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Resumen

Biomoléculas como el RNA requieren adoptar determinada conformacién para desempe-
nar cierta actividad. Esto refuerza la idea de que ‘estructura es igual a funcién’. Sin embargo,
estas moléculas en realidad son capaces de adoptar un repertorio de diferentes estructuras.
Esta capacidad de adoptar diversos fenotipos, sin que el cambio se deba a una modificacion
genética, se conoce como plasticidad estructural. Este estudio es motivado por la intuicion
de que este repertorio de posibles estructuras favorece la capacidad de las moléculas para
evolucionar estructuras innovadoras.

Estudios previos intentaron modelar este comportamiento, resultando en un estancamien-
to evolutivo provocado por la aparicion de estructuras sumamente robustas, tanto a pertur-
baciones genéticas como ambientales. Este anémalo resultado se denominé ‘confinamiento
neutral’. En este proyecto, me propongo demostrar que moléculas de RNA, simuladas in
silico, son capaces de acceder a una estructura especifica 7, mediante evolucion dirigida, més
facilmente cuando se considera la capacidad de plasticidad estructural. Para lo anterior, uti-
lizo un novedoso modelo basado en la union RNA-ligando para determinar la adecuacion de
cada molécula.

Abstract

In biology we often say that ‘structure equals function’, referring to the fact that bio-
molecules such as RNA need to adopt a certain conformation to perform a specific activity.
However, these molecules can actually adopt a repertoire of different structures. This abi-
lity to adopt diverse phenotypes, without any genetic modification, is known as structural
plasticity. This study is motivated by the intuition that this repertoire of possible structures
promotes the molecules’ capacity to evolve innovative structures.

Previous studies attempted to model this behavior, resulting in an evolutionary stagnation
or a dead end caused by the emergence of extremely robust structures, both to genetic and
environmental perturbations. This anomalous result was called ‘neutral confinement’. In this
project, we propose to demonstrate that RNA molecules, simulated in silico, can access a
specific structure 7 through directed evolution while considering their structural plasticity.
This is achieved by employing a novel model based on RNA-ligand binding to determine the
fitness of each molecule.
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Introduccion

Los seres vivos cambiamos de manera constante. Algunos de estos cambios son impercep-
tibles en el corto plazo, pero con el paso del tiempo se acumulan y dejan un rastro visible.
Muchos de estos cambios en las caracteristicas de un organismo se deben a la modificacion
de una especie de ‘manual interno’ presente en cada ser vivo, conocido como ‘genoma’.

El genoma esta formado por el total de diversos bloques funcionales, llamados individual-
mente ‘gen’ y en agrupaciones ‘genes’. Dicho esto, se conoce como ‘genotipo’ al conjunto de
genes cuya funcion esté relacionada con el control de algtin ‘fenotipo’ (caracteristica, forma o
comportamiento) del ser vivo. Debido a que el genotipo puede verse como un subconjunto del
genoma, y este tltimo es el mecanismo de herencia, muchos de los fenotipos de un organismo
suelen heredarse a sus descendientes. Los cambios en las caracteristicas de una poblacion
conforme transcurren las generaciones ocurren debido a modificaciones de los genotipos de
cada individuo que conforma la poblaciéon. Los fenotipos més benéficos para la poblacion
son los que tienden a aumentar con el tiempo de acuerdo con la teoria de la evolucién por
seleccion natural [1).

Considere que relacion entre genotipo y fenotipo no es necesariamente de uno a uno. A
partir de un genotipo es posible producir una diversidad de fenotipos sin la necesidad de
alteraciones al gen o genes que lo regulan. Esta capacidad es conocida como ‘plasticidad
fenotipica’. No obstante, si los cambios en el genotipo no son responsables de la variacion en
el fenotipo, jqué es lo que la produce? La respuesta esta en diferentes factores ambientales o
externos, razon por la que en diferentes casos, la variedad de fenotipos accesibles es funda-
mental para permitir a los seres vivos adaptarse en respuesta a su entorno. Para ilustrar lo
anterior, conviene revisar algunos ejemplos de plasticidad fenotipica en diferentes seres vivos.

1.1. Plasticidad fenotipica en la Naturaleza

En la naturaleza podemos encontrar miltiples ejemplos de plasticidad fenotipica, tantos
que se vuelve complicado clasificarlos. Considere que la manera en la que presento los si-
guientes ejemplos no sigue ninguna clasificacion rigurosa. Expongo los diferentes casos de la
forma que me parece més ilustrativa.
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1.1.1. Camuflaje perfecto

Al hablar de adaptacion al entorno pocas habilidades son tan buenas como la capacidad de
diferentes cefalopodos de camuflarse con su entorno. La mayoria de esta clase de invertebrados
son conocidos por modificar el color, patron e incluso textura aparente de su piel. Esta
capacidad permite mimetizarse con el ambiente a su alrededor.

En el caso de los pulpos por ejemplo, el camuflaje que adoptan depende principalmente
de la capacidad del cefalopodo para identificar visualmente la textura, forma y profundidad
de su entorno. El fenotipo que finalmente adopta es una combinacion de diferentes estimulos
provenientes de su entorno [2].

Figura 1. jEncuentra al Pulpo!

Los pulpos pueden cambiar la apariencia
de su piel para camuflarse con el entorno.

Autor: Jérome Paillet, Ifremer.

Licencia: ICC BY 4.0.

Fuente: https://image.ifremer.fr/data/
00618/73015/hd/28887 . jpg

Parte del éxito de los pulpos para camuflarse estd en que poseen células especializadas
conocidas como cromatoforos. Estas células exhiben algin fenotipo dependiendo de una o
més caracteristicas de la luz, aunque no abordaré ningtn caso particular. Este tipo celular
no es exclusivo de pulpos, pero es un claro ejemplo de plasticidad fenotipica sensible a la luz
o fotosensible |[3].

1.1.2. Fotosensibilidad

Un ejemplo cotidiano de este tipo de plasticidad es el heliotropismo. El cambio de orienta-
cion que realizan algunas flores persiguiendo la posicion del sol. En los girasoles (Helianthus
annuus) esta respuesta fenotipica se ha asociado con aumento en la captacion de luz UV,
aumento en la temperatura de la superficie de la flor y mayor captacion de organismos poli-
nizadores como consecuencia .
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Figura 2. Heliotropismo. 5
P

Los girasoles modifican su orientacién con-
forme el sol se desplaza a lo largo del dia.
Imagen generada por Google Gemini bajo
instruccién y edicién del autor.

Orientada al Este Hacia el Cenit Orienta al Oeste
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Otro ejemplo interesante es el de Arabidopsis halleri. En este caso, ademas de la luz del
entorno, la humedad y temperatura del ambiente son factores que afectan la posicion que las
flores adoptan para resguardar su polen y/o algin polinizador durante la lluvia .

Soleado Lluvioso

Figura 3. Proteccién temporal.
Ilustra la posicion que adopta
Arabidopsis halleri bajo ciertas
condiciones del ambiente. Imagen
generada por Google Gemini bajo
instruccién y edicién del autor.

1.1.3. Termosensibilidad

La temperatura del ambiente es otro factor que puede influenciar el fenotipo observado.
Tal es el caso de Enteroctopus dofleini, conocido como el pulpo gigante del Pacifico. Es la
especie de pulpo con mayor tamano reportado y su habitat se extiende por gran parte del
Océano Pacifico Norte.

En el océano las aguas cercanas al ecuador tienden a ser mas calidas que las proximas a los
polos. Por esta razén Enteroctopus dofleini se encuentra expuesta a diferentes temperaturas
dependiendo de la regiéon en la que habite. Los especimenes que crecen en aguas frias, con
temperaturas entre 7-9.5 °C expresan mayor crecimiento corporal frente los que habitan en
aguas mas calidas |]§[| Esto es apoyado por estudios en los que miden atributos de especimenes
capturados en diferentes regiones. Siendo mas grandes y pesados los pulpos capturados en
las zonas mas frias como Alaska y el Mar de Bering [7, 8, [9].

Figura 4. Temperatura y tamao.
Habitat de Enteroctopus dofleini.
Azul intenso representa aguas con
menor temperatura, rojo las mas
célidas. El tamafio de los

especimenes se reduce conforme

la temperatura incrementa.

OCEANO
Imagen generada por Google PACIFICO
Gemini bajo instruccién y edicién NORTE

del autor.
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1.2. Plasticidad fenotipica en moléculas de RNA

En los ejemplos que hemos abordado es facil intuir que ventaja brinda la plasticidad
fenotipica. Para que esta ventaja tenga sentido en un contexto evolutivo, debe encontrarse
codificada genéticamente. Es decir que debe existir un genotipo o red de genes especifica que
controla el fenotipo y modula su sensibilidad ambiental [10].

Si caracterizamos la relacion genotipo-fenotipo(s) en un genoma completo, obtendriamos
lo que conocemos como un mapa genotipo-fenotipo. Realizar esto es una ardua labor debido
a la cantidad de diferentes interacciones y mecanismos que rigen el funcionamiento de los
organismos |10]. Una propuesta mas adecuada es centrarnos en el estudio de la plasticidad
fenotipica en escenarios méas simples y fundamentales.

1.2.1. La hipoétesis del mundo de RN A

Imaginemos una etapa temprana de nuestro planeta, momento en el que solo coexisten
diversas moléculas simples. No supondremos qué son, s6lo que son moléculas sencillas flotando
en algin ambiente primigenio. De vez en cuando, algunas de estas moléculas reciben un
exceso de energia proveniente de alguna fuente de calor cercana o de rayos UV. Este aporte
de energia provoca que interacttien entre si. Algunas de estas interacciones son momenténeas
y no producen nada nuevo, pero otras dan lugar a moléculas de mayor complejidad que se
mantienen durante mas tiempo [11].

Debido a que las conformaciones mas estables se mantienen durante mayor tiempo, seran
cada vez mas frecuentes en el ambiente. Esto establece algo fundamental, que las composi-
ciones inestables se disocian y desaparecen, mientras que las estructuras estables prevalecen
en el tiempo. Eventualmente, cuando las configuraciones més complejas sean suficientemente
abundantes, competiran en un proceso similar ensamblandose en compuestos cada vez més
complejos |11, |12].

El surgimiento de moléculas cada vez mas complejas contintia indefinidamente, originando
en algiin momento una conformacion cuya particularidad lo convierte en ‘el primer replicador’.
Una conformacion capaz de reclutar elementos del entorno y utilizarlos para construir una
copia de si mismo. Sin embargo, este replicador de vez en cuando se equivoca y produce
nuevos replicadores ligeramente diferentes del original |11, |12].

Asumiendo que el ambiente tiene recursos limitados, los diferentes replicadores competiran
por los elementos necesarios para replicarse. La hipotesis del mundo del RNA sugiere que
estos replicadores podria tratarse de moléculas similares al RNA. Puesto que son moléculas
construidas a partir del ensamble de otras menos complejas. Ademas, la funciéon de estas
moléculas estd asociada con determinada conformacion que la molécula debe adoptar para
desempenarla. Una de estas posibles funciones es realizar actividad catalitica sobre otros
RNA [13].

Los replicadores, moléculas de RNA primigenias, desarrollarian diversas estrategias que
les dieran ventaja frente a otras. Por ejemplo, barreras a su alrededor para protegerse de danos
ambientales. Asi como complejos andamiajes que les permitan censar el entorno, almacenar
recursos o desplazarse mejor por el medio [14]. Suponemos que en algiin momento estos
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replicadores tuvieron que evolucionar hacia un sistema més estable de almacenamiento de

informacion como el DNA. Aunque el RNA se mantuvo como un sistema de interaccion entre
estos replicadores y las complejas maquinas que construyeron, conocidas actualmente como

células |12} [14].
Visto lo anterior, resulta interesante estudiar el RNA como un genoma primigenio. Donde
el mapa genotipo-fenotipo se describe segiin la relacion entre la composicion de la molécula y

la conformacion que produce. Ademaés, entender el mecanismo evolutivo de estas moléculas,
contribuye a determinar lo que las hizo tan indispensables desde la historia de las primeras

células hasta el contexto celular actual.
Niveles estructurales del RNA

1.2.2.

Formalmente llamado Acido Ribonucleico, una molécula de RNA puede entenderse co-
mo una cadena formada por cuatro tipos de eslabones unidos entre si. Cada eslabon esté
construido por una molécula de azicar ribosa, y otra molécula (grupo fosfato) que funciona
como la unién con el siguiente eslabén. Ademas, cada azucar tiene unido lateralmente una
de cuatro posibles moléculas llamadas bases nitrogenadas. Dependiendo de la base nitroge-

nada asociada, el eslabon es nombrado como ribonucleotido de Adenina (A), Guanina (G),

Citosina (C) o Uracilo (U) [15].

Cualquier molécula de RNA tendra una cierta longitud [ de ribonucledtidos enlazados.
La caracterizacion ordenada de todos los ribonucleétidos que conforman la cadena, se conoce

como ‘estructura primaria’ del RNA [15].

Extremo 5'—_____
o. (G T
G G
Figura 5. Estructura primaria. -
. _A Secuencia RNA
Se representa una secuencia de O oH C U
0=P—0_y -
RNA corta. El esqueleto formado - .. G
. 4 vl . /,GAAuGUUGC
por las ribosas y fosfatos se N—r, ] DO OOY
. . ! - Extremo 3'
representa en naranja y amarillo. o {
. o0, A )
Las bases asociadas a cada & | o !
ribonucleétido se visualizan | /
mediante su letra representativa. qoon U { o
O=P—0.5 i Estructura primaria:
" -0 { '
iy 71; 5-GCAUGCGAAUGUUGC -3
sy |
OH

La orientacion 5 a 3’ se define de
acuerdo con la posicién de los
carbonos que conforman la ribosa.
Las cuatro bases nitrogenadas difieren en su estructura molecular de tal manera que pue-
den establecer interacciones de naturaleza electrostaticas con otras bases nitrogenadas. Estas
interacciones electrostaticas se conocen como puentes de hidrogeno y se forman entre parejas
canoénicas: Guanina con Citosina y Adenina con Uracilo. Asi como también son posibles otro
tipo de interacciones no canonicas, como Guanina con Uracilo o Citosina con Uracilo [16].

10
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Si conocemos la estructura primaria y las interacciones electrostaticas posibles entre las
diferentes bases de la cadena, podemos dibujar una representaciéon bidimensional de la es-
tructura que podria formarse como consecuencia de estas interacciones. Este nivel de repre-
sentacion es lo que conocemos como ‘estructura secundaria’ |15].

Existen multiples formas de representar la estructura secundaria de una molécula de
RNA. Aqui presentamos una representaciéon plana que muestra tanto la identidad de los
ribonucledtidos como las interacciones entre ellos y la estructura general de la molécula.
Otras representaciones relevantes son profundizadas en el apartado metodologico.

5 10 16 22

5' - UGGAUACCGUUAGCAAGCGGAUUAC - 3'
Figura 6. Estructura secundaria.

Representacion plana de una .
posible estructura secundaria a Estructura Secundaria:

partir de la secuencia propuesta. La ' 22
) h . 3" - :
cantidad de — en las interacciones ‘
electrostaticas indican la cantidad

de puentes de hidrégeno que se
forman en cada interaccion.

Aunque en este proyecto solo utilizamos estructura primaria y secundaria, también existe
una representacion tridimensional o ’estructura terciaria’ que representa el plegamiento de
manera més realista. Sin embargo, las interacciones consideradas en la estructura secundaria
son las que mas contribuyen al plegamiento global de la molécula y suelen ser suficiente para
intuir la funcién de un especifico RNA [17].

Finalmente, debido a que estas moléculas tienen la capacidad de interactuar con otras
semejantes o diferentes, pueden adoptar configuraciones tridimensionales que no podrian
alcanzar por si solas. Esta configuracion accesible mediante interacciones con alguna otra
molécula, se puede considerar como ‘estructura cuaternaria’ del RNA [15].

Hasta este punto solo hemos considerado qué (i) las moléculas de RNA adquieren una
cierta estructura debido a las interacciones entre ribonucleétidos que la componen, y (ii) que
esta estructura esté asociada con la actividad o funcién que desempena la molécula. Pero
no hemos abordado el concepto de plasticidad fenotipica en estas moléculas. Comencemos
estableciendo que el tipo de plasticidad en el que nos centraremos, se denomina plasticidad
estructural.

1.2.3. Plasticidad estructural en el RNA

Consideremos una secuencia cualquiera de RNA. Supongamos que elegimos un ribonu-
cledtido al azar que resulta tener asociada la base nitrogenada citosina (C), cuya interaccion
més comin es con una guanina (G). Es de esperarse que a lo largo de la secuencia haya
miultiples guaninas candidatas para interactuar. Extendiendo esta logica para todos los ribo-
nucledtidos que componen la secuencia, es evidente que hay diferentes posibles estructuras

11



POSGRADO
EN CIENCIAS
INTERDICIPLINARIAS

secundarias para la misma molécula de RNA.

En el contexto evolutivo, la secuencia de ribonucle6tidos representa el genotipo capaz de
producir un conjunto de diferentes fenotipos (estructuras secundarias). Este tipo de plastici-
dad fenotipica es lo que se conoce como ‘plasticidad estructural’. Mientras que el conjunto de
estructuras a las que puede acceder una secuencia se denomina su ‘repertorio plastico’. Ha-
bra estructuras con mayor estabilidad al entorno que otras. Razén por la cual una molécula
adoptaré algunas de las estructuras con mayor frecuencia que otras [18].

En nuestro caso, al considerar solo estructura secundaria, la estabilidad que ofrece cada
estructura se aproxima tnicamente mediante las interacciones entre los ribonucle6tidos en
este nivel estructural. Al calcular la estabilidad de cada estructura dentro del repertorio
pléstico, podemos aproximar la probabilidad con la que una molécula se plegard en cada
estructura en términos de su estabilidad. Estos métodos y algoritmos pueden ser consultados
ampliamente en la seccion metodoldgica.

Lo relevante en esta seccién es que una molécula de RNA puede adoptar diferentes es-
tructuras, cada una de las cuales ocurre con cierta probabilidad asociada con la estabilidad
que ofrece. Aunque es comin que solo una de las muchas estructuras esté reportada como
funcional [18§].

Es posible que, en época del mundo de RNA la plasticidad estructural resultaba funda-
mental para encontrar estructuras funcionales. La razon es que al no conocer cuales estructu-
ras son funcionales, cualquier estructura podria esconder alguna funcién novedosa. En otras
palabras, encontrar nuevas estructuras funcionales implica explorar estructuras desconocidas.

12
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Planteamiento del Problema

Este proyecto se origina desde el planteamiento de que la plasticidad fenotipica tiene
relevancia en la evolucion de los fenotipos. Desde esta perspectiva el modelo clasico, que
consiste en seguir el fenotipo predominante a lo largo del tiempo, es una representacion
incompleta de la historia. Creo que incorporar la plasticidad fenotipica no solo es mas realista,
sino que es una mejor descripcion del mecanismo por el cual evolucionan los fenotipos.

En este sentido, el RNA resulta ideal como elemento de estudio debido a su accesible
representacion del mapa genotipo-fenotipo. Ademas de la gran relevancia que desempena
en multiples procesos celulares, es protagonista de muchas aplicaciones biotecnologicas y
conocemos de su importancia aparente en etapas tempranas de la vida [19).

Un buen punto de partida es establecer la forma en que simulamos la evolucion in silico de
moléculas de RNA. Para ello seguimos lo que se conoce como algoritmo evolutivo, adaptando
las condiciones necesarias para modelar la evolucion de estructuras secundarias de RNA.

2.1. Algoritmos evolutivos

Un proceso evolutivo consiste en la serie de cambios en el tiempo que transforman un
‘algo’ desde una situacion A, hasta otra diferente B. Un algoritmo evolutivo se puede definir
como la serie de instrucciones que dirigen el proceso evolutivo A — B. |20]

En nuestro caso dicho ‘algo’ equivale a una poblacion de N células primitivas. Cada una
de las cuales se representa mediante su genotipo, que consiste en una secuencia de RNA. Al
inicio de las simulaciones todas las células comparten el mismo genotipo. Por tanto, tienen
acceso al mismo repertorio de estructuras, donde el fenotipo mas estable es una estructura
denominada \.

El objetivo de las simulaciones es que un porcentaje definido de la poblacion (> 80 %)
sean capaces de producir la estructura objetivo 7 como fenotipo més estable de su repertorio
estructural (tal que 7 # \). Para este fin aplicamos iterativamente cuatro procesos consecu-
tivos sobre las N células primitivas, hasta que se cumpla la condicién deseada o se rebase un
limite de iteraciones determinado.

2.1.1. CAlculo de adecuaciéon

El primer proceso consiste en asignar a cada individuo de la poblaciéon una puntuacion de
acuerdo con cierto criterio de adecuaciéon. Este criterio consiste en una ecuacién matemética

13
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que califica un genotipo en funcién de una o mas caracteristicas del fenotipo que produce.
Por ejemplo, en el caso tradicional, podriamos calificar inicamente que tan cercano a 7 es el
fenotipo maés estable producido por la secuencia. Los genotipos con mejor adecuaciéon serian
aquellos cuyo fenotipo se asemeja méas a 7.

Notese que introducir la plasticidad estructural, significa incorporar un criterio en el que se
considere cada una de las estructuras accesibles en el calculo de la adecuacion. Las siguientes
secciones se centran en los criterios empleados para esto. Ademés, pueden ser consultados
con mayor detalle en el apartado metodologico.

2.1.2. Seleccion

En nuestras simulaciones el proceso de reproduccion se considera asexual. Al tratarse
de células, lo que ocurre es la duplicacion del genoma para dar originen una célula hija.
Durante cada generacion se realizan N sorteos estocésticos independientes que determinan
los genotipos de la siguiente generacion. La probabilidad de que una célula sea elegida es
proporcional a su adecuacion calculada en el paso anterior.

Este se denomina ‘seleccion’, ya que emula el proceso de seleccién natural, en el que los
organismos con fenotipos mejores son los que mas oportunidades tienen de transmitir sus
genes a la siguiente generacion. Las probabilidades de reproducciéon de cada individuo se
calculan como razoén entre su adecuacion obtenida y la sumatoria de adecuaciones de toda la
poblacion.

Una vez establecida la probabilidad de reproduccién para cada individuo, se realizan
N sorteos estocasticos independientes entre si. Seleccionando los N genotipos que seran
heredados a la siguiente generacion.

2.1.3. Mutacion

Antes de pasar a la siguiente generacion, a cada genotipo seleccionando se le aplica un
proceso de mutacion que emula la variacion natural por mutacion. Esto es que cada ri-
bonucleétido de estos genotipos, tiene una probabilidad p de que su base nitrogenada sea
reemplazada por otra diferente.

2.1.4. Reemplazo poblacional

Nuestras simulaciones son extintivas, lo que significa que cada generacion la poblacién de
células padres desaparece, siendo reemplazada por la nueva poblacion de células hijas. Esto
quiere decir que a lo largo de todas las generaciones el tamano de la poblaciéon se mantiene
constante. Pero que cada nueva generacion de genotipos, proviene de los seleccionados y
sometidos al proceso de mutacion de la generacion previa.
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2.2. Modelos anteriores de plasticidad estructural

Ancel y Fontana (2000) realizaron simulaciones evolutivas emulando un ensayo de evolu-
cion dirigida con moléculas de RNA in silico. En su estudio plantearon incorporar la plasti-
cidad estructural de las moléculas mediante el criterio de adecuacion descrito en la Eq(2.1).
En este criterio la adecuacion de un genotipo es calculada como la sumatoria de promedios
obtenida al evaluar cada fenotipo accesible m, mediante una razén entre su probabilidad de
ocurrencia B,, y una expresion que varia de acuerdo a la diferencia estructural entre m y el
fenotipo objetivo 7 [21].

By,

Wc/plasticidad = Z m (21)

Donde C representa una constante arbitraria necesaria para evitar valores invéalidos cuan-
do la distancia estructural es cero. Cuando consideramos el caso tradicional o ’sin plasticidad’,
la estructura mas estable se considera el tnico fenotipo m accesible. Sin estructuras adicio-
nales que compitan, asumimos que la probabilidad con la que se producira este fenotipo es
uno. Resultando en el criterio de adecuacion descrito mediante la Eq(2.2).

1

C +d(m,T) (22)

Ws/plasticidad =

2.3. Confinamiento neutral

Durante las simulaciones evolutivas, Ancel y Fontana reportaron que la poblaciéon bajo el
criterio con plasticidad fenotipica era incapaz de alcanzar el fenotipo objetivo. La evolucion
de estas poblaciones se estanco debido a la aparicion de genotipos altamente resistentes tanto
a perturbaciones genéticas como ambientales |21].

La resistencia a perturbaciones genéticas se refiere a que las mutaciones de ribunocleétidos
se vuelven menos efectivas para modificar las estructuras que el genotipo produce. En cambio,
la resistencia a perturbaciones ambientales se traduce en que las secuencias disminuyen la
capacidad de acceder a diversos fenotipos. Este fenémeno de estancamiento evolutivo, en el
que las caracteristicas de la poblacional imposibilitan que la evoluciéon produzca fenotipos
cada vez mas cercanos al fenotipo objetivo 7, fue nombrado ‘confinamiento neutral’ |18 |21].

Aunque Ancel y Fontana no profundizan en las razones que llevan a la apariciéon de estos
genotipos resistente. Su estudio parece insinuar que la plasticidad fenotipica no favorece la
evolucion [21]. Dejando al menos hasta entonces este fendmeno como algo anémalo.

Loreto-Velazquez A., Ugalde E., y Espinosa Soto, C. (2025) contribuyeron a entender el
fenomeno de confinamiento neutral con mas profundidad. En su trabajo realizaron simula-
ciones evolutivas in silico bajo seleccion estabilizadora, lo cual significa que las secuencias
producian desde el inicio la estructura deseada. En tales condiciones demostraron que el mo-
delo de Ancel y Fontana inducia el fenomeno de confinamiento neutral. Pero que es posible
atenuar dicho fenomeno empleando un criterio de adecuacion diferente [22].
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2.4. Modelo de unién a Ligando

El modelo de unién a ligando supone que cada célula de la poblaciéon contiene un genotipo
que produce una cierta concentracion [RNA| de copias de si mismo. Ademas, hay presente
una cierta concentracion [L| de un ligando capaz de unirse a RNA y formar determinada
concentracion [X] de complejo (Ver Eq. 2.3) [22].

[RNA] + [L] = [X] (2.3)

Las multiples copias de RNA se mantendran fluctuando entre los diferentes fenotipos que
son capaces de producir. Cuando un ligando se une a cualquiera de las copias, secuestra dicha
copia plegada en alguna estructura m. Asumimos que la afinidad entre el ligando y cualquier
RNA es siempre la misma, siendo k la constante de asociacién. Mientras que la constante de
disociacion k_ del complejo consiste en una funciéon de sujecion. Una expresion que describe
que tan fuerte es la unién entre el ligando y el RNA secuestrado (Eq. 2.4). [22]

ky
m+L =X
k- (2.4)

tal qué k_ = q - 20407

Donde k_ se calcula a partir de la similitud estructural entre el fenotipo expresado por
la secuencia secuestrada y una estructura de referencia con afinidad méxima al ligando.
Esta distancia se expresa como d(m,7), siendo 7 el fenotipo objetivo de la simulacion y a,
b constantes. El procedimiento por el que se obtiene la distancia entre dos estructuras se
incluye dentro de la metodologia aplicada [22].

A partir de la Eq. 2.4 se puede intuir que la cantidad de complejo formado, entre RNA
plagado en la estructura m y moléculas de ligando, se puede determinar solucionando la
siguiente ecuaciéon diferencial:

dC,,
— = ka[m][L] — k_[Ci] (2.5)

Siendo [m| la cantidad de RNA no unido en complejo, pero plegado en la estructura m;
similarmente |L| representa la cantidad de ligando no unido en complejo. Considerando lo
anterior, podemos rescribirlo con mas detalle:

dj—tm =k, Bn(Rt — Cp) (Lt — Cp) — k_[Cy] (2.6)

En esta version expandida B,, representa la proporciéon de la poblacién plegada en esa
especifica estructura; (Rt — Cp,) v (Lt — Cy,) simbolizan el RNA y el ligando no unido
a complejo, respectivamente. Dado que m € P, donde P es el repertorio plastico con M

estructuras diferentes, lo que tenemos es un sistema de M ecuaciones diferenciales tal que
{m=1,...M}.
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dX M M

— = kB (RT -> cm) (LT -y Cm> —k_1Cy

dC M M

— =B (RT - Cm> (LT -> Cm> — k_Cl (2.7)

dC M M
d—tM — k. By (RT -> Cm> <LT - W;Cm> — k_ 3 Ch

m=1

Al considerar el sistema completo la cantidad de RNA y ligando libres se calcula restando
el ocupado en todos los diferentes complejos (Z%zl Cy). El sistema de ecuaciones ademas
asume la proporciéon de moléculas que se pliegan en cada estructura es la esperada en el
equilibrio. Esta simplificacion se adoptd después de considerar el modelo que permite las
transiciones entre estructuras y demostrar que la soluciéon al sistema coincide en ambos
escenarios. Dicha demostracion, asi como la solucién al sistema se incluye dentro del apartado
metodologico [22].

Solucionar este sistema de ecuaciones, implica encontrar la cantidad total de cada tipo de
complejo formado. La adecuaciéon de un genotipo se obtiene sumando la cantidad de complejo
total que fue capaz de formar a partir de su repertorio de estructuras accesibles [22].

2.5. Proposito de este proyecto

Aunque el modelo de unién a ligando demostré ser capaz de reducir los efectos producidos
por confinamiento neutral, no ha sido probado en simulaciones direccionales. Es decir, que no
se ha explorado realmente su capacidad de evolucionar con éxito un conjunto de moléculas
desde un fenotipo inicial hacia otro diferente.

En este proyecto nos me propongo realizar simulaciones evolutivas bajo seleccion direc-
cional, con el objetivo de explorar el funcionamiento del modelo de unién a ligando como
criterio de adecuacion. Sugiero que este modelo sera capaz concluir su recorrido evolutivo con-
siderando la plasticidad estructural de las moléculas, sin que se produzcan estancamientos
evolutivos.

2.5.1. Objetivo General

Explorar el funcionamiento del modelo de unién a ligando como criterio de adecuaciéon en
simulaciones evolutivas in silico de moléculas de RNA, bajo seleccion direccional.
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2.5.2. Objetivos Especificos

= Generar codigo en C+-+ para realizar modelado, manipulacién y simulacién evolutiva
de moléculas de RNA in silico.

= Obtener un muestro de la red neutral de tRNAphe o conjunto de secuencias que com-
parten la estructura de tRNAphe como estado mas estable.

= Explorar el espacio de estructuras accesibles mediante mutaciones en la red neutral
muestreada previamente.

= Seleccionar las estructuras secundarias mas convenientes como objetivos evolutivos.

» Realizar multiples simulaciones evolutivas y registrar datos historicos a lo largo de cada
simulacion.

= Aplicar analisis estadisticos sobre los datos historicos generados y realizar inferencias
sobre el comportamiento del modelo.
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Marco Metodologico

3.1. Prediccion de estructuras secundarias

Resolver una estructura secundaria de RNA con pseudonudos es considerado un problema
NP-completo. Esto quiere decir que no hay un algoritmo conocido que resuelva en tiempo
polinomial este problema. En cambio, el caso sin pseudonudos es posible resolverlo empleando
algoritmos de programacion dindmica como el de Zuker y Stiegler (1981) |23, 24].

Cualquier algoritmo de programaciéon dindmica debe cumplir con cuatro aspectos funda-
mentales. (i) Definir las caracteristicas que establecen una solucién como 6ptima; (ii) Des-
componer el problema en subproblemas siguiendo una direccion de resolucion; (iii) Almacenar
los valores de los subproblemas resueltos en forma matricial; (iv) Capacidad de rastreo de
resultados de la matriz para encontrar la solucion 6ptima. [25|

En el algoritmo de Zuker y Stiegler (1981) la soluciéon 6ptima es la estructura secundaria
que ofrece mayor estabilidad termodinamica en términos de energia libre de Gibbs (AG).
Divide la estructura completa en las subestructuras que la componen, evalta la contribucion
energética que ofrece cada una y las suma para obtener la estabilidad total |24, [25].

Almacenar los datos de esta forma permite rastrear la ruta de interacciones que otorga
mayor estabilidad y retornar la estructura producto del conjunto de interacciones, junto con
el valor AG calculado para la estructura completa. También es posible utilizar algoritmos
como el de Wuchty, S. et al. (1999) que siguen la misma metodologia descrita, pero rastrean
el conjunto de estructuras posibles en un determinado intervalo de energia con respecto al
de menor energfa libre (mfe) [24} 25| 26].

Tanto el algoritmo de Zuker y Stiegler (1981) como el Wuchty, S. et al. (1999) estan
implementados dentro de la biblioteca para predicciéon de estructuras secundarias ‘ViennaR-
NA’ (Lorenz, R. et al. 2011). Los datos de interacciones entre ribonucledtidos provienen de
diversos conjuntos de datos experimentales que pueden ser consultados en la base de datos
‘NNDB?’ (Turner, 2004) |27, 28|.

3.1.1. ;Por qué usamos energia libre de Gibbs?

En cualquier sistema termodinamico deben poder identificarse dos tendencias. La primera
describe como el sistema opta por estados de menor energia; mientras que la segunda im-
plica la tendencia de la energia a dispersarse, empujando el sistema a un estado de mayor
entropia|29).
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Consideremos el sistema que conceptualmente me parece el méas simple. La maquina de
calor utiliza un flujo de energia térmico, desde una temperatura alta 7} hasta una menor 75,
con el objetivo de extraer la diferencia de energia y convertirla en trabajo. La energia que
podemos extraer para este proposito es denominada ‘energia libre’|29).

La intencion es que todo el cambio en la energia interna del sistema (AU) se convierta
en trabajo. Sin embargo, parte de la energfa térmica serd cedida para aumentar la 7. En un
sistema cerrado, cada uso de la maquina implica que las temperaturas 717, 75 se acercan mas al
equilibrio. Esto es la tendencia de nuestro sistema de aumentar su entropfa. Cuando 77 = T3
no hay flujo térmico y la méquina se detiene, llegando a su estado de menor energial29|.

El cambio en la entropia de un sistema se puede definir como AS = @ /T, donde @ es la
energia cedida y T" es una temperatura constante. Entonces es l6gico proponer que la energia
libre del sistema se puede expresar como U — @, tal qué Q = T - AS. Lo anterior, resulta
en la expresion conocida como energia libre de Helmholtz, utilizada para describir sistemas
a temperatura constante|29).

F=U-T-8 (3.8)

A diferencia del ejemplo anterior, los sistemas biol6gicos no son sistemas cerrados. Reciben
energia del exterior que convierten en trabajo para incrementar la organizacién y reducir
la entropia del sistema. Se ha propuesto que esto es posible porque como resultado final
devuelven al entorno una forma energia mas desorganizada, lo que implica que la entropia
del universo aumente|29).

El interior de una célula por ejemplo, es un sistema que tienden a funcionar con tempera-
tura y presion constantes. Lo cual implica que se intercambie energia con el entorno mediante
trabajo de expansion (p V') [29, 30, |31]. Asi, la energia libre de este sistema es la ecuacion de
energia libre de Helmholtz [3.8| al adicionarle este trabajo de expansion.

G=U~-T-8)+p-V (3.9)

La energia que las células reciben proviene de diversas fuentes. La caracteristica de esta
energia es que esta empaquetada en una forma de baja entropia. Tras ser utiliza debe retor-
narse al sistema transformada en energia de mayor entropia como el calor. Siendo la entalpia
(AH) la expresion que describe flujo de calor entre el sistema y el entorno, podemos reescribir
nuestra expresion de energia libre como

G=H-TS (3.10)
vaqué H=U +pV '

Considerando un cambio finito (A) en el sistema, llegamos a la expansion de energia libre
de Gibbs. Nombrada asi por Josiah Willard Gibbs quien defini6 esta ecuacién considerando
las condiciones del interior celular.

AG = AH — TAS (3.11)

Esta es la medida de energia libre més utilizada en biologia y resulta especialmente tutil
porque describe direccionalidad de reacciones bioquimicas. En nuestro caso particular, me
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interesa que se entienda como AG representa la tendencia de una molécula de RNA para
adoptar una estructura secundaria |29).

Para una cierta estructura secundaria, AG se determina con referencia al estado lineal
de la molécula. Me refiero al estado en el que no hay ninguna interaccion electrostatica entre
los ribonucledtidos que componen la secuencia. Esta comparacion significa ir del estado de
méxima entropia hacia alguno otro més organizado, implicando una reduccién en la entropia
del sistema (AS < 0). Debido a esto, el término TAS es negativo y empuja hacia un valor
positivo de energia libre (3.11]).

Para que AG sea negativo, AH debe entonces ser negativo y suficientemente exotérmico.
Es decir que la liberacion de energia al entorno tiene que ser mas grande que la penalizacion
TAS por ordenarse. Mientras més exotérmico es el plegamiento en una estructura, menor es
el valor AG y maés propenso a ocurrir |31].

3.1.2. Probabilidad de plegamiento en una estructura

Para un conjunto de moléculas de RNA idénticas las diferentes estructuras accesibles
competiran entre si, haciendo que cada molécula fluctiie en los diferentes estados. Debido
a que algunos son mas propensos a ocurrir que otros, la distribuciéon de moléculas en cada
estado no sera al azar. La distribuciéon de moléculas en cada estado sera cada vez més notable
hasta alcanzar un punto de equilibrio. Esto es un punto tal, que el niimero de moléculas que
abandonan una conformacion son el mismo numero de nuevas moléculas que lo adoptan [32].

La distribuciéon de Boltzmann es una expresion de probabilidad que asigna a cada estado
del sistema una probabilidad segiin su energia termodinamica. Lo que permite aproximar la
frecuencia de una estructura/estado en el punto de equilibrio [32].

El factor de Boltzmann se origina de dos ideas bésicas. La primera es que consideran-
do sistemas independientes, las energias se suman y las probabilidades se multiplican. Una
funcion que cumple naturalmente con esa propiedad es la exponencial |30} 32].

Siendo P el repertorio plastico de una secuencia. Para cualquier estructura (o € P) con
energia libre AG,, su factor de Boltzmann se calcula mediante la expresion

b(o) := e ACG/ksT
kp = 1,987204259 x 10~% kecalmol ' K™* (3.12)
T =310,15 K (37°C)
La segunda idea es que un estado con mayor energia debe ser menos probable que uno
con menor energia, por lo que se incorpora un signo negativo en el exponente. Ademas, la
energia debe compararse con una escala térmica, para lo cual se incorpora kg -T. Finalmente,

lo que convierte este factor en una ecuaciéon de probabilidad es normalizarlo respecto la suma
de factores de Boltzmann para todos los estados accesibles (1, ..., M) en P |30} 32].

o—AGo/kpT
B,=— (3.13)

S bm)
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Esta tltima siendo la expresion que utilizamos para calcular la cantidad de copias de
RNA que adoptaran una cierta estructura en el modelo de unién a ligando . Para reducir
tiempo de computo, P contiene solo estructuras accesibles cuyo valor de energia libre (AG)
tenga una diferencia maxima de 2(kcal/mol) con respecto a la estructura de mfe.

3.2. Representacion de estructuras

Aunque la visualizacion plana de una estructura secundaria de RNA brinda mucha infor-
macion, otras representaciones permiten trabajar mas facilmente con estas estructuras. Para
el desarrollo de este proyecto conviene abordar dos notaciones de estructuras secundarias.

La primera representacion se conoce como ‘Dot-Bracket’, traducida al espanol como nota-
cion de paréntesis y puntos. La representacion es equivalente en posicion de ribonucledtidos a
la estructura primaria de la molécula. Con la diferencia que un punto indica que la posicion
estd desapareada, y cada pareja de paréntesis representa un par de ribonucleétidos aparea-
dos electrostaticamente entre si. Es la notaciéon mas comiin para trabajar con moléculas de
RNA en software, incluyendo la biblioteca de funciones ViennaRNA que utilizamos para este
proyecto [27].

L f' 1 1_'|"_|'_'_ r~T=1r-r-T- I" T _r_'l' a= l_'f'—l' l' -3

Figura 7. Notacion ‘Dot-Bracket’.
Se ilustra la notacién ‘Dot-Bracket’ o
paréntesis y puntos en comparacion
con la secuencia y representaciéon pla-
na de la estructura secundaria. Se uti-
lizan colores para facilitar la visualiza-
cion de las interacciones indicadas por
los paréntesis.

El segundo tipo de representacion que es necesario introducir es la representacion de arbol.
Consiste en un grafo organizado de manera jerarquica, donde se pueden diferenciar regiones
apareadas y desapareadas de la estructura. La idea de esta representacion es capturar la or-
ganizacion general de la estructura secundaria. No usamos directamente esta representacion,
pero si para medir la distancia entre estructuras secundarias 33, 34].

La mejor forma de entender la representacion de arbol es visualizandola. Consideremos la
estructura que utilizamos como fenotipo inicial en nuestras simulaciones, y correspondiente
al RNA de transferencia de fenilalanina o tRNAphe (véase Figura 8).

En la representacion de arbol hay nodos (verdes) que representan ribonucledtidos des-
apareados. Estos nodos no poseen descendientes o ramificaciones. Mientras que los nodos
(azules) con descendencia indican pares de ribonucledtidos interactuando. Debemos leer de
izquierda a derecha los nodos en el mismo nivel, indicando la direccion 5’->3’ de la secuencia.

En la Figura 8, la estructura inicia formando un tallo de siete bases al que continta una
estructura de burbuja central. En esta burbuja se visualizan tres tallos burbuja como tres
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17:.v 8:u
Secuencia utilizada para producir las estructuras:

GCCCGGAUAGCUCAGUCGGUAGAGCAGGGGAUUGAAAAUCCCCGUGUCCUUGGUUCGAUUCCGAGUCCGGGCA
CCCCCCCaaa e COCC e CCCCCCC DI D)) i) )) ) el D)) ) )

Figura 8. Comparacion de representaciones de estructura secundaria de tRNAphe.

Se muestra la representacién plana y de arbol para la estructura secundaria tRNAphe. En la
parte inferior se reporta la secuencia utilizada para generar ambas representaciones, asi como la
estructura en notaciéon Dot-Bracket. La imagen del arbol se realizé siguiendo las especificaciones
de cada nodo reportadas por el software ViennaRNA. Herramienta utilizada para generar la
representaciéon plana y Dot-Bracket. Los colores se anadieron para ilustrar mejor la relacién entre
ambas representaciones. Imagen diseniada por el autor.
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grupos de nodos descendientes que terminan en un conjunto de nodos desapareados. El nodo
amarillo al comienzo nos indica que el tltimo ribonucleétido de la secuencia esta desapareado.

3.2.1. CaAlculo de distancia estructural

La representacion de estructuras secundarias mediante diagramas de arbol es ttil pa-
ra describir las subestructuras contenidas dentro de la estructura general. El software de
ViennaRNA no genera imagenes de estas representaciones. Aunque si convierte notacion
dot-Bracket en metadatos como los incluidos en cada nodo de la Figura 8; que pueden ser
utilizados para construir dicha representacion |21} 22, [33].

Dadas dos estructuras secundarias (o, 7) en notacion dot-Bracket, provenientes de secuen-
cias del mismo tamano, ViennaRNA incluye funciones especificas para obtener los metadatos
de sus respectivas formas de arbol. Esto permite determinar cuantos nodos es necesario mo-
dificar para transformar una estructura en la otra. La cantidad de operaciones de edicion
necesarias es lo que empleamos como medida de ‘distancia estructural’ tanto para [2.1] [2.2]
como en nuestro modelo de unién a ligando al determinar la constante de disociacién para
un complejo formadd2.4 |21} 22, [34]

3.3. Criterios de adecuacion

El criterio de adecuacion es el modelo matematico que nuestras simulaciones utilizan para
puntuar o calificar que tan bueno es un genotipo. Ya describimos previamente estos modelos
de manera amigable. Por lo que aqui seremos mas breves y concretos en las descripciones.

3.3.1. Modelo de Ancel y Fontana

En este modelo un genotipo se califica segin

M

Wap =Y (B (d(o,7)+C)7")

o=1
donde (3.14)
C = 0,001
ceP:(1,...M)

Siendo una sumatoria de promedios calculados entre la probabilidad de Boltzmann (3.13))
y la distancia estructural, para cada estructura en el repertorio P del genotipo.

Notese que en este modelo hay dos formas de aumentar la adecuacion que recibe el geno-
tipo. (i) Reducir la distancia estructural al fenotipo objetivo. (ii) Aumentar la probabilidad
de Boltzmann de las estructuras con mejor distancia estructural.

Al principio de las simulaciones de Ancel y Fontana los fenotipos iniciales son muy dife-
rentes al objetivo, lo que hace facil reducir la distancia estructural. Pero conforme se hace
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mas dificil encontrar mutaciones que mejoren la estructura, aumentar la probabilidad de Bol-
tzmann de las mejores estructuras del momento se vuelve la forma més simple de subir la
adecuacion [22].

Lo anterior provoca que los genotipos incrementen indiscriminadamente la probabilidad
de Boltzmann de su mejor estructura. Conforme progresan las generaciones los genotipos
seleccionados dejan de poder acceder a estructuras novedosas y terminan en un callejéon sin
salida. Incapaces de producir fenotipos nuevos, son victimas de su propio éxito [22].

Modelo de Ancel y Fontana, caso sin plasticidad

Cuando no se considera plasticidad, el repertorio plastico P solo contiene la estructura
de minima energia libre (mfes). Siendo la unica estructura evaluada no hay sumatoria de
promedios. Consideramos que su probabilidad de ocurrencia es uno y nos queda una version
que depende solo de la distancia estructural entre la mfes y el fenotipo objetivo.

1
1% s/plasticidad —
AFs/plasticidad C + d(mfes, 7)
manteniendo (3.15)
C =0,001

3.3.2. Modelo de Unién a Ligando

Para este modelo asumimos que un genotipo produce una concentraciéon R de molécu-
las copia de si misma, por tanto, comparten el repertorio plastico P de tamano M. Estas
moléculas compiten por unirse a una concentracion £ de cierto ligando. Todo dentro de un
ambiente celular aislado e independiente de otros.

Previamente, describimos este modelo bajo supuesto, de que el conjunto de moléculas
adopta inmediatamente la distribucion esperada en el equilibrio. Lo que permite asumir la
proporciéon de moléculas que adoptan una estructura segin su probabilidad de Boltzmann
, y describir el modelo mediante el sistema de ecuaciones . Este sistema simplificado
se ve representado en la Figura 9 sin considerar las flechas puntuadas.

Figura 9. Reacciones del sistema.

El ejemplo considera que P contiene
M=3 estructuras diferentes representadas
con cuadrados. Los rombos simbolizan
moléculas ligando libres, y los circulos los

diferentes complejos que se pueden

_ . . ITp ] ¢mmm- € .........
formar. Imagen disenada a partir de Fig. = > - e e o N -
S1 en Loreto-Velazquez A., Ugalde E., y 0 oo
Espinosa Soto, C. (2025). i e
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El modelo que considera las flechas puntuadas, permite que las moléculas no unidas a
complejo cambien su estructura por cualquier otra incluida en su repertorio. Siendo ese el
caso, la cantidad de complejo formado para una estructura m € P se expresa

dCl
— =y B Z c,) (3.16)

Donde R,, representa la cantidad libre de moleculas plegadas en la estructura m. Cantidad
que cambia de acuerdo con la expresion

M
dRu
= (k:_Cm —kyRu(Lr =) ca)>

o=1
M-1 M M-1 M <3'17)
1 2 Bt anu(Br =3 Co= Y Bo)=Rm >, Zm
j=1, j#m o=1 o=1 j=1, j#m

Observese que la primera parte de esta expresion es lo mismo descrito en la con signo
contrario. Mientras que la segunda parte engloba las transiciones posibles entre las diferentes
estructuras del repertorio P. Siendo z;,, por ejemplo, la tasa de transicion de la estructura
j hacia la estructura m.

Ya que hay M estructuras en el repertorio P, el modelo estaré formado por dos sistemas
de M ecuaciones. El primero describe la formaciéon de complejos; el segundo la cantidad
de moléculas plegadas en cada estructura. Sin embargo, solucionar el sistema atun significa
encontrar la cantidad de complejos formados cuando se llega al equilibrio. Por definicién, en
el equilibrio el cambio en la cantidad cualquier complejo debe ser cero.

dCy,
— = b R ZC =0
Por lo tanto, (3.18)
dR — - S
R (DO T RS S0 S SRV Sy
j=1, j#m = =1, j7m

Lo anterior implica que la segunda parte de la ecuacion, que describe las transiciones entre
las diferentes estructuras, tiene que ser cero para satisfacer las condiciones del equilibrio.

M—1 M M-1 M
(Z ZLJ’R]' + Zl,M(RT — Z Cy, — Z Ro’) -y Z Zj,l) =0
j=2 o=1 o=1 j=2 (319)

para cualquier estructura € P

Resumiendo, las condiciones necesarias para resolver el sistema de ecuaciones que consi-
dera las transiciones entre estados, se cumplen cuando cada R, € P tiene la concentracion es-
perada en el equilibrio. Estas concentraciones son las que dicta la probabilidad de Boltzmann
para cada estructura [3.13] Asumir que dichas concentraciones se adoptan inmediatamente,
permite describir el sistema como una version simplificada [2.7]
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Solucién al modelo de unién a ligando

Partimos del sistema de ecuaciones que describe la version simplificada del modelo de
unioén a ligando. sélo como recordatorio, en este sistema B,, es la probabilidad de Boltzamnn
de una cierta estructura m del repertorio de tamano M. Las concentraciones de RNA y
Ligando del sistema se representan como Ry, Ly respectivamente. La constante de asociacion
k. es la misma para todas las estructuras, mientras que la de disociacion se determina
en fincion de la distancia estructural al fenotipo objetivo.

dXx M M

o=1

dX M M
— = kB <RT - ; Xg> (LT - ;X,,> — kX

dX M M
d—tz\/l == ]{f+BM (RT—ZXJ) <LT_ZXU> _k—,MXM

o=1 o=1

En el equilibrio el cambio en la cantidad de complejos formados es cero. Esto quiere decir
que la suma de todos los complejos formados es una constante que podemos llamar f.

dXn,
7 - k+Bm (RT - ﬁ) (LT - /6) - k_7me — 0

M (3.20)
siendo [ = Z X
m=1

Ademas, la cantidad de RNA y ligando total (R, L) son constantes. Entonces el pro-
ducto (Rt — ) (Lt — ) también puede expresarse como una sola constante Z.
dX,,
— =k B (Z) — k-0 X =0
siendo Z = (Rt — B) - (Lt — )

Esta expresion nos permite despejar la cantidad de complejo X, formado en funcion de
valores que podemos conocer. A excepciéon de la constante Z.

(3.21)
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k. B,
b
donde

k. = Cte. de asociacion

Xpp =7 -

(3.22)

k_ ., = Cte. de disociacion para la estructura m 2.4
B,, = Prob. de Boltzmann para la estructura m [3.13]

Lo que a nosotros nos interesa en realidad, es la suma total de los miltiples complejos
formados que en definimos como . Este es valor que se emplea como la adecuacion.
Notese que si aplicamos la sumatoria para cada estructura dentro del repertorio (1 ... M) en
la ecuacion [3.22] obtenemos algo equivalente a f3.

8= mi (Xm) =2 - mi (k,:in) (3.23)

siendo Z = (Rp — ) - (Lt — B)

Tras sustituir Z, obtenemos una expresion cuya tinica incognita es B y puede desarrollarse
hasta una ecuacion cuadratica.

af?+bB+c=0

donde
M
k. B,,
a= Z k:+
m=1 ™ (3.24)
M M
k+Bm ki B,
(RT Z - Z . +1>
m=1 ) m=1 ’
M
B,
C—RT LT Z ]:

Esta ecuacién puede resolverse mediante la formula general

B R/
= o ac (3.25)

Aunque esta ecuacion cuadréatica proporciona dos posibles raices, el sistema posee una
tnica solucion con sentido fisico. Dado que (3 representa la suma total de las concentraciones
de complejos formados, no puede ser negativo. Ademés por simple conservaciéon de masas,
no puede exceder las concentraciones de RNA y Ligando totales (Rt) y (Lt).

0<B8<Lry0<pB< Ry (326)
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Regresando a la expresion m, podemos replantearla como una funcion F(3), en la que
cada tipo de complejo se describe como estado f,,(5).

Fnl8) = S22 (Re = )L = ) (3.27)

Ya que las constantes k., k_ ,,, y concentraciones t, Lt son valores estrictamente posi-
tivos, podemos evaluar los extremos de esta funcion. El limite inferior se da cuando 5 = 0,
en cuyo caso f,(0) > 0. Mientras que el limite superior se define cuando la cantidad de
complejo formado () iguala la cantidad de ligando o RNA disponible en el sistema (8 = Lt
o = Rr), resultando en ambos casos f,,(Lt) =0y fn(Rr) = 0 respectivamente.

Por otro lado, la primera y segunda derivada de un componente f,,(/3) respecto a 3 son

Bk (28 — Ry — Lr)
E ) _ 2B, (328)
#

Siendo (28 — Rt — L) un valor negativo en el domino la primera derivada de
la funcion F(f) sera también negativa. Esto significa que la funcién F(f) decrece conforme
aumenta la concentracion de complejos 8. En cambio, la segunda derivada es siempre positiva
en el mismo dominio, ya que se compone Unicamente del producto y cociente de constantes
positivas. Lo cual describe un comportamiento continuo con forma coéncava hacia arriba.

La conclusion geométrica es que la curva empieza en un valor positivo en el origen, y
deecrece de forma constante hasta tocar el valor de cero cuando se agota el ligando o el RNA.
Debido a que cruzara la linea identidad (donde F(8) = () exactamente solo una vez. Esa
tnica interseccion representa el tnico punto de equilibrio con validez fisica del sistema [22].

3.4. Muestreo de red neutral de tRNAphe

La estructura secundaria del RNA de transferencia unido a fenilalanina, tRNAphe, es el
fenotipo que elegimos para iniciar las simulaciones evolutivas. Con esto quiero decir que el
genotipo inicial, el cual comparten todos los individuos de la poblacién, produce la estructura
tRNAphe como su fenotipo méas comiin. Para ver diferentes representaciones estructurales de
tRNAphe regrese a la Figura 8.

Multiples secuencias son capaces de producir una misma estructura secundaria. El con-
junto de secuencias capaces de producir esa estructura como estado de minima energia libre
(mfe), se conoce como la red neutral de la estructura.

Se ha reportado que las redes neutrales de estructuras de RNA tienden a estar muy
fragmentadas. Esto quiere decir que la red suele estar divida en regiones. Las secuencias de
una region se parecen bastante entre si en su estructura primaria, pero son muy diferentes
a las que hay en otra region de la red. Lo anterior tiene que ser considerado para hacer un
muestro de la red neutral de tRNAphe. A partir de una secuencia aleatorizada empleo la
funcion inversefold del software de ViennaRNA. Funcién que realiza permutaciones en los
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ribonucleétidos de la secuencia, hasta producir una que adopta la estructura de interés como
estado mfe|34, 27].

La secuencia que retorna inversefold pertenece una region de la red neutral de tRNAphe.
Aunque es posible es que este método nos reporte las estructuras de féacil acceso. Por este
motivo realizamos una caminata alearia partiendo de la secuencia producida con inversefold.
Cada paso es una mutacion de ribonucledtido al azar, que no altera la identidad de la es-
tructura producida como estado de mfe. Al final de esto nos queda secuencia mucho més
representativa de la region en la que nos encontramos de la red neutral[35|.

Realicé un muestreo de diez mil secuencias de la red neutral de tRNAphe, siguiendo
la estrategia descrita. Para cada secuencia se generé una secuencia aleatoria, se le aplico
inversefold y una caminata aleatoria de ochenta pasos para la estructura tRNAphe (3.1]).

Cuadro 3.1: Muestreo de la red neutral de tRNAphe.

Input: Estructura tRNAphe, muestreo n = 10000, pasos de caminata p = 80
Output: Conjunto M de secuencias de la red neutral

Inicializar conjunto vacio M < ()
for i =1 ton do
Srand < GenerarSecuenciaAleatorial()
Sactual < inverse fold(Syqnqg, tRNAphe)
pasos <— 0
while pasos < p do
Scandidata < COpiarsecuenCia(Sactual)
Sactual < MutarRibonucleotidoAlAzar(S,ctyal)
if mfe(Syctuar) == tRNAphe then
pasos < pasos + 1
else % Retroceder mutaciéon
Sactual A Scandidata
end
end
Agregar Syciuar al conjunto M
end
return M

3.5. Exploraciéon de estructuras accesibles

A fin de establecer destinos para las simulaciones evolutivas, interesa explorar a qué
red neutral se puede acceder desde la red de tRNAphe. Debido a que este es un estudio
exploratorio y no tenemos certeza en cémo se va a comportar el modelo de unién a ligando,
conviene elegir destinos evolutivos cercanos. Es decir, estructuras que se pueden producir con
una mutaciéon puntual de ribonucleétido.
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Partiendo de la muestra de red neutral de tRNAphe. Apliqué una mutacion aleatoria a
cada una de las diez mil secuencias. Algunas de estas secuencias, modificaron su estructura de
minima energia libre (mfe) como consecuencia. Para este grupo registré la nueva estructura
producida y su distancia estructural a tRNAphe.

Una vez anotadas todas las estructuras producidas, realicé el conteo de cuantas veces
se registro cada una de las estructuras. Obtuve asi un compendio estructuras que contiene
su frecuencia de apariciéon y su distancia estructural respecto a tRNAphe. Mayor frecuencia
sugiere mas facilidad para acceder a esa red neutral, mientras que la distancia estructural
describe que tan diferente es la estructura en comparaciéon con la que producia originalmente
la secuencia.

Ya que desconocemos de qué manera afectaran tanto frecuencia como distancia estructural
las simulaciones evolutivas, elegi un grupo de estructuras tal que ambos factores sean incluidos

(véase (3.2)).

Cuadro 3.2: Estructuras seleccionadas 7.

Id. Estructura Secundaria (mfe) Frec. Dist.

15 12 G e (CCCannnnnn 1L I 1NN 15 12
15_8 (e (. 1) CCCCCCC .MM e (T 3777000 13* 8
15 4 (el (e G ) ) (e N (e )2 15 4
30_4 . (et DN )DDD I s )22 29* 4
45 4 G (Cnnnnnn N MMM (e )2222000000). 45 4

Nota: El identificador (Id.) de cada fila se construye a partir de la frecuencia de aparicion y la
distancia estructural de las configuraciones fenotipicas encontradas (frecuencia_distancia).
* Valores que fueron redondeados para la construccion del identificador.

3.6. Simulaciones evolutivas

Algo que quiero dejar muy claro, es que en las simulaciones, cada genotipo representa una
célula que contiene un sistema independiente al resto de N de la poblacién. Cada generacion
estas células mueren/desaparecen y son reemplazados por N células nuevas que son nuevos
sistemas independientes entre si.

Se realizaron doscientas simulaciones evolutivas por cada estructura destino [3.2] Cada
simulacion se ejecuté una vez bajo cada criterio de adecuacion, pero manteniendo la misma
generacion de nimeros aleatorios en las tres ocasiones (véase [3.3)).

Al iniciar las simulaciones se genera una secuencia aleatoria a la que se aplica inversefold
con la estructura tRNAphe. La secuencia producida representa el genotipo inicial de cada
individuo de la poblacién. Cada simulacién evolutiva termina cuando supera veinte mil ge-
neraciones. Los parametros utilizados en general y por criterio de adecuacion se resumen a
continuacion (véase (3.4)).
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Cuadro 3.3: Diseno experimental y nimero total de simulaciones evolutivas.

Id. Criterios de Adecuacion Cant. simul.
Ancel y Fontana (sin plasticidad) x 200

15 12 Ancel y Fontana (con plasticidad) x 200
Modelo de unién a ligando x 200

158  Los mismos tres criterios anteriores x 600

15 4 Los mismos tres criterios anteriores x 600

30 4  Los mismos tres criterios anteriores x 600

45 4 Los mismos tres criterios anteriores x 600

Total 3000

Nota: Para cada una de las 5 estructuras destino se ejecutan 200 réplicas independientes bajo 3
condiciones de selecciéon distintas, resultando en un total de 600 simulaciones por estructura y 3000
ejecuciones en todo el estudio.

Cuadro 3.4: Parametros globales y especificos de las simulaciones evolutivas.

Parametros Simbolo Valor
Generales

Tamano de poblacion N 1000
Numero de generaciones t 20000
Tasa de mutacion W 0,0005
Modelos de Ancel y Fontana

Constante C C 0,01
Modelo de unién a ligando

RNA total Ry 20
Ligando total Lr 80
Constante de asociacion ky 0,001
Constante de disociaciéon a a 0,001
Constante de disociacion b b 0,05

Nota: Aunque no se menciona como un parametro, las estructuras que se incluyen dentro del
repertorio plastico son aquellas en el rango de 2 kcal/mol con respecto al valor de AG del estado
con menor energia libre.

3.7. Analisis y pruebas estadisticas

Para visualizacion de datos utilicé la biblioteca de matplot.lib disponible para el lenguje de
programacion Python. Asi como la biblioteca SciPy para la aplicacion de pruebas estadisticas.
La normalidad de los datos obtenidos se evalué mediante pruebas de Shapiro-Wilk. Tam-
bién se utilizaron graficos Q-Q como conformacion del comportamiento de los datos. Siendo
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la mayoria de los datos no normales, decidi utilizar técnicas de anélisis no paramétricas.

Para cada grupo de simulaciones asociado a un mismo destino estructural (véase , las
diferencias estadisticas entre los tres criterios de adecuacion las evalué mediante una prueba
de varianza de dos vias de Friedman (equivalente no paramétrico al ANOVA de medidas
repetidas). Posteriormente realicé comparaciones miltiples por pares, empleando la prueba
de rangos con signo de Wilcoxon; aplicando la correcciéon de Bonferroni para el ajuste de los
valores p.

Cuadro 3.5: Flujo del analisis estadistico.

[ 15 Condiciones de Simulacion |
(5 Destinos estructurales x 3 Criterios de adecuacion)
1
[ Graficos Q-Q / Shapiro-Wilk | — Evaluar Normalidad
1
[ Prueba de Friedman | — ;jHay diferencias entre los criterios?
(datos pareados)
1

[ Post-hoc: Wilcoxon + Bonferroni | — ;Donde estén las diferencias?

3.8. Acceso al cédigo desarrollado

Este proyecto requiri6 de gran cantidad de tiempo dedicada a desarrollar codigos en el
lenguaje de programacion C++. Todo el codigo utilizado se puede descargar siguiendo el QR
o link incluido a continuacién.

https://drive.google.com/drive/folders/1hpk_SOnplfrSRATESd
195TnjXa6dAq_k7usp=drive_link

En caso de presentar algiin problema para acceder a los archivos, por
favor escribir al correo electrénico: [alegabriel.cmoreno@gmail.com.
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Resultados

En cada simulacion registré la adecuacion maxima y el promedio de la poblaciéon en cada
generacion. Estos valores se normalizaron respecto al maximo posible en cada criterio de ade-
cuacion, transforméndolos en valores de adecuacion relativa. Para realizar una comparacion
justa, exploré cuéntas de las simulaciones alcanzaron diferentes umbrales de adecuacion y en
qué generacion. Para cada caso elegi un umbral tal que al menos el ochenta por ciento de las
simulaciones en cada estructura y destino evolutivo alcanzaran este valor (véase Figura 10).
Los umbrales elegidos son 0.82 para adecuacion promedio y 0.90 para adecuaciéon méxima.

Not Plasticity ASF RNA:L Mean relative fitness, 0.82 threshold
200 200 196 198 193 [n] 197 196 166 188 181 [n] 200 200 200 200 200 [n] 280 451 400 100 190 400 130 160 100 (0B 188 100 (9P 48> 400 )

17677 A 19341 1 532 A 19341 1
15909 4 17407 4 478 A 17407 4
14141 1 15474 A 425 4 = 154731
123744 13540 4 372 A Z 13539 4
10606 | 11607 | 319 4 © 11605 A

8839 9673 A 266 4@ 9671 A

7071 4 7740 1 213 A o 77374

5303 5806 - 160 A S 5803

3536 3873 A & 107 A O 3869 4 é

vl o6 _u elia ol wiab88e mlilaal, 0,00,

L IR TN X b N Qg LI T 45 4 30_4 15_4 15_8 15_12
07D NP7 N"’/{o/ 07D P '\i”/.\‘p/ O SN \ﬁ"’\f)/ Structure (frecuency_distance(t))
Not Plasticity A&F RNA:L Maximum relative fitness, 0.? threshold
200 200 196 198 193 [n] 195 195 165 187 181 [n] 200 200 200 200 200 [n] 200 497 980 40° 197 700 190 462 400 (0® (g1 100 (02 (&> 90 [y
17160 4 18913 682 18913 4
15444 4 17022 A 613 170214
137284 15131 A 545 A — 151304
12012 4 13241 477 4 Z 132391
10296 4 11350 A 409 A O 113484
8580 9460 - 341 A E 9457 A
6864 7569 2734 o 75654
5148 5678 205 & 5674
3432 3788 4 & [E 137 A O 3783 & [5
1716 4 1897 4 69 4 1892 4
1_7.5&!,..5 7 L-a&.aé 14 e80T 4. e =Y 2
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07 AP P Y D SN Y D SN Y Structure (frecuency_distance(t))

Figura 10. Umbrales elegidos para valores de adecuacion.

Las graficas describen en qué generacion las simulaciones alcanzan/superan el umbral en el
valor rastreado. Las graficas superiores se refieren al valor de adecuacion relativa promedio, las
inferiores a la adecuacion relativa méxima. Simulaciones bajo el criterio sin plasticidad
estructural se representan con circulos azules, tridngulos verdes para simulaciones con
plasticidad estructural segun el criterio de Ancel y Fontana (A&F). Los rombos naranjas son
simulaciones realizadas bajo el criterio de unién a ligando (RNA:L). El valor |n| indica cuantas
de las simulaciones estan representadas, las no incluidas no alcanzan el umbral de adecuaciéon
indicado. Debajo de cada grupo se indica el destino estructural, el primer ntmero indica la
accesibilidad de la estructura y el segundo la distancia de arbol respecto la estructura inicial de
la poblacion (consulte . Todos los umbrales explorados se incluyen en el apéndice.
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En la Figura 10, las graficas de caja tienen muchos puntos atipicos. La escala dificulta la
interpretacion debido a que una gran cantidad de puntos esté representada en generaciones
tempranas. Esto sugiere que las tendencias de convergencia siguen distribuciones fuertemente
sesgadas con una cola muy larga. Considerando este comportamiento de los datos, decidi
revisar si encajaban mejor con una distribucion log-normal (véase Figura 11).

Not Plasticity A&F RNA:L Mean relative fitness, threshold: 0.82
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200 200 196 198 193 [n] 195 195 165 187 181 [n] 200 200 200 200 200 [n] AW 49% 00 100 197 00 190 167 400 1o (&1 40 (P (B> 4 ° [
10 4 1044 104 4
103 4 102 4 10° 4

1034

~
L

1024 10

10° 5 10% 5
101 4 10! 4 é lj ? ¢
1
1001 10 10° 4 100 4
% O 45 4 30_4 15_4 15_8 15_12
N 14 Structure (frecuency_distance(t))

Generation Log(t)

°

b L3 ™
v ’ ’

RN
Ny
IR\ 34

o
z
7

™ b3 ™ > ,\’,1, ™
©7 D D H o7 Y NP YA

Figura 11. Umbrales de adecuaciéon con generaciones en escala logaritmica.

A diferencia de la Figura 10, estas graficas presentan el niimero de generaciones en una escala
logaritmica para facilitar la visualizacién de los datos debido al sesgo y la presencia de valores
atipicos. Las graficas describen en qué generacion las simulaciones alcanzan /superan el umbral
en el valor rastreado (0.82 para adecuacion promedio en las graficas superiores y 0.90 para
adecuacion maxima en las inferiores). Se mantiene la misma codificacion: circulos azules para
simulaciones sin plasticidad, tridngulos verdes para plasticidad segin Ancel y Fontana (A&F) y
rombos naranjas para union a ligando (RNA:L). El valor |n| indica el nimero de simulaciones
representadas. Debajo de cada grupo se indica el destino estructural, siendo el primer ntimero

la accesibilidad de la estructura y el segundo la distancia de arbol respecto la estructura inicial
de la poblacién (consulte [3.2)).

En este caso, la representacion a escala logaritmica ayuda notablemente a visualizar la
distribucién de nuestros datos. Realicé pruebas de Shapiro-Wilk a cada grupo, evaluando la
normalidad bajo esta escala (véase Tabla . Para la gran mayoria de los grupos se reporto
un valor p < 0,001 en esta prueba, lo que permite rechazar formalmente la hipoétesis de nor-
malidad. Dado que la prueba de Shapiro-Wilk es altamente sensible a pequenas desviaciones
en muestras grandes, decidi corroborar el comportamiento de las distribuciones mediante el
analisis visual de graficos Q-Q (véase Figura 12).

Tanto los graficos Q-Q como las pruebas de Shapiro-Wilk evidenciaron que la gran ma-
yoria de los grupos siguen distribuciones no normales. Razoén por la cual opté por el uso de
estadistica no paramétrica. Para confirmar si algin criterio de adecuaciéon confirié una ven-
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Cuadro 4.6: Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Adecuacion Promedio

Adecuacion Maxima

1d Modelo/Criterio  Estadistico Valor p Estadistico Valor p
w w
45 4  Sin plasticidad 0.7009 1,173 x 107'®  0.8575 1,012 x 10712
45 4 Ancel y Fontana 0.9763 2,008 x 1079 0.9875 8,253 x 10702
45 4  De unién a Ligando 0.7404 1,992 x 10717 0.8096 6,791 x 10715
30_4  Sin plasticidad 0.9356 9,623 x 107%  0.9614 2,778 x 1079
30 4  Ancel y Fontana 0.9762 2,014 x 1079 0.9865 6,001 x 10792
30 4  De union a Ligando 0.7423 2,305 x 10717 0.7850 7,329 x 10716
15_4  Sin plasticidad 0.9622 4,143 x 1079 0.9245 1,655 x 10798
15 4  Ancel y Fontana 0.9750 4,273 x 1079 0.9449 4,917 x 1079
15_4  De unién a Ligando 0.7473 3,375 x 10717 0.8189 1,667 x 10714
15 8  Sin plasticidad 0.7990 3,095 x 1071 0.8640 2,563 x 10712
15 8  Ancel y Fontana 0.9761 2,578 x 10793 0.9827 2,051 x 10702
15 8 De unién a Ligando 0.7928 1,457 x 1071 0.9028 3,803 x 10710
15 12  Sin plasticidad 0.9573 1,442 x 107%  0.9839 2,571 x 10792
15 12 Ancel y Fontana 0.9763 3,591 x 1079 0.9812 1,540 x 10702
15 12 De unién a Ligando 0.9460 7,954 x 10797 0.9623 3,544 x 107%
Not Plasticity (1:15_12) A&F (t:15_12) RNA:L (1:15_12)
1044 © n=193 0 © A n=181 A A & n=200 <&

Observed Generations
=
o
0

Fit (Raw Scale)
Log(t) R=0.26
Log(t) SW pp=0.026

103 4

1024

Observed Generations

4 —— Fit(Raw Scale)
Log(t) R?=0.71
Log(t) SW pp=0.015
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=

o
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L
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Log(t) SW pp<0.001
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Theoretical Quantiles (Z)

Figura 12. Graficos de cuantiles-cuantiles (Q-Q), adecuacion relativa méaxima.

Se muestran los resultados correspondientes a las simulaciones con destino estructural 15 12
(véase bajo las tres condiciones: sin plasticidad estructural (circulos azules), con
plasticidad segun el criterio de Ancel y Fontana (tridangulos verdes) y bajo el modelo de union a
ligando (rombos naranjas). Los cuantiles observados de los datos transformados (log;) se
contrastan en el eje horizontal con los cuantiles teéricos esperados de una distribucién normal;
la linea roja puntuada representa el ajuste esperado para los datos no transformados. Para
cada escenario se reporta el valor p de la prueba de Shapiro-Wilk aplicada a los datos
transformados y el coeficiente de determinacién (R?) respecto a la distribucién tedrica.
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taja evolutiva significativa frente a los otros, apliqué la prueba de Friedman para muestras
pareadas.

Recordemos que cuando hablo de destino estructural, me refiero a una estructura secun-
daria que se representa con dos ntmeros separados por un guion bajo. Mientras mas grande
es el primer niimero, mas accesible es llegar a ella mediante mutaciones. En cambio, el se-
gundo valor indica su distancia de arbol con respecto a la estructura desde la cual inicia la
evolucion.

En todos los grupos de simulaciones (45 4, 30 4, 15 4, 15 8, 15 _12) se encontraron
diferencias globales altamente significativas (p < 0,001). Posteriormente, realicé un anéalisis
post-hoc mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon a dos colas, aplicando la
correccion de Bonferroni para comparaciones multiples (véase Tabla . La gran mayoria
de las comparaciones por pares presentaron diferencias estadisticamente significativas. Mas
alla del valor estadistico, como se observa visualmente en las distribuciones, el modelo RNA:L
no solo difiere de los demés, sino que logra alcanzar los umbrales de adecuacién en décadas
de generaciones frente a miles en los otros modelos.

Si bien el anélisis de la adecuacion relativa permite observar como actia cada criterio ma-
tematico, para comprobar que la simulacién realmente cumple su objetivo biologico, registré
cuéantas de las estructuras de minima energia (MFE) expresadas por la poblacion tenian una
distancia estructural de cero con respecto al fenotipo objetivo. Es decir, en cada generacion
evalué la estructura de minima energia que produce cada genotipo, calculé su distancia es-
tructural hacia el fenotipo objetivo de la simulacion y anoté cuéantos genotipos de la poblacion
total producen fisicamente el fenotipo objetivo como su MFE.

Al igual que para los valores de adecuacion relativa, determiné un umbral de convergencia.
Especificamente, busqué el niimero de individuos que producen la estructura objetivo tal que
todos los conjuntos de simulaciones, agrupados por destino estructural y modelo, alcancen
este umbral en al menos el ochenta por ciento de los casos (véase Figura 13).
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Cuadro 4.7: Prueba de Friedman y comparaciones *post-hoc* de Wilcoxon.

Id n  Friedman (p) Comparacién Wilcoxon (pgjustado)
Adecuacién relativa promedio
45 4 197 1,968 x 10758 Sin Plast. vs. A&F 1,4 x 10726
Sin Plast. vs. RNA:L 4,0 x 10792
A&F vs. RNA:L 1,4 x 10733
30 4 196 7,201 x 10765 Sin Plast. vs. A&F 3,4 x 10722
Sin Plast. vs. RNA:L 1,1 x 1072
A&F vs. RNA:L 1,9 x 10733
15 4 164 6,756 x 10790 Sin Plast. vs. A&F 5,7 x 10722
Sin Plast. vs. RNA:L 1,5 x 10726
A&F vs. RNA:L 3,5 x 10728
15 8 187 8,983 x 10766 Sin Plast. vs. A&F 4,8 x 10731
Sin Plast. vs. RNA:L 1,2 x 10714
A&F vs. RNA:L 6,0 x 10732
15 12 176 1,417 x 10748 Sin Plast. vs. A&F 3,2 x 1072
Sin Plast. vs. RNA:L 3,5 x 10799
A&F vs. RNA:L 4,4 x 10730
Adecuacion relativa maxima
45 4 195 2,763 x 10772 Sin Plast. vs. A&F 2,0 x 1027
Sin Plast. vs. RNA:L 3,8 x 10716
A&F vs. RNA:L 2,8 x 10733
30 4 195 1,705 x 10~ Sin Plast. vs. A&F 4,6 x 10726
Sin Plast. vs. RNA:L 2,7 x 10726
A&F vs. RNA:L 2,8 x 10733
15 4 163 1,415 x 1076 Sin Plast. vs. A&F 3,0 x 107
Sin Plast. vs. RNA:L 7.4 x 10727
A&F vs. RNA:L 5,1 x 10728
15 8 186 6,321 x 10766 Sin Plast. vs. A&F 4,5 x 10731
Sin Plast. vs. RNA:L 6,2 x 10799
A&F vs. RNA:L 8,5 x 10732
15 12 176 1,788 x 107! Sin Plast. vs. A&F 5,2 x 10723
Sin Plast. vs. RNA:L 1,6 x 10720
A&F vs. RNA:L 3,9 x 10730

Nota: Criterios de adecuacion: Sin Plast. (Sin plasticidad estructural), A&F (Plasticidad segin Ancel y

Fontana) y RNA:L (Modelo de unién a ligando).
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Figura 13. Umbral de estructuras minima energia = 7.

Las graficas describen en cuantas generaciones las simulaciones alcanzan/superan el umbral
de 920 individuos cuya estructura mfe sea 7. Circulos azules para simulaciones sin
plasticidad, tridngulos verdes para plasticidad segin Ancel y Fontana (A&F) y rombos
naranjas para union a ligando (RNA:L). El valor [n] indica el ntimero de simulaciones
representadas. Debajo de cada grupo se indica el destino estructural.

Para el analisis estadistico de esta métrica estructural apliqué las mismas pruebas pre-
viamente descritas: Shapiro-Wilk y graficos Q-Q para evaluar la normalidad (Tabla ,
seguidas de la prueba de Friedman para detectar diferencias globales y la prueba post-hoc
de Wilcoxon con correccion de Bonferroni para las comparaciones por pares (Tabla . Los
graficos Q-Q y las figuras correspondientes a todos los umbrales evaluados se incluyen en el

apéndice.

En las pruebas post-hoc, solo en un caso no se encontré diferencia estadistica significativa:
la comparaciéon entre los criterios sin plasticidad y con plasticidad de Ancel y Fontana con
destino estructural 15_ 12, puesto que su valor p super6 el umbral de significancia (pgjustado =

1,0).

Para las tres variables rastreadas: adecuacion relativa promedio, adecuacion relativa ma-
xima y la cantidad de individuos que expresan el destino evolutivo como su estructura MFE,
representé su dinamica evolutiva a lo largo de las generaciones en las Figuras 14, 15 y 16,

respectivamente.
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Cuadro 4.8: Prueba Shapiro-Wilk para cantidad de estructuras MFE = 7.

Id Modelo/Criterio Estadistico W Valor p
45 4  Sin plasticidad 0.6860 4,346 x 10~
Ancel y Fontana 0.7982 2,616 x 10715
Unién a ligando 0.9385 1,920 x 10797
30 4  Sin plasticidad 0.9299 3,331 x 10708
Ancel y Fontana 0.8935 1,153 x 10710
Unién a ligando 0.9692 3,009 x 10704
15 4  Sin plasticidad 0.9642 6,927 x 1079
Ancel y Fontana 0.9637 6,447 x 1079
Unién a ligando 0.8251 7,205 x 10713
15 8  Sin plasticidad 0.7920 1,646 x 10~1°
Ancel y Fontana 0.8132 1,389 x 10714
Unién a ligando 0.9642 7,301 x 1079
15 12  Sin plasticidad 0.9539 6,573 x 10796
Ancel y Fontana 0.9346 1,692 x 10797
Unién a ligando 0.9849 4,013 x 10792

Cuadro 4.9: Friedman y post-hoc con Wilcoxon para cantidad de estructuras

MFE = 7.

1d n  Friedman (p) Comparacién Wilcoxon (pgjustado)

45 4 197 9,557 x 1070 Sin Plast. vs. A&F 3,2 x 10702
Sin Plast. vs. RNA:L 4.5 x 10727
A&F vs. RNA:L 8,5 x 10732

304 191 1,337 x 1075 Sin Plast. vs. A&F 4,3 x 10793
Sin Plast. vs. RNA:L 3,0 x 10~%7
A&F vs. RNA:L 1,4 x 10731

15 4 163 2,181 x 10743 Sin Plast. vs. A&F 8,2 x 1079
Sin Plast. vs. RNA:L 1,1 x 10723
A&F vs. RNA:L 9,1 x 10725

15 8 192 1,942 x 10797 Sin Plast. vs. A&F 1,3 x 10710
Sin Plast. vs. RNA:L 1,6 x 10731
A&F vs. RNA:L 1,3 x 10731

15 12 177 2,253 x 10743 Sin Plast. vs. A&F 1,0 x 10190
Sin Plast. vs. RNA:L 6,0 x 102!
A&F vs. RNA:L 2,4 x 1072

Nota: El valor pyjustado corresponde a la correccién de Bonferroni. Abreviaturas: Sin Plast. (Sin
plasticidad), A&F (Ancel y Fontana), RNA:L (Union a ligando).
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Figura 14. Dinamica evolutiva promedio de las simulaciones respecto a la adecuacion relativa

promedio.

Para el total de las simulaciones realizadas, promedié los valores por generacién e incorporé la
varianza como medida de dispersion. Abreviaturas: Sin Plast. (Sin plasticidad), A&F (Ancel
y Fontana) y RNA:L (Unién a ligando). La méxima generacion mostrada en el eje horizontal
se seleccion6 de manera independiente para cada grupo con el fin de optimizar la visualizacién
hasta que la dindmica de los tres modelos se estabilizara. En la parte superior de cada panel se
indica el destino estructural de las simulaciones.

41



POSGRADO
EN CIENCIAS
INTERDICIPLINARIAS

454
1.0
808
3
s
cs
o
2306
o+
£
3
%
=
3
2204
Not Plasticity
A&F
0.2 RNA:L
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Generations (t)
304
1.0
0.9
o 08
@
3
£207
Es
2806
‘:‘; H
gcos
: 8
3= 04
=
03 Not Plasticity
A&F
0.2 RNA:L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Generations (t)
154
0.9 Not Plasticity
0.8 RNA:L
A~
2807
s¢e
[=R]
05 06
23
B H 0.5
g
: 8
32 04
=
0.3
0.2
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Generations (t)
158
1.0
808
3
e
£2
Cs
2806
E +H
s
: 8
Z204
=
Not Plasticity
0.2
RNA:L
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Generations (t)
15_12
1.0
o 08
3
s¢
% 06
PR
23
B H
2 c
%804
=
=
Not Plasticity
0.2
RNA:L
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Generations (t)

Figura 15. Dindmica evolutiva promedio de las simulaciones respecto a la adecuacién relativa
maxima.

Se presenta la trayectoria generacional del valor maximo de adecuaciéon alcanzado por las
poblaciones. Las curvas representan el promedio de las réplicas por generacién para cada
modelo, acompanadas de su respectiva varianza como banda de dispersiéon. Se conserva la
codificacién de colores y abreviaturas de la figura anterior. El truncamiento del eje temporal se
ajusto individualmente por destino estructural para capturar con detalle la ventana de maxima
tasa de cambio hasta la saturacién del valor adaptativo.
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Figura 16. Dindmica evolutiva promedio de la cantidad de genotipos en la poblacién que
expresan el fenotipo objetivo como su estructura de minima energia (MFE = 7).

Las curvas describen el curso temporal del ntimero total de individuos de la poblacion (escala
absoluta) que logran consolidar el fenotipo objetivo como su estructura 6ptima MFE. Se grafico
el valor promedio por generacién de las simulaciones correspondientes a cada modelo
matemético junto con su varianza asociada. Esta representaciéon permite contrastar
directamente la velocidad fisica de fijacion estructural en la poblacién.
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Discusion

La plasticidad estructural y la formacién de complejos RN A-ligando facilitan
la evoluciéon de nuevas estructuras secundarias de RNA

El objetivo central de este proyecto fue evaluar si el modelo de unién a ligando (RNA:L)
permite a las poblaciones de RNA in silico evolucionar estructuralmente de manera eficiente,
superando los estancamientos evolutivos reportados en el modelo de Ancel y Fontana. Los
resultados confirman que esta premisa se cumple, aunque con ciertas limitantes importantes
en el estudio.

En principio, la dinamica observada en la Figura 16 insintia que el modelo de union a
ligando tarda mas tiempo en fijar el fenotipo objetivo como la estructura de minima energia
(MFE) absoluta en la poblacion. Esto ocurre porque, bajo el modelo RNA:L, un genotipo
adquiere una ventaja selectiva considerable simplemente conteniendo la estructura como un
fenotipo accesible dentro de su repertorio plastico, sin la necesidad estricta de que esta sea
inmediatamente su estructura de MFE [22].

En términos de adecuacion relativa, el modelo de unién a ligando demostré ser notable-
mente superior a los otros dos criterios. Esta aceleracion adaptativa se debe a que el modelo
RNA:L evalaa la capacidad de una molécula externa (ligando) para secuestrar y estabilizar
transitoriamente la conformaciéon objetivo. Si la secuencia puede acceder al fenotipo funcio-
nal dentro de su repertorio estructural, incluso con una probabilidad de Boltzmann baja, el
ligando favorece que esta estructura se estabilice. Este favoritismo inducido por el ligando
es precisamente lo que retarda su fijaciéon como la estructura de mayor probabilidad para
las secuencias. Sin embargo, este mecanismo de secuestro es exactamente lo que le debe per-
mitir a la poblaciéon escapar del fenémeno de confinamiento neutral al recorrer distancias
estructurales més retadoras.

El modelo de Ancel y Fontana tiende a generar las condiciones que provocan el estanca-
miento evolutivo conforme transcurren mas generaciones |21} 22]. Un problema considerable
en mis simulaciones fue que convergieron hacia el destino evolutivo en muy pocas genera-
ciones. Ante esta velocidad, el fenomeno de confinamiento neutral simplemente no tuvo el
tiempo necesario para ocurrir. Con esto quiero decir que el modelo de unién a ligando de-
mostraria su verdadera valia cuando el destino evolutivo se vuelve mas distante y el paisaje
adaptativo mas abrupto. De hecho, esta tendencia se hace evidente en el caso de la estructura
15 12 (Figura 16), donde al incrementarse la complejidad, la dindmica de fijacion del modelo
RNA:L finalmente se empareja con la del modelo sin plasticidad.
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Otro factor metodologico a destacar radica en la seleccion de la secuencia inicial. Al inicio
del experimento, utilicé un algoritmo de inversefold para determinar la secuencia de la que
partiria la evolucion. En retrospectiva, considero que debi haber realizado una caminata
aleatoria (random walk) sobre la red neutral. Es altamente probable que las secuencias de
inicio generadas por inversefold resultaran ser muy ‘faciles de convencer’ para cambiar su
estructura, debido a que este algoritmo corre el riesgo de generar secuencias en zonas de alta
conectividad y facil acceso dentro de su red neutral.

Limitaciones del diseno experimental y perspectivas futuras

A pesar de la claridad en la divergencia de los modelos, el disenio exploratorio de este
proyecto presenté una limitacién metodolégica importante impuesta por la proximidad es-
tructural de los objetivos elegidos y el sesgo de la secuencia inicial. Al partir de una secuencia
predefinida mediante inversefold, las estructuras seleccionadas como destinos evolutivos se
encontraban a distancias estructurales relativamente cortas. Como consecuencia, la conver-
gencia fue tan rapida para todos los criterios evaluados que el diseno experimental limito
severamente la ventana temporal para observar fenémenos evolutivos a largo plazo.

Una perspectiva fundamental que surge de esta investigacion es que el ensayo arrojara
informacion mucho més relevante cuando se garantice que la estructura de inicio y el fenotipo
objetivo sean estructuralmente més lejanos. La realizacion de futuras simulaciones partiendo
de secuencias obtenidas mediante caminatas en la red neutral, y apuntando a destinos evo-
lutivos distantes, serd indispensable para explotar el potencial del modelo RNA:L y observar
a detalle como la plasticidad mediada por ligando evita el confinamiento neutral.

Finalmente, la relevancia biologica del modelo RNA:L se ve fuertemente respaldada con
trabajo complementario realizado recientemente dentro de nuestro grupo de investigacion.
En este proyecto paralelo, se analizaron complejos RNA-proteina depositados en el Protein
Data Bank (PDB). Al extraer las secuencias de RNA y acceder a su repertorio pléstico in
silico, se encontr6 que la conformacion unida a la proteina aparece frecuentemente dentro del
repertorio de la molécula con alta probabilidad de Boltzmann. Esto apoya que la interaccion
RNA-ligando opera mediante un mecanismo de selecciéon conformacional y refuerza que el
modelo de unién a ligando evaluado en esta tesis representa una aproximacion biologica
realista (Cruz-Moreno, Toro-Cruz, Olivares-Illana y Espinosa-Soto, en preparacion).
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Umbrales explorados, cantidad de genotipos que producen
el fenotipo destino como estructura de minima energia
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Graficos QQ, adecuacion relativa maxima
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Graficos QQ), cantidad de genotipos que
producen el fenotipo destino como
estructura de minima energia
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