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Resumen

La duplicacién de genes, un evento por el cual se generan dos copias idénticas de un
mismo gen, es un mecanismo por el cual los organismos pueden disminuir su susceptibilidad
a mutaciones y acceder a nuevas funciones. El hecho de que una tercera parte del genoma
de eucariotas corresponde a genes duplicados nos hace preguntar qué sucede con una red de
genes después de un evento de duplicaciéon y cémo esto podria influir en el fenotipo y en la
robustez. En esta investigaciéon se simulé la dindmica de redes de regulacién de genes y se
estudio la capacidad de dichas redes de producir un perfil de expresién genética. Para ello se
usé un modelo de red de regulacién de genes que incluye dos clases de genes: genes de factores
de transcripcién y genes de proteinas estructurales que definen un fenotipo. Se observé qué
sucedia con la robustez a mutaciones de las redes después de inducir crecimiento de la red en
un gen via duplicacién encontrando que las redes son tolerantes a los efectos de la duplicacién,
muestran una fuerte asociacién entre los efectos de la duplicacién y la robustez a mutaciones,
y disminuye la susceptibilidad a mutaciones. En este trabajo se establece un modelo con el
cual serfa interesante explorar en un futuro la capacidad de la duplicacién de generar nuevos

fenotipos y su efecto en relacién con otros tipos de perturbaciones.



1. Introduccion

1.1. Duplicaciéon de genes

La duplicacién es el proceso por medio del cual se producen dos copias idénticas de un gen. Se
estima que cada millén de anos la probabilidad de que la copia de un gen duplicado se fije es del
1% (Lynch y Conery, 2000). ;Por qué es importante estudiar a la duplicacién genética?

A través del trabajo de Rubin et al. (2000) se sabe que una tercera parte del genoma de los
organismos eucariotas son copias de otros genes, es decir, producto de duplicaciones. La existencia
de una gran cantidad de genes duplicados nos motiva a preguntarnos cual podria ser el papel de la
duplicacion en la evolucién. Se considera que la evolucién de nuevas funciones requiere muchas veces
de nuevos genes. Ademsds, actualmente se reconoce a la duplicacién de genes como la principal fuente
de innovacién fenotipica (Ohno, 1970). La innovacién fenotipica, a diferencia de la adaptacién por
optimizacién que se basa en la mejora de una funcién pre-existente (Meyer et al., 2012), consiste
en el surgimiento de nuevas funciones y estructuras, o cambios en el lugar y el momento de la
expresién de proteinas (Wagner, 2008). La relacién entre duplicacién e innovacién se basa en que
la duplicaciéon favorece la acumulacion de variacién genética a través de mutaciones con la que
puede trabajar la seleccién natural (Zhang, 2003). A la capacidad de un sistema de mantener el
mismo fenotipo ante perturbaciones, como lo son las mutaciones, se le conoce como robustez. La
duplicaciéon de genes también ha demostrado tener una gran relevancia ya que estd fuertemente
relacionada con la robustez al disminuir la susceptibilidad de los organismos y sus caracteristicas
fenotipicas a mutaciones (Blank et al., 2005; Gu et al., 2003).

Actualmente se conocen distintos mecanismos moleculares por los que se llevan a cabo los eventos
de duplicacién en lineas germinales y sométicas. Algunos de ellos son el entrecruzamiento desigual
de cromosomas, deslizamiento de la DNA polimerasa, retrotransposicién y errores en el reparto de
cromosomas durante mitosis o meiosis. Asimismo se ha estudiado a profundidad cuél es el destino
de las copias de genes, o pardlogos, generadas después de la duplicacion. Se sabe que los genes
duplicados pueden ser retenidos o perdidos después de acumular mutaciones (Airoldi y Davies,
2012; Innan y Kondrashov, 2010; Seoighe y Wolfe, 1999). En la gran mayoria de las veces una de
las dos copias se pierde (Figura 1a) (Airoldi y Davies, 2012; Innan y Kondrashov, 2010).

1.2. Duplicacién como fuente de innovacion

(,Cémo se crea una innovacion en el fenotipo por medio de la duplicacién de genes? De acuerdo
con la tesis de Susumu Onho, la duplicacién de genes también permite que una de las copias
retenga la funcién ancestral y la otra acumule mutaciones para descubrir nuevas funciones. De esta
forma, segin Onho la duplicacién permite innovar disminuyendo el riesgo de perder funciones que
han evolucionado previamente (Airoldi y Davies, 2012; Innan y Kondrashov, 2010). Las copias,

liberadas de las restricciones que imponia la seleccién natural al gen original pueden evolucionar
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Figura 1: Esquemas se muestran los posibles destinos de la copia de un gen generada por duplica-
cién. En cada figura a la izquierda se representa con un circulo naranja el gen unico y original del
cual surgen dos copias, la duplicacion se simboliza con las dos flechas que salen del gen original y
conducen a dos circulos naranja que representan a las dos copias del gen resultantes de la dupli-
cacién y por ultimo a la derecha de muestra cada posible destino de una de las copias: (a) pérdida

de la funcién original, (b) subfuncionalizacién y (c¢) neofuncionalizacién.



debido a mutaciones que se van acumulando en su secuencia codificante y/o en sus secuencias
regulatorias. Cuando las funciones del gen original se reparten entre las distintas copias se le
denomina subfuncionalizacién (Figura 1b), y cuando una copia retiene la funcién original y la otra
acumula mutaciones que causan la aparicién de una nueva funcién se le llama neofuncioncalizacién
(Figura 1c) (Airoldi y Davies, 2012; Force et al., 1999; He y Zhang, 2005; Ohno, 1970; Smith et al.,
2006).

1.3. Redes de regulacién genética

En organismos vivos las redes de regulacion genética son una coleccién de genes, incluyendo
a los factores de transcripcién, que responden a estimulos y cuyos productos interaccionan entre
si y con otros elementos a través de lo cual se consolida la expresién de un fenotipo. Comparar
propiedades de sistemas genéticos como su densidad de conexiones, su respuesta a condiciones
exteriores y su tolerancia a diferentes perturbaciones genéticas seria tutil para resolver preguntas
sobre sus implicaciones en la evolucién. Este puede ser un problema muy dificil de abordar en
organismos vivos. No obstante, distintos algoritmos computacionales han facilitado el estudio de
problemas que son dificiles de abordar con enfoques experimentales en el laboratorio (Wagner,
1996). Al simplificar las interacciones entre los genes de la red se pueden observar los efectos de
los patrones de expresion resultantes de dichas interacciones (Hecker M, Lambeck S, Topfer S, van
Someren E, 2009) y posibilitan el modelado de comportamientos de los procesos biolégicos como
la dindmica de redes de regulacién desde un estimulo inicial hasta la expresién de un patrén de
actividad maduro.
En el modelo la red de regulacion genética estd formada por dos clases de genes: genes que codifican
para factores de transcripcién que pueden autorregularse y regular a otros genes como a aquellos
que codifican para proteinas estructurales. Los genes de factores de transcripcién, asi en la red
como lo observamos en la naturaleza, son genes que interaccionan entre si y regulan a los genes
que codifican para proteinas estructurales. Estos tultimos se encargan de establecer un fenotipo
resultante del estimulo inicial y las interacciones en la red. Ejemplos de fenotipos que pueden
producirse en la naturaleza son flujos de rutas metabdlicas, inicio/fin de etapas del desarrollo,

adecuacion, expresion de proteinas, adhesion o migracion celular, resistencia a antibidticos, etc.

1.4. Robustez a mutaciones

Las mutaciones puntuales en un gen o en sus secuencias regulatorias pueden producir cambios
en la estructura final de la proteina o en la cantidad, lugar y momento en que es expresada. Estas
mutaciones suelen producir errores provocando que la proteina pierda sus funciones y eventual-
mente sea desechada por la seleccién natural (Figura la). Desde el punto de vista de la robustez
a mutaciones existe otra motivacién para el estudio de la duplicacién de genes y de sus efectos.

Esto es asi principalmente porque las copias de genes permiten mantener funciones redundantes



que brindan proteccién al organismo ya que da acceso a una copia de respaldo (Conant y Wagner,
2004; Wagner, 2001). Estos genes de respaldo ayudan, por ejemplo, a mantener activas rutas me-
tabdlicas que no tienen vias alternas (Blank et al., 2005).

Sanjudn et al. (2007) mostraron que la preferencia de la seleccién natural por la robustez a mutacio-
nes al encontrar que al exponer a dos poblaciones de virus RNA, una se replicaba més rapidamente
pero la otra era intrinsecamente més robusta a mutaciones, a altas tasas de mutacion las tasas
de replicacién de ambas poblaciones se equipararon. Encontrar las causas y las consecuencias de
la robustez a perturbaciones genéticas, como la robustez a mutaciones, ha sido un tema de gran
interés por su prevalencia entre los organismos vivos debido a la necesidad de patrones de expresién
especificos y por ser favorecida por la seleccién natural (de Visser et al., 2003; Espinosa-Soto, 2016).
Se ha propuesto que las redes de genes pueden ser inherentemente robustas a mutaciones. Alternati-
vamente, también se ha propuesto que la robustez a mutaciones ha sido favorecida por la seleccién
natural por ser indispensable para mantener intactas las caracteristicas especialmente benéficas
para la adaptacién de los organismos (Fisher, 1928; Waddington, 1957). Wagner demostré en 1996,
a través de un modelo de redes de regulacién genética, que poblaciones de redes con fenotipos muy
variables al exponerlas a mutaciones tienden a mostrar fenotipos estables después de un periodo de
evolucién donde las redes sobrevivientes eran elegidas por su nivel de adecuacién. (Espinosa-Soto,
2016) reafirmé estos mismos resultados bajo el mismo modelo. Ademds observé el resultado en la
robustez cuando la seleccién estabilizadora trabaja con otros aspectos de los fenotipos de activi-
dad genética como la produccién de fenotipos de actividad genética no estacionarios y el grado
de actividad de la red con genes reguladores de la transcripcion. A través de su investigacion se
concluye que la seleccién favorece la evolucién a redes genéticas robustas en diferentes escenarios
de la seleccién siempre y cuando el tamano de la poblacién o la tasa de mutacion sea alta.
También se ha encontrado una correlacién entre la robustez a mutaciones y otros tipos de robuste-
ces como la ambiental (Sur y Taipale, 2016) y la robustez a la recombinacién (Azevedo et al., 2006).
Por lo tanto, también se ha propuesto un mecanismo donde la tolerancia a mutaciones evoluciona
como una consecuencia indirecta de otras perturbaciones més comunes que la mutacién.
Recientemente se ha encontrado una relacién poco intuitiva entre robustez y la capacidad de los
organismos a evolucionar a través de variacién genética obtenida por la acumulacién de cambios
en el cédigo genético que no alteran el fenotipo (Wagner, 2008). Al no ser dafiinos estos cambios,
denominados mutaciones neutrales, son libres de acumularse proporcionando la oportunidad de
encontrar un nuevo fenotipo que por otros medios habria sido imposible acceder. A nivel experi-
mental se ha encontrado evidencia al someter enzimas a mutaciones neutrales y encontrando que
éstas pueden evolucionar nuevas funciones sin que durante etapas intermedias se vea afectada su

estructura y su funcién (Aharoni et al., 2005; Bloom et al., 2006).



1.5. Duplicacién y su importancia en la robustez a mutaciones

Mediante experimentos en genes de rutas metabdlicas de la levadura Saccharomyces cerevisiae
en donde deliberadamente eran eliminados genes, Gu et al. (2003) cuestionaron el efecto de suprimir
una de las copias en dichas rutas metabdlicas. Compararon el fenotipo resultante de suprimir genes
con y sin copias, y con copias que ya no eran fieles. Encontraron que el cambio en el fenotipo
fue poco severo cuando estos contaban con copias que permanecian fieles al gen original, y que
fue muy severo o letal cuando no se contaba con copias o éstas ya no se parecian. Lo anterior
provee evidencia de que la duplicacién de genes proporciona robustez ante eventos que estropean
genes. Un ejemplo de ello son las mutaciones. Mutaciones en genes de rutas metabdlicas pueden
comprometer la funcién de una proteina a tal nivel que puede llegar a equivaler a la supresion del

gen.

1.6. Consideraciones de la tesis

Hasta ahora la mayoria de los estudios se han basado en explorar y describir los efectos de
las duplicaciones en los genes originales y en sus duplicados, y el destino de las copias después de
un prolongado tiempo de exposicion a mutaciones y a la seccién natural. En cambio muy pocos
estudios se han enfocado en qué es lo que pasa con las caracteristicas fenotipicas que dependen
de la interaccion de varios genes cuando uno de ellos se duplica. jLa duplicaciéon hace a estas
caracteristicas mas fragiles o mas resistentes a distintas perturbaciones? ;Qué tan facil es producir
nuevas variantes fenotipicas después de la duplicacion?

En esta tesis se trabajé con una variante del modelo matematico creado por Wagner (1994) que
describe redes de regulacién genética. En la versién del modelo que se utilizé se introdujeron dos
clases de genes: genes que codifican para factores de transcripcién que se encargan de regularse a
si mismos y a otros genes, y genes que codifican para proteinas estructurales que determinan el
fenotipo como por ejemplo proteinas que producen pigmentos o que conforman constituyentes de
la piel, hueso y pelo, o que forman parte del citoesqueleto celular que les proporcionan forma y
movilidad. Posteriormente se seleccioné una muestra de redes aleatorias que compartian un mismo
fenotipo empleando una caminata de Monte Carlo propuesta anteriormente por Ciliberti el al.
(2007). A través de la simulacién se estudié la relacién que existe entre la duplicacién y la robustez
a mutaciones, asi como el efecto de la duplicacién en la capacidad de redes de regulacién genética de
amortiguar mutaciones. Con esto se espera contribuir al conocimiento del papel de la duplicacién

de genes en la evolucion.



2. Objetivo General

Estudiar el efecto de la duplicacion de genes en la robustez a mutaciones de las redes de

regulacion genética.

3. Objetivos especificos

1. Analizar la capacidad de los genes duplicados de compensar perturbaciones en el genotipo y

mutaciones en el estado del sistema.

2. Determinar si el efecto de la duplicacién en la robustez de redes de regulacion genética

depende del origen del gen agregado.

3. Determinar si existe una asociacién entre la capacidad del genotipo de tolerar un incremen-
to en la cantidad de genes que codifican para factores de transcripcién y la de compensar

mutaciones en el estado del sistema.



4. Metodologia

4.1. Simulacion

Se estudié la dindmica de un conjunto de redes de regulacion genética a través de un modelo con
dindmica discreta. Se us6 para dicho modelo para obtener un patrén de actividad genética estable
a partir de una condicién inicial dada. La condicién inicial desde la que se inicia la dindmica de
una red refleja el patrén de actividad genética que resulta de la exposicion de la red a distintas
senales moleculares en el desarrollo de un organismo como lo son hormonas, péptidos, temperatura,
frecuencias electromagnéticas, etc. Al integrar una condicién inicial se imita el efecto de las sefiales
recibidas por una célula que definen el estado inicial de los genes. Asimismo un patrén de actividad
genética define las propiedades fenotipicas de una parte de un organismo.

Una clara ventaja del estudio in silico de las propiedades de las redes de regulacion genética es
que permite examinar de forma sistemaética las variaciones genotipicas y fenotipicas a las que
tiene acceso un conjunto de genes. De esta forma se puede estudiar la forma en que distintos
procesos afectan la produccion de esta variacién latente y sus posibles efectos en la evolucién de
los organismos.

El c6digo se escribié en C++ (Stoustrup, 1986), un lenguaje que permite crear programas basados
en instrucciones que se construyen con un lenguaje que se parece al escrito (Bronson, 2000). Se hizo
uso de la biblioteca cientifica GSL (GNU Scientific Library)(Galassi, 2010) y del entorno y lenguaje
de programacién con un enfoque al andlisis estadistico R (R Core Team, 2018). En particular, de la
biblioteca GSL se usaron funciones que permiten generar nimeros aleatorios a partir de diferentes
distribuciones de probabilidad y computar los coeficientes de correlacién de Pearson utilizados para
el andlisis estadistico. También se utilizé el ambiente de programacion R para generar las graficas
que facilitaron el andlisis visual de los datos y se hizo uso de la funcién de la prueba de los rangos
con signo de Wilcoxon (Zar, 1996) para el andlisis comparativo de los datos.

Dentro de los resultados, para el manejo de los datos, cada correlacion realizada corresponde a la
que otorga el coeficiente de correlacion de Pearson y cada comparacién a la prueba de los rangos

con signo de Wilcoxon.

4.2. Modelo

Este modelo considera dos clases de genes: Ny genes que codifican para factores de transcrip-
cién [FT] y Ny genes que codifican para protefnas estructurales [ST]. Si bien todos los genes son
susceptibles de ser regulados, solo los FT pueden regular a otros.

El modelo trabaja a pasos discretos, donde a cada paso se define un estado del sistema de tamano
Ny y que puede tomar valores 1. El primer estado del sistema S° cuando ¢ = 0 es la condicién
inicial, indica cuales de los genes de la red se encuentran activos y cuales no. El sistema cambia

de estado a cada paso de una trayectoria dindmica, En esta trayectoria, el iltimo estado muestra



los genes que quedaron encendidos y apagados al final de la interaccién de los genes, cuando se ha
llegado a un estado estable del sistema S al cual le llamamos atractor.

Un atractor puede clasificarse por el comportamiento del estado estable: se le llama de punto fijo
si el ultimo estado es igual al inmediato anterior, o ciclo limite si incluye una secuencia de estados
que se repiten en el mismo orden indefinidamente.

Ya que los genes FT se regulan entre si, los estados subsecuentes al inicial son dependientes de
cémo es esa regulacién. El estado de expresién final de los ST representa el fenotipo de la red.

La interaccién entre estos genes se define en una matriz con entradas reales M de Ny + N, hileras y
Ny columnas. Donde los valores de las entradas m;; indican la regulacién que el gen j ejerce sobre
el gen i. Cada entrada de la matriz define a una posible interaccién entre dos genes de la red. La
intensidad de la regulacién se encuentra dada por el valor de la celda y el tipo de regulaciéon por
su signo, donde un valor positivo indica activacién y uno negativo, inhibicion.

La actividad de los genes en la red de regulacién en el siguiente estado del sistema S**!, es decir,
qué genes estaran encendidos o apagados en la siguiente iteracién de la simulacién, se obtiene a
partir de la ecuacién 1. Debido a que los FT son las tinicas proteinas de la red que pueden regular
y los ST solo pueden ser regulados; a pesar de que la actividad de los ST también cambia, para
calcular cada estado sélo se toman en cuenta los FT. Esta ecuacién realiza el calculo de la i-ésima
entrada del siguiente vector estado S'*1, el cual depende de las interacciones de regulacién entre

los FT de la matriz M y del estado de actividad actual de dichos FT.

Ny

1 _ ot

s, =0 E mijs; (1)
j=1

El siguiente estado de actividad de cada gen también depende del signo que resulta de las
interacciones descritas previamente, el cual es asignado por la funcién escalén (ec. 2). En la ec. 1

o; es una funcién escaléon que asigna valores de la siguiente forma:

1, ifx>0
oi(x) =<t ifx=0 (2)
-1, ifz<0

Por tltimo, el fenotipo P de la red resultante de la actividad de los genes depende directamente
del estado de los genes ST en el atractor. El estado de los genes ST a su vez dependen exclusivamente
del estado de los genes FT en el atractor, independientemente del estado que hayan tenido los genes

ST anteriormente.



4.3. Diseno del experimento
4.3.1. Seleccién de la muestra

En este trabajo se considera al conjunto de redes especificado en la seccién sobre el modelo
que producen un fenotipo especifico P. P se refiere al estado de los genes ST en el atractor al
que se llega en la dindmica de una red de regulacién genética. Debido a que los genes FT son los
unicos que pueden regular a otros genes y los genes ST solo pueden se regulados, a continuacién
consideraremos esta diferencia de comportamientos separando su andlisis para mayor simplicidad.
Con la finalidad de contar con una muestra representativa se gener6é una muestra de 1,000 redes, a
las que nos referiremos como especimenes, al azar con 12 genes FT y 6 genes ST, con una densidad
de conexiones de 0.25 y que compartian un mismo fenotipo.

Los criterios de inclusién para escoger una red son el nimero de relaciones posibles, un estado
estacionario y un fenotipo deseado en ausencia de perturbaciones.

Para asegurar que todos los especimenes tuvieran el mismo fenotipo P primero se establecié arbi-
trariamente un fenotipo deseado y se procedié a buscar una red inicial, llamada red original, de 12
FT que cumplieran como condiciones una densidad de conexiones pre-establecida y que produjeran
un atractor de punto fijo. Posteriormente se obtuvo, para esta red de FT y para cada red obtenida
en la caminata, una segunda red de 6 genes ST a la cual de ser necesario se le modificaban los
signos para obtener el fenotipo deseado.

La red inicial* se representé por una matriz, anteriormente mecionada en el modelo, M de Ny + N,
hileras y Ny columnas donde los valores de las entradas ms;, las cuales indican la regulacién que
el gen j ejerce sobre el gen i. Dichas entradas se establecieron con una probabilidad de p donde la
intensidad y el signo de esta interaccién se obtuvieron a partir de los valores de una distribucién
normal con media en 0 y desviacion estandar de 1.

Para corroborar que dichos especimenes se comportaban de forma esperada, se estudié el com-
portamiento de su robustez a mutaciones a diferentes densidades de conexiones y se comparé el
resultado con la literatura.

Los especimenes generados por el codigo utilizado en este estudio muestran una tendencia a dismi-
nuir la robustez a mutaciones conforme aumenta el niimero de conexiones (Figura 2). Este resultado
también ha sido observado y reportado por Wagner (1996) y se observa a pesar de las diferencias
en los modelos donde las mas importantes son la inclusién de dos clases de genes y la definicién

del fenotipo a partir de una sola de estas clases.

4.4. Muestreo aleatorio de redes de regulacién genética

Previamente Ciliberti et. al (2007) descubrieron que es f4cil encontrar secuencias de mutaciones,
cada una de las cuales cambia en una interaccién entre genes, que permiten visitar la vasta mayoria

de las redes que producen un fenotipo determinado P sin necesidad de pasar por especimenes que
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Figura 2: Las redes de regulacién genética tienen una menor robustez a mutaciones conforme
aumentan las conexiones de la red. En el eje horizontal se muestran las diferentes densidades de
conexiones y en el eje vertical la robustez a mutaciones, que son la fraccién de mutantes que

mantuvieron el fenotipo original.

no producen el fenotipo P, a través de una caminata de Monte Carlo.

En la Figura 3 se ilustra la caminata de n pasos para tomar la muestra a partir de la red original.
En esta caminata cada paso equivale a una mutacién, que implica adquirir, perder o cambiar la
magnitud de una interaccién de regulacién.

La k-ésima red obtenida para la muestra G(k), procede de la red anterior G(k — 1) y difieren entre
si por un ntmero concreto de pasos, es decir, de mutaciones.

El nimero de pasos que se da en cada caminata entre un espécimen actual G(K) y el siguiente
G(k + 1) equivale a veinte veces el nimero de interacciones de regulacién de la red, por lo que
corresponden 4.320 pasos para una red de 12 FT y 6 ST. Esto evita correlaciones entre especimenes
muestreadas sucesivamente.

A partir de la red original G(0) se realizé una caminata para tomar 1,000 muestras. La red original
G(0) no se tomé en cuenta en la muestra, solo fue el punto de partida de la simulacién.

Para cada paso de la caminata hay dos tipos de situaciones, que la siguiente red conserve el fenotipo
P de los especimenes anteriores o no. Si la red del siguiente paso no conserva el fenotipo original
entonces se regresa a la red anterior que si conservaba el fenotipo y se procede a dar un paso en
otra direccién. En este proceso, todos los especimenes que mantienen el mismo fenotipo y que son

accesibles por mutaciones sencillas tienen la misma probabilidad de ser incluidas en la muestra
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Figura 3: Caminata, la imagen ilustra la obtencién de la muestra descrita en la seccién de meto-
dologia a partir de una caminata y la generacién de especimenes vecinas y con un incremento en

la cantidad de FT.

(Ciliberti et al., 2007; van Nimwegen et al., 1999).

Se permitié una holgura en cuanto a la densidad de conexiones de £2 interacciones de regulacion,
es decir que se podian agregar o eliminar hasta dos conexiones.

Para llegar a la red siguiente se contaron todos los pasos, sin importar las veces que se regres6 de
una red a otra en busca de una que conservara el fenotipo original. Esta estrategia garantiza que
todas las redes que producen el fenotipo P y que estdn conectadas por mutaciones tengan la misma

probabilidad de ser incluidas como especimenes en la muestra (van Nimwegen et al., 1999).

4.5. Perturbacién de los especimenes
4.5.1. Adicién de un gen

Una duplicacién se refiere a hacer crecer al espécimen afiadiendo un gen que tiene exactamente
las mismas interacciones de regulaciéon que otro gen ya presente en la red. Por cada espécimen se
forman 12 especimenes con un gen duplicado, uno por cada gen FT. Lo anterior da un resultado
un total de 12,000 especimenes con un gen duplicado a estudiar.

Como se espera diferenciar entre los efectos de la duplicacién y los de afiadir un gen se establecieron
otros dos tipos de controles para esta investigacién. El primer control [CI] permite observar lo que
pasa con una red después de la adicién de un gen nuevo que mantiene la densidad de conexiones de
la red. En cambio, el segundo control [CII] permite observar lo que pasa con una red después de la
adicién de un gen nuevo que mantiene la misma densidad de conexiones que un gen del espécimen.
Para realizar una mejor comparaciéon por cada red con un duplicado se gener6 un CI y un CII, es

decir, 12,000 especimenes para CI y 12,000 para CII.
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4.5.2. Mutaciones

La forma en que se estudiaron los efectos de la duplicacién fue a través de la comparacién de la
robustez a mutaciones del espécimen seleccionado para la muestra y de los especimenes formados
con un gen anadido. Las mutaciones generan un cambio en la magnitud de una interaccién de
regulacion entre una red y otra. Se llama red vecina a aquella que contiene una diferencia en una
interaccion en comparacién con una espécimen.

A partir de la red G(K) se exploraron los fenotipos de 432 (dos veces el niimero de interacciones
de regulacién) vecinos de un espécimen.

También se exploraron los fenotipos resultantes de hacer crecer la red via duplicacién, CI y CII.

13



5. Resultados

5.1. La tolerancia a duplicaciones esta asociada a la robustez a mutacio-

nes

Uno de los objetivos méas importantes de esta investigacién ha sido estudiar la capacidad de los
genes duplicados de compensar perturbaciones en el genotipo. Para abordar este tema se utilizé
el modelo dindmico de una red de regulacién genética descrito en la metodologia. Se generd una
muestra de 1,000 redes elegidas al azar, a las que llamamos especimenes, entre aquellas que pro-
ducen un fenotipo P predeterminado y tienen un nimero de conexiones en un intervalo elegido de
antemano.

Se observé la capacidad de los especimenes de mantener su fenotipo ante mutaciones y ante la
adicién de un gen, ya sea por duplicacién o por inclusién de genes nuevos que no son copias de ge-
nes pre-existentes. Finalmente se sometié también a mutaciones a aquellos especimenes que habian
incluido un gen adicional.

En la Figura 4a se muestra que existe una fuerte correlacién entre la robustez a mutaciones y la
robustez a duplicaciones de acuerdo con el coeficiente de Pearson (r = 0,63 p = 1,5 x 107112). Esta
correlacién indica que los especimenes robustos a mutaciones también tienden a serlo con respecto
a cambios drasticos en su estructura generadas por la duplicaciéon de un gen.

También se observé que los especimenes tienden a ser mas robustos a mutaciones que a la du-
plicacién de alguno de sus genes de acuerdo con la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
(V =478,190; p = 1,0 x 10~ 139). La media de la robustez a mutaciones de las especimenes fue de
0,76 con una desviacién estandar de £0,08; mientras que la robustez a duplicaciones presenté una
media de 0,60 con una desviacion estandar de +0,17.

Anteriormente se ha estudiado la relacién entre la robustez a mutaciones y otros tipos de robus-
teces como al medio ambiente Ancel y Fontana (2000); Sur y Taipale (2016), a perturbaciones
estocdsticas (Ciliberti et al., 2007; Lehner, 2010), y a la recombinacién (Lehner, 2010), por men-
cionar algunos ejemplos. En resumen, dichos estudios han demostrado que aquellos especimenes
que tienen una alta resistencia a alguna de estas clases perturbaciones tenderan a tolerar también
otras perturbaciones muy distintas. En este trabajo de tesis de maestria se anade a la duplicacién
de genes de redes de regulacién genética a la lista de perturbaciones asociadas a una robustez con

alta correlacion.

5.2. La robustez a duplicaciones favorece la resistencia a mutaciones

En la Figura 4b se compara la robustez a mutaciones antes y después de que se presenten dupli-
caciones de genes en los especimenes. Se observé una fuerte asociacién (r = 0,75; p = 4,9 x 107180)
que implica que aquellos especimenes que tienen una alta robustez a mutaciones tienden también

a mantener esta condicién incluso después de una duplicacién de genes.
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Figura 4: Asociacion estadistica entre la robustez a mutaciones con la robustez a duplicaciéon y con
la robustez a mutaciones después de la duplicacién. En (a) se muestra la robustez a mutaciones
contra la robustez a duplicaciones de cada espécimen. En (b) se muestra la robustez a mutaciones
del total de los especimenes antes y después de la duplicacién. La diagonal en (b) es la linea de
identidad, los puntos por debajo de ella corresponden a aquellos especimenes en los que la robustez

a mutaciones disminuy6 después de la duplicacién.

Un punto central en este trabajo de investigacion es determinar si existe un efecto importante en la
variacion que producen las mutaciones en las redes de regulacién genética después de una duplica-
cion. En general, los especimenes disminuyeron su capacidad de amortiguar mutaciones después de
la duplicacién. Como ya se habia mencionado, la robustez media a mutaciones de los especimenes
era igual a 0.76 (desviacion esténdar de +0,08). En cambio la robustez a mutaciones media después
de la duplicacién es de 0,51 con una desviacién estandar de +0,15. Ademas, la prueba de los rangos
con signo de Wilcoxon (V = 500,390; p = 2,3 x 10716%) de la Figura 4b indicé que la robustez a
mutaciones disminuye significativamente después de la duplicacién.

Para comprender mejor este fenémeno que desafia la tesis de esta investigacién, se separaron los
especimenes con un gen duplicado en dos grupos dependiendo de si mantuvieron el fenotipo original
o expresaron un fenotipo nuevo. Se encontré que la respuesta a mutaciones por parte de ambos
grupos fue claramente contrastante.

Primero se consideré a las combinaciones de espécimen y gen duplicado en que se mantenia el
fenotipo original. Posteriormente, se comparé la robustez a mutaciones antes y después de la dupli-
cacion. Tomando unicamente a las duplicaciones en que se conservaba el fenotipo original, la media
de robustez a mutaciones después de la duplicacion fue de 0,89 con una desviaciéon estandar de

+0,03, la cual es mayor en comparacién con la media de la robustez a mutaciones de las especime-
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nes (0,76 con una desviacién estdndar de +0,08). Lo anterior indica que las redes de regulacién
genética que tienen una duplicacién que no alterd al fenotipo original tienden a ser més robustas a
mutaciones que aquellas sin duplicacién (V = 349,5; p = 9,5 x 107165). Esto se observa claramente
en la Figura 5a, ya que la magnitud en el eje horizontal (que corresponde a la robustez a mutaciones
antes de la duplicacién) tiende a ser menor que la magnitud en el eje vertical (correspondiente a
la robustez a mutaciones después de la duplicacién).

Asimismo, se observé que la robustez a mutaciones de los especimenes mantiene una débil correla-
cién positiva aunque significativa (r = 0,36; p = 3,1 x 1073!) con las redes de regulacién genética
que tienen una duplicacién que no alterd al fenotipo original.

Posteriormente se tom6 al grupo de especimenes que no conservaron el fenotipo después de la du-
plicacién, se les indujo mutaciones y se obtuvo su robustez a mutaciones con relacién al fenotipo
nuevo que aparecié después de la duplicacién, y no al fenotipo original. Finalmente se comparé la
robustez a mutaciones de estos especimenes antes y después de la duplicacion.

En contraste con los especimenes que mantuvieron el fenotipo después de la duplicacién, los que no
lo mantuvieron son significativamente menos robustos a mutaciones, como se observa en la ubica-
cién de los puntos en relacion con la linea de identidad de la Figura 5b. Después de la duplicacion,
estas redes mostraron una media de la robustez a mutaciones de 0,25 con una desviacién estandar
de £0,10. Ademas, al contrario de los especimenes que si mantuvieron el fenotipo después de la du-
plicacién, mantienen una débil correlacién negativa pero significativa (r = —0,45; p < 5,2 x 107242)
con la robustez a mutaciones antes de la duplicacién.

Existe una gran ventaja de mantener el fenotipo original después de una duplicacion, ya que la

robustez a mutaciones para esta fraccién de especimenes se eleva considerablemente.

5.3. Los efectos de las duplicaciones no son iguales a los de anadir cual-

quier gen

Para revisar si el efecto de la duplicacién es diferente al del aumento de tamanio de la red
por otras causas, se compard el efecto de la duplicaciéon contra el efecto de incrementar la red de
regulacion genética del espécimen en un gen de acuerdo con los controles CI y CII. En el caso del
control CI, en lugar de un duplicado se agrega un gen que mantiene la densidad de conexiones en
la red y, en el caso del control CII, un gen que conserva el nimero de conexiones que uno de los
genes de la red.

Se encontr6 una correlacion débil pero significativa entre la robustez a mutaciones y la robustez
a CI (r = 0,41; p = 5,7 x 10~*; Figura 6a). La robustez media a CI fue de 0,43 con desviacién
estandar 40,04.

Para CII (Figura 6b) se obtuvo también una correlacién débil pero significativa (r = 0,31; p =
1,3 x 10723) y una robustez media de 0,32 con desviacién estandar 0,03.

Tanto la correlacién encontrada con la robustez a mutaciones de los especimenes como la robustez
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Figura 5: Correlacién entre la robustez a mutaciones antes y después de la duplicacién. En (a)
se compara la robustez a mutaciones antes y después de la duplicacién de los especimenes que
mantuvieron el fenotipo. La diagonal es la linea de identidad donde los puntos por arriba de ella
corresponden a aquellos especimenes en los que la robustez a mutaciones aumenté después de la
duplicacién. En (b) se compara la robustez a mutaciones antes y después de la duplicacién de los

especimenes que no mantuvieron el fenotipo. La diagonal es la linea de identidad.

media de CI y CII son mucho menores en comparacion con la expresada por los especimenes con
un gen duplicado. Esto ultimo implica que los especimenes toleran mejor una duplicaciéon que la
adicién de un gen por otro medios.

De manera analoga a lo descrito en secciones previas, se tomé en cuenta para el siguiente analisis
unicamente a los especimenes que después de anadirseles un gen sin relacion a genes pre-existentes
(CI o CII) mantuvieron el fenotipo. Se indujeron mutaciones y se comparé la robustez a mutaciones
de estos especimenes antes y después del crecimiento de la red genética.

Posteriormente se considerd tinicamente a los especimenes que no mantenian el fenotipo después
de expandirse via CI o CII. Se indujeron mutaciones y se obtuvo su robustez a mutaciones con
relacién al fenotipo nuevo de la red, y no al fenotipo original. Finalmente se comparé la robustez
a mutaciones de estos especimenes antes y después del crecimiento de la red genética.

Se encontré que se preserva el mismo fenémeno que en el caso de la duplicaciéon, donde se observa
un aumento en la robustez a mutaciones en especimenes que mantuvieron el fenotipo después de
la adicién de genes y una disminucién en los que no (Figura 7).

Los especimenes de los controles CI y CII que mantienen el fenotipo original con mayor facilidad,
son significativamente mejores resistiendo mutaciones en comparacién con aquellas tolerantes a

la duplicacién. Esto se puede observar a partir de sus respectivas medias (0,91 £ 0,04 para CI ,
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Figura 6: Asociacién estadistica entre la robustez a mutaciones de las especimenes y la robustez
a Cl y a CII. Se compara la robustez a mutaciones de los especimenes antes del crecimiento de la

red con la robustez a CI (a) y con la robustez a CII (b).

0,93 4+ 0,03 para CII y 0,89 + 0,03 para duplicacién) y en los resultados de la Figura 7a.

Existe una gran ventaja de mantener el fenotipo original después de crecer la red de regulacién
genética, ya que la robustez a mutaciones para esta fraccién de especimenes se eleva. Sin embargo, a
diferencia del crecimiento por duplicacién, la robustez a mutaciones antes y después del crecimiento
(por CI o poc CII) mantienen una muy débil correlacién para mostrar una tendencia (Figura 7b

arriba y abajo para CI y CII, respectivamente).

5.4. Las redes de regulacion genética toleran mas facilmente el creci-
miento por duplicacién de genes que por inclusién de genes ajenos

a la red

En cada uno de los 1,000 especimenes se probé anadir un gen 12 veces, una vez por cada gen FT,
y se revisé si esto cambiaba el fenotipo. Resulté haber més especimenes robustos a duplicaciones
que a CI y a CII, como se muestra en la Figura 8a.
Se observé que todos los especimenes mantuvieron el fenotipo al menos una de las 12 veces en que
se les hizo crecer la red via duplicacion. Incluso hubieron especimenes que mantuvieron el fenotipo
en las 12 veces en que se les realizé una duplicacién. Por el contrario, al hacer crecer las redes via
CI y CII, hubieron especimenes que no pudieron mantener el fenotipo ninguna vez (Figura 8b).
Al someter a mutaciones a las redes con un gen FT adicional se observé que su media de la

robustez a mutaciones disminuye a medida que aumenta su robustez a la inclusién de nuevos genes

18



10-
1.00-

0.9-

o
3
a
™
-

0.8~

™
-
Robustez a mutaciones CI

0.4

o
I3
=)

cmm.

Robustez a mutaciones

I
N
a

0.00-

Robustez a mutaciones ClI

Antes Cl CI* Cll ClI* 04 0% 08 04 0% o8
Robustez a mutaciones Robustez a mutaciones

(a) (b)

Figura 7: Los especimenes que mantienen el fenotipo después de crecer por CI o por CII incrementan
su robustez por mutaciones. (a) Gréficas de caja de la robustez a mutaciones de los especimenes
antes de crecer (gris oscuro), de aquellos que mantuvieron el fenotipo después de crecer la red (gris
claro) y de aquellos que no mantuvieron el fenotipo (blanco). En (b) arriba se muestra la robustez
a mutaciones de cada espécimen después de crecer de acuerdo con el control CI. A la izquierda se
encuentran los datos que corresponden a los que mantuvieron el fenotipo (r = 0,09; p = 4,5 x 1073)
y a la derecha aquellos que no lo mantuvieron (r = —0,11; p = 2,8 x 10~%). En (b) abajo se muestra
la robustez a mutaciones de cada espécimen después de crecer de acuerdo con el control CII. a la
izquierda se encuentran los datos que corresponden a los queA mantuvieron el fenotipo (r = 0,15;

p = 3,6 x 107%) y a la derecha aquellos que no lo mantuvieron (r = 0,04; p = 0,17).

(Figura 9). Es decir que conforme més veces el espécimen mantuvo el fenotipo original, menor es su
robustez a mutaciones. Ademads la robustez a mutaciones de especimenes con duplicaciones tienden
estabilizarse en redes que toleran todas o casi todas las duplicaciones, mientras que los especimenes
con un gen de CI y CII tienden a seguir disminuyendo.

En el Cuadro 1 se resume la media y la desviacién estdndar de la robustez ante el crecimiento
de un gen, en la red de regulaciéon genética, de los especimenes. Y de la robustez a mutaciones
después del crecimiento. Aqui se observa claramente que los especimenes que mantienen el fenotipo
después del crecimiento mejoran su robustez a mutaciones. Sin embargo los especimenes toleran

mejor agregar una copia de un gen pre-existente que uno de novo.

5.5. Conclusiones y perspectivas

A diferencia de anteriores investigaciones donde se ha estudiado el destino del gen duplicado y
de sus interacciones después de periodos prolongados, en esta investigacién se buscd observar en
una red de regulacién genética cémo la duplicaciéon de un gen afecta a su fenotipo y a su capacidad

de amortiguar mutaciones en el momento en el que la duplicacién se lleva a cabo, antes de cualquier
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Figura 8: Mds especimenes con duplicaciones mantienen el fenotipo que con CI o CII. En (a)
se muestra la cantidad de especimenes que mantuvieron el fenotipo al agregar un gen. Estos se
encuentran clasificados dependiendo del tipo del gen anadido: CI, CII y duplicacién. En (b) se
muestra la distribucién del niimero de veces por espécimen que suele tolerar la inclusién de un

nuevo gen sin cambiar el fenotipo.

proceso evolutivo.

En lo general se encontré que los especimenes toleran mejor agregar a su red de regulaciéon genética
una copia de un gen pre-existente que a uno ajeno, ya que la adicién de genes ajenos conduce con
mayor facilidad a la pérdida del fenotipo original. Aunque todavia no se ha descrito la causa de esta
relacion, resulté evidente que los especimenes que originalmente mitigan mejor a las mutaciones
también son mejores manteniendo el fenotipo después de una duplicacién genética.

En este trabajo confirmamos que un efecto importante de la duplicacién es disminuir la suscep-
tibilidad de los especimenes a mutaciones. Y ademaéas encontramos el efecto contrario en aquellos
especimenes que no lograron mantener el fenotipo después de la duplicacién, los cuales fueron mu-
cho maés sensibles a las mutaciones en comparacion con los especimenes sin un gen anadido.

Un buen porcentaje de las veces en que se sometié a los especimenes a un crecimiento a través
de un gen ajeno a la red via CI o CII, estos especimenes no toleraron el cambio estructural. Los
especimenes que mantuvieron el fenotipo aumentaron su robustez a mutaciones significativamente
mejor que al someterlos a crecimiento a través de la duplicacién. No se sabe de qué depende el
aumento en la robustez a mutaciones para estos especimenes ya que no puede ser por redundancia
debido a que se el gen agregado tiene una funcién diferente.

En este estudio se caracterizan algunas propiedades nuevas y ya conocidas sobre la robustez, sin
embargo también establece un punto de partida para buscar nuevas propiedades y relaciones. La
variacion fenotipica es una de las formas en que se pueden encontrar nuevas funciones que repre-
senten una ventaja competitiva ante ambientes variantes. ;Puede la duplicacién producir cambios

relevantes en el acceso a nuevos fenotipos? A través de este mismo modelo se puede observar la
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Figura 9: Los especimenes con un gen de novo que conservaron el fenotipo son mads robustos a
mutaciones que los especimenes con un gen duplicado, pero resisten menos veces la adicién de un
gen. Observamos en el eje vertical la robustez a mutaciones después de agregar un gen, y en el eje
horizontal la fraccién de especimenes que mantuvieron el fenotipo después de agregar un gen por

espécimen.

capacidad de generar variacién al comparar la diversidad fenotipica a la que un genotipo puede
tener acceso a través de las mutaciones y de la adicién de genes.

Ademas de las mutaciones existen otro tipo de perturbaciones de interés como los cambios en las
condiciones ambientales. ;Puede la duplicaciéon mitigar los cambios ambientales? Otra competencia
del modelo es que a través de él se puede encontrar el efecto en el fenotipo de las duplicaciones en
redes de regulacion genética cuando la condicién inicial se desestabiliza.

A partir de un modelo matemético de Wagner (1994), se ha postulado que el tamao de la fraccién
que se duplica de un genoma afecta la posibilidad de que un organismo sobreviva y tenga la capa-
cidad de transmitir a sus descendientes esas duplicaciones. Wagner encuentra que el efecto de un
evento de duplicacién genética completa (de todo el genoma) es minimo al mantener la proporcién
de genes intacta, mientras que un evento a pequena escala genera perturbaciones en la red al alterar
las proporciones de los genes. Esta hipotesis también podria estudiarse revisando si existen cambios
en los efectos ya observados de la duplicacién con el aumento de la cantidad de genes duplicados
en la red.

Toll-Riera et al. (2016) publicaron un trabajo experimental realizado con la bacteria Pseudomo-
nas aeruginosa. En el cual observaron que al dejar evolucionar cultivos de bacterias en diferentes
medios que contenian dos clases de nutrientes, una que podian digerir pero en concentracion li-
mitada y una que no podian digerir pero en alta concentracién. Se observé que para adaptarse
y prosperar en sus medios estos organismos siguieron uno de dos caminos diferentes: a través de

la mejora de funciones pre-existentes que permitiera un mayor aprovechamiento de los nutrientes
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Cuadro 1: Robustez ante algin tipo de crecimiento y de la robustez a mutaciones después de

agregar un gen.

Robustez a ... Media Desviacién estdndar
Duplicacién 0.60 0.17
CI 0.43 0.19
CII 0.32 0.15
Robustez a mutaciones Media Desviacién estdndar
Antes 0.76 0.08
Robustez a mutaciones después de ... Media Desviacién estandar
Duplicacién 0.89 0.03
CI 0.91 0.04
CII 0.93 0.03

que ya digerian, o de la invencién de nuevas funciones que permitieran hacer uso de los nutrientes
que no podian digerir. Al secuenciar y estudiar el genoma de las bacterias que resultaron de estos
procesos de evolucion, encontraron que aquellas que se adaptaron a través de la innovacion tenian
un porcentaje de mutaciones en genes duplicados més alto de lo esperado por azar que aquellas
que se adaptaron por el mejoramiento de funciones. Una de las perspectivas mas importantes de
este trabajo es simular este mismo experimento en el modelo que ya se tiene concretado. Esto
podria ayudar a profundizar en los mecanismos gracias a los que las duplicaciones contribuyen a la
evolucién adaptativa, completar la idea de que los duplicados aumentan la resistencia a mutaciones

y ademas son material para la generacién de funciones nuevas.
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