XA
P o
U
FACULTAD DE i
CIENCIAS UNIVERSIDAD
UDELAR | feien.edu.uy DE LA REPUBLICA
URUGUAY

Pasantia de grado

Licenciatura en Ciencias Bioldgicas

Busqueda de adaptaciones moleculares
en la a-globina en respuesta a la hipoxia
en roedores caviomorfos

Nicolas Boullosa

ORIENTADORA: Dra Ivanna Tomasco

Departamento de Ecologiay Evolucion, Facultad de Ciencias,
UdelaR



Agosto, 2014

Indice

S RESUMIBN. e e Pag. 3
e L0110 [0 Tood o o FA P Pag. 4
- Materiales Yy MEIOAOS. ... ...e i Pag. 6
Estrategia general. ... ..o Pag. 6
EleCCiON de ESPECIES. .. .oviei it Pag. 6
Laboratorio. ... e Pag. 7
ANALISIS. ... Pag. 9

S RESURAAOS. ... Pag. 11

Descripcion de las secuencias obtenidas. ............cocoveiiiiiiiiiiennenn. Pag. 11

Deteccidn de SeleccCion poSitiva. .........coveiiiiiiic e Pag. 14

Servidor DataMonkey...........cooiiiiiii Pag. 14

MEME ... .o Pag. 14

Branch-siteREL y GA-Branch...................ocooiiiienenn. Pag. 16

PIIME. Pag. 16

P A L . L Pag. 17

TrEE S A AP Pag. 17

= DS CUSION. . Pag. 18

Pagina 2



SBibliografia. ... Pag. 23

Resumen

Los ambientes hipoxicos representan un gran desafio fisiolégico para los animales por
generar severas restricciones al metabolismo aerdbico. Aunque las bases genéticas
de la adaptacion a la hipoxia no son conocidas completamente, abundante evidencia
indica que cambios en la hemoglobina han jugado un papel clave en vertebrados.
Varios trabajos relacionan cambios aminoacidicos en la hemoglobina con
modificaciones en sus propiedades bioquimicas y funcionales en respuesta a la altura
en anfibios, aves y mamiferos, haciéndola una candidata natural para estudios de
adaptaciones a la hipoxia. Este trabajo pretendié evaluar si la evolucion de la
tolerancia a la hipoxia en roedores caviomorfos involucra modificaciones adaptativas
en la a-globina (componente constitutivo de la hemoglobina). Estos roedores
constituyen un modelo atractivo para este estudio, ya que los géneros Ctenomys y
Spalacopus han invadido el nicho subterréaneo reciente e independientemente y viven
a diferentes alturas. Ambas situaciones, tanto la vida en altura como bajo superficie,
son dos situaciones conocidas que disminuyen las concentraciones de O, disponible.
Para estos dos géneros y otros caviomorfos no subterrAneos emparentados, se
amplificé por PCR y se secuencio el gen de la a-globina y posteriormente se realizé un
analisis bioinformatico detectandose huellas de seleccién positiva (en particular un
exceso de cambios de reemplazo aminoacidico en relaciéon a la cantidad de cambios
sinbnimos) en diferentes especies dentro de un contexto filogenético conocido. Los
sitios 58 y 72 fueron detectados bajo seleccién por tres programas que estiman
seleccion de manera independiente como lo son el MEME, PAML4 y TreeSAAP, estos
cambios fueron encontrados no precisamente en la rama que se esperaba, sino en la
rama basal del grupo de especies denominados octodontidos, considerados
ampliamente en la literatura de habitos fosoriales. En particular el sitio 58 es
adyacente a una histidina altamente conservada en los mamiferos, cuyo grupo
imidazol interactla directamente con uno de los grupos Hemo de la proteina. Es decir
gue un solo cambio aminoacidico podria estar explicando diferencias en las afinidades
de las proteinas por el oxigeno, facilitando la carga y descarga de oxigeno de la
proteina y podria implicar que los cambios de reemplazo seleccionados, lo sean para

la fosorialidad en general y no Unicamente para la subterraneidad.
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Introduccién

Los cambios ambientales pueden modificar las presiones selectivas a las que estan
sujetos los individuos y generar adaptaciones (Futuyma 2005). La busqueda de
adaptaciones es un aspecto clave en el desarrollo de la biologia evolutiva desde su
formulacion. Los ambientes con bajas concentraciones de O, (hipdxicos), representan
un gran desafio fisioldgico para los animales por generar severas restricciones al
metabolismo aerébico. Uno de estos ambientes hipoxico lo constituye la vida bajo
tierra (Arieli & Ar 1979, Ar et al. 1977, Avivi 2005, Avivi 2006). Sin embargo pese a su
importancia, las adaptaciones al nicho subterrdneo han sido poco exploradas
(Buffenstein 2000).

Se conocen varias adaptaciones fisioldgicas al nicho subterraneo relacionadas con
tolerar mayores niveles de CO, y menores de O, como el presentar mayor
concentracion de Hemoglobina (Hb) en sangre y/o mayor afinidad de ésta por el O,
(Broekman 2006, Nevo 1999). Las estrategias generales para el mantenimiento de un
adecuado transporte de O, a los tejidos para un mamifero que enfrenta una situacion
de hipoxia/hipercapnia representan un compromiso entre el aumento en el aporte de
O, y su consumo, por los gastos energéticos que implica (Nevo 1999). Por un lado,
aumentar la presion parcial de O, alveolar incrementando la ventilacion implica elevar
el gasto energético, lo que requiere mayor consumo de O,. Otra estrategia es
aumentar la concentracion de Hb en sangre de forma de transportar mas O,, pero esto
aumenta la viscosidad de la sangre y por lo tanto la energia requerida para su
propulsion. Estas caracteristicas fueron evaluadas en pocas especies subterraneas,
gue son especies que desempefian casi la totalidad de sus actividades en cuevas
cerradas bajo tierra incluido el forrajeo y apareamiento (Begall et al. 2007), .
fundamentalmente en los géneros de roedores Spalax (mediterraneo) (Arieli & Nevo
1991), Heterocephalus (africano) y Thomomys (norteamericano) (Lechner 1977).
Ademas, los grupos subterraneos estudiados son muy divergentes de sus hermanos
no subterrdneos, a veces desconocidos, dificultando la asignacion de las diferencias
encontradas a la vida subterrAnea. Algunas de las adaptaciones morfologicas
convergentes mas llamativas que exhiben estos linajes, extremadamente distantes
evolutivamente entre ellos, incluyen la forma compacta y cilindrica del cuerpo, cola y
cuello cortos, reduccion de los ojos y oido externo, y patas delanteras, parrilla costal y

musculos asociados grandes y fuertes (Nevo 1999).

A nivel molecular, la informacion es escasa y se ha comenzado a trabajar

recientemente en el tema. En las Ultimas décadas el desarrollo conjunto de la biologia
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molecular y la informatica ha permitido desarrollar potentes analisis que permiten
detectar las huellas de la seleccidén natural positiva a nivel nucleotidico. La prueba mas
convincente de seleccién positiva es encontrar una mayor tasa de cambio no sinénimo
dN (cambios nucleotidicos que determinan cambios aminoacidicos) respecto de la
tasa de cambio sin6nimo dS (cambios nucleotidicos que no determinan cambios
aminoacidicos). Valores de la relacién dN/dS (w) mayores que uno representan sitios
sujetos a seleccion direccional positiva. La busqueda de adaptaciones a nivel
molecular asociadas a un cambio ecol6gico en un contexto filogenético conocido es
clave en el desarrollo de una teoria evolutiva completa, sin embargo existen pocos
ejemplos concretos (Nei 2005). Recientemente se ha sugerido eventos de seleccion
direccional positiva asociada a la invasion del nicho subterraneo en genes
mitocondriales (Da Silva et al. 2009, Tomasco & Lessa 2011, Tomasco & Lessa 2014).
Sin embargo, dada la importancia funcional de estos genes, es cuestionable pensar en
un efecto superlativo de estas mutaciones sobre la fisiologia respiratoria, habiendo
seguramente otros genes responsables de las diferencias adaptativas encontradas en
los roedores subterraneos, como aquellos relacionados con el trasporte del O, en

sangre.

Existe abundante evidencia de que cambios en la hemoglobina juegan un papel
importante en la respuesta adaptativa a ambientes hipoxicos debido a la vida en altura
(Weber 2007, Storz & Moriyama 2008). Esta proteina es muy estudiada tanto en su
estructura como funcién, esta encargada en el transporte de O2 en sangre en
vertebrados y esta formada por dos dimeros de a y B globina. La hemoglobina es
usada como ejemplo de cambios adaptativos a ambientes particulares (Li 1997).
Estudios de adaptaciones de esta proteina fueron realizados en especies que viven en
altas altitudes como ser en una especie de ganso andino (Hiebl et al. 1987) y en Llama
(Piccinini et al. 1990). Sin embargo, las adaptaciones de esta proteina en ambientes
subterraneos no han sido estudiadas. En general, las “adaptaciones” de corto plazo
involucran cambios transitorios en la expresién génica, incremento en el nimero de
eritrocitos en sangre, o cambios en el ritmo respiratorio, pero las modificaciones de
mas largo impacto son generalmente de tipo genético e involucran cambios en la
estructura de la hemoglobina (Weber 2007). Es comdn que mamiferos y aves que
viven en ambientes de alta montafia posean hemoglobinas con mayor afinidad por el
02 en relacibn con grupos que no viven en ambientes tan extremos. Estas
modificaciones moleculares no han sido estudiadas en especies subterrdneas y es

razonable preguntarse si las adaptaciones fisioldégicas observadas en roedores
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subterraneos, tienen su correlato molecular en adaptaciones de proteinas como ser el

caso de la hemoglobina.

Los roedores caviomorfos, endémicos de Sudamérica, constituyen una oportunidad
Unica para estudiar la evolucion adaptativa asociada a la invasion del nicho
subterrdneo, en un marco filogenético y temporal conocido, ya que los tuco-tucos
(género Ctenomys) y el coruro (Spalacopus cyanus), han colonizado reciente e
independientemente el nicho subterrdneo. Ademas la relacion filogenética con las
especies no subterraneas mas emparentadas estd bien establecida. Datos de
secuencia genomica del caviomorfo Cavia porcellus (cobayo o conejillo de indias),
especie de referencia en este grupo, se encuentran disponibles en bases de datos
publicas, con una cobertura y anotacién satisfactoria de los agrupamientos de las alfa
y beta globinas (Hoffmann et al. 2008 a y b, Storz et al. 2008). Estas secuencias
constituyen un sdlido punto de partida para el proyecto: el andlisis comparativo de los
agrupamientos indica que esta especie presenta una Unica copia de los genes de las
hemoglobinas adultas, tanto alfa como beta y sugiere que esta es la condicion
ancestral de la radiacion de los roedores. Es por tanto razonable esperar que el resto
de los caviomorfos presente el mismo patron y esto facilitaria la identificacion de genes

ortélogos, un punto critico a la hora de realizar los analisis de evolucion molecular.

Por lo anterior, se establece como objetivo de esta investigacién evaluar si la evolucion
de la tolerancia a la hipoxia en roedores caviomorfos involucra modificaciones
adaptativas en el gen que codifica para la alfa-globina. Estos datos seran de suma
importancia para complementar la informacion existente sobre la evolucion adaptativa

de este grupo tan particular de mamiferos a la hipoxia del nicho subterraneo.

Materiales y métodos

Estrategia general.

Se secuencio el gen de la alfa-globina en especies subterraneas y no subterraneas de
roedores caviomorfos emparentadas filogenéticamente (un total de 10 especies),
utilizando dos individuos por especie como control interno (salvo 3, ver Fig. 1). Estas
muestras de tejido conservadas en etanol 95% se encuentran disponibles en la
coleccion del Laboratorio de Evolucion. Luego se aplicaron test para identificar huellas

de seleccion a nivel molecular y se comparé entre grupos.

Eleccién de especies
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Se eligieron para el estudio diez especies de roedores caviomorfos, dentro de una
filogenia conocida, que difieren en sus caracteristicas ecoldgicas en relacion a sus
habitos subterrdneos o no (Fig. 1). Dentro del género Ctenomys se eligieron tres
especies para poder representar la diversidad del género (Tomasco & Lessa 2011),
gue cuenta con mas de 60 especies descritas (Wilson & reeder 2005). Estas tres junto
con el coruro forman el grupo de las subterraneas.

Subterraneas: tucu-tucus (Ctenomys sociabilis, C. rionegrenis y C. leucodon) y
Spalacopus cyanus. Los otros tres octodéntidos (Fig. 1) el degu (Octodon degus), el
tunduco (Aconaemys fuscus), una vizcacha (Tympanoctomys barrerae), son especies
gue construyen cuevas pero realizan parte de sus actividades en la superficie y son
llamadas fosoriales.

Ademas se cuenta con una rata espinosa (Proechimys longicaudatus) y la Chinchilla
de cola larga (Chinchilla lanigera). Como grupo externo se escogié el género Cavia

(Cavia porcellus).

C. rionegrensis
{ C. leucodon
C. sociabilis
5. cyanus
{A. fuscus® -
4l7 Q. degus
T. barrerae

F longicaudatus®

sfauellalgns

SOpRUapola0

— . . lanigera

C. porcellus

Figura 1. Filogenia de roedores caviomorfos que se utilizaran en este trabajo. Las especies marcadas en
rojo presentan habitos subterrdneos, de las especies con asterisco (*) existe un solo ejemplar en la
seccion Evolucion de Facultad de Ciencias.

Laboratorio

Las extracciones de ADN total se realizaron con SDS, digestion con proteinasa K,
precipitacion proteica con NaCl y precipitacion de ADN con alcohol (modificado de
Miller et al. 1988) a partir de higado conservado al 95% en etanol. En el disefio de
oligonucledtidos para la PCR se consideré las secuencias consenso flanqueantes a las
regiones a amplificar del genoma de roedores, es decir que el método de elaboracién
de los oligonucleétidos incluye una comparacion entre secuencias de hemoglobinas de
diferentes especies de roedores, aquellas regiones del entorno de los 20 nucle6tidos

altamente conservadas que se encontraran 5" respecto del primer exén y 3" respecto
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del ultimo, eran buenos candidatos a cebadores de la PCR, Algunos oligonucleétidos
fueron disefiados para que solapen con regiones exodnicas, con la ventaja de aumentar
las posibilidades de que el cebador hibridase con el ADN molde por ser este ultimo
mas conservado que en las regiones intrénicas, pero disminuyendo el largo del
producto. Un total de 12 oligonucleétidos fueron disefiados y se contemplo que tuviera
un adecuado contenido en GC y que no fueran complementarios ni consigo mismo ni
con otro oligonucledtido. Posteriormente fueron puestos a prueba y se seleccionaron
los que obtuvieron mas cantidad de producto de amplificacion. El par de cebadores
utilizados para cada muestra se detalla en Tabla 2. Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen total de 25 pL. Las extracciones de ADN en proporcion 1:100
representaban la mitad de ese volumen (12.5 L), la otra mitad corresponde al mix de
PCR constituido de la siguiente manera: 3.45 yL de H,O, 2.50 yL de buffer 10X 2mM
de Mg. 0.50 uyL de DNTPs (10 mM c/u), 1.50 uL de cada cebador (10uM c/u), 1.50 uL
de MgCI2 (50 mM) y 0.05 U/ uL de enzima Taq polimerasa.

La PCR comenzé con una fase de desnaturalizacion a 95°C de 3 minutos, seguido
por, 40 ciclos cada uno de los cuales consisti6 en 20 segundos a 94°C
(desnaturalizacién), 20 segundos a 62°C (asociacion) y 20 segundos a 72°C
(extension). La reaccion finalizé con una fase de extension durante 5 minutos a 72°C.
Los controles de los productos de PCR fueron realizados mediante electroforesis en
minigeles de agarosa (0.8% de agarosa en TBE 1X) con posterior tincion en Bromuro
de Etidio.

Los controles negativos se realizaron para cada reaccion de PCR con el mismo set de
cebadores y remplazando el ADN por agua destilada.

Se utilizé un marcador de peso molecular (MPM) sintético desde 100 pares de bases
(Pb) hasta 2000 Pb distanciados de a 100Pb que permiti6 la lectura de todos los geles
de agarosa. Este MPM contempla el rango esperado de los productos de PCR dado
que las a-globinas presentan tamafios entre 500 y 1000 Pb.

Los productos de PCR que presentaron un tamafio de banda en concordancia con lo
esperado, (entre 500 y 1000Pb), fueron seleccionados y mandados a secuenciar. La
purificacion y secuenciacion (por el método de Sanger) de los productos de PCR
estuvo a cargo de la empresa Macrogen Inc. (http://www.macrogen.com). Cada uno de
los productos de PCR fue secuenciado utilizando los dos cebadores utilizados en la
amplificacién, se obtuvo entonces dos secuencias por gen por individuo y se pudo

controlar si ambas fueron idénticas.

Andlisis
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Los cromatogramas se editaron y alinearon con programas de rutina Proseq (Filatov
2002), CLUSTAL_X (Thompson et al. 1997), MEGAS5 (Tamura et al. 2011). Se evalu6
la diversidad general de las secuencias, por ejemplo, el patron de cambios segun la
posicion del codon y las fronteras entre exones e intrones, luego se generd la
secuencia sin los intrones. Una vez obtenidas las secuencias codificantes de alfa-
globina para todas las especies se buscaron huellas de seleccién positiva en los
exones. El concepto basico es comparar, mediante los valores de verosimilitud, el
ajuste de diferentes modelos donde la relacion dN/dS toma diferentes valores, igual,
mayores o menores que 1. En caso de que la seleccion darwiniana positiva sea la
fuerza preponderante en la evolucién del gen en estudio, se espera observar un
exceso sustituciones no sinénimas, dN/dS>1. Estas estimaciones es posible hacerlas
por sitio (coddn), por linajes o por ambos simultaneamente. Se realizaron
aproximaciones clasicas implementadas en el programa PAML4 (Yang 2007) y otras
mas recientes y sensibles que permiten estimaciones de la relacion dN/dS por codén y
linaje simultAneamente, como branch-siteREL (Kosakovsky et al. 2011), MEME
(Murrel et al. 2012) vy PRIME implementados  en DataMonkey
(http://www.datamonkey.org/). Dentro de este servidor, se probaron diferentes

alternativas, muchas de ellas complementarias. Por ejemplo Branch-site REL y MEME.
Branch-site REL permite determinar linajes bajo seleccion, pero no en que codones
especificos ocurre seleccién, es un método menos sensible que otros de similares
caracteristicas como el GA-Branch (Kosakovsky et al. 2004), pero es menos propenso
a detectar falsos positivos.

MEME (Mixed Effects Model of Evolution). Permite determinar seleccion en codones y
puede sugerir la rama donde se concentra el cambio, es un método capaz de detectar
evolucién episédica y generalizada al nivel de sitios individuales, la accién de la
seleccion positiva episédica es subestimada en otros métodos anteriores e

incorporada en éste.

PAML4 (Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood) el PAML es un paquete de
programas para el analisis filogenético del ADN, tiene un amplio repertorio de modelos
evolutivos implementados, que pueden ser utilizados para estimar parametros en los
modelos se basa en estimacion de w por sitio, por linaje y por sitios y linajes
(simultaneamente) utilizando reconstruccién de secuencias ancestrales. Para detectar
evidencia de seleccion positiva sobre diferentes linajes se ensayaron varios modelos.
Los modelos denominados completos estiman un w para cada rama de la filogenia o
para cada codén de la filogenia (modelo de ramas y modelo de sitios,
respectivamente), adicionalmente puede estimar un w para una combinacién de ramas

y sitios, pudiendo w como maximo tomar dos valores independientes. El modelo nulo
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asume que todas las tasas de variacion nucleotidicas, siguen el mismo patrén para
todos los sitios, linajes 0 combinacion de ambos, es decir no hay ni codones ni ramas
gue estan siendo seleccionadas por sobra las otras comparaciones entre modelos

anidados

La comparacién entre ambos modelos, analizando si son significativamente diferentes,
permite determinar si esta ocurriendo seleccion en la secuencia de interés. Si el
modelo nulo es significativamente diferente del modelo complejo, los sitios y/o ramas
gue se encuentran en este Ultimo bajo seleccion pueden ser interpretados como
posibles adaptaciones moleculares. Para comparar los modelos complejo y nulo se
realiza un RLT (Ratio Likelihood Test) calculando el doble de la diferencia de los
logaritmos neperianos de la verosimilitud de cada modelo (2*AlnL). El InL representa el
ajuste del modelo entre datos y el escenario planteado por el modelo. La distribucion
de RLT se ajusta a la de Chi® y entonces se evalia si el modelo complejo es
significativamente distinto del nulo utilizando la tabla de Chi®. Para el caso del modelo
de ramas y sitios el valor critico de significancia estadistica es 2.71 para un p-valor de
0.05 segun el manual de uso de PAML, y para el modelo de ramas, el nUmero de
grados de libertad es el numero de los diferentes w asignados al modelo complejo
menos uno (que corresponde con el w de todas las ramas del modelo nulo), estas son

las Unicas variables que varian entre ambos modelos.

El modelo de sitios permite que w varie entre los sitios, en este estudio se utilizé el
modelo 8 como modelo complejo, y se comparo con el modelo 8a (que mantiene fijos

los valores de w para todos los sitios) como se sugiere en el manual de uso de PAML.

Una alternativa es el programa TreeSAAP (Woolley et al. 2003), es utilizado para
detectar seleccion en linajes y sitios estimando la magnitud de los cambios
aminoacidicos, evalla la influencia de los cambios no sinénimos basandose en 31
propiedades estructurales y bioquimicas de los mismos. Las sustituciones no
sinénimas son clasificadas en 8 categorias, dependiendo de la magnitud del cambio
en las propiedades, ordenadas de 1 a 8 siendo 1 la categoria donde se encuentran los
cambios menos influyentes y 8 donde se encuentran los cambios més radicales.
Aquellas ramas en las cuales hay aminoacidos que presentan cambios radicales en
las propiedades respecto de la reconstruccion ancestral, son posibles de estar bajo
seleccion. En este trabajo solo se conservaron los cambios aminoacidicos que
tuvieron una probabilidad menor a 0.01 de presentar un cambio radical (categorias 6, 7

y 8) en las propiedades estructurales y bioquimicas.
Los resultados obtenidos por los métodos arriba descritos para el set de datos

utilizado, se compararon entre ellos y con la estructura de la hemoglobina disponible
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en las bases de datos publicas para integrar, en la medida de lo posible, estos datos a

los aspectos estructurales y funcionales de las moléculas de hemoglobinas.

Resultados

Descripcion de las secuencias obtenidas

Se disefiaron un conjunto de cebadores que fueron puestos a prueba realizando
combinaciones entre ellos a la hora de disefiar las PCR. Una fraccion de estas
combinaciones amplific6 la region del genoma de interés. Se logré secuenciar
exitosamente las cadenas nucleotidicas de alfa-globina de 15 ejemplares de diferentes
especies. Los cebadores utilizados para tal fin estan especificados en tabla 1 y se
ubican en la region génica segun se presenta en la figura 2. También, se obtuvieron de

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) 3 secuencias mas, que corresponden

a un andlisis computacional automatizado de un fragmento de mRNA maduro de las
especies C.porcellus, C.lanigera y O.degus cuyos cédigos de acceso de GenBank son
XM_003478407.2, XM_005391672.1 y XM_004627947.1 respectivamente. De las
especies C.aperea, A.fuscus, P.longicaudatus, T.barrerae y C.lanigera se obtuvo la
secuencia de un individuo por especie, mientras que de C sociabilis, C.rionegrensis,
C.leucodon, S.cyanus y O.degus se obtuvieron de dos. De la especie O.degus una
tercera secuencia se obtuvo de GenBank.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion del gen de alfa-globina. Nombre y secuencia de
los cebadores efectivamente utilizados para la amplificacion del gen de alfa-globina

Nombre del cebador Secuencia del cebador en sentido 5’ - 3’

N ACACCCTTCTGGTTCTGACA
HAF 3 CCAgCCAATGArCGTGGCTGTGCAGGGCTT
HAF 4 TTCTGGTTCTGACACAGACTCAGrAAG
P CTTTATTCAAAGACCAAGAGGT
| AGACTTTATTCAAAGACCAAGAGGT
HAR 6 CTTAGCGGTATTTGGAAGTCAGCACG
| |
—_— HARG P
Hap3  HAFA —
—
Exon1 Exon 2 Exon 3
1-31 32-100 101-139
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Figura 2. Posicion de cebadores utilizados para la amplificacién del gen de alfa-globina. HAR6G se
encuentra sobre el exén 3. Los nimeros debajo de cada exdn representan los aminoacidos extremos de
cada uno de ellos.

En aquellas especies en las cuales se cuenta con dos o tres secuencias del gen, se
realizd una comparacion entre las mismas de modo de tener un control interno,

evaluando el nimero de cambios pareados en exones e intrones (tabla 2).

Tabla 2. Detalle de secuencias utilizadas por especie. Listado de las especies para los que se obtuvo la
secuencia de la alfa globina (indicando los cebadores correspondientes) y aquellas tomadas de Genbank
(*), Se especifica: el largo efectivamente legible de cada secuencia (menor para las obtenidas en Genbank
porque carecen de intrones), se presenta la posicion donde comienza y finaliza cada secuencia respecto de
Cavia porcellus reportada en GenBank y se resume el nUmero de cambios intraespecificos presentes entre
los intrones y exones.

Posicidn respecto a C. porcellus # de cambios
primer exén ultimo exén
Cebadores Largo (pb) exones intrones
C. porcellus* HAF3/HAR6 672 -29en5’ -17en 3’ 1 0
----- 562 -29en 5’ +104 en 3’

C. aperea N 566 -26en 5’ -120en3’ - —eee-
C. lanigera * - 562 -29en’’ +104en3 - -
C. sociabilis N/P 551 -29en’5’ -131en 3’ 2 2

HAF4/HAR6 605 +35en5’ -13en 3’
C. rionegrensis = HAF4/HAR6 663 -20en5’ -11en3’ 0 0
HAF4/HAR6 606 +36enb5’ -11en3’
C. leucodon HAF4/HAR6 659 -20en5’ -15en3 - -
HAF4/HAR6 - e e
O.degus* = -——-- 429 Oenb’ Oen3 o -
HAF3/HAR6 669 -29en’5’ -11en3 2
HAF4/HAR6 667 -29en’’ -13en 3’
S. cyanus N/I 753 -26en5’ +77en3’ 0 0
HAF4/HARG6 363 +185en 5’ -107 en 3’
A. fuscus HAF3/HAR6 669 -29enb’ -11en3 -
P. longicaudatus N/I 749 -29en5’ +77en3 -
T. barrerae N/I 755 -26enb’ +75en3 - -

Entre las regiones exdnicas de S. cyanus, O. degus y C. rionegrensis no existe ninguin
cambio nucleotidico a nivel intraespecifico. Los dos cambios que presenta la region
exdnica de C. sociabilis, corresponde con una disminucién en la calidad de la secuencia
de uno de los individuos cercana al extremo 3’ de la cadena nucleotidica. Lo mismo
ocurre con el cambio que ocurre entre las secuencias de C. porcellus. En ambos casos
se seleccion6é la secuencia por especie que presentara mejor calidad en los
cromatogramas para los nucleétidos donde hubo diferencias para continuar estudios.
Una vez seleccionadas las secuencias por calidad, se trabajé con 10 secuencias, una
por especie, manteniendo Unicamente la regién exdnica sobe la que se aplicaron las

pruebas para identificar sefiales de seleccidon positiva. Para las tres especies de

Pagina 12



Ctenomys y Aconaemys fuscus, no fue posible la secuenciacion total del gen faltando
de 12 a 15 nucledtidos en la region 3’, perteneciente al Ultimo exon. La secuencia
codificante completa de este gen para estas especies es de 429 nucleétidos, para los
siguientes analisis se utilizaron los primeros 414 nucleétidos que son los que se
encuentran disponibles en las 10 especies. El nimero de nucleétidos en que difieren las
secuencias de la a-globina entre pares de especies se presenta en la tabla 3, y es lo
esperado de acuerdo a la filogenia aceptada del grupo (Opazo 2005): a pesar de que se
presenten en torno a 20 diferencias entre cualquier Ctenomys (3 especies) con
cualquier octoddntido (4 especies), y que estos ultimos tengan mucha menor variacién
entre si, no pareciera haber variacion en las diferencias entre cualquiera de las siete
especies mencionadas, respecto de las tres restantes (P. longicaudatus, C. lanigera, C.
porcellus), consecuencia evidente de los eventos de especiacion desde el oligoceno
temprano (Opazo 2005).

En todos los casos se trabajo con la concatenacion de los 3 exones que codifican para
la alfa-globina adulta de las 10 especies. Se asume como valida la filogenia que se
muestra en la figura 1, que es ampliamente aceptada para estos roedores (Honeycutt et

al. 2003, Opazo 2005) y fue recobrada por en este estudio.

Tabla 3. Diferencias pareadas entre las secuencias nucleotidicas del gen de la a-globina de las 10
especies en estudio. Las diferencias se contabilizan como el nidmero de nucleétidos diferentes. En
amarillo comparaciones internas del género Ctenomys, en rojo las diferencias internas entre octodontidos,
en verde las diferencias entre Ctenomys y octodontidos, en celeste las diferencias entre P. longicaudatus y
todos los anteriores, en gris las diferencias entre C. lanigera y todos los anteriores, y en rosado las
diferencias entre C.porcellus y todos las anteriores.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. C. rionegrensis 1 1 20 22 21 4 3% s B
2. C. leucodon 2 21 23 22 25 37 46 .
3. C. sociabilis @2 2 28 3 % @A
4. A. fuscus ] | i 32 44 58
5. S.cyanus | B 34 W B8
6. O.degus i 35 47 @
7. T. barrerae 3% #m @
8. P. longicaudatus 7 B
9. C. lanigera [}

10. C. porcellus

Deteccidn de seleccidn positiva

Servidor DataMonkey
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MEME

El programa MEME, es el sugerido por el servidor para buscar evidencia de seleccién
diversificadora y episddica en sitios individuales. El programa muestra 2 sitios posibles
de haber estado bajo la accién de la seleccién direccional positiva con un P-valor
menor al 0.05: el sitio 58 en la rama basal de los octodontidos y el 131en la rama que
conduce a P.longicaudatus (Figura 3). Otros 3 sitios: el 13, el 72 y el 112 presentan
una probabilidad menor al 0.1 de haber estado bajo el mismo efecto (figura 4) .El
programa identifico en el sitio 13 la rama que conduce al ancestro comun de C.
rionegrensis y C. leucodon. En el sitio 72, 4 ramas diferentes, tres de ellas dentro del
grupo de los octodontidos. Y en el sitio 112 se registra seleccidén en la rama basal de
los Ctenomys produciéndose dos cambios no sindnimos en dicho codén para dichos
linajes.

El Factor Empirico de Bayes (EBF) es un valor empirico que da una medida de la
probabilidad de tener w mayor que uno. Cuanto mas roja la rama se presente, mayor
el valor de EBF La notacion 0:2 sobre la rama en la figura 3 indica el numero de
cambios sinénimos (0), respecto del nimero de cambios no sinénimos (2), que se

acumularon en ese codon.

Sitio 58 - Sitio 131
I o1 .
:ﬂ : A_FUSCUS 1 o I o ) A_FUSCUS
5_CYANUS 5_CYANUS
0_DEGUS 0 _DEGUS
T_BARRERAE T_BARRERAE
C _uocumu» C_SOCIABILIS
_k'__k_‘.ux};ﬁk}_mls _h::'_RJO.TEGR.E\'h[h
C_LEUCODON C_LEUCODON
P_LONGICAUDATUS P_LONGICAUDATUS
C_LANIGERA C_LANIGERA
C_PORCELLUS C_PORCELLUS

Figura 3._Resultados del programa MEME en las secuencias nucleotidicas de alfa-globinas. En rojo
se muestran las ramas que el programa MEME encontrd bajo seleccién, con un p-valor menor a 0.05. Los
recuadros en gris muestran el nimero de cambios sinénimos (izquierda), respecto de los no sinénimos
(derecha) para ese sitio Gnicamente para la rama sobre la que aparece.
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Sitio 13 Sitio /72

p— | . -
0.01 1 100 A_TUSCUS

i T BARRERAE

C_SOCIABILIS C SOCIABILIS
RIONEGRENSIS
i AI.LC RIONEGRENSIS
C_LEUCODON

e P_LONGICAUDATUS C_LEUCODON
0L C_LANIGERA _ —F_LONGICAUDATUS
C_PORCELLUS _LANIGERA
C_PORCFEIILLIS

Sitio 112

ol

A_FUSCUS
S_CYANUS

C_RIONEGRENSIS

C_LEUCODON
P_LONGICAUDATUS

C_LANIGERA

C_PORCELLU:

Figura 4. Resultados del programa MEME con las secuencias nucleotidicas de alfa-globinas. En rojo
se muestran las ramas que el programa MEME encontrd bajo seleccioén, con un p-valor entre 0.05 y 0.1.
Los recuadros en gris muestran el nimero de cambios sinénimos (izquierda), respecto de los no
sinénimos (derecha) para ese sitio Unicamente para la rama sobre la que aparece.

Los cambios aminoacidicos implicados en los sitios que el programa MEME detect6
bajo seleccién se detallan a continuacién y resumen en la tabla 4. En el sitio 58 una
alanina es sustituida por una serina en la rama basal de los octoddntidos. En el sitio 131
También hay cambié de alanina por serina en la rama que conduce a P. longicaudatus.
En el sitio 13 una treonina es sustituida por alanina en al menos dos linajes
independientes. En el sitio 72 son varios los cambios nucleotidicos no sinénimos que
aparecen, por un lado en la rama basal de los octodontidos ocurre un cambio de glicina
por &cido glutdmico. Luego internamente en este grupo ocurren dos cambios no
sinbnimos independientes: el acido glutamico es sustituido por asparagina en S.cyanus
y por acido aspartico en T.barrerae. En la rama que conduce a C.lanigera la glicina es
sustituida por asparagina. Por udltimo en el sitio 112 ocurre cambio de alanina por
leucina en la rama basal del género Ctenomys.
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Tabla 4. Se presentan los cambios de aminoacidos (y nucleotidicos) en las posiciones sefialadas en el MEME bajo
seleccion

Cambio aminoacidico (codon) en sitio

Especie 13 58 72 112 131
C. rionegrentA (GCT) A (GCC) G (GGC) L (CTC) A (GGCQ)
C. leucodon A (GCT) A (GCC) G (GGC) L (CTC) A (GGC)
C. socibillis T (ACT) A (GCC) G (GGC) L (CTC) A (GGCQ)
A. fuscus T (ACT) S (AGC) D (GACQ) A (GCC) A (GGCQ)
S.cyanus T (ACT) S (AGC) N (AAC) A (GCC) A (GGCQ)
O. degus T (ACT) S (AGC) D (GACQ) A (GCC) A (GGCQ)
T. barrerae T (ACT) S (AGC) E (GAA) A (GCC) A (GGC)
P.longicaudaA (GCT) A (GCC) G (GGC) A (GCC) S (GAG)
C. lanigera A (GCT) A (GCC) N (AAC) A (GCC) A (GGC)
C.porcellus T (ACT) A (GCC) G (GGC) A (GCT) A (TGC)

Branch-siteREL y GA-Branch
El programa branch-siteREL, no encontré6 ramas bajo seleccion. El programa
GABranch, sugiere eventos selectivos en la rama que conduce a S. cyanus y la rama

gue conduce a C. rionegrensis y C. leucodon (Fig. 5).

dN/dS = 10000.000; 2%
dN/dS = 0.499: 90%

dN/dS = 0.021: 8%
4.4%

A_FUSCUS
6.8

168% __INoDES
61.3%

24.1% NODES S_CYANUS
]

3.7 00% 5 pecus
NODEA _DEGUS

T_BARRERAE

0% __INODE3

26,
182% C_SOCIABILIS

.
0.0% NODEIl 1919 )
0.0% . pe—= (_RIONEGRENSIS
NODE2 57.1%
NODE13

0.6%

C_LEUCODON

0.0%

P_LONGICAUDATUS

0.0%

C_LANIGERA

0.0%

C_PORCELLUS

Figura 5. Resultado del test de Seleccion por el método de GABranch, las ramas en rojo indican linajes con
valores altos de dN/dS

chla'vlljilizé una vez mas un programa de la base de datos de DataMonkey, el PRIME, que
se utiliza para la bausqueda de propiedades aminoacidicas (sitio especificas) que estan
siendo preservadas o modificadas por procesos evolutivo. Sin encontrar sitios en los
cuales las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos, hayan cambiado

significativamente.
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Programa PAML

El estudio de seleccion por linajes no arrojo resultados positivos. No hubo diferencia
significativa entre asignar una Unica w a todas las ramas, que el modelo mas complejo
donde la estimacién de este parametro vari6 libremente. El analisis por sitios, no mostré
resultados significativos usando el test recomendado M8-M8a (Yang 2007). Los
resultados mas interesantes se ven en los modelos por ramas y sitios. Se probaron
aquellas combinaciones de ramas forward (aceleradas) relevantes para el estudio
(como subterraneos y no subterraneos) y aquellas de interés en comparacioén con los
resultados anteriores y los test recomendados (Yang 2007). De los modelos ensayados,
vale destacar que el modelo al que se le permitié que la rama basal de los octodontidos
tuviera valor de w distinto del conjunto de las deméas ramas tuvo diferencias
significativas con el modelo nulo (p<0.05). Bajo este modelo, se encontraron dos sitios
con una probabilidad posterior alta de estar sujetos a seleccion segin el Bayes
Empirical Bayes (BEB) coincidentes con los resultados obtenidos por el MEME (sitios 58
(p=0.919) y 72 (p=0.838)).

TreeSAAP

Por otra parte se utiliz el programa TreeSAAP, que se utiliza también para estudiar los
cambios fisicoquimicos en las proteinas, pero mediante una aproximacion diferente a
los métodos anteriores. Algunos de los cambios mas importantes fueron en las
tendencias de las alfa hélices, y en la constante de equilibrio de ionizacion del COOH
(Fig. 6). Este método es de mayor sensibilidad que el PRIME. Los sitios 13, 58 y 72
coinciden en el hecho de estar sujetos a seleccién con los sefialados por MEME y
PAML.

Los cambios en las propiedades de los amino4cidos de las ramas que van a las
especies C.porcellus, C. lanigera y P. longicaudatus, no fueron tomados en cuenta ya
gue debido al gran niumero de diferencias respecto de las demas secuencias (tabla 3),
se suscitaban una cantidad grande de cambios en las propiedades las cuales no

tendrian porque estar relacionadas con la seleccion.
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7 C. rionegrensis
Y 3 C. leucodon
5]
N/ C. sociabilis
A. fuscus
0.00 & S
-
W2 . barrerae

P longicaudatus

C. porcelius

Figura 6. Para las distintas ramas se presenta en un circulo el codén al cual se le ven alteradas sus
propiedades fisicoquimicas los resultados se obtuvieron a un P-valor de 0.01,

Discusidn

Una base de datos de ADN puede ser sometida a tres tipos de test de seleccion:
seleccion en sitios, seleccidn en ramas y seleccion en sitios y ramas. En forma general
se pude decir que si bien los test que pretendian encontrar selecciébn en sitios y
seleccién en ramas, no la encontraron, los test que pretendian encontrar seleccién en
sitios y ramas simultineamente, encontraron algunos codones en linajes particulares
bajo seleccién positiva. Los Métodos utilizados para este Ultimo tipo de analisis fueron
MEME, PAML y TreeSAAP. Hay que tener en cuenta que los tres métodos utilizados
tienen sus limitaciones. EI PAML y el MEME son muy exigentes determinando sefales
de seleccidn positiva y posiblemente se pueda estar despreciando algun sitio sometido
a seleccién direccional positiva. Esto es particularmente importante para este gen, ya
gue debido a la importancia biolégica del mismo, esta siendo sometido constantemente
a una alta presion de seleccién purificadora y una pérdida en la deteccion de un sitio
bajo seleccion positiva, podria hacer la diferencia en la respuesta a la pregunta que
pretende abordar este trabajo al momento de asignar si determinados cambios
aminoacidicos son adaptaciones o no. A diferencia de los dos métodos sefalados, el
TreeSAAP es un método alternativo que no se basa en estimar dN/dS y es de mayor
sensibilidad (Woolley et al. 2003), lo que se verifica en este trabajo ya que a pesar de
las restricciones que se consideraron, el andlisis resultd con un gran nimero de sitios
identificados bajo seleccién. La principal critica que se ha planteado es la tasa de falsos
positivos, y para contrarrestar este efecto fue que se seleccionaron Unicamente aquellos
cambios con un p-valor menor al 0,01. Sin embargo y pese a las diferencias en la forma
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de deteccién de los distintos métodos, los sitios 58 y 72 son reconocidos por los tres

métodos de estar bajo seleccién direccional positiva.

Segun los resultados obtenidos por el MEME, los sitios que estan sometidos a seleccion
direccional positiva, no son siempre en las ramas que uno esperaba a priori. En la rama
basal de los octoddntidos hay evidencia de seleccién positiva en el sitio 58 donde dos
cambios nucleotidicos en dicho coddén determinan un reemplazo de alanina (GCC) por
serina (AGC), siendo el ancestral un aminoacido hidrofébico (apolar) y el derivado en
dicha rama uno hidrofilico. La estructura de estos aminoacidos se muestra en la tabla 6.
No resulta extrafio, por lo mencionado anteriormente, que el programa TreeSAAP haya
identificado ese mismo reemplazo como responsable de un fuerte cambio en las
propiedades fisicoquimicas. El programa PAML también reconoce este resultado
dandole mayor robustez al mismo y disminuyendo las probabilidades de que se esté en
presencia de un falso positivo. Este sitio es de especial interés ya que es adyacente a
un aminodcido de histidina que pareciera estar altamente conservado en las secuencias
de alfa globina en varios 6rdenes de mamiferos segln una revision personal. La
posicion que ocupa esta histidina en una de las cadenas a de la hemoglobina es
presentada en la figura 7. El grupo imidazol que presenta como grupo funcional de
dicho aminoacido interactlia con el oxigeno captado por la proteina facilitando la union
reversible del mismo y colabora en la estabilizacion del enlace Fe-O2 (Storz y Moriyama
2008). Es decir, un solo cambio aminoacidico podria estar explicando diferencias en las
afinidades de las proteinas por el oxigeno, facilitando la carga y descarga de oxigeno de
la proteina y podria implicar que los cambios de reemplazo seleccionados, lo sean para
la fosorialidad en general y no Unicamente para la subterraneidad como se podria
especular dado el grupo de especies que involucra este cambio en la filogenia ya que la
mayoria de este grupo son fosoriales, y dentro de este se especializa Spalacopus sp. en
la colonizacion del nicho subterrdneo in extremis. Es esperable que los fosoriales
también enfrentan periodos de hipoxia en determinadas ocasiones, como en el nido
comunitario, por ejemplo. Esta invasion ha ocurrido recientemente, y tiene muy poca
divergencia con su pariente mas cercano Aconaemys spp.. La diferenciacion puede

estar facilitada si ya existiera un contexto favorable.
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Tabla 6. Aminoacidos involucrados en los reemplazos aminoacidicos detectados bajo seleccion por el
programa MEME.

Aminoacido Alanina (A) Treonina(T) Serina(S) Leucina(L)
Estructura OH 0 0
Espacial ;
he OH K)ok
HyN
N, N, H
Aminoéacido Glicina (G) Asparagina(N)  Acido Acido
Aspartico(D) glutamico( E)
Estructura O 0 00
Espacial M
b ’)LOH 0 o Ho i
W,
NH OH N,

Figura 7. Estructura de la Hemoglobina de Cavia porcellus. En rosado se muestra la cadena de alfa
globina, en amarillo. Dentro del circulo rojo, se encuentra el residuo de histidina adyacente al sitio 58
(izquierda), y el amino4cido numero 72 en el extremo de una hélice alfa (derecha), la estructura 3D de
esta proteina se encuentra en el link
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cqi?uid=82919 y se visualizé6 mediante el programa
Cn3D presente en la base de datos de Gen Bank.

El otro sitio que tanto el MEME, el PAML como el TreeSAAP reconocieron bajo
seleccion es el sitio 72, con la particularidad que se registraron cambios no sinénimos
en 4 ramas para este codén. En la rama basal de los octodontidos ocurre un cambio
de G a A en la segunda posicion del codon lo que resulté en un cambio de glicina a
acido aspartico en algin ancestro comun a las cuatro especies. Este cambio podria
tener implicancias funcionales para la hemoglobina, ya que un aminoacido no polar fue
sustituido, por un aminoacido polar cargado negativamente, produciendo cambios en
la carga neta de la proteina y posiblemente, en la estructura terciaria de la misma.
Esto también podria estar involucrado en una adaptacion a la fosorialidad en general y

no tanto a la subterraneidad, como también ocurre en la misma rama en el sitio 58
I —
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discutida arriba. Posteriormente en dos de las ramas que divergen dentro del grupo, se
acumularon dos cambios aminoacidicos independientes uno del otro. Una molécula de
acido aspartico fue reemplazada por acido glutdmico en la especie Timpanoctomys
barrerae. En este sitio, el TreeSAAP volvié a encontrar cambios en las propiedades
fisicoquimicas de los aminoacidos involucrados (Fig. 6). También en la rama que
conduce a S. cyanus el acido aspartico es reemplazado por aspargina. Incluso en el
mismo sitio ocurre un cambio de Glicina a asparginina en la rama que conduce a C.
lanigera de manera independiente del cambio ocurrido en los octodédntidos. Que en un
sitio en el cual se encontraba el aminoacido con estructura de menor tamafo, se
sustituya por otro de una cadena lateral compuesta por varios dtomos de carbono,
evidencia lo particular que fue dicho cambio. Un analisis estructural revela que el
amino4cido en cuestion se encuentra formando una hélice alfa (Fig. 7), este
casualmente es adyacente a un aminoacido de histidina también altamente
conservado pero que no forma parte directa en la unidon del oxigeno a la proteina
(revisién personal de secuencias nucleotidicas en la base de datos de GenBank para

varios 6rdenes de mamiferos).

El hecho de que los octodéntidos muestren dos sitios (58 y 72) bajo seleccion en su
rama basal, sugiere que quizas la adaptacion a ambientes con bajo oxigeno comenzé
antes de la divergencia del grupo. Dado que todos los miembros de este grupo son al
menos de habitos fosoriales, es posible que adaptaciones en la estructura

aminoacidica de la hemoglobina permita la fosorialidad del grupo.

Dentro de una de las ramas internas del género Ctenomys, la que divide a C.
rionegrensis y C. leucodon de C. sociabilis, se suscita otro cambio aminoacidico en el
sitio 13, reconocido por el MEME con un valor marginal. En este caso una treonina es
sustituida por una alanina, lo que resulta en un cambio de un aminoacido hidrofilico
por otro hidrofébico. Una vez mas, tal cambio fue advertido por el programa
TreeSAAP, por el evidente cambio en las propiedades fisicoquimicas que representa.
Un cambio seleccionado en esta region del arbol podria interpretarse como una
adaptacion a la hipoxia del ambiente subterraneo, ya que, como se ha mencionado
arriba, estas especies son subterraneas, incluso C.sociabilis que presenta el caracter
de la forma ancestral,(por lo que no esta contemplado en el cambio adaptativo), tiene
ciertos comportamientos que hacen de esta interpretacion un poco ambigua, por
ejemplo deja las bocas de las cuevas abiertas, lo que podria permitir una mayor

circulacion de los gases oxigeno y diéxido de carbono.
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En la rama basal de Ctenomys se encuentra presente un cambio aminoacidico en el
sitio 112 donde una alanina es reemplazada por una leucina y donde dos cambios
nucleotidicos fueron requeridos para determinar dicho cambio. Si bien se trata de un
cambio entre dos aminoacidos hidrofébicos, la leucina es un aminoacido cuyo grupo
funcional es méas grande y ramificado, pudiendo producir impedimento estérico en la
proteina.

Los cambios producidos en los sitios 13 y 112, podrian estar implicados en
adaptaciones del género Ctenomys a la subterraneidad y contribuye con la evidencia
aportada en otros estudios sobre adaptaciones moleculares realizados en citocromo b
y otros genes mitocondriales (Da Silva et al. 2009, Tomasco & Lessa 2010, Tomasco
et al. 2014).

Evidencia también de seleccion positiva se encuentra presente en la rama que
conduce a P. longicaudatus en el sitio 131 para el programa MEME. En este caso
también se da una sustitucion aminoacidica de una alanina por una serina, y si bien
los cambios nucleotidicos no sindnimos necesarios para determinar dicho reemplazo
son dos respecto de C. lanigera y tres respecto de C. porcellus, los codones no son
idénticos a los del sitio 58 (Tabla 4). La posible interpretacion biolégica que pueda
traer aparejado tal evento de seleccion escapa a los objetivos de este trabajo. De
todos modos, es interesante aclarar que a pesar de la baja probabilidad del MEME de
sefalar un falso positivo, este evento es posible y llama la atencién que este sitio, no
haya sido interpretados por otros métodos como un sitio que se encuentra bajo
seleccion a diferencia de lo ocurrido con los sitios previamente descritos para los
cuales los tres métodos coincidian.

Los modelos implementados para detectar seleccidon positiva por linajes no mostraron
resultados significativos, ya que el efecto “linaje” se promedia entre todos los sitios del
mismo. Lo mismo sucede con los modelos por sitio, donde el efecto “sitio”, se
promedia para todos los linajes implicados. Esto ocurre en casos en donde la
seleccion episodica, confinada a un breve momento en un sitio en particular, como
puede ser el caso de este gen dada la fuerte accion de la seleccion purificadora en
contra de nuevas variantes ya que este gen es de gran importancia funcional, se
encuentra sumamente restringido a la hora de acumular mutaciones en su secuencia.
De todos modos, los resultados obtenidos por el GA-Branch reconocen seleccion en el
linaje que conduce a S. cyanus y en una rama interna del género Ctenomys. Si este
resultado se presentara aislado poco seria su valor, pero sumado a la vasta evidencia
de seleccion proporcionada por los otros métodos, no es una utopia pensar que este
gen haya sido seleccionado en estos linajes en particular. Incluso se estaria dejando

por fuera a una especie de Ctenomys (C.sociabilis), que en la literatura también la
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describe como subterranea, tiene ciertos comportamientos que hacen de esta
interpretacion un poco ambigua, por ejemplo deja las bocas de las cuevas abiertas, lo
gue podria permitir una mayor circulacién de los gases oxigeno y diéxido de carbono.
Realizar estudios que midan la afinidad de la proteina por el oxigeno en las distintas
variantes que se presenta en este grupo de especies tan cercano, complementaria los
estudios moleculares realizados en este trabajo y responderia algunas interrogantes
sobre el papel de algunos de los cambios percibidos. Este estudio deberia ser
también, complementado con al menos la otra subunidad que constituye a la proteina,
la beta-globina.

La evidencia que proporcionan estos analisis sobre los efectos de la seleccion natural
en genes involucrados en el metabolismo del oxigeno, lejos de ser determinantes,
abren las puertas a estudios de seleccidon de otras secuencias génicas relevantes. En
primer lugar, una secuencia de interés podria ser la subunidad beta de la hemoglobina
cuya secuencia nucleotidica podria aclarar y sumar evidencia a la obtenida en la
cadena alfa e incluso se podrian establecer si ocurre selecciébn en los sitios de
contacto o en los sitios en los cuales la beta globina tienen contacto directo con el
oxigeno. En segundo lugar se podria secuenciar el resto de los genes de la familia de
las globinas como ser la mioglobina, la citoglobina o la neuroglobina, y someterlos al
mismo tipo de andlisis que ha sido sometida la alfa globina. Por dltimo y con una vision
integradora de las adaptaciones en general al ambiente subterrdneo, se podria
ahondar en el estudio de otras adaptaciones al sistema respiratorio que permitan a los
mamiferos subterraneos vivir y desarrollar todas sus actividades a bajas presiones de

oxigeno ambiental.
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