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Resumen

El citocromo b es una proteina mitocondrial esencial en la respiracion celular, por lo que es esperable que su
secuencia codificante esté dominada por un régimen de seleccion purificadora. Es posible, sin embargo, que
la incursién en nichos con nuevas demandas fisiolégicas cree nuevas presiones selectivas, permitiendo un
cierto grado de adaptacién funcional en la proteina. Tal podria ser el resultado de la asociacién a condiciones
de hipoxia involucradas en el buceo, los habitos subterraneos y la vida a grandes altitudes. Dentro de la tribu
Abrotrichini (Rodentia: Sigmodontinae) hay especies que recurren a la fosorialidad, y las hay también que se
distribuyen sobre los altos Andes donde la presion parcial de oxigeno es muy baja con respecto al nivel del
mar, lo que los hace candidatos a tener algun nivel de seleccién positiva actuando sobre su citocromo b. Para
evaluar esta posibilidad se recurri6 a pruebas de verosimilitud para detectar seleccion positiva por
comparacion de la tasa de sustituciones sinénimas y no sinénimas (dN/dS) a nivel de ramas dentro de la
filogenia y codones particulares dentro de las secuencias del citocromo b. Los resultados evidenciaron la
dominancia de la seleccion purificadora, y descartaron la adaptacion del citocromo b como consecuencia de
la fosorialidad en los Abrotrichini, pero no como consecuencia de la vida a altas altitudes. De todos modos,
para confirmar la existencia de seleccion positiva por causa de la altitud serian necesarios analisis
complementarios de otros genes mitocondriales para descartar posibles reducciones en el tamafio
poblacional, con el consiguiente relajamiento en la seleccién purificadora, como causa de los patrones
observados en el citocromo b.

Abstract

Cytochrome b is a mitochondrial protein which is essential for cellular respiration; its coding sequence is
therefore expected to be ruled by a regime of purifying selection. However, it is possible that such regime
varies as the result of new selective pressures exerted by the physiological demands involved in the spread
into new niches, thus allowing a certain degree of functional adaptation of the protein. Such change could
result from the hypoxic conditions implicated in diving, subterranean habits and life at high altitudes. Within the
Abrotrichini tribe (Rodentia: Sigmodontinae) there are species which are fossorial, as well as others whose
distributions reach the High Andes, where oxygen partial pressure is considerably lower than at sea level,
which makes them candidates to have some level of positive selection acting on their cytochrome b
sequences. This possibility was evaluated through likelihood-based tests for detecting positive selection by
comparing the synonymous and non-synonymous substitutions rates (dN/dS) at the level of branches within
the phylogeny and at that of particular codons in the sequence. The results confirmed the dominance of
purifying selection, and they ruled out adaptation occurring as a consequence of fossoriality, but not as a
result of life at high altitudes in the Abrotrichini. Nevertheless, complementary studies on additional
mitochondrial genes would be required to confirm the existence of positive selection as the foundation of the
observed patterns on the cytochrome b sequences of high-altitude Abrotrichini, since they could also be

explained by a relaxation of purifying selection resulting from a reduction in the effective population size.



Introduccién

En el marco del debate entre el seleccionismo y el neutralismo existe un punto de
concordancia en lo que respecta a que gran parte de las sustituciones de reemplazo en
una secuencia génica tienen efectos deletéreos y dificilmente lleguen a fijarse en una
poblaciéon, o sea, que la tendencia en términos generales es la conservacion de un
fenotipo por la seleccion purificadora (Alvarez-Valin, 2000; Wagner, 2008; Futuyma,
2009). Esto es asi especialmente en genes de importancia metabdlica en los cuales
alteraciones minimas pueden tener consecuencias letales para el organismo portador,
como es el caso de los genes mitocondriales comunes a todo el dominio Eukarya
(Stewart et al, 2008). Una de las proteinas codificadas a partir del genoma mitocondrial es
el citocromo b. Esta proteina se dispone atravesando la membrana mitocondrial interna y
cumple una funcién esencial en la cadena respiratoria — forma parte integral del complejo
citocromo bc; que por oxido-reduccion recibe electrones de la ubiquinona, para luego
cederlos de la misma forma al citocromo c, lo que desencadena la generacion del
gradiente proténico que permite la generacién de ATP con el oxigeno como aceptor final
de electrones. A pesar de que la relevancia funcional del citocromo b implica una alta
conservacién de su secuencia aminoacidica, es posible que existan cambios adaptativos
en la misma relacionados a variaciones ecoldgicas que impliquen alteraciones en la
demanda metabdlica y los procesos bioquimicos durante la respiracion celular, como por
ejemplo en los niveles de disponibilidad de oxigeno. El buceo, la vida a altas altitudes y
los habitos subterrdneos conforman los tres dominios en los que el transporte normal de
gases se altera en los mamiferos (Arieli, 1990). En los tres casos se detectaron posibles
indicios de seleccion natural positiva asociada a la hipoxia actuando sobre el citocromo b
y sobre otros genes mitocondriales involucrados en la respiracion celular (e. g. McLellan

et al, 2005; Hassanin et al, 2009 y Tomasco & Lessa, 2011 respectivamente).

La vida subterrdnea es una caracteristica relativamente recurrente en la clase de los
mamiferos, particularmente en los ordenes Rodentia e Insectivora (Nevo & Reig, 1990).
Ella trae aparejada a lo largo de la filogenia una gran cantidad de convergencias
adaptativas para lidiar con las nuevas necesidades y demandas, como el tener que mover
grandes cantidades de tierra, restringirse a espacios angostos, cambiar las prioridades
sensoriales, entre otros tantos factores (Nevo, 1979; Stein, 2000). Una caracteristica
general de las madrigueras subterrdneas es la baja proporcién de oxigeno (hipoxia) y
alta de diéxido de carbono (hipercapnia) con respecto a los niveles atmosféricos de estos

dos gases. Estas condiciones suponen el surgimiento también convergente de soluciones



fisiolbégicas a la incapacidad de poder mantener un ritmo respiratorio como el que se
llevaria en la superficie (Arieli, 1990; Buffenstein, 2000; Tomasco et al, 2010).

En cuanto a las grandes altitudes, estas son una importante limitante para la dispersion
de las especies animales por factores bidticos, como la escasez de alimentos (Arieli,
1990), y por factores abioticos, dentro de los cuales el mas destacado es la disminucion
de la presién barométrica, con la consecuente disminucién en la presion parcial de
oxigeno (Novoa et al, 2003) (Ver Tabla S3). Al igual que los roedores subterraneos,
aguellos que han conquistado grandes altitudes han desarrollado adaptaciones que les
permiten hacer un uso mas eficiente del oxigeno para enfrentar su carencia (Arieli, 1990;
Novoa et al, 2003).

Los Abrotrichini como modelo

Dentro de la gran radiacién de la subfamilia Sigmodontinae (Rodentia: Cricetidae) de las
aproximadamente trescientas ochenta especies que la integran, solamente siete han
adquirido habitos cavadores (Rodriguez-Serrano et al, 2008) (lo cual es curioso
considerando la magnitud de la radiacion en si y la conquista de diversos nichos por
numerosas especies dentro de este grupo (Smith & Patton, 1999; Ortiz et al, 2011)).
Cinco de esas siete especies forman parte de la tribu Abrotrichini (a la que también se le
refiere como “clado andino”), dentro de la cual hay ademas especies que viven en los
Altos Andes. De forma que los Abrotrichini, que han sido sélidamente corroborados como
integrantes de una unidad monofilética dentro de la radiacién de los sigmodontinos (D’Elia,
2003), han incursionado en dos de los tres dominios en los que se altera el transporte

normal de gases en mamiferos propuestos por Arieli (1990) (Ver arriba).

Las cinco especies cavadoras dentro de los Abrotrichini son Chelemys macronyx,
Chelemys megalonyx, Notiomys edwardsii, Pearsonomys annectens y Geoxus
valdivianus; aunque informacion reciente pareceria sugerir que lo que actualmente se
considera G. valdivianus son en realidad dos especies y que el género es parafilético con
respecto a P. annectens (Lessa et al, 2010). Todas tienen como adaptaciones
morfolégicas para la vida bajo tierra garras largas y cola corta en relaciéon al cuerpo,
aunque otros aspectos como el tamafio de pinnas auditivas y 0jos son mas heterogéneos
a nivel interespecifico (Pearson, 1984). Sin embargo, en ningun caso se trata de especies
subterraneas per se, sino que son todas fosoriales por carecer de un nivel de
especializacion tan alto y ser considerablemente activas fuera de sus madrigueras
(Pearson, 1984). Las restantes especies dentro de los Abrotrichini pertenecen todas al

género Abrothrix y, si bien hay registros del uso por su parte de madrigueras construidas
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por especies de roedores caviomorfos (Pearson, 1984), ninguna presenta un mayor
desarrollo en las caracteristicas anatémicas para la excavacion y la vida bajo tierra, por lo

que son todas consideradas cursoriales.

Toda la tribu Abrotrichini se distribuye al sudoeste del continente sudamericano
extendiéndose por Chile, Argentina, Bolivia y Perd, aunque cada especie tiene un rango
de distribucion propio con diferentes caracteristicas geograficas y ambientales. Los
Abrotrichini fosoriales se encuentran asociados a bosques de Nothofagus o sus
margenes humedos (Pearson, 1984; Teta et al, 2006), con la sola excepcién de N.
edwardsii, que habita principalmente la estepa patagobnica argentina (Fig. 1A). Los del
género Abrothrix, por su parte, se extienden en un mayor rango latitudinal que va desde
el altiplano a Tierra del Fuego (Fig. 1B), destacandose la diferencia en altitud con
respecto al nivel del mar que ofrece la presencia de la cadena montafiosa andina. Las
especies Abrothrix jelskii y Abrothrix andinus se localizan en torno a la regién del altiplano
de los Andes a altitudes de que pueden alcanzar los 5500 metros sobre el nivel del mar, y
siempre por encima de los 2000m; Abrothrix illuteus se distribuye por el noroeste
argentino llegando a alturas que pueden superar los 3000m, y se asocia principalmente a

regiones de yunga (Teta et al, 2006); las restantes especies, que incluyen a Abrothrix



longipilis, a Abrothrix lanosus y a Abrothrix olivaceus, nunca alcanzan altitudes
comparables a las maximas de las de las tres anteriores y se distribuyen mas
australmente hacia la Patagonia, y en el caso de A. olivaceus también hacia el centro-
norte de Chile parapatridamente a A. andinus (Fig. 1B). Las diferencias en las altitudes a
las que viven las distintas especies implican marcados contrastes entre los niveles de
oxigeno disponibles para cada una. Graficamente, el aire a las altitudes maximas
alcanzadas por A. andinus y A. jelskii contiene poco méas que el 50% del oxigeno
disponible a nivel del mar (Baillie, 2010), mientras que por debajo de los 2000m se
mantiene por encima del 80%. Rosenmann & Ruiz (1993) reportan que como
consecuencia de esto existe en A. andinus un alto conteo de eritrocitos, una plasticidad
en el tamafio de los mismos y una alta concentracién de hemoglobina en periodos de alta
demanda metabdlica, de forma contrastante con especies de bajas altitudes. Las
distribuciones de A. andinus, A. illuteus y A. jelskii no son las Unicas dentro de los
Abrothrichini que superan los 2000m de altitud, la de C. macronyx también lo hace,
aungue parcialmente. Lessa et al (2010) identificaron un quiebre filogeogréafico en la
distribucion de C. macronyx que separa dos unidades, una al norte de la misma y otra
con una mayor extension dentro de la Patagonia. Tales unidades fueron posteriormente
verificadas como dos clados dentro de la especie: el alto andino al norte y el de altitudes
medio-bajas al sur, que como indican sus nombres, difieren no sélo en latitud, sino
también en altitud (Alarcén et al, 2011), al punto de llegar a diferencias del 26% de
disponibilidad de oxigeno entre especimenes de cada clado (Ver Tabla S3).

En definitiva, dado que los Abrotrichini, a pesar de su relativamente poca diversidad
especifica, han logrado incursionar en los dominios subterrdneos y de grandes altitudes,
pueden ser un modelo infromativo para el estudio las alteraciones en el transporte de
gases y las adaptaciones a las mismas. Particularmente, la hipotesis aqui planteada es
gue, como adaptacién a los niveles bajos de disponibilidad de oxigeno, las secuencias
aminoacidicas del citocromo b de las especies con habitos fosoriales y/o de las de
especies de vida a grandes altitudes hayan acumulado cambios que se hubieran fijado
por ofrecer una mayor eficiencia en la cadena respiratoria mitocondrial con respecto a las
especies que integran sus respectivos complementos, mas alla de la reinante seleccion
purificadora a la que se espera esté sometida la proteina. Concretamente, el objetivo de
este trabajo es estudiar la evolucién del citocromo b dentro de esta tribu, buscando la
existencia de trazas de seleccion direccional positiva producto de las incursiones en la

fosorialidad y en las grandes altitudes.




Métodos

Obtencion de secuencias. Las secuencias de la regién codificante del gen mitocondrial
citocromo b fueron obtenidas a partir de la base de datos del GenBank del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para las especies Abrothrix adinus, A. olivaceus, A.
jelskii, A. longipilis, A. lanosus, A. illuteus, Chelemys megalonyx, Chelemys macronyx (de
zonas de mas de 2000m y menos de 2000m de altura), Geoxus valdivianus,
Pearsonomys annectens y Notiomys edwardsii. En el caso particular de C. macronyx se
obtuvieron ademas diez secuencias adicionales, cuatro correspondientes al clado alto
andino y seis al clado surefio de altitudes medio-bajas definidos por Alarcén et al (2011).
Gran parte de las secuencias incluyeron la casi totalidad de las bases contenidas en la
region codificante del gen (1140pb), sin embrago las de N. edwardsii, P. annectens y las
de los diez C. macronyx adicionales s6lo estaban presentes en un 70,5% del total (801pb).
Se intenté amplificar por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) la region
codificante completa de estas tres especies para su secuenciacion y completado (Ver
“Materiales Suplementarios” por detalles), pero tal procedimiento fue infructifero por lo
que hubo que realizar los restantes ensayos con las secuencias de esas especies

incompletas.

Reconstruccion filogenética. Todas las secuencias se alinearon por codones en el
software de uso libre MEGA en su versién 5.05 por medio de Clustal W con sus valores
predeterminados. Subsecuentemente se construyeron las filogenias por el método de
maxima verosimilitud con mil pseudorréplicas para computar el analisis de apoyo por
bootstrap en el mismo programa y con las restantes opciones en sus valores
predeterminados. Se construyeron un arbol de genes que sigue sélo la historia evolutiva
del citocromo b y otro en el que se acoplaron las secuencias del citocormo b con la del
gen nuclear de la proteina de unién al interfotoreceptor retinoide (IRBP) (secuencias que
también fueron obtenidas del GenBank). Como grupo externo se utilizaron las especies
Bolomys temchuki, Phylotis xanthopygus y Akodon azarae, las cuales integran tribus
filogenéticamente cercanas a la de los Abrotrichini (D’Elia, 2003). De la misma forma se
reconstruy6 una filogenia de las secuencias obtenidas para diferentes especimenes de C.

macronyx con N. edwardsii como grupo externo.

Mapeo de cambios no sin6bnimos. En MEGA 5.05 también se tradujeron las secuencias
utilizando el codigo genético mitocondrial de vertebrados. Las secuencias aminoacidicas
se ingresaron junto con las filogenias previamente construidas en el programa Mesquite

2.75, donde se trazaron los caracteres sobre los arboles (siguiendo las opciones para el




arbol “Analysis” y dentro de esta “Trace over trees”), lo cual permite la visualizacién de
en qué rama es mas parsimonioso inferir que haya ocurrido un cambio aminoacidico. A
partir de esto se mapearon y cuantificaron los cambios aminoacidicos que ocurrieron en
cada rama de la diversificacion del linaje con sus respectivas posiciones en la secuencia.
Se tuvo en cuenta si existieron diferencias en las propiedades fisicoquimicas entre los
aminoacidos que varian dentro de un sitio, asi como su posicionamiento dentro de la
estructura proteica considerando los dominios transmembrana, de la matriz mitocondrial y

transmembrana, que tienen diferentes relevancias funcionales (McLellan et al, 2005).

Seleccién por ramas. La evaluacion de la intensidad de seleccién se llevé a cabo por
medio de un estudio de verosimilitud para analizar la variacion en la relacién entre la
cantidad de cambios sin6nimos (dS) y no sinénimos (dN), dN/dS (de ahora en mas w), en
las secuencias codificantes del citocromo b (Yang & Bielawski, 2000; Yang, 2002)
utilizando el programa codeml del paquete PAML 4.5 (Yang, 2007) siguiendo los pasos
sugeridos en el manual del programa. La razén w como indicador de seleccién natural se
basa en los principios de la teoria neutral e implica que si un cambio aminoacidico en
una secuencia es selectivamente neutro, su probabilidad de fijacion es igual a la de un
cambio nucleotidico que genere un triplete que codifique para un mismo aminodcido v,
por ende, la cantidad esperada de mutaciones puntuales sinénimas habria de ser igual a
la de mutaciones no sinénimas (dN/dS=w=1). Si, en cambio, la variacién en la identidad
de un aminoacido produce una ventaja selectiva para el organismo portador, su
probabilidad de fijaciébn es mas alta que la de una alteracion sinénima (w >1). Cuando los
cambios en la secuencia aminoacidica provocan efectos deletéreos, o sea cuando la
seleccion purificadora es la que prima, los cambios sinénimos tienen una probabilidad de

fijacion superior a la de los no sinénimos (w <1).

Los niveles de w se evaluaron a través de cuatro modelos: M1, que permite la variacion
de w a nivel de cada rama de la filogenia (w;); M2, que agrupa las ramas que contienen
a las especies fosoriales y no fosoriales, existiendo sélo los dos parametros w y wys
respectivamente; M2y, que permite la variacion de w a modo de incluir las especies que
viven a una altitud mayor a los 2000m (altura la cual la disponibilidad de oxigeno es un
80% la de a nivel del mar) por un lado (w,) y las que no por otro (w .); Y MO, con un solo
parametro para toda la filogenia que sirve de modelo nulo (w o). La significancia
estadistica de los resultados se considerdé como el calculo del doble de la diferencia entre
la probabilidad logaritmica del modelo en cuestién y la del modelo de un parametro MO

(2Al), para su contrastacién con los valores de la tabla de x? con un p-valor maximo de



0,05. De forma similar se construyeron modelos para ensayos analogos a nivel
poblacional dentro de C. macronyx.

Seleccion por sitios. Adicionalmente, se estudio la intensidad de seleccion actuando
sobre sitios aminoacidicos individuales que de otra forma quedarian ocultos bajo el
estricto régimen conservador que rige a la secuencia in toto por la seleccion purificadora
dominante (Yang, 2002). Para estos ensayos se recurri6 a DataMonkey (Kosakovsky
Pond & Frost, 2005), un sitio web del paquete HyPhy en donde con las secuencias
nucleotidicas y los &rboles construidos se puede evaluar la existencia de sitios bajo
seleccion positiva 0 negativa por diversos métodos, en este caso se usaron SLAC
(Kosakovsky Pond & Frost, 2005), REL (Kosakovsky Pond & Frost, 2005), IFEL
(Kosakovsky Pond et al, 2006) y MEME (Murrell et al, 2012) con el modelo HKY de
sustituciones como sugerido por el mismo servidor. En orden de mayor a menor precision
en la deteccion de sitios efectivamente bajo seleccion, pero también en la probabilidad de
omitir algunos: SLAC es un método de conteo a partir de una Unica reconstruccion de la
secuencia ancestral mas probable; REL modela variaciones en las tasas de cambios
sinbnimos y no sinénimos entre sitios de acuerdo con una distribucion predefinida, con
una presion selectiva en cada sitio inferida por un enfoque empirico bayesiano; y IFEL
estima directamente las tasas de sustitucion sinénimas y no sinénimas en cada sitio
(Kosakovsky Pond & Frost, 2005). A diferencia de los otros tres métodos el MEME
permite no sélo una variacion de los w a lo largo de las secuencias, sino que también a
través de las ramas de la filogenia, lo que permite detectar seleccion episédica en sitios
individuales (Murrell et al, 2012).

Resultados
Filogenia.

Las especies de Abrotrichini con habitos fosoriales quedaron agrupadas con un
estadistico de bootstrap de maxima verosimilitud de 92% y las no fosoriales con uno de
96%. Todas las ramas internas dentro del grupo de los fosoriales tuvieron un valor de
bootstrap mayor a 60% y se agruparon los géneros Pearsonomys y Geoxus por un lado, y
Notiomys y Chelemys por otro, en lo que pareceria indicar una polifilia del Gltimo por ser
C. macronyx el grupo hermano de N. edwardsii y no de C. megalonyx en esta
reconstruccion (Fig. 2). Los resultados en el arbol de dos genes y en los construidos sélo

con el citocromo b coincidieron en las relaciones entre las especies fosoriales. En lo que

' Como ya habia sido sugerido por Rodriguez- Serrano et al (2008).
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Figura 2. Filogenia de la tribu Abrotrichini construida por el método de maxima verosimilitud a partir de A) la
conjuncion de 801pb de citocromo b e IRBP (logL=-5840,08), B) 801pb de citocromo b ( logL=-4802,19) y C) 1134pb de
citocromo b sin las especies N. edwardsii y P. annectens (logL=-7214,11). Los numeros sobre los nodos indican el apoyo
estadistico del bootstrap (1000 remuestreos). Los tridngulos negros indican las especies que habitan zonas altas y el

blanco refiere a aquella que se extiende en un amplio gradiente altitudinal.

respecta a los Abrothrix, si bien la unidad de todo el clado esta bien fundamentada,
muchas de las ramificaciones no quedaron definidas con total precision, dando lugar a
politomias en determinados nodos. En particular, la posicion de Abrothrix lanosus
pareceria ser un tanto conflictiva por agruparse con Abrothrix longipilis en el arbol que
incluye la secuencia del IRBP y con Abrothrix jelskii en el &rbol que incluye soélo el

citocromo b con 801pb.

Conteo de cambios aminoacidicos.

La Figura 3.A resume el nimero neto de sustituciones aminoacidicas contadas en cada

una de las ramas de la filogenia de especies de los Abrotrichini. Las especies que



presentaron un mayor numero total de cambios aminoacidicos fueron A. jelskii, C.
macronyx y Abrothrix andinus. Las especies con un menor nimero de sustituciones
fueron N. edwardsii, A. longipilis y G. valdivianus. El patron se mantuvo incluso luego de
realizar la correccion para ser contrastable con la cantidad de cambios en N. edwardsii y
P. annectens, cuyas secuencias s6lo constaron de 801pb (Se multiplicé el total de
cambios por 0,705, por ser 801 el 70,5% de 1134).
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2 pr— A andinus p— 0 arnectens
5 4
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Figura 3. A) Conteo del nimero de sustituciones por ramas (internas y externas) dentro de los clados de los
Abrotrichini no fosoriales (A.1) y fosoriales (A.2). Los nimeros sobre las ramas indican la cantidad de cambios en
esa rama sin corregir. Los asteriscos indican las especies para las que se utilizaron secuencias incompletas del
citocromo b y cuyo conteo aminoacidico no fue corregido por 0,705. B) Grafica del promedio de sustituciones en
las secuencias de Abrotrichini fosoriales, no fosoriales, que viven en la altura y que no viven en la altura. La linea
cortada indica el promedio global de sustituciones y los tres tonos de rojo indican las sustituciones en los dominios

proteicos seglin su posicionamiento con respecto a la membrana mitocondrial (Ver referencias en la figura).



El promedio de sustituciones entre todas las especies consideradas fosoriales, residentes
en la altura y sus complementos muestran niveles mas altos en el de las especies de
altura (9,87+2,08) que las de no altura (6,64+1,80). Ademas existe una ligera diferencia
entre las especies fosoriales y no fosoriales (A=1,00). El promedio global fue de 8,01

sustituciones por rama tras la correccion.

Cuantitativamente, no existe una diferencia prominente entre el nimero de sustituciones
en los amino4cidos de los dominios del citocromo b ubicados en el espacio
intermembrana mitocondrial entre fosoriales y no fosoriales, y alta altitud y baja altitud
(Fig.3.B). Ademés, la cantidad es baja en comparacion con la de los dominios
transmembrana y de la matriz. Los fosoriales tienen en promedio un himero mas alto de
sustituciones en el dominio de la matriz mitocondrial que los no fosoriales, mientras que al
contrastar alta altitud y baja altitud en este respecto, los valores son iguales. Los
Abrotrichini de zonas altas tienen una cantidad promedio de cambios aminoacidicos

mayor que los de zonas bajas en sus dominios transmembrana.

Cualitativamente, cerca de la mitad de las sustituciones contrajeron cambios en las
propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos. El contraste entre el promedio de este
tipo de cambios entre Abrotrichini fosoriales y no fosoriales no fue muy pronunciado (3,50
y 3,71 respectivamente), pero entre los de alta altitud y los de baja altitud fue en cambio

mayor (4,75 y 3,11 respectivamente) (Tabla S2).
Intensidad de seleccion.

A partir del arbol de dos genes y del arbol del citocromo b, se realiz6 la comparacion por
ramas de la tasa de fijaciobn de sustituciones sinénimas y no sinénimas. La diferencia
entre los resultados a partir de cada arbol fue minima, y se presentan en la tabla 1 y la
figura 4 los del ensayo realizado a partir del arbol de dos genes. Como se esperaba, la
cantidad de cambios sindnimos fue ampliamente mayor que la de los de reemplazo,
siendo los valores de w considerablemente menores a 1 (sin alcanzar siquiera nunca
cifras dentro de las décimas). La diferencia entre ws (fosoriales) y wys (no fosoriales) no
fue demasiado pronunciada, ni cuando se tuvieron en cuenta a N. edwardsii y a P.
annectens (en los ensayos con 267 codones), ni cuando no. Ademas cual de estos dos
w es mayor cambia en cada caso. Lo mismo no ocurre entre los w que evallan las
especies de grandes altitudes (wy,) fue consistentemente mayor en los Abrotrichini de
zonas bajas (wnh). Los resultados fueron significativos (2A1<3,84) con respecto al modelo
nulo MO sélo cuando se evaluaron los parametros wy Yy Wy, con secuencias dell34pb y

en el modelo M1, donde cada rama de la filogenia cuenta con un w independiente.



Tabla 1. Estimacion de w (dN/dS) en la secuencia casi completa del citocromo b para todos los Abrotrichini salvo N.
edwardsii y P. annectens (379 codones*) y para la secuencia de los primeros 267 codones (267 codones).

Modelo w 2Al w 2Al
379 267
codones* codones
Mo w, 00342 - Wo (1 )op -y A—
M2¢/n¢ w,s 00363 0,17 w, 00248 0,32
w; 00316 w; 0,0291
M2} /nh w, 00526 5,09 wy, 0,0332 0,64
W,y 00290 w,, 00252
M1 w; (Fig.4) 21,42 W (Fig.4) 18,01

MO: Modelo nilo con “w,” como Unico parametro; M2: modelo con dos parametros, fosoriales y no fosoriales (f/nf), y
altitud y no altitud (h/nh); M1: Un parametro por rama en la filogenia. “w” indica los valorers de los pardmetros en cada
caso y “2Al “la significancia con respecto al modelo nulo (ver Métodos). Los valores para w; se presentan en la figura 4.

0,0941 A. jelskii

0,0490 0,0513
0,0153 0,0181 A. illuteus
0,0001 0,0185
0,4981 0,0875 A. andinus
0,0081 0,0428
X 0,0054 0,0398 A. olivaceus
0,0001 0,0454
0,0451 A. lanosus
0,0325 0,0505
0,0398 0,0190 A. longipilis
0,0152
0,0228/NA C. macronyx
0,0197/0,0721
0,0520 0,0369 NA N. edwardsii
0,0001 0,0333
0,0001 0,0355 C. megalonyx
0,0193 0,0396
0,0717/0,0481 G. valdivianus
0,0297 0,0252/NA
0,0001 NA P. annectens
0,0268

Figura 4. w para cada una de las ramas internas y externas de la tribu Abrotrichini. Por encima de cada rama se
indican los valores obtenidos a partir de la secuencia de 1134pb y por debajo los obtenidos a partir de 801pb
incluyendo a N. edwardsiiy P. annectens. “NA” indica los casos en los que no se tuvo en cuenta tal especie. En la rama
terminal que lleva a C. macronyx se indican los valores de w para un individuo que habitaba zonas bajas antes de la
barra “/” y uno que lo hacia en la altura después. En el caso de G. valdivianus también se consideraron dos
secuencias.



Tabla 2. Codones que los distintos métodos identificaron como candidatos a encontrarse bajo seleccién positiva.

Codén Cambios Rama Método Significancia
42 Met—lle G. valdivianus MEME p-valor=0,0063
A. jelskii

lle>Gly G. valdivianus
43 lle—>Phe C. megalonyx REL BF= 68,32
249 Val—lle C. macronyx REL BF=53,47
281 Leu—Leu (A. andinus, A.olivaceus)  IFEL p-valor= 0,085
330 Ala—>Ser Abrothrix basal MEME p-valor=0,040

Ser—Ala (A. illuteus, A.jelskii)

Ser—Ser A. longipilis
Se indican cual es el aminoacido que reemplaza cudl aminoacido (en los casos en que los cambios producen diferencias
en las propiedades fisicoquimicas estan indicados en negrita), en qué rama/s se producen tales cambios, por qué
método se identifico y el valor que evalua la significancia estadistica.

Con las remarcables excepciones de A. andinus y A. jelskii que difirieron en los w de sus
ramas terminales por casi el doble cuando se los evalué con sus secuencias completas
(1134pb) e incompletas (801pb) — lo que recalca la acumulacibn mayor de cambios de
reemplazo que de sustituciones sindnimas en los Ultimos 300pb en las secuencias de
lasdos especies con respecto a las otras — los valores de w para las ramas terminales se
mantuvieron dentro de un rango con diferencias sélo a nivel de las milésimas (Fig. 4). Las
especies en cuyas ramas terminales los pardmetros w alcanzaron los valores mas
grandes fueron A. jelskii (1134pb), A. andinus (1134pb), C. macronyx habitando en zonas
altas (801pb) y G. valdivianus (1134pb) con valores por sobre 0,07, mientras que los mas
chicos por debajo de los 0,02 tanto para 801pb como para 1134pb correspondieron a A.

illuteus, A. longipilis y también C. macronyx, pero el de zonas bajas.
Seleccién por sitios.

Los distintos ensayos de seleccion por sitios mostraron que la gran mayoria de los
codones se encuentran bajo seleccion negativa (Datos no mostrados) y cada uno
descubrié sitios distintos bajo seleccion positiva para los valores de significancia
evaluados (aunque en general al aumentar los valores minimos de significancia los sitios
se repitieron entre los distintos métodos), siendo cinco en total (Tabla 2). Dentro de los
sitios bajo seleccidn positiva, sélo aquellos detectados por MEME contienen cambios

aminoacidicos que produjeron diferencias en las propiedades fisicoquimicas del codon



(Tabla 2). El método SLAC, que es el mas conservador (Kosakovsy Pond & Frost, 2005),
no permitid encontrar ningun sitio bajo seleccién positiva. Los sitios 281 y 330 contienen
cambios que no son precisamente de reemplazo, pero que se los detectdé como sitios bajo
seleccidn positiva por la necesidad de que hayan ocurrido dos cambios nucleotidicos para
mantener la codificacion para los mismos aminoacidos, y pueden, aunque no
necesariamente, haber involucrado un cambio en la identidad del aminoacido en el
transcurso; ambos codones son, ademas, los Unicos que no son exclusivos de ramas

terminales.
Chelemys macronyx: variacion altitudinal a nivel poblacional.

En vista del interesante contraste entre los w de los C. macronyx de zonas altas y de
zonas bajas (Fig. 4) se prosigui6 con un analisis a nivel poblacional de esta especie. Con
las secuencias parciales (780pb) del citocromo b de diez individuos de C. macronyx se
reconstruyeron las relaciones genealdgicas entre ellos. Los resultados coinciden con los
presentados por Alarcon et al (2011), quienes definen dos clados: el nortefio de altos
Andes (NHA) y el surefio de altitud media-baja (SMLA) (Fig. 5).

En lo que respecta a las pruebas de seleccion, la diferencia de w entre los dos clados
(WnHAY Wsma) MoOstré una gran disparidad entre ambos, siendo mayor wypa (Tabla 3) en
una proporcion similar a la calculada previamente entre so6lo dos secuencias (Fig. 4). Sin
embrago el p-valor por x* no alcanzé los valores de 0,05, por lo que no se descartaria el
modelo nulo. No obstante, los valores de w individuales para cada rama (w;) mostraron un

valor de 0,0618 para la rama que lleva al clado NHA, 0,3474 para la terminal de

GD926 h
A CNP_441
AT42
MV Z184938
CNP_2375
JG_101 J
A GBD 1134 )
—~ A RAO114 L A
- CNP_447

A CNP_823

55 I

70 > SMLA

92

J

Grupo externo

Figura 5.Reconstruccion filogenética por ML con la secuencia del citocromo b (780bp) de individuos de
Chelemys macronyx. Los tridngulos indican los individuos que fueron muestreados a una altitud de mas
de 2000m (Ver Tabla S3). “NHA” corresponde al clado nortefio de altos Andes y “SMLA” el caldo surefio
de altitud media-baja segln Alarcon et al (2011). Sobre los nodos se muestran los valores de bootstrap
mayores a 50.



Tabla 3. Resultados de la prueba de seleccién para la secuencia de la regién codificante de 780pb del citocromo b de
diez especimenes de Chelemys macronyx de diferentes localidades dentro de su distribucion.

Modelo w InL 2Al
MO
Wo 0,0390 -1218,94
M2nHa/smLa
WnHA 0,0872 -1218,20 1,48
Wsmia 0,0191
M2;,/0h
((V]N 0,1502 -1215,37 7,14
Wnh 0,0001
M2nHA+h/sSMLA-h
WnHA+h 0,0951 -1216,55 4,78
WsmLa-h 0,0001
M1
W -1212,94 12,00

“InL” indica el valor de logaritmo de la probabilidad y ”xz”la significancia (ver Métodos). “(DNM)” representa los datos
no mostrados en la tabla, en el texto se resumen los mas importantes. “w o” refiere al dN/dS del modelo nulo (MO0), “w
i“ al del modelo completo (M1), y los restantes subindices de los w refieren al de los modelos (M2) que incluyen a los

clados NHA y SMLA (Fig. 4), a los especimenes colectados en regiones de méas de 2000m (h) y a los colectados a menos
de 2000m (nh), y a los dos clados con CNP_441 intercambiado (NHA+h y SMLA-h).

RAO114del NHA y 0,1137 para la de CNP_441 del SMLA, siendo 0,0001 el de las
restantes ramas. De forma interesante, cuando se verificd la altura a la que se
muestrearon los especimenes de C. macronyx (Tabla S3), se observé que CNP_441, a
pesar de ser del clado de altitud media-baja, habitaba una zona de 2200m de altura sobre
el nivel del mar. Esto es una altitud practicamente igual que la de CNP_823 (2240m) y
considerablemente mayor que la de CNP_447, que ni siquiera alcanza los 2000m

(1620m) (Tabla S3; Fig. 5), siendo ambos individuos del clado alto andino.

El paso siguiente fue el repetir las pruebas de seleccion en dos variantes: una incluyendo
CNP_441 en un w compartido con el clado NHA (wnna+h) Y removiéndolo del w del clado
SMLA (wsmian), Y la otra contrastando los especimenes obtenidos a altitudes de mas de
2000m sobre el nivel del mar con las que lo fueron por debajo de ese valor (W, Y Wan,
respectivamente). Ambos modelos fueron significativamente mejores que el modelo nulo
y generaron valores de w mucho mayores cuando los parametros incluyeron los

especimenes de las zonas mas altas (y CNP_447 en el caso de wyna+n) (Tabla 3).

Las pruebas de seleccion por sitios del DataMonkey no lograron detectar ningn codon
bajo seleccion positiva con los valores de significancia empleados, y sélo existen cuatro
sustituciones en los primeros 267 codones de la secuencia del citocromo b: una en la

rama de CNP_441, una comun a todo el clado NHA, una exclusiva de RAO114 y otra



exclusiva de GBD_1134. Si bien ninguno involucra cambios en las propiedades
fisicoquimicas de los amino&cidos codificados, tampoco parecerian corresponder a uno

de los sitios hipervariables segun Irwin et al (1991).
Discusidn

La reconstruccién de la historia evolutiva del gen del citocromo b no permite resolver con
demasiada exactitud algunas de las relaciones entre especies por los bajos valores de
bootstrap de determinados nodos. Una de las especies mas conflictivas y cuyo
posicionamiento filogenético podria tener implicancias conflictivas en el resultado del
resto de los analisis es Abrotrhix lanosus. Feijoo et al (2010) ya habian reconocido esta
dificultad en los andlisis moleculares, pero por estudios de morfologia comparada
concluyen que el grupo hermano de A. lanosus seria A. longipilis y no A. jelskii. Los
resultados basados en la regién codificante completa del citocromo b reafirman tal
conclusion, puesto que A. lanosus se agrupa con A. logipilis y A. jelskii lo hace con
Abrothrix illuteus (Fig. 2C). Esto brinda apoyo a la eleccion del arbol que fue usado en
este trabajo para los restantes ensayos.

La norma en los resultados fue que los valores de los parametros w fueron
invariablemente menores a 1, o sea que el nimero de cambios de reemplazo siempre fue
superado por el de los cambios sin6bnimos. Consecuentemente, se ratifica el dominio de
la seleccion purificadora actuando sobre la secuencia codificante del citocromo b. Sin
embargo, la intensidad relativa de la seleccion purificadora no es globalmente
homogénea: el nimero de cambios aminoacidicos en la secuencia varia entre las
especies y entre distintas regiones de la proteina. En particular, la fosorialidad y la altitud,
las dos variables candidatas a ser agentes selectivos por su asociacién a la hipoxia,
ofrecen dos patrones contrastantes en la evolucibn molecular del citocromo b de los
Abrotrichini:

Fosorialidad

Cuando se permitié la variacion de los pardmetros de forma que hubiera un w para los
Abrotrichini fosoriales y otro para los no fosoriales, el modelo nulo fue el que prevalecid
en todos los casos. Ademas, la diferencia entre los parametros apoyaria la ausencia de
adaptacion en la secuencia del citocromo b producto de la fosorialidad. Mas alla de la
posibilidad de que las mutaciones proveedoras de una ventaja adaptativa simplemente no
hubieran ocurrido, existen otras posibles razones que podrian fundamentar la baja fijacion

de cambios de reemplazo con respecto a los sinénimos en el clado fosorial:



1)

2)

Fosoriales, no subterrdneos: los estudios de Pearson (1984) sobre Chelemys
macronyx, Geoxus valdivianus y Notiomys edwardsii remarcan el hecho de que si
bien la existencia de adaptaciones morfolégicas clasicas a los habitos fosoriales
definitivamente existen en estas especies, éstas son mas bien moderadas.
Ademas, las cuevas no son cerradas, sino abierta y es normal que los individuos
tengan conductas cursoriales sin confinarse a sus madrigueras subterraneas
(aunque es resaltable que G. valdivianus tiene un largo de garras relativo al
tamafio corporal mayor incluso que la del topo Scapanus latimanus). Por estas
razones, la presion ejercida por la hipoxia, que se presenta de una manera menos
intensa por la extension de las actividades en la superficie, puede no ser lo
suficientemente fuerte o constante como para provocar la fijjacion de cambios
adaptativos en un gen con los niveles de conservacion que tiene el citocromo b.
En los casos de animales con habitos cavadores en los que se detectd una
posible seleccién positiva actuando sobre el citocromo b, siempre se traté de
especies subterraneas con un nivel mayor de adaptacion para la vida bajo tierra
como los tucu-tucus del género Ctenomys (Da Silva et al, 2009; Tomasco & Lessa,
2011), o los casos extremos de Spalax ehrenbergi (Nevo et al, 1999) y especies
de ratas topo africanas de la familia Bathyergidae como Heterocephalus glaber
(Da Silva et al, 2009).

Ventilacion del suelo: El intercambio de gases con la atmdsfera, de forma que se
gane O, y se pierda CO, es esencial para la respiracion radicular de las plantas y
otros organismos subterraneos (Brady & Weil, 2008). La ventilacion edafol6gica
también presenta una importante limitante para la seleccion de los habitats por
parte de los roedores subterraneos y los efectos de la vegetacion sobre la misma
puede determinar sus distribuciones (Busch et al, 2000). Por ejemplo,
Comparatore et al (1991) describieron que las zonas fisiolégicamente mas
favorables para el roedor subterraneo Ctenomys talarum eran aquellas con una
mayor densidad y altura de la vegetacién. Si bien globalmente no se ha
encontrado una correlacion directa entre el flujo de gases del suelo y la
abundancia vegetal, los bosques de Nothofagus, que habitan la mayoria de los
Abrotrichini fosoriales, podrian ser indicadores y propiciadores de buenas
condiciones subterrdneas que amortiglien los efectos de la baja presion parcial de
O, y la alta de CO,. Para confirmar esta teoria serian necesarios estudios
edafologicos e intracomunitarios de las interacciones dentro de los bosques

Valdiviano y Magallanico.



3) Otras adaptaciones podrian ser suficientes: Una mayor densidad de capilares en
los tejidos esquelético, cardiaco y pulmonar, una fracciébn mitocondrial mayor en
células musculares y grandes cantidades de mioglobina, asi como respuestas
fisioldégicas a nivel de la ventilacion pulmonar, el bombeo cardiaco, la afinidad y
capacidad de carga hematolégica con respecto el oxigeno y el balance acido-
bésico de la sangre son adaptaciones que muchas veces convergen en los
roedores subterrdneos como medidas para combatir la hipoxia y la hipercapnia
asociada a su nicho (Buffenstein, 2000). La aparicibn en alguna medida de
cualquiera de estas adaptaciones en los Abrotrichini podria haber resultado
suficiente para lidiar con la hipoxia, por lo que la fijacion de los cambios de
reemplazo no deletéreos en la secuencia del citocromo b, al no generar ninguna
ventaja diferencial, podria estar a la merced de la deriva génica exclusivamente.

4) Modificacion en la rama basal: Mas alla de no ser lo mas parsimoniosamente
probable, Rodriguez-Serrano et al (2008) han planteado la posibilidad de que el
ancestro comudn a todas las especies dentro de la tribu Abrotrichini hayan tenido
habitos fosoriales y que estos se hayan perdido secundariamente en la rama
basal al género Abrothrix. En el marco de esta hipétesis es posible que algun
cambio adaptativo en la secuencia aminoacidica del citocromo b haya surgido en
la rama basal a la tribu. Tal cambio podria haber favorecido en cierta medida la
vida en los nichos hipéxicos, pero también puede haberse mantenido en las
restantes especies por ser selectivamente neutros en condiciones normoxicas.
Tales cambios son irreconocibles como adaptativos para los ensayos aqui
realizados, pero podrian evaluarse por medio de ensayos que incluyan tribus
filogenéticamente cercanas a la de los Abrotrichini para valorar el w en la rama

basal de la Ultima.

Las cuatro posibles razones no son mutuamente excluyentes; puede ser que los
Abrotrichini fosoriales no estén sobreexpuestos a condiciones hipéxicas, que sus
madrigueras las construyan en suelos de buena ventilacion, que hayan desarrollado
alguna adaptacion contra los ya mitigadamente bajos niveles de oxigeno, y que ya

hubiera cierto grado de adaptacién en su citocromo b.

Aunqgue se pueda afirmar que no existe una presion selectiva lo suficientemente fuerte
actuando sobre el citocromo b de todo el clado fosorial, los ensayos no permiten evaluar
a nivel individual en dos especies en particular, C. macronyx (que se discutird mas
adelante) y G. valdivianus. Si bien la falta de Pearsonomys annectens en los ensayos de

1134pb puede ser la razén subyacente de los altos w de las ramas terminales de G.



valdivianus y por tanto los resultados con 801pb que mostraron niveles ampliamente
menores son los que deben ser considerados, es interesante la diferencia en los cambios
de reemplazo entre los dos especimenes de G. valdivianus incluidos en los analisis, aun
cuando ambos pertenecen al clado nortefio identificado por Lessa et al (2010). Ademas,
ambos especimenes presentaron cambios independientes en el codon 42, candidato a
estar bajo seleccion positiva en el analisis por sitios y ramas, incluso con una variacion en
las propiedades bioquimicas del aminoécido en uno de los casos. Este mismo codén ha
sido propuesto como un sitio candidato a encontrarse bajo seleccion positiva
desestabilizadora en varios otros linajes independientes de roedores subterraneos
(Tomasco & Lessa, 2011), en quirGpteros de grandes requerimientos metabdlicos (Shen
et al, 2010), cetaceos (McLellan et al, 2005) y este trabajo muestra que también en
Abrothrix jelskii de grandes altitudes. Todos estos resultados pueden implicar los cambios
en el coddn 42 en una optimizacién del papel del citocromo b en la cadena respiratoria, o
pueden ser coincidencias fortuitas dentro de un sitio hipervariable como lo consideran
Irwin et al (1991). Después de todo, en este caso los cambios s6lo se encontraron en

ramas terminales y no en basales.
Altitud

Los Abrotrichini de altitudes de mas de 2000m tienen globalmente un mayor niumero de
cambios de reemplazo en sus secuencias que los de zonas bajas, asi como un mayor
parametro w que en este caso incluye ramas polifiléticas. Estos patrones son
consistentes con la seleccion direccional positiva o un relajamiento en la seleccién
purificadora como consecuencia de la baja disponibilidad de oxigeno a grandes altitudes.
Particularmente, Abrothrix andinus y A. jelskii son los que presentan los niveles mas altos
de ambas variables individualmente, asi como también el mayor numero de cambios
aminoacidicos con alteraciones en las propiedades fisicoquimicas. A. illuteus en cambio
muestra patrones mas similares o incluso menores que los de los Abrotrichini de zonas

bajas.

A. andinus y A. jelskii son exclusivos de zonas de altitudes considerables y alcanzan las
mas altas con un importante margen de diferencia sobre el resto de los Abrotrichini. A.
illuteus, en cambio, aunque llegue a encontrarse entre 2000 y 3000m de altura sobre el
nivel del mar, tipicamente se lo encuentra sobre los 1000m principalmente entre 1800 y
2300m asociado a bosques de neblina (Jayat et al, 2008; Ortiz et al, 2011). Esto puede
estar dado porque A. illtueus no se encuentre bajos regimenes constantes de baja

presion de oxigeno como las otras dos especies y por eso no existan adaptaciones



mayores en la cadena respiratoria mitocondrial, también es posible que haya colonizado
recientemente las regiones de mayor altitud y no haya transcurrido el tiempo suficiente
para que ocurrieran o se fijaran mutaciones favorables, o que el flujo génico entre los que
viven a grandes alturas y los que lo hacen a bajas sea tal que no permita la fijacién de
posibles cambios adaptativos. Un estudio a nivel poblacional de A. illuteus seria
necesario para aclarar la historia biogeografica de esta especie y la influencia del
gradiente altitudinal andino sobre la misma. Asimismo, su estado de conservacion segun
la IUCN es de casi amenazada (NT) por efectos de reduccion antropogénica de la
extension y calidad de su habitat (Jayat et al, 2008), por lo que las grandes altitudes
podrian eventualmente servir de refugio y las adaptaciones a la hipoxia ser una

necesidad.

Uno de los resultados mas interesantes de este trabajo son los patrones observados en el
citocromo b entre los especimenes de C. macronyx, donde sélo se detectaron cambios de
reemplazo en los especimenes del clado alto andino y en el Gnico individuo del otro clado
colectado a alturas superiores a los 2000m, dando valores de w significativamente
mayores con respecto al conjunto de los especimenes de zonas bajas. Si bien las
propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos luego de las sustituciones se mantienen,
cabe la posibilidad de que la fijacion de estos cambios sea producto de una relajacion en
la seleccion purificadora intraespecifica con un cierto grado de convergencia funcional
entre el clado alto andino y la porcién de los C. macronyx que se dispersaron a partir de
los refugios glaciares patagonicos (Lessa et al, 2010; Alarcon et al, 2011) hasta las
zonas de mayores altitudes al norte donde el otro clado ya se encontraba. De todos
modos seria necesaria una evaluacion mas precisa con las secuencias completas del
citocromo b. Después de todo, la ausencia de los ultimos 300pb en los ensayos con
801pb podria haber ocultado la diferencia entre los w de A. jelskii y A. andinus con el
resto de la tribu de no ser por los realizados con los 1134pb. El seguimiento de esta sub-
poblacion de C. macronyx podria brindar pistas importantes en el entendimiento del
proceso de incursion en los nichos de grandes altitudes, asi como en el proceso evolutivo
de genes dominados por la seleccion purificadora (e.g. a través del andlisis de la
variacion de frecuencias alélicas dentro de una poblacion) en caso de solidificarse la

hipétesis de la relajacion de la misma en este caso en particular.

Los resultados presentados en relacion a la altitud pueden ser efectivamente producto de
una seleccion direccional como consecuencia de la demanda de una mayor eficiencia de
los procesos metabdlicos celulares por la baja disponibilidad de oxigeno. Sin embargo, la

seleccién positiva no es el tnico factor que puede explicar la variacion en los w entre las



especies de grandes y pequefias altitudes, sino que también lo puede hacer un proceso
estrictamente neutral como una constriccion del tamafio poblacional efectivo, implicando
un relajamiento en la seleccion purificadora (Yang & Bielawski, 2000; Fay & Wu, 2001;
Yang, 2002; Tomasco & Lessa, 2011). Las condiciones a grandes altitudes son adversas,
principalmente por la baja presion y la baja disponibilidad de oxigeno, pero también por la
mayor variabilidad climética, grandes niveles de radiacion UV y la relativamente baja
abundancia y diversidad de alimentos (Hassanin et al, 2009). Por lo tanto, los patrones
observados en las secuencias del citocromo b de A. andinus, A. jelskii y los C. macronyx
de zonas altas pueden no ser consecuencia directa de la seleccién positiva, sino que
pueden ser el resultado del haber atravesado un cuello de botella durante la incursién en
las grandes altitudes. Para poder descartar las dilataciones demograficas como el factor
propiciador de la acumulacion de cambios de reemplazo en las especies de altura una
posible herramienta seria el andlisis a nivel de otros genes mitocondriales (Tomasco &
Lessa, 2011). Debido a la falta de recombinacién en el cromosoma mitocondrial, los
genes incluidos en el mismo estan completamente ligados. Por lo tanto, si los patrones
observados en el citocromo b de los Abrotrichini de grandes alturas son por causa de
reducciones en el tamafio poblacional, todos los genes mitocondriales codificantes de
proteinas deberian de presentar comportamientos similares. Si, por el contrario, la
seleccidén positiva es la causa, es esperable que soélo algunos de los genes implicados en

el metabolismo celular lo hagan.
Conclusion

Este estudio reafirma la dominancia de la seleccién purificadora sobre la secuencia del
citocromo b y prueba que la de los Abrotrichini fosoriales, por algin motivo u otro, no
parecerian haber sufrido adaptaciones asociadas a las demandas fisioldgicas de la vida
subterranea en este gen. Los Abrotrichini de grandes altitudes en cambio presentan una
tasa de fijacion de cambios de reemplazo en relaciéon a los sinbnimos mayor que los de
zonas mas bajas. Esto podria ser producto de una adaptacion a la hipoxia asociada a las
grandes alturas, pero también podria ser el resultado de un relajamiento de la seleccién
purificadora por constricciones demograficas de las especies durante la colonizacion de
las montafias. Para descartar una u otra posibilidad se puede repetir la evaluacion

aplicandola a un mayor nimero de genes mitocondriales.
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Anexos
1) PCR.

Dado que las secuencias para el cytb de Notiomys edwardsii y Pearsonomys annectens
no comprendian el gen en su totalidad, estas se intentaron completar a partir de tejidos
(Con voucher G5T01 y FML 672 respectivamente) de cada una de las especies. De la
misma forma también se obtuvieron secuencias a partir muestras correspondientes a dos
individuos de la especie Chelemys macronyx, uno muestreado en una localidad con una
gran altura sobre el nivel del mar (RAO114) y el otro en una zona mas bien baja
(IEE5463). El primer paso correspondié a la destruccibn mecénica de los tejidos
disponibles, con el fin de facilitar el acceso a los contenidos intracelulares. Posteriormente
se adicionaron disolventes para lisar las membranas e isopropanol para precipitar los
acidos nucleicos por centrifugacion, que luego fueron resuspendidos por un lavado con
etanol. La concentracion de ADN en cada muestra se estimé utilizando un Nanodrop
ASP-3700, para luego producir las diluciones de 4ug/ml a utilizarse para la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).

Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se intent6 amplificar la region
del genoma mitocondrial que incluye la regién del gen del cytb ausente en las obtenidas
del NCBI a partir de las muestras de ADN extraidas. Para ello se utilizaron las
combinaciones de los cebadores MVZ05 (CGA AGC TTG ATA TGA AAA ACC ATC GTT
G) con TDKD (CCT GAA GTA GGA ACC AGA TG) y MVZ05 con MVZ14 (GGT CTT CAT
CTY HGG YTT ACA AGA C) y se probaron distintas concentraciones de Mg,Cl entre
1,5mM y 4mM cada 0,5mM para buscar la mas apropiada para las secuencias de las
muestras. Las concentraciones de los restantes componentes de la reaccién se
mantuvieron constantes: Buffer de reaccion 1X, 0,3mM de cada dNTP, 0,2uM de cada
cebador y 0,080 unidades por ul de Taq Polimerasa Platinum. Se produjo una mezcla
madre con un volumen neto de 62,5ul, a partir de la cual se transfirieron 12,5ul a otros
cuatro tubos a los cuales se les agregaron otros 12,5uL de la dilucién a 4ug/ml de cada
una de las muestras con ADN; a los restantes 12,5ul de la mezcla madre se les agregé
un igual volumen de agua para que sirviera de control negativo. Las condiciones
programadas en el termociclador fueron: 94°C por 3min en la desnaturalizacién inicial;
94°C por 0,30seg, 55°C por 0,30seg y 72°C por 1min en 35 ciclos; y 72°C por 5min para

permitir la extension final de las copias.




2) Tabla S1.

Tabla S2. Caracteristicas de las secuencias de citocromo b (Cytb) e IRBP utilizadas y detalles de su procedencia.

Cytb IRBP
Especie Acceso pb Ref Acceso pb Ref

-Abrothrix andinus AF108671 1144 A AY277418 759 B
-Abrothrix olivaceus AY275111 1140 B AY277421 759 B
-Abrothrix jelskii AY275114 1140 B AY277442 759 B
-Abrothrix longipilis GU564006 1144 C AY277419 759 B
-Abrothrix illuteus HQ189528 1137 D HQ189529 1155 D
-Abrothrix lanosus EU683432 1178 E EU683430 759 E
-Chelemys macronyx U03533 1144 A AY277441 759 B

RAO114 HM167839 800 F

CNP441 JF706715 801 G

GBD1134 JF706710 801 G

CNP447 JF706713 801 G

CNP823 JF706714 801 G

JG101 JF706709 801 G

GD926 HM167826 801 F

CNP2375 JF706717 801 G

AT42 HM167825 801 F

MVZ184938 HM167835 800 F
-Chelemys megalonyx DQ309559 1112 H EU091259 760 H
-Notiomys edwardsii u03537 801 A AY163602 759 B
-Pearsonomys annectens AF108672 801 A AY851749 759 B
-Geoxus valdivianus AY275116 B AY277448 759 B

U03531 1144 A
-Phyllotis xanthophygus AY275128 1140 B AY163632 759 B

-Wiedomys pirrorhinos AY275134 1140 B
-Akodon azarae EF622507 1140 | AY277422 759 B

“Acceso” refiere al cddigo de acceso de la secuencia en el GenBank, “pb” al nimero de pares de base que conforman las
secuencias, y “Ref” al trabajo original en el que se usaron las secuencias, las letras refieren a cada uno de los siguientes
trabajos: A) Smith& Patton (1999), B) D’Elia (2003), C) Palma et al/ (2010), D) Teta et a/ (2010), E) Feijoo et al (2010), F)
Lessa et al (2010), G) Alarcdn et al (2011), H) Rodriguez-Serrano et al (2008), 1) Pardifias et al (2005).




3) Tabla S2.

Tabla S2. Sustituciones de reemplazo que involucran una variacion en las propiedades fisicoquimicas.

Codén Cambio Rama Ubicacién
2 Gln—Ala N. edwardsii Mz
A. lanosus
A.jel-A.ill
23 Gln—Ala G. valdivianus (2) Mz
A. andinus
25 Ser—Pro C. macronyx (2) Mz
29 Ser—Ala C. macronyx (2) Mz
42 lle—>Gly G. valdivianus ™
107 Tyr—Phe N. edwardsii Mz
G. valdivianus B
108 Met—GlIn C. macronyx (L) Mz
110 Ser—Pro A. longipilis Mz
190 Gln—>Met G. valdivianus ™
Gln—Ala A. illuteus
N. edwardsii
213 Ser—Pro A. longipilis Mz
214 Asn—>Asp G. valdivianus B Mz
A. lan-A.lon
A. jelskii
266 Ala—>GIn C. megalonyx IM
303 Ala—GIn C. megalonyx ™
A. jelskii
A. andinus
308 Asn—Lys A. andinus ™
309 Ser—Phe A. longipilis ™
323 Equivocal
330 Ala—Ser Abrothrix basal ™
Ser—Ala A.jel-A.ill
345 Tyr— Lys G. valdivianus ™
349 Gln—>Met C.mac-C.meg-N? ™
356 lle—Ser A. jelskii ™
357 Leu—Ser A. andinus ™
371 Met—GlIn A. olivaceus ™
375 Asn—Asp A. jelskii ™

“Mz” indica que el cambio ocurrié en el domino del citocromo b ubicado en la matriz mitocondrial, “IM” en el espacio
intermembrana y “TM” en la porcién incluida en la membrana interna.



4) Tabla S3.

Tabla S3. Especimenes de Chelemys macronyx con sus respectivas altitudes de colecta y caracteristicas atmosféricas.

Altitud (m) Clado % P (mmHg)
RAO114 2570 NHA 74 563,91
CNP441 2200 SMLA 78 593,98
GBD1134 2450 NHA 75 571,43
CNP447 1620 NHA 83 631,58
CNP823 2240 NHA 77 586,47
CNP440 1070 SMLA 89 676,69
JG101 25 SMLA 100 759,40
GD926 330 SMLA 96 729,32
CNP2375 1040 SMLA 89 676,69
AT42 1380 SMLA 85 646,62
MVZ 1540 SMLA 84 639,10

Los especimenes estan nombrados siguiendo a Alarcon et al (2011), de donde ademas se tomaron las coordenadas para
conocer las altitudes de colecta. La altitud se indica en metros. “NHA” indica la pertenencia al clado nortefio de los altos
Andes y “SMLA” el surefio de altitudes medio-bajas. “%” corresponde al porcentaje de disponibilidad de oxigeno en
relacion a nivel del mar. “P” se refiere a la presion barométrica medida en mmHg a tales altitudes.
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