monkeys: crown

1.00
0.75
0.50
) I. l I—
0.00 ——

Ins Insr Igf1 Igfir

® por ramas, usando datos de mas genomas

Seleccioén episodica (rama basal):

Insulina (Ins)

Receptor de insulina (InsR, IR)

Factor de crecimiento parecido a la insulina (Igf1)
Receptor de Igf1 (Igfir)

Igf1: la seleccién positiva también involucra al “grupo
corona”)
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Resumen: evolucion molecular a escala filogenética

La teorll'a neutral ofrece un modelo nulo. Sirve de hipétesis nula y explica algunos patrones
generales.

Un modelo cuasi neutral mejora mucho la calidad de las predicciones.

Aunque no existe un reloj molecular universal e invariante, los cambios a nivel molecular son
mucth%lmas regulares que a otros niveles (por ejemplo, morfolégico). “Relojes locales” o
ajustables.

Podemos buscar evidencia de seleccion natural a escala filogenética usando

° ]g,lecuer]cias (en especial de regiones codificantes para proteinas)
e filogenias _ o
e modelos que ajustan w = dN/dS para detectar variaciones

o entre ramas del arbol _

o entre sitios en la secuencia

e un corolario importante de |la teoria neutral es que, aun cuando la evolucion de un gen
esté dictada por la seleccion positiva, una clase particular de cambios (aquellos -
estrictamente neutros) se fijara con una tasa igual a la correspondiente tasa de mutacion
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Estudio de la adaptacion al nivel molecular

* el debate entre seleccionismo y neutralismo se ha transformado en una discusion sobre la
importancia relativa de distintas clases de seleccion

* existen métodos diversos para poner a prueba hipotesis adaptativas a nivel
molecular

* los patrones generales de cambio molecular tienen una “forma general” compatible con
el neutralismo (y la cuasi neutralidad)

* recordemos que los cambios neutrales pueden acompanar la evolucidon adaptativa
(“haciendo dedo”)

« estudios gendmicos recientes sugieren que, en Drosophila, hasta un 35 % de los

codones pueden estar evolucionando al influjo de la seleccidn positiva, en humanos un
9%, en A.thaliana aun menos.
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Teoria neutral de evolucion molecular
(Kimura 1968, King & Jukes 1969)

1. Hipdtesis nula (contra la cual buscamos, por ejemplo, evidencia de
seleccion natural).

2. Explicacion de (al menos parte de) la realidad:

e polimorfismos (variacion genética) dentro de las poblaciones.
e sustituciones (diferencias fijas) entre especies.

Seleccion natural (s en contra de una nueva mutacion):

seleccién positiva seleccion purificadora (negativa)

cuasi neutralidad

s <1/2N s=-12N S=0 gs=+12N s >1/2N

\

neutralidad estricta
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Polimorfismos neutrales

Ya obtuvimos un resultado que nos dice la variacion esperada como
equilibrio entre deriva y mutaciones estrictamente neutras:

Poblacion (demografia): WF Modelo mutacional: sitios infinitos

B(H ) =1- B(F) =

0, el parametro poblacional neutral, combina los efectos de la deriva (N) y
la mutacién (u). Bajo neutralidad, todas las medidas de variacion genética
dependen de 6.

25



pasado

Teoria neutral:
polimorfismos
2
:
2
presente
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Tiempo
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Estudio de las propiedades de una muestra de alelos. -
2
En nuestro analisis: comenzamos con el modelo neutral estandar
> Poblacién de tipo Wright-Fisher
o Variacion neutral en un locus (sin recombinaciéon).  —coooo oo ) S
> Modelo mutacional de sitios infinitos.
Aproximacion: tamafo de la muestra n << 2N. T
3
Una realizacion:
Componentes genealégicos: N\ Yo
Ve A T
° 4
Topologia N N\ v
> Tiempos entre eventos de coalescencia {Ti} T,




El coalescente

Aspectos mutacionales:
° Mutaciones a lo largo de las ramas. Las genealogia (topologia, {T })
condiciona
> Bajo el modelo de sitios infinitos:

o El “tamafio” (numero de copias en la muestra) de cada mutacién es igual al nimero
de alelos terminales en la muestra.

> El nimero de sitios variables (S, “segregantes” en sentido mendeliano) en la
muestra es igual al nimero de mutaciones (M) que ocurrieron a lo largo de la
genealogia (no hay “homoplasia”: convergencia, paralelismo, reversion). Nota: la
situacion mas simple (S=M) de las posibles (S <M).

Sitio 3 6 9 12 15 18
ancestro gag gtc tac att gct act

O QW
v




Teoria neutral: polimorfismos

Coalescente para pares de alelos (n = 2):

e no hay variacion topologica
e demografia: variacion en T2
® mutacion: u

Numero esperado de diferencias entre pares de alelos (7)
Probabilidad de coalescencia (por generacion): 1/2N

E(T,) = 2N generaciones

Modelo neutral estandar
Heterocigosidad esperada:

6
6+1

E(H) =

([Pl

(2 x“g” xu), donde “g” es el numero (efectivo) de genes
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Teoria neutral: polimorfismos

Realizaciones del proceso poblacional en el modelo:

e Genealogia: T, tiene una distribucion geométrica, de la que se sortea

al azar un valor 1\ g
P(=t)=(1-—) —
2N 2N

E(T,) =2N

e Mutacion: dado T,, el numero dé mutaciones que se asocian a las
ramas tiene una distribucion binomial (2N, u), de la que se sortea al

azar un valor.
E(m)=2-E(T) - u

E(mr)=2'2N-u=4Nu

E(mr)=06
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Realizaciones del proceso

Parametros: N=10000 u=1/10000

fijamos T, en su valor esperado y muestreamos 7; en 100 réplicas (rbinom)

Frequency

15

10

muestral

print(mean(muestral))

## [1]1 4.39

print(range(muestral))

# [1] 111

print("E(pi) = 4")

## [1]1 "E(pi) = 4"

34



Frequency

Realizaciones del proceso

Parametros: N =10 000 x = 1/10000

100 realizaciones al azar de T, (rgeom)

15
|

10
|

[ | | | |
0 20000 40000 60000 80000

T2 _sample

print(mean(T2_sample))

‘ ## [1] 18800.86

print(range(T2_sample))

‘ ## [11 228 77551

print("E(T2) = 20 000")

‘ ## [1] "E(T2) = 20 000"
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Frequency

Realizaciones del proceso

Parametros: N=10000 u=1/10000

100 realizaciones al azar de T, , mutaciones al azar para c/u

T

g_

print(mean(muestra3))
8_

## [1] 3.5
ﬁ_

print(range(muestra3))
o _]
0 - ## [1] 0 17
& o T T




Desviaciones del modelo neutral estandar

Cambio demografico

Tamaiho constante Expansion reciente
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Desviaciones del modelo neutral estandar

Cambio demografico

Tamaiho constante Expansion reciente

uuuuuuu
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¢ Expansion postglaciar?

Table 1. Results of Fu’'s Fs test (28) for mitochondrial DNA
sequences of North American (clades correspond to areas shown
in Fig. 1) and Western Amazonian mammals

\

Inambarl'\~.‘

Southern

Northern South-

Pacific

@)

Western Amazonia

’ NW tI:ontinentaII west Rockies A
l::ack fiying
ear, yin,
. 104 ‘\\ squirrel
=) % Oryzomys
% gﬁf:x perenensis
g 103 .
» long-tailed
(] vole
s
5 PO onroms [ s
£ 107 P’;;’;g";’;ys ] steersf macconnelli i —
O - e
Q Proechimys o . — Neacomys
= i Isothrix P
E 1o brevicauda Oecomys  bisrata spinosus
i) bicolor
4
o
—Proechimys
1 Ll cuvieri

Lessa et al 2003. www.pnas.orgcgidoi10.1073pnas.1730921100

Area/taxon Clade F. P
North America
Black bears Pacific Northwest —2.592 0.022
Northern Continental —3.242 0.008
Southwest —-0.475 0.223
Long-tailed voles Alaska Islands 12.600 0.001
Pacific Northwest —-8.842 0.001
Southwest —0.444 0.333
Southern Rockies 0.788 0.570
Dusky shrews Pacific Northwest -9.915 0.001
Northern Continental 6.576  0.001
Southwest —0.003 0.531
Flying squirrels Northern Continental —3.796 0.001
Western Amazonia
Proechimys brevicauda -4.608 0.071
P. cuvieri 0.865 0.649
P. simonsi —-7.231 0.081
P. steerei —-14.326  0.004
P. bicolor —-2.722 0.161
Isothrix bistrata —-1.276  0.235
Oryzomys macconnelli -2.478 0.075
Mesomys hispidus 6.457 0.033
Micoureus demerarae -1.364 0.181
Neacomys spinosus —6.083 0.008
Oryzomys perenensis —21.496 0.001
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Desviaciones del modelo neutral estandar

Barrida selectiva

Locus neutro Barrida selectiva
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Pruebas (tests) de seleccion

Las que usan cambios en la distribucion de frecuencias de
polimorfismos son sensibles al cambio demografico y a la seleccion
natural.

Cambio demografico: afecta a todos los genes
Seleccion natural: gen a gen

Las que usan cambios sinbnimos y no sindbnimos son mas sensibles
a la seleccion natural.

Ejemplos a continuacion.
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Adaptacion a nivel molecular:
Prueba (test) de McDonald-Kreitman (1991)
—

l 1 .
| 1 Kl\{ especie 1
1

polimorfismos

fijaciones (sustituciones) especie 2
9 9 a ¢ tat especie 1
. " M Cg .
a 1 g t .. C especie?2
a t g t
a_ t g e Y




Adaptacion a nivel molecular:
Prueba de McDonald-Kreitman (1991)

Trabajo original: 3 especies de Drosophila
gen de la enzima ADH

Cambios Sustituciones Polimorfismos
No sindbnimos 7 2
Sindnimos 17 42

sugieren un exceso de fijaciones no sindnimas
(seleccion direccional en la divergencia entre especies)



Polimorfismos balanceados

* si son de larga data, se extiende T, mas alla de lo esperado por azar
* los polimorfismos neutros se asocian a estas ramas largas
* pero la recombinacion “borra” ese efecto si nos alejamos del sitio sometido a

seleccion . .
seleccion equilibradora

- exceso de cambios silenciosos
- asociados a diferencias entre las 2 clases
T alélicas (T,)
L - en el entorno del coddn bajo seleccion
neutralidad
i .‘ M
S F S F 44



Adaptacion a nivel molecular
Polimorfismo en la enzima ADH

Diferencias pareadas promedio

sitio con polimorfismo de reemplazo

B: .001 Observed
t=5 N m———— Expected
rkb = 6

Window = 100

-10ou0

N 1
-1000  -500 0 500 1000 45dp 2000 2500 3000 3500
Posicidén Kreitman, 1991

11 alelos de la enzima ADH en D. melanogaster
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Pruebas (tests) de seleccion

Desvios del equilibrio HWE
Un solo gen no podemos discriminar otras violaciones de modelo HWE

w = dN/dS, relacion entre cambios de reemplazo y sindnimos
1) Nivel filogenético. Si w > 1, es evidencia de seleccion postiva
Puede ser por rama, por sitio o por rama y sitio

2) Nivel poblacional / filogenético. Test de McDonald-Kreitman: si w se
mantiene constante dentro y entre poblaciones (polimorfisimos y sustitciones
respectivamente)

Polimorfismo balanceado

Exceso de mutaciones neutras en torno al polimorfismo de reemplazo
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Sintesis

« como modelo deductivo, la teoria neutralista representa un aporte
fundamental para entender como ocurre la evolucion por mutacion,
seleccion purificadora, y deriva

« unifica en un mismo modelo los polimorfismos poblacionales y las
sustituciones filogenéticas

* es la base de las hipoétesis nulas que, por contraste, permiten
detectar desviaciones del neutralismo estricto (evolucion
cuasi-neutra, seleccion positiva)

* aun las regiones sobre las que actua la seleccion positiva, las
mutaciones neutras (o cuasi-neutras) “hacen dedo” y se acumulan
a las tasas esperadas
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Sintesis

* existe evidencia creciente del papel de la seleccion positiva
en los polimorfismos y las sustituciones

* los modelos cuasi-neutros involucran regimenes selectivos
mas diversos (y por ello son mas realistas que el neutralismo
estricto)

* una vision evolutiva resulta esencial para entender la
composicion del genoma, la diversidad de distintas regiones,
la evolucion viral, la evolucion de resistencias a herbicidas,
antibioticos.....

* ... las aplicaciones en el campo crecen, al igual que se
vuelven mas evidentes los desafios que presenta
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