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Adaptaciones moleculares en la B-globina de roedores
Octodontoideos.

Resumen

En la superfamilia de roedores caviomorfos Octodontoidea existen dos linajes independientes
donde han evolucionado recientemente a estilos de vida totalmente subterraneos: el género
Ctenomys (tucu-tucus) y el género Spalacopus (coruro). El habitat subterraneo se caracteriza
por ser hipdxico (bajo en oxigeno) e hipercapnico (alto en diéxido de carbono), por lo que el
intercambio de gases es uno de los desafios mas importante que enfrentan estos animales. La
invasién del nicho subterraneo podria haber modificado los regimenes selectivos de proteinas
involucradas en la respiracién y el transporte de O, de estos roedores, seleccionando
positivamente alguna de éstas proteinas. Aqui examinamos la variacion de secuencia en el gen
de la subunidad beta de la hemoglobina en estos dos linajes, dentro de un contexto
filogenético robusto. Para identificar sefiales de seleccién se utilizd el test w, y se utilizaron
diferentes métodos: el mas conocido que compara la proporcion de cambios sindnimos (dS) y
no sindnimos (dN)en las secuencias, utilizando maxima verosimilitud e inferencia bayesiana
(PAML / Datamonkey) y métodos alternativos que evalian el impacto en las propiedades
fisicoquimicas del reemplazo aminoacidico (TreeSAAP).En forma congruente, los tres métodos
encontraron al menos 3 sitios bajo seleccidn, concentrdndose mds en los linajes subterraneos,
especialmente en la rama basal que conduce a la familia Octodontidae y en la rama que
conduce al coruro, sugiriendo algunos cambios adaptativos a la vida subterranea.

Introduccidn

En la superfamilia de roedores caviomorfos Octodontoidea existen dos linajes independientes
gue han evolucionado recientemente a estilos de vida totalmente subterraneos. El género
Ctenomys, perteneciente a la familia Ctenomyidae, cuyas especies son conocidas comiUnmente
como tucu-tucus, y el género Spalacopus, incluido en la familia hermana Octodontidae, el cual
es monotipico y cuya Unica especie S. cyanus es conocida como coruro(Pattonet al., 2015).

Se reconoce que los tucu-tucus y el coruro presentan una amplia gama de adaptaciones con
relacidn a la excavacion, que van desde comportamientos hasta cambios en la morfologia. Las
especies excavadoras han pasado por profundos cambios fisioldgicos, asi como también en la
conformacion de su sistema mioesquelético, ya que durante los periodos de intensa actividad
de excavacién es necesario producir y transmitir gran fuerza (Lessa et al., 2008). Dentro de la
familia Octodontidae, el coruro ha evolucionado a una vida completamente subterranea y ha
adquirido numerosos cambios morfoldgicos en los dltimos 2 a 3 millones de afios (Ma) (Lessa
et al., 2008). A diferencia de estos Ultimos, en Ctenomyidae (familia hermana de
Octodontidae), los tucu-tucus, han acumulado cambios asociados a la vida subterranea en
forma de mosaico a lo largo de varios linajes, en un proceso que ha tomado al menos 8 Ma
(Lessa et al., 2008).Una ventaja es que la relacion filogenética de estos roedores subterraneos
con las especies no subterrdaneas mds emparentadas estd bien establecida (Upham vy
Patterson, 2012).



Sin embargo, el vivir debajo de la tierra implica mas retos. La composicion de los gases de las
galerias subterraneas es muy diferente a la que se encuentra en la atmdsfera sobre el suelo.
Segln estudios realizados, la atmésfera subterrdnea se caracteriza por ser hipdxica (baja en
oxigeno) e hipercdpnica (alta en didxido de carbono), por lo que el intercambio de gases es
uno de los desafios mas importante que subyace en este tipo de habitats (Buffenstein, 2000).
Por lo tanto, estos grupos ofrecen una gran oportunidad de estudiar la evolucién adaptativa de
genes involucrados en la respiracion como respuesta a la hipoxia del nicho subterraneo. De
forma similar a los vertebrados que viven a gran altura, donde la hipoxia hipobarica es un
factor de estrés ambiental constante que no puede ser mitigado tan solo por cambios en el
comportamiento (Storz et al., 2010), es de esperar en los ambientes subterraneos un escenario
similar.

Las adaptaciones a la hipoxia se manifiestan a nivel organismo, a nivel celular y molecular. Las
primeras se refieren a estructura, funcidn y eficiencia en érganos respiratorios, mientras que
las segundas se refieren principalmente a cambios en la concentracion, estructura y funcién de
la hemoglobina y a los ajustes en condiciones de funcionamiento celular (Weber, 2007).La
base de la tolerancia a la hipoxia de los vertebrados fue un misterio durante mucho tiempo,
pero varios estudios fundamentalmente en aves, mamiferos y anfibios, han arrojado mucha
evidencia de que las modificaciones en la funcidn de la hemoglobina estarian cumpliendo un
rol esencial en la respuesta a la hipoxia en la vida en las alturas (Storz y Moriyama, 2008).En
condiciones de hipoxia severa, los resultados tedricos y experimentales indican que
generalmente es ventajoso tener una afinidad elevada de O,en sangre(Scott y Milsom, 2006).
Por ejemplo, se ha visto que en especies nativas de ambientes de gran altitud, el conjunto de
cambios fisioldgicos que ayudan a tolerar la hipoxia en su mayoria representan adaptaciones
con base genética que han evolucionado bajo la influencia de la seleccion natural (Weber et
al., 1991; Weber, 2007; Storz et al., 2010; Natarajan et al., 2015; Storz et al., 2019).

La hemoglobina (HB) es la proteina transportadora de O, en la sangre de los vertebrados. Es un
tetramero, constituida por dos cadenas a (alfa) y dos cadenas B (beta) (HBB) (Weber, 2007).
Bajo una hipoxia severa, aumentar la afinidad por el O, en la sangre resuelve varios problemas:
ayuda a asegurar el suministro de O, en la sangre al mantener la saturacién de O, arterial y
también a preservar el gradiente de presién que impulsa la difusion de O,desde los capilares
periféricos a las células de los tejidos respiratorios (Natarajan et al., 2015). Para aumentar la
afinidad del O, en sangre hay varios caminos. Uno de ellos es a través de cambios en la afinidad
intrinseca al O, de la HB, otro viene dado por cambios en la sensibilidad de la HB a los efectores
alostéricos y/o cambios en las concentraciones de los efectores alostéricos dentro del
eritrocito (Revsbech et al., 2013). En los gldbulos rojos de mamiferos, el principal efector
organico de fosfato es el 2,3-difosfoglicerato (DPG), el cual disminuye la afinidad de HB por el
0O, al unirse estereoquimicamente a residuos especificos cargados positivamente en la cavidad
central de HB desoxigenada (o estado Tenso de la HB, Arnone, 1972). La estabilizacion
resultante de esta Ultima, desplaza el equilibrio alostérico entre el estado Tenso de baja
afinidad y el estado Relajado de alta afinidad en favor de la estructura cuaternaria de baja
afinidad estado Tenso (Perutz, 1970). Otros efectores alostéricos que reducen la afinidad de la
HB por el O, son los iones Cl, asi como el H. y el CO, que facilitan la descarga de O, en los
capilares tisulares a través del efecto Bohr (disminucién de la afinidad HB — O, a pH
bajo)(Weber y Fago, 2004). Las funciones de transporte de O,de la HB dependen de los efectos
homotrdpicos (la cooperatividad de las subunidades con la unién de O) y los efectos
heterotrdpicos (la sensibilidad de la unién de O, a las concentraciones de protones, iones de
cloruro, CO, y fosfatos organicos) (Storz y Moriyama, 2008). Todas estas adaptaciones han sido
encontradas en aves, anfibios y reptiles que viven a gran altitud (Winslow, 2007; Weber,
2007). En el estudio de Jessen et al., 1991, se ha argumentado que dichas adaptaciones surgen



de una o unas pocas sustituciones de aminodacidos en posiciones clave, mientras que la
mayoria de las sustituciones entre especies son funcionalmente neutrales.

Al ser la atmdsfera de las cuevas hipdxica, es posible que la invasion del nicho subterraneo
modificara los regimenes selectivos de proteinas involucradas en la respiracién y el transporte
de O, de estos roedores, teniendo como consecuencia seleccidn direccional positiva en alguna
variante de éstas. Estudios previos han mostrado que las tasas de sustitucion de reemplazo
aminoacidicas en el gen del citocromo b mitocondrial de diversos linajes subterraneos estarian
aceleradas con respecto a sus parientes de vida superficial (Da Silva et al., 2009). Para roedores
octodontoideos subterrdaneos en particular, se muestra un resultado similar en varias proteinas
involucradas en la respiracion celular codificadas por el genoma mitocondrial (Tomasco y
Lessa, 2011), y con un muestreo mas denso se ha mostrado evolucidon adaptativa en sitios
particulares de la subunidad 2 de la citocromo oxidasa (Tomasco y Lessa, 2014). Mas
recientemente, se ha estudiado la subunidad a de la HB de estos roedores y especificamente
se encontraron 2 sitios con evidencia de seleccidn positiva en la rama basal de Octodontidae,
sugiriendo adaptaciones con respecto a la fosforialidad (organismos que excavan cuevas
donde viven gran parte de sus dias pero también algunas actividades se desarrollan en la
superficie), pero no estrictamente a la vida subterrdnea, ya que ademas de los organismos
subterrdneos, en este grupo hay especies fosoriales (Tomasco et al., 2017).

En los estudios anteriores, la herramienta utilizada para identificar la potencial existencia de
seleccién positiva a nivel molecular fue el test dN/dS, el cual consiste en evaluar la relacién
entre la proporcion de cambios sindnimos (dS) y no sinénimos o de reemplazo aminoacido
(dN), donde dicho cociente dard un parametro conocido con la letra griega w. (Yang y
Bielawski, 2000). En general, bajo neutralidad, se espera que dS sea mayor que dN en genes
codificantes de proteinas, o a lo sumo similares en casos de pseudogenes. Si en cambio, la
relacidn se invierte, y w es mayor a 1, puede ser interpretado como aceleracion de fijacion de
cambios no sinénimos debido a la seleccidon natural positiva, infiriendo que estos cambios son
beneficiosos. Por lo tanto, cuando w es significativamente mayor que uno es evidencia
convincente para identificar seleccidn positiva, es decir, una adaptacién molecular (Nielsen y
Yang, 1997).

Si bien los resultados a nivel de la subunidad a son interesantes, es necesario conocer y
estudiar lo sucedido con la subunidad B, para tener un panorama completo de la evolucién de
la HB en su globalidad, como una proteina funcional. En este estudio se evaluara si la invasion
del nicho subterrdneo involucré modificaciones adaptativas en el gen que codifica la HBB en
roedores octodontoideos, en particular en los géneros de especies subterraneas Ctenomys y
Spalacopus.

Materiales y métodos

Especies elegidas

Para todas las especies, menos Chinchilla laringera, se seleccionaron dos individuos por
especie como control interno de estar evidenciando sustituciones, y no polimorfismos.
Especificamente, se trabajé con especies de dos géneros subterrdneos y de otras no
subterraneas emparentadas, todas pertenecientes a la superfamilia Octodontoidea. Las
especies subterraneas fueron los tucu-tucus (C. sociabilis, C. rionegrenis y C. torquatus) y el
coruro (S. cyanus). En el caso de las no subterraneas se eligieron a el degu (Octodon degus), la
rata vizcacha colorada (Tympanoctomys barrerae) y la chinchilla (Chinchilla laringera). Se



utiliz6 como grupo externo una especie del género Cavia (C. porcellus). La elecciéon de 3
especies de tuco-tucos responde a que este género tiene una gran cantidad de especies (69
segln Bidau et al., 2015) y con esta selecciéon se intenta poder representar la diversidad
interna del grupo: C. sociabilis es la hermana del resto de los tucu-tucus, C. rionegrensis y C.
torquatus forman parte de grupos filogenéticamente diferentes (Parada et al., 2011).

Obtencién de secuencias nucleotidicas y procesamiento

En muchos casos se trabajé a partir de tejidos conservados en etanol, presentes en el
Laboratorio de Evolucion de la Facultad de Ciencias (ver tabla 1). En esos casos, se realizo
extracciéon de ADN total a partir de tejidos, usando un protocolo estandar (modificado de
Miller et al., 1998). Luego se amplifico el gen HBB mediante la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), siguiendo las condiciones primarias sugeridas en Tomasco et al., 2017.
Los primers para la PCR fueron disefiados considerando las secuencias consenso flanqueantes
a las regiones a amplificar del gen de la HBB, teniendo como referencia la secuencia de C.
porcellus, ya que la secuencia de este gen se encuentra depositada en la base de datos de
GenBank (Voucher de acceso a GenBank:XM_00346527). Los primers utilizados son: AGO 1F
para el cebador foward: 3" ATTCTTCACTTGTATAATAAAAAT 5°; y AGO 6R en el caso del reverse:
3" AACTTAGAATAATATATAGCAAAAS’. La PCR se realizd6 en un volumen total de 10 ul que
contenia las siguientes concentraciones finales: 5 pl de ADN (dilucién 1:100 de la extraccidn)
usado como molde, 1 pL de Taq Polymerase Buffer 10X, 0,2 pL a 10mM de cada dNTP, 0,2 uL a
10uM de cada cebador, 0,2 pL Tag Polymerase (5U/ulL) y 1 pL de MgCl, (25mM). Las
amplificaciones por PCR se realizaron en un PXE0.2 Termociclador (Thermo — Electron
Corporation), con una desnaturalizacidn inicial de 3 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30 s de
desnaturalizacién a 94°C, 30 s de asociacién a 45°C y 30 s de extension a 72°C, y un extensién
final de 2 min a 72° C. En cada corrida de PCR, se incluyo una reacciéon sin ADN molde,
correspondiente al el control negativo. Los productos de PCR se visualizaron mediante una
electroforesis en minigeles de agarosa 0.8% en TBE 1X, tefiidos con Bromuro de Etidio. Una vez
que fue obtenida una banda del tamafio deseado y sin productos secundarios, el producto fue
enviado para ser purificado y secuenciado por el método Sanger a Macrogen INC
(macrogen.com), a partir de ambos extremos. Las secuencias obtenidas se editaron
manualmente en Proseq (Filatov, 2002), verificando cada cambio, la estructura intréon-exon y la
ausencia de codones stop e inserciones / deleciones que generan cambio de marco de lectura.
Posteriormente se alinearon con Clustal en MEGAX (Kumar et al., 2018).

Ademas de la técnica de PCR y secuenciacion Sanger para la obtencidn del gen de la HBB para
las especies elegidas, se utilizd la herramienta bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment
Tool), para buscar la secuencia mas parecida a la HBB de C. porcellus en transcriptomas
reportados en Genbank para los casos de C. laringera, O. degus y C. porcellus (ver tabla 1).
Para el gen de HBB en C. rionegrensis, C. sociabilis, C. torquatus y S. cyanusse se realizd una
busqueda de genes homodlogos a través del software BLAST utilizando como base de datos
transcirptomas obtenidos en el Laboratorio de Evolucién de Facultad de Ciencias (UdelaR) aun
no publicados (Ver tabla 1), los cuales fueron obtenidos con lllumina (macrogen.com)

Analisis de seleccion

Para establecer la posicién de los géneros de la filogenia para este estudio se tuvo en cuenta
los arboles propuestos por Upham y Patterson (2012) para los octodontidos y por Parada et al.
(2011) para las relaciones internas al género Ctenomys.

Para identificar seleccidn positiva a nivel molecular, y de esta forma evoluciéon molecular

adaptativa en un contexto filogenético se utilizé el test w, el cual compara la proporcién dN/dS



(Yang y Bielawski, 2000). El programa Codeml es el mas utilizado para este fin y es
implementado en el paquete PAML (Phylogenetic Inference with Automatic Likelihood Model)
(Yang, 2009).Este es un enfoque conservador e identifica seleccién natural positiva en sitios
(Yang y Nielsen, 1998) o ramas (Yang et al., 2000) con un arbol y una alineacién dada. También
el programa es capaz de detectar seleccidn natural en sitios y ramas simultdneamente, ya que
la evolucién adaptativa en su mayoria ocurre en rafagas episddicas, en unos pocos sitios
dentro de un gen y en un numero reducido de linajes en un arbol. Esta ultima opcién, llamada
“Branch-site”, proporciona un marco estadistico para buscar evidencia de seleccién episddica,
pero especificando las ramas donde esta pueda ocurrir a priori (ramas “foreground”) y en
donde no (ramas “background”) (Yang y Nielsen, 2002; Yang et al., 2005; Zhang et al., 2005).
Por lo tanto, utilizamos estas tres aproximaciones en la versién PAML4.6. La variacion en los
valores para w se estimaron: 1) a lo largo de diferentes linajes mientras se mantienen las tasas
constantes a través de los codones (Yang y Nielsen, 1998), 2) a través de los codones mientras
se mantienen las tasas constantes a lo largo de las ramas (Yang et al., 2000), y 3)
simultdaneamente a través de los codones y a lo largo de los linajes (Yang y Nielsen, 2002; Yang
et al., 2005; Zhang et al., 2005). Los dos ultimos enfoques utilizan probabilidades posteriores
bayesianas (BEB) para determinar la probabilidad de que una posicién de codén haya
experimentado una presidn selectiva positiva.

. Especies utilizadas, especificando el Voucherde Museo (en el caso de tenerlo), procedencia de la muestra,
nimero de acceso a GenBank y detalle del procedimiento con que fue realizado. Los casos donde el numero de
acceso a GenBank es XXXXXX, son porque aun no fue subida la secuencia a dicha base de datos. (***: Secuencia de
S. cyanus cedida por Gladyshev V.N, utilizada en el trabajo Fang et al., 2014

Especie Voucher/procedencia GenBank Procedimiento

EAL533 (Universidad de California) MF169881 BLAST/transcriptoma en GenBank

C. sociabilis
SRR488153 BLAST/transcriptoma en GenBank

EV1996 (Lab. de Evolucién, UdelaR) XXXXXX BLAST/ transcriptoma no publicado
C.
rionegrensis
EV1064 (Lab, de Evolucién, UdelaR) XXXXXX PCR y secuenciacion Sanger
EV1925 (Lab. de Evolucidn, UdelaR) XXXXXX BLAST/ transcriptoma no publicado
C. torquatus
EV1924 (Lab. de Evolucién, UdelaR) XXXXXX BLAST/ transcriptoma no publicado
109251 (Universidad Catdlica de Chile) XXXXXX PCR y secuenciacion Sanger
0. degus
- XM_00464199| BLAST/transcriptoma en GenBank
DG657 (Universidad Austral de Chile) XXXXXX PCR y secuenciacion Sanger
S. cyanus

*** (Lab. de Evolucidén, UdelaR) XXXXXX BLAST/ transcriptoma no publicado




AO73 (MF169894)(CONICET. Argentina) XXXXXX PCR y secuenciacién Sanger
T. barrerae
AK13811 (MF169894)(IADIZA-CCT) XXXXXX PCR y secuenciacién Sanger
C. laringera 615717501 (GBDJ01074194) GBDJ01074194| BLAST/transcriptoma en GenBank
CP (MF169896)(Inst. Pasteur, Montevideo) XXXXXX PCR y secuenciacidon Sanger
C. porcellus
- XM_00346527| BLAST/transcriptoma en GenBank

Analisis con PAML

1) Modelo de ramas:
Para obtener estimaciones distintas de w para diferentes linajes, realizamos (i) un
modelo nulo con un solo w para todas las ramas en la filogenia; (ii) un modelo
completo en el que todas las ramas de la filogenia tienen valores de w diferentes, vy (iii)
modelos de complejidad intermedia que permiten valores de w diferentes para cada
clado o rama de interés (filogenética, por ejemplo, por familia y/o “ecoldgico”, es
decir, distinguiendo taxones subterraneos y no subterraneos).
2) Modelo de sitios:
Para explorar la variacién de la tasa entre los codones, comparamos la probabilidad de
ajuste del modelo bajo seleccién, llamado M8, contra el modelo sin seleccion M8a
(como el anterior pero con fix omega=1, omega=1 en el archivo control), que es la
prueba recomendada por los autores (Yang et al., 2000).
3) Modelo de sitios y ramas simultaneamente:
Al buscar seleccidn positiva en sitios individuales a lo largo de linajes especificos
simultaneamente, utilizamos dos variantes del Modelo A de “Branch-site” y el LRT
((Likelihood Ratio Test,) entre ellos (Modelo A y Modelo A modificado), también como
se recomienda (Yang y Nielsen., 2002; Yang et al., 2005; Zhang et al., 2005). Como
PAML4.6 sélo permite dos tipos de ramas, elegimos realizar comparaciones de
variacién entre linajes, considerando diferentes combinaciones de linajes subterraneos
(las ramas de primer plano, es decir, el coruro, los tuco-tucos o ambos) versus sus
contrapartes no subterraneas.
Para los modelos de sitio y sitio y rama, cuando la prueba de verosimilitud fue significativa, se
usé el Bayes Empirical (BEB) para identificar las posiciones de codones con probabilidades
posteriores mayores a 0,95 de haber experimentado una selecciéon positiva (w> 1).
En todos los casos, PAML se ejecutd tres veces con diferentes valores de inicio de w (0,4, 1y
4), como se recomienda en el manual, para verificar multiples éptimos locales, y el nivel de
significacién fue de 0,05.

Analisis con REL (Random Effect Likelihood) y MEME (Mixed Effect Model of Evolution)

Mas recientemente, se han desarrollado nuevos métodos para detectar ramas y sitios
simultdaneamente utilizando un marco mas flexible en relacién con el Codeml: REL (Kosakovsky
Pond et al., 2011) y MEME (Murrell et al., 2012).Ambos son implementados en el servidor web
de Datamonkey (http://www.datamonkey.org), son mas sensibles en relacién con PAML vy
utilizan enfoques alternativos. REL evaluda la variacidon en w a lo largo del alineamiento y luego
evalua su ubicacién probable en el arbol filogenetico, mientras que MEME evalla la variacion
en w a lo largo de las ramas, y luego evalia qué sitios contribuyen a la variacién en w. A
diferencia de Codeml, REL y MEME permiten que dS varie entre los sitios. Para ambas
aproximaciones, se evalud la variacidn entre linajes y sitios simultdneamente y el nivel de



significancia fue 0,05 para el sitio y, sujeto a eso, un Factor de Bayes Empirico (EBF)> 20 para la
rama o ramas.

Finalmente, un enfoque complementario es implementado en el programa TreeSAAP (Woolley
et al.,, 2003), donde se compara la distribucion observada de los cambios fisicoquimicos
derivados de un arbol filogenético con una distribuciéon basada en el supuesto reemplazo
aleatorio de aminodcidos esperado bajo neutralidad. Esta prueba se muestra mucho mas
sensible que las anteriores y tiene la ventaja de proporcionar informaciéon sobre las
propiedades fisicoquimicas involucradas en los reemplazos aminodcidicos. En este estudio, el
enfoque fue aplicar todas estas pruebas complementarias. Se consideré que los cambios no
sinénimos eran el resultado de una seleccidon positiva y desestabilizadora (de ahora en
adelante, "cambios radicales”) solo si cumplian con dos criterios estrictos: se asignaron a las
categorias mas extremas de cambios estructurales o funcionales (categorias 6, 7 y 8 de
Woolley et al., 2003); y fueron significativos a la p <0,001.

Resultados

En este trabajo se analizaron los cambios aminoacidicos en el gen de la HBB en 7 especies
pertenecientes a la superfamilia Octodontoidea, dos individuos por especie, menos para C.
laringera, teniendo en cuenta 4 estrategias (PAML, MEME, BsREL, TreeSAAP)

En general, los grupos subterraneos muestran mayor numero de sitios bajo seleccién positiva
en contrapartida de sus parientes no subterraneos. También concentran los cambios mas
radicales en los aminodcidos involucrados en estos sitios. Ademas, los diferentes métodos
utilizados, son mayormente concordantes, sefialando los mismos sitios bajo seleccidn positiva.
Por ejemplo, los sitios que el paquete PAML detectd bajo seleccidn positiva también fueron
identificados por el programa TreeSAAP, que usa una aproximacién completamente diferente
(resumen en tabla 2 y figura 1).

Los resultados mds significativos obtenidos con PAML se resumen en la tabla 2. La estimacion
por sitio del programa PAML identificé 2 sitios con aceleracion, el sitio 16 y el 125 en todas las
ramas. En este modelo, M8 (que asume sitios con w mayor a 1) fue significativamente mejor
gue M8a (p<0,01). Los sitios con probabilidad posterior mayor a 0,95 de presentar w mayor 1
fueron el 125 para NEB (0,981), mientras que para BEB fueron el 125 (0,980) y el 16 (0,952).

Al permitir estimaciones de w diferentes segln las ramas, el modelo mas complejo que asigna
un valor distinto de w para cada rama, fue significativamente mejor que el nulo (p<0,05). Sin
embargo, de todas las comparaciones con modelos intermedios, solo el que tenia un
componente filogenético y se le daba un w a la rama basal de los octodontoideos
(Ctenomyidae + Octodontidae) fue significativamente mejor que el nulo (p<0,05) pero peor
que el full (p<0,05 ). Esta rama basal presenta un valor de w dos drdenes de magnitud menor
que el resto del arbol. El resto de los modelos intermedios no se diferenciaron
significativamente del nulo.

El modelo por ramas y sitios no dio ningun valor significativo.
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Figura 1. Relacion filogenética entre roedores incluidos en este estudio. Los circulos muestran sitios de aminoacidos
del gen de la HBB por estar identificado bajo seleccién natural por diferentes métodos. Del lado derecho de la
imagen se especifica qué aminoacido aparece en cada sitio.

El analisis de Branch-siteRel, el cual es complementario al MEME (Murrell et al., 2012) muestra
dos ramas con aceleracién significativa en su w (p=0,001), la rama basal al clado C. rionegrensis
+ C. torquatusy a la rama terminal de C. porcellus. El programa MEME identificé aceleracién en
el sitio 119 en la rama basal que lleva al grupo C. rionegrensis + C. torquatus y la rama que
conduce hacia C. porcellus con probabilidades posteriores mayores a 0,95 (p=0,983, vy
p=0,980).En este sitio el aminoacido ancestral es Glicina, y sufre un cambio hacia Prolina en la
rama que lleva a C. porcellus, y la rama que separa C. rionegrensis y C. torquatus de C.
sociabilis. Por otra parte, MEME muestra que los sitios 16 y 125, que el PAML identifica bajo
seleccidon, son los que presentan los mayores valores de w, pero no son significativos y no
muestran ramas aceleradas particulares.

El programa TreeSAAP muestra los sitios identificados anteriormente (125 y 16) con cambios
radicales significativos (p<0,001) en diferentes ramas (ver figura 1 y tabla 2). Los cambios
aminoacidicos reportados para el sitio 16 fueron de Glicina hacia Glutamato en la rama que
conduce a chinchilla con p<0,01, luego aparece un cambio de Glicina a Alanina en la rama basal
de los octodontinos con p<0,01. También fue reportado el cambio de Alanina a Glutamato en
S. cyanus con p<0,001.El sitio 125 cambia en tres oportunidades, de Cisteina a Alanina en la
rama basal que conduce a Chinchilla y los demds octodontidoss, el cual no obtuvo un valor
significativo segln este programa. Luego hay un cambio de Alanina a Prolina en la rama basal
de los octodontinos con p<0,01, la cual cambia por Fenilalanina en la rama que conduce a S.
cyanus con p<0,001.

. Descripcion de sitios relevantes que se mostraron por diferentes métodos bajo seleccion positiva.

p valor oprobabilidad posterior segun algoritmo

Sitio | Cambio Rama seleccionada PAML MEME | BSREL | TREESAAP

119 Gly>Pro |C. rionegrensis+ C. torquatus - p=0,893| p=0,001 -

Sitios

[ ]
W
LA pa



-] C. porcellus - p=0,980| p= 0,001 -
Ala>Cys C .porcellus BEB | NEB -
125 | Ala> Pro basal octodontinos p <0,05/0,980|0,981 - - p<0.01
Pro>Phe S. cyanus p <0.001
Gly>Ala basal Octodontidae 0,952 - - - p< 0.01
16 | Ala>Glu S. cyanus p<0, 05 p< 0.001
Gly>Glu C. Laringera p<0.01
Discusion

Los métodos utilizados concuerdan con que los sitios 125 y 16 estan bajo la influencia de una
seleccidn positiva débil o episddica en todas las ramas de la superfamilia Octodontoidea.
Ademas, el sitio 119 aparece con aceleracidn en la rama que separa a C. sociabilis de sus
parientes C. rionegrensis y C. torquatus. Nuestros resultados con respecto a w también se
respaldaron utilizando un método con enfoque diferente para detectar la seleccién en
secuencias de aminoacidos, es decir, examinar la magnitud de los cambios en las propiedades
estructurales y bioquimicas de los aminodcidos como resultado de sustituciones no sinénimas
a través de una filogenia usando TreeSAAP(Woolley et al., 2003). En general, los linajes
subterraneos tienen mas sitios bajo seleccién desestabilizadora positiva y mayores cambios en
las propiedades de estos sitios que sus parientes no subterraneos. Ademas, los sitios que
PAML detectd que estaban bajo seleccion positiva también fueron detectados por TreeSAAP. A
continuacidén se interpretaran los resultados sitio a sitio, y se discutird para cada uno los
aspectos mas relevantes en relacién a lo encontrado en la bibliografia.

En linea con el resultado del PAML, donde el sitio 125 fue identificado bajo seleccion,
TreeSAAP muestra valores significativos en los cambios aminoacidicos en este sitio, en las
ramas basal de los octodontinos, y ademas en la rama que separa a S. cyanus de O. degu. Los
cambios fueron de Alanina a Prolinalina en el primer caso, mientras que en el segundo de
Prolina a Fenilalanina. Ambos casos son cambios radicales ya que Alanina es un aminodcido de
tamafo pequeiio, apolar, mientras que Prolina, aumenta de tamafo por su cadena lateral,
ademas que desde el punto de vista de propiedades agrega un grupo amino, y la Fenilalanina
es aun mas grande y contiene un grupo aromatico en su cadena lateral. En el trabajo de Storz y
Moriyama (2008), sugieren que el sitio 125 estaria involucrado en los cambios de afinidad de la
HBB por el O, en el ganso cabeza de gallo (Anser indicus), habiendo un reemplazo en este sitio,
de Glutamato por Aspartato en la cadena B respecto a su pariente de tierras bajas (Anser
anser). En dicho estudio, los aminodcidos que se intercambian son similares en sus
propiedades, pero aun asi, seria el responsable del aumento de afinidad. En el caso de los
roedores de este estudio el cambio no es el mismo, pero podria ser que igualmente se
estuviera modificando la afinidad de la molécula por el oxigeno ya que el sitio coincide y
ademas los cambios son mas radicales que los descritos para el ganso (respaldado por los
valores de TreeSAAP).



El sitio 16, ha sido identificado como candidato bajo seleccion por los programas PAML vy
TreeSAAP, pero hasta nuestro conocimiento en la bibliografia revisada, no ha sido reportado
gue cambios en este sitio generen un aumento de la afinidad de la HB por el O, aunque no se
descarta que en estos roedores si pueda estar generando esta caracteristica. Seria necesario
realizar estudios bioquimicos para corroborarlo.

Los datos arrojados por el MEME y complementariamente el BSRel, el sitio 119 presenta una
aceleracién en la rama que separa a C. sociabilis de sus parientes C. rionegrensis y C. torquatus.
Este resultado tiene sentido bioldgico, ya que C. sociabilis desde el punto de vista del
comportamiento es bastante distinto de otras especies de tucu-tucus, es la especie mas
divergente del género (Cutrera y Lacey, 2007; Parada et al., 2011). Esta especie es social y
siempre mantiene madrigueras abiertas (Pearson y Christie, 1985), evitando asi fluctuaciones
significativas en las concentraciones de O, y CO, en relacion con las condiciones sobre el suelo.
Este resultado coincide con el obtenido en el trabajo de Tomasco y Lessa (2011), donde se
analiza la evolucion molecular de todos los genes mitocondriales codificantes de proteinas
asociados con la respiracidon mitocondrial. En este trabajo se observa un patrdén similar al aqui
obtenido, y los grupos subterrdneos presentan mayor cantidad de cambios radicales, salvo C.
sociabilis, quien presenta una tasa de cambios similar a los grupos no subterraneos. Esto
puede sugerir que la presidn selectiva en este ultimo es menor por su estilo de vida.

Una observacion interesante es que, en términos generales, la rama terminal que conduce a S.
cyanus concentra varios de los cambios (ver figura 1). Esto esta en linea con los resultados
morfoldgicos. Lessa et al., 2008, plantean que el linaje que al que pertenece especie
evolucioné a una vida totalmente subterrdanea y adquiridé numerosos cambios morfolégicos
hace unos 2,2 Ma, lo que es bastante reciente. Esta especie, y sus parientes de la familia
Octodontidae, son por tanto un excelente modelo de estudio para continuar los estudios de
adaptaciones fisioldgicas en la HB y analizar el efecto de los diferentes cambios encontrados
bajo seleccién en el grupo.

Por otro lado, vale destacar que en el trabajo realizado por Pairet et al., 2010, hallaron que en
la HB del cobayo (Cavia porcellus) se encuentra una Histidina voluminosa en lugar de Prolina
en la posicidn 44 (sitio muy conservado en vertebrados) de la subunidad a (cadena al), lo que
inevitablemente dard como resultado un impedimento estérico entre Histidina44 al y
Histidina 97 de la subunidad B2. Este obstaculo estérico hace que el estado T (tenso) de la HB
de cobayo sea menos estable y, por lo tanto, dard como resultado una mayor afinidad por el
oxigeno, ya que el equilibrio entre el estado T, R y R2 se desplazara hacia los estados relajados
(R o R2- estado), que tienen una mayor afinidad por el oxigeno. En las secuencias genicas de
nuestros roedores (los incluidos en este estudio) coinciden con el cambio de Prolina 44-
>Histidina en la cadena a, y en el sitio 97 de la cadena B efectivamente hay Histidina. Por lo
qgue es de esperar que la HB de los roedores en cuestidén tenga el mismo comportamiento,
presentando una afinidad mayor por el oxigeno por lo anteriormente descrito. Con esto
presente, podemos sugerir que la Hb de todas las especies presentes en nuestro arbol
empleado en los andlisis ya tiene de forma intrinseca una afinidad aumentada por el O.. Esto es
interesante porque la superfamilia Octodontoidea presenta ademds de los géneros
subterraneos, especies fosoriales que cavan cuevas y viven en ellas parte del dia, lo que este
cambio en la afinidad seria una ventaja adaptativa del grupo en general, y podria generar un
ambiente propicio para la posterior adaptacién a la vida subterranea. De ser asi, es posible que
los tests utilizados no sean capaces de identificarlos, ya que esta caracteristica estd presente
en todo el set de datos. Los casos que nosotros identificamos, en principio estaria aumentando
aun mas la afinidad por el O,, que de por si es mayor que en otros grupos.



Por otra parte, en el estudio con cetaceos (Tian et al., 2016), mamiferos que enfrentan hipoxia
e hipercapnia asociada a la apneas prolongadas de la vida subacudtica, muestra que las
especies adaptadas al buceo, tienen mas modificaciones a nivel de la cadena B que las especies
peldgicas, por lo que se podria pensar que la HBB es la subunidad de la HB que estd mas
involucrada en la afinidad por el O, y de forma global, cualquiera de sus cambios estarian
aumentado la afinidad por el O..

Finalmente, vale decir que cuando multiples especies evolucionan con cambios similares en el
fenotipo en respuesta a un desafio ambiental compartido, esto sugiere que el estado de
caracter evolutivamente convergente es adaptativo bajo un ambiente similar y habria
evolucionado bajo la influencia de la seleccién direccional (Natarajan et al., 2015).Estos
resultados sugieren que la evolucion de la HBB en octodontoideos fue en parte modelada por
seleccidon natural positiva. Para poder identificar los detalles del proceso, y el efecto de cada
uno de estos cambios en la proteina de estos roedores se necesitan estudios adicionales para
identificar el rol real de las sustituciones de aminoacidos seleccionados. En investigaciones
posteriores se deberia hacer mutagénesis dirigida en los sitios 125, 119 y 16, y cuantificar si
realmente la afinidad del O, aumenta por parte de la HB, y también tener en cuenta de qué
manera se modifican los cofactores, ya que el aumento de la afinidad puede estar dado por el
cambio de concentraciones de estos. También seria de gran aporte ver la estructura en 3D de
la HB de estos roedores, y de qué manera estan interaccionando las 4 cadenas, ya que en
varios estudios se ha visto que las modificaciones en la afinidad viene dada por cambios en
estas interacciones.

Perspectivas

La HB, como se ha mencionado anteriormente, es la principal proteina transportadora de O, de
los vertebrados (Weber, 2007), pero existen muchas otras proteinas involucradas en la
respiraciéon y el metabolismo del O,en dichos organismos. Estudiarlas especificamente en estos
roedores, al igual que como se hizo con la HB, agregaria valor a esta linea de investigacion,
generando mas conocimientos acerca de las adaptaciones en respuesta a la hipoxia en ellos.
Un ejemplo a seguir es la comparacion de genomas que se realizé en el trabajo de Davis et al.
2018. En este caso se evaluan posibles genes bajo seleccion positiva en la colonizacién del
nicho subterraneo y las restricciones impuestas por éste.

En futuros estudios, para la mejor comprensién de la evolucién de esta proteina, seria util
realizar estudios bioquimicos similares a los que se realizaron en el trabajo de Storz et al.,
2010. Dichos estudios se deberian enfocar principalmente en evaluar si la HB de los roedores
estudiados realmente tiene aumentada la afinidad por el O,, y cuantificar los cambios en
relacion a los demds cofactores. También seria de gran aporte realizar estudios a nivel
gendémico y transcirptdmico asi como de mutagénesis dirigida en los sitios encontrados bajo
seleccion, en ambas subunidades de esta proteina, teniendo en cuenta los descubiertos en el
estudio de Tomasco et al.2017, para poder observar si dichos cambios generan un aumento en
la afinidad por el O, en la proteina, teniendo como referencia los estudios hechos en el trabajo
de Galen et al. 2015, donde sus experimentos tienen un fin muy similar. Ademas, ver la
estructura 3D de la HB integralmente, teniendo en cuenta la interaccion de las subunidades de
alfa y beta globinas, como se realizd en el trabajo de Pariet et al., 2010, podria ayudar a
comprender las consecuencias de estos cambios aminodacidicos endichas subunidades, y si
estan o no generando un aumento de afinidad por el O,, sea mediante un efecto directo, un
impedimento estérico, el cambio en las cargas, o la incoroporacidon de grupos aromaticos,
entre otros. Estos estudios en conjunto complementarian los resultados de esta investigacion
gue muestra selecciéon a nivel molecular con una aproximacidon comparativa.
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