Tesis de Maestria - PEDECIBA Biologia, Subarea Zoologia

Patrones de evoluciéon molecular en genes
del eje hormona de crecimiento / factor
de crecimiento relacionado a insulina en
caviomorfos y platirrinos neotropicales.

Lic. Natalia Rego
natalia@pasteur.edu.uy

Orientador: Dr. Hugo Naya

Co-orientador: Dr. Enrique Lessa

Agosto, 2017



Filiaciones:

Proponente:

Lic. Natalia Rego

Unidad de Bioinformdtica
Institut Pasteur de Montevideo.
Orientador:

Dr. Hugo Naya

Unidad de Bioinformdtica
Institut Pasteur de Montevideo.
Co-orientador:

Dr. Enrique Lessa
Departamente de Ecologia y Evolucion
Facultad de Ciencias, UdelaR.

Tribunal:

Dr. Fernando Alvarez-Valin

Seccion Biomatemdtica

Facultad de Ciencias, UdelaR.

Dr. Héctor Romero

Laboratorio de Organizacion y Evolucion del Genoma
Facultad de Ciencias, UdelaR.

Dr. Arley Camargo

Polo de Desarrollo Universitario

Centro Universitario de Rivera, UdelaR.






Resumen

Los roedores caviomorfos o histricomorfos sudamericanos (Rodentia, Hystricognathi) y los
primates platirrinos (Primates, Platyrrhini) son clados de mamiferos que colonizaron Sudamérica
durante su periodo de aislamiento de los restantes continentes, hace unos 45 a 30 millones de
afios atrds. Los caviomorfos comprenden alrededor de 240 especies actuales pertenecientes a
cuatro linajes bien definidos: Cavioidea (e.g. Cavia, apered), Chinchilloidea (e.g. Chinchilla),
Erethizontoidea (e.g. Erethizon, coendd) y Octodontoidea (e.g. Echimys y Ctenomys, ratas
espinosas y tucu-tucus). Existen unas 125 especies de platirrinos actuales clasificadas en tres
familias: Atelidae (e.g. Ateles, monos arafia), Cebidae (e.g. Cebus y Callithrix, capuchinos
y marmositas) y Phiteciidae (e.g. Phitecia, sakis). Ambos grupos de mamiferos presentan un
elevado nimero de anomalias en sus ejes enddcrinos y vias metabdlicas. Son resistentes a los
glucocorticoides, son insulino-resistentes con insulinas de menor biopotencia y el glucagén es
también divergente y con biopotencia disminuida. Ademads, los caviomorfos muestran cambios
en la regulacién del crecimiento: el crecimiento post-natal es independiente de la hormona de
crecimiento y mantienen elevados niveles de IGF2 en el adulto. De particular interés resulta el
rol que la seleccién positiva ha tenido en moldear estas alteraciones, seguramente asociadas a los

peculiares patrones de desarrollo y morfolégicos de estos mamiferos neotropicales.

Haciendo uso de los recursos genémicos y transcriptémicos disponibles en las bases de datos
publicas, se obtuvieron grupos de ort6logos y alineamientos para 18 genes de interés: INS, IGF1,
IGF2, INSR, IGF1R, INSRR, IGF2R, IGFBPI1 a IGFBP7, GH, GHR, GHRH y GHRHR. Con
el objetivo de identificar huellas de seleccién positiva a nivel molecular, los alineamientos se
analizaron con modelos de sustitucién de codones en un contexto filogenético (implementados
en PAML y HyPhy). Las tasas de sustitucién no-sinénima:sinénima obtenidas se compararon
entre los diferentes genes y entre los diferentes clados de interés, asi como con los resultados de
la bibliografia disponible (principalmente Opazo et al., 2005; Wallis, 2015).

Se estim6 seleccién positiva en Platyrrhini (IGF2, IGFIR, INSRR, IGF2R, IGFBP1, IGFBP4,
GHRH y GHRHR) y Caviomorpha (INS, INSR, IGFBP1, IGFBP2), siendo los resultados en
general consistentes con la bibliografia disponible. En caviomorfos el receptor de insulina
presenté evidencia de algunas sustituciones no-sinénimas moldeadas por seleccidon episddica.

Como ocurre con la insulina (este trabajo y Opazo ef al., 2005), estos cambios se presentaron en
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forma linaje dependiente, espcificamente en la rama ancestral de Octodontoidea, en concordancia

con sus insulinas méas divergentes.

Para los genes estudiados, el efecto de la seleccién positiva ha sido més extendido en Platyrrhini.
Si bien aqui el muestreo taxondémico estuvo acotado a Cebidae, datos complementarios
sugieren que ocurriria una clara concentracién de cambios adaptativos en el ancestro del grupo,
coincidiendo con un tnico pulso de diversificacién propuesto para el infraorden. Por el contrario,
los patrones de evolucién molecular en Caviomorpha son linaje dependientes y muchos de los
cambios no se restringen a lo ocurrido durante su diversificaciéon en el Neotrdpico, sino que

aparecen durante su historia evolutiva compartida con los histricognatos africanos.
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1 Introduccidén

1.1 Antecedentes

Los roedores caviomorfos o histricomorfos sudamericanos (Rodentia; Hystricognathi) y los
primates platirrinos (Primates; Platyrrhini) son clados de mamiferos que colonizaron Sudamérica
durante su periodo de aislamiento de los restantes continentes, hace unos 45 a 30 millones de
afios atrds (en el Eoceno Medio - Oligoceno temprano). La hipétesis mds aceptada y avalada
por reconstrucciones paleogeograficas de la cuenca atlantica, hallazgos fésiles y estimaciones
moleculares de tiempos de divergencia, es su llegada desde Africa en un evento biogeogrifico
de dispersién mds o menos sincronizado, que involucraria el pasaje a través de un cordén de
islas transatlantico asi como rafting en islas flotantes impulsadas por paleocorrientes (Poux et al.,
2006; de Oliveira et al., 2009; Loss-Oliveira ef al., 2012). En el nuevo continente los caviomorfos
sufrieron un proceso de diversificacion inmediata y explosiva, siendo capaces de explotar los
nuevos nichos que acompaifiaron los cambios climdticos del Oligoceno y Mioceno, mediante
la aparicién de nuevas caracteristicas fenotipicas como hipsodoncia, diversos hébitos de vida o
la expansién en el rango de los tamafios corporales (Vucetich et al., 2015). Los caviomorfos
comprenden alrededor de 240 especies actuales (Wilson y Reeder, 2005) pertenecientes a
cuatro linajes bien definidos: Cavioidea (e.g. Cavia e Hydrochoerus, apereds y carphincho),
Chinchilloidea (e.g. Chinchilla, chinchillas), Erethizontoidea (e.g. Erethizon, puercoespines del
Nuevo Mundo) y Octodontoidea (e.g. Echimys y Ctenomys, ratas espinosas y tucu-tucus). Por
su parte, existen unas 125 especies de primates platirrinos actuales divididas en tres familias:
Atelidae (e.g. Ateles, monos arafia), Cebidae (e.g. Cebus y Callithrix, capuchinos y marmositas)
y Pitheciidae (e.g. Pithecia, sakis). En Sudamérica y el Caribe experimentaron también una
amplia radiacién en nichos ocupados, morfologia y tamaiio, diversificacion que habria ocurrido en
el Oligoceno Tardio - Mioceno Temprano, representando los platirrinos actuales linajes longevos
(Rosenberger, 1979). La mayoria de los estudios moleculares recientes confirman o al menos no
refutan esta hipétesis (e.g. Opazo et al., 2006; Perez et al., 2013). En este sentido los platirrinos
se distinguen de los caviomorfos, para los cuales las hipdtesis evolutivas sefialan la ocurrencia
de tres pulsos de diversificacion, apareciendo los octodontoideos y cavioideos modernos més

recientemente, durante el Mioceno Medio (Pérez y Pol, 2012; Vucetich et al., 2015).
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Debido a su importancia como modelo animal de laboratorio, una gran cantidad de informacién
bioquimica se ha acumulado sobre el cobayo Cavia porcellus, haciéndose aparente que posee un
elevado nimero de anomalias en sus ejes endocrinos y vias metabdlicas. De destacar, el cobayo
presenta relativa resistencia a glucocorticoides, manteniendo altos niveles de cortisol circulante
asi como poca afinidad al receptor de glucocorticoides. También presenta moléculas de insulina
y glucagdn divergentes, las cuales exhiben reducida biopotencia. C. porcellus también es notable
porque no requiere hormona de crecimiento para su desarrollo postnatal. Para Keightley y Fuller
(1996), las anomalias en esta especie asi como en otros caviomorfos, son el resultado de las nuevas
presiones selectivas a las que estuvo sometido el grupo durante el periodo de relativo aislamiento
en el continente sudamericano. Mds interesante aln, varias de estas anomalias son compartidas
con Callithrix jacchus y otros platirrinos también diversificados en Sudamérica. De hecho, por
ser los platirrinos similares a los humanos cortisol-resistente y tener también elevados niveles
plasmaticos de cortisol (seis a quince veces mayor), han sido estudiados como modelo para la
resistencia al cortisol, aunque tanto en estos como en C. porcellus, y a diferencia de humanos,
esta condicidn representa el estado normal. Por otra parte, resulta interesante que los mecanismos
subyacentes a los altos niveles plasmadticos difieren en ambos grupos de mamiferos neotropicales.
Mientras que en C. porcellus 1os mecanismos son muy similares a los de otros roedores como Mus
y la tnica excepcion es la reduccién en la afinidad del receptor, en platirrinos las diferencias
son mas numerosas y afectan también los niveles plasmaticos de otros esteroides incluyendo

aldosterona, estradiol, progesterona y testosterona (Keightley y Fuller, 1996).

Retomando las anomalias en los ejes que regulan el metabolismo de los carbohidratos
y el crecimiento, en C. porcellus estas son numerosas, hipotetizindose que una primera
modificaciéon haya desencadenado una casacada de alteraciones compensatorias. A modo de
punteo (siguiendo a Keightley y Fuller, 1996), y como se habia adelantado, C. porcellus
es una especie insulino-resistente donde la hormona presenta multiples sustituciones y una
biopotencia menor al 5% de las restantes insulinas de mamiferos, mientras que muestra una mayor
actividad mitogénica y promotora del crecimiento. Al respecto, Opazo y colaboradores (2005)
evaluaron los patrones de evolucién molecular adaptativa en el gen de insulina de 21 especies
de caviomorfos pertenecientes a las superfamilias Cavioidea, Chinchilloidea y Octodontoidea,
encontrando heterogeneidad en las tasas de sustitucion no-sinénima:sinénima en concordancia con
la heterogeneidad de las propiedades fisicoquimicas y de actividad biolégica de las insulinas de los
diferentes linajes. Una discusidn actualizada sobre la evolucion del gen de insulina en caviomorfos
ha sido presentada por MacManes y colaboradores (2015). Con respecto a otras hormonas del eje
gastro-entero-pancredtico, el glucagén muestra modificaciones en su regién C-terminal de unién

al receptor y también un decrecimiento en bioactividad.

Referente al eje de la hormona de crecimiento y factores de crecimiento similares a insulina

(IGF1 e IGF2), las caracteristicas mds sobresalientes son la independencia del crecimiento
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y desarrollo postnatal de la hormona de crecimiento, la cual parece cumplir funciones
principalmente en la regulacién del metabolismo mientras que, por su parte, la accién del
IGF1 se sabe independiente de la funcidn hipofisiaria. Estos factores de crecimiento tendrian el
papel principal en el crecimiento y desarrollo del individuo, y de hecho el IGF2 no desciende sus
niveles postnatales sino que mantiene plenamente su importancia en el adulto. Muchas de estas
alteraciones, que involucran un papel principal de la insulina y de ambos IGFs en el control del
crecimiento, se repiten en alteraciones patolégicas en humanos como céncer (Belfiore, 2007). Una
vez mas, varias de las modificaciones del metabolismo de los carbohidratos y del crecimiento se
reiteran en los primates del Nuevo Mundo como Callithrix, y de hecho en el pasado se plantearon
algunas hipétesis que consideraban esos cambios como una respuesta adaptativa paralela a los
niveles de zinc del suelo sudamericano con los que estos mamiferos se habrian encontrado en el

proceso de colonizacién (Seino et al., 1987).

De particular interés resulta el estudio del rol que la seleccién positiva ha tenido en estas
alteraciones de los ejes enddcrinos, seguramente involucrados en los peculiares patrones de
desarrollo y morfoldgicos de caviomorfos y platirrinos. Una aproximacién frecuente para analizar
el cambio evolutivo a nivel molecular es el uso de modelos de sustitucién de codones en un
contexto filogenético (Yang, 1998; Yang y Bielawski, 2000). La identificacién de seleccién
positiva en evolucién molecular ha sido acompafiada del desarrollo de este tipo de modelos,
donde se estiman las sustituciones no-sinénimas (dN) y sinénimas (dS) ocurridas. El cociente
@ dN a dS se considera una medida de la presion selectiva, de modo que @ < 1 (dN es menor
que dS) indica que la seleccion purificadora estd actuando para reducir la fijacién de mutaciones
deletéreas y @ = 1 (dN = dS) indica que los cambios son neutrales. Un valor de o > 1,
es decir dN mayor que dS, indica la fijacién de mutaciones ventajosas y se infiere seleccién
positiva. Como se menciond antes, esta aproximacion fue utilizada por Opazo y colaboradores
(2005) para el andlisis de la evolucién del gen de insulina en caviomorfos. En este trabajo los
investigadores obtuvieron las secuencias codificantes del gen para 21 taxa mediante amplificacién
por PCR y secuenciacién Sanger. En los afios siguientes se produjo el desarrollo explosivo de las
tecnologias de secuenciacién masiva que permitieron que hoy existan disponibles en el dominio
publico numerosos recursos gendmicos y transcriptomicos de especies de interés. EI acceso a
los mismos permite el andlisis de patrones de evolucién molecular ya no para un dnico gen, sino
para una coleccién mayor de genes, incluyendo el repertorio entero de genes en un organismo
de interés (andlisis de seleccidn positiva de tipo genome-wide scan). Existen varios ejemplos
recientes de trabajos donde se analizan patrones de seleccion en miiltiples genes que incluyen
platirrinos o histricognatos (Worley et al., 2014; Harris et al., 2014; Davies et al., 2015; Wallis,
2015), varios de ellos impulsados por la aparicién de un genoma de referencia para C. jacchus
(el genoma de referencia de C. porcellus es anterior). De especial relevancia es el trabajo de
Wallis (2015) donde analiza con foco en platirrinos los patrones coevolutivos de la insulina, los
factores de crecimiento relacionados a insulina, y sus receptores. Las ventajas y perspectivas de
la incorporacién de datos y andlisis a escala genémica son discutidas en Lessa y colaboradores
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(2014) y MacManes y colaboradores (2015). Sin embargo, cabe sefialar que estos estudios tienen
sus limitaciones. Ademas de los evidentes requerimientos bioinformaticos, en general abarcan un
muestreo taxondémico poco extenso (e.g. comparado con el presentado por Opazo et al., 2005)
lo que puede conducir a inferencias erroneas y, en general carecen de una revisién exhaustiva de
los grupos de ortélogos y alineamientos que son base de los andlisis subsiguientes, lo cual puede

conducir a falsos positivos o pérdida de potencia de las pruebas.

A la fecha (febrero 2016) existen disponibles en las bases de datos publicas genomas de
multiples mamiferos, incluyendo genomas de referencia para C. porcellus y C. jacchus, asi como
transcriptomas de los platirrinos Saimiri boliviensis y Aotus nancymaae, y de los caviomorfos
Octodon degus, Ctenomys sociabilis y Chinchilla lanigera. AUn cuando no constituyen un
muestreo representativo de todos los linajes de Platyrrhini y Caviomorpha, permiten una primera
aproximacion al estudio de los patrones de evolucién molecular de los genes de los ejes enddcrinos
mencionados. Como hipétesis de trabajo se considera que varias de las anomalias fisiol6gicas en
estos mamiferos neotropicales pueden asociarse a cambios en las fuerzas evolutivas que dejaron
su huella a nivel molecular. Especificamente, se plantea que los cambios ocurridos en la insulina y
factor de crecimiento podrian estar acompafiados por cambios asociados en sus receptores y otros
genes cercanos en la via de sefializacion, y que estos cambios son factibles de ser detectados con
los recursos genémicos/transcriptomicos y modelos de codones hoy disponibles.

1.2 Objetivos generales y especificos

Objetivos generales

1. Describir los patrones de evolucién molecular de genes del eje hormona de crecimiento /
factor de crecimiento relacionado a la insulina en dos grupos de mamiferos neotropicales

(Caviomorpha y Platyrrhini).

2. Comparar los patrones obtenidos para caviomorfos y platirrinos y detectar procesos de

evolucién paralela.

3. Contextualizar resultados previos especificos para la insulina y la familia génica del receptor

de insulina en el marco global de las vias de sefializacién que integran.

4. Contribuir al conocimiento de los procesos que acompafiaron la diversificacién de

caviomorfos y platirrinos en la Regién Neotropical.
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Objetivos especificos

1. Seleccionar la lista de genes y la lista de especies a estudiar en base a bibliografia consultada

y a la disponibilidad de genomas y transcriptomas en las bases de datos publicas.
2. Obtener grupos de ortdlogos en mamiferos para los genes y linajes de interés.

3. Para cada grupo de ortélogos, obtener un alineamiento afinado manualmente de las regiones

codificantes.

4. Estimar mediante diferentes métodos que emplean modelos de codones en un contexto
filogenético, las tasas de sustitucion no-sinénima:sinénima como indicadoras del régimen

selectivo al que han estado sometidos estos genes.

5. Comparar las tasas de sustitucién no-sinénima:sinénima obtenidas entre los diferentes genes

y entre las diferentes ramas y clados de interés.

6. Evaluar, para algunos genes, la correspondencia de los resultados aqui obtenidos con los de

estudios previamente publicados (principalmente Opazo et al., 2005; Wallis, 2015).

1.3 Estructura de la tesis

El presente trabajo tiene una estructura dividida en Introduccién, Metodologia, Resultados,
Discusiéon y Conclusiones. Sin embargo, distintos aspectos de la metodologia y de los resultados
obtenidos se analizan y discuten a lo largo de los diferentes capitulos. Se trabajé con 18
genes y solo se discuten en profundidad algunos de ellos. El mayor esfuerzo se realizé en la
discusion de los resultados para Caviomorpha, dado que existe bibliografia abundante en el caso
de Platyrrhini. Esta tesis supone una primera aproximacion al estudio de la hipdtesis planteada,
por lo que funciona como una herramienta que permite disefiar la propuesta de estudio definitiva

(i.e. conjunto final de linajes y genes de interés, metodologia refinada).






2 Metodologia

Esta tesis utiliza la estrategia general de una busqueda de patrones moleculares de evolucién
en secuencias codificantes en un contexto filogenético: obtencion de secuencias ortélogas y una
topologia de referencia; alineamiento respetando el marco de lectura; uso de modelos de codones
para la estimacién de tasas de sustitucion no-sinénima:sinénima; andlisis de los resultados. Las
secuencias se obtuvieron de repositorios publicos con genomas y transcriptomas disponibles. Si
bien podria analizarse un alto nimero de genes en una aproximacién mds automdtica de tipo
genome-wide, esto tiene como debilidad que errores como los presentes en las predicciones
génicas, cambios en el marco de lectura o seleccién de diferentes isoformas, se acumulan en
los alineamientos alterando los resultados de los analisis posteriores. Es asi que en este estudio
se optd por trabajar con un nimero reducido de genes (18), seleccionados en base a su asociacioén
funcional, lo que permitié la edicién manual de la construccién de cada grupo de ortélogos

primero, y de los alineamientos después.

2.1 Determinaciéon de los genes y linajes a analizar

2.1.1 Genes de interés

Una busqueda preliminar en bases de datos como KEGG (Kanehisa et al., 2015)
y Reactome (Croft et al, 2014) revela mds de 250 genes vinculados a los ejes
hipotaldmico-hipofisiario-adrenal, hormona de crecimiento / factor de crecimiento relacionado a
la insulina y gastro-entero-pancreético (a modo de referencia ver el esquema KEGG de la via de
sefializacion de la insulina en la Figura B-1). Sin embargo, en este estudio se propone realizar
una edicién manual de los grupos de ortélogos y alineamientos, por lo que se decidi6 acotar la
lista a 18 genes de interés primario. Estos se seleccionaron en base a antecedentes bibliogréficos,
pertenencia a familias multigénicas y posicion en las vias de sefializacién (se priorizaron hormonas

y receptores, no asi genes involucrados en la transduccién de sefales).
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2.1.2 Representacion taxonémica

El estudio de los patrones de evolucién molecular por métodos filogenéticos requiere como
primer paso definir los faxa a ser incluidos en el estudio y la correspondiente topologia de
referencia. Para ello se consideraron los faxa del superorden Euarchontoglires con genomas y/o
transcriptomas disponibles en respositorios piblicos como Ensembl (Cunningham et al., 2014,
http://www.ensembl.org/, tltimo acceso 9 de marzo de 2016) y NCBI (Benson et al., 2012,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, Gltimo acceso 9 de marzo de 2016). Para caviomorfos y
platirrinos se trabaj6 con todos los faxa con secuencias disponibles (en su mayoria transcriptomas),
mientras que para los restantes linajes se eligieron aquellos que presentaron un buen compromiso
entre la calidad de las secuencias gendmicas/transcriptomicas disponibles y su ubicacién en la
topologia de referencia. La inclusién de al menos 17 ramas terminales, especialmente las que
conducen a una reduccién de las ramas largas del arbol, aumenta la potencia de los andlisis
de modelos de codones (Anisimova et al., 2001; Kosakovsky Pond y Frost, 2005¢; Gharib y
Robinson-Rechavi, 2013, pero ver también Smith ef al., 2015). Como grupo externo se tomaron
tres representantes del super orden Laurasiatheria: un cetartiodéctilo y dos representantes del clado

Zooamata consistentes en un perisodactilo y un carnivoro.

La Figura 2.1 muestra la filogenia de referencia utilizada, indicdndose los géneros y especies
priorizados asi como grupos taxonémicos de orden superior. La topologia es congruente con
las hipétesis prevalentes sobre los patrones de diversificacién de los placentados (e.g. Madsen
et al., 2001; Murphy et al., 2001; Springer et al., 2004; Meredith et al., 2011; Song et al.,
2012). EI principal conflicto se plantea a nivel de la raiz del orden Rodentia, donde ni los
andlisis morfoldgicos ni los moleculares han sido esclarecedores. Los datos moleculares apoyan la
existencia de tres clados principales de roedores: mouse-related, squirrel-related y Ctenohystrica
(cobayo y roedores cercanos), pero sus interrelaciones han permanecido controversiales (Huchon
et al., 2002, 2007; Montgelard et al., 2008; Blanga-Kanfi er al., 2009). En este trabajo se sigui6
a Churakov y colaboradores (2010), quienes a partir del estudio de cambios gendmicos raros
libres de homoplasia (e.g. retroposones e indels), encuentran evidencia para una asociacién
temprana entre el clado mouse-related y Ctenohystrica, siendo el clado squirrel-related su grupo
hermano. La divergencia inicial entre el clado squirrel-related y el resto de los roedores fue
primero propuesta por Waddell y colaboradores (2001) y luego apoyada en trabajos m4s recientes
(Churakov et al., 2010; Fabre et al., 2012).

Las relaciones dentro de los clados de interés, Caviomorpha y Platyrrhini, siguen también
las propuestas actuales de diversificacién en ambos grupos de mamiferos neotropicales. En
Caviomorpha existen cuatro superfamilias ampliamente reconocidas: Cavioidea, Erethizontoidea,
Chinchilloidea y Octodontoidea. Mientras existe evidencia de que Octodontoidea y Chinchilloidea

constituyen un grupo monofilético con exclusion de Cavioidea, Erethizontoidea ha alternado entre
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Figura 2.1: Topologia de referencia. El cladograma indica el muestreo taxonémico utilizado en el
estudio, asi como la hipétesis filogenética empleada en los analisis de modelos de codones.

una posicion hermana a Octodontoidea + Chinchilloidea (y Cavioidea como linaje hermano de los
restantes caviomorfos; Huchon y Douzery, 2001) y una propuesta més reciente donde constituye
el grupo hermano de Cavioidea (Huchon et al., 2007; Blanga-Kanfi et al., 2009; Fabre et al.,
2012; Voloch et al., 2013; Upham y Patterson, 2015). De todas formas, no existe a la fecha ningtin
representante de Erethizontoidea con abundantes secuencias en los repositorios como Ensembl o

GenBank, por lo que la superfamilia no esta incluida en este trabajo.

En Platyrrhini se reconocen tres familias monofiléticas (Cebidae, Atelidae y Pitheciidae),
apareciendo Atelidae y Cebidae como grupos hermanos, aunque las relaciones entre familias
son menos consistentes que en el caso de los caviomorfos (e.g. Opazo et al., 2006; Wildman
et al., 2009; Springer et al., 2012; Perez et al., 2013; Aristide et al., 2015; Jameson Kiesling
et al., 2015). En especial, no ha existido consenso para las afinidades filogenéticas de Aotus
(Rosenberger y Tejedor, 2013). En la mayoria de los trabajos aparece como grupo hermano de
Cebinae (Opazo et al., 2006; Wildman et al., 2009; Fabre et al., 2009), pero también aparece
como cercano a Callitrichinae (Perelman et al., 2011; Springer et al., 2012; Aristide et al., 2015;
Jameson Kiesling et al., 2015), como un linaje hermano a Cebidae (Pérez y Pol, 2012) o incluso

como un miembro de Pitheciinae (Rosenberger y Tejedor, 2013), siempre con bajo apoyo de nodo
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en las filogenias moleculares. Con respecto al presente trabajo, los datos de secuencias gendmicas
y transcriptomicas disponibles a la fecha restringieron el muestreo taxonémico de platirrinos a
representantes de la familia Cebidae: Saimiri, Callithrix y Aotus. Para la topologia de referencia
se consider6 a Aotus como un linaje cercano a Cebinae (ver Figura 2.1; Wildman et al., 2009, pero

ver discusién en Jameson Kiesling et al., 2015).

Finalmente, se gener6 en TimeTree (http://timetree.org/) la filogenia calibrada al tiempo
de divergencia para los taxa elegidos (Figura B-2) . TimeTree es una base de datos que guarda
tanto las relaciones de parentezco entre todos los seres vivos como sus tiempos de divergencia, por
lo que permite recuperar rapidamente, para un grupo de organismos, ambos componentes de su
historia evolutiva en la forma de un cladograma escalado al tiempo geoldgico (Hedges y Kumar,
2009; Hedges et al., 2015). Este timetree es presentado solo a modo de gufa, dado que su topologia
es algo diferente a la seleccionada como referencia en este trabajo. En particular presenta a los
histricognatos como el grupo hermano de los restantes roedores, lo cual podria afectar en parte las

dataciones.

2.2 Buasqueda de ortélogos y obtencién de secuencias

El identificador de cada gen en Homo sapiens segin las bases de datos Gene (Maglott et
al., 2005), RefSeq (Pruitt er al., 2014) y/o Ensembl (Cunningham et al., 2014) se utiliz6 como
punto de partida para extraer el grupo de ortélogos predefinido en Ensembl a través de BioMart
(Smedley et al., 2015). También se utilizaron y compararon los grupos de ortélogos disponibles
en OMAbrowser (Altenhoff et al., 2015, http://omabrowser.org/), un método (Orthologous
MAtrix, Roth et al., 2008; Altenhoff er al., 2013) y base de datos especializada en la inferencia
de ortélogos entre genomas completos. Para cada gen se asigndé un transcripto de referencia
en humano, ya sea el transcripto codificante mas largo y/o con anotacién en RefSeq y Havana
(Harrow et al., 2014). BLASTP (Altschul et al., 1997) fue utilizado para combinar y refinar estos
grupos de ortélogos con secuencias obtenidas de GenBank (Benson et al., 2012). En aquellos
casos en los que no se pudo recuperar un ortélogo para uno de los linajes, se intent sustituir por
su ort6logo en otra especie cercana. Por ejemplo, si para un gen no se encontrd el ortélogo en
Otolemur garnettii, este se sustituyd con el ortélogo en otro primate del suborden Strepsirrhini

como Microcebus murinus, para el cual también existe genoma de referencia disponible.

En el caso de Ctenomys sociabilis, existen secuencias transcriptomicas en NCBI pero al
momento (marzo 2016) no forman parte de las bases de datos nucleotidicas anotadas. Por este
motivo, todos los transcriptos de C. sociabilis se seleccionaron en NCBI (Taxonomy=Ctenomys
sociabilis AND Nucleotide) y se guardaron localmente para construir una base de datos de BLAST
de tipo nucleotidico. De las 76.493 secuencias, 76.453 corresponden al BioProject PRINA157895

Ultimo acceso
a estas bases
de datos:
09/03/2016


http://timetree.org/
http://omabrowser.org/

2.3 Alineamiento

(MacManes y Lacey, 2012). Las secuencias aminoacidicas de los genes de interés en humano
fueron utilizadas como query para una buisqueda de similitud por TBLASTN de los transcriptos en
C. sociabilis. Observando el bit score, e-value y el porcentaje de cobertura del guery, se determind
para cada gen si su ortdlogo estaba presente en la base de datos local, en cuyo caso se procedio a
utilizar las coordenadas de los alineamientos para extraer la regién con marco abierto de lectura
en cada transcripto. Estos andlisis se realizaron con la suite BLAST+ del NCBI C++ Toolkit
(Camacho et al., 2009) y permitieron recuperar las secuencias codificantes de 11 de los 18 genes

de interés.

2.3 Alineamiento

Para cada grupo de ortélogos las homologias posicionales de las secuencias aminoacidicas
se establecieron con MUSCLE v3.8.31 (Edgar, 2004). Con la ayuda del visualizador Jalview
(Waterhouse et al., 2009) se editaron los alineamientos elimindndose aquellos tfaxa con
muchos sitios ambiguos o altamente divergentes (indicadores de un transcripto incorrectamente
ensamblado). En otros casos se detectaron ortélogos donde la alta divergencia quedaba restringida
a un tramo de la secuencia y, cuando esto ocurri6 en uno de los extremos, el mismo fue recortado
(junto con la secuencia nucleotidica correspondiente). Mientras que estos patrones localizados
pueden deberse a la inclusion de isoformas alternativas para alguno de los ortélogos, en general
se deben a errores en los procesos de ensamblado y/o anotacién. En instancias anteriores hemos
detectado estos artefactos en transcriptos ensamblados (debido a un error de tipo indel) y en
modelos génicos construidos a partir de secuencias gendémicas, en este caso debido a dificultades
en la anotacion del primer exén 5’ o a errores en la identificacion exacta de los limites de alguno
de los exones. Cuando el cambio en la secuencia aminoacidica debida al cambio en el marco
de lectura estd espacialmente acotado, se observa que en general no interfiere con la correcta
inferencia de ortologia y en el alineamiento se visualiza ficilmente como un ortélogo quimérico
que puede ser editado y corregido, manteniéndose la informacién aportada por el resto de la

secuencia.

Los alineamientos aminoacidicos revisados y editados se utilizaron a su vez para guiar los
alineamientos de las secuencias nucleotidicas con PAL2NAL v14 (Suyama et al., 2006), que
permite mantener la correcta estructura en codones. Con el objetivo de hacer a los alineamientos
nucleotidicos resultantes mas apropiados para los andlisis filogenéticos posteriores, se filtraron
primero con Gblocks v0.91b (Castresana, 2000; Talavera y Castresana, 2007) para eliminar
aquellos sitios con alto porcentaje de datos faltantes y luego con BMGE v1.12 (Criscuolo y
Gribaldo, 2010), que detecta sitios con valores muy altos de divergencia. Ambas herramientas
se utilizaron en modo de codones para mantener la integridad de las secuencias codificantes. En
el caso de Gblocks, se eligieron opciones menos restrictivas, permitiendo la existencia de bloques

11
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finales con algunos gaps presentes. Por otra parte, BMGE (Block Mapping and Gathering with
Entropy; Criscuolo y Gribaldo, 2010) filtra sitios en un alineamiento multiple basdndose en un
puntaje &, que es un valor de entropia pesado por una matriz de sustitucién (matriz BLOSUM en el
caso de alineamientos de codones), como forma de evaluar la variabilidad observada con respecto
a la esperada bioldgicamente. En este estudio BMGE se utilizé con las opciones BLOSUMG62

como matriz de sustitucién y 0,5 como valor maximo permitido de /.

Para los alineamientos finales, los modelos de sustitucion nucleotidica se obtuvieron con
ModelGenerator v0.8.5 (Keane et al., 2006) con seis categorias para la distribucion gamma
discreta y se consideré el valor de AICc (corrected Akaike Information Criterion) como criterio

para definir el que mejor ajustaba a los datos en cada caso.

2.4 Analisis composicional

Las estimaciones de tasas de sustitucién no-sinénima y sindénima dependen de factores
composicionales como la frecuencia de las bases nucleotidicas, tasas de transicién y transversion
y uso de codones. Con el fin de revisar las caracteristicas composicionales de los genes y faxa
estudiados, el contenido en nucleétidos y el uso de codones y aminodcidos fueron calculados en el
entorno R (R Core Team, 2015), con los paquetes seqinR v3.1 (Chrarif y Lobry, 2007) y ca v0.64
(Nenadic y Greenacre, 2007).

2.5 Estimacion de tasas de sustituciéon no-sinénima:sinénima
(0 =dN/dS)

Para cada gen, se estudiaron las huellas moleculares del patrén de seleccién por medio de
modelos de sustitucién de codones en un contexto filogenético. Un grupo de métodos son parte
del programa PAML v4.8 (Yang, 2007), y los restantes consisten en rutinas implementadas en
HyPhy v2.2.6 (Hypothesis testing using Phylogenies; Kosakovsky Pond et al., 2005). Todos los
métodos se basan en la estimacion del cociente @, permitiendo su variacién en el tiempo (modelos
de linajes, branch models) y en el tiempo y a lo largo de las secuencias codificantes (modelos de
linajes y sitios, branch-site models). En algunos casos se asume una tasa de sustitucion sinénima
constante, mientras que en otros métodos se permite su variacién (lo cual tiene mayor sentido
biolégico). Algunos de los andlisis (como los implementados en PAML) requieren de la seleccién
de ramas blanco (foreground branches), que son aquellas en las que se estima que pudo haber
ocurrido un cambio en el régimen selectivo, mientras que otros no dependen de una seleccién

a priori de ramas. Cuando hubo que seleccionar linajes blanco, la seleccién consistié en: la
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rama ancestral de Platyrrhini, el clado Platyrrhini, la rama ancestral de Caviomorpha y el clado
Caviomorpha (Figura 2.2 y Figura 2.3), que son las de interés en el presente trabajo. El andlisis de
varios genes y de varios modelos por gen (incluyendo diferentes conjuntos de ramas seleccionadas
por gen), requiere indudablemente de una correccién final por multiples pruebas de hipdtesis
(Anisimova y Yang, 2007). En general, una vez aplicada la correccidn, no se recuperan valores
de @ mayor a 1 estadisticamente significativos (para los valores de o¢ comunmente usados), por
lo que en los articulos se suele discutir el resultado "previo a la correccién". Por este motivo,
en el presente trabajo no se efectuaron correcciones por pruebas de hipdtesis multiples (salvo
las correcciones ya implementadas en algunas de las rutinas utilizadas), sino que los resultados
se consideran principalmente en un contexto descriptivo que permita identificar resultados que
ameriten un andlisis mas profundo (siguiendo la propuesta original de uso de pvalues de Ronald
Fisher en 1925; Nuzzo, 2014). A continuacién se detallan los modelos implementados y en la
Tabla 2.1 se indican las principales caracteristicas de cada uno.

2.5.1 CODEML: modelos de rama

Los primeros modelos de sustitucion de codones (Goldman y Yang, 1994; Muse y Gaut, 1994)
generaron el marco para el estudio de la evolucidn de secuencias por medio de tasas de sustitucién
sinénima (dS) y no-sinénima (dN). EIl modelo puede ser facilmente extendido permitiendo la
aplicacién de una prueba de razén de verosimilitud (LRT, del inglés Likelihood Ratio Test) para
la comparacion de estas tasas (Muse y Gaut, 1994) o su cociente (w0 = dN/dS; Yang, 1998) entre
diferentes linajes. Asi, Yang en su trabajo seminal de 1998 desarroll6 y aplicé estos modelos
de linajes en un juego de datos de lisozima de primates, corroborando los hallazgos obtenidos
por Messier y Stewart (1997). Para ello estudié el comportamiento de las ramas ancestrales que
conducian a hominidos y colobinos (ramas blanco) en comparacién con las restantes ramas del

arbol (background branches).

Para cada gen del presente trabajo, se usé el programa CODEML del paquete PAML v4.8
(Yang, 2007). Se corri6 el modelo nulo con un tnico valor de @ para todos los linajes, y cuatro
modelos con tres valores de @: @, para platirrinos (rama ancestral o clado), @, para caviomorfos
(rama ancestral o clado) y @y para las ramas background. En la Figura 2.2 se muestran las cuatro
conformaciones de @; y @, utilizadas. Para evaluar si un modelo alternativo de tres @ ajusta a
los datos mejor que el modelo nulo de un @ se comparé el LRT con una distribucién x2 con dos
grados de libertad. En aquellos casos en los que el modelo alternativo resulté significativo para un
a = 0,05 y algin valor de @ resulté mayor que 1, la prueba de seleccién positiva se condujo entre
el modelo alternativo de tres ® sin restricciones y otro donde se fija @ = 1 para el linaje en cuestion
(platirrinos o caviomorfos). En este caso el LRT resultante se compara con una distribucién x?

con un grado de libertad. Todas las estimaciones por maxima verosimilitud de los modelos se
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Tabla 2.1: Modelos de sustitucién de codones empleados en este trabajo.

Uso de ramas dS variable Permite @ >1 Resultado Resultado Correccidén

Tipo de modelo blanco entre sitios  en background  principal secundario miuiltiple hipétesis Referencia principal
PAML: CODEML
Branch ramas si no no 0] no no Yang, 1998
Branch-site | ramas y sitios si no no (0] BEB sitios no Yang y Nielsen, 2002
HyPhy (Datamonkey)
BSREL ramas y sitios no no si 0} no si Kosakovsky Pond er al., 2011
aBSREL ramas y sitios no no si 0] no si Smith et al., 2015
BUSTED ramas y sitios si no si 0} no si Murrell et al., 2015
MEME sitios no si NA 0} EBEF sitios si* Murrell et al., 2012
RELAX ramas si no si k no si Wertheim et al., 2015

NOTA: Se indican algunas de sus principales caracteristicas como el tipo de modelo, el requerimiento de indicar ramas blanco a priori o la implementacion de correccién por miultiple hipétesis. NA: no aplica; *:
g-values son calculados pero solo se consideran los p-values.

14
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realizaron partiendo de multiples valores iniciales (valores de ® = 0,5; @ = 1; @ = 2) de modo

de corroborar la convergencia a un tinico maximo global.

_q Catarrhini —<
A &q Platyrrhini B i‘ Platyrrhini

Tarsiiformes
Strepsirrhini
Scandentia

———————<] Lagomorpha —

Squirrel-related

Mouse-related

<] Phiomorpha <]
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< Laurasiatheria <

—< —<
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—<
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_""z_< Caviomorpha _“"z_q Caviomorpha
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Figura 2.2: Conformaciones de @; y @, utilizadas en los modelos de ramas de CODEML. Para cada
conformacién, A a D, las ramas y clados blanco se indican en la topologia de referencia
como @) y @y y estin coloreadas en rojo. Las restantes ramas en negro constituyen el
background con wy.

2.5.2 CODEML: modelos de rama vy sitio

Otra extensién temprana de los modelos consisitié en la implementacién de distribuciones
estadisticas que permiten la variacién de @ entre sitios (site-models). Se asumen varias clases
de sitios en la proteina con diferentes @ y se prueba si existen sitios con @ > 1 mediante un LRT
entre un modelo que no permite tales sitios y otro general que si. En caso de detectarse la existencia
de una categoria de sitios con ® > 1, se utilizan métodos bayesianos para identificar los posibles
codones bajo seleccion positiva (Nielsen y Yang, 1998; Yang et al., 2000). Estos métodos son
conservadores, porque requieren que la tasa de sustitucién no-sinénima sea mayor que la sinénima,
cosa que no ocurriria en casos de seleccidon balanceadora, por ejemplo. Ademds, la deteccion de
seleccion en algunos linajes o en algunos sitios requiere que el valor de @ promediado entre todos

los sitios o entre todos los linajes sea mayor a 1. Asumir constancia en las presiones selectivas
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entre sitios resulté mucho més grave que asumir constancia entre los linajes y el uso de los modelos
de sitios fue exitoso en detectar seleccién positiva atn en casos donde el valor global de w era
mucho menor que 1 (Yang y Bielawski, 2000; Anisimova et al., 2001). Se vislumbr6 entonces la
potencia que podrian tener modelos que permitieran variar el cociente @ tanto entre sitios como
entre linajes y en el afio 2002, Yang y Nielsen extienden los modelos previos permitiendo la
variaciéon simultdnea del cociente @ entre sitios y entre linajes. Los nuevos modelos (Yang y
Nielsen, 2002; Zhang et al., 2005) permiten identificar seleccién positiva actuando en algunos
linajes selecccionados a priori y operando en unos pocos sitios de la proteina. Cuatro clases de
sitios son definidos en este modelo, que se caracterizan por diferentes valores de @ estimados.
La primera clase contiene a aquellos codones que estdn conservados en todos los linajes y tiene
valores de @y entre O y 1. La segunda clase contiene sitios que son neutrales y se fija el valor de
o a 1. En las clases 2a y 2b restantes, los sitios en los linajes de referencia tienen @y o @ = 1,
pero en los linajes blancos tienen @, que podria ser mayor que 1. Se asume que cuando ocurre
seleccion positiva en el linaje blanco, es igualmente probable que afecte a sitios que pertenecen a
la clase 0 o 1 en los linajes de referencia. El modelo estima cuatro pardmetros en la distribucién
de ®: po, p1, @y y @». La prueba de seleccion positiva en los linajes seleccionados se construye
comparando este modelo con un modelo nulo donde se fija @, = 1. En la préictica en el LRT se
emplea una distribucién x> con un grado de libertad. Si la prueba de seleccién positiva rechaza
la hipétesis nula, el modelo alternativo se usa para identificar los sitios bajo seleccion positiva en
los linajes blanco. Con un procedimiento Bayes Empirical Bayes (BEB; Yang et al., 2005) se
estima entonces para cada sitio la probabilidad posterior de pertenecer a cada clase, lo que permite

identificar aquellos sitios aminoacidicos bajo seleccidn positiva en las ramas blanco.

En este trabajo se usé el programa CODEML del paquete PAML v4.8 (Yang, 2007) para
implementar estos modelos de linajes y sitios recién mencionados (opciones model=2 y NSites=2).
Sobre cada alineamiento el modelo alternativo se corri6 para cuatro selecciones de linajes blanco:
rama ancestral de platirrinos, clado platirrinos, rama ancestral de caviomorfos y clado caviomorfos
(Figura 2.3 A). Para el modelo nulo se fijé @, = 1 y el LRT se compard con una distribucién y2 con
un grado de libertad. En aquellos casos en los que se detectd seleccion positiva en el linaje blanco
para un o = 0,05, las probabilidades posteriores de pertenencia a la clase @, estimada por BEB
se usaron para identificar los posibles sitios bajo seleccién (PP > 0,95). Todas las estimaciones
por mixima verosimilitud de los modelos alternativos se realizaron partiendo de miltiples valores
iniciales (valores de @ = 0,5; w = 1; @ = 2) de modo de corroborar la convergencia a un dinico

maximo global.
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Figura 2.3: Conformaciones de ramas blanco para los andlisis de tipo ramas y sitios implementados en
CODEML (A) y BUSTED (A y B) y para RELAX (C). Las ramas y clados en la categoria
blanco se indican en rojo y el background en negro (A y B). En el caso de RELAX (C),
las ramas blanco se indican en rojo (Platyrrhini), las ramas de referencia en azul (restantes
euarcontos) y en negro se indican los glires que se consideraron como ramas no clasificadas.

Glires
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2.6 HyPhy: uso de modelos menos restrictivos

El paquete HyPhy (Kosakovsky Pond et al., 2005) y su correspondiente interfaz web
Datamonkey (Kosakovsky Pond y Frost, 2005b; Delport et al., 2010, http://www.datamonkey .
org) implementan multiples métodos aproximados o por verosimilitud para la deteccién de
seleccion natural operando en sitios y/o linajes de un alineamiento. Algunos de los nuevos modelos
de sitio como SLAC, FEL y REL (Kosakovsky Pond y Frost, 2005¢) no asumen una tasa de
sustitucién sinénima dS constante entre sitios. En los modelos previos, como los implementados
en PAML, la tasa de sustitucién sindnima entre sitios se asume como constante, lo cual implica
que la variacidn del cociente @ entre sitios es resultado tnico de la variacién correspondiente en
las tasas no-sinénimas. Kosakovsky Pond y colaboradores incorporan en los modelos tasas de
sustitucién sinénima entre sitios variables y demuestran que la no consideracion de esta variacién
puede conducir a errores en la estimacién de @ (Kosakovsky Pond y Muse, 2005; Kosakovsky
Pond y Frost, 2005¢). Otros modelos, como BSREL (Kosakovsky Pond et al., 2011), consituyen
una mejora con respecto a limitaciones importantes de los modelos de sitios y ramas antes
descriptos: no requieren de una seleccién de ramas blanco a priori y permiten seleccién positiva
en los linajes de fondo (en contraste con las cuatro clases de sitios posibles en Yang y Nielsen,
2002). Si bien la eleccidén a priori de ramas blanco puede ser de interés cuando existe una hipotesis
bioldgica adecuada (e.g. una rama en la que un virus cambia de hospedero), la deshabilitacién de
la variacién de los valores de @ puede tener implicancias graves. Variacidn en la fuerza de la
seleccion en los linajes blanco y/o de fondo, asi como la existencia de seleccién positiva en el
background, constituyen una violacién de los supuestos del modelo y se demuestra que produce
pérdida de potencia de las pruebas y aumento de la tasa de falsos positivos (Kosakovsky Pond
et al., 2011). Algunos de los modelos implementados en HyPhy (a través de la interfaz web

Datamonkey) fueron empleados en el presente trabajo y se detallan a continuacién.

2.6.1 BSREL, aBSREL y BUSTED

Los métodos de efectos aleatorios fueron introducidos en el area por Nielsen y Yang (1998)
y luego también empleados por Kosakovsky Pond y colaboradores (Kosakovsky Pond y Frost,
2005a,c). Consisten en ajustar una distribucion de tasas de sustitucion para todos los sitios y luego
inferir la tasa a la que cada sitio individual evoluciona dada esta distribucién. La inferencia sitio
por sitio se basa en estimaciones de los pardmetros de tasa por mdxima verosimilitud a partir
de los datos y se conoce como empirical Bayes (en contraste con una aproximacién bayesiana
estdndard; Nielsen y Yang, 1998). En 2011 Kosakovsky Pond y colaboradores proponen BSREL
(del término en inglés Branch-Site Random Effects Likelihood), un método que permite inferir a
partir de un alineamiento y sin requerimiento de determinar ramas blanco, la presencia de seleccién
positiva episddica para alguno de los linajes. A cada rama se adjudican tres valores de @ y se

permite que cada sitio adopte cualquiera de esos tres valores de @. Para un arbol con B ramas,
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el modelo considera 38 configuraciones diferentes de @ por sitio, a diferencia de las solo cuatro
configuraciones posibles en el modelo de ramas y sitio original. Pese a la complejidad del modelo,
el uso de algoritmos como la extensién del de poda de Felsenstein, permiten que su aplicacion sea
eficiente (Kosakovsky Pond ef al., 2011). Los tres valores de @ corresponden a @, < a)ll)v < a),;|r
representando seleccién purificadora fuerte, débil y seleccidn positiva, respectivamente. Estos
valores de @ se presentan en proporciones asociadas g, + qév + q;; = 1. Para el LRT se consideran
B modelos nulos que restringen a);r = 1 sucesivamente en cada rama, dejando el resto de las ramas

sin restricciones.

Como se indicaba, BSREL es un modelo mas complejo pero debido a la estrategia algoritmica,
no necesariamente mds lento que el modelo de ramas y sitios con solo cuatro configuraciones de ®
permitidas. Sin embargo cabe preguntarse si toda la complejidad agregada es realmente necesaria.
En este sentido, una rama muy corta tendrd escasos cambios y no serd posible estimar con precisién
diferentes categorias de tasas para diferentes sitios. En una rama maés larga, la heterogeneidad de
tasa entre sitios serd evidente y se podrd inferir un mayor nimero de categorias de sitios. En
2015 se presenta aBSREL (adaptive BSREL; Smith et al., 2015) en el que los autores explotan
este fendmeno y adaptan la complejidad del modelo al juego de datos en estudio, infiriendo el
nimero 6ptimo de categorias de ® para cada rama. La optimizacién hace uso del criterio de
informacidn Akaike corregido por tamafio de muestra (AICc). Asi, se aplican modelos de diferente
complejidad a las diferentes ramas de la filogenia, se mantiene el desempefio estadistico de los
modelos anteriores (como BSREL), pero se resuelve en un orden de magnitud mds rdpido (se usan
20 a 60% menos parametros). La prueba de seleccion positiva es mediante un LRT por rama con
un modelo nulo en el que no se permiten valores de @y > 1. El andlisis por aBSREL aplicado a casi
nueve mil alineamientos de genes de euteleostomos mostré que el 80% de las ramas pueden ser
modeladas adecuadamente con un tnico cociente @ y solo una relativamente pequefia cantidad de
ramas claves requieren el modelado para mayor complejidad evolutiva, aunque no se encontraron

ramas que requirieran ser modeladas con mds de tres cocientes @ (Smith et al., 2015).

Si bien métodos como BSREL y aBSREL permiten evaluar la existencia de seleccién positiva
en al menos un linaje del arbol sin divisién a priori de ramas blanco y background, en casos
donde si existe una hipétesis biol6gica adecuada, se puede llevar a cabo una prueba focalizada que
permita identificar seleccidn en las ramas de interés. De hecho el cldsico modelo de ramas y sitios
de Nielsen y Yang demostrd que existe un incremento en la potencia de la prueba proveniente
de no tener que compartir pardmetros entre diferentes partes de la filogenia que de antemano se
conoce como sujetas a diferentes presiones selectivas. Basados en BSREL, Kosakovsky Pond
y colaboradores (Murrell et al., 2015) presentan BUSTED (del término en inglés Branch-site
Unrestricted Statistical Test for Episodic Diversification) que incorpora la especificacion a priori
de ramas blanco pero en el contexto de un modelo de seleccién flexible en el resto del drbol.

Para cada particién blanco y background se estiman tres valores @; < w, < 1 < 3 teniendo cada
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categoria un pardmetro de peso p. asociado (23:1 pe = 1). Asi, la seleccién positiva no tiene que
estar restringida a las ramas blanco y @ puede variar tanto entre sitios como en el tiempo en ambas
particiones. La seleccion positiva se infiere mediante un LRT que usa un modelo nulo donde en

las ramas blanco w; = 1.

Los alineamientos de los genes de interés del presente trabajo fueron analizados segin los
modelos BSREL, aBSREL y BUSTED recién descriptos, haciendo uso de la implementacién
web de estos andlisis (http://www.datamonkey.org). En los tres casos se incluy la topologia
de referencia para ser usada por los andlisis online. Para correr BUSTED, las ramas blanco se
seleccionaron a través del widget interactivo que incorpora la interfaz web. Se consideraron las
mismas conformaciones usadas en el modelo de ramas y sitio de CODEML, pero se incorpord
una quinta configuracién en la que se toma como rama blanco el linaje ancestral a Hystricognathi
(Figura 2.3 B).

2.6.2 MEME

En forma complementaria a BSREL y extensiones derivadas, MEME se designa como un
método para detectar seleccion a nivel de sitios individuales (Mixed Effects Model of Evolution;
Kosakovsky Pond et al., 2011; Murrell et al., 2012). Esta basado en la clase de métodos de
efectos aleatorios de rama y sitio (Kosakovsky Pond ef al., 2011) y permite capturar tanto las
huellas de seleccidn positiva sostenida como episédica. En MEME la distribucion de o varia de
sitio en sitio (el efecto fijo) y también de rama en rama para un sitio dado (el efecto aleatorio).
MEME puede inferir seleccidn diversificadora atin cuando esta afecta a solo unas pocas ramas en
el sitio individual, situacién en la que frecuentemente los métodos de sitio (e.g. Nielsen y Yang,
1998) reportan seleccion purificadora. Para cada sitio se infieren cuatro pardmetros estimados
a partir de todas las ramas del arbol: B~,87,¢~ y @, cumpliéndose @ = B/a, B~ <oy B*
sin restricciones. Ademds, ¢~ es la probabilidad de § = B~. La estimacién de un « para cada
sitio permite incorporar la variacion sitio a sitio de las tasas de sustitucién sinénima (Kosakovsky
Pond y Muse, 2005). Para la posterior prueba de seleccidn, se ajusta un modelo nulo en el que se
restringe B < a. Si el LRT indica que un sitio es sujeto de seleccion diversificadora, se adapta
un método de Bayes empirico para explorar en qué ramas habria ocurrido la selecciéon. Valores
de EBF (Empirical Bayes Factor) positivos indican que los datos aumentan las probabilidades
establecidas en la prior de observar seleccion en esa rama. Sin embargo, alin para valores grandes
de EBF (e.g. EBF > 100) la evidencia en la que se basa esa estimacidn consiste en un tnico par
rama-sitio observado, por lo que se recomienda considerar la inferencia de seleccion en las ramas

como un dato exploratorio y MEME en si se define como un método de sitios.
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Para cada gen, MEME se corrié en el servidor Datamonkey, a partir del alineamiento, la
topologia de referencia y el modelo de sustitucién nucleotidica que presenté mejor ajuste a los
datos. Se cuantificé el niimero de sitios inferidos con episodios de seleccién positiva previo a las
correcciones por hipétesis multiples (es decir, se consideraron p-values < 0,1y no los g-values que
en general fueron igual a 1 o apenas menores). Para estos sitios, se exploré qué linajes presentaban
un valor de EBF > 20, observando si estos coincidian con el grupo externo (Laurasiatheria) o

interno, y con las ramas y clados de interés o no (Figura 2.1).

2.6.3 Relajacién de la selecciéon en Platyrrhini

Con o sin evidencia significativa de seleccidn positiva se encontrd que los valores de @ para las
ramas de platirrinos en la filogenia eran en general mayores que el de los linajes restantes del arbol.
Un incremento en el valor del cociente @ puede responder a la presencia de algunos sitios bajo
seleccion positiva o a una relajacion de la seleccion purificadora (que conduce a un incremento
del valor de @ aunque este se mantiene < 1). Para cuantificar la contribucién de ambas fuerzas
en Platyrrhini se utiliz6 el modelo RELAX del paquete HyPhy (Wertheim et al., 2015). Si bien
estd basado en el marco metodolégico de BSREL (Kosakovsky Pond et al., 2011), en lugar de
focalizarse en estimaciones de dN y dS y evaluar la desviacion de su cociente del valor esperado
bajo neutralidad @ = 1, RELAX calcula un pardmetro de intensidad de seleccién k > 0. RELAX
prueba si la seleccidn se relaja o intensifica en un subgrupo de ramas de una topologia predefinida.
En el modelo nulo, la intensidad de seleccion es restringida a k = 1 en todas las ramas, mientras
que en el modelo alternativo se permite que k difiera entre los grupos de ramas seleccionadas y
de referencia. Para la prueba se realiza un LRT entre ambos modelos pero también se incluyen
célculos de AICc para evaluar el ajuste de ambos modelos. Cuando la introduccién de & produce
una mejora significativa en el ajuste del modelo, se concluye que la seleccion en las ramas de

prueba se intensificé (k > 1) o relajé (k < 1) relativo a las ramas de referencia.

Los analisis de RELAX se llevaron a cabo en el servidor Datamonkey (http://test.
datamonkey.org/relax) para los genes de interés, excepto GH1 que presenta expansiones
génicas independientes en platirrinos y catarrinos (Wallis et al., 2001; Li et al., 2005; Gonzalez
Alvarez et al., 2006; Petronella y Drouin, 2011). Los alineamientos y topologias de referencia
fueron reducidos a los linajes de euarcontoglires (i.e. se eliminaron los linajes del grupo externo).
Usando el widget del servidor web se selecciond sobre la topologia el grupo de ramas del clado
Platyrrhini como grupo de prueba y el resto de las ramas de Primates mds Scandentia como el
grupo de referencia (Figura 2.3 C). Los glires se mantuvieron como ramas "no-clasificadas". Esta
configuracion de ramas permite poner a prueba si exite evidencia de relajacion de la seleccién en

Platyrrhini con respecto a los restantes euarcontos.
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2.7 Filogenia mitocondrial

Como una aproximacién a la cuantificacién del cambio evolutivo ocurrido en cada rama del
arbol de especies, se estimaron los largos de rama a partir de genes mitocondriales del conjunto
de mamiferos definido como referencia. Con los mismos métodos antes descriptos, se obtuvieron
alineamientos de codones para los 12 genes codificantes mitocondriales ubicados en la cadena
pesada del genoma mitocondrial (con exclusiéon de ND6 que se encuentra en la hebra liviana y
estarfa sometido a sesgos composicionales distintos). Con ayuda de los paquetes de R seqinR v3.1
(Chrarif y Lobry, 2007) y apex v1.0.1 (Jombart et al., 2015), se removieron de cada alineamiento
las bases correspondientes a la tercera posicién de los codones (y asi evitar posible homoplasia
por saturacidn) y se concatenaron estos alineamientos reducidos en un alineamiento final de 24
secuencias con 7.218 sitios homélogos. ModelGenerator se utilizé con seis categorias de la
distribucién gamma discreta y segin el criterio AICc se seleccioné GT R + 1 + G como modelo de
sustitucién nucleotidica. En PhyML v3.1 (Guindon et al., 2010), con el alineamiento mitocondrial
obtenido, las opciones correspondientes al modelo seleccionado y la topologia de referencia como
topologia fija, se calcularon y optimizaron por mdxima verosimilitud los largos de rama del arbol

de especies de los taxa estudiados.

2.8 Reconstruccién de secuencias ancestrales

Se realiz6 una reconstruccion de secuencias ancestrales de IGF2, en el espacio de codones,
usando los métodos de verosimilitud implementados en el médulo ASR (Ancestral Sequence
Reconstruction) del servidor Datamonkey (Pupko et al., 2000; Kosakovsky Pond y Frost,
2005c¢).

2.9 Expresion de INSR en C. porcellus

Davidsen y colaboradores (2014) publicaron datos de RNA-Seq de pulmén y mdisculo
esquelético de C. porcellus, que utilizaron para el desarrollo y validaciéon de un microarray de
expresion para este animal modelo. La secuenciacion de la fraccidon polyA del transcriptoma
se realiz6 en una plataforma Illumina HiSeq 2000 y se generaron reads pareados de 101x2
bases, accesibles desde el repositorio SRA del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)
bajo los identificadores SRR1200908 y SRR1200910 (44.173.720 y 88.539.498 millones de
reads para pulmén y musculo, respectivamente). Para esta tesis, los reads originales fueron
mapeados en el genoma de C. porcellus y luego los transcriptos ensamblados para el scaffold_42,
que es el que contiene anotado el gen INSR en el cobayo. El filtrado de calidad de los

reads se realiz6 con Trimmomatic-0.33 (Bolger et al., 2014), usando los pardmetros para reads
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pareados: LEADING:3, TRAILING:3, SLIDINGWINDOW:4:15 y MINLEN:60. Para el mapeo
y ensamblado de los transcriptos se utilizé parte del protocolo Tuxedo (Trapnell et al., 2012):
Tophat-2.1.1 (Kim et al., 2013) y Cufflinks-2.2.1(Trapnell et al., 2010). El mapeo con Tophat
sobre el genoma cavPor3 y transcriptoma de referencia (obtenidos de UCSC Genome Browser)
incluyé las opciones -microexon-search y -b2-very-sensitive. En ambas muestras, el 89%
de los reads presentaron mapeos gendmicos concordantes en el par. Con SAMtools (Li et al.,
2009) se filtraron los archivos BAM para el scaffold_42. Sobre estos BAM reducidos se corrié
Cufflinks con las opciones -frag-bias-correct y -multi-read-correct. Los alineamientos
junto a los modelos de transcriptos resultantes se visualizaron en IGV (Integrative Genome
Browser; Robinson et al., 2011). También se utilizé TransDecoder-3.0.0 (Haas et al., 2013) para
obtener el tramo codificante de los transcriptos y verificar las isoformas expresadas del INSR
mediante BLASTP (Altschul ef al., 1997; Camacho et al., 2009).

Debido a lo pequefio del exén 11 que diferencia ambas formas del INSR (36 nucleétidos)
y a la presencia de posibles sitios dadores y aceptores de splicing no canénicos, el mapeo de
los reads al genoma cavPor3 se repitié con la herramienta Rsubread (Liao et al., 2013), un
alineador que sigue una estrategia elegante y muy eficiente de multiples semillas. Se utiliz6 la
versién de Rsubread para el entorno R (R Core Team, 2015) y se corrid la rutina subjunc con
las opciones unique=TRUE, indels=5, minFraglLength=30 y reportAllJunctions=TRUE. Los

alineamientos también fueron visualizados en IGV.
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3 Resultados

3.1 Genes y linajes

3.1.1 Genes

Los genes a estudiar se presentan en la Tabla 3.1 y Figura 3.1. Se seleccionaron en base
a antecedentes bibliograficos, pertenencia a familias multigénicas y posiciéon en las vias de

sefalizacion.

Como continuacion del trabajo de Opazo y colaboradores sobre evolucién molecular de insulina
en Caviomorpha (Opazo et al., 2005), se incluy6 tanto este gen como sus dos pardlogos IGF1 e
IGF2 (LeRoith et al., 1993; Olinski et al., 2005). Estos factores de crecimiento relacionados
a insulina tienen un rol fundamental en el crecimiento pre y post-natal y forman parte del eje
de la hormona de crecimiento (GH1). IGFI1 es producido en multiples tejidos ejerciendo una
accioén pardcrina, y en mamiferos tiene accién enddcrina al ser producido y liberado por el higado
en respuesta a GHI. Sin embargo, en caviomorfos el crecimiento post-natal es independiente
de GH1 (Mitchell et al., 1954; Adkins et al., 2000), por lo que este gen se incluyé entre los
estudiados, asi como su receptor (GHR) y otra dupla hormona-receptor que modula su nivel
sanguineo (GHRH y GHRHR; Carter-Su et al., 2016). La insulina y los factores de crecimiento
ejercen sus funciones a través de los receptores INSR e IGF1R (Herndndez-Sanchez et al.,
2008). Estos son dos receptores tirosina quinasas diméricos que se originaron por duplicacién
génica temprano en la evolucién de los vertebrados. Si bien INS e IGFs ejercen sus funciones
principalmente a partir de la unién a los receptores INSR e IGFIR respectivamente, también son
capaces de unirse en forma cruzada y con diferente afinidad al otro receptor, lo mismo que a
receptores heterodiméricos INSR-IGF1R, afiadiendo mayor complejidad al sistema. Existe un
tercer receptor perteneciente a esta familia génica, el INSRR, cuya funcién principal se desconoce,
considerdndose un receptor huérfano (Herndndez-Séanchez et al., 2008). Las IGFBPs comprenden
una familia de siete proteinas sanguineas de unién a IGF1 e IGF2 (IGFBPI1 a IGFBP7), que
potencian o atendan la sefializacion de los IGFs segtin sea el contexto fisiologico (Oh et al., 1996;
Daza et al., 2011). Finalmente, el receptor de IGF2 (IGF2R), es un receptor de manosa-6-fosfato
que en amniotas habria incorporado un dominio adicional de unién a IGF2 interviniendo también
en la regulacion de su biodisponibilidad (Ghosh ef al., 2003; ElShewy y Luttrell, 2009; McGaugh
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et al., 2015). IGF2R funciona como un receptor transmembrana que une IGF2 en la superficie

celular y lo internaliza en vesiculas de clatrina para su degradacién, atenuando su sefalizacién.

glucosa \

IGFBPs

Ll e

INSRR ISR INSRIGFIR  IGFIR IGF2R

Figura 3.1: El esquema indica los genes estudiados y sus relaciones funcionales. La GHRH
hipotaldmica y la hormona de crecimiento hipofisiaria (GH o GH1) controlan la produccién
endocrina de los factores de crecimiento IGF1 e IGF2 en el higado. La insulina es liberada
de los islotes pancredticos como respuesta a un incremento en la glicemia. En las células
diana, tanto INS como IGFs ejercen sus funciones a través de los receptores diméricos
INSR e IGFIR, asi como a través de receptores heterodiméricos INSR-IGF1R. Un tercer
miembro de esta familia génica, el INSRR, se considera un receptor huérfano y no tendria
un rol en las vias de sefializacién aqui estudiadas. El IGF2 también sefializa a través del
INSR y del IGFIR, siendo el IGF2R un receptor que no transduce sefales y solo controla
su biodisponibilidad. En el plasma se encuentran otras proteinas de unién a IGF1 e IGF2
que también intervienen en la regulacién de sus niveles sanguineos (IGFBP1 a IGFBP7).

Los 18 genes estudiados corresponden a proteinas transmembrana con dominios extracelulares
de unién a insulina y factores de crecimiento, o péptidos y proteinas extracelulares con funciones
sefalizadoras o transportadoras en la circulaciéon. Desde este punto de vista, es conocido que en

eucariotas multicelulares y especialmente en mamiferos, las proteinas extracelulares presentan una
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mayor tasa evolutiva que las intracelulares (Julenius y Pedersen, 2006; Liao et al., 2010; Feyertag
et al., 2017; Sojo et al., 2016). Esta observacién seria independiente del nivel de expresion, del
nimero de interacciones proteicas, de la importancia funcional del gen y existe la hipdtesis de
que corresponde simplemente a una mayor seleccidon adaptativa frente a la variabilidad del medio
extracelular que con respecto a la homeostasis intracelular (Sojo et al., 2016). En el contexto
de las proteinas aqui seleccionadas, el fendémeno sugiere una mayor probabilidad de deteccién de
cambios en los patrones evolutivos y convierte este conjunto de genes en una interesante prueba de
concepto para la aproximacion metodolégica empleada. De hecho, si se hubiesen incluido genes
y proteinas que integran las vias de transduccion de sefiales de INS e IGFs, también se encuentra
descripto, tanto para Drosophila como para vertebrados, un gradiente en la fuerza de la seleccién
purificadora a lo largo de la via, que se incrementa desde los genes proximales a las hormonas a

los mas distales o downstream (Alvarez-Ponce et al., 2009, 2011).

Todos los genes presentan ortologia uno-a-uno en los taxa analizados, excepto INS que se
encuentra duplicado en M. musculus y GH1 que presenta expansiones génicas en Catarrhini y
Platyrrhini (Soares et al., 1985; Wallis et al., 2001). En el caso de INS, se mantuvieron ambos
co-ortélogos en M. musculus salvo en los andlisis de RELAX donde se removié INS1, el duplicado
especifico de Murinae originado por retroposiciéon de INS2 (Beintema y Campagne, 1987; Shiao
et al., 2008). Con respecto a la duplicacién del locus de GH en antropoideos, las relaciones de
co-ortologia son bien complejas debido a expansiones independientes en platirrinos y catarrinos,
ai como abundante conversién génica (Chen et al., 1989; Wallis et al., 2001; Li et al., 2005;
Gonzélez Alvarez et al., 2006; Petronella y Drouin, 2011). Los nuevos genes cumplen funciones
de somatotropina y lactogénicas en la placenta, con un rol en la interfase materno-fetal (Chen et al.,
1989; Papper et al., 2009). A pesar de esta dindmica evolutiva del loci, tanto en Catarrhini como
en Platyrrhini es fécil identificar el co-ortélogo que mantiene la expresién hipofisaria y funciones
propias de la GHI, y solo este homdlogo fue incluido en los andlisis. Sin embargo, en los anélisis
que involucraron una seleccién de ramas blanco (modelos de ramas y ramas y sitios en CODEML,
modelos en BUSTED y RELAX) los platirrinos no fueron considerados como linaje blanco para
el andlisis de GH1 (se tuvo en consideracion la abundante y reciente bibliografia al respecto).

3.1.2 Linajes

Los taxa incluidos en este trabajo asi como sus relaciones filogenéticas se muestran en la
Figura 2.1. Con respecto a los 6rdenes en Euarchonta, falta representacion del Orden Dermoptera
(lemures voladores) aunque en NCBI existe un borrador gendémico con 32.223 predicciones de
transcriptos codificantes para proteina de Galeopterus variegatus, por lo que este dermdptero
podria incluirse en el futuro cercano. Con respecto a Platyrrhini, la topologia de referencia
solo incluye secuencias de A. nancymaae, C. jacchus 'y S. boliviensis. Como se discutio en el

capitulo Metodologia, la posicidn filogenética de Aotus varia en los diferentes trabajos revisados,
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Tabla 3.1: Lista de los 18 genes analizados en el presente estudio.

HGNC Ensembl (GRCh38): Homo sapiens
Simbolo  ID  Nombre oficial RefSeq ID gen coordenadas genomicas # exones ID transcripto Largo pb (AA)  Otro nombre
INS 6081 insulin NM_001185098 ENSG00000254647 11: 2159779-2161341 (-) 3 ENST00000397262 639 (110) proinsulina
IGF1 5464 Insulin-like growth factor 1 NM_000618 ENSG00000017427  12: 102395867-102480645 (-) 5 ENST00000337514 7359 (153) somatomedina C
IGF2 5466 Insulin-like growth factor 2 NM_001127598 ENSG00000167244 11: 2129112-2141238 (-) 8 ENST00000434045 1583 (236) somatomedina A
INSR 6091 insulin receptor NM_000208 ENSG00000171105 19: 7112255-7294034 (-) 22 ENST00000302850 4721 (1382) ~
IGFIR 5465 [Insulin-like growth factor 1 receptor NM_000875 ENSG00000140443  15: 98648971-98964530 (+) 21 ENST00000268035 11803 (1367) ~
INSRR 6093 insulin receptor-related receptor NM_014215 ENSG00000027644  1: 156840063-156859018 (-) 21 ENSTO00000368195 5101 (1297)  receptor huérfano
IGF2R 5467 Insulin-like growth factor 2 receptor NM_000876 ENSG00000197081  6: 159969099-160113507 (+) 48 ENST00000356956 14044 (2491)  receptor manosa-6P catién-independiente
IGFBP1 5946 Insulin-like growth factor binding protein 1 NM_000596 ENSG00000146678  7: 45888357-45893668 (+) 4 ENST00000275525 1653 (259) proteina placental 12
IGFBP2 5471 Insulin-like growth factor binding protein 2 NM_000597 ENSG00000115457  2: 216632828-216664436 (+) 4 ENST00000233809 1439 (325) ~
IGFBP3 5472 Insulin-like growth factor binding protein 3 ~ NM_001013398 ENSG00000146674 7: 45912245-45921874 (-) 5 ENST00000381083 1050 (297) ~
IGFBP4 5473 Insulin-like growth factor binding protein 4 NM_001552 ENSG00000141753  17: 40443461-40457731 (+) 4 ENST00000269593 2200 (258) ~
IGFBP5 5474 Insulin-like growth factor binding protein 5 NM_000599 ENSG00000115461  2: 216672105-216695525 (-) 4 ENST00000233813 6215 (272) ~
IGFBP6 5475 Insulin-like growth factor binding protein 6 NM_002178 ENSG00000167779  12: 53097436-53102345 (+) 4 ENST00000301464 1169 (240) ~
IGFBP7 5476 Insulin-like growth factor binding protein 7 NM_001553 ENSG00000163453 4: 57030773-57110385 (-) 4 ENST00000295666 1427 (282) ~
GH1 4261  growth hormone 1 NM_000515 ENSG00000259384 17: 63917200-63918838 (-) 5 ENST00000323322 803 (217) hormona de crecimiento hipofisiaria; somatotropina
GHR 4263  growth hormone receptor NM_000163 ENSG00000112964  5: 42423777-42721878 (+) 9 ENST00000230882 4560 (638) ~
GHRH 4265 growth hormone-releasing hormone NM_021081 ENSG00000118702  20: 37251082-37261835 (-) 5 ENST00000237527 461 (108) somatocrinina
GHRHR 4266 growth hormone-releasing hormone receptor NM_000823 ENSG00000106128 7: 30938669-30993254 (+) 10 ENST00000326139 1602 (423) ~

NOTA: Se indican para cada gen: el simbolo, el identificador y el nombre oficial segiin HGNC:; el identificador del transcripto RefSeq; algunas caracteristicas obtenidas de Ensembl v83 (http: \www.ensembl.

org); nombre alternativo, en caso de tenerlo. Los nombres oficiales se mantuvieron en inglés.
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3.1 Genes y linajes

pero en general hay concordancia en que pertenece a la familia Cebidae. Esto implica que el
presente trabajo carece de faxa representantes de las otras dos familias de platirrinos: Atelidae
y Pitheciidae. Es asi que todos los resultados que se presentan y discuten, si bien se consideran
a nivel del parvaorden Platyrrhini estrictamente abarcan, en el mejor de los casos, inferencias
Unicamente a nivel de la familia Cebidae. Los anélisis efectuados con CODEML y MEME, fueron
también realizados para una topologia en la que Aotus se presenta como linaje hermano del clado
Callithrix + Saimiri. Estos resultados no se incluyen en este manuscrito, pero son basicamente

iguales a los obtenidos para la topologia ((Aotus, Saimiri), Callithrix) de la Figura 2.1.

Los roedores constituyen el grupo més diversificado de mamiferos vivientes, dando cuenta del
40% del total de las especies de la clase Mammalia. Los tres linajes principales estdn representados
en la topologia de referencia (Figura 2.1). Para el clado mouse-related existen recursos gendémicos
y transcriptomicos adicionales que podrian incluirse para aumentar la diversidad cubierta. Por
ejemplo, las siguientes especies tienen cada una al menos 25.000 transcriptos codificantes de
proteinas en NCBI: Cricetulus griseus, Mesocricetus auratus, Microtus ochrogaster, Peromyscus

Ultimo acceso  maniculatus y Jaculus jaculus. Todos son integrantes de la familia Cricetidae, salvo J. jaculus que

‘; NCBLIV pertenece a la familia Dipodidae. Es asi que J. jaculus y alguno de los cricétidos podrian incluirse
nsempl:
09/03/2016 en una version actualizada de este trabajo. Con respecto a Hystricognathi, se prestd atencién a la

existencia de secuencias de algin puercoespin del Viejo Mundo (familia Hystricidae) pero como
mejor resultado se obtuvieron solo 157 secuencias nucleotidicas en GenBank para Hystrix, por lo
que este linaje no esta considerado en el muestreo taxonémico final. Con respecto a Caviomorpha,
y segln se menciond en el capitulo anterior, no se contd con taxa pertenecientes a la superfamilia
Erethizontoidea (e.g. Coendou y Erethizon), la cual tiene apenas 170 secuencias nucleotidicas
depositadas en GenBank. Otro aspecto notable es la ausencia de representantes de Echimyidae
(Octodontoidea). La familia esta integrada por las ratas espinosas neotropicales, constituyendo la
familia con mayor riqueza especifica de caviomorfos y la que presenta también la mayor diversidad
ecolégica (Upham y Patterson, 2012; Fabre et al., 2013; Emmons et al., 2015; Upham y Patterson,
2015; Ojeda et al., 2015; Fabre et al., 2017). A pesar de esta riqueza, solo 1.550 secuencias se
encontraron depositadas en GenBank, siendo Proechimys cuvieri la especie con mds datos a la
fecha de busqueda (291 secuencias). Estas secuencias estin dominadas por fragmentos de los
genes CYTB e IRBP, ampliamente usados como marcadores moleculares. Finalmente, existe un
gran nimero de roedores, especialmente histricognatos, con secuencias disponibles del receptor
de la hormona de crecimiento, debido también a su uso como marcador molecular (e.g. Upham y
Patterson, 2012). Estas secuencias son parciales y abarcan entre 200 a 300 codones de los més de
600 que tiene el receptor completo utilizado en este trabajo, por lo que no fueron incluidas en el
andlisis del gen GHR.
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3.2 Grupos de ortélogos y alineamientos

Los grupos de ortélogos se presentan como material suplementario en las tablas A-1 a A-18.
El ndmero de taxa muestreado por gen, asi como los tamafos de los alineamientos luego de cada
etapa de procesamiento (i.e. PAL2NAL — > Gblocks — > BMGE), se indican en la Tabla 3.2.
La informacién se complementa con la Tabla 3.3 que muestra con colores qué tanto se desvio el
muestreo taxonémico de cada gen con respecto al planteado en la Figura 2.1. Gorilla gorilla y
O. garnettii fueron los faxa que mds veces fueron reemplazados por secuencias provenientes de
una especie con un género distinto (Pan troglodytes y Pongo abelii en el caso de Gorilla y M.
murinus y Propithecus coquereli en el caso de Otolemur). Para Macaca y Equus, los reemplazos,
si bien fueron frecuentes, implicaron especies pertenecientes al mismo género (M. fascicularis y
M. nemestrina; E. asinus y E. przewalskii). Por otra parte, la mayor cantidad de datos ausentes
fue presentada por C. sociabilis (siete de 18 secuencias faltantes) y 7. syrichta (cinco de 18). Con
respecto a los clados de interés, en Platyrrhini siempre hubo al menos dos representantes, con una
ausencia de secuencia en Saimiri y cinco en Aotus. En Caviomorpha (y también Phiomorpha), la

cobertura fue completa, salvo las faltantes en C. sociabilis recién mencionadas.

Tabla 3.2: Métricas de los alineamientos nucleotidicos de los 18 genes. Se indica el nimero de taxa
por gen, asi como el largo después de aplicar sucesivamente PAL2NAL, Gblocks y BMGE.

Gen # Taxa PAL2NAL (pb) Gblocks (pb) BMGE (pb) Codones finales
INS 22 339 327 327 109
IGF1 23 459 459 459 153
IGF2 23 720 705 537 179
INSR 22 4167 4143 4032 1344
IGFIR 24 4143 4101 4101 1367
INSRR 23 3903 3897 3897 1299
IGF2R 24 8388 7458 7350 2450
IGFPB1 22 894 783 738 246
IGFBP2 23 1002 936 741 247
IGFBP3 21 1020 870 606 202
IGFBP4 23 774 774 699 233
IGFBP5 23 819 810 810 270
IGFBP6 24 741 708 705 235
IGFBP7 22 861 846 594 198
GHI1 24 690 648 645 215
GHR 24 2235 1911 1890 630
GHRH 22 327 321 318 106
GHRHR 23 1305 1269 1257 419
TOTAL NA 32787 30966 29706 9902

NOTA: INS tiene 23 secuencias pero dos pertenecen a M. musculus que presenta dos pardlogos, insl e ins2 para este gen; NA: no
aplica.

Como se observa en la Tabla 3.2, IGFBP3 tuvo el menor nimero de taxa con solo 21; el
maximo de 24 taxa lo presentaron IGF1R, IGF2R, IGFBP6, GH1 y GHR. El tamafio inicial de los
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alineamientos (luego de ejecutado PAL2NAL) estuvo en el rango de 339 a 8.388 pares de bases
(pb), siendo GHRH el gen mds pequefio e IGF2R el de mayor tamafio. Luego de procesados con
Gblocks y BMGE, el nuevo rango fue de 318 a 7.350 pb o de 106 a 2.450 codones, para un total de
9.902 codones finales a ser analizados en el marco de los modelos de sustitucion de codones. Con
respecto a BMGE, el anélisis removi6 entre el 0 y el 30% de los nucléotidos, dado las opciones
elegidas para correr el programa (BLOSUMG62 como matriz de sustituciéon de aminodcidos). Para
estos alineamientos se calcul6 el modelo de sustitucidn nucleotidica que mejor ajusta segtin AICc
y los resultados se indican en la Tabla A-19.

3.3 Analisis composicional

La composicidn nucleotidica y el uso de aminoacidos se indican en las tablas suplementarias
A-20 y A-21, respectivamente. Todos los faxa presentan GC2 con valor 15%, salvo Ctenomys
que presenta 14%. En la primera posicién de los codones, el contenido GC es 18 0 19%. Segin
lo esperado, los valores de GC3 son mds variables con un rango de 54 a 61% y un promedio
de 57%. El menor contenido GC3 se observa en Mus y Nannospalax, mientras que el mayor en
Oryctolagus. Romiguier y colaboradores (2010) analizaron méas de mil ortélogos en 33 mamiferos
encontrando un rango del contenido GC3 de 46 a 53% para Boroeutheria, asi como su mayor
valor en Lagomorpha. Estos valores de dispersion del contenido GC3, asi como el valor méximo
en Lagomorpha, se repiten en el presente trabajo. Notoriamente, los 18 genes estudiados tienen
un contenido GC3 en promedio 8% mayor que el estimado por Romiguier para los mas de mil
ortélogos y pueden considerarse como pertenecientes al grupo de los genes maés ricos en GC. Esto
podria explicar los bajos valores observados de GC3 en Mus y Nannospalax: mientras que se
espera un incremento en el GC3 global en el linaje de los roedores mouse-related, se observa una
erosidn linaje especifica en el subgrupo de genes de alto contenido GC3 (Romiguier et al., 2010).
La Figura 3.2 y las figuras suplementarias B-3 y B-4 muestran los resultados de los andlisis de
correspondencia para la composicion nucleotidica, de codones y aminodcidos, respectivamente.
A nivel de codones se observa principalmente una correspondencia con la identidad de las bases
en posiciones 1 a 3 y en definitiva con el contenido GC3. A nivel de aminoécidos esto también es
evidente (e.g. observar MUS y NGA versus OCU y OPR separados segin la primera dimensién),
pero también se observan algunos taxa aislados, como CSO, TSY y ANA. Dado que estos
taxa presentaron la mayor ausencia de datos, y ademds CSO presenta una asociacién con un
aminodcido poco frecuente como M (metionina), es posible que el resultado se encuentre sesgado
por problemas de muestreo (aunque ver las coordenadas de los aminodcidos K e I que son ricos en
AT).
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Figura 3.2: Anadlisis de correspondencia de la composicién nucleotidica de los genes y taxa estudiados.
Los tridngulos azules indican los nucledtidos en las posiciones 1 a 3 de los codones. Los
circulos rojos representan las especies, algunas de las cuales estdn etiquetadas. ANA: A.
nancymaae; BOV: B. taurus; CAR: Carnivora; CJA: C. jacchus; CPO: C. porcellus; CSO:
C. sociabilis; GGO: G. gorilla; MUS: M. musculus; NGA: N. galili; OCU: O. cuniculus;
OGA: O. garnettii; OPR: O. princeps; PER: Perissodactyla; TBE: T. chinensis.

Volviendo al andlisis de codones, en la Figura 3.3 cada simbolo corresponde a una secuencia,

las que se encuentran coloreadas segin su identidad génica. En la Figura B-5 se observa el mismo

gréfico pero las secuencias estdn coloreadas por taxa. De ellas se desprende que hay una mayor

similitud en el uso de codones debido a la identidad del gen que con respecto al linaje muestreado.

Esta homogeneidad por gen permite descartar sesgos importantes en la composicion de codones

que puedan afectar los cdlculos posteriores de las tasas de sustitucién no-sinénima:sinénima.

33



3 Resultados

INS
IGF1
IGF2
‘ IGFBP1
N 1 IGFBP2
1 IGFBP3
IGFBP4
IGFBP5
IGFBP6
! IGFBP7
@ } INSR
! INSRR
IGF1IR
IGF2R
GH1
; GHR
< ! GHRH
} GHRHR
I I I I I

-4 -2 0 2 4

dimension 2 (9.5%)
L

dimension 1 (33.4%)

Figura 3.3: Anadlisis de correspondencia de todas las secuencias de codones. Los simbolos y colores
identifican las secuencias pertenecientes al mismo gen.

3.4 Modelos de ramas y de ramas y sitios implementados en
CODEML

3.4.1 Modelo de ramas

Los resultados del anélisis de ramas implementado en CODEML se muestran en la Tabla 3.4.
Se indican los resultados para el modelo nulo y el modelo alternativo con la conformacién de
ramas blanco con mayor incremento de verosimilitud con respecto al modelo nulo de un solo .
Las estimaciones presentaron convergencia sin importar el valor inicial de @ (se muestran los
resultados para w;,;.;;; = 1, no asi para 0,5 y 2). En tres casos (IGFBP1, IGFBP7 y GHRH) el
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modelo alternativo infirié un valor de @ > 1y los resultados para el modelo con @ = 1, requerido
para la prueba de seleccidn positiva también se indican en la tabla. Como se puede observar, no
hubo evidencia para rechazar el modelo nulo con un tnico valor de ® en el caso de IGF1 y GH1.
Para IGFBP1, IGFBP7 y GHRH el valor de m estimado para platirrinos fue mayor a 1 usando la
rama ancestral de platirrinos como linaje blanco. Para IGFBP1 y GHRH el valor de w es w =2
y o = 1,7, respectivamente. Para IGFBP7 el valor estimado de @ es muy alto (999), y se asocia
a un problema de estimacioén debido a una tasa dS ~ 0. Efectivamente, al realizar la prueba de
seleccidn positiva, solo IGFBP1 mostré una estimacion de o significativamente mayor que 1. En
diez genes, el valor de w inferido para platirrinos (@; en la Tabla 3.4), aunque menor que 1, resulté
mayor que @y y @, lo que condujo a los andlisis con RELAX (ver més adelante). Finalmente,
debido a que la deteccién a nivel de ramas requiere que en promedio, a lo largo de las secuencias,
el valor de @ sea mayor que 1, la prueba es poco potente para detectar seleccién positiva y el
resultado obtenido concuerda en este sentido con lo esperado de antemano.

3.4.2 Modelo de ramas vy sitios

La implementacién de modelos de ramas y sitios resulté mds potente en la identificacién de
linajes con huellas de seleccion positiva (Tabla 3.5). Para un o = 0,1, IGF2, IGFIR, INSRR,
IGF2R, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP4, GHRH y GHRHR mostraron evidencia de seleccion positiva
en Platyrrhini (a nivel de la rama ancestral y/o del clado). Caviomorpha solo mostré6 @™ > 1
significativo en INS, INSR, IGFBP1 e IGFBP6. Sin embargo, en IGFBP6 ningtin sitio presentd
valores de BEB con PP > 0,95. Viendo el conjunto de datos para los genes estudiados, existe
mayor evidencia para inferir procesos de seleccion positiva en la historia evolutiva de Platyrrhini

que en Caviomorpha.

A modo de comentario, al observar los patrones de los posibles sitios bajo seleccidn, se detectan
casos de mucha cercania en el alineamiento. Por ejemplo, considérense los sitios 26, 27 y 28 en
INS o los sitios 291, 293, 294 y 295 en IGF1R. Si bien podria tratarse de dominios hipervariables
bajo la fuerza selectiva (como seria el caso en IGFIR; ver Figura B-6), también es factible de que
existan errores en las secuencias obtenidas de las bases de datos o en el alineamiento propuesto. Es
recomendable al menos tener este punto en cuenta previo a extender en profundidad la discusién

de estos resultados.

Las tablas A-22 a A-38 muestran datos mds completos sobre los resultados de estos modelos de

ramas y sitios en este subconjunto de genes que resultaron con evidencia de seleccién positiva.
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Tabla 3.4: Parametros estimados con los modelos de ramas implementados en CODEML.

Gen Modelo NP Ts/Tv TL wy o)) [0 InL LRT pvalue
INS nulo 45  4,0647 17,0398 0,1822 0,1822  0,1822 -3118,8971

alternativo C 47  4,1438 17,1302 0,1478 0,2837  0,4459 -3108,6684 20,4575 <0,0001
IGF1 nulo 45 3,0600 3,2399 0,0775 0,0775 0,0775 -2612,1745
IGF2 nulo 45  4,2537 3,7639 0,1823 0,1823  0,1823 -3516,4150

alternativo C 47 42496 3,7616 0,1811 0,7710  0,1040 -3511,6327 9,5647 0,0084
INSR nulo 43 3,0541 5,0504 0,0383 0,0383 0,0383  -26697,6916

alternativo C 45  3,0639 5,0769 0,0332 0,2706 0,0457 -26636,6139 122,1554 «0,0001
IGF1R nulo 47  3,3258 4,0830 0,0372 0,0372  0,0372  -23953,4943

alternativoC 49  3,3360 4,1000 0,0328 0,2939 0,0315  -23879,2225 148,5435 «0,0001
INSRR  nulo 45  4,3954 39136 0,0755 0,0755 0,0755  -24480,9216

alternativoD 47  4,4026 13,9218 0,0720 0,1332 0,1896  -24470,3219 21,1993 <0,0001
IGF2R nulo 47  2,9506 6,3559 0,1357 0,1357 0,1357  -63981,7675

alternativoB 49  2,9581 6,3818 0,1287 0,1754 0,1796  -63963,3583 36,8185  «0,0001
IGFBP1 nulo 43 3,2502 8,3040 0,2279 0,2279  0,2279 -7596,1579

alternativo C 45  3,2466 8,3195 10,2028 2,0450 0,1922 -7557,3512 77,6133  «0,0001

wy, 0 =1, 44 3,2351 8,3152 0,2031 11,0000 0,1921 -7560,2982 0,0302 0,0152
IGFBP2 nulo 45 3,3489 4,2598 0,0996 0,0996  0,0996 -4890,2186

alternativo C 47  3,3169 4,2288 0,0978 0,4269  0,0443 -4874,3524 31,7324  «0,0001
IGFBP3 nulo 41  3,4981 5,2803 0,0842 0,0842  0,0842 -4256,7709

alternativo A 43 3,5229 53130 0,0796 0,7253  0,0001 -4243,9038 25,7342  «0,0001
IGFBP4 nulo 45  5,6768 3,2904 0,0564 0,0564  0,0564 -3806,6361

alternativo A 47  5,6808 3,2904 0,0481 0,7226  0,0001 -3784,0806 45,1109  «0,0001
IGFBP5 nulo 45  3,8911 2,7272 0,0372 0,0372  0,0372 -3905,6066

alternativo A 47  3,8971 2,7243 10,0323 0,3882  0,0028 -3891,4413 28,3306  «0,0001
IGFBP6 nulo 47 3,4372 5,6604 0,2766 0,2766  0,2766 -6049,4156

Alternativo C 49  3,4311 5,6545 0,2785 0,9693  0,1897 -6044,2519 10,3274  0,0057
IGFBP7 nulo 43 2,9351 2,7933 0,0886 0,0886  0,0886 -2893,9596

Alternativo A 45 2,9353 12,7882 10,0851 0,0001 999,0000 -2889,0919 9,7354 0,0077

wy,0; =1, 44 29335 27894 0,0853 1,0000 0,0001 -2889,5479 0,9119 0,3396
GH1 nulo 47  4,1743  5,7120 0,1330 NA 0,1330 -5192,4224
GHR nulo 47  3,5840 4,3834 10,3407 0,3407 0,3407  -14297,8530

alternativo C 49  3,5867 4,3875 0,3193 0,6353  0,4545 -14291,9551 11,7959  0,0006
GHRH nulo 43 4,6458 5,7530 0,2768 0,2768  0,2768 -2531,3036

alternativo C 45  4,6461 57655 02616 1,7078  0,3049 -2528,6843 5,2386 0,0221

wy,0; = 1,0, 44 4,6459 57699 0,2615 1,0000 0,3047 -2528,8348 0,3010 0,5833
GHRHR nulo 45  3,7518 5,2971 0,1753 0,1753 0,1753  -10218,3101

alternativo B 47  3,7612 5,3157 0,1629 0,2529  0,2372  -10213,4109  9,7984 0,0017

NOTA: NP: nimero de pardmetros del modelo; Ts/Tv:

cociente entre las tasas de transicion y traversion; TL: largo del arbol en
unidades de nlimero de sustituciones nucleotidicas por codon; NA: no aplicable. Los modelos alternativos A, B, C y D hacen referencia
a las conformaciones de ramas blanco y del background indicadas en la Figura 2.2. Para simplificar la tabla, en los casos de IGF1 y
GHI solo se indican los resultados del modelo nulo. Para GH1 no se consideraron los platirrinos, por lo que el modelo alternativo solo
presentd un @ asociado a la rama ancestral de Caviomorpha o a todo el clado, y otro valor de @ para las ramas del background.



3.5 Modelos implementados en HyPhy

Tabla 3.5: Valor de @™ y sitios bajo seleccién segtin el modelo de ramas y sitios implementado en
CODEML. solo se muestran aquellos genes donde se infirié seleccion positiva en al menos
una de las conformaciones de linajes blanco probadas.

Gen Linaje blanco w4+ pvalue Sitios bajo seleccion (#)
INS clado Caviomorpha 2,0176 0,0484 9,22,26,27,28,34,41, 42,44, 45, 53,70, 97,101, 102 (15)
IGF2 ancestro Platyrrhini 25,5621  0,0013 129, 136 (2)
clado Platyrrhini 5,3933 0,0570 129, 136 (2)
INSR ancestro Caviomorpha 17,9400  0,0743  185(1)
IGFIR ancestro Platyrrhini 3,4362 0,0008 24,280, 291, 293, 294, 295, 315, 320, 442, 558, 694 (11)
INSRR  clado Platyrrhini 2,7946 0,0906 710, 718, 1008 (3)
IGF2R ancestro Platyrrhini 21,8997  0,0048 2023 (1)
IGFBP1  ancestro Platyrrhini 5,8759  «0,0001 40,42, 69, 74, 85, 113, 122, 128, 138, 158, 177, 184, 201 (13)
clado Platyrrhini 2,8630 0,0001 40, 42,70, 74,98,99, 113, 117, 118, 122, 125, 126, 128, 138, 150, 195, 201, 234, 242 (19)
clado Caviomorpha 6,3711 0,0880 7 (1)
IGFBP2  ancestro Platyrrhini 3,4911 0,0894 134,139 (2)
IGFBP4  ancestro Platyrrhini 7,2375 0,0174 20, 164, 193 (3)
IGFBP6 ancestro Caviomorpha 64,4237 0,0759 NA (0)
GHRH ancestro Platyrrhini 64,0947  0,0013 105 (1)
clado Platyrrhini 11,4519  0,0657 105 (1)
GHRHR  ancestro Platyrrhini 531,7692  0,0085 205 (1)
clado Platyrrhini 4,0045 0,0012 128, 205, 249, 256, 259, 260, 267 (7)

NoOTA: Los linajes blancos siguen las conformaciones especificadas en la Figura 2.3. Se indican las estimaciones de @ y el valor de
pvalue resultante del LRT entre el modelo que deja libre @' y uno nulo en el que @™ se fija a 1. Con fondo naranja se indican pvalues
menores a 0,05. Finalmente se indica la identidad de los sitios inferidos con @ > 1 en el linaje blanco (con BEB > 0,95) y el total
entre paréntesis. Los sitios se encuentran numerados segin su posicién en los alineamientos obtenidos en este trabajo. NA: no aplica.

3.5 Modelos implementados en HyPhy

3.56.1 BSREL, aBSREL y BUSTED

Los resultados obtenidos por BSREL y aBSREL fueron muy similares y se presentan en la
Tabla 3.6 (BSREL) y en las tablas suplementarias A-39 a A-44 (aBSREL). Con respecto a los faxa
de interés, los resultados son iguales salvo dos linajes en los genes IGF2 y GHRH que presentan
seleccion positiva segin BSREL y @ > 1 aunque no estadisticamente significativo segiin aBSREL.
Esta similitud es concordante con lo propuesto por Kosakovsky Pond y colaboradores (2015),
donde el método aBSREL se plantea directamente como una estrategia optimizada de BSREL,
adaptada a cada juego de datos. En los genes estudiados, la mayor parte de las ramas se modelaron
mediante una distribucién con una tnica clase de sitios, y solo unas pocas ramas requirieron ser

ajustadas a una distribucién con dos valores de m.

En histricognatos estos métodos de efectos aleatorios han detectado evidencia de seleccién
positiva solo en INSR (en la rama que conduce a Octodontoidea), IGFBP2 (en Fukomys) e IGFBP6
(en Octodon). Siete veces fue detectada seleccion diversificadora en platirrinos (IGF2, IGFIR,
INSRR, IGF2R, IGFBP1, GHRH y GHRHR), en general en la rama ancestral del grupo (IGF2,
IGF1R, IGFBP1 y GHRH). En IGF1, IGF1R, IGF2R, IGFBP2, IGFBP5 y GHRH se infirieron

valores de @ > 1 en linajes distintos de Platyrrhini e Hystricognathi, resaltando la importancia de
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utilizar modelos de sustitucién de codones que no restringen la presencia de seleccion positiva a

unas pocas ramas de la topologia.

Los resultados de BUSTED para las combinaciones de genes y configuracion de ramas blanco
que resultaron bajo seleccion positiva se indican en las tablas A-45 a A-47. En Platyrrhini los genes
IGF2, IGFI1R, INSRR, IGF2R, IGFBP1, GHRH y GHRHR mostraron evidencia de seleccién
episddica diversificadora en la rama ancestral y/o en todo el clado. En caviomorfos INSR e
IGFBP6 mostraron ocurrencia de seleccion positiva a nivel de clado mientras que, IGFBP2 resulté
bajo seleccién positiva cuando la rama ancestral de Hystricognathi se configuré como rama blanco.
Con respecto a los linajes de interés, los resultados de BUSTED son totalmente concordantes con
los obtenidos mediante BSREL/aBSREL.

Con respecto a la comparacién entre estos resultados obtenidos con HyPhy y los obtenidos
con el modelo de ramas y sitios implementado en CODEML la concordancia es alta (Tabla 3.7):
siete genes (IGF2, IGF1R, INSRR, IGF2R, IGFBP1, GHRH y GHRHR) en Platyrrhini y dos en
Caviomorpha (INSR e IGFBP6) presentaron huellas de seleccién con ambos grupos de anélisis.
En dos casos en platirrinos (IGFBP2 e IGFBP4) y dos en caviomorfos (INS e IGFBP1) se obtuvo
evidencia de seleccion positiva con CODEML pero no asi con los métodos implementados en
HyPhy. Con respecto a IGFBP2, se detect6 seleccion positiva en Fukomys y en la rama ancestral
de Hystricognathi con los métodos implementados en HyPhy, pero no se puso a prueba esta rama
al momento de correr el modelo de ramas y sitios en CODEML. Este podria ser un caso donde
la existencia de seleccién positiva en ramas seleccionadas como background (como Fukomys
y el ancestro de histricognatos) genera un sesgo en las estimaciones realizadas por CODEML,
conduciendo a un resultado falso positivo para la rama ancestral de Platyrrhini. Algo similar podria
estar sucediendo con IGFBP1, donde la ocurrencia de seleccion positiva en platirrinos generaria
falsos positivos cuando en CODEML se analiza Caviomorpha como el linaje blanco. Con respecto
a INS en Caviomorpha, los modelos implementados en HyPhy detectan valores de @ mayores a

5, pero en ningtn caso el resultado es estadisticamente significativo.

3.6.2 MEME

MEME es un método de sitios, aunque también permite explorar en qué ramas de la filogenia el
episodio selectivo habria ocurrido. El niimero de sitios detectados en cada gen dependera en parte
del nimero de codones analizados por gen, asi como de la cantidad de cambio acumulado en cada
rama de la filogenia. Es por esto que los resultados de MEME son presentados en el contexto del
nimero de codones analizado por gen y de los largos de rama de la filogenia. En la Figura B-7
se muestra el drbol mitocondrial obtenido a partir de los 12 genes codificantes de proteinas de la

hebra pesada (tercera posicién excluida); las ramas representan tasas de sustitucién por nucleétido



3.5 Modelos implementados en HyPhy

‘BjIdou

U uorejesar as ofeqen 9s9 ered [edrourd sexdyur op uos anb uordd9[es ofeq saleur] o 1 ‘0 > 0 eied BIOPROYISIOAIP UOIOJ[IS ofeq sewer uorejuasald ou YHO A THO ‘LdFADI ‘pddADI ‘€d9IDI ‘SNI :VLON

1000°0” 1000°0”  1081°6Y  +¥9€0°0  01S0°9SI €090°0  0000°T  1€06°0  2O0T°0 €LEV0 X)) JHIHD
¢8¥0°0 1000 9L61'6  SOTO'0  000L'L9T 8700°0  0000°T  L¥PL60  0000°1 8LTY'T uryLIye[d oxsadue
6020°0 €000°0  806L°0T  LSSO'0  0000°00001  0000°0 961€0 €FI60 688C°0 8¥SE0 snpy HYHD
€800°0 T000°0  €LL9TT  8S00°0  0000°00001  SEVO'0  8SEV0  LOS6'0  6VEV0 €915°0 uopopO  9dd4O1
L1900 ¥100°0 8888  I¥00°0 000000001  9600°0 0000°0 €986°0 0000°0 90120 osuod  SAAADI
1000°0”» 1000°0”  6£09°LT  T6LO0 SSr6'61 02000 20100 68160 66000 81S1°0 smisin]
1000°0» 1000°0»  8I8E'SE  69¥0°0  0000°00001  TIEO'0 00000 6IT60  0000°0 91¥€0 skwoyn,y  TIIADI
¥800°0 T000°0  €06¥TI  $860°0 8ST6SI 8000°0  0000°T 80060  0000°1 1Tr6°1 urydye|d onsdue  [Jga01
L8¥0°0 T100°0  SO¥I'6 76000 €Y67°69 20600 02260 S006°0  8¥LO0 ZI91°0 Sn3D]012LUQO
12v0°0 11000 L¥SY'6  $200°0 SI88YS 8000°0 SSLI'0 89660 6LLIO Y1120 Und + OUiof] O1sadue
LTEO0 8000°0 1€96'6  S000°0  0000°0000T L0000 TL600 88660  1L60°0 9501°0 XLIYIID)
¥010°0 T000°0  SOCITI  0£00'0  086%°801 SE00°0  SLSTO  S€66°0  08STO 96870 Hunng
21000 1000°0»  LSIE9T  SOIO0  0090°SSIT  €0€0°0  9LSL'O T6S6°0  LPSO0 €600 s&utopno]
1000°0”» 1000°0”»  8PCT9C  8II0°0  00SY9CLL  +¥980°0 6L18°0 SI060 +<0I°0 €781°0 ANUT
1000°0» 1000°0»  99LS°0L  €S00°0  00SS'6CTLI ~ 9S€0°0  €TTED  16S60  LELTO 144840 uvd p ()
65000 10000 68€T'ET  ¥€00°0  0TOL'OSy  S000°0 SI6I'0 19660 SI6I0 98€T°0 XLIYIID) HASNI
¥000°0 1000°0»  T6SE'ST  LEIOO 91I¥1°CE 16000 LSE80 TLL6O  ¥6¥T0 69t€°0 uryLIfye[d oxsadue
1000°0”» 1000°0”  6L9%'FE  €¢I00  0000°0000T  €S00°0  90¥I°0 #0860  80T0O°0 $190°0 sn8pjo1LiQ ATADI
LLTO0 L0000 TG9TOI  8610°0 60VL'L 9000°0  0000°T  96L6°0  ¥THO'0 TSIT0 skwioua;) + uopopsQ oxsadue ASNI
¥0L0°0 91000  €8¥9'8  S1€0°0 0€TH'Se 0S10°0  86LED  SES60  0L8E0 6888°0 uryLIye[d oxsadue (4 R)]
9SL0°0 8100°0  08IS8  9810°0 €L0T'S8 r00°0  S6CCT0  0LL60  ¥6TT0 8L0OE0 snpy 1491
0p139110d anppad  angpad Id1 d Lo ad [£U] Id o orpdwoid ® uonIIAs ofeq ewrey udn)

‘1°0 > 0 un ered BIOPROYISIOAIP UOTIIJ[AS Ofeq SBWRT UOIANSIXS 9pUOp sauas sof[onbe ered THYSH ap sopeInsoy :9°¢ ejqe

39



3 Resultados

Tabla 3.7: Restimen de resultados de los andlisis de codones.

Metodo INS  IGFI IGF2 INSR  IGFIR INSRR  IGF2R IGFBP1  IGFBP2 IGFBP3 IGFBP4 IGFBP5S IGFBP6 IGFBP7 GHI GHR  GHRH GHRHR
Platyrrhini

| CODEML: Branch | L | | | | oA | | | | | [ NA | | | |
| CODEML:BS | | layced)| [AQD | €O | A Ayca319)| AQ@ | _AQ | | | EN |Aycd. D] Aycdd |
| BSREL | N | A | ex |syex A | | | | | | | | A | x|
| aBSREL | | A ] | A | e | syex A | | | | | | | | A mcxam
| BUSTED | B | A | c | ayc  ayc | | | | | | EN | Ayc | Ayc |
| MEME | | | | Ac | A | Cc | AcC AC | A | A A | A ] | lac| ac | A | ac |
| RELAX | k=061 | k=071 | k=135 | k=021 | k=035 | k=084 | k=0,59 k~0 | k=023 | k=063 k=0.18 | k=043 | k=091 | k=085 | NA | k=083 | k=0,66 | k=21,57 |
Hystricognathi (Caviomorpha)

| CODEML: Branch | | | | | | | | | | | | | | || | | |
| copEML:BS | | [ A® | | | L comy | | | | [A© | I | | |
| BSREL | | | I | | | I | | I || | | |
| aBSREL | | | |_oc | | | | I | | | | | | |
| BUSTED | | | | | | | | | | I || | | |
| MEME |CPAH P | CPAH |ACPAH|CPAH|ACPAH|ACPAH CPAH | CP | C P | CP |[CPAH| C | CP |CAHP | ¢ | aAc |

NOTA: Los resultados se separaron por clados de interés, atn cuando varios de ellos se generaron al unisono. Para los andlisis en CODEML (Branch y BS) y BUSTED, se indic6 si se detecté seleccion en la
rama ancestral (A) o en el clado (C), segtn fuera el linaje blanco utilizado (Figura 2.2 y Figura 2.3). En BUSTED la rama ancestral de Hystricognathi se simbolizé como H. Para BS se muestra entre paréntesis
el nimero de sitios bajo seleccion detectados por BEB. En el caso de BSREL y aBSREL que ponen a prueba todas las ramas de la topologia, las ramas bajo seleccion incluyeron, ademds de la ancestral (A), a
Callithrix (CX), Saimiri (S), Fukomys (F), Octodon (O) y a la rama ancestral de Octodon + Ctenomys (AOC). En Platyrrhini se indica si existi6 al menos un sitio bajo seleccion positiva sugerido por MEME en la
rama ancestral (A) y/o en el clado de interés (C). En histricognatos los resultados de MEME se indican como ancestro de Caviomorpha (A), Caviomorpha (C), Phiomorpha (P) o ancestro de Hystricognathi (AH).
En RELAX se indica el valor k resultante de la comparacién de Platyrrhini con respecto a los restantes euarcontos. En color se indican los resultados significativos para & = 0.1. En MEME no se consideraron los
valores corregidos por miiltiple prueba de hipétesis y para los andlisis d¢ CODEML estos no se calcularon.
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ya que no se calcularon largos absolutos. Vale aclarar que esta filogenia mitocondrial es pertinente

en la interpretacion de todos los resultados obtenidos, no solo en la inferencia con MEME.

En la Tabla 3.8 se indica el nimero de sitios inferidos bajo seleccioén positiva para cada gen. El
valor se presenta como el total de sitios bajo seleccion episddica y también como el porcentaje de
sitios con respecto al nimero de codones analizado por gen. De los 9.902 codones analizados, 640
presentaron evidencia de seleccion positiva (6,5%). Algo mds de la tercera parte de estos sitios
(252) pertenecen al gen IGF2R, el gen mds largo de los estudiados, que aporta alrededor del 25%
de los codones analizados. En general los genes presentaron pocos sitios bajo seleccion positiva,
aunque cuatro mostraron valores cercanos al 10% (INS, IGF2R, IGFBP6, GHRH) y dos entre 13 y
15% (GHR e IGF2, respectivamente). La Tabla 3.8 también muestra las posibles ramas en las que
la seleccién natural habria actuado sobre estos sitios. En las ramas internas se utilizé el nombre
del clado y un asterisco para indicar la rama ancestral del clado, mientras que para otras ramas
se indicaron los nodos limitantes, siguiendo la numeracién de la Figura B-7. Esta informacion se
complementa con la Figura 3.4, donde en cada rama se grafica el nimero de sitios bajo seleccién
episddica en todos los genes excepto IGF2R, el nimero de sitios bajo seleccion episddica en
IGF2R y el nimero de genes distintos que presentaron al menos un sitio bajo seleccién. En lineas
generales se observa una correspondencia entre el largo de las ramas (que es proporcional a la
tasa de sustitucion por nucleétido) y la cantidad de sitios detectados por MEME. Sin embargo
se pueden detectar patrones particulares. Por ejemplo, para un largo de rama similar, Fukomys
presenta el triple de sitios que su linaje hermano Heterocephalus. En los grupos de interés,
Platyrrhini, Caviomorpha y también Hystricognathi, los episodios selectivos se distribuyen tanto
en las ramas internas como en la ancestral del clado. La rama que conduce a Hystricognathi y la
que conduce a Caviomorpha aparentan una acumulacién de sitios bajo seleccion positiva para el
largo que presentan si se las compara, por ejemplo, con lo que ocurre en la rama que conduce al

clado mouse-related o en la rama ancestral de Simiiformes.

Si bien el método de ramas y sitios implementado en CODEML vy el de sitios MEME son
diferentes, la existencia de concordancia en algunos sitios sefialados bajo seleccién por ambos
métodos podria tomarse como un mayor apoyo a que esos sitios presenten efectivamente huellas
de seleccién positiva. Para IGF1R los dos sitios bajo seleccién segin MEME, que ocurririan en la
rama ancestral de Platyrrhini, estuvieron entre los 11 sitios sefalados por BEB en CODEML con
PP > 0,95 (codones 315 y 442 del alineamiento). Para INSRR, tanto CODEML como MEME
identificaron tres sitios en platirrinos, siendo dos de ellos coincidentes (sitios 718 y 1008). En
IGF2R, de los nueve sitios identificados por MEME con un EBF mayor a 20 en la rama ancestral
de platirrinos, el sitio 2.023 coincidié con el tnico sitio identificado bajo selecciéon por CODEML.
De los cinco sitios de IGFBP1 detectados por MEME bajo seleccion en alguna rama de platirrinos,
cuatro estdn comprendidos en los casi 20 sitios detectados por BEB (sitios 40, 74, 117 y 201). Para

IGFBP4, el sitio 164 es sefialado bajo seleccidn positiva por ambos métodos (de uno y tres sitios
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Tabla 3.8: Resultados de MEME por gen y por rama.

Rama 7 Total INS IGF1 IGF2 INSR IGFIR INSRR IGF2R IGBP1 IGFBP2 IGFBP3 IGFBP4 IGFBP5 IGFBP6 IGFBP7 GH1 GHR GHRH GHRHR
Homo 6 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2
Gorilla 11 0 0 1 0 0 1 8 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Macaca 10 0 0 0 1 0 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Aotus 8 0 0 0 0 0 1 3 1 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0
Saimiri 19 0 0 0 2 0 1 11 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 1
Callithrix 13 0 0 0 0 0 3 5 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4
Tarsius 17 0 0 0 1 0 0 4 1 4 0 1 0 0 0 2 2 0 2
Microcebus 39 0 0 3 0 2 3 18 1 1 0 0 0 3 0 1 5 1 1
Tupaia 28 0 0 0 1 2 1 12 1 0 0 0 1 0 0 0 9 0 1
Ochotona 21 2 0 0 1 4 0 7 0 1 0 0 0 2 0 0 4 0 0
Oryctolagus 20 0 0 3 0 7 0 7 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0
Ictidomys 24 0 0 0 4 2 2 9 1 0 0 0 1 0 0 2 2 0 1
Mus 30 1 1 2 2 1 2 12 0 1 0 0 1 0 1 0 2 2 2
Nannospalax 16 0 0 1 3 0 0 5 0 0 0 0 0 1 1 0 3 1 1
Dipodomys 35 0 0 4 2 5 1 10 0 0 0 1 0 2 1 1 7 2 1
Fukomys 25 0 0 1 5 1 0 9 1 5 0 0 0 1 0 0 2 0 0
Heterocephalus | 8 1 0 0 1 1 0 2 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
Octodon 10 1 0 0 1 0 2 3 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
Ctenomys 11 0 0 1 1 1 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Chinchilla 20 3 0 1 0 0 1 6 0 0 1 0 1 0 1 2 3 1 0
Cavia 23 0 0 2 0 2 2 5 1 1 0 0 0 1 1 1 7 0 0
Bos 24 0 0 5 1 1 3 10 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0
Equus 19 1 0 0 2 1 2 8 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 2
Canis 23 0 0 1 1 0 0 13 2 0 0 0 0 1 0 0 3 1 1
25..26 2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
*Primates 3 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28..29 2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
29..30 15 0 0 0 0 0 1 5 0 0 0 0 0 1 0 2 6 0 0
*Catarrhini 9 0 0 0 1 0 1 4 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
*Hominidae 14 0 0 0 1 0 1 9 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0
*Platyrrhini 28 0 0 0 2 2 0 9 4 1 1 1 1 1 0 1 3 1 1
*Glires 8 0 0 0 2 1 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
*Lagomorpha 12 0 0 1 2 1 1 5 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
*Rodentia 4 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
37..38 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
38..39 3 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
39..40 12 0 0 0 1 1 1 3 0 0 0 0 0 3 1 0 2 0 0
*Hystricognathi | 22 1 0 2 0 1 2 7 2 0 0 0 0 2 0 0 5 0 0
*Phiomorpha 9 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 2 0 0 0 1 1 0 0
*Caviomorpha | 9 0 0 0 2 0 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
43.44 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
*QOctodontoidea | 11 0 0 0 5 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 0
*Laurasiatheria | 11 0 0 0 2 0 0 8 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
46..47 4 0 0 0 1 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total de sitios | 640 11 2 28 50 40 39 252 17 17 3 7 6 25 7 19 85 11 24
# codones 9902 109 153 179 1344 1367 1299 2450 246 247 202 233 270 235 198 215 630 106 419 I
% sitios 6,5 10,1 1,3 15,6 3,7 29 3,0 10,3 6,9 6,9 1,5 3,0 22 10,6 35 8,8 135 104 5,7 =

NOTA: Para cada gen se indica el total de sitios analizados (nimero de codones) y el total de sitios inferidos bajo seleccion positiva por MEME, asi como su porcentaje. El resultado también se desglosa por
rama, indicdndose las ramas segtn la Figura B-7. Las ramas internas se identifican usando los dos nodos que las delimitan o con el nombre del clado que definen (acompafiado por un asterisco). Asi *Primates,
*Catarrhini, *Hominidae, *Platyrrhini, *Glires, *Lagomorpha, *Rodentia, *Hystricognathi, *Phiomorpha, *Caviomorpha, *Octodontoidea y *Laurasiatheria, se corresponden con las ramas 27..28, 30..31, 31..32,

30..33, 26..35, 35..36, 35..37, 40..41, 41..42, 41..43, 44..45 y 25..46 de la Figura B-7, respectivamente.
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detectados por MEME y CODEML, respectivamente). En GHRH, el tnico sitio detectado usando
cada modelo es coincidente (sitio 105) mientras que, en GHRHR, cuatro sitios (posiciones 205,
249, 259 y 267 del alineamiento) coinciden entre los ocho detectados por MEME y los siete por
el modelo branch-site de CODEML. Con respecto a Caviomorpha, la cantidad de sitios inferidos
bajo seleccién fue menor y las Unicas coincidencias se dan en el sitio 53 de INS (de un total de
cuatro sitios detectados por MEME y 15 por CODEML) y en la posicién 185 de INSR (entre
cuatro sitios inferidos por MEME en alguna rama de caviomorfos y uno por el modelo de ramas y
sitios implementado en CODEML).

3.5.3 Relajacién de la seleccién en Platyrrhini

RELAX permite estimar una constante k£ que indica el cambio en la intensidad de la seleccién
de un grupo de ramas de prueba con respecto a otro grupo de ramas de referencia del arbol.
Se concluye que la seleccidon en las ramas de prueba se intensifico si kK > 1 o relajé si k < 1,
relativo a las ramas de referencia. En la Tabla 3.7 y en la suplementaria A-48 se indican los
valores inferidos de k resultantes de la comparacién de Platyrrhini con respecto a los restantes
euarcontos (Figura 2.3 C). Para un valor de significanciade a =0, 1, los genes INS, INSR, IGF1R,
INSRR, IGF2R, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5 y GHRHR mostraron cambios en
la intensidad de la seleccidn, con valores de k siempre < 1, excepto GHRHR que present6 un valor
de k mayor a 20. Estos resultados son concordantes con lo observado con los primeros resultados
obtenidos a partir del modelo de ramas en CODEML (comparar los valores de @; con los de ay
y @, en la Tabla 3.4). RELAX calcula también los valores del cociente @ y proporcién de stios
bajo seleccion purificadora fuerte (@;), bajo seleccién purificadora débil (@,) y bajo seleccién
positiva (@3). Los cambios en los valores de @ entre las ramas del clado Platyrrhini y los restantes
euarcontos se muestran en la Figura 3.5 y la Tabla A-48 para estos genes con valores de k # 1
en forma significativa. Como se desprende de la figura, en todos los casos excepto GHRHR, los
valores de @; y @» son mayores en platirrinos, mientras que el valor de w; disminuye con respecto
a las ramas de referencia. Atn cuando existan algunos sitios bajo seleccién positiva, el mayor
cambio estaria asociado a una relajacion de la seleccion purificadora. El cambio mds llamativo es
en el gen IGFBP1, donde los tres valores de @ en Platyrrhini convergen a 1, segtin las estimaciones
del modelo. En el caso de GHRHR, la seleccion purificadora se intensifica, pero ocurre un mayor
aumento de la fuerza de la seleccién positiva, conduciendo a un valor final del pardmetro k elevado
(k=121,57).
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3.6 Resultados especificos en Hystricognathi

3.6.1 Insulina

La evidencia indica que existe una regulacién diferente en el crecimiento pre y post-natal en
histricognatos (e.g. Mitchell et al., 1954; Wriston, 1981; Levinovitz et al., 1992; Keightley y
Fuller, 1996). Con respecto a la insulina, la de histricognatos es incapaz de asociarse en hexdmeros
de almacenamiento, tiene menor actividad bioldgica (la respuesta glicémica maxima es como
en otros mamiferos, aunque para dosis mayores de insulina), mayor capacidad promotora del
crecimiento y se podria unir a receptores adicionales como el de PDGF (platelet-derived growth
factor; Bajaj et al., 1986; Horuk et al., 1979; King y Kahn, 1981; King et al., 1983; Opazo et
al., 2004; Zimmerman et al., 1974). Opazo y colaboradores (2005) obtuvieron las secuencias
completas de los péptidos de insulina para 21 especies de caviomorfos, y encontraron evidencia
de seleccioén positiva en los sitios B17, B18, B20, B22 y A13. Todos ellos forman parte del
segundo sitio de unidén de la insulina a su receptor y estdn también involucrados en la formacién
de hexameros en las insulinas de los otros mamiferos, por lo que su cambio contribuiria en la
incapacidad de formar hexdmeros asi como en las diferentes propiedades biolégicas de estas
insulinas de histricognatos (De Meyts, 1994, 2004; Opazo et al., 2005). Los autores reportan
valores heterogéneos del cociente w entre los diferentes linajes de caviomorfos, en concordancia
con los diferentes niveles de cambio en las propiedades bioldgicas de las insulinas reportados (e.g.

menor cambio en Chinchilloidea y mayor cambio en Octodontoidea).

Excepto el sitio B22, los restantes cuatro sitios encontrados bajo seleccién positiva por Opazo
y colaboradores (B17, B18, B20 y A13), fueron también indicados bajo seleccién positiva por
los andlisis de ramas y sitios con CODEML realizados en este trabajo (Tabla A-22). Otros sitios
indicados bajo seleccién positiva por el andlisis de ramas y stios fueron: S9, S22, B2, B3, B4,
B10, B21, B29, C14, A9 y A12. MEME reporté los sitios B29 (también en CODEML), B30
y C12 bajo seleccion positiva en algin linaje de Hystricognathi (Tabla 3.8). El alineamiento
construido para este gen de insulina se presenta en la Figura 3.6, donde también se indica la
estructura de la pre-proinsulina y los sitios identificados bajo seleccion positiva segin MEME y
CODEML (este trabajo) y Opazo et al. (2005). De los sitios detectados en este trabajo y no
en Opazo et al. (2005), el sitio B10 es de especial interés. En las insulinas no histricognatas,
este sitio coordina zinc e interviene en la formacién de los hexdmeros de almacenamiento (Bajaj
et al., 1986; De Meyts, 2004). En humanos el cambio de histidina a 4cido aspartico es una
variante conocida (rs121918101 en dbSNP 146; Sherry et al., 2001), con efectos deletéreos
predichos segun SIFT (SIFT = 0,01; Kumar et al., 2009) y PolyPhen (PolyPhen = 0,934;
Adzhubei et al., 2013), y evidencia de patogenicidad con hiper-proinsulinemia y superactividad
(Chan et al., 1987; Schwartz et al., 1987). Es de esperar entonces que el cambio de histidina a
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asparagina en Octodontoidea y Cavioidea tenga consecuencias en las propiedades bioldgicas de

estas insulinas.

Los sitios C12 y C14 pertenecen al péptido C, un segmento de conexidn que tiene un papel
clave en el correcto plegamiento de la proinsulina y apareamiento de las cadenas A y B en el
reticulo endoplasmatico, previo a su escision para la generacién de la insulina madura. Entre
otras restricciones estructurales, el péptido C debe ser flexible durante el plegamiento y una regién
central rica en glicinas lo permite (Steiner, 2004). En el plegamiento final, los péptidos C se
encuentran como bucles sin estructura en el exterior de la molécula, de modo de no interferir con
las interacciones entre las cadenas A y B, ni con el proceso de dimerizacion o hexamerizacién
estabilizada por zinc. Los sitios C12 y C14 sefialados por los andlisis de seleccién forman parte
de esta regién rica en glicinas y, considerando ademads el alineamiento de la Figura 3.6, se puede
observar la disminucién del contenido de este residuo en histricognatos. En humanos se conocen
variantes deletéreas para estos sitios, lo que refuerza la idea de que las sustituciones producirian un
cambio en las propiedades de plegado de la prohormona, contribuyendo también en las diferentes
caracterfsticas de las insulinas de histricognatos, incluida su incapacidad de auto-asociacién en
hexameros. Finalmente, luego de la escision, el péptido C es almacenado y liberado junto a
la insulina activa habiéndose acumulado en los dltimos afios evidencia de posibles funciones
fisioldgicas para el mismo (ver bibliografia citada en Steiner, 2004; Wang et al., 2012). En
el caso de confirmarse actividades enddcrinas propias del péptido C, los sitios indicados bajo
seleccidn positiva deberian discutirse en el nuevo contexto (e.g. sitios de unidn a un receptor atn

no identificado).

Volviendo al alineamiento de la Figura 3.6, se observa cémo los diferentes linajes en
Hystricognathi presentan diferentes sustituciones aminoacidicas en INS, en concordancia con lo
previamente establecido (Bajaj et al., 1986; Opazo et al., 2005; Zimmerman et al., 1974). Se
confirma que no existe ninguna sustitucién aminoacidica que sea caracteristica de Hystricognathi
o Caviomorpha (Horuk et al., 1980). Por otra parte, en Octodontoidea la fenilalanina B24 esta
ausente mientras que ganaron los residuos valina y prolina en el extremo C-terminal del péptido A
(Nishi y Steiner, 1990; Opazo et al., 2005). Si bien el nimero de sustituciones en Octodontoidea
no se aparta mucho de lo que ocurre en Cavioidea, estas inserciones y deleciones la convierten
en la insulina mds divergente del grupo, en concordancia con sus propiedades bioldgicas mas
extremas (Horuk et al., 1979; King y Kahn, 1981; King et al., 1983; Bajaj et al., 1986). Cabe
recordar que los cambios de tipo indel no son considerados en los modelos implementados por
CODEML o MEME, por lo que el nivel de divergencia esta siendo subestimado cuando se calcula
o (Opazo et al., 2005).
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. *H_o , 20 * .* * 30 *_ ¢mw* *.* 50 * . 60 ) * ¢.no ) 80 ) 90 ) uuonw.n* ) 110
homo MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNOQHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPG-AGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN - -
gorilla MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNOHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPG-AGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN - -
macaca MALWMRLLPLLALLALWGPDPAPAFVNOHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDPQVGQVELGGGPG -AGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN - -
saimiri MALWMHLLPLLALLALWGPEPAPAFVNOQHLCGPHLVEALYLVCGERGFFYAPKTRREAEDPQVGQAELGGGS!| -TGSLSS--LEGLLQKRGVVDQCCTSICSLYQLQNYCN - -
aotus MALWMHLLPLLALLALWGPEPAPAFVNOHLCGPHLVEALYLVCGERGFFYAPKTRREAEDLQVGQVELGGGS!| -TGSLPP--LEGPLQKRGVVDQCCTSICSLYQLQNYCN - -
callithrix MAPWMPLLPLLALLALWGPEPAPAFVNQHLCGPHLVEALY LVCGERGFFYAPKTRREAEDLQVGQVELGGGS!| -TGSLP - -ALEGPLQKRGVVDQCCTSICSLYQLQNYCN - -
otolemur MAVWMRLLPLLALLALWGPEPAPAFVNOHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPKARRDTEDPQVGQVGLGGSP I -TGDLQSLALDVPPQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN - -
tupaia MALWTCFLPLLTLLALWGPEPAPAFVNOQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREVEDSQ -GQVELRGP - - -AGSLQPLALEVPPQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN - -
ochotona MALWTRLLPLLALLIVWGPDPAQAFVNOQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYMPKARRDVDELQ ----- - - GEPGRLSTHQGRPAELALQKRGVVEQCCSSICSLYQLENYCN - -
oryctolagus MAPWPRLLPLLALLVLCRLDPAQAFVNOQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRREVEELQ-GELTCSG----AGGLQPSALELALQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCT - -
ictidomys MALWTRLLPLLALLALLGPDPAQAFVNOQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRREVEEQQGGQVELGGGPG-AGLPQPLALEMALQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN - -
ins1_mus MALLVHFLPLLALLALWEPKPTQAFVKOHLCGPHLVEALY LVCGERGFFYTPKSRREVEDPQVEQLELGGSP - - -GDLQTLALEVARQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN - -
ins2_mus MALWMRFLPLLALLFLWESHPTQAFVKOHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPMSRREVEDPQVAQLELGGGPG-AGDLQTLALEVAQQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN - -
dipodomys MALWTRLLPLLALLALWGACPAQAFVNOQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRRDAEDTQVGQLELGGG--------- LALDLPPQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN - -

nannospalax MALWMRLLPLLALLAFWGPNPGQAFVNOQHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPKSRREVEDPQVGQMELPGGPG -AGSPQSLALEAALQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN - -
APWMRLLAVLALLALWWPDTAQAFVNRHLCGSHLVEALYRACGDDGFFYKPKERRELEDPQVGQAELDMDPE -AGGLQPLALEVALQKRGIVDQCCNGICSLYQLKNYCN - -
ALWMRLLAVLALLALWRPDTAQAFVNRHLCGSHLVEALYLVCGDNGFFYTPKERRELENLQVGQAEPGMGLE -AGGLQPLAQELALQKRGIVDQCCNSICSLYQLQNYCN - -
APWMRLLAVLALLALGGPNSAQAFVNKHLCGSHLVDALY LVCGDRGFFYTPMARRELEDPQVGQADAGVVPE -AGRLQPLALEMTLQKRGIVDQCCTSICTLYQLENYCN - -
APWMHLLTVLALLALWGPNSVQAYSSQHLCGSNLVEALYMTCGRSG -FYRPHDRRELEDLQVEQAELGLE - - -AGGLQPSALEMI LQKRGIVDQCCNNICTENQLQNYCNVP)

ALWMHLLTVLALLALWGPNTGQAFVSRHLCGSNLVETLYSVCOQDDGFFY | PKDRRELEDPQVEQTELGMGLG -AGGLQPLALEMALQKRGIVDQCCTGTCTRHQLQSYCN - -

bos MALWTRLAPLLALLALWAPAPARAFVNOQHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPKARREVEGPQVGALELAGGPG -AGG- - - - - LEGPPQKRGIVEQCCASVCSLYQLENYCN - -
equus MALWTRLLPLLALLALWSPSPARAFVNOHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPKARREAEDPQVGQEELGGGPG-LGGLQPLALAGPQQKRGIVEQCCTGICSLYQLENYCN - -
canis MALWMRLLPLLALLALWAPAPTRAFVNQHLCGSHLVEALYLVMCGERGFFYTPKARREVED LQVRDVELAGAPG-EGGLQPLALEGALQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN - -
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Figura 3.6: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas del gen INS mostrando los sitios detectados bajo seleccién positiva en Hystricognathi. Se resaltan
las secuencias correspondientes a Caviomorpha (rojo) y Phiomorpha (azul). En la estructura de la pre-pro-insulina, S, B, C y A indican los sitios
correspondientes al péptido sefnal y a los péptidos B, C y A, respectivamente. Se observa la mayor conservacion de las posiciones correspondientes a
los péptidos B y A, que son los que aparecen en la hormona madura. Los sitios sobre fondo rojo son los que resultaron bajo seleccidn positiva en dos
instancias (B17, B18, B20 y A13 fueron detectados por Opazo et al., 2005 y CODEML en este trabajo; el sitio B29 fue detectado por MEME y CODEML
en este trabajo); el sitio B22 sobre fondo naranja fue detectado solo por Opazo et al. (2005); los sitios con fondo gris fueron los detectados solo por
MEME,; los sitios con fondo verde fueron detectados solo por CODEML en este trabajo. Para los sitios mencionados, los asteriscos rojos indican que
los sitios han sido referidos por De Meyts (2004) como participantes de la superficie formadora de hexdmeros en las insulinas no histricognatas. Los
asteriscos azules indican sitios que en humano tienen variantes alélicas en las que existe cambio de aminodcido y son conocidos sus efectos patogénicos
o predichos por SIFT (Kumar et al., 2009) o PolyPhen (Adzhubei et al., 2013). Los datos de variantes (dAbSNP; Sherry et al., 2001), SIFT y PolyPhen se
accedieron a través de Ensembl (http://www.ensembl.org/).
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3.6.2 IGF2

IGF2 es otra hormona peptidica vinculada a insulina, altamente conservada en mamiferos
(Rotwein, 1999), con funcion reguladora del crecimiento y actividad metabdlica similar a la de
insulina y mitogénica. Su funcion la ejerce a través de la unién al receptor IGF1R o receptor de
insulina (isoforma A del INSR, ver mds adelante), mientras que su unién al IGF2R e IGFBPs
afecta y regula la disponibilidad de IGF2 en la circulacién. En roedores murinos IGF2 tiene
actividad principal durante el desarrollo prenatal mientras que, en histricognatos, la hormona
mantiene su actividad en el adulto, como ocurre en humanos (Levinovitz et al., 1992). El higado
es tradicionalmente el principal productor de IGFs, por lo que es interesante notar que los niveles
adultos de IGF2 son mayores en el musculo esquelético de cobayos, lo que indicarfa algin rol

particular (Levinovitz et al., 1992).

El alineamiento en aminodcidos de IGF2 se presenta en la Figura 3.7. A partir de esta

visualizacién y de las secuencias de codones ancestrales reconstruidas (Kosakovsky Pond y Frost,

Para todos 2005c; Pupko et al., 2000), se determiné que la rama ancestral de Hystricognathi acumulé 29

't::'r::tso(;zz sinapomorfias en IGF2, siendo 18 sinénimas y 11 no sinénimas. Otro sitio (posicién 163 del

implementados ~ alineamiento) presenta una sinapomorfia para Rodentia. Por otra parte, si bien los resultados de

e”_A§; los analisis de BSREL y aBSREL no fueron informativos, MEME detect6 11 sitios bajo seleccion
coincidieron

positiva en IGF2 (Tabla 3.8). Para dos de ellos (sitios 96 y 156 del alineamiento en Figura 3.7),

en cada codén
ancestral el evento de seleccidn se sugiere en la rama que conduce a Hystricognathi, mientras que en otros

reconstruide. cuatro sitios la seleccion habria ocurrido en al menos un linaje de histricognatos. La mayoria de las
sinapomorfias y ambos sitios detectados por MEME forman parte del péptido E de la prohormona
y no de la hormona madura, que incluye solo los péptidos B, C, A y D. Dos de las sustituciones,
incluyendo una de las sefialadas por MEME, afectan sitios sujetos a O-glicosilacién (sitios 96 y
163 en este alineamiento, que se corresponden con los residuos Thr72 y Thr139 de la prohormona
humana de referencia; Duguay et al., 1998). En Hystricognathi estas treoninas son reemplazadas
por serinas, también factibles de ser O-glicosiladas. La acumulacién de cambios en el péptido E y
posibles alteraciones en su glicosilacién podrian interferir con el normal procesamiento y escision,
produciendo diferentes isoformas de IGF2 de mayor largo. La existencia de estas isoformas mas
largas fueron primero descriptas en humanos por Daughaday y colaboradores (Daughaday et al.,
1988, 1993), asociadas con la presencia de tumores y fuerte hipoglicemia. La evidencia apunta a
que estas isoformas que mantienen parte del péptido E tienen poca capacidad de unién al IGF2R
y de formacién de complejos terciarios con IGFBPs, por lo que escaparian de las vias normales
de secuestro y se mantendrian disponibles para sostener la sefializacién activa y potente asociada

a multiples formas de cdncer (Greenall et al., 2013).

En forma interesante, este patron de acumulacién de sustituciones en IGF2 en la rama ancestral

de Hystricognathi es un fenémeno bien distinto de lo anteriormente planteado para insulina, donde
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homo
gorilla
macaca
aotus
saimiri
callithrix
otolemur
tupaia
oryctolagus
ochotona
ictidomys
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nannospalax
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Figura 3.7: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de pre-pro-IGF2. Los sitios estdn coloreados segtin el porcentaje de identidad. Se resaltan las secuencias de
histricognatos. A partir de la reconstruccién de las secuencias de codones ancestrales realizadas, se confirman para Hystricognathi 11 sinapomorfias no
sinénimas, correspondientes a los sitios 4, 60, 96, 143, 144, 156, 159, 160, 162, 170 y 174 (en naranja). El sitio 163 presenta una sinapomorfia para
Rodentia (en verde). Los sitios 96 y 156 fueron indicados por MEME con eventos de seleccion episddica en la rama ancestral del clado (en rojo). Los
asteriscos rojos indican sitios conocidos de O-glicosilacion (residuos Ser71, Thr72, Thr75 y Thr139 segtin el pro-IGF2 humano; Duguay et al., 1998).
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los diferentes linajes de histricognatos tienen diferentes cambios en la secuencia aminoacidica de
la hormona. En el péptido glucagén sucede algo similar a lo que ocurre en insulina. Glucagén es
un péptido altamente conservado en muchos mamiferos, pero en el alineamiento de la Figura B-8
se pueden observar multiples cambios en diferentes linajes de Caviomorpha (Nishi y Steiner,
1990). Estos cambios han sido asociados a una menor afinidad a su receptor y a efectos negativos
en su potencia bioldgica (Huang ef al., 1986). Mientras que en insulina y glucagén los cambios en
Caviomorpha e Hystricognathi aparecen como respuestas independientes a una presion selectiva
comtn, los cambios en IGF2 habrian ocurrido principalmente en el ancestro de Hystricognathi.

Otra caracteristica del IGF2, junto al IGF2R, es la regulacion de su expresion por imprinting
parental, siendo expresado el alelo paterno en IGF2 y el materno en IGF2R (Haig et al., 1991).
Este imprinting reciproco habria aparecido con los mamiferos terios y estaria asociado a la
evolucién estructural del receptor y a un aumento en su afinidad por el IGF2 (Williams et al.,
2012). El imprinting no ocurre por igual en todos los placentados: mientras que IGF2 tiene
imprinting tanto en Mus como en humano, el de IGF2R se presenta siempre en Mus pero constituye
un caracter polimérfico en humanos (Xu et al., 1993; Killian ef al., 2001). No se encontraron datos

sobre imprinting del par IGF2 e IGF2R en histricognatos.

IGF2R es una glicoproteina multifuncional (Morgan et al., 1987; Roth, 1988) con un gran
dominio extracelular integrado por 15 repetidos homélogos, siendo el repetido 11 el de unién
al IGF2 (Schmidt et al., 1995). La formaciéon de un homodimero asi como la cooperacion entre
el repetido 11 y el 13 estabilizan dicha unién (Linnell et al., 2001; Williams et al., 2007). Los
andlisis realizados con MEME sefalaron para IGF2R muiltiples sitios bajo seleccidn positiva, 43
de los cuales tienen cierta evidencia de estar asociados a cambios en alguna de las ramas de
Hystricognathi (Tabla 3.8 y Figura 3.4). En una revisién muy rdpida de la salida de MEME se
encontré que solo dos de estos sitios pueden asociarse a los repetidos 11 y 13 que intervienen en
la unién a IGF2. Usando la secuencia humana como referencia (NP_00867.2), el sitio 1.687 del
repetido 11 cambia de asparagina a serina en la rama que conduce a Octodontoidea, mientras que
el sitio 2.030 del repetido 13 cambia en Histricognathi, siendo el patrén de cambio mas complejo
(resultados no mostrados). Una evaluaciéon mds profunda es requerida para determinar si alguno
de los sitios detectados por MEME tiene la posibilidad de modificar la actividad secuestradora de

IGF2R y por lo tanto la biodisponibilidad de IGF2 en estos roedores.

3.6.3 Receptor de insulina

El receptor de insulina es una glicoproteina con actividad tirosina quinasa que media la
transduccion de sefiales de la insulina y del IGF2, y también del IGF1. Comparte una estructura
proteica conservada con los otros dos miembros de la familia génica, el IGFIR y el INSRR
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(Herndndez-Sanchez et al., 2008), y juntos forman parte de la superfamilia de los receptores
tirosina quinasa (Hubbard y Till, 2000). Estos tres receptores forman en las membranas
celulares estructuras diméricas @2 /2 que pueden presentarse tanto como homodimeros, asi como
heterodimeros formados por ménomeros ¢/ diferentes (e.g. INSR/IGFIR). La unién del ligando
al dominio extracelular desencadena un cambio conformacional que permite la autofosforilacién
de residuos de tirosina del dominio citoplasmaético del receptor, inicidndose la cascada de sefales
intracelulares que conducen a las diversas respuestas bioldgicas (metabdlicas, de proliferacién
celular, diferenciaciéon y crecimiento), segin sea el tipo celular y el estado de desarrollo y

funcional.

Las cadenas a y 3 son traducidas de un tnico transcripto de 22 exones en INSR e INSRR y 21
exones en IGF1R. Tanto en INSR como en INSRR el ex6n extra es el 11, aunque presenta un origen
independiente. El ex6n 11 en INSRR aparece ya en anfibios mientras que, el exon 11 en INSR
se encuentra exclusivamente en mamiferos (Herndndez-Sanchez et al., 2008). En INSRR este
micro-exon se expresa en forma constitutiva, pero en INSR sufre splicing alternativo, resultando
dos isoformas (INSRA e INSRB) que difieren en la presencia o ausencia de 12 amino4cidos en el
extremo C-terminal de la unidad o (la forma INSRB es la que incluye el exén 11; Seino y Bell,
1989). Las isoformas presentan diferencias en la afinidad del ligando, en la actividad quinasa,
en la internalizacion del receptor y en la distribucion tisular (McClain, 1991; Vogt et al., 1991;
Kellerer et al., 1992; Frasca et al., 1999; Leibiger et al., 2001; Uhles et al., 2003). Por ejemplo,
ambas isoformas unen insulina en forma similar, pero la isoforma B tiene mucha menor afinidad
para el IGF2, por lo que es un receptor mds especifico para insulina (McClain, 1991; Frasca et al.,
1999). INSRB se expresa predominantemente en tejidos blanco de insulina e involucrados en la
homeostasis de glucosa (e.g. en ratén el tejido adiposo y el muisculo expresan ambas isoformas,
en el hgado solo la INSRB y en el cerebro se detecta solo la INSRA; Hernandez-Sanchez et al.,
2008). Esta nueva isoforma del INSR en mamiferos aparece como un receptor especializado en
roles metabdlicos, al mismo tiempo que la diversificacién funcional contribuye en una regulacién
més precisa de la sefializacién por IGF2 (recordar que en mamiferos también aparecen otras dos
novedades con respecto a IGF2 como lo son el imprinting materno del gen y el nuevo receptor de
union IGF2R).

A pesar de las anomalias que presentan sus insulinas, los roedores histricognatos son capaces
de regular su glicemia como los restantes mamiferos (Opazo et al., 2004; Vera et al., 2008), lo
que ha conducido a hipotetizar sobre el desarrollo de cambios compensatorios en el receptor
de insulina de este grupo de roedores. Sin embargo, son escasos los trabajos sobre estos
receptores en histricognatos y los hallazgos poco concluyentes. Experimentos de afinidad de
unién de insulina a membranas mostraron que la insulina bovina tiene una similar afinidad por
los INSR de histricognatos que por los receptores de insulina de otros mamiferos (Horuk et al.,

1979; Zimmerman et al., 1974), aunque ensayos con andlogos de insulina mostraron diferentes

McGaugh et
al. (2015)
extienden la
funcién IGF2R
a amniotas
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propiedades entre los INSR de histricognatos y otros mamiferos, y a su vez entre los INSR de
chinchillas y cobayos (Horuk et al., 1979). Ensayos con anticuerpos para la subunidad ¢ reportan
la precipitacién del INSR de C. porcellus y estimulacion de lipogénesis en adipocitos, lo cual no
ocurre en Chinchilla (Tong et al., 1994). Ensayos inmunolégicos para la subunidad 8 no mostraron
diferencias, en concordancia con la alta constancia evolutiva en el mecanismo de la transduccién
de senales (Muggeo ef al., 1979). Los cambios compensatorios descriptos con mayor claridad
consisten en el incremento, para un tejido dado, del nimero de receptores INSR en cobayo con
respecto a otros mamiferos (Muggeo et al., 1979). Esto se enmarca en una relacién inversa, a
nivel de vertebrados, entre la actividad bioldgica de la insulina y el nimero de receptores presentes
(Dutfty et al., 2002; Muggeo et al., 1979).

De los taxa estudiados en este trabajo, F. damarensis, H. glaber y C. lanigera tienen
predicciones génicas para las isoformas corta y larga en NCBI. C. sociabilis no cuenta con
borrador genémico mientras que C. porcellus presentaria una delecién en la regién homoéloga al
inicio del intrén 11 del gen, lo cual interferiria la sefal del sitio dador para el proceso de splicing
(Figura B-9). En el caso de O. degus, la secuencia intrénica estd conservada sobre el posible
sitio dador del intrén 11 (Figura B-9), pero la isoforma larga no ha sido predicha en los procesos
automadticos de anotacién génica. Ademds de los sitios dadores y aceptores de splicing, otros
elementos silenciadores o potenciadores de la inclusién del exén fueron reportados en humano y
ratén en los intrones 10 y 11 (Kosaki ef al., 1998; Sen et al., 2009), pero los mismos no fueron
estudiados en el presente trabajo. Para evaluar la expresion del INSRB, partiendo de NP_000199.2
(INSRB en humano), se realizaron busquedas por BLASTP y TBLASTN sobre los repositorios
nr, nt, ESTs y TSA del NCBI (secuencias proteicas, nucleotidicas, Expressed Sequence Tags
y Transcriptome Shotgun Assembly, respectivamente). Solo se encontré evidencia de expresion
de la isoforma B en C. lanigera, en musculo esquelético, rifién, mucosa nasofaringea y mucosa
tubotimpanasal (estos tejidos también expresan la isoforma A). Con respecto a los transcriptos
ensamblados de novo de C. sociabilis (muestra de hipocampo; MacManes y Lacey, 2012), se
encontraron contigs correspondientes a ambas isoformas. En el caso de C. porcellus, luego de
que la bisqueda en los repositorios recién mencionados fuera negativa, se bajaron secuencias
transcriptomicas de pulmén y misculo esquelético del SRA del NCBI (Davidsen et al., 2014),
se mapearon los reads y se ensamblaron los transcriptos. Como se puede observar en una
visualizacién en IGV de los reads alineados y de los modelos transcriptomicos (Figura B-10), a
pesar del alto nivel de expresion del gen (FPKM = 535 y FPKM = 926 en pulmén y musculo
esquelético, respectivamente), solo se constata la expresion de la isoforma A que no incluye
el ex6n alternativo, incluso en musculo esquelético, un tejido que expresa INSRB en otros
mamiferos. La evidencia actual indicaria que la expresion de la isoforma metabdlica del INSR
en Hystricognathi es linaje dependiente y/o que en algunos de los linajes su expresion estd muy

acotada con respecto al estado de desarrollo y fisiolégico del animal.
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Con respecto al uso de modelos de sustitucion de codones en las secuencias codificantes
recuperadas, el sitio 185 del alineamiento fue indicado bajo seleccién positiva por los modelos
de ramas y sitios implementados por CODEML, cuando se seleccioné la rama que conduce a
Caviomorpha como la rama blanco (Tabla A-25). Para este sitio los caviomorfos sustituyen
isoleucina con alanina, otro amino4cido no polar de menor tamafio. Este sitio corresponde a 1222
del INSR humano, se encuentra en el dominio extracelular de tipo furina rico en cisteinas (De
Meyts, 2004, 2008) y en principio no se corresponde con ninguno de los residuos descriptos como
criticos para el funcionamiento del receptor. Los andlisis con MEME indicaron 22 sitios bajo
seleccidn episddica para INSR, y en 11 de los casos, las ramas sugeridas bajo seleccién incluyen
un histricognato (Tabla 3.8). El sitio 185 del alineamiento también fue detectado por MEME,
asi como otros seis sitios donde el cambio se produce en la rama que conduce a Octodontoidea
(sitios 382, 467, 528, 537, 579 y 745 del alineamiento, correspondientes a los residuos T419,
Y504, L565, H574, Q616 y T683 de la secuencia NP_000199 humana). Si se considera que
Octodontoidea presenta la insulina mds divergente del grupo y las propiedades bioldgicas mds
extremas (Horuk et al., 1979; King y Kahn, 1981; King et al., 1983; Bajaj et al., 1986), este
hallazgo podria sefialar la existencia de cambios compensatorios en el receptor. Estudios en
profundidad que integren andlisis con modelos estructurales y/o de cambios coevolutivos deberdn

implentarse en el futuro.



4 Discusion

En este capitulo se extiende la discusién en otros aspectos relevantes del trabajo, uno
metodolégico y otros especificos a los resultados. En particular se extiende la discusién sobre
insulina y receptor de insulina en Hystricognathi / Caviomorpha que fue el objetivo inicial de este
trabajo. También se incluye una breve discusion sobre los resultados obtenidos para Platyrrhini con
respecto a la bibliografia disponible, asi como un comentario final sobre los patrones de evolucién

en Caviomorpha y Platyrrhini.

4.1 Ortélogos y alineamientos

En esta tesis se analizaron patrones moleculares de seleccién en 18 genes para 24 faxa
determinados a priori. Como se describe en el capitulo de Metodologia, el trabajo manual
en la construccion y edicion de los alineamientos permitié: trabajar con secuencias que
no estaban directamente accesibles en las bases de datos, reemplazar datos faltantes con
secuencias provenientes de otra especie cercana/equivalente, eliminar secuencias muy divergentes,
reemplazar isoformas y corregir algunas secuencias "quiméricas" (resultantes de un incorrecto
ensamblado y/o anotacién). Una vez obtenidos los alineamientos nucleotidicos, los mismos se
filtraron combinando el uso de Gblocks (Castresana, 2000; Talavera y Castresana, 2007) y BMGE

(Criscuolo y Gribaldo, 2010), manteniendo la estructura de codones.

Si bien aqui se analizaron solo 18 genes, el andlisis de una via de sefializacién como la
IIS/TOR (insulin/insulin-like signaling and target of rapamycin) o INS/FOXO (insulin/forkhead
box O), comprende el estudio de 50 a 70 genes (Alvarez-Ponce et al., 2011; Wang et al.,
2012; McGaugh et al., 2015). El andlisis conjunto de las vias de sefializacién y transduccién
conjunta para INS, IGFs y GH involucra alrededor de 250 genes (e.g.  Sano et al., 2016)
mientras que, el andlisis de estas vias en conjunto con otros genes asociados a longevidad,
inmunidad innata u otros contextos, implica el estudio de mas de 300 genes (e.g. GenAge,
http://genomics.senescence.info/genes/; de Magalhdes et al., 2009). Por otra parte, el
incremento en la disponibilidad de datos transcriptémicos y genémicos conlleva al manejo de un

nimero mayor de taxa por grupo de ortélogos. En definitiva, para la continuacién del presente
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trabajo, se vuelve un requisito la eleccién de un sistema mds automatizado para la construccién de

los grupos de ortélogos y alineamientos.

Por otra parte, diferentes autores han discutido la importancia del alineamiento en los andlisis
posteriores de seleccién (Wong er al., 2008; Mallick et al., 2009; Schneider et al., 2009; Fletcher y
Yang, 2010; Markova-Raina y Petrov, 2011; Kosiol y Anisimova, 2012; Jordan y Goldman, 2012;
Privman et al., 2012; Bielawski et al., 2016). PRANK en el modo empirico de codones (Loytynoja
y Goldman, 2005; Kosiol et al., 2007; Loytynoja, 2014) ha resultado el que genera menos
falsos positivos; otras herramientas tienden a "sobrealinear" colocando codones no homélogos
en la misma columna (produciendo alineamientos mas cortos), de modo que el mayor nimero
de cambios artificialmente generado en esos sitios conduce a falsos positivos en los andlisis
de seleccion (Fletcher y Yang, 2010; Jordan y Goldman, 2012; Privman et al., 2012). El
nuevo algoritmo en Clustal Omega también parece tener un buen desempefio y para secuencias
mas divergentes podria ser preferible frente a PRANK (Sievers et al., 2014). Ademads, es
recomendable realizar un filtrado posterior de los alineamientos siendo ALISCORE, GUIDANCE,
MaxAlign, PSAR, StatSigMA-w, SWAMP y trimAl, algunas de las herramientas disponibles
(Gouveia-Oliveira et al., 2007; Capella-Gutierrez et al., 2009; Chen y Tompa, 2010; Kiick et al.,
2010; Penn et al., 2010; Kim y Ma, 2011; Harrison et al., 2014; Sela et al., 2015). De estas,
se resalta GUIDANCE que evaliia qué tanto cambia el alineamiento frente a perturbaciones y
en su modo residuo especifico permite enmascarar solo los residuos poco confiables, en lugar
de eliminar columnas enteras del alineamiento. También se destaca SWAMP, que recorre el
alineamiento multiple con ventanas deslizantes encontrando pequefias regiones con un nimero de
sustituciones no sinénimas inesperadamente alto, de modo que detecta la presencia de secuencias
sospechosas de error (denominadas previamente como quiméricas en este trabajo; Harrison et al.,
2014). La observacién general es que para el alineamiento filtrado, la reduccién de resultados
falsos positivos (improved accuracy) compensa el posible aumento en falsos negativos (reduced
power; Fletcher y Yang, 2010; Jordan y Goldman, 2012; Privman et al., 2012).

Sin lugar a dudas, los grupos de ortdlogos y los alineamientos finales dependerén principalmente
de los propios datos iniciales. Por ejemplo, durante la obtencién de las secuencias para formar los
grupos de ortélogos, aun sin considerar cuestiones de calidad de ensamblados, los datos genémicos
con respecto a los transcriptomicos tienen la ventaja de permitir incluir informacion de sintenia
en la determinacién de las relaciones de homologia. Ademds, para los datos transcriptémicos,
la no expresién de un gen en un tejido puede conducir a incluir erréneamente un pardlogo poco
divergente que si se exprese. Sin embargo, debido al menor costo y dificultad de ensamblado,
es esperable que sean cada vez mds las secuencias de origen transcriptémico en los datos a ser
analizados. Por otra parte, la definicion del grupo de ort6logos y el alineamiento final dependeran
en gran medida de las caracteristicas de cada gen: pertenencia o no a familias multigénicas, pérdida

de pardlogos en algunos linajes, velocidad de cambio evolutivo, estructura proteica, etc. A modo



otros autores
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los cambios

se deben a
relajacion de la
seleccién, luego
de perderse

la capacidad

de formar
hexameros de
almacenamiento
(Beintema y
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1987).
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de ejemplo, se sabe que las regiones desordenadas de las proteinas tienden a diverger mas rapido y
generan dificultades en la etapa de alineamiento, por lo que son esperables mayores errores en los
alineamientos y sesgos en la etapa posterior de deteccion de seleccién en genes que codifiquen para
proteinas con estas regiones desordenadas (Markova-Raina y Petrov, 2011; Jordan y Goldman,
2012).

Un nuevo pipeline de construccion de ortdlogos y alineamientos podria incluir tres etapas
diferentes. En una primera etapa, se propondria partir de un grupo amplio de secuencias
por gen y usar herramientas como PALO (Villanueva-Cafas et al., 2013) o IsoSel (Philippon
et al., 2017), que optmizan la seleccién de las isoformas mds equivalentes entre si (en lugar
de seleccionar simplemente las secuencias mds largas que suele conducir a la inclusién de
exones especie-especificos o de baja frecuencia). En una segunda etapa, para este grupo de
ort6logos filtrado, las secuencias aminoacidicas serian alineadas con MUSCLE seguido de una
herramienta como SWAMP para identificar secuencias problematicas remanentes (e.g. secuencias
con regiones equivocadas por problemas de anotacién). Las secuencias problematicas deberian
ser reemplazadas cada vez que sea posible o en su defecto, eliminadas. Para el grupo de
ort6logos refinado se repetiria el duo MUSCLE - SWAMP hasta obtener un conjunto final de
secuencias. En una tercera etapa, las secuencias nucleotidicas correspondientes serian alineadas
con PRANK en modo codones (o Clustal Omega) y luego los alineamientos filtrados (filas con
alto porcentaje de indels eliminadas, codones enmascarados) con herramientas como trimAl y
GUIDANCE?2. En paralelo, para las secuencias aminoacidicas, se podria estimar la presencia de
regiones desordenadas e indentificar a priori alineamientos que requieran una mayor evaluacién
manual (e.g. DisEMBL; Linding et al., 2003). Recientemente se ha desarrollado PosiGene,
un pipeline automatizado para la deteccion a escala gendmica de genes con sefiales de seleccién

positiva (Sahm et al., 2017), y podria evaluarse su utilidad en este estudio particular.

4.2 INS e INSR en Hystricognathi / Caviomorpha

Como se desprende a partir de la bibliografia revisada, los histricomorfos presentan insulinas
con diferentes propiedades, adquiridas de forma independiente en los distintos linajes de estos
roedores. Como se confirma en este trabajo, existe evidencia de que algunos de estos cambios
constituyeron eventos de evolucidn adaptativa, sugiriéndose por algunos autores la adquisicién de
nuevas funciones, o al menos expansion de las funciones originales (Horuk et al., 1980; Chan et
al., 1984; Opazo et al., 2005). La insulina de histricomorfos presenta propiedades funcionales mas
similares a las de los factores de crecimiento que a las insulinas de los restantes mamiferos (King
y Kahn, 1981). Dado que la especializacion de estas hormonas y sus receptores en funciones
principalmente promotoras del crecimiento versus funciones vinculadas al metabolismo de la

glucosa apareci6 recientemente en la historia evolutiva de los metazoas (Herndndez-Sdnchez et
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al., 2008), la disminucién de las funciones metabdlicas en histricognatos representaria, desde este

punto de vista, una reversion a una condicidn de tipo ancestral.

A pesar de la menor actividad biolégica de la insulina con respecto a su funcion de reducir la
glucosa en sangre, los histricognatos son capaces de regular la glicemia (al menos en condiciones
fisioldgicas normales para los animales; Opazo et al., 2004; Vera et al., 2008), para lo cual
presentan diferentes estrategias compensatorias. Estas incluyen hiperinsulinemia (Zimmerman
et al., 1974; Kind et al., 2003), aumento en la cantidad de receptores de insulina (Muggeo et
al., 1979) y cambios en la cantidad de transportadores de glucosa (Horuk et al., 1983). La
hiperinsulinemia puede ser consecuencia del incremento en la produccién de insulina y/o de
la disminucién de su tasa de desapariciéon y degradacién, fendmenos que también ocurren en
pacientes humanos con insulinas mutantes que muestran afinidad alterada por el receptor (Haneda
etal., 1984).

Con respecto a los cambios a nivel de secuencia del INSR, estos se concentran en el dominio
extracelular y son sutiles, ya que el receptor mantiene la capacidad de unir insulinas de otros
mamiferos con alta afinidad (Zimmerman et al., 1974), y los ensayos immunolégicos no muestran
grandes diferencias (Zimmerman et al., 1974; Horuk et al., 1979; Tong et al., 1994). De todas
formas, pequefios cambios en la secuencia aminoacidica podrian ser suficientes para desencadenar
efectos mayores en la transduccién de la sefial. Pequefios cambios en la cinética de activacién
y/o en la trayectoria de internalizacion, pueden conducir a la activacion alternativa de diferentes
efectores de las vias de sefializacion (Hansen et al., 1996; Jensen et al., 2008; Jensen y De Meyts,
2009). De hecho se reconoce a la INSRA como "mads mitogénica" que la isoforma INSRB, cuando
solo se diferencian por la secuencia extra en la porcién C-terminal de la subunidad o extracelular
(Belfiore et al., 2009; Giudice et al., 2011). Cabe considerar ademds, que el efecto dltimo de
mutaciones puntuales en las propiedades del receptor dependerdn de la identidad y abundancia de
las isoformas expresadas (Whittaker et al., 2002).

Otros cambios compensatorios en Hystricognathi podrian incluir la modificacién de los patrones
de expresion de las isoformas A y B del receptor de insulina, pero como se describe en este trabajo,
la evidencia al momento indicaria que el cambio es en sentido contrario (i.e. una disminucién
en la expresion de la isoforma larga con funcién metabdlica). No existe evidencia de que las
diferentes isoformas de INSR o el IGF1R sean capaces de desencadenar alguna accién exclusiva,
por lo que las diferentes sefiales mitogénicas o metabdlicas que desencadenan serian reflejo de una
combinacion entre la eficiencia relativa en la activacién de ambos tipos de sefiales y los niveles
de expresion de los respectivos receptores (Belfiore et al., 2009; Boucher et al., 2010; Siddle,
2012). Para el caso del INSR en humano, son multiples las evidencias de una asociacién entre
hiperinsulinemia, sobre-expresiéon de INSR, sobre-expresion de la isoforma A y el desarrollo

de cancer, aterosclerosis y envejecimiento (Belfiore, 2007; Belfiore et al., 2009), de modo que
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se puede inferir que la alteracién de la relacion entre INSRA e INSRB por deficiencia en la

produccidn y expresion de la isoforma B en Hystricognathi, tendria consecuencias fenotipicas.

Finalmente, se pueden producir cambios compensatorios en otros genes. Por ejemplo, se sabe
que el glucagdn en histricognatos presenta también menor actividad (Huang et al., 1986). Ademas,
estdn los reportes de la union de insulina de C. porcellus a receptores de PDGF (King et al., 1983),
aunque esto también apuntaria en la direccién de incrementar més las funciones mitogénicas
que las metabdlicas de la hormona. De todas formas, no existen hallazgos mds recientes sobre
este fendmeno y en principio las funciones promotoras del crecimiento de la insulina estarian

ocurriendo principalmente a través de su propio receptor.

A pesar de la insulina divergente y de que existen, como se menciond recién, compensaciones
varias que permiten una adecuada regulacién del metabolismo de la glucosa, no hay un dnico
patrén de cambio molecular en insulina o glucagén para los diferentes linajes de histricognatos
analizados. [Esto podria sugerir la existencia de una presion selectiva comin, pero que el

desencadenante seria ajeno a estas dos hormonas. En 1980, Horuk y colaboradores proponian:

"We speculate that hystricomorph rodents, both New and Old World, have low potency
insulins because of a common evolutionary pressure. This pressure has resulted
in a reduction of the role of insulin as a modifier of glucose metabolism, as well as
a change in the insulin receptor. We speculate that another function of insulin has

been consequently upgraded. One such function could be its mitogenic activity."

En este trabajo solo 18 genes de las vias de sefializacién en las que interviene la insulina fueron
analizados, y un ndmero atin menor estudiado con mayor detalle. Sin embargo, en el contexto
de todas las anomalias enddcrinas y fisioldgicas reportadas para C. porcellus (Keightley y Fuller,
1996), los cambios a nivel de secuencia detectados en el IGF2 presentan un patrén consistente
con una Unica ocurrencia en la historia evolutiva de los histricognatos. Al mismo tiempo, se
detectaron algunos cambios adaptativos en el receptor de insulina y se infirieron cambios en los
patrones de expresion de INSRA e INSRB. Como el IGF2 desencadena su sefial a partir de la unién
a receptores de INSR (por unién a dimeros que incluyan la isoforma INSRA; Belfiore, 2007;

recordar que Belfiore et al., 2009), los cambios en el receptor de insulina y en las actividades mitogénicas
IGF2 ejerce

su funcién por
unisn a dimeros hipotesis de que las insulinas histricognatas respondan a cambios iniciales en somatomedinas

mencionadas por Horuk et al., podrian constituir una respuesta a la presiéon via IGF2. Esta

'GFl'jv INSRe  (IGF1 e IGF2), PDGF o sus receptores, fue previamente planteada por Chan y colaboradores
INSR/IGF1R,
(1984).

no asi a través
del IGF2R.

Recientemente, Fang er al. (2014) estudiaron mediante gendmica comparativa y

transcriptomica, las adaptaciones a la vida subterrdnea y longevidad en los histricognatos africanos
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H. glaber y F. damarensis. Entre otros puntos, los autores discuten la insulina altamente divergente
en Hystricognathi y especialmente, el sitio 22 de la cadena B que cambia en estos roedores (ver
Figura 3A en Fang et al., 2014) y que ya fuera detectado bajo seleccién positiva por Opazo et al.
(2005). Como también detectan expresion de IGF2 e IGFBP2 en higado de individuos adultos,
los autores hipotetizan sobre la evolucién de una insulina diferente, acompanada por la secrecién
autdcrina-pardcrina de IGF2 en el higado, que sustituiria en funciones a la insulina, mediante un
manejo del nivel de glucosa similar al modo fetal. Si bien la discusién del vinculo INS-IGF2
en histricognatos coincide con lo planteado en los parrafos anteriores, la hipétesis de Fang y

colaboradores parece apuntar a un cambio inicial mds a nivel de insulina que de IGF2.

De todas formas, serd necesario esperar a analizar todos los genes involucrados en estas vias
de sefalizacion para obtener la visién completa y un mejor indicio de la respuesta correcta. Por
ejemplo, resta evaluar en profundidad el rol de la hormona de crecimiento en estos roedores. Se
sabe que en Hystricognathi el crecimiento post-natal es independiente de IGF1, que las estructuras
de GH y GHR son conservadas y que la hip6fisis produce y libera GH en forma normal (Adkins et
al., 2000). Esto hace que se considere que el crecimiento corporal sea independiente de GH, pero
no queda clara la importancia de esta hormona en el control metabdlico de histricognatos, atin
cuando es conocido su rol directo en la sefializacién de insulina (Clemmons, 2004; Xu y Messina,
2009). También serd necesario esperar a tener una mejor cobertura taxondmica del grupo de
forma de evitar inferencias erréneas, especialmente aquellas que se relacionen a la distribucién
filogenética de los sitios de interés (Davies et al., 2015; Delsuc y Tilak, 2015; Thomas et al.,
2017).

4.3 Patrones en Platyrrhini

En esta seccién se discuten los hallazgos del presente trabajo en el contexto de la bibliografia
relevada. Siete genes en Platyrrhini (IGF2, IGF1R, INSRR, IGF2R, IGFBP1, GHRH y GHRHR)
mostraron consistentemente sefiales de seleccion positiva (Tabla 3.7). Para GHRH y GHRHR no
se encontrd informacion adicional en la bibliografia, pero los restantes genes han sido incluidos
anteriormente en andlisis de seleccién (Wallis, 2009, 2015). De estos, IGF1R ha presentado clara
y reiterada evidencia de seleccidn positiva en la rama ancestral de Platyrrhini (Worley et al., 2014;
Wallis, 2015). El otro gen con clara evidencia de seleccidn positiva en la misma rama es IGFBP1
(Wallis, 2015). Si bien fueron analizados los sitios bajo seleccién, no fue evidente asociacién
alguna con aspectos funcionales de estas proteinas (Wallis, 2015), aunque para el caso de IGFIR
Worley et al. (2014) proponen que la afinidad en la unién receptor-ligando estarfa afectada. En
la bisqueda de seleccidn positiva a escala gendmica, estos autores encuentran otros cuatro genes
que habrian sufrido cambios adaptativos en la rama de Callithrix y que forman parte de los ejes
GH/IGFs: IGF2, IGFBP2 e IGFBP7 y GHSR (growth hormone secretagogue receptor). Se plantea
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que estos cambios estarfan asociados a la miniaturizacién corporal caracteristica de Callitrichinae
(Worley et al., 2014). En un trabajo complementario, Harris et al. (2014) secuencian los exones de
estos cinco genes (IGF1R, IGF2, IGFBP2, IGFBP7 y GHSR) en primates adicionales, incluyendo
otros callitrichinos, cébidos no callitrichinos y atélidos. A partir de los alineamientos resultantes,
encontraron que ocho cambios no-sinénimos eran especificos de Callitrichinae, mientras que
131 eran especificos de Platyrrhini (Harris et al., 2014), aumentando la probabilidad de que los
episodios de seleccidn positiva hayan afectado globalmente los patrones de crecimiento de todos

los monos neotropicales y no exclusivamente los de los callitrichinos.

Basandose en la secuencia de insulina de Aotus trivirgatus, Seino y colaboradores (1987) la
describen como la més divergente dentro de Primates y reportan su notoria menor afinidad de
unién ligando-receptor. En otros trabajos posteriores, tanto INS como IGF1 son identificados
como blancos de evolucién adaptativa episddica en la rama que conduce a Platyrrhini (Wallis,
2009). Este resultado se contradice totalmente con los obtenidos en esta tesis, dado que ni INS
ni IGF1 resultaron sefialados bajo seleccién positiva por ninguno de los métodos aqui empleados
(Tabla 3.7). Si bien existe cierta diferencia en los muestreos taxondémicos empleados (e.g. Wallis
solo dispone de secuencias de C. jacchus para platirrinos), la diferencia principal radica en
el incorrecto uso e interpretacion de los modelos de seleccion en CODEML. Wallis basa sus
discusiones en el hallazgo de valores de @ significativamente mayores en la rama de Callithrix con
respecto al del background, pero ambos valores son siempre menores a 1. Viendo el alineamiento
de INS en la Figura 3.6 se puede encontrar algiin cambio no-sinénimo exclusivo de Platyrrhini
(e.g. sitio 92 correspondiente al residuo A2), pero no grandes divergencias en las secuencias en
comparacion con las restantes insulinas de primates. Claramente estos genes y la bibliografia

disponible requieren una evaluacién en mayor profundidad.

Con respecto a la hormona de crecimiento en Platyrhini, es extensa la bibliografia sobre la
duplicacion del locus de GH en antropoideos, con expansiones independientes en platirrinos
y catarrinos, asi como ocurrencia de abundante conversién génica (Chen et al., 1989; Wallis
et al., 2001; Li et al., 2005; Gonzilez Alvarez et al., 2006; Petronella y Drouin, 2011). La
comparacién del locus de GH entre C. jacchus y Cebus albifrons muestran expansion adicional
en esta ultima especie, consistiendo el locus en unos 40 genes y pseudogenes. De este modo,
incluso dentro de Platyrrhini (o més precisamente, dentro de Cebidae), el cluster de genes de GH
es altamente variable (Wallis y Wallis, 2006). Si bien las relaciones de co-ortologia son complejas,
es identificable el gen de expresion hipofisiaria 0 GH1 (ver andlisis en Premzl, 2015). Este gen es
muy conservado en la mayoria de los mamiferos, incluyendo primates strepsirrinos, pero sufrié un
proceso de evolucién adaptativa en la rama que conduce a antropoideos y que precedio los eventos
de duplicacién en Platyrrhini y Catarrhini (Ohta, 1993; Wallis et al., 2001). Durante este proceso,

35% de la secuencia aminoacidica result6 alterada.
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Los anélisis de RELAX mostraron cambios significativos en la intensidad de la seleccién de
platirrinos con respecto a los restantes euarcontos. Los valores de k para INS, INSR, IGF1R,
INSRR, IGF2R, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4 e IGFBP5 resultaron menores a 1, indicando
relajacion de la seleccién purificadora (Tabla 3.7 y Figura 3.5). RELAX confirmé la observacién
inicial de que el valor estimado de @ en los andlisis de rama con CODEML fue mayor en
platirrinos que en caviomorfos o en los restantes linajes (Tabla 3.4). Una posibilidad es que este
patrén sea particular a estos genes. En este sentido, los genes estdn funcionalmente relacionados
y ademas todos codifican para proteinas extracelulares o con dominios extracelulares, habiéndose
ya discutido la correlacién positiva entre extracelularidad y mayor tasa de evolucién molecular
(Julenius y Pedersen, 2006; Liao et al., 2010; Feyertag et al., 2017; Sojo et al., 2016). Sin
embargo, las tasas de evolucién dependen también de la interaccién de factores como el coeficiente
de seleccién, el tamafio poblacional efectivo y la tasa de mutaciéon (Ohta, 1987; Lanfear et
al., 2014). Por ejemplo, en linajes con tamafios poblacionales menores, las variantes pueden
fijarse debido a procesos estocdsticos, aln si son levemente deletéreas para los organismos. Este
tipo de fuerzas demogréficas dejarian una huella extendida en el genoma, por lo que el estudio
de la relajaciéon de la seleccién en muchos mds genes (incluyendo elementos gendémicos no
codificadores de proteinas) serian reveladores en aportar una explicacién. Anteriormente estudios
a escala genémica en mamiferos han confirmado una correlacién positiva entre la tasa evolutiva
(medida como w) y la masa corporal (usada como un proxy del tamafio poblacional efectivo;
Figuet et al., 2016).

Wildman y colaboradores reportan diferentes tasas evolutivas en los diferentes linajes de
Platyrrhini (Jameson Kiesling et al., 2015). En particular, la tasa de sustitucién nucleotidica
en Callitrichinae es significativamente mayor que en los restantes platirrinos (medida como
sustituciones por sitio por afio). Los autores asocian este incremento a su modo de vida "mas
rdpido": estos pequefios primates tienen una edad de primera reproduccion de 21,5 meses e
intervalos entre nacimientos de siete meses, lo cual es mucho menor que en los restantes monos
del Nuevo Mundo ( en promedio 48,4 meses y 17,6 meses, respectivamente; Jameson Kiesling et
al., 2015). Es decir, consideran que los menores tiempos generacionales pueden estdn asociados a
la mayor tasa evolutiva de la subfamilia, via un incremento en la tasa mutacional. Si bien son de
interés, estos aportes de Jameson Kiesling et al. (2015) no son comparables con los resultados de
esta tesis. Mientras ellos tienen una gran representacion taxondémica de Callitrichinae, asi como
otros cébidos, atélidos y pitécidos, en este trabajo los platirrinos estin representados por un inico
miembro de Callitrichinae (C. jacchus) y otros dos integrantes de la familia Cebidae. Por otra
parte, los cambios en la tasa evolutiva mediados por un incremento de cambios mutacionales se
verian reflejados como un aumento en la estimacién de las tasas de sustitucion sinénimas y por lo
tanto una disminucién en los valores de @, algo contrario a lo observado en los resultados de esta

tesis.
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En 1975 Blundell y Wood proponian que el aislamiento conjunto que caviomorfos y platirrinos
experimentaron en el Neotrépico sugeria la existencia de un tnico factor de seleccién como la
causa de las altas tasas de divergencia en las insulinas de estos mamiferos. Los autores elegian la
escasez de zinc local como este factor comun, idea que surge de la observacion de la sustitucion de
la histidina B10, que en los islotes 3 pancredticos aporta los ejes de unidn al zinc requeridos para
el almacenamiento en hexdmeros. Posteriormente Chan et al. (1984) descartaban esta posibilidad.
En primer lugar, el zinc presenta distribucién geografica ubicua y es componente esencial de
muchas enzimas. En segundo lugar, la insulina de un histricomorfo africano (Hystrix), también
es monomérica y de baja actividad metabdlica, a pesar de mantener la histidina en la posicién
B10. En 1987, Seino y colaboradores estudian la insulina de Aotus trivirgatus, encontrando que
también retiene la histidina B10 y que posee propiedades de unién a zinc normales. Insisten en

descartar el zinc como factor selectivo, pero retoman la idea de la causa comtn para las insulinas

en 1986 divergentes. Como propuesta alternativa plantean la existencia de otro factor ambiental como la

Rodri . L. .. . . . L. ..
‘jd”g”ez presencia de pardsitos con requerimientos de insulina. Si un pardsito presentase un receptor similar

y Jungery

descubren que  al receptor de insulina para incrementar la captacién de nutrientes, la alteracion de las insulinas de

Plasmodium los caviomorfos y platirrinos hospederos resultaria en una estrategia evasiva frente al parésito.

falciparum

produce un

receptor de

”ans_fe”i_”a en El rol de patégenos y pardsitos en la evolucién adaptativa de los organismos es bien conocido

el errocie (e.g. Jiggins y Kim, 2007; Barreiro y Quintana-Murci, 2010) y resultan cada vez mas importantes
los vinculos entre inmunidad y metabolismo (e.g. McNelis y Olefsky, 2014; Lackey y Olefsky,
2015). Sin embargo, parece poco probable una hipétesis tan especifica como la de Seino er al.
(1987). En primer lugar, tanto de este trabajo como de la literatura revisada (especialmente la méds
reciente), no parece desprenderse que la insulina en Platyrrhini tenga huellas de seleccién positiva.
Si bien es cierto que los muestreos taxonémicos no son idéneos y que no pueden descartarse
cambios pequefios con efectos fenotipicos mayores, no queda claro que la insulina en los primates
neotropicales sea divergente. En segundo lugar, el efecto de una nueva variante dependera de la
variacion preexistente, por lo que atn frente a la misma presion selectiva, es muy poco probable
que dos grupos de organismos respondan en forma convergente a nivel molecular (Storz, 2016).
En este sentido, el andlisis de patrones a nivel de vias metabdlicas y otros conjuntos génicos (como

ser genes vinculados a inmunidad), tenga seguramente mejores chances de éxito.

Al observarse los resultados resumidos en la Tabla 3.7, siete genes en Platyrrhini y tres en
Caviomorpha muestran evidencia importante de un régimen de seleccidon positiva. Dejando de
lado las debilidades del muestreo taxonémico (especialmente para Platyrrhini que solo incluyé
cébidos) y que fueron analizados tnicamente 18 genes de las vias de insulina y hormona
de crecimiento/factores de crecimiento vinculados a insulina, puede decirse que la seleccién

adaptativa fue mds penetrante en Platyrrhini que en Caviomorpha. Ma4s interesante aun, los
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cambios adaptativos no se restringen a Caviomorpha sino que se presentan también en los

histricomorphos africanos.
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Figura 4.1: Valores de peso corporal adulto, edad de maduracién reproductiva en la hembra y
méxima longevidad para glires. En A los datos se muestran para Ctenohystrica (Ct) y
Glires no-Ctenohystrica (G). En B, la divisién es entre Caviomorpha (C), Ctenohystrica
no-Caviomorpha (H) y glires no-Ctenohystrica (G). Debido a las relaciones alométricas,
la edad de maduracion y la maxima longevidad se muestran en funcién del logaritmo del
peso corporal. Los datos se obtuvieron de la base de datos AnAge (http://genomics.
senescence.info/species/; de Magalhdes ef al., 2007; de Magalhaes y Costa, 2009).
Se consider6 solo una especie por género, la primera en presentar datos de alta calidad.

Los platirrinos se conocen solo en el Neotrépico y su historia evolutiva estaria asociada a
un linaje inicial que se diversificé radpidamente acompaiiando el establecimiento y expansion
de la selva amazoénica (Jameson Kiesling et al., 2015). No existe conocimiento sobre los
proto-platirrinos, que habrian habitado Africa o Asia segin las diferentes hipétesis. Por otra
parte, resulta mds dificil separar la historia evolutiva de los caviomorfos arribados y diversificados
en Sudamérica de los restantes histricognatos (y ctenohistricos) africanos. Por ejemplo, en la
Figura 4.1 se muestran distribuciones de peso corporal adulto (gramos), edad de maduracién
reproductiva de la hembra (afios) y maxima longevidad (afios) para multiples especies de glires
actuales. En las partes A y B de esta figura se analizan los mismos datos, pero en A las especies
estdn clasificadas como "Hystricognathi" y "Glires no-Hystricognathi" mientras que en B los datos
se dividen en "Caviomorpha", "Hystricognathi no-Caviomorpha" y "Glires no-Hystricognathi".

Puede observarse que en promedio los caviomorfos son mayores que los otros glires, pero no


http://genomics.senescence.info/species/; 
http://genomics.senescence.info/species/; 
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necesariamente mucho mds grandes que los histricognatos africanos. Ademds, cuando se observan
los valores de edad de maduracién y longevidad maxima corregidos por el peso corporal, los de
caviomorfos no se apartan mucho de los restantes glires, mientras que los histricognatos africanos
si lo hacen. La pregunta a plantearse es si los caviomorfos siguen siendo peculiares cuando se los

observa en el contexto de todos los Hystricognathi (o Ctenohystrica).

Con respecto a los cambios moleculares en los genes de interés, antes se habia sefialado que la
insulina en Hystrix tiene sus particularidades, y que en este y otros genes aqui analizados es poco
frecuente encontrar cambios que sean sinapomorfias de Caviomorpha. Otros datos notorios son
los provenientes de estudios en Phiomorpha. Estos histricognatos africanos comprenden especies
subterrdneas y recientemente han sido muy estudiados por presentar gran longevidad sin mostrar
senecencia y no desarrollar cdncer (Kim y Ma, 2011; Fang et al., 2014; Davies et al., 2015). Los
andlisis de datos genémicos y transcriptémicos han revelado miltiples adaptaciones al modo de
vida subterrdneo y otros cambios asociados posiblemente a su mayor longevidad, incluidas sus
insulinas divergentes (Fang et al., 2014) y cambios en el GHRHR (Davies et al., 2015). En suma,
al menos parte de las peculiaridades moleculares de las vias de interés no estdn restringidas a los

histricognatos neotropicales sino que tienen una historia evolutiva més larga.

Si bien Platyrrhini y Caviomorpha corresponden a dos clados de mamiferos neotropicales que
arribaron al continente aislado y se diversificaron en forma mas o menos paralela, sus historias
evolutivas son diferentes. En Platyrrhini se habria sucedido un tnico pulso de diversificacion
inicial (Perez et al., 2013; Jameson Kiesling et al., 2015) mientras que, en Caviomorpha habrian
ocurrido al menos tres pulsos (Pérez y Pol, 2012; Vucetich et al., 2015), siguiendo un proceso
de diversificacidn iniciado previamente en el continente africano. Los patrones moleculares de
seleccion de los genes estudiados en este trabajo reflejan las diferentes historias evolutivas de

estos mamiferos.
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5.1 Conclusiones

Esta tesis constituyé una primera aproximacion al estudio de los patrones de evolucién
molecular en genes del eje hormona de crecimiento / factor de crecimiento relacionado a insulina
en caviomorfos y platirrinos neotropicales. Se cumplié con los objetivos generales y especificos

planteados.

1. Se seleccionaron 18 genes de interés, muchos de los cuales presentaron huellas de seleccién

positiva en Platyrrhini (al menos siete genes) y Caviomorpha (al menos tres).

2. La metodologia empleada fue apropiada. Para aquellos casos en los que existian
antecedentes, los resultados obtenidos fueron en general consistentes con la bibliografia

disponible.

3. Con respecto a la construcciéon de grupos de ortélogos, alineamiento de secuencias
codificantes y filtrado de los mismos, se plantean mejoras al método utilizado. Estas

permitirdn mayor automatismo y el andlisis de un conjunto de genes mayor.

4. En cuanto al muestreo taxondmico utilizado, las secuencias disponibles permitieron
realizar mejores inferencias sobre caviomorfos que sobre platirrinos. En el caso de los
monos neotropicales, los faxa empleados se restringen a la familia Cebidae por lo tanto,

estrictamente, los resultados e inferencias también se limitan a esta familia de platirrinos.

5. Se detect6 seleccion positiva en insulina para caviomorfos, y parte de los sitios detectados
bajo seleccion coinciden con los reportados por Opazo et al. (2005). No se dectaron huellas
de seleccidn adaptativa en las secuencias de insulina de platirrinos, constituyendo este un

resultado discordante con parte de los antecedentes bibliograficos.

6. También se detectd seleccién adaptativa en el factor de crecimiento relacionado a insulina

2, con varios cambios acumulados en la rama ancestral de Hystricognathi.

7. En cavimorfos el receptor de insulina presentdé evidencia de algunas sustituciones no

sinénimas moldeadas por seleccion episddica, asi como posibles diferencias en la expresion
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de las isoformas INSRA e INSRB del receptor. Como ocurre con la insulina, estos cambios

se presentaron en forma linaje dependiente.

8. Se plantea para Caviomorpha/Hystricognathi la hipdtesis de cambios iniciales en el factor de
crecimiento relacionado a insulina 2, seguidos de cambios en la insulina y en el receptor de
insulina. Como consecuencia de estos cambios, se produciria un detrimento en la capacidad

de sefializacion metabdlica del par insulina - receptor de insulina.

9. Para los genes estudiados, el efecto de la seleccién positiva ha sido mds penetrante en
Platyrrhini. Si bien en general los resultados estidn acotados a lo que ocurre en Callitrichinae
o Cebidae, datos complementarios sugieren que ocurriria una clara concentraciéon de
cambios adaptativos en el ancestro del grupo, coincidiendo con un udnico pulso de

diversificacion propuesto para el infraorden.

10. Por el contrario, los patrones de evolucion molecular en Caviomorpha son linaje
dependientes y muchos de los cambios no se restringen a lo ocurrido durante su
diversificacion en el Neotrdpico, sino que aparecen durante su historia evolutiva compartida

con los histricognatos africanos.

11. Finalmente, se resalta que el estudio comparativo en profundidad de caviomorfos e
histricognatos africanos aportaria en forma importante al conocimiento de estos mamiferos

neotropicales.

5.2 Perspectivas

En lo inmediato, se plantea mejorar la metodologia para la construccién de los grupos de
ortélogos y los alineamientos de secuencias codificantes. Para ello se podria utilizar de referencia
estos mismos 18 genes ya conocidos e ir evaluando la mejora con respecto al método méds manual

antes utilizado.

Con la nueva metodologia se podrd extender el estudio a vias de sefializacion completas e
incluso conjuntos de genes de interés mayores. En particular se plantea el andlisis del conjunto de
genes resultante de la unién de las vias de sefializacion de insulina y hormona de crecimiento
/factores de crecimiento relacionados a insulina, que incluya desde las hormonas y restantes
componentes proximales a los factores de transcripcién dltimos en la transduccion de las sefiales.
En una etapa posterior se plantea estudiar otro conjunto de genes que involucre a aquellos

asociados a inmunidad innata.



5.2 Perspectivas

Segtin lo discutido en este trabajo, y en el contexto actual donde las secuencias gendmicas
y transcriptémicas de Platyrrhini estdn en general acotadas en su representacion taxondmica, se

plantea priorizar el estudio de caviomorfos e histricognatos como grupos de interés.
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A APENDICE: tablas suplementarias

Tabla A-1: Lista de ort6logos para INS (insulin)

Especie Transcripto Proteina

Homo sapiens NM_001185098 NP_001172027

Gorilla gorilla ENSGGOT00000030259 ENSGGOP00000018194
Macaca fascicularis NM_001284919.1 NP_001271848

Callithrix jacchus
Saimiri boliviensis
Aotus nancymaae
Otolemur garnettii
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus (Insl)
Mus musculus (Ins2)
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

XM_002755667.2
XM_010331147.1
XM_012456192.1
ENSOGAP00000019490
ENSTBEP00000006277
XM_004599211.1
ENSOCUT00000000242
ENSSTOT00000022326
ENSMUSTO00000039652
ENSMUST00000000220
XM_008839204.1
XM_013021025.1
KN122776.1

JH173076.1

M57671.1
XM_005384189.1
ENSCPOT00000025967
ENSBTAT00000017289
ENSECAT00000026502
NM_001130093.1

XP_002755713
XP_010329449
XP_012311615
ENSOGAP00000019490
ENSTBEP00000006277
XP_004599268
ENSOCUP00000000211
ENSSTOP00000017025
ENSMUSP00000049095
ENSMUSP00000000220
XP_008837426
XP_012876479
KFO028273

EHB15713

AAA40590
XP_005384246
ENSCPOP00000019016
ENSBTAP00000017289
ENSECAP00000022114
NP_001123565
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Tabla A-2: Lista de ort6logos para IGF1 (insulin-like growth factor 1)

Especie Transcripto Proteina

Homo sapiens NM_000618 NP_000609

Pongo abelii XM_002823659.2 XP_002823705.1
Macaca mulatta ENSMMUT00000003165 ENSMMUP00000002987
Callithrix jacchus ENSCJAT00000027842 ENSCJAP00000026346

Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Otolemur garnettii
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

XM_003929619.2
XM_008062221.1
XM_003783298.2
XM_006141401.2
XM_004589598.2
ENSOCUT00000025296
XM_005322353.2
NM_001111275.2
XM_008832606.1
XM_013020148.1
XM_010631349.1
XM_004844842.2
XM_004623847.1
JU555046.1
XM_005374571.2
XM_005006331.2
XM_005206497.3
NM_001082498.2
NM_001313855.1

XP_003929668.1
XP_008060412.1
XP_003783346.1
XP_006141463.1
XP_004589655.1
ENSOCUP00000021389
XP_005322410.1
NP_001104745.1
XP_008830828.1
XP_012875602.1
XP_010629651.1
XP_004844899.1
XP_004623904.1
NA
XP_005374628.1
XP_005006388.2
XP_005206554.1
NP_001075967.2
NP_001300784.1

Tabla A-3: Lista de ort6logos para IGF2 (insulin-like growth factor 2)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Gorilla gorilla
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Saimiri boliviensis
Aotus nancymaae
Otolemur garnettii
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus

Ictidomys tridecemlineatus

Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

NM_001127598
XM_004050432.1
XM_015113349.1
ENSCJAT00000036062
XM_010331146.1
XM_012456191.1
XM_012810504.1
KB320452.1
XM_004599213.2
NM_001171406.1
XM_005340768.2
NM_010514.3
XM_008839206.1
XM_013021164.1
KN122776.1
JH173076.1
XM_004627081.1
JUS555048.1
XM_005384193.2
XM_003468138.3
XM_005227270.3
NM_001114539.1
XM_005631053.2

NP_001121070
XP_004050480.1
XP_014968835.1
ENSCJAP00000034138
XP_010329448.1
XP_012311614.1
XP_012665958.1
ELW71921.1
XP_004599270.1
NP_001164877.1
XP_005340825.1
NP_034644.2
XP_008837428.1
XP_012876618.1
KFO028272.1
EHB15714.1
XP_004627138.1
NA
XP_005384250.1
XP_003468186.1
XP_005227327.1
NP_001108011.1
XP_005631110.1




Tabla A-4: Lista de ort6logos para INSR (insulin receptor)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

NM_000208
XM_005587740.2
XM_008987076.1
XM_003938873.2
XM_008070535.1
XM_012761725.1
XM_014584917.1
XM_004595727.1
XM_008249177.1
XM_005332099.2
XM_006508700.1
XM_008844559.1
XM_013033503.1
XM_010605588.1
XM_004865316.1
XM_004644903.1
JU555040.1
XM_013509165.1
XM_003468370.3
XM_002688832.5
XM_014741203.1
XM_005633222.1

NP_000199
XP_005587797.1
XP_008985324.1
XP_003938922.1
XP_008068726.1
XP_012617179.1
XP_014440403.1
XP_004595784.1
XP_008247399.1
XP_005332156.1
XP_006508763.1
XP_008842781.1
XP_012888957.1
XP_010603890.1
XP_004865373.1
XP_004644960.1
NA
XP_013364619.1
XP_003468418.1
XP_002688878.3
XP_014596689.1
XP_005633279.1

Tabla A-5: Lista de ort6logos para IGFIR (insulin-like growth factor 1 receptor)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Gorilla gorilla
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus asinus

Canis lupus familiaris

NM_000875
XM_004056810.1
NM_001261352.1
XM_008998317.1
XM_012438640.1
XM_003940530.2
XM_008055345.1
XM_012764522.1
XM_014592757.1
XM_004593165.1
XM_008248788.1
XM_005320094.2
NM_010513.2
XM_008852347.1
XM_013012046.1
KM190089.1
XM_004852704.2
XM_004623262.2
JUS555047.1
XM_005381615.2
XM_003475268.3
NM_001244612.1
XM_014849602.1
XM_545828.5

NP_000866

XP_004056858.1
NP_001248281.1
XP_008996565.1
XP_012294063.1
XP_003940579.1

ENSTSYP00000002092

XP_012619976.1
XP_014448243.1
XP_004593222.1
XP_008247010.1
XP_005320151.1
NP_034643.2
XP_008850569.1
XP_012867500.1
All23384.1
XP_004852761.1
XP_004623319.1
NA
XP_005381672.1
XP_003475316.1
NP_001231541.1
XP_014705088.1
XP_545828.2
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Tabla A-6: Lista de ort6logos para INSRR (insulin receptor-related receptor)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Gorilla gorilla
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus asinus

Canis lupus familiaris

NM_014215.2

XM_004026992.1
XM_015112355.1
XM_008984622.1
XM_012449794.1
XM_003937855.2
XM_008049799.1
XM_012767685.1
XM_006155229.2
XM_004589235.1
XM_002715312.2
XM_005331409.2
NM_011832.2

XM_008855747.1
XM_013030700.1
XM_010643780.1
XM_004871250.1
XM_004629719.1
XM_013508213.1
XM_003475400.2
NM_001191235.1
XM_014836935.1
XM_547526.3

NP_055030.1

XP_004027041.1
XP_014967841.1
XP_008982870.1
XP_012305217.1
XP_003937904.1
XP_008047990.1
XP_012623139.1
XP_006155291.1
XP_004589292.1
XP_002715358.1
XP_005331466.1
NP_035962.2

XP_008853969.1
XP_012886154.1
XP_010642082.1
XP_004871307.1
XP_004629776.1
XP_013363667.1
XP_003475448.1
NP_001178164.1
XP_014692421.1
XP_547526.1




Tabla A-7: Lista de ortélogos para IGF2R (insulin-like growth factor 2 receptor)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Pan troglodytes
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Lemur catta

Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus asinus

Canis lupus familiaris

NM_000876.3
XM_009452338.1
XM_005551504.2
XM_002806738.3
XM_012453040.1
XM_010344340.1
XM_008074381.1
AF339160.1
XM_014589243.1
XM_004595481.1
AF339158.1
XM_005321423.2
NM_010515.2
XM_008833873.1
XM_013024527.1
XM_010631164.1
NM_001310295.1
XM_004639438.1
JUS555056.1
XM_013517350.1
XM_013148819.1
NM_174352.2
XM_014858321.1
NM_001122602.1

NP_000867.2
XP_009450613.1
XP_005551561.1
XP_002806784.1
XP_012308463.1
XP_010342642.1
XP_008072572.1
AAK71866.1
XP_014444729.1
XP_004595538.1
AAK71864.1
XP_005321480.2
NP_034645.2
XP_008832095.1
XP_012879981.1
XP_010629466.1
NP_001297224.1
XP_004639495.1
NA
XP_013372804.1
XP_013004273.1
NP_776777.1
XP_014713807.1
NP_001116074.1

Tabla A-8: Lista de ortélogos para IGFBP1 (insulin-like growth factor binding protein 1)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Pongo abelii

Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Otolemur garnettii
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

NM_000596.2

XM_002817975.2
XM_001085935.3
XM_002751403.2
XM_012458556.1
XM_003930841.2
XM_008060766.1
XM_003797752.2
XM_006166039.2
XM_004582232.2
XM_005319258.2
NM_008341.4

XM_008842187.1
XM_013032957.1
XM_010624910.1
XM_004839882.2
XM_004630353.1
XM_005396640.1
XM_013148215.1
NM_174554.3

NM_001308602.1
XM_005629499.2

NP_000587
XP_002818021.1
XP_001085935.2
XP_002751449.1
XP_012313979.1
XP_003930890.1
XP_008058957.1
XP_003797800.1
XP_006166101.1
XP_004582289.1
XP_005319315.1
NP_032367.3
XP_008840409.1
XP_012888411.1
XP_010623212.1
XP_004839939.1
XP_004630410.1
XP_005396697.1
XP_013003669.1
NP_776979.2
NP_001295531.1
XP_005629556.1
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Tabla A-9: Lista de ort6logos para IGFBP2 (insulin-like growth factor binding protein 2)

Especie Transcripto Proteina

Homo sapiens NM_000597.2 NP_000588
Pongo abelii XM_003780700.2 XP_003780748.1
Macaca fascicularis XM_005574235.2 XP_005574292.1

Callithrix jacchus
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenmys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus
Ceratotherium simum
Canis lupus familiaris

XM_008999459.1
XM_003925726.2
XM_008048149.1
XM_012785185.1
XM_006157469.2
XM_004576843.2
XM_002712467.2
XM_005331832.2
NM_008342.3
XM_008825688.1
XM_013010959.1
XM_010611979.1
XM_004864615.2
XM_004641349.1
JUS555061.1
XM_013519997.1
XM_003462081.3
NM_174555.1
XM_004427770.2
XM_005640742.1

XP_008997707.1
XP_003925775.1
XP_008046340.1
XP_012640639.1
XP_006157531.2
XP_004576900.1
XP_002712513.1
XP_005331889.1
NP_032368.2
XP_008823910.1
XP_012866413.1
XP_010610281.1
XP_004864672.1
XP_004641406.1
NA
XP_013375451.1
XP_003462129.1
NP_776980.1
XP_004427827.1
XP_005640799.1

Tabla A-10: Lista de ort6logos para IGFBP3 (insulin-like growth factor binding protein 3)

100

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens
Gorilla gorilla
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus przewalskii
Odobenus rosmarus

NM_000598.4

XM_004045417.1
NM_001260547.2
XM_003733559.2
XM_012458567.1

ENSTSYT00000010931

XM_012763427.1
XM_006150682.1
XM_004582495.2
XM_005319260.2
NM_008343.2

XM_008842186.1
XM_013032940.1
XM_010625066.1
XM_004840542.2
XM_004630351.1
XM_013520639.1
XM_003465779.3
NM_174556.1

XM_008519309.1
XM_004409433.1

NP_000589

XP_004045465.1
NP_001247476.1
XP_003733607.2
XP_012313990.1

ENSTSYP00000010020

XP_012618881.1
XP_006150744.1
XP_004582552.1
XP_005319317.1
NP_032369.2

XP_008840408.1
XP_012888394.1
XP_010623368.1
XP_004840599.2
XP_004630408.1
XP_013376093.1
XP_003465827.2
NP_776981.1

XP_008517531.1
XP_004409490.1




Tabla A-11: Lista de ort6logos para IGFBP4 (insulin-like growth factor binding protein 4)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Pongo abelii

Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos mutus

Equus asinus

Canis lupus familiaris

NM_001552
XM_002827599.2
NM_001260546.2
XM_002748562.2
XM_012452026.1
XM_003942876.2
XM_008068658.1
XM_012765836.1
XM_006156031.2
XM_004591175.2
XM_002719357.2
XM_005321822.2
NM_010517.3
XM_008829447.1
XM_013037993.1
KN125323.1
XM_004859434.2
XM_004633729.1
JUS555062.1
XM_013519360.1
XM_013149634.1
XM_005898040.2
XM_014833768.1
XM_845091.3

NP_001543
XP_002827645.1
NP_001247475.1
XP_002748608.1
XP_012307449.1
XP_003942925.2
XP_008066849.1
XP_012621290.1
XP_006156093.1
XP_004591232.1
XP_002719403.1
XP_005321879.1
NP_034647.1
XP_008827669.1
XP_012893447.1
KFO18783.1
XP_004859491.1
XP_004633786.1
NA
XP_013374814.1
XP_013005088.1
XP_005898102.1
XP_014689254.1
XP_850184.2
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Tabla A-12: Lista de ort6logos para IGFBPS (insulin-like growth factor binding protein 5)

Especie Transcripto Proteina

Homo sapiens NM_000599 NP_000590
Pongo abelii XM_009238079.1 XP_009236354.1
Macaca fascicularis NM_001284032.1 NP_001270961.1

Callithrix jacchus
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Otolemur garnettii
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

XM_002749768.2
XM_003925559.2
XM_008050925.1
XM_003784970.2
XM_006157446.1
XM_004576842.2
XM_002712468.2
XM_005331831.2
NM_010518.2
XM_008825689.1
XM_013009585.1
XM_010611945.1
XM_004864614.2
XM_004641348.1
JU555063.1
XM_005395681.1
XM_003462071.3
NM_001105327.2
NM_001308603.1
XM_847792.4

XP_002749814.1
XP_003925608.1
XP_008049116.1
XP_003785018.1
XP_006157508.1
XP_004576899.1
XP_002712514.1
XP_005331888.1
NP_034648.2
XP_008823911.1
XP_012865039.1
XP_010610247.1
XP_004864671.1
XP_004641405.1
NA
XP_005395738.1
XP_003462119.1
NP_001098797.1
NP_001295532.1
XP_852885.1




Tabla A-13: Lista de ort6logos para IGFBP6 (insulin-like growth factor binding protein 6)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Gorilla gorilla
Macaca nemestrina
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Otolemur garnettii
Tupaia chinensis
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bison bison

Equus asinus
Odobenus rosmarus

NM_002178

XM_004053209.1
XM_011728855.1
XM_002752462.3
XM_012450304.1
XM_003939212.2

ENSTSYT00000012906

XM_003790419.2
XM_006169120.1
XM_004583289.1
XM_002711012.2
XM_005325010.2
NM_008344.3
XM_008838447.1
XM_013032471.1
XM_010609285.1
XM_004872712.1
XM_004637870.1
JUS555064.1
XM_005397143.2
XM_003476266.3
XM_010857897.1
XM_014847494.1
XM_004406238.2

NP_002169

XP_004053257.1
XP_011727157.1
XP_002752508.1
XP_012305727.1
XP_003939261.1

ENSTSYP00000011843

XP_003790467.1
XP_006169182.1
XP_004583346.1
XP_002711058.1
XP_005325067.1
NP_032370.2
XP_008836669.1
XP_012887925.1
XP_010607587.1
XP_004872769.1
XP_004637927.1
NA
XP_005397200.1
XP_003476314.1
XP_010856199.1
XP_014702980.1
XP_004406295.1

Tabla A-14: Lista de ort6logos para IGFBP7 (insulin-like growth factor binding protein 7)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Pongo abelii

Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Propithecus coquereli
Tupaia chinensis
Oryctolagus cuniculus
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus asinus

Felis catus

NM_001553.2

XM_002814758.3
XM_001083041.3
XM_002745806.3
XM_012441065.1
XM_010344210.1
XM_008073627.1
XM_012641113.1
XM_006167714.2
XM_008267816.1
XM_005320054.2
NM_008048.3

XM_008833286.1
XM_013008932.1
XM_010609528.1
XM_004849681.2
XM_012513856.1
XM_013518518.1
XM_003471680.3
NM_001102300.2
XM_014857837.1
XM_003985355.3

NP_001544.1

XP_002814804.1
XP_001083041.1
XP_002745852.1
XP_012296488.1
XP_010342512.1
XP_008071818.1
XP_012496567.1
XP_006167776.2
XP_008266038.1
XP_005320111.1
NP_032074.3

XP_008831508.1
XP_012864386.1
XP_010607830.1
XP_004849738.1
XP_012369310.1
XP_013373972.1
XP_003471728.1
NP_001095770.1
XP_014713323.1
XP_003985404.3
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Tabla A-15: Lista de ort6logos para GH1 (growth hormone 1)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Gorilla gorilla
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Cebus albifrons
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Oryctolagus cuniculus
Ochotona princeps
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

NM_000515.4
XM_004041177.1
NM_001042738.1
NM_001290346.1
AM?235213.1
NM_001279978.1
AF339080.1
XM_012747257.1
XM_006146836.1
XM_008271805.1
XM_004597248.1
XM_005328271.1
NM_008117.3
XM_008846583.1
XM_013033276.1
XM_010616749.1
XM_004868633.2
XM_004630026.2
JUS553788.1
XM_005402180.2
NM_001172859.1
NM_180996.1
NM_001081948.1
NM_001003168.1

NP_000506.2
XP_004041225.1
NP_001036203.1
NP_001277275.1
CAJ84332.1
NP_001266907.1
AAK62307.1
XP_012602711.1
XP_006146898.1
XP_008270027.1
XP_004597305.1
XP_005328328.1
NP_032143.1
XP_008844805.1
XP_012888730.1
XP_010615051.1
XP_004868690.1
XP_004630083.2
NA
XP_005402237.1
NP_001166330.1
NP_851339.1
NP_001075417.1
NP_001003168.1




Tabla A-16: Lista de ortélogos para GHR (growth hormone receptor)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Gorilla gorilla
Macaca mulatta
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Oryctolagus cuniculus
Ochotona princeps
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Ctenomys sociabilis
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

NM_001242399.2
XM_004058902.1
XM_015139959.1
XM_002745018.3
XM_012433844.1
XM_010336645.1
XM_008052716.1
XM_012777771.1
XM_006166964.2
XM_008262045.1
XM_004583677.2
XM_005325612.2
NM_010284.3
XM_008842104.1
XM_013018643.1
XM_010633879.1
XM_004848566.2
XM_012517043.1
JUS553790.1
XM_013514982.1
XM_013152804.1
NM_176608.1
XM_001498656.5
XM_005618865.2

NP_001229328.1
XP_004058950.1
XP_014995445.1
XP_002745064.1
XP_012289267.1
XP_010334947.1
XP_008050907.1
XP_012633225.1
XP_006167026.2
XP_008260267.1
XP_004583734.1
XP_005325669.1
NP_034414.2
XP_008840326.1
XP_012874097.1
XP_010632181.1
XP_004848623.1
XP_012372497.1
NA
XP_013370436.1
XP_013008258.1
NP_788781.1
XP_001498706.3
XP_005618922.1

Tabla A-17: Lista de ort6logos para GHRH (growth hormone releasing hormone)

Especie Transcripto Proteina

Homo sapiens NM_021081.5 NP_066567.1
Gorilla gorilla XM_004062114.1 XP_004062162.1
Macaca nemestrina XM_011766633.1 XP_011764935.1
Callithrix jacchus XM_008995894.1 XP_008994142.1

Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Microcebus murinus
Tupaia chinensis
Oryctolagus cuniculus
Marmota marmota
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus przewalskii
Canis lupus familiaris

XM_012454925.1
XM_003936354.1
XM_008071312.1
XM_012754949.1
XM_006144111.2
XM_008256017.1
XM_015504611.1
NM_010285.2

XM_008855675.1
XM_013010845.1
XM_010640029.1
XM_004875526.1
XM_012514664.1
XM_013513839.1
XM_013150442.1
NM_178325.1

XM_008535251.1
NM_001290112.1

XP_012310348.1
XP_003936403.1
XP_008069503.1
XP_012610403.1
XP_006144173.1
XP_008254239.1
XP_015360097.1
NP_034415.1

XP_008853897.1
XP_012866299.1
XP_010638331.1
XP_004875583.1
XP_012370118.1
XP_013369293.1
XP_013005896.1
NP_847895.1

XP_008533473.1
NP_001277041.1

105



A APENDICE: tablas suplementarias

Tabla A-18: Lista de ort6logos para GHRHR (growth hormone releasing hormone receptor)

Especie

Transcripto

Proteina

Homo sapiens

Gorilla gorilla
Macaca fascicularis
Callithrix jacchus
Aotus nancymaae
Saimiri boliviensis
Tarsius syrichta
Otolemur garnettii
Tupaia chinensis
Oryctolagus cuniculus
Ochotona princeps
Ictidomys tridecemlineatus
Mus musculus
Nannospalax galili
Dipodomys ordii
Fukomys damarensis
Heterocephalus glaber
Octodon degus
Chinchilla lanigera
Cavia porcellus

Bos taurus

Equus caballus

Canis lupus familiaris

NM_000823.3

XM_004045265.1
XM_005549861.2
XM_009002263.1
XM_012475147.1
XM_010345721.1
XM_008051428.1
XM_003788555.1
XM_006146251.1
XM_008261609.1
XM_004582395.2
XM_005319170.1
NM_001003685.3
XM_008827524.1
XM_013035128.1
XM_010628333.1
XM_004856289.1
XM_004626527.1
XM_005377509.2
XM_013150538.1
XM_010804292.2
XM_001916546.3
XM_539502.3

NP_000814.2

XP_004045313.1
XP_005549918.1
XP_009000511.1
XP_012330570.1
XP_010344023.1
XP_008049619.1
XP_003788603.1
XP_006146313.1
XP_008259831.1
XP_004582452.2
XP_005319227.1
NP_001003685.2
XP_008825746.1
XP_012890582.1
XP_010626635.1
XP_004856346.1
XP_004626584.1
XP_005377566.1
XP_013005992.1
XP_010802594.1
XP_001916581.1
XP_539502.3

Tabla A-19: Modelos de sustitucién nucleotidica. Se presentan los modelos con mejor ajuste para cada
gen segtin el valor de AICc. Los célculos fueron realizados con Modelgeneartor v0.8.5
(Keane et al., 2006)

Gen Modelo AICc

INS HKY+G 6112,8112
IGF1 K8luf+I+G  5414,8118
IGF2 TVM+G 3377,87139

INSR GTR+I+G  56199,6067
IGF1R GTR+I+G  50466,5398
INSRR GTR+I+G  50078,6184
IGF2R GTR+I+G  64558,3475

IGFBP1 GTR+G 15245,4586
IGFBP2 TIN+G 10133,3785
IGFBP3  GTR+I+G 4297,7259
IGFBP4  GTR+4I+G 3825,3508
IGFBPS  TIM+I+G 4032,2742
IGFBP6  GTR+I+G  6009,75088
IGFBP7  GTR+I+G 2957,2371
GH1 HKY+G 5219,6549
GHR HKY+I+G  14270,0909
GHRH TVM+G 5028,3623
GHRHR GTR+G 20399,0099
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Tabla A-21: Uso de aminodcidos para los diferentes raxa estudiados (suma de todas las secuencias por taxa).

Taxa A C D E F G H I K L M N P Q R S T v W Y Total
Homo 589 421 489 693 365 739 235 402 493 918 182 408 607 372 562 779 550 613 141 340 9898
Gorilla 532 374 416 582 306 648 198 336 424 787 154 332 527 336 480 667 481 523 121 288 8512
Macaca 588 418 488 691 367 735 234 401 490 915 181 412 607 372 572 783 551 614 139 342 9900
Callithrix 577 419 499 667 351 723 226 398 480 925 183 410 620 382 583 788 558 611 138 336 9874
Saimiri 570 396 486 651 341 686 210 389 453 904 178 397 586 364 576 745 540 599 132 330 9533
Aotus 482 331 408 506 281 578 177 327 379 735 125 323 478 299 449 630 464 491 112 267 7842
Tarsier 504 352 449 587 326 637 203 373 451 793 162 370 558 310 516 688 510 540 127 308 8764
Otolemur 614 417 498 678 351 733 235 380 484 915 189 387 614 370 587 745 554 611 140 335 9837
Tupaia 604 403 475 667 363 700 224 374 471 885 169 390 589 356 573 762 549 604 135 327 9620
Ochotona 606 410 500 647 355 707 224 360 436 918 173 372 601 355 576 722 531 575 137 316 9521
Oryctolagus 611 396 481 648 354 689 208 354 439 891 164 374 582 354 565 725 518 600 132 312 9397
Ictidomys 620 414 486 689 366 749 237 394 482 921 182 386 603 378 580 769 546 600 139 334 9875
Mus 581 425 497 681 367 713 224 420 500 915 198 402 598 376 564 761 574 605 138 343 9882
Nannospalax 591 402 490 644 368 706 218 390 482 902 193 399 588 356 544 761 538 601 137 336 9646
Dipodomys 580 412 471 659 354 697 224 372 480 905 180 393 567 368 548 729 521 595 131 331 9517
Fukomys 585 398 498 655 356 697 223 383 500 908 181 394 580 372 559 774 548 602 140 331 9684
Heterocephalus 598 418 493 681 362 730 235 386 497 932 190 395 605 375 575 776 564 608 139 337 9896
Octodon 588 422 485 676 356 714 231 371 492 915 191 404 584 387 574 771 565 630 138 335 9829
Ctenomys 414 300 394 514 274 503 160 273 388 622 148 312 414 273 409 591 408 456 87 260 7200
Chinchilla 599 424 491 682 358 721 226 385 499 922 200 407 580 385 572 784 558 613 137 334 9877
Cavia 601 414 485 686 362 721 236 383 503 925 185 401 585 386 556 775 564 609 136 336 9849
Bos 629 417 486 675 354 738 238 388 476 937 174 398 608 361 593 762 546 623 135 340 9878
Equus 610 415 488 692 361 734 229 392 493 926 181 408 627 364 589 768 527 612 138 335 9889
Canis 605 419 497 674 361 744 228 403 485 927 177 398 611 361 587 771 544 615 137 343 9887
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Tabla A-22: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para INS seleccionando el clado Caviomorpha como

linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL pvalue
ot 48 4,5896 8,0797 -3030,4276 0,0484
Nulo (0™ =1) 47 4,5207 7,9609 -3032,3789
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,5313 0,1167 0,2886 0,0634
Opackground 0,0787 1,0000 0,0787 1,0000
ot 0,0787 1,0000 2,0176 2,0176
Sitios con BEB > 0,95 para ™ > 1 en el linaje blanco:
9 P 0,980* 27 N 0,985* 41L0,997*%*  45E 0,998** 97 S 0,983*
22 A 0,963* 28Q0,991** 42V 0,991** 53 K 1,000¥* 101 L 0,992%*
26 V 0,990%** 34 H 0,990* 44 G 0,990* 70 G 0,983* 102'Y 0,989*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.

Tabla A-23: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGF2 seleccionando la rama ancestral de

Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InLL LRT pvalue
ot 48 4,6206 4,1702 -3409,0371 10,3759 0,0013
Nulo (0™ =1) 47 4,5726 4,1211 -3414,2251

dN/dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,7185 0,2535 0,0207 0,0073
Opackground 0,0562 1,0000 0,0562 1,0000
o 0,0562 1,0000 25,5621 25,5621

Sitios con BEB > 0,95 para @™ > 1 en el linaje blanco:

129 G 0,998**
136 A 0,995%*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codon; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.
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Tabla A-24: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGF2 seleccionando el clado Platyrrhini como
linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 48 4,5871 4,1284 -3413,2107 3,6221 0,0570
Nulo (0™ =1) 47 4,5741 4,1225 -3415,0218

dN/dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b

proporcion 0,7151 0,2531 0,0235 0,0083
Opackground 0,0559 1,0000 0,0559 1,0000
ot 0,0559 1,0000 5,3933 5,3933

Sitios con BEB > 0,95 para ®* > 1 en el linaje blanco:

129 G 0,988*
136 A 0,976*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como
referencia; probabilidad posterior por BEB.

Tabla A-25: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para INSR seleccionando la rama ancestral de
Caviomorpha como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 46 3,2386 5,1860 -26331,7236 3,1860 0,0743
Nulo (0™ =1) 45 3,2397 5,1827 -26333,3166

dN /dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,9548 0,0432 0,0019 0,0001
Wpackground 0,0242 1,0000 0,0242 1,0000
ot 0,0242 1,0000 17,9400 17,9400

Sitios con BEB > 0,95 para ®" > 1 en el linaje blanco:
18510,962%*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como
referencia; probabilidad posterior por BEB.



Tabla A-26: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGF1R seleccionando la rama ancestral de

Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
o’ 50 3,5224 4,1844 -23630,7092 11,3255 0,0008
Nulo (0t =1) 49 3,5022 4,1731 -23636,3719
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,8740 0,0314 0,0913 0,0033
Wpackground 0,0210 1,0000 0,0210 1,0000
ot 0,0210 1,0000 3,4362 3,4362

Sitios con BEB > 0,95 para @ > 1 en el linaje blanco:

24 S 0,994** 293 S 0,997+
280 D 0,996** 294 E 0,992**
291 S 0,998** 295 G 0,994**

315G 0,996** 558 P 0,961*
320 Y 0,995** 694 G 0,997**
442 K 0,998+**

NOTA: Para los sitios bajo seleccién positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.

Tabla A-27: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para INSRR seleccionando el clado Platyrrhini

como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 48 4,5816 4,0975 -24077,8653 2,8645 0,0906
Nulo (0" =1) 47 4,5786 4,0960 -24079,2975
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,8933 0,0859 0,0190 0,0018
Opackground 0,0395 1,0000 0,0395 1,0000
0" 0,0395 1,0000 2,7946 2,7946

Sitios con BEB > 0,95 para @ > 1 en el linaje blanco:

710 Q 0,979%
718 H 0,975%
1008 T 0,977*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.
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Tabla A-28: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGF2R seleccionando la rama ancestral de

Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 50 3,2047 6,5959 -62658,8805 7,9656 0,0048
Nulo (0" =1) 49 3,2031 6,5930 -62662,8633
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 854 142 3 1
Wpackground 77 1000 77 1000
ot 77 1000 21900 21900

Sitios con BEB > 0,95 para @' > 1 en el linaje blanco:

2023 G 0,967*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.

Tabla A-29: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGFBP1 seleccionando la rama ancestral de

Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 41 3,5633 8,9313 -7426,9828 20,6683  <0,0001
Nulo (0™ =1) 40 3,4775 8,7174 -7437,3169
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,4209 0,1333 0,3385 0,1072
Opackground 0,1187 1,0000 0,1187 1,0000
" 0,1187 1,0000 5,8759 5,8759

Sitios con BEB > 0,95 para @ > 1 en el linaje blanco:

40 N 0,998** 74 K 1,000%* 122 R 0,975* 158 S 0,975%*
42 P 1,000%* 85R 0,987* 128 M 0,999** 177 A 0,968%*
69 A 0,989* 113 S0,989* 138 L 0,998** 184 E 0,974*

201 P 0,998**

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.



Tabla A-30: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGFBP1 seleccionando el clado Platyrrhini

como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 41 3,5717 8,9187 -7411,5058 15,8802 0,0001
Nulo (0™ =1) 40 3,5117 8,8135 -7419,4459
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,4459 0,1578 0,2927 0,1036
Wpackground 0,1048 1,0000 0,1048 1,0000
ot 0,1048 1,0000 2,8630 2,8630
Sitios con BEB > 0,95 para @' > 1 en el linaje blanco:
40 L 0,984* 74 A 0,998** 113 S0,998** 122 L 1,000%* 128 M 0,992** 195K 0,973* 242 F 0,988*
42 P 0,996%** 98 T 0,971* 117 T 1,000%* 125 F 0,973* 138 L 0,992** 201 S 0,986*
70 A 0,981%* 99 R 0,982* 118 E 0,973* 126 H0,988* 150 A 0,970%* 234 S 1,000%*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.

Tabla A-31: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGFBP1 seleccionando el clado Caviomorpha

como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 41 3,4923 8,7973 -7472,4468 29111 0,0880
Nulo (0™ = 1) 40 3,4841 8,7671 -7473,9024
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,7473 0,2438 0,0068 0,0022
Wpackground 0,1399 1,0000 0,1399 1,0000
ot 0,1399 1,0000 6,3711 6,3711

Sitios con BEB > 0,95 para @' > 1 en el linaje blanco:

7 A 0,968%*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.
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Tabla A-32: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGFBP2 seleccionando la rama ancestral de
Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 48 3,5150 4,5119 -4839,2496 2,8843 0,0894
Nulo (0™ =1) 47 3,4752 4,4647 -4840,6918

dN/dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b

proporcion 0,8107 0,0616 0,1187 0,0090
Opackground 0,0712 1,0000 0,0712 1,0000
o 0,0712 1,0000 3,4911 3,4911

Sitios con BEB > 0,95 para @ > 1 en el linaje blanco:

134 L 0,996%*
139 K 0,978*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como
referencia; probabilidad posterior por BEB.

Tabla A-33: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGFBP4 seleccionando la rama ancestral de
Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 48 6,2037 3,6138 -3702,7358 5,6568 0,0174
Nulo (0™ =1) 47 6,0479 3,5416 -3705,5642

dN /dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b

proporcion 0,8068 0,0516 0,1331 0,0085
Wpackground 0,0264 1,0000 0,0264 1,0000
ot 0,0264 1,0000 7,2375 7,2375

Sitios con BEB > 0,95 para @™ > 1 en el linaje blanco:
20 E 0,999%**

164 Q 0,991 %
193 A 0,950%

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codon; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como
referencia; probabilidad posterior por BEB.
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Tabla A-34: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para IGFBP6 seleccionando la rama ancestral de
Caviomorpha como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL. LRT pvalue
ot 50 3,6588 6,0055 -5939,9215 3,1510 0,0759
Nulo (0™ =1) 49 3,6532 5,9935 -5941,4970

dN/dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,6933 0,2933 0,0094 0,0040
Opackground 0,1178 1,0000 0,1178 1,0000
ot 0,1178 1,0000 64,4237 64,4237

Sitios con BEB > 0,95 para ®" > 1 en el linaje blanco:
NA

NOTA: NA: no aplicable. No se infirieron sitios bajo seleccidn positiva segin un valor de BEB > 0,95.

Tabla A-35: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para GHRH seleccionando la rama ancestral de
Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InLL LRT pvalue
ot 46 4,9811 6,2654 -2509,7298 10,3710 0,0013
Nulo (0" =1) 45 4,8673 6,1053 -2514,9153

dN/dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,7526 0,1603 0,0718 0,0153
Opackground 0,2145 1,0000 0,2145 1,0000
ot 0,2145 1,0000 64,0947 64,0947

Sitios con BEB > 0,95 para @ > 1 en el linaje blanco:
105 S 0,998+

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como
referencia; probabilidad posterior por BEB.
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Tabla A-36: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para GHRH seleccionando el clado Platyrrhini como

linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 46 4,8978 6,1412 -2514,6216 3,3883 0,0657
Nulo (0™ = 1) 45 4,8721 6,1138 -2516,3158
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,7974 0,1683 0,0284 0,0060
Wpackground 0,2199 1,0000 0,2199 1,0000
ot 0,2199 1,0000 11,4519 11,4519

Sitios con BEB > 0,95 para " > 1 en el linaje blanco:

105 S 0,951*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.

Tabla A-37: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para GHRHR seleccionando la rama ancestral de

Platyrrhini como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 48 3,9298 5,8670 -9951,0971 6,9287 0,0085
Nulo (0™ =1) 47 3,9299 5,7139 -9954,5614
dN/dS para las clases de sitio
clase de sitio 0 1 2a 2b
proporcion 0,8044 0,1927 0,0024 0,0006
Wpackground 0,0831 1,0000 0,0831 1,0000
ot 0,0831 1,0000 531,7692 531,7692

Sitios con BEB > 0,95 para @ > 1 en el linaje blanco:

205 S 0,968*

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como

referencia; probabilidad posterior por BEB.
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Tabla A-38: Modelo de ramas y sitios (CODEML) para GHRHR seleccionando el clado Platyrrhini
como linaje blanco.

Prueba de seleccion positiva

Modelo NP Ts/Tv TL InL LRT pvalue
ot 48 3,9566 5,7558 -9932,4410 10,4562 0,0012
Nulo (0" =1) 47 3,9360 5,7377 -9937,6691

dN/dS para las clases de sitio

clase de sitio 0 1 2a 2b

proporcion 0,7607 0,1814 0,0468 0,0112
Wpackground 0,0764 1,0000 0,0764 1,0000
ot 0,0764 1,0000 4,0045 4,0045

Sitios con BEB > 0,95 para @' > 1 en el linaje blanco:

128 10,987* 256 W 0,963* 267 E 0,983*
205 S 0,959* 259 C 0,979*
249 P 0,994 ** 260 K 0,998**

NOTA: Para los sitios bajo seleccion positiva se indica: posicion del codén; aminodcido en la secuencia de H. sapiens usada como
referencia; probabilidad posterior por BEB.
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Tabla A-39: Resultados de aBSREL para los genes INS, IGF1 e IGF2.

INS
Clases de #ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 35 81% 2% 0
2 8 19% 98% 0
Modelo InL np AICc
branch-wise ® (MG94) -3013,85 100 6236,09
branch-site @ -2973,67 116 6190,69

Sin ramas con ® > 1y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

IGF1
Clases de @ #ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 39 91% 26% 0
2 4 9% 74% 0
Modelo InL np AICce
branch-wise @ (MG94) -2561,13 100 5328,18
branch-site @ -2544,64 108 5312,18

Sin ramas con @ > 1 y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

IGF2
Clases de @ #ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 35 81% 5% 0
2 8 19% 95% 0
Modelo InL np AICc
branch-wise ® (MG94) -3384,41 100 6973,85
branch-site @ -3350,54 116 6939,87
Ramas con o > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @
ancestro Platyrrhini 8,51 0,2189%* 0,0050 w; =0,40(97%); @, = 35,20(3%)

NOTA: Se consideraron bajo seleccion aquellas ramas con @ > 1 que presentaron significancia para un & <0, 1, luego de la correccién
de Holm-Bonferroni por pruebas miiltiples. En este sentido, IGF2 no present6 ramas con sefial de seleccion positiva significativa, pero
igual se muestran las caracteristicas de la rama ancestral de Platyrrhini debido a su concordancia con los resultados de BSREL
(Tabla 3.6). TL: largo del 4rbol.
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Tabla A-40: Resultados de aBSREL para los genes INSR, IGFIR e INSRR.

INSR

Clases de @ # ramas % ramas % TL # bajo seleccion

1 22 54% 38% 0

2 19 46% 62% 1

Modelo InL np AICc

branch-wise @ (MG94) -26323,57 96 52839,77

branch-site ® -26212,26 134 52693,76

Ramas con o > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @

ancestro Octodon + Ctenomys 10,62 0,0716 0,0017 ®; =0,05(98%); @ =9,12(2%)
IGFIR

Clases de o # ramas % ramas % TL # bajo seleccion

1 34 76% 8% 0

2 11 24% 92% 2

Modelo InL np AICc

branch-wise @ (MG94) -23560,47 104 47329,6

branch-site ® -23432.86 126 47118,69

Ramas con o > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @

Oryctolagus 34,46 «0,0001 «0,0001 w; =0,02(99%); w, = 3330(1%)

ancestro Platyrrhini 18,31 0,0016 «0,0001  @; =0,25(99%); @, = 32,20(1%)
INSRR

Clases de o # ramas % ramas % TL # bajo seleccion

1 32 74% 63% 0

2 11 26% 37% 1

Modelo InL np AICc

branch-wise @ (MG94) -24070,63 100 48341,95

branch-site @ -24010,71 122 48266,43

Ramas con w > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @

Callithrix 13,17 0,0208 0,0005 w; =0,19(100%); w, = 448(0%)

NOTA: Se consideraron bajo seleccién aquellas ramas con @ > 1 que presentaron significancia para un ¢t <0, 1, luego de la correccién
de Holm-Bonferroni por pruebas miltiples. TL: largo del drbol.
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Tabla A-41: Resultados de aBSREL para los genes IGF2R e IGFBPI1.

IGF2R
Clases de @ # ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 15 33% 6% 0
2 30 67% 94% 7
Modelo InL np AICc
branch-wise ® (MG94) -6341342 104 127035,22
branch-site ® -63020,62 164 126370,16
Ramas con o > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @
Pan 70,56 «s0,0001 «0,0001 o) =0,28(99%); wr = 1720(1%)
Lemur 24,83 0,0001 «0,0001 o) =0,15(99%); wr = 149(1%)
Ictidomys 15,63 0,0600 0,0001 1 = 0,07(99%); @ = 931(1%)
Saimiri 12,81 0,0243 0,0006 o =0,25(100%); @, = 94,50(0%)
ancestro Homo + Pan 11,12 0,0558 0,0013 w; =0,17(100%); wy = 46,90(0%)
Callithrix 10,04 0,0940 0,0023 ; =0,10(100%); @, = 10000(0%)
ancestro Laurasiatheria 9,91 0,0977 0,0024 @ =0,11(99%); @, = 130(1%)
IGFBP1
Clases de @ # ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 31 76% 10% 0
2 10 24% 90% 1
Modelo InL np AICc
branch-wise @ (MG94) -7445,72 96 15086,94
branch-site ® -7397,66 116 15032,45
Ramas con ® > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @
ancestro Platyrrhini 12,32 0,0304 0,0007 w, = 1,00(91%); o, =20,80(9%)

NOTA: Se consideraron bajo seleccion aquellas ramas con @ > 1 que presentaron significancia para un o < 0, 1, luego de la correccién
de Holm-Bonferroni por pruebas miiltiples. TL: largo del drbol.
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Tabla A-42: Resultados de aBSREL para los genes IGFBP2, IGFBP3 e IGFBP4.

IGFBP2

Clases de @ #ramas Y% ramas % TL # bajo seleccion

1 36 84% 3% 0

2 7 16% 97% 4

Modelo InL np AlICc

branch-wise @ (MG94) -4763,92 100 9731,47

branch-site omega -4679,59 114 9591,89

Ramas con w > 1 LRT pvalue corregido pvalue  distribucion de @

Fukomys 35,17 «0,0001 «0,0001  @; =0,00(95%); a» = 10000(5%)

Tarsius 27,56 «0,0001 «0,0001  ®; =0,01(92%); @, = 48,80(8%)

ancestro Mus + Nannospalax 11,85 0,0384 0,0009 o =0,09(97%); @, = 10000(3%)

ancestro Lagomorpha 11,28 0,0501 0,0012 @ =0,45(98%); @, = 137(2%)
IGFBP3

Clases de o #ramas % ramas % TL # bajo seleccién

1 32 82% 1% 0

2 7 18% 99% 0

Modelo InL np AlICc

branch-wise @ (MG94) -4170,66 92 8529,44

branch-site @ -4144,82 106 8507,13

Sin ramas con @ > 1 y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

IGFBP4
Clases de ® #ramas Y% ramas % TL # bajo seleccion
1 40 93% 5% 0
2 3 7% 95% 0
Modelo InL np AlICc
branch-wise @ (MG94) -3639,45 100 7482,75
branch-site @ -3629,34 106 7475,01

Sin ramas con @ > 1 y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

NOTA: Se consideraron bajo seleccién aquellas ramas con @ > 1 que presentaron significancia para un ¢t <0, 1, luego de la correccién
de Holm-Bonferroni por pruebas miltiples. TL: largo del drbol.
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Tabla A-43: Resultados de aBSREL para los genes IGFBP5, IGFBP6 e IGFBP7.

IGFBP5
Clases de o #ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 40 93% 57% 0
2 3 7% 43% 0
Modelo InL np AICce
branch-wise @ MG94) -3779,52 100 7762,34
branch-site ® -3765,28 106 7746,28

Sin ramas con @ > 1 y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

IGFBP6

Clases de o #ramas % ramas % TL # bajo seleccion

1 40 89% 10% 0

2 5 11% 90% 1

Modelo InL np AICce

branch-wise ® (MG94) -5947,40 104 12106,74

branch-site @ -5928,60 114 12089,94

Ramas con o > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @

Octodon 12,45 0,0312 0,0007 o) =0,43(99%); w> = 10000(1%)
IGFBP7

Clases de o #ramas % ramas % TL # bajo seleccion

1 38 93% 68% 0

2 3 7% 32% 0

Modelo InL np AlICce

branch-wise ® (MG94) -2834,94 96 5866,26

branch-site @ -2823,96 102 5856,86

Sin ramas con @ > 1 y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

NOTA: Se consideraron bajo seleccién aquellas ramas con @ > 1 que presentaron significancia para un ¢ <0, 1, luego de la correccién
de Holm-Bonferroni por pruebas miiltiples. TL: largo del 4rbol.
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Tabla A-44: Resultados de aBSREL para los genes GH1, GHR, GHRH y GHRHR.

GH1
Clases de @ # ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 39 87% 71% 0
2 6 13% 29% 0
Modelo InL np AICc
branch-wise ® (MG94) -5035,15 104 10282,63
branch-site ® -5013,97 116 10265,32

Sin ramas con ® > 1y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

GHR
Clases de ® # ramas % ramas % TL # bajo seleccion
1 35 78% 48% 0
2 10 22% 52% 0
Modelo InL np AlICc
branch-wise @ (MG94) -14135,08 104 28479,62
branch-site @ -14098,22 124 28446,51

Sin ramas con @ > 1 y pvalue corregido por Holm-Bonferroni < 0, 1

GHRH

Clases de o # ramas % ramas % TL # bajo selecciéon

1 38 93% 0% 0

2 3 7% 100% 0

Modelo InL np AICc

branch-wise ® (MG94) -2459,62 96 5119,58

branch-site @ -2445.,74 102 5104,92

Ramas con o > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @

Mus 10,98 0,0598 0,0014 o1 = 0,302(91%); an = 10000(9%)

ancestro Platyrrhini 9,14 0,1476%* 0,0036 o = 1,00(98%); @, = 173(2%)
GHRHR

Clases de @ # ramas % ramas % TL # bajo seleccion

1 32 74% 19% 0

2 11 26% 81% 1

Modelo InL np AICc

branch-wise ® (MG94) -9983,20 100 20168,52

branch-site ® -9912,02 122 20071,19

Ramas con o > 1 LRT pvalue corregido pvalue distribucion de @

Callithrix 49,40 «0,0001 «0,0001 o) =0,15(96%); 0, = 151(4%)

NOTA: Se consideraron bajo seleccién aquellas ramas con @ > 1 que presentaron significancia para un o < 0, 1, luego de la correccién
de Holm-Bonferroni por pruebas miiltiples. En este sentido, en GHRH la rama ancestral de Platyrrhini no present6 sefial de seleccion
positiva significativa, pero igual se muestra para enfatizar la concordancia con los resultados de BSREL (Tabla 3.6). TL: largo del

arbol.
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Tabla A-45: Resultados de BUSTED para los genes IGF2, INSR, IGFIR, INSRR e IGF2R.

IGF2: ancestro Platyrrhini

Modelo InL NP AICc pvalue @ (p1) > (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -3394,62 67  6925,50 0,0140 0,32 (81%) 0,46 (16%) 32,10 (3%)
(ramas del background) 0,05 (81%) 0,45(11%) 1,34 (8%)
modelo con @3 = 1 -3398,91 66  6932,00 0,00 (59%) 0,00 (3%) 1,00 (38%)
INSR: clado Caviomorpha
Modelo InL NP AICc pvalue  ©;(p;) o (p2) 3(p3)
modelo sin restricciones  -26317,93 65  52766,15  0,0940 0,03 (89%) 0,06 (10%) 6,28 (1%)
(ramas del background) 0,02 (95%) 0,46 (5%) 9,14 (0%)
modelo con @3 = 1 -26320,3 64  52768,87 0,00 91%) 0,00 (3%) 1,00 (6%)
IGF1R: ancestro Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue  ;(p1) 2 (p2) 3(p3)
modelo sin restricciones  -23579,79 69  47297,87  «0,0001 0,21 (83%) 0,51 (16%) 33,80 (1%)
(ramas del background) 0,02 (97%) 0,81 2%) 49,50 (1%)
modelo con @3 = 1 -23588,82 68  47313,93 0,00 (67%) 0,00 (2.0%) 1,00 (31%)
INSRR: clado Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue  ;(p1) o (p2) 3(p3)
modelo sin restricciones  -24068,68 67  48271,68  0,0150 0,05 (92%) 1,00 (8%) 229 (0%)
(ramas del background) 0,04 (93%) 0,59 (7%) 11,00 (0%)
modelo con @3 = 1 -24072,89 66  48278,08 0,00 (85%) 0,93 (0.0%) 1,00 (15%)
IGF2R: ancestro Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue  o;(p1) > (p2) o3(p3)
modelo sin restricciones  -63164,55 69 126467,27 0,0240 0,13 (87%) 0,49 (12%) 18,40 (1%)
(ramas del background) 0,04 (86%) 1,00 (14%) 805 (0%)
modelo con @3 = 1 -63168,29 68 12647274 0,00 (57%) 0,00 (19%) 1,00 (24%)
IGF2R: clado Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue o (p1) o (p2) 3(p3)
modelo sin restricciones  -63165,11 69  126468,39 «0,0001 0,16 (95%) 0,17 (5%) 41,00 (0%)
(ramas del background) 0,04 (86%) 1,00 (14%) 1260 (0%)
modelo con @3 = 1 -63176,57 68  126489,31 0,04 (0%) 0,00 (81%) 1,00 (19%)

NOTA: Se muestran solo los resultados para las configuraciones de ramas blanco que resultaron bajo seleccién positiva para o <0, 1 .



Tabla A-46: Resultados de BUSTED para los genes IGFBP1, IGFBP2 e IGFBPG6.

IGFBP1: ancestro Platyrrhini

Modelo InL NP AICc pvalue o (p1) (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -63164,55 69  126467,27 10,0240 0,13 (87%) 0,49 (12%) 18,40 (1%)
modelo sin restricciones  -7455,41 65 15042,43 0,0010 1,00 (63%) 1,00 (6%) 7,16 (31%)
(ramas del background) 0,05 (72%) 0,65 27%) 11,70 (1%)
modelo con @3 =1 -7462,76 64  15055,07 1,00 (5%) 0,95 (0%) 1,00 (95%)
IGFBP1: clado Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue  ;(p;) > (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -63164,55 69  126467,27 0,0240 0,13 (87%) 0,49 (12%) 18,40 (1%)
modelo sin restricciones  -7459,83 65 15051,27 0,0150 0,97 (78%) 0,99 (18%) 16,00 (4%)
(ramas del background) 0,06 (73%) 0,66 (26%) 11,20 (1%)
modelo con @z = 1 -7464,00 64  15057,56 1,00 (6%) 0,94 (0%) 1,00 (94%)
IGFBP2: ancestro Hystricognathi
Modelo InL NP AICc pvalue  o;(p;) o (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -63164,55 69  126467,27 0,0240 0,13 (87%) 0,49 (12%) 18,40 (1%)
modelo sin restricciones  -4785,68 67  9706,98 0,0380 0,19 (82%) 0,19 (17%) 2300 (1%)
(ramas del background) 0,09 (96%) 0,51 (3%) 17,10 (1%)
modelo con w3 = 1 -4788,95 66 971148 0,23 (100%) 0,24 (0%) 1,00 (0%)
IGFBP6: clado Caviomorpha
Modelo InL NP AICc pvalue o (p1) (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -63164,55 69 126467,27 0,0240 0,13 (87%) 0,49 (12%) 18,40 (1%)
modelo sin restricciones  -5962,06 69  12063,85 0,0070 0,14 (95%) 1,00 (5%) 233 (0%)
(ramas del background) 0,27 (96%) 0,27 (3%) 6,82 (1%)
modelo con w3 = 1 -5966,96 68  12071,61 0,00 (80%) 0,93 (0%) 1,00 (20%)

NOTA: Se muestran solo los resultados para las configuraciones de ramas blanco que resultaron bajo seleccion positiva para & < 0,1 .
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Tabla A-47: Resultados de BUSTED para los genes GHRH y GHRHR.
GHRH: ancestro Platyrrhini

Modelo InL NP AICc pvalue  (p)) o (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -2475,64 65  5085,08  0,0110 1,00 (88%) 1,00 (10%) 196 2%)
(ramas del background) 0,228 (70%) 0,23 (20%) 2,16 (10%)
modelo con @; = 1 2480,14 64 5091,94 1,00 (7%) 0,92 (0.0%) 1,00 (93%)
GHRH: clado Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue  ®(p1) (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -2478,34 65  5090,47 0,0910 0,52 (92%) 0,54 (8%) 93,90 (0%)
(ramas del background) 0,23 (66%) 0,23 (24%) 2,22 (10%)
modelo con w3 = 1 -2480,73 64  5093,14 0,00 (1%) 0,00 (50%) 1,00 (49%)
GHRHR: ancestro Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue  (p)) o (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -9989,22 67  20113,40 0,0520 0,25 (94%) 0,27 (5%) 10000 (1%)
(ramas del background) 0,09 (86%)  0.931 (14%) 64,40 (0%)
modelo con w3 = 1 -9992,18 66 20117,28 1,00 (13%) 0.00 (74%) 1,00 (13%)
GHRHR: clado Platyrrhini
Modelo InL NP AICc pvalue  ®(p1) 2 (p2) w3(p3)
modelo sin restricciones  -9986,87 67  20108,70 «0,0001 0,00 (77%) 1,00 (22%) 384 (1%)
(ramas del background) 0,06 (78%) 0,49 (16%) 1,45 (6%)
modelo con w3 =1 -10001,58 66  20136,09 0,00 (76%) 0,94 (0%) 1,00 (24%)

NOTA: Se muestran solo los resultados para las configuraciones de ramas blanco que resultaron bajo seleccion positiva para & < 0,1 .

Tabla A-48: Prueba de relajacion de la seleccion en Platyrrhini comparado con los restantes linajes de
Euarchonta como referencia (RELAX).

Gen Coeficiente k pvalue LR  Platyrrhini o REF AICc nulo AICc alternativo
INS 0,61 0,0686 3,32 021;0,59;4,18  0,07;0,42; 10,6 5282,52 5281,37
IGF1 0,71 0,1845 1,76  0,15;0,15; 1,00  0,07; 0,07; 1,00 4823,79 4824,15
IGF2 1,35 04438 0,59 0,09;0,16;898 0,17;0,26; 5,09 5892,82 5894,33
INSR 0,21 «0,0001 66,10 0,02;0,69;147 =~0;0,17; 6,20 47090,14 47026,05
IGFIR 0,35 «0,0001 65,88 0,08;0,75;26,1 ~0;0,45;10.000 42614,08 42550,21
INSRR 0,84 0,0491 3,87 0,12;0,37; 153 0,08; 0,31; 389 42824,10 4282224
IGF2R 0,59 0,0118 6,34 0,01;0,94; 58,90 =0;0,90;1.000 107861,83 107857,50
IGFBP1 0 «0,0001 31,45 1,00;1,00; 1,00  0,02;0,79; 10,20  12758,38 12728,99
IGFBP2 0,23 «0,0001 28,40 0,13;0,30;1,19 ~0;0,01; 2,12 8640,52 8614,19
IGFBP3 0,63 0,0793 3,08 0,17;0,20;2,13  0,06; 0,08; 3,35 7318,60 7317,61
IGFBP4 0,18 «0,0001 24,90 0,05;0,66;1,29 ~0;0,11;3,98 7517,06 7494,23
IGFBP5 0,43 «0,0001 22,64 0,18;0,20;20,1  0,02;0,03; 1.000 7086,75 7066,18
IGFBP6 0,91 0,8072 0,06  0,15;0091; 1,08 0,13;0,90; 1,09 10794.,46 10796,48
IGFBP7 0,85 0,7040 0,14  0,07;0,08;4,69  0,05;0,05; 6,20 5330,55 5332,49
GH1 NA NA NA NA NA NA NA
GHR 0,83 0,5343 0,39 0,27;0,66;3,93 0,21;0,60; 5,23 25565,82 25567,46
GHRH 0,66 0,5002 045 049;0,49; 211 0,34;0,34;3.330  4292,78 4294.,49
GHRHR 21,57 0,0054 7,75 =~0;1,00; 390 0,09; 1,00; 1,32 17557,21 17551,5

NOTA: NA: no aplica; LR: cociente de verosimilitud entre los modelos nulo y alternativo; @ REF: valores de @ en los euarcontos no
platirrinos usado como referencia. Los valores de @ en Platyrrhini y REF se indican como @y; @,; @3.
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B APENDICE: figuras suplementarias

Figura B-1: Via de sefnalizacién de insulina obtenida de KEGG (via hsa04910; Kanehisa ez al., 2015).Sobre el disefio original, genes proximales como INS e INSR
se colorearon en rojo; algunos genes importantes que intervienen en la respuesta principalmente metabdlica se indican en rosa y otros genes importantes
en la respuesta de proliferacion y crecimiento se colorearon en violeta. Cabe sefialarse que el nimero total de genes es mucho mayor al indicado, ya que
en general cada cuadrado representa multiples genes. Por ejemplo, IRS representa cuatro pardlogos diferentes (IRS1 a IRS4).
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Figura B-2: Timetree, cladograma calibrado segin el tiempo geolégico de los procesos de
diversificacion, para los faxa estudiados. La filogenia se obtuvo a partir de la base de datos
TimeTree (http://www.timetree.org; Hedges y Kumar, 2009; Hedges et al., 2015).
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Figura B-3: Anilisis de correspondencia de la composicién de codones de los genes y faxa estudiados.
Los tridngulos azules indican los codones mientras que los circulos rojos representan
las especies, algunas de las cuales estdn etiquetadas. ANA: A. nancymaae; BOV: B.
taurus; CAR: Carnivora; CJA: C. jacchus; CLA: C. lanigera; CPO: C. porcellus; CSO:
C. sociabilis; FDA: F. damarensis; GGO: G. gorilla; HSA: H. sapiens; MMU: M. mulatta,
MUS: M. musculus; NGA: N. galili; OCU: O. cuniculus; OGA: O. garnettii; OPR: O.
princeps; PER: Perissodactyla; TBE: T. chinensis; TSY: T. syrichta.
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Figura B-4: Anilisis de correspondencia del uso de aminodcidos de los genes y faxa estudiados. Los

tridngulos azules indican los aminodcidos mientras que los circulos rojos representan las
especies. ANA: A. nancymaae; BOV: B. taurus; CAR: Carnivora; CJA: C. jacchus; CLA:
C. lanigera; CPO: C. porcellus; CSO: C. sociabilis; DOR: D. ordii; FDA: F. damarensis,
GGO: G. gorilla; HGL: H. glaber; HSA: H. sapiens; MMU: M. mulatta; MUS: M.
musculus; NGA: N. galili; OCU: O. cuniculus; ODE: O. degus; OGA: O. garnettii; OPR:
O. princeps; PER: Perissodactyla; SBO: S. boliviensis; TBE: T. chinensis; TSY: T. syrichta.
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“OWITUQUIS

OU OIqUIED UN SO[[Q 9P OUN SOUIW [B OPUAIS ‘sosed saI) SOUAW [B BION[OAUL D) ], - DOV uoomnsns e orod ‘eur1ds ered sowruours sauopod uejuasaid
sourtmerd A soureed ‘Jg7 UOPOd [9p OSed [d uyg “eISojowoy ap ss1ajodiy B[ US O SBIOUANOIS SB[ 9p eUNS[e U SIIO0IIQ UBIBISIP IS OJUSIWEUIR [d
OPUBAISSQO ‘SOUBDIID ANUI SOUOPOI 0IeNd U BANISOd UQIIII[S 030919p TINHAOD Ue opejuawia[dull SONIS A SBWeI 9p O[opou [d Ualq IS "sauororsod seso
ered SOpIopoUTIE SO UBDIPUL S BYIAIIP B[ B OIPBNIAI [2 U ‘G6T A $6T ‘€67 ‘167 SOU0pod sof apuardwiod anb ugr3ar eun ered Y14OT op Ojudnuedully :9-g eansi4

Y39 LY¥IDLOVOID0IYOIYIILYILOI L 1I999YDII LI¥OIOVIOVOYDIIDIOVIIIDLYIVYIIOIOIILLIYDD
S6Z - €62 1 ¢,
rdo3daElsavs 51971 [5555v555 I vHI0900VOYDII939Y¥II30LYIV¥YII0291D1L10¥0D Sued
rdo3daklpavs 51951 15999v933 1 vHI0¥3999¥0 13939%I33I L¥I¥YIIOLOLD L LDYDD snb3
rdo3adaklsawn 51951 15999v933 1 vH30¥30¥O¥0I393¥ Y30 LYI¥YIIOI0 LD L LOYDD S0F
Ado3dakls 3vn 51951 147999v935 v 1O¥I0VOYD LD 1L YYIIID LYIY¥YII0IDLDL1DYOY &ied
Ado3dakls 3vn 51911 07999v0 10 b vdI0YI0VOYDI 01 YYIIDDLYIVYIIOIOLDL1DYOD elyduyd
Ado3dakls 3vn 51951 1p999v933 1o vHI0¥I0¥OY0I393 YYD LYI¥YIDIOIO LD L LD YDD SALOUSID
Ado3dakls 3vn 51971 107999v0 10 0¥ 10YIOVOYDI D LYYYIDD LYIYYIIOIOLD L LDV L LOPOI0
Ado3dakls 3vn 51931 107999vo 10 L vdI0YI0VOYD LD 1 YYIDDDLYIVYIIOIOLD L LD YOO SNeydanoialsH
Ado39akls 3vn 51931 147999v950 I vH30¥I0VOYD 1393 YYIIDD LYIYYIIDIDLD L 1D YOD SAwosnd
Ado3dablsavs 51931 147999v9923 I vH39900vO¥0I3939YIDDD LYIVYIIDIDLIIDIYOD SAWOPoda
adordallsavs 11931 107991v100 b vd10900vOYD LD 10VOYIDLYIYYIDIOLO1D 11 1 Y¥OY Xejedsouten
Adoadakls 3vn 11951 1p991vo93 1o v 10¥30YOYO 1393 ¥ Y33 L¥I¥YIDIOIOLDLLLYOD S
Ado3daklsavs 51911 107999v9 10 YD 10¥I0VOYD 1I930YI1DDLYIVYYIDIOLOLD L 1D YOD SAwopnds
Ado3daboavn 51911 147999v9320 o vH399299 1¥DI393¥YLIDD LYIYYIDIDIDLD L LIYOD Snbeoiio
Ado- -l3b3aas 51951 1poo------ OYDIOFYYOIVOI LOIOYI LIDILYIVYIIOIOLD L LIVD L eUoIoyd0
Ado3daklsavs 51931 4399vvo 10 o vHI0YI0VOYDII930YIOYILYIVYIDIOIDLID L LDYOD eedny
Ado3daklsavs 51951 19999v093 1o vdr0¥30¥O¥033939%¥I3II LYIVYIDIOIDLD L 1D YDD SNgad0iN
XXX XXX XXX XXX XXX KX KA KK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KK KKK SUSIe
3 D10l LIAOVY vy vHOvID I 10 VvOvO LI LI0VI L0 LvIOvI 001010 LLOv D L MIGies
3 91991 ovyovyovdovdod 1ovvYorYo 13 139VI 100 L¥I0YII01010 L LYYD L Smoy
3 5191 1 ovyIvy v doydo 1Y YO¥DI I 139YI 10D L¥IOYIIOLO LD L LOYD L Mues
a SIGRINIGEELERRY L EREL FEL L CRREIGL PSR IL Pl PP PR BN N L SN
a 91911 49999v933 I vHI0¥I0YYYOII930YILOD LYIVYIIOIOLD L LIYD L B
a 51911 1§9995v933 |0 v$304I9VOVDI0930¥ILII LYIVYIIOIDLI LLIIVOL OuoH
z h68 088 048 098 058 ov8
G6Z - €62 16C 30IN3S G SIBIN9[ED) N0j0D) JeWI04 M3IA 19919 1T 3lid

L
XgC

BISBJ'G6Z THZ S|U0P0d YT49I/HT4Ol S/YNITNSNI/SIUSWINI0g eIeleu/aLoy/ J
mopuipy di3H Seswe; sjoo] 3|13

140°8°C mainfer

133



B APENDICE: figuras suplementarias

25

Il
31 Gorilla
Macaca
30
Callithrix
— 29 m " Aotus
Saimiri
48 Tarsius
27 Microcebus
Tupaia
26 Ochotona
36
Oryctolagus
{35 Ictidomys
Mus
37 40
39 Nannospalax
Dipodomys
L 138 _Mm_u:xo:d\m
L Heterocephalus
a1 5 Ctenomys
a4 Octodon
43 Chinchilla
Cavia
Bos
46 Equus
—— 47
Canis
0.03

Figura B-7: Topologia de referencia con largos de rama obtenidos a partir de 12 genes mitocondriales de la hebra pesada. Un alineamiento construido a partir de
los 12 genes codificantes de proteinas de la hebra mitocondrial pesada, con exclusién de la tercera posicién de los codones, se utiliz6 para calcular en
PhyML el largo de cada rama de la topologia. Estos largos indican la tasa de cambio por rama, encontrdndose la escala en unidades de sustituciones por
nucleétido. Los niimeros indican nodos que se utilizan para describir ramas internas en la Tabla 3.8.
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Figura B-8: Alineamiento de algunas secuencias aminoacidicas del péptido glucagén. Los sitios estdn
coloreados segtin el porcentaje de identidad. Se puede observar que todas las sustituciones,
excepto una, estdn concentradas en Caviomorpha. Ademds, los diferentes caviomorfos
presentan diferentes cambios aminoacidicos. Adaptado de Nishi y Steiner (1990).
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Figura B-9: Visualizacién genémica del ex6n 11 y region adaycente del gen INSR en humano, tomada del UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/).

Debajo de la secuencia y modelo génico en humano (el gen tiene sentido de derecha a izquierda en la figura), se muestra el track de conservacién y
alineamiento para vertebrados, donde solo los faxa de interés han sido seleccionados. Para mayor claridad, en la parte inferior de la figura se incorpord
un diagrama de esta regién génica. Se puede observar un alto nivel de conservacién general, asi como la delecién en C. porcellus (flecha roja) de la
region homdloga al inicio del exén 11 en los restantes mamiferos incluidos en el alineamiento. La secuencia identificada en UCSC Genome Browser
como "brush-tailed rat" corresponde a O. degus.
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