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RESUMEN

La teoria evolutiva clasica propone que las mutaciones ocurren principalmente de
manera aleatoria y que la seleccion natural determina posteriormente su destino
evolutivo. Sin embargo, modelos basados en termodindmica estadistica han
sugerido que las propiedades fisicoquimicas del ADN podrian introducir sesgos
intrinsecos durante el proceso de replicacion. En particular, la hipotesis de la
presion mutacional termodindmica plantea que las diferencias de estabilidad
energética entre los pares de bases influyen en la probabilidad de incorporacion de
nucleotidos, favoreciendo la formacion de pares GC frente a AT en ausencia de
presion selectiva. El presente estudio evalud esta hipotesis mediante un modelo
experimental de amplificaciones seriadas del ADN con Recombinasa Polimerasa
(RPA) a 37 °C. Se seleccionaron tres genes de Escherichia coli con diferentes
contenidos iniciales de GC (evg4, ygjV'y phnH), los cuales fueron amplificados de
manera iterativa, donde cada ronda de amplificacion representd una generacion del
proceso simulado. Los productos obtenidos fueron purificados y secuenciados
mediante tecnologia Oxford Nanopore, alcanzando profundidades de cobertura
entre 300,000% y 7,000,000% por generacion. Las lecturas obtenidas fueron
procesadas mediante un flujo bioinformatico que incluy6 andlisis de variantes,
aplicando filtros estrictos de profundidad, frecuencia alélica y balance por hebra.
Las mutaciones detectadas se clasificaron segun su efecto sobre el contenido GC y
se evalud la trayectoria composicional a lo largo de las generaciones mediante
andlisis de correlacion y regresion ponderada. La amplificacion seriada permitio
simular multiples generaciones y detectar mutaciones acumuladas en las

poblaciones de ADN. El andlisis del espectro mutacional revel6 un sesgo neto hacia



sustituciones que incrementan el contenido de GC (A/T—G/C). Asimismo, el
porcentaje de GC mostr6 una tendencia creciente a lo largo de las generaciones,
con pendientes estimadas entre 0.137x107> y 0.645x107> puntos porcentuales de
GC por generacion, concordante con la prediccion de la hipdtesis de presion
mutacional termodindmica bajo condiciones sin presion selectiva. En conclusion,
los resultados obtenidos aportan evidencia experimental de que las diferencias en
la energia potencial de interaccion entre el nucleotido entrante y el entorno local
del ADN durante la replicacion pueden influir en la direccion de la acumulacion de
mutaciones, particularmente favoreciendo cambios asociados al incremento del
contenido GC.

PALABRAS CLAVES: PRESION MUTACIONAL TERMODINAMICA,
EVOLUCION MOLECULAR, REPLICACION DEL ADN, AMPLIFICACION

ISOTERMICA, SECUENCIACION NANOPORE.



ABSTRACT

Classical evolutionary theory proposes that mutations occur primarily randomly
and that natural selection subsequently determines their evolutionary fate.
However, models based on statistical thermodynamics have suggested that the
physicochemical properties of DNA could introduce intrinsic biases during the
replication process. In particular, the thermodynamic mutational pressure
hypothesis states that differences in energy stability between base pairs may
influence the probability of nucleotide incorporation, favoring the formation of GC
pairs over AT pairs in the absence of selective pressure. This study evaluated this
hypothesis using an experimental model of serial DNA amplifications with
Recombinase Polymerase (RPA) at 37 °C. Three Escherichia coli genes with
different initial GC contents (evgA, ygjV, and phnH) were selected and iteratively
amplified, with each round of amplification representing a generation of the
simulated process. The resulting products were purified and sequenced using
Oxford Nanopore technology, achieving coverage depths between 300,000% and
7,000,000% per generation. The resulting reads were processed using a
bioinformatics workflow that included variant analysis, applying strict filters for
depth, allele frequency, and per-strand balance. Detected mutations were classified
according to their effect on GC content, and the compositional trajectory across
generations was evaluated using correlation and weighted regression analyses.
Serial amplification allowed for the simulation of multiple generations and the
detection of accumulated mutations in the DNA populations. Analysis of the
mutational spectrum revealed a net bias toward substitutions that increase GC

content (A/T—G/C). Similarly, the percentage of GC showed an increasing trend



across generations, with estimated slopes between 0.137x107 and 0.645x107
percentage points of GC per generation, consistent with the prediction of the
thermodynamic mutational pressure hypothesis under conditions without selective
pressure. In conclusion, the results obtained provide experimental evidence that
differences in the interaction potential energy between the incoming nucleotide and
the local DNA environment during replication can influence the direction of
mutation accumulation, particularly favoring changes associated with increased GC
content.

KEYWORDS: THERMODYNAMIC MUTATIONAL PRESSURE,
MOLECULAR EVOLUTION, DNA REPLICATION, ISOTHERMAL

AMPLIFICATION, NANOPORE SEQUENCING.



L INTRODUCCION

1.1 Contexto tedrico e hipdtesis de la presion mutacional termodinamica

En la teoria evolutiva clasica se considera que las mutaciones ocurren
aleatoriamente, mientras que la seleccion natural actiia posteriormente como filtro
eliminando o favoreciendo aquellas variantes que afectan la adaptacion de los
organismos [1-5]. Sin embargo, evidencias a nivel gendmico sugieren que la
aparicion de mutaciones podria no ser completamente aleatoria, ni en su frecuencia
y distribucion. Desde mediados del siglo XX, se ha discutido ampliamente qué
fuerzas moldean la composicion nucleotidica de los genomas. Observaciones como
el sesgo en el uso de codones sindnimos (codon bias) y las diferencias marcadas en
el contenido global de GC entre distintos organismos indican que, ademas de la
seleccion natural, otros factores podrian contribuir a modelar los patrones de
evolucion molecular. En este contexto surge la hipotesis de la presion mutacional
termodinamica, la cual plantea que las propiedades termodinamicas asociadas a los
estados locales de incorporacion nucleotidica en el ADN, particularmente las
diferencias entalpicas efectivas (AH), pueden influir en la probabilidad de aparicion
y fijacion de ciertas mutaciones durante la replicacion [6-9]. De acuerdo con este
planteamiento, la propia estructura del ADN ejerceria una influencia direccional
sobre el tipo de mutaciones que tienden a acumularse, favoreciendo aquellas que
incrementan la estabilidad de la doble hélice. En términos practicos, ello implicaria
que, cuando la presion de seleccion es minima o inexistente, la acumulacion de
mutaciones no seria completamente aleatoria, sino que mostraria una tendencia hacia
el incremento del contenido de guanina y citosina (GC) en el genoma [3]. Esta

perspectiva introduce un matiz distinto a la interpretacion neutralista clasica, al



proponer que los principios termodinamicos podrian orientar la direccion de la
evolucion molecular junto con, o incluso independientemente de, la seleccion

natural.

El fundamento teorico de esta hipotesis se basa en principios de la termodinamica
estadistica. Mirko Zimic y colaboradores desarrollaron un modelo conceptual que
emplea la distribucion de Boltzmann para describir el proceso de incorporacion de
nucledtidos durante la replicacion del ADN [7]. En este modelo, la adiciéon de un
nucledtido en el sitio activo de la ADN polimerasa se interpreta como un sistema
cercano al equilibrio local, donde los posibles estados corresponden a la
incorporacion de cualquiera de los cuatro nucledtidos (A, T, C o G) en la cadena en
crecimiento. La probabilidad asociada a cada uno de estos estados depende de la
energia libre vinculada a la formacion del correspondiente par de bases. Debido a
que los pares G=C presentan mayor estabilidad termodindmica —al estar unidos por
tres puentes de hidrogeno— en comparacion con los pares A=T, que poseen solo dos,
las diferencias energéticas entre las posibles interacciones adquieren un papel
determinante. Aunque los emparejamientos incorrectos 0 no candnicos ocurren con
muy baja frecuencia, las simulaciones computacionales realizadas por Zimic
demostraron que, cuando se producen errores durante la replicacion, las condiciones
energéticas favorecen la incorporacion de nucledtidos G o C frente a A o T [9]. En
consecuencia, el proceso mutacional presentaria un sesgo intrinseco hacia el
incremento del contenido GC bajo condiciones neutrales. Segun este modelo, cuando
la presion de seleccion es reducida o relativamente constante, por ejemplo, en
posiciones de baja restriccion funcional como la tercera posicion de los codones, el

sesgo mutacional termodindmico podria manifestarse como un incremento



progresivo del contenido de GC. Este incremento no debe entenderse como
indefinido, sino como una aproximacién a un estado estacionario o meseta
composicional, en el cual el balance entre mutaciones que aumentan el contenido de
GC y aquellas que lo reducen tiende a estabilizarse. De hecho, simulaciones in silico
han mostrado que secuencias sometidas Unicamente a esta fuerza termodindmica
incrementaran gradualmente su proporcion de G+C, aproximdndose de forma
asintotica a valores elevados, incluso superiores al 90 % GC en ausencia de
restricciones funcionales [7]. Cuando se introducen restricciones bioldgicas, como la
necesidad de conservar la funcionalidad proteica y mantener los aminoacidos
codificados, el modelo continua prediciendo un aumento del contenido GC, aunque
con valores de equilibrio menores, situados aproximadamente entre 60 % y 75 %
[10]. Asimismo, el modelo predice un sesgo en el uso de codones, ya que la
sustitucion por codones sinonimos con mayor contenido de G y C permitiria
incrementar la estabilidad del ADN sin alterar la secuencia de aminoacidos,
generando asi una preferencia por codones ricos en nucleétidos fuertes. En sintesis,
la hipotesis de la presion mutacional termodindmica plantea que la estabilidad
fisicoquimica de la molécula de ADN durante el proceso de replicacion puede actuar
como una fuerza impulsora en la evolucion molecular, orientando la acumulacion de
mutaciones hacia configuraciones energéticamente mas estables, caracterizadas por

una mayor proporcion de pares GC [9].

1.2 Evidencias tedricas y observaciones iniciales

Aunque esta propuesta es relativamente reciente, encuentra apoyo en ciertos
patrones observados empiricamente. Analisis filogenéticos basados en

comparaciones gendmicas han identificado tendencias compatibles con la existencia



de un sesgo mutacional asociado a la estabilidad del ADN. En este contexto, Zimic
y colaboradores examinaron secuencias gendmicas de organismos pertenecientes al
linaje Kinetoplastidia, que incluye tripanosomatidos como Trypanosoma 'y
Leishmania. La eleccion de este linaje se sustenta en que muchos de estos parasitos
se desarrollan en hospedadores que mantienen condiciones fisiologicas relativamente
conservadas, como temperatura y pH, ademds de presentar reproduccion
predominantemente clonal, ausencia de intrones y suficiente antigiiedad evolutiva
para acumular mutaciones detectables. Estas caracteristicas hacen que
Kinetoplastidia sea un sistema comparativo util para evaluar patrones
composicionales compatibles con el modelo de presion mutacional termodinamica.
A partir de la reconstruccion de la historia evolutiva de estos taxones y del analisis
de la composicion nucleotidica de sus genes, los autores identificaron una tendencia
progresiva hacia el incremento del contenido de GC a medida que aumenta la
divergencia evolutiva entre las especies [7]. Este aumento resulta particularmente
evidente en la tercera posicion de los codones, la cual posee un mayor grado de
degeneracion en el codigo genético. Tal patron sugiere que gran parte de estos
cambios se produce mediante mutaciones sindbnimas que no alteran la secuencia de
aminoacidos. Este hallazgo se correlaciona con una creciente preferencia por
codones ricos en GC a medida que evolucionan las especies del linaje. Por ejemplo,
en tripanosomatidos primitivos predominan codones de leucina o serina con mayor
contenido de bases A y T, mientras que en especies mas derivadas se aprecia una
sustitucion progresiva por codones sindnimos enriquecidos en GC [9]. Dichos
cambios no necesariamente se explican por una ventaja adaptativa en la traduccion,

sino que son coherentes con un sesgo mutacional acumulativo a nivel genoémico. Por



tanto, la informacidon gendmica disponible para estos parasitos constituye una
evidencia indirecta que respalda la hipdtesis de la presion mutacional termodindmica:
cambios observados en la composicion de bases (aumento de %GC) y en el uso de
codones coinciden con las predicciones del modelo. Bajo esta perspectiva, la
acumulacion de mutaciones no dependeria unicamente de eventos aleatorios
modulados posteriormente por la seleccion natural, sino también de diferencias

energéticas locales que podrian favorecer configuraciones moleculares mas estables.

1.3 Experimentos previos de amplificacion seriada in vitro: polimerasa

termofila vs. mesofila

Para contrastar directamente estas predicciones en condiciones controladas,
diversos investigadores han utilizado modelos experimentales de amplificacion
seriada in vitro. En este tipo de aproximaciones, una secuencia de ADN se somete a
multiples ciclos sucesivos de replicacion en ausencia de presiones selectivas
externas, de modo que las mutaciones acumuladas reflejen principalmente la
fidelidad replicativa y los posibles sesgos intrinsecos de la ADN polimerasa
empleada. Uno de los primeros trabajos que aplicod este enfoque fue el desarrollado
por Sanson, Brunstein, Briones y colaboradores en 2002, quienes disefiaron un
experimento de “filogenia experimental” basado en PCR serial (reaccion en cadena
de la polimerasa en serie) [11]. En dicho estudio se utilizd como secuencia inicial un
fragmento del gen de ARN ribosomal 18S. Aunque esta region cumple una funcién
bioldgica en condiciones naturales, en el sistema de PCR serial fue amplificada
unicamente como molécula de ADN, sin que su funcion influyera en la propagacion
de las variantes generadas. Por ello, la secuencia puede considerarse neutral dentro

del contexto experimental. Este fragmento fue sometido a 280 ciclos sucesivos de



PCR utilizando la ADN polimerasa Taq, enzima proveniente de Thermus aquaticus,
un organismo termofilo. Como resultado de este proceso, los autores obtuvieron un
conjunto de secuencias derivadas (37 clones secuenciados) que permitieron
reconstruir un arbol filogenético experimental, simulando la divergencia de multiples
linajes a partir de un ancestro comun bajo condiciones in vitro [11]. El anélisis
posterior de estos datos realizado por Zimic revel6 un hallazgo relevante: a lo largo
de las generaciones simuladas se acumul6 un sesgo mutacional significativo en favor
de nucledtidos G y C [10]. En otras palabras, las secuencias descendientes
presentaban un contenido de GC superior al de la secuencia ancestral, lo que sugiere
que las mutaciones generadas durante los ciclos de PCR no se distribuyeron de
manera aleatoria. Sin embargo, este resultado también abri6 la posibilidad de una
explicacion alternativa relacionada con las caracteristicas del sistema experimental.
En particular, se plante6 que la ADN polimerasa Taq, al provenir de un organismo
adaptado a altas temperaturas, podria favorecer indirectamente una composicion
nucleotidica mas rica en GC, tipica de genomas asociados a ambientes termofilos
[11]. Bajo esta interpretacion, el incremento del contenido de GC observado en el
experimento podria reflejar un sesgo especifico de la enzima o de las condiciones de
PCR a alta temperatura, mas que un principio termodinamico general aplicable al
ADN. De ser asi, la denominada “presiéon mutacional” hacia GC representaria un
efecto derivado de la naturaleza termofila de la polimerasa utilizada, en lugar de una

confirmacion directa de la hipotesis termodindmica propuesta [7].

Esta posibilidad condujo a una cuestion fundamental: si la tendencia hacia el
incremento de GC constituye realmente un principio general del proceso replicativo,

(deberia observarse el mismo patron cuando la replicacion in vitro se realiza con una



polimerasa mesodfila bajo condiciones de temperatura moderada? Los dominios
cataliticos de la Taq polimerasa I presentan homologia estructural con los de
polimerasas provenientes de organismos mesoéfilos, como la ADN polimerasa I de
Escherichia coli, 1o que permite disefar experimentos comparables utilizando
enzimas con distinta estabilidad térmica [12]. Si la hipdtesis de la presion mutacional
termodindmica describe un principio general, cabria esperar que incluso bajo
condiciones mesofilas, y en ausencia de seleccion, se produjera con el tiempo una
acumulacion preferencial de mutaciones que incrementan el contenido GC, aunque
potencialmente a una tasa diferente. Por el contrario, si el aumento de GC observado
con Taq fuese simplemente una consecuencia de su origen termofilo, entonces el
mismo patrén no deberia reproducirse cuando se emplean polimerasas mesoéfilas en
condiciones equivalentes. Para explorar esta posibilidad, Arndez y colaboradores
llevaron a cabo un experimento de amplificacion seriada in vitro a temperatura
moderada (37 °C) [13]. En dicho estudio se utilizé la ADN polimerasa Klenow (un
fragmento de la polimerasa I de E. coli, de caracter mesofilo) para amplificar de
manera serial el gen pncA de Mycobacterium tuberculosis. El experimento consistio
en siete generaciones sucesivas de amplificacion, donde cada ronda incluyd 27 ciclos
de PCR realizados a 37 °C. Para favorecer la acumulacion de errores replicativos se
empled la variante Klenow exo, carente de actividad correctora. Tras cada ronda de
amplificaciéon, el producto obtenido se cloné en E. coli, seleccionando
posteriormente un clon al azar como molde para la siguiente generacion. Este
enfoque experimental, conceptualmente similar al utilizado por Brunstein y
colaboradores, pero ejecutado a menor temperatura, tenia como objetivo determinar

si emergia algiin sesgo composicional en ausencia de condiciones termofilicas. Los



resultados obtenidos por Arnaez fueron preliminares: después de siete generaciones
no se detectdé un numero suficiente de mutaciones que permitiera establecer con
claridad una tendencia en la variacion del contenido GC. Esta limitacion se debi6 en
gran medida al reducido numero de generaciones experimentales y a las restricciones
logisticas del estudio [13]. A pesar de ello, el trabajo demostré que es posible
implementar modelos experimentales de amplificaciones seriadas utilizando
polimerasas mesofilas, lo que proporcioné una base metodoldgica importante para
investigaciones posteriores. La ausencia de resultados concluyentes, atribuible al
bajo nimero de mutaciones generadas, puso de manifiesto la necesidad de realizar
experimentos mas prolongados y con mayor profundidad mutacional para evaluar

adecuadamente la hipotesis planteada.

1.4 Planteamiento del estudio y simulaciones in vitro meséfilas vs. termofilas

Con el propodsito de esclarecer el papel que podria desempenar la presion
mutacional termodinamica, nuestro grupo desarrolld un proyecto de investigacion
integral (financiado por PROCIENCIA) orientado a evaluar experimentalmente esta
hipdtesis mediante amplificaciones seriadas in vitro. En este proyecto se plantearon
tres estrategias principales: (1) amplificacion seriada en condiciones termofilas
mediante PCR utilizando la ADN polimerasa Taq, con el objetivo de reproducir y
ampliar los resultados reportados en estudios previos realizados a altas temperaturas;
(2) amplificacion seriada en condiciones mesofilas mediante PCR empleando la
polimerasa Klenow de Escherichia coli, lo que permite examinar el proceso
replicativo a temperaturas moderadas y extender el enfoque utilizado en el estudio
de Arndez; y (3) amplificacion seriada en condiciones mesoéfilas utilizando la técnica

por recombinasa polimerasa (RPA) [14]. Estos tres sistemas experimentales



incorporan ADN polimerasas con diferentes propiedades de termoestabilidad, lo que
permite comparar de manera directa como influyen tanto la temperatura como las
caracteristicas intrinsecas de cada enzima en la acumulacion de mutaciones durante
la replicacion del ADN. Bajo la hipotesis de la presion mutacional termodinadmica,
todos estos sistemas (ain operando en condiciones térmicas distintas) deberian
eventualmente mostrar una direccioén similar en el sesgo mutacional, caracterizada
por un incremento progresivo del contenido GC, ya que el principio fisico subyacente
(la mayor estabilidad energética de los pares G=C) seria comun a todos los contextos
replicativos. No obstante, es posible que la velocidad de acumulacion de mutaciones
o los patrones especificos de sustitucion difieran entre sistemas, debido a factores
como la eficiencia de los mecanismos de correccion de errores presentes en cada
polimerasa. Por otro lado, si el sesgo hacia GC se observa tnicamente en el sistema
basado en Taq y no en aquellos que emplean polimerasas mesofilas, ello sugeriria
que el incremento de GC detectado previamente podria estar relacionado con
propiedades particulares de la enzima termofila o con las condiciones experimentales

de PCR a alta temperatura, cuestionando asi la aplicabilidad general de la hipotesis.

La presente tesis de maestria forma parte de este proyecto y se centra
especificamente en el modelo experimental de amplificacion isotérmica basado en
RPA. Este enfoque representa un sistema adecuado para estudiar la dindmica
mutacional en ausencia tanto de temperaturas extremas como de presiones selectivas
externas. La técnica de amplificacion por recombinasa polimerasa (Recombinase
Polymerase Amplification, RPA) fue seleccionada por diversas razones
metodoldgicas. En este sistema, la replicacion del ADN se lleva a cabo a temperatura

constante, aproximadamente 37 °C, lo que elimina la necesidad de ciclos térmicos



caracteristicos de la PCR convencional. El proceso emplea la polimerasa derivada de
Bacillus subtilis (un organismo meso6filo) junto con proteinas accesorias, entre las
que se incluyen recombinasas y proteinas de union a ADN monocatenario, que
facilitan la amplificacion isotérmica del ADN. Un aspecto particularmente relevante
para los objetivos de este estudio es que la polimerasa utilizada en RPA carece de
actividad exonucleasa en direccion 5’—3’ y 3°—5’, lo que implica la ausencia de
mecanismos de correccion de errores o proofreading [12]. Como consecuencia, los
errores de apareamiento generados durante la replicacion tienden a mantenerse en las
moléculas sintetizadas, favoreciendo la acumulacion progresiva de mutaciones. En
el disefio del experimento, cada “generacion” in vitro corresponde a una reaccion de
RPA de corta duracion (20 minutos) realizada a 37 °C, utilizando como molde el
producto amplificado en la generacion anterior. Durante este intervalo, la reaccion
de RPA puede generar una amplificacion exponencial del fragmento objetivo,
alcanzando niveles comparables a los obtenidos en aproximadamente veinte ciclos
de PCR convencional [15]. Esto garantiza la obtencion de suficiente ADN para
iniciar la siguiente ronda de replicacion. Gracias a esta eficiencia, es posible realizar
multiples pasajes sucesivos en un periodo relativamente corto, permitiendo que las
mutaciones se acumulen gradualmente a lo largo de las generaciones simuladas. Las
poblaciones de secuencias obtenidas en diferentes etapas del experimento (los
amplicones evolucionados) fueron posteriormente analizadas mediante
secuenciacion de nanoporos (Oxford Nanopore), una tecnologia que permite leer
moléculas completas de ADN e identificar con precision las mutaciones puntuales

ocurridas.
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Cabe sefalar que la presencia o ausencia de mecanismos de correccion de errores
en las ADN polimerasas puede influir tanto en la frecuencia de acumulacion de
mutaciones como en el tipo de variantes que persisten, ya que la actividad de
proofreading podria corregir determinados apareamientos incorrectos de manera
diferencial segln el tipo de mismatch, el contexto de secuencia y las propiedades de
la enzima. En este sentido, el sistema RPA empleado en el presente estudio, basado
en una polimerasa derivada de Bacillus subtilis sin actividad exonucleasa correctora
3’—5’°, permite reducir la influencia de este filtro de correccion y evaluar la
acumulacion mutacional generada durante amplificaciones seriadas in vitro bajo
condiciones mesofilas. En consecuencia, si se observa una tendencia hacia el
incremento del contenido GC en este sistema, ello seria compatible con la hipdtesis
de presion mutacional termodinamica; sin embargo, su interpretacion debe
considerar también los posibles sesgos propios de la polimerasa utilizada y de las
condiciones experimentales. Por el contrario, si tal incremento no se detecta bajo
condiciones de temperatura moderada, ello apoyaria la hipodtesis alternativa de que el
sesgo hacia GC observado previamente en experimentos con Taq podria estar
asociado a propiedades particulares de las condiciones termofilicas en las que opera
esta enzima. En este contexto, el presente estudio evalua experimentalmente dicha
hipotesis mediante un modelo controlado de amplificaciones seriadas en condiciones
mesofilas. De esta manera, se busca determinar si las propiedades termodinamicas
inherentes a la molécula de ADN pueden orientar la direccion de las mutaciones en
ausencia de seleccion natural. Los resultados obtenidos complementaran la evidencia

previa derivada tanto de modelos tedricos como de estudios experimentales.
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1.5 Pregunta de Investigacion

El problema central que aborda esta tesis se origina en una pregunta ain no
resuelta dentro del campo de la evolucion molecular: ;las mutaciones se distribuyen
realmente de manera neutral en términos de su direccion composicional, o existe una
fuerza fisicoquimica inherente al sistema molecular que, independientemente de la
seleccion natural, pueda influir en el tipo de mutaciones que tienden a acumularse a
lo largo del tiempo? La hipotesis de la presion mutacional termodindmica propone
que, aun cuando los apareamientos no canénicos o mismatches ocurren con baja
frecuencia durante la replicacion del ADN, las diferencias en estabilidad energética
entre los estados finales del sistema pueden favorecer la incorporacion y posterior
fijacion de nucleétidos asociados a configuraciones energéticamente mas estables.
En particular, dado que las interacciones que involucran guanina y citosina presentan
mayor estabilidad termodinamica que aquellas asociadas a adenina y timina, el
modelo predice que, en ausencia de presiones selectivas significativas, la
acumulacion neta de mutaciones tenderia a incrementar el contenido de GC en las

secuencias de ADN.

Sin embargo, una critica plausible a esta hipotesis plantea que el sesgo hacia GC
observado en algunos sistemas experimentales podria no reflejar un principio fisico
general, sino mas bien caracteristicas particulares de la enzima replicativa utilizada.
Por ejemplo, una polimerasa procedente de organismos termofilos podria haber
evolucionado para mantener la estabilidad de genomas sometidos a altas
temperaturas, generando asi un sesgo composicional especifico. Con el fin de abordar
esta posible explicacion alternativa, el presente estudio se enfoca en un sistema

experimental mesofilo que evita condiciones térmicas extremas. Para ello se emplea
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un modelo de amplificacion isotérmica seriada mediante RPA a 37 °C, utilizando una
polimerasa derivada de un organismo meso6filo y manteniendo deliberadamente la
ausencia de presiones selectivas externas. Bajo estas condiciones, la trayectoria
mutacional observada reflejard principalmente los sesgos intrinsecos asociados al

proceso de replicacion y a las propiedades fisicoquimicas del sistema molecular.

1.5.1 Pregunta de investigacion principal

En un modelo experimental basado en amplificaciones seriadas por RPA,
realizado bajo condiciones mesofilas (37 °C) y sin presion selectiva externa, jpuede
detectarse un cambio direccional y estadisticamente significativo hacia el aumento
del porcentaje de GC en secuencias derivadas de Escherichia coli, tal como predice

la hipdtesis de la presion mutacional termodinamica?

1.5.2 Preguntas derivadas: operacionales y analiticas

Con el objetivo de hacer empiricamente evaluable la pregunta principal, se

plantean las siguientes interrogantes especificas:

Direccionalidad composicional: ;El porcentaje de GC del amplicon muestra un
incremento consistente conforme aumenta el nimero de generaciones experimentales

(variable independiente), bajo condiciones controladas?

Espectro mutacional: ;El conjunto de sustituciones observadas presenta un
sesgo neto hacia mutaciones que incrementan el contenido de GC (por ejemplo,

A/T—G/C) en comparacion con aquellas que lo reducen (G/C—A/T)?
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Tasa mutacional: ;Cual es la tasa de mutacion observable en cada generacion
del experimento y como se distribuyen dichas mutaciones a lo largo de la region

amplificada?

Generalidad entre secuencias: ;La tendencia composicional detectada (en caso
de existir) se manifiesta de manera similar en diferentes genes de E. coli amplificados
bajo el mismo esquema experimental (por ejemplo, evgd, ygjV y phnH) o depende

principalmente de la composicion inicial de cada secuencia?

Neutralidad funcional aproximada: En un sistema sin presion selectiva
externa, /las mutaciones que alcanzan frecuencias relativamente altas se concentran
preferentemente en posiciones mas tolerantes desde el punto de vista funcional (como
las mutaciones sindnimas) lo que seria consistente con una dinamica evolutiva

dominada por procesos mutacionales mas que adaptativos?
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II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar experimentalmente, mediante amplificacion seriada in vitro por RPA
bajo condiciones mesoéfilas controladas y sin presion selectiva externa, si la
acumulacion de mutaciones se asocia con un incremento neto y estadisticamente

significativo del contenido de GC en el ADN.
2.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos han sido planteados con el fin de cubrir de manera
integral las distintas etapas del proceso experimental (desde el disefio del sistema
hasta el andlisis e interpretacion de los patrones mutacionales observados)

garantizando la trazabilidad del estudio.

2.2.1 Implementar un modelo experimental in vitro bajo condiciones

mesofilas utilizando RPA.

Disefiar un sistema de amplificacion isotérmica seriada a 37 °C en el que cada
reaccion de RPA representa una generacion del proceso simulado. Durante el
experimento se mantendran constantes las condiciones fisicoquimicas del sistema
(incluyendo temperatura, volumen de reacciéon y composicion de los reactivos) y se
evitara la introduccién de presiones selectivas externas, de manera que las
variaciones observadas reflejan principalmente la dindmica mutacional intrinseca al

proceso replicativo.
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2.2.2 Evaluar la consistencia del cambio en el contenido de GC entre

fragmentos génicos con distinta composicion inicial.

Comparar la variacion del contenido de GC en fragmentos génicos de
Escherichia coli amplificados bajo el mismo esquema experimental, con el fin de
determinar si el cambio observado constituye un patrén comin y no un efecto

dependiente de una secuencia particular.

2.2.3 Caracterizar la acumulacion mutacional y el espectro de sustituciones

a lo largo de las generaciones experimentales.

Identificar, mediante secuenciacion de nanoporos de alta cobertura, las
mutaciones presentes en las secuencias obtenidas, estimar su frecuencia y
persistencia entre generaciones, y calcular la tasa mutacional observada. Asimismo,
se distinguiran transiciones y transversiones, evaluando si existe un sesgo consistente

hacia mutaciones que incrementan el contenido de GC.

2.2.4 Evaluar la direccionalidad mutacional hacia el incremento de GC

como prediccion central de la presion mutacional termodinamica.

Analizar el balance entre mutaciones que incrementan el contenido de GC y
aquellas que lo reducen, con el fin de determinar si el patron mutacional observado
concuerda con la prediccion tedrica de que, en ausencia de seleccion, las diferencias

de estabilidad energética favorecen la acumulacion de nucledtidos Gy C.

2.2.5 Cuantificar la trayectoria del porcentaje de GC en funcion del numero

de generaciones.

Calcular el contenido de GC en las poblaciones de secuencias obtenidas en cada

generacion experimental y evaluar su tendencia a lo largo del tiempo mediante
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analisis estadisticos apropiados, como regresiones o pruebas de tendencia. En este
andlisis se considera explicitamente el nimero de generaciones como variable

independiente y el porcentaje de GC como variable dependiente.

III. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis de investigacion: fundamento conceptual

Dentro del marco conceptual de la presion mutacional termodinamica, el proceso
de incorporacion de nucledtidos durante la replicacion del ADN puede interpretarse
como una transicion entre estados caracterizados por diferentes energias. En
consecuencia, los posibles estados finales del sistema no presentan la misma
probabilidad de ocurrencia. En ausencia de presion selectiva, la dinamica del sistema
tenderia a favorecer aquellas configuraciones que poseen mayor estabilidad
energética. Dado que los pares de bases que incluyen guanina y citosina presentan
una mayor estabilidad termodindmica que los pares adenina-timina, el modelo
predice que, cuando se acumulan multiples eventos de replicacion y mutacion, la
composicion nucleotidica tendera progresivamente a enriquecerse en GC. Ademas,
si este sesgo corresponde a una propiedad fisicoquimica general del proceso de
replicacion del ADN (y no unicamente a una adaptacion particular de polimerasas
provenientes de organismos termofilos), entonces deberia ser posible detectarlo
también en condiciones mesoéfilas que emplean enzimas replicativas de origen
mesofilo, como ocurre en el sistema de amplificacion por RPA utilizado en este

estudio.
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3.2 Hipotesis general (H1)

En un modelo de amplificaciones seriadas por RPA realizado bajo condiciones
mesofilas (37 °C) y en ausencia de presion selectiva, la acumulacién de mutaciones
presentard un sesgo direccional hacia la incorporacion/fijacion de nucleétidos Gy C.
Como consecuencia, el porcentaje de GC en fragmentos génicos de Escherichia coli
aumentard de manera estadisticamente significativa a medida que se incrementa el

numero de generaciones experimentales.

3.3 Hipotesis especificas (derivadas y verificables)

3.3.1 Hla - Direccion del espectro mutacional): La frecuencia acumulada de
mutaciones que incrementan el contenido de GC (A/T—G/C) sera superior a la de
aquellas que lo disminuyen (G/C—A/T), generando un balance neto positivo hacia

nucledtidos Gy C.

3.3.2 H1b - Consistencia entre secuencias: La tendencia hacia el aumento del
porcentaje de GC se observard de forma coherente en diferentes genes amplificados
bajo el mismo esquema experimental (por ejemplo, evgd, ygjV y phnH) incluso

cuando dichas secuencias difieran en su composicion inicial o en su contexto local.

3.3.3 Hlc - Compatibilidad con ausencia de seleccion: En ausencia de presion
selectiva externa, las variantes que alcanzan mayores frecuencias tenderan a
localizarse en regiones donde, desde una perspectiva termodindmica, existe una
mayor probabilidad de que ocurran desajustes de apareamiento (mismatches) durante

el proceso de amplificacion.
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3.4 Hipotesis nula (HO0)

En un sistema de evolucion in vitro mesoéfilo basado en amplificacion por RPA 'y
sin presion de seleccion, el contenido de GC no presentara una tendencia direccional
en funcién del numero de generaciones. En estas condiciones, las mutaciones se
acumulardn sin mostrar un sesgo composicional neto hacia G o C (A/T-G/C =
G/C—A/T), y cualquier variacion observada en el porcentaje de GC seré atribuible a

fluctuaciones estocasticas asociadas al muestreo o al propio proceso de replicacion.
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IV. MARCO TEORICO

4.1 Modelo termodinamico basado en la distribucion de Boltzmann para
estimar la probabilidad de ingreso de nucledtidos libres al sitio de replicacion
del ADN

La hipotesis de presion mutacional termodindmica plantea que la probabilidad
de incorporacion de un nucledtido durante la replicacion del ADN puede aproximarse
mediante la distribuciéon de Boltzmann. Para ello, se considera como sistema de
analisis una vecindad local del ADN alrededor del sitio de replicacion, en la cual los
nucledtidos libres disponibles en el medio compiten por ocupar una posicion
especifica de la cadena naciente.

En este planteamiento, el sitio de incorporacidn se representa como una posicion
X. Dicha posicion puede quedar ocupada por adenina, timina, citosina o guanina. Por
tanto, los estados posibles del sistema local pueden representarse como X = 4, X =
T, X=CoX=G (Figura 1).

Cada una de estas posibilidades corresponde a una configuracion distinta de la
vecindad molecular del ADN. Es decir, el sistema no tiene la misma energia si el sitio
X es ocupado por adenina que si es ocupado por guanina, citosina o timina. Por ello,
a cada estado se le asigna una energia configuracional especifica:

Ea = energia de la vecindad cuando X = A
Et=energia de la vecindad cuando X =T
Eg = energia de la vecindad cuando X = G

Ec = energia de la vecindad cuando X =C
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Estas energias representan la estabilidad energética de la vecindad del ADN
después de que un nucledtido especifico ha ingresado al sitio de replicacion.
De acuerdo con la distribucion de Boltzmann, la probabilidad de que un sistema

se encuentre en un estado energético E; se expresa como:
1 _
Peiy=—¢ GKT "donde G=H - TS

1 _
P = = eS/k o HAT

El nimero de configuraciones posibles se relaciona directamente con la entropia

del sistema, segun la relacion estadistica S = k In Qgi), por lo tanto:

1 _
PEi= p Qeeie AT

Esta ecuacion indica que la probabilidad de un estado depende de dos

“HAT " que favorece a los estados

componentes. El primero es el factor exponencial, €
de menor energia. El segundo es i), que representa cuantas configuraciones
posibles puede adoptar el sistema para ese estado energético.

Como primera aproximacion, el nimero de configuraciones accesibles para cada
nucledtido es proporcional a la cantidad de nucledtidos libres disponibles en el
volumen local del sistema. Considerando un volumen V constante para los cuatro
nucledtidos, el nimero de configuraciones accesibles puede expresarse como:

Q(Ea) =a [dATP] V
Q(Eg) =a [dGTP] V
Q(Ec)=a [dCTP] V
Q(Er) =a [dTTP] V
donde [dATP], [dGTP], [dCTP] y [dTTP] representan las concentraciones de los

desoxinucleotidos trifosfato libres, V indica el volumen del sistema local y o es una
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constante de proporcionalidad relacionada con el acomodo molecular del nucledtido
en el sitio X. Al reemplazar estas expresiones en la distribucion de Boltzmann, se
obtiene la probabilidad de ocupacion del sitio X por cada nucledtido:

P(X=A)=(1/Z) a[dATP]V - ¢ HXT

P(X=G)=(1/Z) - o [dGTP]V - e WKT

P(X=C)=(1/Z) a[dCTP] V - ¢ KT

PX=T)=(1/Z) o [dTTP] V - ¢ HAT

Para comparar directamente la probabilidad de ocupaciéon del sitio X entre
distintos nucleotidos, se pueden definir probabilidades relativas tomando como
referencia uno de ellos. Esta normalizacion no modifica la relacion entre los estados,
sino que permite expresar cudntas veces mas o menos probable es la ocupacion del
sitio por un nucledtido respecto al nucleotido elegido como referencia. Supongamos
que, para una configuracion determinada de la vecindad del ADN, se toma como
referencia la ocupacion del sitio X por guanina. En ese caso, las probabilidades

relativas pueden definirse como:

P(X=G) _

P=0=50

1

1y — Ay = P&X=4) _ Ay - (AH)KT
P'(X=A4)= P(X=0) (G) e

PP(X=T)= % = (g) ¢~ (AH)KT

ey — () = P&=0) _ Ly~ (AH)KT
P(X=C)= =) (G) e
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Estas expresiones muestran que la preferencia relativa por un nucledtido
determinado depende de dos factores principales: la disponibilidad relativa del
nucledtido libre en el medio y la diferencia energética entre los estados finales
comparados. Al considerar concentraciones equivalentes para los cuatro nucleétidos,
la comparacion entre estados queda determinada principalmente por el término
energético.

Bajo condiciones de presion y volumen constantes, la variacion del término PV
es nula [A(PV)=0]. Por ello, la expresion de la variacion de la entalpia
AH=AU+A(PV) se reduce a AH=AU. La energia interna U asociada a cada estado
puede descomponerse en una contribucion cinética y una contribucion potencial
dependiente del nucleétido incorporado Un = Ecinética T Epotencial (X=N). Por lo tanto,

AU = AEcinstica + AEpotencial, @ T=cte
AU = AEpotencial

La energia potencial estd determinada por las interacciones locales entre el
nucledtido incorporado y sus vecinos inmediatos en la cadena de ADN, asi como por
las interacciones entre los nucledtidos vecinos entre si. Por ello, al comparar dos
estados que difieren unicamente en la identidad del nucle6tido que ocupa el sitio X,
gran parte de las contribuciones comunes del sistema se cancelan. En consecuencia,
la diferencia energética relevante queda dominada por las interacciones especificas
del nucledtido incorporado con su entorno inmediato (principalmente las energias
por puente de hidrogeno y electrostaticas). Asi, para dos nucledtidos N y M, la

diferencia de energia entre ambos estados puede expresarse como:

Ex—Em = Y. Eint (N=yi) = ¥ Eint (M—yi)
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donde y; representa los nucleotidos que forman parte de la vecindad inmediata
del sitio de incorporacion, y Ein corresponde a la energia de interaccion entre la base
incorporada y el entorno molecular adyacente. Por lo tanto, las diferencias
energéticas relevantes no dependen del sistema completo, sino de las interacciones

locales que cambian al variar la identidad de la base que ocupa el sitio (X).

hebra plantilla

/ADN polimerasa /
/
Ve -
5
| ) —
] ] |
: ! v Direccién de llenado
I ] s
: X ! é—T >
| Ir\\\ =
G -
CE— Al.e* (C | nucléotidos libres para

enlazarse a X.

Figura 1. Modelo termodinamico de la replicacion del ADN. Vr indica la vecindad
de referencia. La diferencia energética entre los estados del sistema se aproxima
adecuadamente al considerar una vecindad de 5 nucledtidos al sitio X. Para

mayores detalles del modelo revisar el Anexo 1.

24



No obstante, es importante precisar el alcance de esta aproximacion: el modelo
considera principalmente términos entdlpicos, como las energias de interaccion
molecular, mientras que los componentes entropicos (por ejemplo, el efecto
hidrofobico) no son incorporados explicitamente. Por ello, aunque el numero de
configuraciones accesibles se aproxima mediante su proporcionalidad con la
concentracion de nucleodtidos trifosfato libres en un volumen determinado, esta
simplificacion representa una primera aproximacion del modelo. Una formulacion
mas rigurosa requeriria estimar con mayor precision los estados accesibles para cada
configuracion o emplear una descripcion basada en la energia libre de Gibbs, en la

que se integren explicitamente las contribuciones entalpicas y entropicas del sistema.

4.2 Amplificacion isotérmica del ADN por recombinasa polimerasa

La amplificacion isotérmica por recombinasa polimerasa (RPA) constituye una
herramienta adecuada para modelar un proceso de replicacion del ADN bajo
condiciones controladas. Esta técnica genera copias de ADN a temperatura constante
utilizando tres proteinas principales (recombinasa UvsX, proteinas de union a ADN
monocatenario SSB y el fragmento grande de la ADN Polimerasa I de Bacillus
subtilis, Bsu). El proceso de RPA comienza cuando la proteina recombinasa uvsX se
une a los cebadores en presencia de ATP y un agente de aglomeracion
(polietilenglicol de alto peso molecular), formando un complejo recombinasa-
cebador. Este complejo encuentra una secuencia homologa en el ADN de doble
cadena y genera una separacion local entre la cadena desplazada que se estabiliza
mediante SSB y la cadena objetivo que se hibrida con el cebador. Finalmente, la

recombinasa se desensambla del complejo y la ADN polimerasa Bsu se une al
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extremo 3'-OH del cebador para la elongacion de la cadena y la formacioén de una
nueva cadena complementaria [14,15]. La repeticion ciclica de este proceso permite

obtener una amplificacion exponencial del gen objetivo (Figura 2).

S = 0 0 ' 0 5
ligonucledtido  muiffem '. ) s
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5 3
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558

= 1 ?
A 3 s-“- 5" Cadena templada
B 5 3’ Cadena templada
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3
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5‘% 3
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ATP
" 3. d
5

— —), e

Figura 2. Proceso de amplificacion de ADN mediante RPA [16].

Este sistema de replicacion permite la sintesis eficiente de multiples copias
de ADN en un intervalo corto de tiempo y sin requerir ciclos térmicos. Cuando la
amplificacion se realiza de manera iterativa, utilizando como molde el producto de
la amplificaciéon previa, se establece un esquema de replicaciones sucesivas que

puede simular un proceso de evolucion molecular. En este modelo, cada generacion

26



corresponde a una ronda de amplificacion. Durante las rondas sucesivas, los errores
inherentes al proceso de replicacion y la incorporacion diferencial de nucledtidos
generan variacion genética en el conjunto de copias de ADN. Dado que el sistema
carece de presiones selectivas, las mutaciones que persisten a lo largo de las
generaciones reflejan principalmente las propiedades fisicoquimicas del proceso de
replicacion, asi como los sesgos intrinsecos asociados a la incorporacion de
nucledtidos.

La caracterizacion de las poblaciones generadas en cada generacion se realiza
mediante secuenciacion, lo que permite identificar y cuantificar las mutaciones
acumuladas a lo largo del proceso. Al reducir la complejidad del sistema biologico y
mantener constantes las condiciones externas, el modelo permite explorar si emergen
patrones direccionales en la acumulacion de mutaciones que puedan atribuirse a

principios termodinamicos fundamentales.
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V. METODOLOGIA

5.1 Disefio de la investigacion

El presente estudio corresponde a una investigacion de tipo experimental basica.
El modelo consiste en amplificaciones seriadas de ADN utilizando la técnica de RPA
bajo condiciones mesofilas y en ausencia de presion selectiva externa. A través de
este sistema se busca explorar los principios termodindmicos que podrian influir en
la generacion y acumulacion de mutaciones durante la replicacion del ADN, asi como
su posible impacto en los patrones mutacionales. El disefio experimental se defini6 a

partir de los siguientes componentes:

e Variable independiente: nimero de generaciones experimentales

e Variable dependiente: porcentaje de contenido GC en las secuencias
analizadas.

o Material genético: se amplificaron tres genes de Escherichia coli: el factor
de transcripcion evgd, la proteina de membrana ygj) y la subunidad de la
liasa carbono-fosforo phnH. Estas secuencias fueron obtenidas a partir de
células NovaBlue (E. coli K-12).

o Estrategia de simulacion: para cada gen se realizaron rondas sucesivas de
amplificacion isotérmica, cada una con una duracioén de 20 minutos a 37 °C.

e Condiciones experimentales: el experimento se desarrolldo sin introducir
presiones selectivas externas. Durante todas las reacciones se mantuvieron
constantes las condiciones fisicoquimicas del sistema, incluyendo
temperatura, volumen de reaccidn y concentraciones de nucledtidos y

enzimas.
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5.2 Seleccion de secuencias de partida y caracterizacion composicional

Para evaluar la direccionalidad mutacional hacia un aumento del contenido de
GC, se seleccionaron tres regiones codificantes de Escherichia coli con longitudes
similares (entre 552 y 615 pb), pero con diferentes proporciones iniciales de GC. Esta
estrategia permitio establecer un gradiente composicional inicial (%GC bajo,
intermedio y alto), adecuado para comparar la magnitud y la tasa de acumulacién
neta de mutaciones que incrementan GC (AT—GC) frente a aquellas que lo reducen
(GC—AT). Las secuencias seleccionadas correspondieron a los genes evgd, ygjV'y
phnH, cuyos contenidos iniciales de GC fueron 40.0%, 49.6% y 60.9%,
respectivamente. Debido a que el experimento se desarrollo bajo condiciones in vitro,
sin influencia de la seleccion natural, estos genes no fueron seleccionados con el

proposito de evaluar su funcion bioldgica ni su historia evolutiva natural.

En todos los casos se trabajo exclusivamente con regiones codificantes dentro
del rango de amplificacion definido, con el fin de evitar que las comparaciones entre
genes estuvieran influenciadas por la presencia de segmentos no codificantes.
Adicionalmente, se verificé que las secuencias seleccionadas no presentaran una
composicion extremadamente sesgada de nucleodtidos, sino que mostraran una
distribucién relativamente homogénea del contenido de GC a lo largo del amplicén.
Este criterio fue considerado importante para reducir la posibilidad de que la sefial
composicional estuviera dominada por segmentos locales atipicos. Para cada gen se
registraron en la Tabla 1 la secuencia inicial (5’—3’), la longitud del fragmento en
pares de bases y su porcentaje inicial de GC. Estos parametros sirvieron como
referencia para el disefio de los cebadores (primers) utilizados en las amplificaciones

posteriores.
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5.3 Diseiio de primers

El diseno de los primers se realizo siguiendo las recomendaciones descritas en la
guia de usuario de los kits TwistAmp® DNA Amplification (TwistDx Inc.,
Cambridge, Reino Unido). En el caso de la amplificacion por recombinasa
polimerasa (RPA), los cebadores suelen ser mas largos que los utilizados en PCR
convencional. Por esta razon, se consideraron primers con longitudes aproximadas
de 30 a 35 nucle6tidos y con un contenido de GC entre 30 % y 70 %. Asimismo, se
evitd la presencia de tramos extensos de guaninas o citosinas consecutivas, ya que
estos pueden favorecer la formacion de estructuras secundarias o promover

hibridaciones inespecificas durante la amplificacion.

A diferencia de la PCR tradicional, la técnica RPA no requiere un control
estricto de la temperatura de fusion (Tm) de los primers. Esto se debe a que los
procesos de hibridacion y elongacion estan mediados por complejos proteicos que
incluyen recombinasas y polimerasas, los cuales permiten la amplificacion sin
necesidad de ciclos térmicos. En consecuencia, el disefio de los primers se enfocd
principalmente en optimizar la estabilidad, especificidad y eficiencia de
amplificacion bajo condiciones isotérmicas cercanas a 37 °C. Otro aspecto
considerado durante el disefio experimental fue la longitud adecuada de los
amplicones para la reaccion de RPA. Ensayos preliminares, asi como reportes
asociados al sistema TwistAmp®, indican que fragmentos mayores a
aproximadamente 500 pb suelen amplificarse con menor eficiencia y
reproducibilidad. Por esta razon, los fragmentos seleccionados se disefiaron dentro
de un rango aproximado de 405—464 pb, manteniendo la condicion de ser fragmentos

codificantes representativos. Ademds, se verifico que los segmentos elegidos
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conservaran aproximadamente el porcentaje de GC presente en las secuencias
originales, evitando que el recorte del fragmento modifique artificialmente la
composicion nucleotidica. Este criterio permitidé que las comparaciones posteriores
de la trayectoria composicional y del cambio en el contenido de GC entre los distintos
genes reflejaran caracteristicas propias de las secuencias analizadas y no efectos

derivados de la seleccion del amplicon (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas composicionales de las secuencias génicas y amplicones

Gen

Longitud del
gen/amplicon

%GC del
gen/amplicon

Secuencia (5°—3°)*

evgA

615/405 pb

40/42.7%

ATGAACGCAATAATTATTGATGACCATCCTCTTGCTATCG
CAGCAATTCGTAATTTATTGATCAAAAACGATATTGAAA
TCTTAGCAGAGTTGACTGAAGGCGGAAGTGCCGTTCAGC
GGGTGGAAACACTTAAGCCTGATATCGTCATCATTGATG
TCGATATCCCCGGAGTTAACGGTATCCAGGTGTTAGAAA
CGCTGAGGAAGCGCCAATATAGCGGAATTATTATTATCG
TCTCCGCTAAAAATGACCATTTTTACGGGAAACATTGTG
CTGATGCTGGCGCTAATGGTTTCGTGAGTAAAAAAGAAG
GCATGAACAATATCATTGCGGCTATTGAAGCTGCAAAAA
ATGGCTACTGCTATTTCCCCTTCTCTCTCAACCGGTTTGT
TGGAAGTTTAACGTCCGACCAGCAAAAACTCGACTCCTT
ATCGAAACAAGAAATTAGTGTCATGCGGTATATTCTTGA
TGGCAAGGATAATAATGACATTGCTGAAAAAATGTTCAT
CAGCAACAAAACTGTCAGCACTTATAAAAGTCGCCTGAT
GGAAAAATTAGAATGTAAATCACTGATGGATCTTTACAC
ATTCGCACAACGTAACAAAATCGGCTAA

ygiv

552/464 pb

49.6/48.7%

ATGACCGCGTATTGGCTGGCCCAGGGCGTGGGTGTCATC
GCCTTTCTGATTGGTATCACAACATTTTTCAATCGTGACG
AACGTCGCTTCAAAAAGCAGCTTTCGGTCTATAGCGCCG
TTATTGGCGTACATTTTTTTCTTCTGGGCACCTATCCCGC
TGGTGCCAGTGCCATCCTTAATGCCATTCGTACATTGATT
ACCTTACGCACGCGCAGCTTATGGGTAATGGCGATTTTT
ATTGTGCTGACTGGCGGAATTGGCCTCGCGAAGTTCCAT
CATCCTGTCGAACTATTGCCGGTTATCGGCACGATTGTCA
GTACCTGGGCGCTATTCTGCTGTAAAGGGCTGACCATGC
GCTGCGTAATGTGGTTTTCAACGTGTTGCTGGGTGATTCA
CAACTTCTGGGCGGGGTCGATAGGCGGCACGATGATTGA
GGGTAGTTTTCTGCTTATGAATGGCCTGAATATCATTCGT
TTCTGGCGGATGCAGAAAAGGGGAATTGATCCGTTTAAA
GTTGAGAAAACCCCTTCCGCCGTAGACGAAAGGGGTTAA

phnH

585/443 pb

60.9/59.8%

ATGACCCTGGAAACCGCTTTTATGCTTCCCGTGCAGGAT
GCCCAGCACAGTTTTCGTCGCCTGTTAAAGGCCATGAGC
GAGCCGGGCGTGATTGTCGCCCTGCATCAGCTCAAACGC
GGCTGGCAACCGCTGAATATCGCCACCACCAGCGTGCTG
CTGACGCTGGCCGATAACGACACGCCGGTGTGGCTTTCT
ACCCCATTAAATAACGATATCGTCAACCAGAGCCTGCGT
TTTCATACCAACGCGCCGCTGGTCAGCCAGCCGGAACAG
GCGACCTTCGCGGTGACGGATGAGGCGATTTCCAGCGAA
CAGCTCAACGCCCTTTCCACCGGCACCGCCGTTGCGCCG
GAAGCGGGTGCGACGCTGATTTTACAGGTCGCCAGCCTG
AGCGGCGGACGCATGTTGCGCCTTACTGGTGCGGGTATT
GCCGAAGAACGAATGATCGCTCCGCAGCTGCCGGAGTG
CATTCTGCACGAACTCACCGAGCGCCCGCATCCGTTCCC
GCTCGGCATCGACCTGATCCTGACCTGTGGCGAGCGCCT
GCTGGCTATTCCGCGAACCACTCATGTGGAGGTGTGCTG
A

* La region sombreada corresponde al amplicon
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La prediccion inicial de los primers se llevo a cabo utilizando la herramienta
bioinformatica Primer-BLAST, priorizando candidatos con alta especificidad para
Escherichia coli y con baja probabilidad de amplificacion inespecifica fuera de la
region objetivo. Posteriormente, las secuencias candidatas fueron analizadas
mediante OligoAnalyzer, con el propdsito de descartar primers con tendencia
elevada a formar dimeros, estructuras tipo horquilla (hairpins) u otras
configuraciones secundarias que pudieran afectar la eficiencia de la reaccion.
Finalmente, los primers seleccionados fueron sintetizados por la empresa Macrogen,

y sus caracteristicas se presentan en las Tablas 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los primers disefiados para los experimentos RPA

Gen Primers %GC

evgd | F: 5-CAAAAACGATATTGAAATCTTAGCAGAGTTGAC-3' |  F:33.33
R: 5-AGAATATACCGCATGACACTAATTTCTTGTTTC-3' |  R:33.33

vejV F: 5-ATTGGTATCACAACATTTTTCAATCGTGAC-3' F:33.33
R: 5“TTAAACGGATCAATTCCCCTTTTCTGCATC-3' R: 40.00
phnH F: 5'-ATGACCCTGGAAACCGCTTTTATGCTTCCC-3' F:50.00
R: 5'-ATTCGTTCTTCGGCAATACCCGCACCAGTAA-3' R: 48.39

5.4 Extraccion de ADN

El ADN genomico fue aislado a partir de células competentes NovaBlue
(Escherichia coli K-12) utilizando el kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (Zymo

Research Inc., California, EE.UU.), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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De manera resumida, la muestra celular se transfirio al tubo de lisis ZR
BashingBead™, al cual se afiadieron 750 pL de solucion de lisis. Posteriormente, la
mezcla se centrifugd a 10 000 x g durante 1 minuto. El sobrenadante obtenido se
traslado al filtro Zymo-Spin™ III-F, contenido en un tubo colector, y se centrifugo
nuevamente a 8 000 x g por 1 minuto. El filtrado resultante se mezclo con 1200 puL
del buffer de unién de ADN y se transfirié a una columna Zymo-Spin™ IICR
colocada en un tubo de recoleccion. Después de centrifugar a 10 000 x g durante 1
minuto, el filtrado fue descartado. A continuacion, se anadieron 400 pL del buffer de
lavado 1, seguido de centrifugacion y eliminaciéon del liquido filtrado.
Posteriormente, se aplicaron 700 pL del buffer de lavado 2, repitiendo el mismo
procedimiento de centrifugacion y descarte del filtrado. Se realizdé un lavado
adicional agregando 200 pL del buffer de lavado 2, seguido de centrifugacion bajo
las mismas condiciones (10 000 x g durante 1 minuto). Para la elucion del ADN, se
afiadieron 100 pL de agua libre de nucleasas directamente sobre la columna. Tras una
incubacion de 10 minutos, la muestra fue centrifugada nuevamente a 10 000 x g
durante 1 minuto. Con el fin de mejorar la pureza del ADN obtenido, el eluido fue
transferido a un filtro Zymo-Spin™ III-HRC previamente preparado y centrifugado
a 16 000 x g durante 3 minutos. EIl ADN recuperado mediante este procedimiento se

considerd adecuado para los ensayos posteriores.

5.5 Amplificacion con recombinasa polimerasa (RPA)

Las amplificaciones se realizaron utilizando el protocolo correspondiente al kit
TwistAmp™ Basic. Inicialmente, la mezcla de reaccion para RPA se prepar6 en un
tubo de 1.5 mL, siguiendo las proporciones indicadas en la Tabla 3. El volumen total

de reaccion (42.5 plL) se afadid posteriormente al tubo que contenia el pellet
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liofilizado del kit. La mezcla fue homogeneizada mediante pipeteo repetido y
posteriormente centrifugada por breves segundos. Luego, se agregaron 1 uL. de ADN
templado y 2.5 pL de acetato de magnesio (MgOAc, 280 mM). Previa
estandarizacion de la temperatura de incubacion, se seleccion6 37°C como condicion
para los ensayos posteriores. La reaccion final, con un volumen total de 50 pL, se

incubo a esta temperatura durante 20 minutos.

Tabla 3. Mezcla inicial de RPA

Mix RPA Cantidades
Primer forward (10uM) 2.4 uL
Primer reverse (10uM) 24 L
Buffer de rehidratacion 29.5 uL

H>O 12.2 uL
Total 42.5 uL

La verificacion de la amplificacion se realizé mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2 %, aplicando un voltaje de 80 V durante 50 minutos.

5.6 Purificacion de los productos de amplificacion

Los productos obtenidos tras la reaccion de RPA se purificaron utilizando el kit
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit. Luego de la electroforesis, el fragmento de ADN
correspondiente se extrajo del gel de agarosa con un bisturi estéril y se colocod en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. El fragmento de gel fue pesado y se afadi6 el
buffer de disolucion de agarosa en un volumen equivalente a tres veces el volumen
del gel. Posteriormente, la mezcla se incub6 a 55 °C durante 10 minutos para permitir
la completa disolucion de la matriz de agarosa. La solucion resultante se transfirio a

una columna Zymo-Spin™ ubicada en un tubo colector y se centrifugé a 10 000 x g
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durante 1 minuto. El filtrado fue descartado y se afiadieron 200 pL del buffer de
lavado, seguido de centrifugacién bajo las mismas condiciones. Finalmente, se
afiadieron 20 pL del buffer de elucion, la columna se colocé en un tubo limpio de 1.5
mL y se centrifugd nuevamente a 10 000 x g durante 1 minuto para recuperar el ADN
purificado. La concentracion del ADN eluido fue determinada utilizando un
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, EE.UU.). Tras cada etapa
de purificacion se obtuvieron alicuotas destinadas tanto al secuenciamiento como a

las rondas posteriores de amplificacion por RPA.

Como alternativa de purificacion, también se utilizé un sistema basado en perlas
magnéticas (Agencourt AMPure XP), que permite la seleccion de fragmentos de
ADN de aproximadamente 200 pb o mayores. Para este procedimiento se anadieron
0.3 puL de perlas por cada 1 pL de muestra, mezclando la solucion mediante pipeteo.
La mezcla se incubd durante 5 minutos en un agitador Hula a temperatura ambiente
para optimizar la recuperacion del ADN. Posteriormente, el tubo se colocd en una
placa magnética durante 5 minutos para separar las perlas de la solucion. El
sobrenadante fue retirado y se realizaron dos lavados con etanol al 70 %, cada uno
con incubacion de 30 segundos. Luego de eliminar el etanol, las perlas se dejaron
secar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN se eluyo
afiadiendo 20 pL de buffer de elucion, seguido de incubacion a 37 °C durante 5
minutos. Tras una nueva separacion magnética, el sobrenadante que contenia el ADN
purificado se transfirid a un tubo limpio para continuar con las amplificaciones

posteriores.

36



5.7 Analisis mutacional

El analisis de las mutaciones acumuladas en los productos de amplificacion se
realizd mediante secuenciacion con tecnologia Nanopore, utilizando el dispositivo
PromethION 2 Solo (Oxford Nanopore Technologies Ltd., Cambridge, Reino
Unido), en combinacion con quimica V14 y celdas de flujo R10.4.1. Este sistema
esta optimizado para alcanzar una precision modal de lectura cruda Q20+,
equivalente a una exactitud superior al 99% por lectura individual. Esta precision fue
considerada en el andlisis de variantes, debido a que los errores residuales de

secuenciamiento pueden influir en la deteccion de mutaciones de baja frecuencia.

La tecnologia Nanopore se basa en el paso de moléculas individuales de ADN a
través de nanoporos incrustados en una membrana polimérica conductora. Al
aplicarse un voltaje constante en una solucidn electrolitica, las moléculas de ADN,
cargadas negativamente, atraviesan el nanoporo desde el compartimento cis hacia el
trans, generando cambios caracteristicos en la corriente i6nica. Estas variaciones son
interpretadas mediante algoritmos computacionales de basecalling, 1o que permite
determinar la secuencia de nucleétidos en tiempo real [16]. Este enfoque proporciona
la informacion necesaria para identificar variantes nucleotidicas y analizar los

cambios en la composicion de GC a lo largo de las generaciones experimentales.

5.7.1 Preparacion de librerias

Una vez purificados los amplicones, se procedio a la preparacion de las librerias
de secuenciacion para adaptar las moléculas de ADN al sistema Nanopore. Para ello
se empled el Native Barcoding Kit 96 V14 SQK-NBD114.96 (Oxford Nanopore

Technologies Ltd., Cambridge, Reino Unido), el cual permite la incorporacién de

37



codigos de barras unicos para la secuenciacion simultdnea de multiples muestras

[17].

El procedimiento tuvo una duracion aproximada de 140 minutos. Las muestras
se ajustaron inicialmente a una concentracion de 5 ng/pulL en un volumen de 14 pL.
Debido a que los fragmentos analizados correspondian a amplicones especificos, no
fue necesario realizar un proceso previo de fragmentacion del ADN. El protocolo
incluy¢ la preparacion de extremos y la adicion de adeninas (dA-tailing) mediante el
reactivo NEBNext® Ultra™ II End Repair/dA-Tailing, seguida de la ligacién de
adaptadores con codigos de barras unicos que contienen colas dT. Posteriormente,
las muestras barcodificadas fueron agrupadas y se incorpord el adaptador de
secuenciacion correspondiente. Finalmente, la libreria preparada se almaceno en

tubos Eppendorf a 4 °C hasta su carga en la plataforma de secuenciacion.

5.7.2 Secuenciacion

Previo al inicio de la corrida de secuenciacion, las celdas de flujo fueron cebadas
utilizando una mezcla compuesta por 1170 pL de Flow Cell Flush (FCF) y 30 uL de
Flow Cell Tether (FCT). Posteriormente, la libreria preparada se cargd en la celda de
flujo utilizando una mezcla de 100 pL de Sequencing Buffer (SB), 68 pL de Library
Beads (LIB) y 32 uL de libreria de ADN. Una vez preparada la celda de flujo, la
secuenciacion fue iniciada mediante el software MinKNOW, que controla el
funcionamiento del dispositivo, la adquisicion de datos y el proceso de llamada de
bases (basecalling) en tiempo real. Para lograr el objetivo de identificar mutaciones
y distinguir claramente entre diferentes fragmentos de ADN se empled una

profundidad de secuenciacion aproximada de 100,000% [18].
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5.7.3 Analisis bioinformatico

El proceso de basecalling de las lecturas generadas durante el secuenciamiento
se realiz6 utilizando el software Dorado v1.2.0 (github.com/nanoporetech/dorado).
Posteriormente, las lecturas obtenidas fueron sometidas a un proceso de
demultiplexacion, asi como a la eliminacion de barcodes y adaptadores, empleando
el modulo demux del mismo entorno de analisis. Con el objetivo de evaluar el
rendimiento global del experimento de secuenciacion y definir criterios apropiados
para el filtrado de las lecturas, se examind la calidad de los reads demultiplexados

mediante NanoPlot v1.46.2 (https://github.com/wdecoster/NanoPlot) [19]. Este

analisis permitio caracterizar pardmetros como la longitud de lectura, la distribucién
de calidades y otras métricas relevantes para el control de calidad de los datos.
Posteriormente, los archivos FASTQ correspondientes a cada generacion
experimental fueron alineados contra la secuencia de referencia de Escherichia coli
K-12 [20] utilizando el programa Minimap2 v2.30

(https://github.com/lh3/minimap2) [21]. Para los andlisis posteriores se conservaron

unicamente alineamientos primarios de alta confianza, correspondientes a lecturas
con MAPQ > 20 (probabilidad de error de alineamiento < 1%) y cuyo alineamiento

cubria entre 250 y 500 pb con respecto a la secuencia de referencia.

Para caracterizar la composicion nucleotidica por posicion y detectar
sustituciones puntuales, los archivos de cada generacion se procesaron mediante un
flujo basado en samtools mpileup. Se obtuvieron conteos de nucledtidos (calidad de
base > 20) de los alineamientos forward y reverse para calcular la profundidad total
(DP) y las frecuencias de A, C, G y T por orientacion. A partir de estos datos se

identificé el alelo alternativo dominante (ALT) en cada posicion como la base
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distinta a la referencia con mayor niumero de observaciones. Para reducir ruido y
errores sistematicos, se aplicaron filtros de profundidad minima (DP > 50,000),
frecuencia alélica minima (AF > 0.0005) y balance por hebra, exigiendo que el alelo
alternativo presente soporte en ambas orientaciones (como minimo el 20% de los
conteos debe provenir de la hebra minoritaria). Con el fin de identificar mutaciones
con dindmica compatible con sefial bioldgica a lo largo de generaciones seriadas, se
realizo un andlisis temporal sobre el conjunto de variantes candidatas. La seleccion
final se baso en filtros simultaneos de persistencia (sin ausencias desde su aparicion),
crecimiento neto (AAF > 0.0003) y estabilidad temporal (fraccion de caidas sucesivas
< 0.2). Las variantes que cumplieron estos criterios se emplearon para evaluar la

direccionalidad mutacional hacia GC.

Para sustentar el umbral minimo de frecuencia alélica empleado en la seleccion
de variantes candidatas, se estim¢ el ruido basal empirico por tipo de sustitucion a
partir de los alelos alternativos no candidatos presentes en los datos procesados. Por
ejemplo, para estimar el ruido basal de A—G, se incluyeron las posiciones con A
como base de referencia y se contabilizaron las lecturas que presentaban G como
base alternativa, excluyendo previamente las variantes candidatas identificadas por
posicion y sustitucion exacta. La probabilidad basal empirica (ruido) se calculd como
po= XALT; / £DP;, donde ZALT; corresponde a la suma de lecturas con la base
alternativa no candidata y £DP; a la suma de las profundidades de las posiciones
evaluadas para ese mismo cambio. Asi, si para A—G se observaran 50 lecturas
alternativas no candidatas sobre una profundidad acumulada de 165 000 lecturas, el
ruido basal seria 50/165 000 = 0.000303. Este valor corresponde principalmente a

errores propios del secuenciamiento Nanopore, originados durante la generacion de
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la senal eléctrica o el basecalling. La comparacion de las variantes candidatas frente
a este fondo permiti6 sustentar el umbral AF > 0.0005, aplicado junto con criterios
de profundidad minima, soporte por ambas hebras, persistencia temporal y

crecimiento neto de la frecuencia alélica.

Para evaluar el balance neto entre mutaciones cada sustitucion se categorizo
segun su efecto en GC asignando AGC = +1 para transiciones AT—-GC, AGC = —1
para GC—AT y AGC = 0 para cambios neutrales. Para cada generacion se calcularon
(1) la suma de frecuencias alélicas de mutaciones que favorecen GC
(ZAF _{AT—GC}), (i1) la suma de frecuencias de mutaciones que favorecen AT
(ZAF _{GC—AT}) y (iii) un indice de sesgo neto definido como X(AGC-AF). Este
indice permite determinar si el balance de mutaciones acumuladas se orienta hacia el
aumento de GC, en concordancia con la prediccion tedrica bajo ausencia de

seleccion.

El contenido GC por generacion se estimo a partir de la secuencia de referencia
y de las frecuencias alélicas de mutaciones persistentes detectadas en cada poblacion.
Primero, se calcul6 el contenido inicial de GC (GCO0) del amplicén, definido como la
fraccion de bases G y C respecto a la longitud total (L) de la secuencia.
Posteriormente, el balance neto de mutaciones ponderado, expresado como
Ng=>(AF-AGC), se incorpord a la composicion inicial mediante GCpred = GCo +
Ng/L. El valor resultante se expres6 como porcentaje (%GC) para cada generacion y
se utiliz6 en los andlisis posteriores de tendencia temporal. La tendencia de %GC se
evalué mediante correlacion de Spearman y regresion ponderada por minimos
cuadrados (WLS), considerando la generacion como variable independiente y el

%GC como variable dependiente, con ponderacion basada en la profundidad total.
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5.8 Analisis de suficiencia del numero de generaciones

Con el fin de evaluar si el nimero de generaciones experimentales fue suficiente
para permitir la deteccion de mutaciones, se incorporé un analisis de suficiencia
basado en la tasa efectiva de error de la polimerasa Bsu. Dado que cada generacion
experimental corresponde a una reaccion completa de RPA, el nimero acumulado de

oportunidades efectivas de copia se estimd como:
Ceum = Cefectivo X G

donde Cefectivo representa el nimero aproximado de eventos efectivos de copia
por reaccion de RPA y G el nimero de generaciones evaluadas. Estudios previos han
demostrado que la RPA puede producir amplificacion exponencial a temperatura
constante y alcanzar limites de deteccion comparables a la PCR en tiempo real en
aproximadamente 20 min [22]. Por ello, se empled Cefectivo = 20 como aproximacion

operativa.
La frecuencia alélica esperada por sitio se estimé mediante:
AFesperada ~ux Ceum

donde p corresponde a la tasa efectiva de error por base incorporada. Se empled
4#=1x107° como un valor aproximado para representar la tasa de error de la polimerasa
Bsu en el modelo, basado en el orden de magnitud reportado para polimerasas de la
familia A y considerando la ausencia de actividad correctora 3'—5' [23]. Con este
enfoque se evaluo si las variantes esperadas podrian superar el umbral minimo de
frecuencia alélica utilizado en el analisis bioinformatico. Por ejemplo, para evgA,

considerando siete generaciones y Cefectivo = 20, se obtiene Ceum = 20 x 7 = 140. Por
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lo tanto, la frecuencia esperada por sitio seria: AFesperada = 107> x 140 = 0.0014. Este
valor supera el umbral minimo aplicado de (AF > 0.0005). Con una profundidad
minima de 50,000 lecturas, dicho umbral equivale a 25 lecturas alternativas, mientras
que el valor esperado corresponde aproximadamente a 70 lecturas alternativas. Por
tanto, este analisis permite sustentar que el numero de generaciones evaluadas fue
suficiente para detectar variantes persistentes, siempre que estas superaran ademas
los criterios de profundidad, balance por hebra, persistencia, crecimiento neto y

estabilidad temporal.

La metodologia se organizd en tres etapas principales: disefio experimental,
amplificacion seriada por RPA y secuenciacion/analisis bioinformatico, como se

resume en la Figura 3.
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VI. RESULTADOS O ARGUMENTACION TEORICA
6.1 Implementacion del modelo experimental basado en amplificaciones

seriadas de fragmentos génicos de E. coli

El ADN gendmico extraido de Escherichia coli K-12 Novablue presentd
adecuada integridad y pureza para su empleo en procesos de amplificacion
isotérmica. Se obtuvo una concentracion de 282.7 ng/ulL, con relaciones de
absorbancia A260/280 = 1.88, compatible con ausencia de contaminacion proteica,

y A260/230 = 1.99, indicativa de minima interferencia por compuestos organicos.

Antes de iniciar las amplificaciones seriadas, se optimiz6 la reaccion de RPA
evaluando distintas temperaturas dentro del rango de 25 °C a 42 °C. Esta etapa
permitid identificar la temperatura mas adecuada para obtener un producto especifico
del fragmento objetivo, evidenciado por una banda definida y con baja presencia de
productos secundarios o smearing. A 30 °C no se detecté una banda visible en la
region esperada, mientras que a 42 °C se observo una mayor tendencia a la aparicion
de productos inespecificos. En contraste, a 37 °C se obtuvo una banda definida,
compatible con el tamafio esperado del amplicon. Por esta razon, dicha temperatura
fue seleccionada como condicion estdndar para las amplificaciones seriadas

posteriores (Figura 4).
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Marcador
100pb 30°C 37 °C 42 °C

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados (gen pnhH)
mediante RPA bajo diferentes temperaturas de reaccion dentro del rango de 25 °C
a 42 °C. La seleccion de la temperatura optima se realizo considerando la presencia
de una banda compatible con el tamaiio esperado del amplicon, la intensidad de la
senial y la menor formacion de productos inespecificos o smearing. La condicion de
37 °C mostro el mejor balance entre eficiencia y especificidad, por lo que fue

empleada como temperatura estandar en las amplificaciones seriadas posteriores.

A partir del material genético extraido y bajo la condicion optimizada de 37 °C,
se realizaron amplificaciones sucesivas del gen evg4 mediante RPA, obteniéndose
un total de siete generaciones experimentales (G1-G7). La integridad de estos
productos se evalué6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. En cada
generacion se identificé una banda tnica y bien definida de aproximadamente 405
pares de bases que corresponde al tamafio teorico del amplicon (Figura 5). Sin

embargo, a partir de la octava ronda (G8) no fue posible continuar la serie
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generacional, debido a que los productos amplificados no presentaron una banda

especifica, sino un smearing difuso.

Marcador Muestra
100 pb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de la generacion 3 del gen evgA.
A la izquierda se muestra el marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific), y a la derecha la muestra amplificada, donde se
observa una banda principal de aproximadamente 405 pb, concordante con el
tamario teorico del amplicon. El ADN presento una concentracion de 35 ng/ul, con

relaciones de absorbancia A260/280 = 1.95 y A260/230 = 0.60.

Con el objetivo de mejorar la pureza de los amplicones y reducir la presencia de
productos inespecificos, en los genes ygjV y phnH se incorporé6 un paso de
purificacion mediante beads magnéticos. Este procedimiento permitié remover
primers libres, fragmentos cortos amplificados, nucledtidos residuales y proteinas,
ademas de facilitar una seleccion controlada de fragmentos por tamafio. En el caso
del gen ygjV, las rondas sucesivas de amplificacion mediante RPA permitieron
obtener un total de diez generaciones, en las cuales se observaron bandas Unicas y
nitidas correspondientes al amplicon esperado de aproximadamente 464 pb. No

obstante, a partir de la generacion 11 se evidencio la aparicion predominante de
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bandas inespecificas y zonas de smearing difuso (Figura 6). A pesar de este cambio
en el patron electroforético, la serie se prolongd hasta la generacion 30, con el
proposito de disponer de un mayor numero de generaciones para el andlisis de

acumulacion de mutaciones.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos de
amplificacion del gen ygjV. A) En la generacion 7 se observa una banda especifica
que corresponde al amplicon de 464 pb (flecha). La muestra presento una
concentracion de 90 ng/ul y relaciones de absorbancia A260/280 = 2.0 y A260/230
= 1.8, compatibles con una adecuada calidad del ADN. B) En la generacion 11 se
observa la dispersion del material amplificado y la presencia de un patron de

smearing (flecha).

En el gen phnH, se observé un patrén similar, ya que a partir de la generacioén 7
se registrd la aparicion de smearing difuso en los geles de electroforesis (Figura 7).
No obstante, el proceso continu6 hasta la generacion 25, con la finalidad de contar
con un nimero suficiente de generaciones para la evaluacion de la composicion

nucleotidica. De manera general, en los tres genes analizados (evgA4, ygjV'y phnH) se



observd una pérdida progresiva de bandas especificas después de varias generaciones

sucesivas.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % del gen phnH. A) Generacion
4, en la que se observa una banda especifica de aproximadamente 443 pb (flecha),
que concuerda con el tamainio teorico del amplicon. La muestra presento una
concentracion de 34 ng/ul, con relaciones de absorbancia A260/280 = 2.3 y
A260/230 = 2.0, indicativas de alta pureza. B) Generacion 7, donde se evidencia

aparicion de smearing (flecha) y pérdida de banda especifica.

6.2 Secuenciacion por Oxford Nanopore: rendimiento, cobertura y calidad

de lecturas

6.2.1. Gen evgA

El andlisis de calidad de las lecturas obtenidas mediante secuenciacion
Nanopore para las generaciones G1 a G7 se realizo a partir de los reportes generados
con NanoPlot (Tabla 4). En las generaciones iniciales (G1-G5), las distribuciones de

longitud mostraron valores similares, con medianas entre 403 - 404 pb y N50 de 405
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pb, lo cual indica que la mayoria de las lecturas corresponden a amplicones
completos y de tamaio cercano al esperado. En contraste, en las generaciones G6 y
G7 se registro una disminucion de la longitud mediana y del N50, que evidencia una
mayor dispersion en los tamafios de lectura. Este cambio concuerda con el patron
observado en los geles de electroforesis, donde se aprecia una pérdida progresiva de
especificidad. La calidad media (Q) se mantuvo dentro de un rango estrecho (19.6—
20.8) a lo largo de todas las generaciones, con porcentajes de bases Q>20 superiores
al 69%. Por tanto, pese al incremento de la variabilidad en longitud en las
generaciones tardias, las lecturas conservaron una calidad adecuada para el analisis

de mutaciones puntuales y composicion nucleotidica.

El alineamiento de las lecturas de cada generacion contra la secuencia de
referencia indica que en las generaciones iniciales (G1-G5) predominaron
alineamientos primarios de alta confianza (Tabla 5), lo que concuerda con la
homogeneidad observada en las distribuciones de longitud. No obstante, a partir de
G6 se evidencid una disminucion en la eficiencia de mapeo, coincidente con el

incremento en la heterogeneidad de los productos amplificados.
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Tabla 4. Métricas de calidad de las lecturas del gen evgA

Numero | Bases Longitud [Longitud| N50 Calidad | Q>20
Genera- de totales | media (pb) | mediana | (pb) |media (Q)| (%)
cion lecturas (Mb) (pb)
1 5219440 | 1810.87 346.9 403 405 20.8 77.3
2 7108974 | 2546.63 358.2 404 405 20.6 75.2
3 5449466 | 1926.28 353.5 404 405 20.8 77.3
4 5643635 |2023.19 358.5 404 405 20.6 75.7
5 4506265 | 1586.05 352.0 403 405 20.8 77.2
6 4803616 | 1430.1 297.7 310 365 20.0 72.4
7 3051136 | 1230.39 403.3 399 442 19.6 69.1
Tabla 5. Métricas de alineamiento del gen evgA
Lecturas | Lecturas Secunda- | Suplemen- No Lecturas
Genera- | totales | mapeadas | Primarios rios tarios mapeados | mapeadas
cion (%)
1 5442463 | 5020120 | 4813503 76 206541 422343 92.24
2 7277257 | 7146604 | 6992323 88 154193 130653 98.20
3 5562135 | 5295385 | 5192326 365 102694 266750 95.20
4 5752378 | 5487061 | 5393654 325 93082 265317 95.39
5 4599912 | 3898961 | 3821027 317 77617 700951 84.76
6 4893249 | 1919038 | 1863603 229 55206 2974211 39.22
7 3089506 | 385324 374620 133 10571 2704182 12.47
6.2.2. Gen ygjV

Las métricas de calidad de lectura (Tabla 6) evidencian que en las

generaciones 1niciales (G1-G7) las distribuciones de longitud son altamente

homogéneas, con medianas cercanas al tamafio tedrico del amplicon (463—465 pb),

valores estables de N50 y calidades medias proximas a Q20, con méas del 70% de las

bases presentando Q>20. Sin embargo, a partir de la generacion G8, tanto la longitud
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mediana como el N50 disminuyeron de forma gradual, conforme aument6 la
dispersion en los tamafos de lectura. De manera similar, la calidad media descendid
hacia valores cercanos a Q18, y el porcentaje de bases con Q>20 se estabilizo en
torno al 50-56%, reflejando un deterioro progresivo de la calidad global de las

lecturas.

Este comportamiento también se vio reflejado en las métricas de alineamiento
(Tabla 7). En G1-G7, mas del 95% de las lecturas se alinearon de forma primaria
contra la secuencia de referencia. A partir de G8, la fraccion de lecturas mapeadas
disminuy6 de manera sostenida. En las generaciones finales (G13-G30), la
proporcion de lecturas alineadas no superd el 10%, predominando las lecturas no
mapeadas. Estos resultados indican que la poblacion de moléculas amplificadas se

diversifica estructuralmente conforme aumenta el numero de rondas de replicacion.
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Tabla 6. Métricas de calidad de las lecturas del gen ygjV

Genera- | Ntimero de Bases Longitud | Longitud N50 Calidad | Q=20
cion lecturas totales media mediana (pb) media (Q)| (%)
(Mb) (pb) (pb)
1 2372013 1024.49 431.9 463 464 19.8 73.8
2 1574452 684.63 434.8 463 464 19.6 72.9
3 1241905 529.89 426.7 463 464 19.8 73.1
4 2201090 921.07 418.5 462 463 19.5 70.9
5 1145318 491.85 429.4 463 464 19.5 72.2
6 1500575 658.15 438.6 464 465 19.6 71.8
7 1128844 498.88 441.9 465 466 194 70.9
8 946319 394.66 417.0 465 487 19.3 68.1
9 1173973 443.52 377.8 337 464 18.9 63.5
10 1026005 379.48 369.9 337 389 18.6 59.9
11 1729506 630.72 364.7 339 366 18.2 55.6
12 1138364 405.84 356.5 341 365 18.2 54.1
13 1827490 642.65 351.7 350 365 18.1 51.9
14 875587 299.24 341.8 338 362 18.2 523
15 1446539 473.62 327.4 336 352 18.1 51.7
16 1147387 374.35 326.3 336 353 18.1 51.3
17 932406 288.62 309.5 331 348 18.1 52.9
18 1333483 414.87 311.1 331 344 18.1 52.0
19 1514500 484.63 320.0 333 348 18.0 52.0
20 1599631 484.63 303.6 318 337 18.2 52.9
21 1696706 493.70 291.0 293 334 18.2 53.8
22 1406405 385.14 273.8 266 304 18.2 54.5
23 1909861 523.40 274.0 266 309 18.4 55.8
24 1481745 406.20 274.1 264 311 18.3 54.8
25 1241070 343.29 276.6 274 313 18.3 55.7
26 1623215 483.56 297.9 293 327 18.5 56.1
27 2321525 633.89 273.0 266 303 18.4 56.6
28 1363730 400.91 294.0 278 325 18.5 56.9
29 1273572 395.33 310.4 304 348 18.5 56.6
30 1238596 75.48 316.4 303 353 18.5 56.2
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Tabla 7. Métricas de alineamiento del gen ygjV

Lecturas | Lecturas | Primarios | Secunda- | Suplemen- No Lecturas
Genera- | totales | mapeadas rios tarios mapeados | mapeadas
cion (%)
1 2387872 2379243 2366127 10 13106 8629 99.64
2 1582744 1575198 1569614 4 5580 7546 99.52
3 1255554 1235593 1225094 8 10491 19961 98.41
4 2232669 2029100 2000844 33 28223 203569 90.88
5 1162201 1129620 1116341 20 13259 32581 97.20
6 1521970 1461723 1444604 21 17098 60247 96.04
7 1154147 1101287 1080371 87 20829 52860 95.42
8 966520 755439 739611 104 15724 211081 78.16
9 1190315 617522 605176 74 12272 572793 51.88
10 1036775 394360 387144 53 7163 642415 38.04
11 1744344 396654 387460 104 9090 1347690 22.74
12 1144852 130622 127506 56 3060 1014230 11.41
13 1833927 92471 90053 83 2335 1741456 5.04
14 878229 22429 21901 27 501 855800 2.55
15 1449512 25561 25252 12 297 1423951 1.76
16 1150177 21862 21683 4 175 1128315 1.90
17 934760 12172 12107 1 64 922588 1.30
18 1335894 10397 10353 2 42 1325497 0.78
19 1517815 7514 7464 2 48 1510301 0.50
20 1602357 6989 6953 0 36 1595368 0.44
21 1700675 58696 57582 2 1112 1641979 3.45
22 1408851 10823 10713 1 109 1398028 0.77
23 1913547 6964 6888 4 72 1906583 0.36
24 1484603 9443 9121 0 322 1475160 0.64
25 1243278 3121 3103 0 18 1240157 0.25
26 1626684 1622 1604 0 18 1625062 0.10
27 2325618 893 872 1 20 2324725 0.04
28 1367452 561 546 0 15 1366891 0.04
29 1276981 1099 1089 0 10 1275882 0.09
30 1210897 680 660 0 20 1210217 0.06
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6.2.3. Gen phnH

Las métricas de calidad (Tabla 8) indican que en las generaciones iniciales
(G1-G5) las distribuciones de longitud son homogéneas, con valores de mediana
cercanos al tamafio teérico del amplicon (443 pb) y N50 comprendidos entre 443 y
444 pb. Asimismo, las calidades medias se mantuvieron préximas a Q20, con
porcentajes de bases Q>20 superiores al 62%, lo que es compatible con una
amplificacion eficiente durante las primeras rondas de replicacion in vitro. A partir
de la generacion G6, se observo una disminucion progresiva tanto de la longitud
mediana como del N50, acompanada de un aumento en la dispersion de tamanos de
lectura. De forma similar, la calidad media descendié gradualmente hasta valores

cercanos a Q18, y el porcentaje de bases Q>20 se situ6 alrededor del 50%.

El alineamiento de las lecturas contra la secuencia de referencia (Tabla 9)
evidencid una alta proporcion de alineamientos primarios en las primeras
generaciones (G1-G3), seguida de una disminucidn progresiva en la eficiencia de
mapeo en generaciones posteriores. La reduccion simultanea de la calidad de lectura
y de la proporcion de alineamientos primarios es consistente con el incremento de

productos de amplificacion heterogéneos en rondas sucesivas de RPA.
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Tabla 8. Métricas de calidad de las lecturas del gen phnH

Nimero | Bases | Longitud | Longitud| N50 Calidad | Q=20
Genera- |de lecturas | totales | media (pb) | mediana | (pb) [media (Q)| (%)
cion (Mb) (pb)
1 1520694 | 652.31 429.0 443 443 20.1 76.7
2 1604463 | 683.25 425.8 443 443 20.0 76.8
3 1078082 | 410.86 381.1 442 443 19.8 73.8
4 805086 | 314.86 391.1 441 444 19.3 68.7
5 972633 | 369.97 380.4 425 444 18.8 62.2
6 847021 | 294.14 347.3 324 435 18.3 55.5
7 850880 | 287.68 338.1 311 400 18.2 53.0
8 928395 | 329.27 354.7 328 410 18.1 51.2
9 816092 | 281.36 344.8 315 402 18.0 50.3
10 874131 | 274.74 3143 282 378 18.0 50.6
11 1233871 | 400.27 324.4 290 376 17.9 48.7
12 687062 | 224.76 327.1 290 379 18.0 514
13 489966 | 194.23 396.4 366 455 17.9 48.3
14 736838 | 246.40 334.4 299 394 17.9 49.2
15 302558 99.05 327.4 292 382 17.7 47.9
16 990606 | 334.71 337.9 309 396 17.8 48.7
17 819306 | 268.50 327.7 290 381 18.0 51.3
18 646043 | 221.70 343.2 323 412 17.9 49.9
19 950081 | 274.00 288.4 261 335 18.3 54.3
20 055439 | 334.43 350.0 327 408 18.1 52.0
21 814,871 | 292.78 359.3 341 424 18.2 53.9
22 970788 | 340.92 351.2 330 411 18.4 54.7
23 1160778 | 408.69 352.1 335 418 18.5 56.2
24 988366 | 343.06 347.1 332 416 18.4 55.5
25 1093330 | 332.01 303.7 278 353 18.6 57.6
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Tabla 9. Métricas de alineamiento del gen phnH

Genera- | Lecturas | Lecturas |Primarios| Secunda- |Suplemen- No Lecturas
cion totales | mapeadas rios tarios mapeados | mapeadas
(%)
1 1547149 | 1540640 | 1516394 22 24224 6509 99.58
2 1628327 | 1602892 | 1582414 42 20436 25435 98.44
3 1099874 | 912108 893107 36 18965 187766 82.93
4 846087 | 607284 577041 34 30209 238803 71.78
5 1015815 | 485340 460470 42 24828 530475 47.78
6 875925 183484 172294 22 11168 692441 20.95
7 872144 70243 66150 13 4080 801901 8.05
8 952650 25152 23547 7 1598 927498 2.64
9 838005 4220 3897 8 315 833785 0.50
10 893038 543 512 1 30 892495 0.06
11 1260797 287 263 1 23 1260510 0.02
12 702255 142 125 1 16 702113 0.02
13 510085 112 109 0 3 509973 0.02
14 755467 165 150 1 14 755302 0.02
15 309684 87 84 0 3 309597 0.03
16 1012401 436 412 0 24 1011965 0.04
17 836914 191 185 1 5 836723 0.02
18 660287 256 203 0 53 660031 0.04
19 965517 178 164 0 14 965339 0.02
20 979363 189 180 1 8 979174 0.02
21 834723 185 165 1 19 834538 0.02
22 993819 130 122 0 8 993689 0.01
23 1187505 145 140 0 5 1187360 0.01
24 1007867 109 106 0 3 1007758 0.01
25 1110121 124 100 0 24 1109997 0.01
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6.3 Identificacion de mutaciones acumuladas: frecuencia alélica,

persistencia y dinamica temporal

Los valores de ruido basal empirico variaron segun el tipo de sustitucion,
evidenciando que el error técnico no fue homogéneo entre cambios nucleotidicos
(Tabla 10). Las probabilidades basales mas elevadas correspondieron a A—G
(3.91x10% y T—C (3.84x10™%), mientras que los valores més bajos se observaron
para A—C (2.90x107°) y T—G (4.00x107°). En todos los casos, los valores
estimados de ruido basal p0 por tipo de sustitucion fueron inferiores al umbral
minimo de frecuencia alélica utilizado para la seleccion de variantes candidatas (AF

>5.0x107%).

Tabla 10. Ruido basal empirico por tipo de sustitucion

Sustitucion Po ruido basal
A—C 2.90 x 1073
A—-G 391 x 10
A—-T 6.46 x 10°
C—A 1.34 x10*
C—-G 1.10 x 10
C-T 298 x 10
G—A 3.05x10*
G—-C 8.32x10°
G-T 1.42 x 10
T—A 2.88x 10
T—C 3.84x 10
T—-G 4.00 x 1073
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6.3.1. Gen evgA

Se identificaron 26 mutaciones clasificadas como Senales Bioldgicas, las
cuales mostraron frecuencias alélicas bajas y persistentes a lo largo de generaciones
consecutivas (Tabla 11). La distribucion temporal mostré que una fraccidon
importante de mutaciones emergi6 tempranamente: 5/26 variantes fueron detectadas
desde la G1, manteniéndose sin ausencias hasta la G7. De forma similar, 8/26
mutaciones aparecieron a partir de la G2, 8/26 desde la G3, mientras que un nimero

menor surgid en etapas tardias (2/26 desde la G4 y 3/26 desde la G5).

En cuanto al tipo de sustitucion, el conjunto de variantes persistentes se
caracterizo por un predominio marcado de mutaciones que incrementan el contenido
GC. Del total de sefales identificadas, 23/26 (88.5%) corresponden a cambios
clasificados como AT—GC, principalmente transiciones T—C (15 mutaciones) y
A—G (8 mutaciones). En contraste, se detectaron Unicamente 2/26 (7.7%)
mutaciones en direccion opuesta (GC—AT), correspondientes a las sustituciones 190
C-T y 396 G—A. Adicionalmente, se registro 1/26 (3.8%) mutacion neutral

respecto al contenido GC (34 T—A).

En términos cuantitativos, las frecuencias iniciales de las mutaciones
persistentes se ubicaron entre 5.0x10~* y 1.62x1073, mientras que las frecuencias
finales oscilaron entre 8.44x10™* y 8.20x1073. Dentro del conjunto AT—GC, se
observo que varias sustituciones presentaron incrementos netos cercanos o superiores
a 5x107*, destacandose entre ellas las mutaciones 277 T—C (AAF = 0.000705), 176
T—C (AAF =0.000652), 154 T—C (AAF =0.000625), 258 A—G (AAF =0.000580)

y 314 T-C (AAF = 0.000583). De forma complementaria, otras mutaciones
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AT—GC exhibieron incrementos mas moderados, pero persistentes, como 70 T—C,

211 T—C, 76 T->Cy 304 T—C, con AAF en torno a 3x10™* —4x10

También se observaron sefiales con incrementos relativamente mas altos. En
particular, la sustitucion 34 T—A destaco como la variante con mayor expansion
dentro del intervalo evaluado (AF inicio = 0.00162; AF final = 0.00820; AAF =
0.00658). Asimismo, dentro de las mutaciones direccionalmente relevantes para el
sesgo composicional, se identificaron incrementos notables en 190 C—T (AAF =
0.00163) y 396 G—A (AAF =0.00094), ambas clasificadas como eventos GC—AT.
Estos datos constituyen la base para los andlisis posteriores de sesgo composicional

y tendencia del contenido GC por generacion.
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Tabla 11. Mutaciones persistentes detectadas en evgA

Mutacién | Gen | Gen Direcciéon
inicio | final AF inicio AF final AAF GC

190 C—T 1 7 0.0006247998 | 0.0022568698 0.00163207 GC—AT
176 T—-C 1 7 0.0010823139 | 0.0017346005 | 0.0006522866 AT-GC
154 T—-C 1 7 0.0008294652 | 0.0014543273 | 0.0006248621 AT—-GC
214 T-C 1 7 0.0005685109 | 0.0011191879 | 0.0005506770 AT—-GC
63 A—G 1 7 0.0005474259 | 0.0010829927 [ 0.0005355668 AT-GC
277 T-C 2 7 0.0006000991 | 0.0013052953 [ 0.0007051962 AT-GC
314 T-C 2 7 0.0006152629 | 0.0011984496 | 0.0005831867 AT—-GC
150 A—>G 2 7 0.0005639967 | 0.0010898008 | 0.0005258041 AT—-GC
311 T-C 2 7 0.0005726975 | 0.0010718840 [ 0.0004991865 AT-GC
299 T—-C 2 7 0.0007845217 | 0.0012194624 | 0.0004349407 AT-GC
211 T-C 2 7 0.0005603586 | 0.0009423156 | 0.0003819570 AT—-GC
70 T—C 2 7 0.0005646492 | 0.0009422171 | 0.0003775679 AT—-GC
304 T-C 2 7 0.0006351357 | 0.0009526905 | 0.0003175548 AT—GC
258 A—G 3 7 0.0005649186 | 0.0011450781 | 0.0005801595 AT—GC
204 A—G 3 7 0.0005444855 | 0.0011037771 | 0.0005592916 AT—-GC
297 A—G 3 7 0.0005381688 | 0.0010609712 | 0.0005228024 AT—-GC
245 A—G 3 7 0.0005506197 | 0.0010713146 | 0.0005206949 AT—GC
87 T-C 3 7 0.0005281543 | 0.0010218454 | 0.0004936911 AT—-GC
51 T-C 3 7 0.0005401347 | 0.0010325784 | 0.0004924437 AT—GC
76 T—C 3 7 0.0005599791 | 0.0009414285 | 0.0003814494 AT—GC
316 T-C 3 7 0.0006844820 | 0.0010314632 | 0.0003469812 AT—GC
34 T-A 4 7 0.0016206376 | 0.0082042367 | 0.0065835991 Neutral
279 A—G 4 7 0.0005039734 [ 0.0008548658 | 0.0003508924 AT—GC
396 G—A 5 7 0.0007470000 | 0.0016820090 [ 0.0009350090 GC—AT
194 T-C 5 7 0.0006001124 [ 0.0009874382 | 0.0003873258 AT—GC
184 A—>G 5 7 0.0005337416 | 0.0008443600 | 0.0003106184 AT—GC
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6.3.2. Gen ygjV

La identificacion de variantes puntuales a partir de conteos por posicion se
realizo para las primeras 11 generaciones (Tabla 12). En este intervalo, 8 mutaciones
se clasificaron como Sefiales Biologicas ya que cumplen los criterios simultaneos de
persistencia, crecimiento neto y estabilidad dinamica. Estas variantes presentaron
frecuencias alélicas bajas, con valores iniciales comprendidos entre 5.0x107™* y
8.0x10™, y frecuencias finales entre 8.3x10™* y 1.68x107%, lo que evidencia
incrementos netos medibles a lo largo de generaciones consecutivas. La distribucion
temporal mostrd que 2 mutaciones se detectaron desde la generacion 1 (268 A—Gy
75 T—C), mientras que 3 mutaciones emergieron en la generacion 3 (390 T—C, 177
A—Gy 210 T—C). Adicionalmente, se identificaron sefiales tardias, con aparicion
en generaciones posteriores (170 T—C en generacion 5; 284 T—C en generacion §;
y 17 T—C en generacion 9), las cuales se mantuvieron hasta la generacion final del

intervalo.

El conjunto de mutaciones persistentes estuvo compuesto exclusivamente por
eventos AT—GC (8/8; 100%), incluyendo 6 transiciones T—C y 2 transiciones
A—QG. Por lo tanto, no se registraron mutaciones persistentes en direccion GC—AT
ni cambios neutrales respecto al contenido GC dentro del intervalo analizado. El
analisis de crecimiento evidencid que la mutacion 268 A—G presentd el mayor
incremento neto de frecuencia alélica (AAF = 0.000871), alcanzando la frecuencia
final mas alta del conjunto (AF final = 0.001676). En contraste, las sefiales de
aparicion tardia mostraron incrementos mas moderados, como 17 T—C (AAF =

0.000302) y 170 T—C (AAF = 0.000320), lo cual es coherente con el menor nimero
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de generaciones disponibles para su acumulacion desde el momento de aparicion.

Estos resultados muestran que el gen ygjl” acumula un conjunto limitado de

mutaciones persistentes, compuesto exclusivamente por sustituciones AT—GC.

Tabla 12. Mutaciones persistentes detectadas en el gen ygjV

Mutacion Gen Gen Direccion
inicio final AF inicio AF final AAF GC
268 A—G 1 11 0.0008046726 | 0.0016759464 | 0.0008712738 | AT—GC
75 T—C 1 11 0.0005517898 | 0.0010806438 | 0.0005288540 | AT—GC
390 T—C 3 11 0.0005183303 | 0.0010842481 | 0.0005659178 | AT—GC
177 A—G 3 11 0.0005549971 | 0.0010916075 | 0.0005366104 | AT—GC
210 T—C 3 11 0.0005188157 | 0.0009190179 | 0.0004002022 | AT—GC
170 T—C 5 11 0.0005055884 | 0.0008257736 | 0.0003201852 | AT—GC
284 T—C 8 11 0.0005042048 | 0.0009177192 | 0.0004135144 | AT—GC
17 T—-C 9 11 0.0005822200 | 0.0008845000 | 0.0003022800 | AT—GC
6.3.3. Gen phnH

La busqueda de mutaciones acumuladas se enfocd en el intervalo
generacional 1-6, debido a que en este rango el niimero de lecturas primarias
alineadas que cumplian los filtros de calidad se mantuvo por encima de 100000 reads.
En total se identificaron 4 Sefiales Bioldgicas (Tabla 13). Dos de estas variantes se
detectaron desde la G1 (244 A—G y 237 T—C), mientras que las otras aparecieron
en generaciones posteriores (328 T—C en la G2 y 192 T—C en la G3),
manteniéndose todas hasta la generacion G6. En términos cuantitativos, las

frecuencias iniciales se ubicaron entre 5.8x10* y 1.09%1073, mientras que las
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frecuencias finales oscilaron entre 8.9%x10* y 1.54x1073, evidenciando incrementos

netos comprendidos entre 3.1x10*y 6.2x107*.

En cuanto al tipo de sustitucion, el conjunto completo de sefiales persistentes
corresponde a cambios AT—GC (4/4; 100%), incluyendo tres transiciones T—C y
una transicion A—G. No se detectaron mutaciones persistentes clasificadas como
GC—AT ni cambios neutrales respecto al contenido GC dentro del intervalo
analizado. Entre las sefales identificadas, la sustitucion 244 A—G present6 el mayor
incremento neto de frecuencia alélica (AAF = 0.000616), seguida por 237 T—C
(AAF = 0.000578). Los resultados indican que el gen phnH exhibe un patrén

restringido de mutaciones persistentes orientadas hacia el aumento de bases G/C.

Tabla 13. Mutaciones persistentes detectadas en el gen phnH

Mutacion Gen Gen Direccion
inicio | final AF inicio AF final AAF GC
244 A—G 1 6 0.0009153625 | 0.0015308749 | 0.0006155124 | AT—-GC
237 T—C 1 6 0.0005809526 | 0.0011590426 | 0.0005780900 | AT—GC
328 T—C 2 6 0.0010867962 | 0.0015378880 | 0.0004510918 | AT—GC
192 T—C 3 6 0.0005785597 | 0.0008909757 | 0.0003124160 | AT—GC
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6.4 Balance neto de mutaciones y evaluacion de direccionalidad mutacional

Al comparar los tres genes analizados, se observd un patréon consistente de
direccionalidad mutacional hacia el incremento del contenido GC, aunque con
magnitudes y dinamicas temporales diferenciadas entre fragmentos. En los tres casos,
la suma de frecuencias alélicas asociada a mutaciones que favorecen GC (XAF
{AT—GC}) predomindé ampliamente sobre la contribucion de eventos GC—AT
(ZAF {GC—AT}), lo que resultd en valores positivos del indice neto Z(AGC-AF) a

lo largo de los intervalos evaluados.

El gen evgAd present6 el mayor sesgo neto acumulado, con un incremento
final—inicial de 0.01887, evidenciando una acumulacion progresiva de sustituciones
AT—GC durante el periodo de andlisis (Figura 8). En contraste, ygj}/ mostrd un
sesgo positivo mas moderado (0.007123), aunque con una trayectoria temporal
sostenida y sin aportes apreciables de mutaciones GC—AT, lo que sugiere una
direccionalidad composicional estable, pero de menor intensidad relativa (Figura 9).
Finalmente, el gen phnH exhibid el sesgo neto mas bajo (0.003622), en concordancia
con su menor nimero de generaciones evaluables y su conjunto més limitado de
mutaciones persistentes (Figura 10). Aun asi, la sefial se mantuvo consistentemente
positiva y dominada por sustituciones AT—GC, indicando que incluso en un
fragmento con menor acumulacion detectable, el balance mutacional conserva la

misma orientacion.

En conjunto, los tres genes analizados presentaron un balance neto positivo
hacia GC, lo que respalda la existencia de una direccionalidad mutacional consistente

con la prediccion central de la presion mutacional termodindmica. Las diferencias
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cuantitativas observadas entre evgA, ygjV'y phnH pueden atribuirse a caracteristicas
intrinsecas de cada fragmento amplificado, tales como la composicion nucleotidica
y el contexto de secuencia. Estos factores influyen tanto en la probabilidad de
aparicion de determinados tipos de sustituciéon como en la dindmica de acumulacion

de variantes a lo largo de las generaciones evaluadas.

Sesgo GC vs AT en mutaciones persistentes

0.025 4 Cambio neto (final-inicial) = 0.01887
< 0.020 -
5
E 0.015 A =8~ IAF (AT-GC)
u IAF (GC—AT)
g =@= Neto S{AGC-AF)
£ 0.010
_g
@
£
3
Y 0.005 -
0.000 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Generacion

Figura 8. Sesgo GC vs AT en mutaciones persistentes del gen evgA (G1-G7).
En el intervalo evaluado, XAF {AT—GC} mostro un incremento sostenido desde
aproximadamente 3.0x1073 en GI hasta 2.5x1072 en G7, mientras que
2AF {GC—AT} se mantuvo considerablemente menor, aumentando de ~5*x10~* a
~4.0x1073. Como resultado, el indice neto 2(AGC-AF) permanecio positivo en todas
las generaciones y se incremento de ~2.5%1073 en G1 a ~2.1x1072 en G7, con un

cambio neto final—inicial de 0.01887.
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Sesgo GC vs AT en mutaciones persistentes
Cambio neto (final-inicial) = 0.007123

0.006 A

@ ZAF (AT-GC)
ZAF (GC-AT)

Suma de frecuencias alélicas (ZAF)
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Figura 9. Sesgo GC vs AT en mutaciones persistentes del gen ygjV (G1-G11).
El balance mutacional estuvo dominado por sustituciones AT—GC durante todo el
intervalo analizado. La suma de frecuencias alélicas asociada a este tipo de cambios
aumento desde aproximadamente 1.4%x1073 en G1 hasta cerca de 8.5%107 en G11.
Por el contrario, no se detecto un aporte relevante de mutaciones GC—AT, cuya
suma en cero en todas las generaciones. En consecuencia, el indice neto 2(AGC-AF)
fue consistentemente positivo y registro un incremento acumulado de 0.007123 entre

la primera y la ultima generacion.

67



Sesgo GC vs AT en mutaciones persistentes

Cambio neto (final-inicial) = 0.003622
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ZAF (AT-GC)
ZAF (GC—AT)
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Figura 10. Sesgo GC vs AT en mutaciones persistentes del gen phnH (G1-G6). La
sefial acumulada estuvo dominada por sustituciones AT—GC, cuya suma de
frecuencias alélicas aumento desde aproximadamente 1.5x107 en la G hasta
alrededor de 5.1%107 en la G6. En cambio, las mutaciones GC—AT se mantuvieron
en cero durante todo el intervalo. Por lo tanto, el indice neto 2(AGC-AF) permanecio

positivo y registro un incremento acumulado de 0.003622 entre la generacion inicial

y final.
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6.5 Trayectoria del contenido GC a lo largo de generaciones

En el intervalo evaluado del gen evgd (G1-G7), el porcentaje de GC (%GC)
mostré un incremento progresivo a lo largo de las generaciones (Figura 11). El
analisis de tendencia confirm6 esta dindmica mediante una correlacion de
Spearman perfecta (p = 1.000), indicando una relacion monotonica estrictamente
positiva entre el nimero de generacion (variable independiente) y el %GC (variable
dependiente). Asimismo, la regresion ponderada por minimos cuadrados (WLS)
mostrd una pendiente positiva de 0.00064 %GC por generacion, con un intervalo
de confianza al 95% entre 0.00038 y 0.00091, y un ajuste elevado (R ponderado =

0.890). Esta tendencia resulto estadisticamente significativa (p = 0.00143).

Contenido de GC vs generacion

42.723 1 Pendiente = 0.00064 %GC/gen
1C95% = [0.00038, 0.00091]
R?(w) = 0.890
42.722 1 p = 0.00143 i
Spearman p = 1.000 -
42.721 4 e o
o --- (©)
42.720 o__---
”
Q -
O 42.719 ,.-Q"
xR -
-
-
427184 _ - @)
42.717 A
(0]
42.716 - IC95%
= = Regresion
42.715 A @ %GC
1 2 3 4 5 6 7
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Figura 11. Contenido GC (%GC) a lo largo de generaciones en el gen evgA
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En el gen ygjV, el porcentaje de GC (%GC) estimado por generacion mostrd
una tendencia ascendente sostenida a lo largo del intervalo evaluado (G1-G11). La
relacién entre el nimero de generacion y el %GC fue estrictamente positiva,
evidenciada por una correlacion de Spearman p = 1.000, lo que indica un
incremento monotonico del contenido GC conforme avanzan las rondas de
replicacion (Figura 12). Este comportamiento fue corroborado mediante regresion
ponderada por minimos cuadrados (WLS), la cual arroj6 una pendiente de 0.00014
%GC por generacion, con un 1C95% = [0.00012, 0.00016]. EI ajuste del modelo
fue alto (R? ponderado = 0.959) y la tendencia resulté altamente significativa (p =

1.49%1077).

Contenido de GC vs generacion

Pendiente = 0.00014 %GC/gen
1C95% = [0.00012, 0.00016]
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Figura 12. Contenido GC (%GC) a lo largo de generaciones en el gen ygjV
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Para phnH, el contenido de GC estimado por generacion evidencié un
aumento leve pero consistente dentro del intervalo analizado (G1-G6). Los valores
de %GC se mantuvieron dentro de un rango estrecho, pero con una progresion
general ascendente, reflejada en una correlacion de Spearman positiva y alta (p =
0.943), lo cual indica que el %GC tiende a incrementarse conforme avanza el
numero de generaciones (Figura 13). La regresion ponderada (WLS) confirm6 una
pendiente positiva de 0.00014 %GC por generacion, con un intervalo de confianza
del 95% [0.00006, 0.00021]. El modelo explico una fraccion importante de la
variabilidad observada (R? ponderado = 0.872) y la tendencia fue estadisticamente

significativa (p = 0.00642).

Contenido de GC vs generacion

Pendiente = 0.00014 %GC/gen
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Figura 13. Contenido GC (%GC) a lo largo de generaciones en el gen phnH
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6.6 Distribucion de mutaciones segun posicion

La distribucion por posicion codonica para el gen evgd mostré un patrén
altamente estructurado. La tercera base del codon concentré 11/26 variantes
(42.3%), y todas fueron sinénimas (11/11), es decir, sin cambio en el aminoacido
codificado. En contraste, las mutaciones ubicadas en la segunda base corresponden
a 9/26 eventos (34.6%) y fueron exclusivamente missense (9/9), mientras que las
de la primera base representaron 6/26 (23.1%), también todas missense (6/6). Es
decir, las sustituciones sinonimas se concentraron en la tercera posicion codonica,
mientras que los cambios en las primeras posiciones del coddén se asociaron a

modificaciones aminoacidicas (Tabla 14).

Tabla 14. Mutaciones en evgA agrupadas por posicion

Posicion Total | Sinénimas | Missense | AT->GC | GC—AT | Neutrales
1% base 6 0 6 5 1 0
2% base 9 0 9 8 1 0
3% base 11 11 0 10 0 1
Total 26 11 15 23 2 1

Las mutaciones identificadas en el gen ygjl se distribuyeron en las tres
posiciones del codon. En la tercera base se registraron 4/8 mutaciones (50%) y todas
fueron sindénimas (4/4; 100%), consistentes con cambios en la posicion mas
tolerante del codigo genético. En contraste, las mutaciones localizadas en la primera
y segunda posicion (1 y 3 mutaciones, respectivamente) fueron exclusivamente
missense (100%), reflejando que las sustituciones en posiciones menos permisivas

tendieron a asociarse con cambios aminoacidicos (Tabla 15).
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Tabla 15. Mutaciones en ygjV agrupadas por posicion

Posicion Total | Sinonimas | Missense | AT>GC | GC—A | Neutrales
T
1 base 1 0 1 1 0 0
2% base 3 0 3 3 0 0
3% base 4 4 0 4 0 0
Total 8 4 4 8 0 0

En el gen phnH, las mutaciones se distribuyeron entre la primera y la tercera

posicion. En la tercera base codonica se observaron 2 mutaciones sinonimas

(100%), coherentes con cambios en una posicion mas degenerada. En contraste, las

2 mutaciones localizadas en la primera base fueron de tipo missense (100%),

generando sustituciones aminoacidicas. No se detectaron variantes persistentes en

la segunda posicion cododnica (Tabla 16).

Tabla 16. Mutaciones en phnH agrupadas por posicion

Posicion Total | Sinénimas | Missense | AT>GC | GC—AT | Neutrales
1% base 2 0 2 2 0 0
2% base 0 0 0 0 0 0
3% base 2 2 0 2 0 0
Total 4 2 2 4 0 0

La coexistencia de mutaciones sindnimas y no sindnimas sugiere que el sistema

experimental permitio la aparicion de sustituciones con potencial efecto funcional

que no dependen de presiones selectivas. Ademads, la persistencia de multiples

mutaciones que incrementan el contenido de bases GC en las tres posiciones del

codon, pero primordialmente en la tercera posicion del coddn, respaldan la
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influencia de la presion mutacional termodinamica en la preferencia del uso de

codones.

6.7 Contexto local de secuencia asociado a mutaciones

Con el fin de explorar si las mutaciones persistentes identificadas se asocian a
un entorno de secuencia particular, se reconstruy6 el contexto local de cada
sustitucion clasificada como Sefial Bioldgica. Para ello, se extrajo desde la
secuencia de referencia un motivo de 5 nucle6tidos (+2 bases respecto a la posicion
mutada), permitiendo evaluar la composicion inmediata alrededor del sitio de
sustitucion. Posteriormente, se construyo6 un sequence logo para las mutaciones con
sustituciones AT—GC (incremento de GC). En este tipo de representacion, el eje
X indica la posicion relativa respecto a la mutacion (0 corresponde a la base
mutada), mientras que el eje Y representa la frecuencia relativa de cada nucledtido
observado en esa posicion dentro del conjunto de mutaciones. La altura de cada
letra (A, C, G o T) es proporcional a su frecuencia, y las letras se apilan de manera

que la suma total en cada posicion corresponde a 1 (100%).

En evgA, se observo que el conjunto de mutaciones persistentes que favorecen
GC (AT—GC) se encuentra mayoritariamente inmerso en un entorno local
enriquecido en A/T, particularmente en las posiciones flanqueantes (-2, —1, +1,
+2). En el logo generado para esta clase (n=23), las bases A y T dominan de forma
consistente las posiciones laterales, indicando que las sustituciones AT—GC
tienden a emerger y mantenerse en regiones localmente ricas en AT. En la posicion
central (0), la base predominante corresponde principalmente a T, lo cual es

consistente con la alta frecuencia de sustituciones tipo T—C (Figura 14A).
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El conjunto de mutaciones persistentes AT—GC en ygjl fue de tamafio
moderado (n=8), y el patrén observado sugiere un contexto local menos uniforme.
El analisis global de las posiciones laterales indica que la frecuencia de bases A/T
tiende a ser mayor que la de bases G/C en el entorno inmediato del sitio mutado.
Este comportamiento sugiere que las sustituciones AT—GC ocurren
mayoritariamente dentro de segmentos donde el contexto local mantiene

predominio AT, aunque con variabilidad dependiente de la posicion (Figura 14B).

En phnH (n=4) el sequence logo de mutaciones persistentes sugiere que las
sustituciones AT—GC detectadas se ubican en entornos donde la frecuencia de
bases A/T tiende a ser mayor que la de bases G/C (Figura 14C). Incluso en un gen
con menor numero de eventos persistentes, la direccionalidad hacia GC se
manifiesta principalmente en regiones donde existen sitios AT disponibles para
conversion. Este patron sugiere que el sesgo mutacional hacia GC observado en los

tres genes se produce principalmente en regiones localmente ricas en AT.
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Figura 14. Sequence logos (£2 bp, 5-mer) de mutaciones persistentes
AT—GC en (A) evgd (n=23), (B) ygjV (n=8) y (C) phnH (n=4). La linea
discontinua indica el sitio mutado (posicion 0) y la altura de cada base representa

su frecuencia relativa.
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6.8 Analisis comparativo de tendencias del %GC por gen

Para evaluar la trayectoria del contenido de GC entre los genes analizados,
se estimaron pendientes de %GC por generacion mediante un enfoque de regresion
ponderada (WLS), utilizando como pesos la cobertura total. Este procedimiento
permitid reducir la influencia de puntos con menor soporte de lectura, aumentando
la robustez de la estimacion de tendencia. Dado que el nimero de generaciones
disponibles no fue homogéneo entre genes y que los pesos podian diferir
sustancialmente, los pesos fueron normalizados dentro de cada gen, garantizando
que cada serie contribuyera de forma comparable al modelo global. Posteriormente,
se aplicod un procedimiento de bootstrap (n = 20 000 remuestreos) para obtener
intervalos de confianza al 95% tanto para las pendientes individuales como para las

diferencias entre pendientes.

La trayectoria de evg4 present6 la pendiente mas alta, con un incremento
estimado de 0.645x10- unidades de %GC por generacion, y un intervalo de
confianza al 95% positivo (IC95%: 0.442x10-3 a 0.995x10-3). En contraste, ygjV'y
phnH mostraron pendientes considerablemente menores y de magnitud muy similar
(0.138x1073; 0.137x107%), con intervalos de confianza positivos en ambos casos

(IC95%: 0.1118x107° a 0.1569x103; IC95%: 0.0771x107> a 0.2227x107%).

El andlisis de comparaciones (Tabla 17) confirmo que la pendiente de evgA
es significativamente mayor que la de ygjV (A=0.610x10-3; p=4.06x10%) y phnH
(A=0.601x1073; p=8.81x10°). En cambio, no se detectaron diferencias
significativas entre las pendientes de ygjV y phnH (A=—8.94x107¢; p=0.992),

sugiriendo que ambos fragmentos presentan tasas de cambio composicional
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comparables. Aunque el sesgo mutacional AT—GC se observa en los tres genes,
evgA presenta una pendiente significativamente mayor porque contiene una mayor
disponibilidad y concentracion local de sitios A/T susceptibles de conversion, lo
que incrementa la tasa efectiva de acumulacion neta de GC. Este patréon es
consistente con la idea de que la presion mutacional termodinamica puede
expresarse con distinta intensidad segun el contexto de secuencia, disponibilidad de

sitios mutables y composicion inicial.

Tabla 17. Comparacion de pendientes ponderadas entre genes

Contraste Diferencia de 1C95% (limite 1C95% (limite p-value
pendientes inferior) superior)

evgd—ygiV | 0.5066x107 0.2995%1073 0.8602x1073 0.0003

evgd— phnH | 0.5072x107 0.2815x107 0.8647x107 0.0003

vgjV— phnH 6.73x1077 —8.73x107 6.30x10°° 0.9527
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VIL. DISCUSION

7.1 Sesgo mutacional observado y coherencia con la hipotesis

Los resultados obtenidos en este estudio aportan evidencia compatible con la
hipdtesis de la presion mutacional termodindmica. En el modelo experimental de
amplificacion seriada mediante RPA, realizado bajo condiciones mesoéfilas (37 °C)
y en ausencia de presion selectiva, se detectd un patron direccional de acumulacion
mutacional que condujo a un incremento progresivo del contenido de GC a lo largo
de las generaciones experimentales. Todas las secuencias analizadas mostraron
aumentos estadisticamente significativos en el porcentaje de guanina y citosina
conforme avanzaba el proceso evolutivo simulado. De hecho, los analisis de
regresion indicaron tendencias lineales positivas en el %GC por generacion, con
pendientes significativamente diferentes de cero. Aunque el cambio observado por
cada ronda de replicacion es relativamente pequefio, su consistencia y significancia
estadistica sugieren que no corresponde a fluctuaciones aleatorias, sino a la
manifestacion de un sesgo sistematico en la incorporacion o fijacion de mutaciones.
Resulta particularmente relevante que el incremento se haya observado en los tres
genes analizados, aun cuando presentan distintos contextos de secuencia y
composicion inicial. Asimismo, las diferencias en la magnitud de las pendientes
indican que el sesgo AT—GC no se expresa con la misma intensidad en todos los
fragmentos. En particular, evgA4, al presentar menor contenido inicial de GC, tendria
una mayor disponibilidad relativa de sitios A/T susceptibles de conversion hacia
G/C, lo que explicaria su mayor tasa de acumulacion neta de GC. En conjunto, la
direccidon concordante del cambio y la variacion de su magnitud segun el contexto

de secuencia respaldan la interpretacion de que el sistema de replicacion isotérmica
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en condiciones mesofilas favorece una acumulacion no aleatoria de cambios
nucleotidicos. En términos generales, incluso bajo temperaturas moderadas, la
evolucion neutra del ADN evidencié una tendencia hacia configuraciones que
aumentan la estabilidad de la doble hélice, lo cual coincide con las predicciones del
modelo de presion mutacional termodinamica.

Un aspecto adicional que respalda esta interpretacion es que la mayor parte de
las mutaciones detectadas contribuyd directamente al aumento del contenido de
GC. Las sustituciones persistentes observadas con baja frecuencia corresponden
principalmente a cambios como A—G o T—C, asi como a otras sustituciones que
incrementan la proporcion relativa de nucledtidos G o C en la secuencia. Este patron
direccional coincidio con el analisis composicional global que evidencio6 el aumento
del %GC vy dificilmente puede explicarse como resultado de errores aislados de
replicacion. El hecho de que ciertas mutaciones se hayan mantenido y acumulado
a lo largo de multiples generaciones indica que no se trata simplemente de errores
transitorios de la polimerasa, sino de un proceso mutacional con una direccion
definida. Desde una perspectiva poblacional, puede interpretarse que las variantes
con mayor contenido de GC aumentaron gradualmente su frecuencia dentro de la
poblacion de moléculas de ADN amplificadas durante cada ronda experimental.
Dado que el sistema utilizado elimina la influencia de la seleccion natural (todas las
moléculas replican por igual independientemente de su secuencia), la ventaja
relativa de estas variantes solo puede explicarse por factores fisicoquimicos. En
particular, las mutaciones que incrementan la estabilidad de apareamiento en la
doble hélice (pares G=C) parecen presentar una mayor probabilidad de fijacion que

aquellas que la reducen. En consecuencia, los resultados experimentales
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concuerdan con el modelo tedrico segln el cual la estabilidad termodinamica del
ADN puede generar un sesgo mutacional hacia nucle6tidos GC a lo largo del tiempo
evolutivo. En términos practicos, esto implica que la composicién nucleotidica de
un gen puede modificarse gradualmente siguiendo principios termodinamicos
asociados al proceso de replicacion, incluso en ausencia de presiones adaptativas
externas.

Otro resultado particularmente relevante es que la mayoria de las mutaciones
identificadas correspondieron a cambios sinénimos localizados en la tercera
posicion del codon. Dado que el sistema experimental se desarroll6 in vitro y sin
presion selectiva externa, esta distribucion no debe interpretarse como resultado de
una menor restricciéon funcional sobre dicha posicidon, sino como un patron
compatible con sesgos mutacionales dependientes del contexto molecular de la
secuencia. En este sentido, la mayor frecuencia de cambios hacia GC en la tercera
posicion podria relacionarse con el arreglo local de bases, la composicion inicial de
los codones y las diferencias de energia potencial de interaccion entre bases durante
la incorporacion nucleotidica. Asi, aunque la ocurrencia de mutaciones mantiene
un componente estocastico, los resultados sugieren que su distribucion y direccion
composicional pueden estar influenciadas por propiedades fisicoquimicas locales
del ADN [10]. Al no existir limitaciones estrictas para la aparicion de cambios
sinébnimos, las mutaciones favorecidas desde el punto de vista termodinamico
(aquellas que incrementan el contenido de GC) pueden acumularse con mayor
facilidad, mientras que las mutaciones opuestas permanecen menos representadas.
Este patron es coherente con observaciones en genomas naturales, donde el

aumento del contenido GC suele manifestarse con mayor intensidad en posiciones
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sinbnimas, como se ha descrito en tripanosomatidos [24]. En conjunto, los
resultados obtenidos son compatibles con la existencia de un sesgo mutacional
asociado a la presion mutacional termodinamica, capaz de modificar la
composicion de bases en poblaciones de secuencias sometidas a amplificaciones
seriadas in vitro.

7.2 Comparacion con estudios previos y validez de la hipotesis

Los resultados obtenidos en este estudio bajo condiciones mesodfilas aportan
nueva evidencia que complementa y amplia las observaciones reportadas en
investigaciones anteriores, fortaleciendo el marco interpretativo de la hipotesis de
la presion mutacional termodindmica. En particular, nuestros hallazgos respaldan y
generalizan los resultados del experimento clasico realizado por Brunstein et al.
(2002), quienes observaron un incremento del contenido de GC tras realizar 280
ciclos de PCR utilizando la ADN polimerasa Taq [11]. A partir de aquel estudio
surgi6 una cuestion fundamental: si el sesgo hacia GC observado era consecuencia
de las propiedades termofilas de la polimerasa Taq (y de las altas temperaturas
asociadas a la PCR) o si reflejaba un principio mas general del proceso de
replicacion del ADN. La simulacion experimental realizada en el presente trabajo
responde directamente a esa interrogante: el aumento del contenido de GC también
se produce bajo condiciones moderadas de temperatura, lo que indica que el
fenémeno no depende exclusivamente de la actividad de la polimerasa Taq ni de un
entorno termofilico. La observacion de un patron equivalente utilizando una
polimerasa de origen mesoéfilo (la polimerasa de Bacillus subtilis empleada en el
sistema RPA) sugiere que la tendencia hacia un aumento del contenido de GC

podria ser una caracteristica inherente al proceso de replicacion del ADN y no una
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peculiaridad de una enzima especifica. Este resultado refuerza la hipotesis de la
presion mutacional termodindmica como un mecanismo subyacente comun que
podria explicar los patrones observados en ambos sistemas experimentales. Es
importante sefialar que, aunque las tasas de acumulacion de mutaciones pueden
variar entre sistemas (por ejemplo, la polimerasa Taq operando a 72 °C podria
generar mutaciones a una mayor velocidad que la polimerasa de B. subtilis a 37
°C), la direccion del cambio composicional observado fue similar en ambos casos.
En otras palabras, el sesgo hacia el incremento del contenido de GC se manifiesta
tanto en condiciones termofilicas como mesofilicas, siempre que el sistema
experimental sea in vitro y no imponga presion de seleccion sobre las variantes
generadas. Bajo estas condiciones, las mutaciones pueden acumularse a través de
rondas sucesivas de amplificacion sin estar condicionadas por una ventaja
adaptativa.

Nuestro estudio también extiende las observaciones preliminares reportadas
por Arndez et al., quienes exploraron esta hipotesis a 37 °C utilizando la polimerasa
Klenow, aunque su estudio estuvo limitado por el reducido nimero de generaciones
alcanzadas [13]. En aquel caso no fue posible analizar suficientes mutaciones como
para establecer una tendencia clara en el contenido de GC. En contraste, el presente
trabajo logro extender el nimero de generaciones analizadas, lo que permitio
detectar y confirmar estadisticamente la tendencia composicional hacia el
incremento de GC. De esta manera, aportamos la evidencia empirica que faltaba
para evaluar la hipotesis en condiciones mesofilas. En el futuro seria interesante
desarrollar experimentos adicionales que incluyan simulaciones evolutivas

prolongadas utilizando la polimerasa Klenow, con el fin de comparar directamente
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tres sistemas experimentales: PCR con polimerasa Taq en condiciones termofilicas,
PCR mesoéfila con polimerasa Klenow y amplificacion isotérmica mediante RPA.
No obstante, la concordancia cualitativa entre nuestros resultados y los de Brunstein
et al. sugiere que el fenomeno es reproducible independientemente del método de
amplificacion utilizado. Tanto en sistemas de PCR a alta temperatura como en
amplificaciones isotérmicas a temperaturas moderadas, el ADN puede acumular
mutaciones que incrementan su contenido de GC, siempre que dichas mutaciones
no sean corregidas ni sometidas a presiones selectivas externas. Esto apunta a una
propiedad intrinseca del ADN y de sus reglas de apareamiento de bases, mas que a
factores contextuales externos.

Desde una perspectiva mas amplia, nuestros hallazgos experimentales se
alinean con patrones evolutivos observados en otros contextos y ofrecen un marco
conceptual para interpretarlos. Por ejemplo, se ha documentado que numerosos
microorganismos termofilos presentan genomas con un contenido de GC mas
elevado en comparacion con especies mesofilas [25]. Tradicionalmente, esta
caracteristica se ha interpretado como una posible adaptacion funcional, ya que un
mayor contenido de GC podria conferir mayor estabilidad estructural al ADN y al
ARN en ambientes de alta temperatura [25]. Sin embargo, la hipotesis de la presion
mutacional termodindmica plantea una explicacion complementaria: parte de este
enriquecimiento en GC podria originarse por sesgos mutacionales asociados a
diferencias termodinamicas locales durante la incorporacion nucleotidica, y no
exclusivamente por seleccion adaptativa. En este sentido, la seleccion ejercida por
altas temperaturas y el sesgo mutacional termodindmico no serian procesos

necesariamente excluyentes, sino mecanismos que podrian actuar de manera
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conjunta o reforzarse en determinados contextos. Los resultados obtenidos bajo
condiciones experimentales controladas y sin presion selectiva externa apoyan la
posibilidad de que el entorno termodinamico influya en la direccionalidad de la
acumulacion mutacional. En organismos meso6filos naturales, donde las
condiciones ambientales no favorecen necesariamente el incremento del contenido
de GC, este mismo sesgo podria existir, pero coexistir con otros procesos
mutacionales o presiones selectivas que actiian en sentido contrario. Un ejemplo
representativo se observa en ciertas bacterias endosimbiontes con genomas
reducidos, las cuales presentan un elevado contenido de AT debido a la pérdida de
mecanismos de reparacion del ADN [26]. En estos casos, procesos mutacionales
como la desaminacion espontdnea de citosinas, que favorecen conversiones
GC—AT, pueden dominar la dindmica evolutiva del genoma [26]. Este contraste
ilustra que la evolucion gendmica real resulta del equilibrio entre multiples fuerzas
mutacionales (incluyendo efectos termodinamicos, procesos quimicos 'y
caracteristicas del sistema replicativo) junto con las presiones selectivas propias de
cada organismo y ambiente. En el contexto de nuestro experimento, se busco6 aislar
deliberadamente el componente termodindmico del sesgo mutacional mediante un
sistema controlado en el que se minimizaron otras influencias. Bajo estas
condiciones, dicha fuerza por si sola es capaz de inducir un desplazamiento gradual
de la composicion nucleotidica hacia configuraciones mas estables, es decir, hacia
un mayor contenido de GC. En sistemas biologicos naturales, esta fuerza
probablemente actia en combinacion con otros procesos evolutivos; dependiendo

de su intensidad relativa, podria contribuir a moldear lentamente la composicion
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genomica o quedar equilibrada por otros sesgos mutacionales y presiones selectivas
presentes en el organismo.

7.3 Limitaciones del estudio y trabajo futuro

Si bien el presente trabajo aporta evidencia compatible con la hipotesis de la
presion mutacional termodinamica, es necesario considerar tanto los alcances como
las limitaciones del enfoque experimental empleado. En primer lugar, el modelo
experimental de amplificaciones seriadas basado en RPA, a pesar de haber
alcanzado un mayor niimero de generaciones que el reportado en estudios previos,
present6 dificultades técnicas conforme avanzaban las rondas de amplificacion. En
particular, se observo que después de 7 generaciones la reaccion comenzo a perder
especificidad, evidenciandose la aparicion de productos inespecificos y fragmentos
de menor tamafio, fendmeno que se manifestd como smearing en los geles de
agarosa. La acumulacion progresiva de estos subproductos redujo la confiabilidad
de las amplificaciones posteriores y limitd el nimero de generaciones que podian
analizarse con precision. En consecuencia, en algunos genes fue necesario restringir
el andlisis composicional a las primeras 6—11 generaciones, etapa en la cual los
alineamientos contra la secuencia de referencia permanecian suficientemente
robustos. Este comportamiento probablemente refleja una limitacion inherente al
sistema RPA cuando se realizan multiples rondas consecutivas de amplificacion. A
diferencia de una reacciéon convencional, en este modelo el producto de cada
generacion se utiliza como molde para la siguiente. Por ello, dimeros de primers o
productos parcialmente amplificados pueden transferirse entre rondas y
amplificarse progresivamente. Debido al caracter exponencial de la reaccion, estos

subproductos pueden competir con el fragmento esperado y generar mayor
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heterogeneidad, visible como smearing o bandas inespecificas en los geles de
agarosa. Esta interpretacion es concordante con reportes previos que describen en
RPA la formacion de artefactos dependientes de primers y productos inespecificos
[27]. Desde un punto de vista practico, este fendémeno restringe la posibilidad de
extender indefinidamente las amplificaciones seriadas. Para futuras
investigaciones, mas que repetir la optimizacion de las condiciones de reaccion,
seria recomendable implementar estrategias mas selectivas orientadas a reducir el
arrastre de subproductos. Entre ellas, se propone evaluar un reinicio perioddico de la
serie mediante captura hibrida del amplicon con un conjunto de sondas biotiniladas
internas y perlas magnéticas de estreptavidina [28]. Otra mejora metodologica
importante seria incorporar réplicas experimentales independientes para cada gen,
bajo condiciones idénticas de amplificacion. En el presente estudio, cada secuencia
inicial sigui6 una Unica trayectoria mutacional; por tanto, repetir el experimento en
paralelo para cada gen permitiria evaluar la reproducibilidad del incremento de GC
y cuantificar con mayor precision la variabilidad entre series experimentales. Esta
aproximacion permitiria diferenciar tendencias mutacionales consistentes de
fluctuaciones aleatorias propias de la amplificacion seriada, fortaleciendo asi la
robustez estadistica del modelo experimental.

Asimismo, es importante reconocer que nuestro estudio se centr6 en
fragmentos génicos relativamente cortos, de aproximadamente 400 pb, analizados
en condiciones controladas in vitro. Por ello, la extrapolacion directa de estos
resultados a la evoluciéon de genomas completos en organismos vivos debe
realizarse con cautela. En los sistemas biologicos reales intervienen multiples

procesos adicionales, incluyendo mecanismos de reparacion del ADN, la accion de
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distintas polimerasas replicativas, presiones selectivas funcionales y otros factores
evolutivos como la deriva genética o sesgos mutacionales alternativos. Una linea
prometedora de investigacion futura, contemplada dentro del proyecto general,
consiste en examinar secuencias obtenidas de experimentos de evolucién a largo
plazo en laboratorio, como el conocido experimento de 60,000 generaciones de E.
coli desarrollado por Lenski [29]. Aunque en estos sistemas la seleccion natural
sigue actuando (ya que las poblaciones bacterianas se adaptan a su entorno), es
posible analizar mutaciones neutrales acumuladas para determinar si existe algun
sesgo composicional consistente con las predicciones de la presion mutacional
termodinamica. De manera complementaria, los estudios de perfiles de equilibrio
mutacional en virus podrian constituir un punto comparativo relevante, ya que
permiten estimar la composicion nucleotidica esperada a partir del espectro de
sustituciones observado. Para ello, el anélisis deberia centrarse preferentemente en
mutaciones putativamente neutrales, como las sustituciones sindnimas ubicadas en
sitios de cuatro veces degenerados, donde el cambio nucleotidico no altera la
secuencia aminoacidica. De este modo, seria posible evaluar si el equilibrio
composicional estimado se desplaza en una direccion compatible con las
predicciones del modelo termodindmico. La deteccidon de patrones composicionales
similares en estos contextos reforzaria la relevancia del fendmeno en procesos
evolutivos reales. Por el contrario, la ausencia de dicha sefial podria indicar que, en
presencia de seleccion y de otros sesgos mutacionales, el efecto termodindmico
queda enmascarado o se manifiesta de manera tenue.

Los datos obtenidos también permiten realizar una estimacion preliminar de la

magnitud del efecto observado. Bajo las condiciones experimentales utilizadas, la
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tasa aproximada de cambio en el contenido de GC fue del orden de 107 % por
generacion en fragmentos de alrededor de 400 pb, considerando un sistema de
replicacion sin actividad de correccion de errores. Este resultado plantea nuevas
preguntas sobre cémo podria variar dicha tasa bajo diferentes contextos
experimentales. Por ejemplo, seria interesante determinar si el cambio
composicional ocurre con mayor rapidez cuando se utilizan polimerasas termofilas
como Taq a 72 °C, donde la energia térmica disponible es mayor, o si se reduce en
presencia de enzimas con actividad de proofreading. Estas cuestiones podrian
abordarse mediante experimentos comparativos de amplificaciones seriadas in vitro
basados en PCR con Taq, PCR con Klenow y RPA isotérmica. Si bien el modelo
teorico sugiere que el equilibrio final de GC deberia ser independiente de la enzima
utilizada (siempre que no exista seleccion), es probable que las dinamicas
temporales del proceso difieran entre sistemas. Explorar estas diferencias permitiria
comprender mejor la velocidad y las condiciones en las que opera la presion
mutacional termodindamica. Asimismo, seria interesante investigar hasta qué punto
este fenomeno depende del contexto de la secuencia analizada. En principio, el
sesgo mutacional podria manifestarse de manera distinta en regiones del genoma
con composiciones iniciales diferentes o con propension a formar estructuras
secundarias particulares. En este estudio se utilizaron secuencias derivadas de E.
coli con un contenido GC moderado cercano al 50 %. Experimentos futuros podrian
evaluar secuencias inicialmente ricas en AT para determinar si la presion hacia GC
produce cambios mas pronunciados en etapas tempranas de la evolucion

experimental. De manera similar, analizar secuencias ya ricas en GC permitiria
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evaluar si el efecto se atentia conforme la composicion nucleotidica se aproxima a
un posible estado de equilibrio.

En resumen, las principales limitaciones estan asociadas a la duracion limitada
de las simulaciones (condicionada por la pérdida progresiva de especificidad en la
reacciéon RPA), al incremento de heterogeneidad en los productos amplificados y a
la ausencia de réplicas evolutivas independientes para cada gen analizado. No
obstante, a pesar de estas restricciones, los resultados obtenidos proporcionan
evidencia experimental consistente con la hipdtesis de la presion mutacional
termodinamica en condiciones mesoéfilas. Entre los hallazgos mas relevantes
destacan: (i) el predominio de mutaciones persistentes que transforman bases AT
en GC, (ii) un balance mutacional global positivo hacia nucledtidos G y C, y (iii)
tendencias ascendentes estadisticamente significativas del porcentaje de GC a lo
largo de las generaciones analizadas. Este estudio demuestra, que existe una fuerza
mutacional sesgada que favorece configuraciones mas estables de la molécula de
ADN. Estos resultados abren nuevas posibilidades para investigar con mayor
precision la magnitud y el papel de este fendmeno en distintos contextos bioldgicos.
De este modo, se establecen las bases para reconsiderar la evolucion molecular
desde una perspectiva que integre, junto con la seleccion natural, las influencias
derivadas de las propiedades fisicas y quimicas del ADN. Las proximas
investigaciones podran determinar en qué medida la presion mutacional
termodindmica ha contribuido a moldear los genomas a lo largo de la historia
evolutiva y como interactiia con otras fuerzas evolutivas en distintos organismos.
Comprender estas dindmicas podria tener implicancias no solo en biologia

evolutiva tedrica, sino también en areas aplicadas como la biotecnologia y la
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medicina evolutiva (por ejemplo, en la prediccion de trayectorias mutacionales en
patégenos bajo diferentes condiciones ambientales). En ultima instancia, los
resultados aqui presentados sugieren que las mutaciones no ocurren completamente
al azar, sino que pueden reflejar, al menos en parte, las condiciones fisicoquimicas
del entorno molecular en el que se producen, ampliando asi nuestra comprension

de los mecanismos fundamentales de la evolucion.
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VIII. CONCLUSIONES

e Se implementd un modelo experimental in vitro basado en amplificaciones
isotérmicas seriadas por RPA, que permiti6 generar poblaciones de
amplicones por generacion y evaluar su composicion nucleotidica mediante
secuenciacion de Oxford Nanopore.

e En los tres genes analizados (evgA4, ygjV'y phnH) se observo un predominio
marcado de sustituciones persistentes en direccion AT a GC, mientras que
las sustituciones GC a AT fueron escasas o no detectables en los intervalos
con mapeo confiable.

e El balance mutacional neto, calculado a partir de las frecuencias alélicas de
mutaciones persistentes, fue positivo hacia GC en los tres genes, lo que
indica una direccionalidad composicional consistente durante las primeras
siete generaciones.

e El porcentaje de GC estimado por generacion mostrd tendencias positivas y
estadisticamente significativas en evgA4, ygjV y phnH dentro de los
intervalos evaluados, lo que respalda que el sesgo hacia GC se acumula de
manera detectable en escalas generacionales cortas.

e La distribucion por posicion codonica mostrd que una fraccion relevante de
mutaciones se concentrd en la tercera posicion del codon y fue sindnima,
patron coherente con la acumulacion de sefial mutacional en posiciones con
menor restriccion bajo ausencia de seleccion dirigida.

e El deterioro progresivo del mapeo y la aparicion de productos inespecificos
en generaciones tardias evidencian una limitacion experimental inherente a

la amplificacion seriada por RPA, por lo que los analisis de direccionalidad
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deben interpretarse principalmente en los intervalos tempranos con alta
proporcion de lecturas primarias alineadas.

e En conjunto, los resultados obtenidos de las amplificaciones seriadas
mediante RPA en condiciones mesoéfilas (37 °C) son compatibles con la
hipotesis de presion mutacional termodindmica, al mostrar una
direccionalidad mutacional neta hacia el incremento del contenido de

guanina y citosina (GC) en los fragmentos génicos evaluados.

IX. RECOMENDACIONES

e Para reforzar la validez estadistica, seria recomendable realizar en paralelo
multiples experimentos de amplificaciones seriadas bajo condiciones
experimentales equivalentes para los genes analizados. La implementacion
de réplicas independientes permitiria evaluar con mayor precision la
reproducibilidad del incremento en el contenido de GC y estimar la
variabilidad existente entre distintas trayectorias mutacionales. La
observacion de patrones convergentes entre estas lineas experimentales
respaldaria la interpretacion de que el sesgo hacia GC constituye una
propiedad intrinseca del proceso replicativo. En cambio, la aparicion de
divergencias entre réplicas podria aportar informacion relevante sobre la
contribucién de factores estocdsticos o sobre el impacto de mutaciones
particulares que modifiquen la dinamica evolutiva del sistema.

e Otra linea de investigacion especialmente relevante consiste en reproducir
el experimento utilizando distintas polimerasas mesofilas ademas de la

empleada en este estudio. La comparacion sistematica de los resultados

93



obtenidos con diferentes enzimas permitiria distinguir en qué medida el
sesgo mutacional observado responde a principios termodinamicos
generales del sistema ADN-replicacion o si depende parcialmente de
propiedades especificas de cada polimerasa. Este tipo de andlisis
comparativo también podria tener implicancias practicas en el ambito de la
biotecnologia, ya que permitiria seleccionar enzimas de replicacion en
funcién del sesgo composicional que se desee favorecer o evitar durante

procesos de amplificacion in vitro.
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XI. ANEXOS
ANEXO 1: Teoria de la presion mutacional termodinamica

La evolucion molecular se refiere a los cambios que ocurren en la composicion
genética de los organismos a lo largo del tiempo. Estas modificaciones tienen su
origen principalmente en mutaciones que alteran la secuencia del ADN. Dichas
mutaciones pueden surgir como consecuencia de errores espontaneos durante el
proceso de replicacion o debido a la accidon de agentes mutagénicos externos, como
compuestos quimicos o radiacion ionizante, que interactian con el ADN vy
modifican nucleoétidos especificos. En la mayoria de los casos, las mutaciones
corresponden a cambios puntuales que implican la sustitucion, insercion o
eliminacion de uno o varios nucleétidos. No obstante, también pueden ocurrir
alteraciones a mayor escala que afectan segmentos completos de cromosomas. En
estos casos, regiones del ADN pueden ser eliminadas, duplicadas, invertidas o
desplazadas a nuevas posiciones dentro del genoma mediante eventos de

translocacion.

Los errores cometidos durante la replicacion constituyen una de las principales
fuentes de mutaciones puntuales. Las ADN polimerasas poseen una elevada
precision al seleccionar nucledtidos complementarios durante la sintesis de nuevas
hebras de ADN. Sin embargo, aun bajo condiciones normales, estas enzimas
pueden incorporar nucledtidos incorrectos con una frecuencia aproximada de un
error por cada 100 000 nucleétidos replicados. Durante la sintesis del ADN, los
nucledtidos trifosfato libres pueden ingresar al sitio activo de la polimerasa incluso
cuando no son perfectamente complementarios a la secuencia molde. Si este

nucledtido incorrecto logra formar un enlace fosfodiéster y el sistema de reparacion
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no corrige el error, se genera un desajuste de apareamiento (mismatch) en la doble
hélice recién sintetizada. En posteriores ciclos de replicacion, dicho desajuste puede
fijarse como una mutacion permanente. Como consecuencia, la secuencia resultante
difiere de la cadena original y puede actuar como molde para replicaciones futuras,
dando lugar a nuevas moléculas de ADN que conservan la mutacion inicial. De esta
manera, los errores de replicacion modifican gradualmente la composicion
nucleotidica de las secuencias genomicas a lo largo de multiples generaciones,

contribuyendo al proceso evolutivo al generar nuevas variantes genéticas.

Una vez generadas, estas variantes genéticas estan sujetas a la accion de la
seleccion natural. Las condiciones ambientales (como la disponibilidad de recursos,
la temperatura, la presion, la presencia de oxigeno o agua y la exposicion a
sustancias potencialmente toxicas) influyen de manera diferencial en la
supervivencia y reproduccion de los organismos. Dado que los individuos presentan
diferentes composiciones genéticas y, en consecuencia, distintos fenotipos, algunos
de ellos estaran mejor adaptados al ambiente que otros. Aquellos organismos cuyas
mutaciones o caracteristicas genéticas reducen su fitness o aptitud biologica
presentan menores probabilidades de sobrevivir y reproducirse, lo que puede
conducir eventualmente a su desaparicion. Por el contrario, las variantes genéticas
que confieren ventajas adaptativas permiten a los organismos sobrevivir con mayor
éxito y transmitir esos rasgos a su descendencia. En este sentido, las presiones
selectivas del entorno actian sobre las variaciones genéticas existentes y

contribuyen a moldear la evolucion de los genotipos en las poblaciones.

El andlisis detallado del proceso de replicacion del ADN resulta esencial para

comprender uno de los mecanismos fundamentales mediante los cuales se generan
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nuevas variantes genéticas que impulsan la diversidad bioldgica y la adaptacion
evolutiva. Con este objetivo, en 1998 Zimic y colaboradores desarrollaron un
enfoque computacional basado en principios termodindmicos para estudiar el
mecanismo de replicacion del ADN y estimar la probabilidad de aparicion de
mutaciones durante la sintesis de nuevas cadenas. Desde la perspectiva de la
termodinamica estadistica, los sistemas bioldgicos no se encuentran estrictamente
en equilibrio térmico, ya que intercambian continuamente materia y energia con su
entorno. Sin embargo, en escalas espaciales y temporales muy pequeias, es posible
aproximar ciertos procesos moleculares (como la incorporacion de un nucleoétido
en el sitio activo de la ADN polimerasa) mediante modelos que asumen condiciones
cercanas al equilibrio local. En estos escenarios, el sistema puede describirse
mediante el concepto de ensamble canonico, el cual representa un sistema que no
intercambia particulas con el entorno y que se encuentra en equilibrio térmico con
un reservorio de calor a temperatura constante. Bajo estas condiciones, la
distribucion de Boltzmann permite estimar la probabilidad de que el sistema adopte

distintos estados energéticos.

Aplicando este marco teorico, Zimic y colaboradores realizaron simulaciones
en las que se modelaba la generacion de mutaciones puntuales a partir de la
formacion de pequefios “huecos” en la cadena de ADN, los cuales posteriormente
eran ocupados por nucledtidos libres seguidos de un proceso de reparacion
potencialmente imperfecto. En este modelo, la ocupacion de dichos huecos esté
determinada por las fuerzas intermoleculares entre el nucledtido entrante y el
entorno molecular del sitio vacio. Posteriormente, el mismo grupo desarrollé un

modelo mas cercano al proceso real de replicacion, simulando la probabilidad de
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incorporacion de nucleotidos libres en el sitio activo de la ADN polimerasa durante
la sintesis de ADN. En este enfoque, la probabilidad de incorporacion de cada
nucledtido se modula a través de la distribucion de Boltzmann aplicada al ensamble
canodnico, lo que permite evaluar como las diferencias en energia libre entre
distintos estados de apareamiento influyen en el proceso replicativo. A este
fendmeno, mediante el cual las propiedades termodindmicas del sistema pueden
sesgar la probabilidad de incorporacion de determinados nucledtidos, los autores lo

denominaron presion mutacional termodinamica.

Como se ha mencionado previamente, la probabilidad de incorporacion de
nucledtidos libres en el sitio activo de la ADN polimerasa puede estimarse
utilizando la distribucién de Boltzmann. En este marco tedrico, la probabilidad de
que un nucleotido especifico sea incorporado durante el proceso de replicacion
depende del estado energético del sistema molecular en la vecindad del sitio activo.
Por ejemplo, la probabilidad de que una adenina sea incorporada est4 asociada a la
probabilidad de que la region cercana al sitio de replicacion adopte un estado
energético correspondiente a Ea, que representa la energia del arreglo atdmico-
molecular en ese entorno cuando se incorpora una adenina. Esta relacion puede

expresarse de la siguiente manera:
P(X=A) = P(Ex) = a [A] V P FA-2N

donde N representa el numero de particulas que pueden intercambiarse en el
sistema (en este caso nucleotidos trifosfato), considerado cercano a cero en este

modelo. El parametro B corresponde a 1/KT, mientras que a = /KT, donde p es el
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potencial quimico del sistema. En esta expresion, V representa el volumen, K la

constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y Z la funcién de particion.

Para facilitar el andlisis, el modelo puede simplificarse calculando
probabilidades relativas entre los distintos nucledtidos posibles. Esto se logra
dividiendo cada probabilidad por la correspondiente a uno de los nucledtidos
seleccionado como referencia. Si se elige arbitrariamente la probabilidad de
incorporacidon de guanina como factor de normalizacidn, la probabilidad relativa de

incorporacion de adenina puede expresarse como:

P/(X=A) = LA &b (BX=2) - EX=G)
[G]

De esta forma, se observa que las probabilidades relativas dependen
unicamente de la diferencia de energia entre dos configuraciones posibles del
sistema. Estas diferencias energéticas estan determinadas principalmente por las
interacciones de puentes de hidrogeno y por las interacciones electrostaticas, las
cuales varian segun el nucledtido que ingresa al sitio activo de la polimerasa. Es
importante sefialar que las variaciones en la energia total de la molécula completa
de ADN, ocasionadas por la incorporacion de un nucledtido en el sitio activo, son
comparables a las diferencias energéticas presentes en la vecindad inmediata del
sitio de replicacion. Esto se debe a que las interacciones intermoleculares
disminuyen significativamente con la distancia, por lo que los nucleotidos ubicados
lejos del sitio activo contribuyen poco al valor total de la energia del sistema. De
hecho, los calculos realizados mostraron que las interacciones electrostaticas dentro
de una vecindad aproximada de cinco nucledtidos permiten estimar de manera

adecuada las interacciones entre el nucledtido entrante y el entorno total de la
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molécula de ADN. Esta region puede considerarse como una vecindad espacio-
temporal donde el sistema alcanza una aproximacion de equilibrio termodindmico
local o cuasi-equilibrio, entendida como una condicion en la que la temperatura, el
volumen efectivo, la disponibilidad relativa de nucle6tidos libres y el potencial
quimico del entorno permanecen aproximadamente constantes durante el evento de
incorporacion. En estas condiciones, las configuraciones moleculares alternativas
pueden ser comparadas en funcién de sus diferencias energéticas y ponderadas
mediante la distribucion de Boltzmann, permitiendo estimar la probabilidad de

incorporacion de nucledtidos durante la replicacion.

La aplicacion de este modelo indica que la probabilidad de incorporacion de un
nucleotido depende directamente de la energia potencial del sistema, la cual incluye
tanto la contribuciéon de los puentes de hidrogeno como las interacciones
electrostaticas. En este contexto, Zimic calcul6 las energias asociadas a los pares
de bases complementarios de Watson-Crick (pares candnicos), asi como aquellas
correspondientes a pares no candnicos. Los resultados de estos calculos mostraron
que la formacion de pares de bases no candnicos ocurre con una probabilidad
extremadamente baja. No obstante, cuando se consideran grandes nimeros de
eventos replicativos, incluso estas probabilidades reducidas pueden generar
desajustes de apareamiento (mismatches). En condiciones donde no existe presion
de seleccion, tales mutaciones tienden a favorecer la incorporacion de guanina (G)
o citosina (C) en lugar de adenina (A) o timina (T) (Figura 15). Seglin las
simulaciones computacionales realizadas (tanto en secuencias codificantes como
no codificantes) este sesgo mutacional conduce a un aumento progresivo del

contenido de GC en el genoma a lo largo del tiempo evolutivo. En el marco de la
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hipdtesis de la presion mutacional termodinamica, este fenomeno se interpreta
como una consecuencia de la tendencia del sistema hacia configuraciones de menor

energia potencial, es decir, hacia estados estructuralmente mds estables de la

molécula de ADN.
(eV) (Kcal/mol)
A-T = -0.34 -7.84
G-C = -0.44 -10.14
C-A = 0.21 4.84
T-G = 0.13(I) -0.40(I1) 2.99(I) -9.22(II) **
T-C = =-0.14 -3.22
A-G = =-0.27 -6.22 *
T-T = 0.02(I) -0.16(II) 0.46(I) -3.68(II) **
C-C = =-0.01(1) -0.14(I1) -0.23(I) -3.22(II) **
A-A = 0.23 5.30 *
G-G = 0.54 12.45 *

Figura 15. Energias de interaccion por puentes de hidrogeno correspondientes
a pares de bases canodnicos y no canonicos. La formacion de los pares A—T y G—C
presenta una estabilidad termodinamica favorable. En contraste, entre las
combinaciones no canonicas solo los pares T-C y A-G muestran energias de
interaccion relativamente favorables. (*) (**) En estos casos, la doble hélice de
ADN tendria que adoptar configuraciones energéticas poco probables o

estructuralmente desfavorables para que dichas interacciones se estabilicen.

Con el objetivo de evaluar la hipotesis de la presion mutacional termodinamica,
las predicciones derivadas de las simulaciones computacionales fueron comparadas
con informacidn evolutiva obtenida a partir de secuencias genémicas de distintas
especies pertenecientes al linaje Kinetoplastidia. Este grupo de organismos
constituye un modelo adecuado para examinar la hipétesis debido a que muchas de
sus especies son parasitos intracelulares, lo que implica que experimentan presiones
selectivas relativamente limitadas y estables. En el arbol filogenético construido a

partir del gen del ARN ribosomal 18S de diversos kinetoplastidos (incluyendo
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tripanosomatidos, Leishmania, Crithidia y otros organismos relacionados) se ha
propuesto una cascada evolutiva (Figura 16) en la cual se observa una tendencia

progresiva hacia el incremento del contenido de GC en las secuencias codificantes

analizadas.

M _[ Critidia
’7 Leptomona

)
Leishmaria

©]

Endotrypanosoma

Fitomona

Herpetomona

Blastocntidia

Tryp. cruz

Tryp. sp

Tryp. brucet

——  Tryp. horelh

L——  Bodo
Euglena

Figura 16. La cascada evolutiva representada mediante doble linea esta
compuesta por una serie de ancestros comunes hipotéticos actualmente extintos
(1), (2), (3)...(7). A pesar de que estos ancestros ya no existen, es posible identificar
organismos actuales que se encuentran evolutivamente mds proximos a cada uno
de estos nodos ancestrales. Por ejemplo, Bodo o Trypanosoma borelli se
consideran los organismos mas cercanos al ancestro (1), T. brucei se aproxima al
nodo (2); T. cruzi o Trypanosoma sp. al nodo (3); y asi sucesivamente hasta el nodo

(7), cuyo representante evolutivo mas cercano corresponde a Crithidia o

Leptomonas.

El analisis de la variacion del contenido de GC a lo largo de esta trayectoria
evolutiva revela que las bases G y C se acumulan en las tres posiciones del codon,

aunque este incremento es particularmente pronunciado en la tercera posicion
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codonica. Esta tendencia se explica porque dicha posicion presenta mayor
degeneracion en el codigo genético y, por lo tanto, estd sometida a una presion
selectiva menor que las dos primeras posiciones. El incremento del contenido de
GC tanto en el genoma completo como en las posiciones codificantes sugiere
ademas la presencia de un sesgo en el uso de codones (codon bias). Este fenomeno
surge porque la unica forma de aumentar el contenido genomico de GC sin
modificar la secuencia de aminoacidos consiste en reemplazar codones por otros
equivalentes que contengan una mayor proporcién de G y C. Un ejemplo de este
patrén se observa en la distribucion de codones que codifican para leucina y serina
en especies como T. brucei, T. cruzi, Leishmania y Crithidia, donde se aprecia una
tendencia evolutiva hacia la utilizacion de codones con mayor contenido GC. En
conjunto, estos datos genémicos respaldan la idea de que la presion mutacional
termodinamica podria influir en los patrones evolutivos observados, tanto en la

composicion de bases como en las preferencias de uso de codones.
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ANEXO 2: Pipeline de alineamiento de lecturas Nanopore

- pass_barcode*. fastqg

Salidas:
- <sample>_ gene.bam
- <sample>_ gene.bam. bai

#!/bin/bash

# Descripcion:

# FEste script procesa lecturas de secuenciacidén Oxford Nanopore en formato
#  FASTQ. Para cada muestra:

# 1) alinea las lecturas contra una secuencia de referencia,
# 2) genera un archivo BAM ordenado,

# 3) filtra alineamientos primarios de alta calidad,

# 4) indexa el BAM final para su andlisis posterior.

=

# Programas requeridos:

= - minimap2

= - samtools

=3

# Entradas:

= - ref. fasta

#

=3

=

=

=

# Pardmetros principales del andlisis

REF="ref.fasta" # archivo de referencia
THREADS=8 # numero de hilos de procesamiento
MIN_MAPQ=20 # calidad minima de mapeo aceptada

# Verificar que exista la referencia
[ -F "SREF" ] || { echo "ERROR: no se encuentra SREF"; exit 1; }

# Procesar cada archivo FAST(Q
for fq in pass_barcode*.fastq; do
[ -e "$Ffq" ] |] { echo "ERROR: no se encontraron archives FASTQ"; exit 1; }

sample="§{fqg¥%.fastq}"

# 1. Alineamiento de lecturas Nanopore contra la referencia
= minimap2 genera los alineamientos y samtools los ordena en formato BAM
minimap2 -t "STHREADS" -ax map-ont "SREF" "Sfq" \

| samtools sort -@ "STHREADS" -o "S${sample}.ban"

# 2. Filtrado de alineamientos de alta calidad

= Se conservan dnicamente:

= - lecturas mapeadas

= - alineamientos primarios

# - calidad de mapeo >= 20

samtools view -b -F @x4 -F 0x900 -q "SMIN_MAPQ" \
"§{sample}.bam" > "${sample} gene.bam"

# 3. Indexacidn del BAM filtrado
= Permite acceder rdpidamente al archivo en andlisis posteriores
samtools index "&{sample} gene.bam”

done
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ANEXO 3: Pipeline de filtrado de alineamientos segin la longitud cubierta

Jusr/bin/env bash

BEREREEEEEEE NN

Descripcion:

Este script filtra archivos BAM para conservar tunicamente alineamientos

cuya longitud cubierta sobre la referencia, calculada a partir del CIGAR,

se encuentre entre 250 y 500 pb.

Requisitos:
samtools
awk

Entradas:
*, bam

Salidas:
<sample>_ fil258.ban

# Pardmetros del filtrado
THREADS=8
MINLEN=250
MAXLEN=500

# Procesar cada archive BAM del directorio
for bam in *.bam; do

base="§{bam%.bamn}"
out="5{base} fil258.ban"

# Extraer alineamientos con encabezado y filtrar por longitud cubierta

samtools view -@ "STHREADS" -h "S$bam" \
| awk -v MIN="SMINLEN" -v MAX="SMAXLEN"

function ref_span(cig, n, op, rest, span, token) {

span = 0
rest = cig

while (match(rest, /~[@-9]+[A-Z=]1/))
RSTART, RLENGTH)

token = substrrest,

{

n = substr(token, 1, length(token)-1) + ©
op = substr(token, length(token), 1)
1] op=="D"

if (op=="M" |] op=="=" || op=="K"
rest = substr(rest, RLENGTH + 1)
1
return span

N
J
/~@/ { print; next }
{ s = ref_span(%6); if (s >= MIN && s

A\

| samtools view -@ "STHREADS"

# Indexar el BAM filtrado
samtools index -@ "S$THREADS" '"Sout"

done
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ANEXO 4: Pipeline para el calculo de frecuencias nucleotidicas por posicion

segun la orientacion de las lecturas (forward y reverse)

#! /usr/bin/env bash

# Descripcion:

# Calcula frecuencias de nucledtidos (A, C, G y T) por posicion de la
# referencia a partir de archivos BAM filtrados, separando los conteos
# segun la orientacion de las lecturas (forward y reverse).

# Entradas:

# ref.fasta

#  pass_barcode*_gene_fil250.bam

# Salida:

#

basefreq_strand_longQ20. tsv

set -euo pipefail

REF="ref.fa
OUT="basefrec
MIN_MAPQ=20

MIN_BASEQ=20
MAX_DEPTH=100000

strand_longQ20.tsv"

[ -f "$SREF" ] || { echo "ERROR: no encuentro re
[ -f "$REF.fai" ] || samtools faidx "$REF

rencia $REF"; exit 1; }

echo -e "sampl

C_fwd\tG_fu

# Genera mpileup y cuenta A/C/G/T por posicidn
count_bases() {
local bam="51

GIN

samtools mpileup -aa -d "$MAX_DEPTH" -q "S$SMIN_MAPQ"' -Q "SMIN_BASEQ" -f "$REF"

| awk 'B

func

\t"}

i,c,n,num,rest){

)
)

for BAM in pass_barcode{01..12} gene_fil250.bam; do
[ -e "$BAM" ] || continue
sample="§{BAM% . .ban}

# Conteos forward y reverse por separado

count_bases <(samtools view -h -F 16 "$BAM" | samtools view -b -) | sort -ki,in > "${sample}. '
count_bases <(samtools view -h -f 16 "$BAM" | samtools view -b -) | sort -ki,in >

# Integracidn de conteos y cdlculo de cobertura total y frecuencias
join -t $'\t' -31 -a2 -e 0 \
=0 10:51.2,1:3;1:4,1.5,1.6,2.3,2
${sample}. fwd. ${sample}
| awk -v OFS="\t" -v S="$sample

; fT=(DP>02?T/DP:0@

rm -f "${sample}.fwd.tmp" "${sample}.rev
done
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/) num=num

$bam" \

P\tFA\tfC\tfG\tfT

'S{sample}.

> "Sout



ANEXO 5: Pipeline para la identificacion de bases alternativas dominantes
con soporte en ambas cadenas

#! fusr/binfenv bash

R S N T
# Descripcidn:

Identifica la base alternativa dominante (ALT) porJposicidn a partir

de una tabla de frecuencias nucleotidicas separadas por cadena.

El script filtra por profundidad minima, frecuencia alélica minima

y soporte en ambas orientaciones.

Entrada:
basefreq_strand long(26.tsv

Salida:
alt_dominante_strand filtered(20.tsv
B e e e

R R R R R R R R

set -euo pipefail

IN="basefreq_strand_longQ20.tsv"
OUT="alt_dominante_strand_filteredQzo.tsv"

MIN_DP=50000 # profundidad minima total por posicién
MIN_AF=0.0005 # frecuencia alélica minima de la base alternativa
MIN_MINOR_STRAND_FRAC=0.2 # fraccion minima de soporte en la cadena minoritaria

echo -e "sample\tpos\tref_base\talt_base\tDP\talt_count\tAF_alt\talt_fwd\talt_rev\tminor_frac" > "§out"

awk -F'\t' -v OFS="\t" \

-v MIN_DP="$MIN_DP' -v MIN_AF="$MIN_AF" -v MIN_MINOR_ STRAND_ FRAC="$MIN_MINOR_STRAND_FRAC" '
NR==1 { next } # omitir encabezado
{

sample=51; pos=5%2; ref=toupper(53)

Af=54+0; Cf=55+0; Gf=56+0; Tf=57+0

Ar=5$8+8; Cr=59+0; Gr=510+0; Tr=511+0

DP=512+0

if (DP < MIN_DP) next

# Conteos totales por base
A=Af+Ar; C=Cf+Cr; G=Gf+Gr; T=Tf+Tr

# Seleccionar la base no referencial con mayor conteo
alt=""; altc=-1; altf=0; altr=0

if (ref!="A" && A>altc) {alt="A"; altc=A; altf=Af; altr=Ar}
if (ref!="C" && C=altc) {alt="C"; altc=C; altf=Cf; altr=Cr}
if (ref!="G" && G=altc) {alt="G"; altc=G; altf=Gf; altr=Gr}
if (ref!="T" && T=altc) {alt="T"; altc=T; altf=Tf; altr=Tr}

if (alt=="" || altc<=0) next

# Calcular frecuencia alélica y soporte en ambas cadenas
AF = altc / DP

if (AF < MIN_AF) next

minor = (altf < altr ? altf : altr)

minor_frac = minor / altc

if (minor_frac < MIN_MINOR_STRAND_FRAC) next

printf "%s\t%s\t%s\t%s\t%d\ t%d\t%. 10\ txd\ t%d\t%.6F\n", \
sample,pos,ref,alt,DP,altc,AF,altf,altr,minor_frac

b
" "SIN' >> "SOUT"
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ANEXO 6: Pipeline para la identificacion de mutaciones mediante
persistencia temporal de variantes

#!/usr/bin/env python3

# -*- coding: utf-8 -*- L

# Descripcion:

# Clasifica mutaciones segun su persistencia temporal en una ventana de
# generaciones. Para cada mutacidén se evalda:
# - aparicidon en la ventana analizada,

# - persistencia hasta la generacidn final,

# - crecimiento neto de AF,

# - estabilidad temporal.

# Entrada:

# alt_dominante_strand_filtered(20.tsv

# Salida:

# nmutaciones_clasificadas(2011.tsv

import pandas as pd
import numpy as np

INFILE =
OUTFILE =
GEN_MIN = 1
GEN_MAX = 11

MIN_AF_START = 0.0005
ALLOW_GAP = 0

MIN_DELTA_AF = 0.0003
ALLOW_DROP = 0.4
MIN_PRESENCE_LEN = 2

# Cargar datos y extraer generacidn desde el nombre de muestra

df = pd.read_csv(INFILE, sep= , dtype=str)

df[ ] = pd.to_numeric(df[ ].str.extract(r )[®], errors= )
df = df.dropna(subset=[ 1) .copy()

df[ 1 = df[ ].astype(int)

df = df[(df[ ] == GEN_MIN) & (df[ ] <= GEN_MAX)].copy()

# Convertir AF y construir identificador de mutacién

df[ 1 = pd.to_numeric(df[ ].str.replace( g , regex=False), errors=
df = df.dropna(subset=[ N B N 1) .copy()

df[ 1 = df[ ].str.upper().str.strip()

df[ 1 = df[ ].str.upper().str.strip()

df[ 1 = df[ ].astype(str) + + df[ 1+ + df[ 1

gens_window = np.arange(GEN_MIN, GEN_MAX + 1, dtype=int)
results = []
for mut, d in df.groupby( , sort=False):

# Serie temporal completa de AF; generaciones ausentes se rellenan con @

g2af = d.groupby( ) 1.max()

af_series = np.array([float(gzaf.get(g, ©.0)) for g in gens_window], dtype=float)
present = af_series >= MIN_AF_START

if not present.any():
continue

# Subserie desde la primera aparicién hasta el final
first_idx = int(np.argmax(present))

gen_inicio = int(gens_window[first_idx])

af_tail = af_series[first_idx:]

present_tall = present[first_idx:]

AF_inicio = float(af_tail[0])
AF_final = float(af_tail[-1])
delta_AF = float(AF_final - AF_inicio)

gaps_observados = int((~present_tail).sum())
diffs = np.diff(af_tail)

n_drops = int(np.sum(diffs < 0))

drop_frac = n_drops / max(len(diffs), 1)
tail_len = len(af_tail)
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out

out.

out.

# Clasificacidn segln persistencia, crecimiento y estabilidad

status
motivo

if tall_len < MIN_PRESENCE_LEN:
motivo =
elif gaps_observados > ALLOW_GAP:
motivo =
elif delta_AF < MIN_DELTA_AF:
motivo =
elif drop_frac > ALLOW_DROP:
motivo =
else:
status
motivo
results.append({
: mut,
s d[ 1.iloc[O],
: d[ ].iloc[0],
:d[ ].iloc[0],
: gen_inicio,
: GEN_MAX,
: AF_inicio,
: AF_final,
: delta_AF,

: tail_len,
: gaps_observados,
: drop_frac,
: n_drops,
: status,
: motivo
b
= pd.DataFrame(results)
sort_values([ N

s s
ascending=[True, True, False, False], inplace=T

to_csv(OUTFILE, sep= s index=False)

print(f

)
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