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RESUMEN

La familia multigénica de las relaxinas esta compuesta por las relaxinas (RLNs) y los
péptidos de Leydig (INSLs). Los genes de esta familia cumplen roles fisiologicos asociados a la
reproduccion. La estructura de esta familia s6lo ha sido descrita en especies modelos, y el
estudio de su evolucion es bastante limitado. En este sentido, las bases de datos gendmicas abren
hoy una oportunidad tnica para el estudio evolutivo de familias multigénicas. Lo anterior es mas
evidente en mamiferos, en donde la gran cantidad de genomas disponibles permiten hacer
inferencias mas precisas debido a la densidad de muestreo en su filogenia.

En este contexto el objetivo de esta tesis es estudiar el patron evolutivo de la familia
multigénica de las relaxinas en mamiferos. Para lograr este objetivo, se caracterizaron los
miembros de esta familia en las especies de mamiferos para las cuales hay bases de datos
genomicas, y se reconstruyeron las relaciones de ancestralidad de los mismos. Por otro lado, se
investigd también el potencial rol de la seleccidon natural en la evolucion de este grupo de genes.

Los resultados de esta tesis sugieren que la evolucion de la familia multigénica de las
relaxinas podria ser explicada principalmente por un modelo divergente. Sin embargo, otros
procesos tales como nacimiento y muerte en el cluster RFLB en mamiferos euarcontoglires,
retencion diferencial de los genes RLN del cluster RFLB en monos del nuevo y viejo mundo,
retencion diferencial del gen INSL4 en primates haplorrinos y evolucion mosaico en el gen
RLN2/1 en el chimpancé, también darian cuenta de la evolucion de este grupo de genes.

En conclusion, esta tesis muestra la interaccion de distintos procesos evolutivos que dan
cuenta de la evolucion de sistemas genéticos, muchos de los cuales pueden variar tanto en el

tiempo como en el espacio.



ABSTRACT

The relaxin gene family comprises two different kinds of genes: relaxines (RLNs) and
Leydig peptides (INSLs). In this gene family, the different paralogs have acquired a variety of
physiological roles including bone formation, testicular descent, trophoblast development and
cell differentiation. The structure of this family only has been described in model species, and the
study of its evolution is rather limited. In this sense, genomic databases provide an unique
opportunity to study the evolution of multigene families, specially in mammals, where the
amount of genomes available is larger in comparison with other vertebrate groups, allowing
more precise conclusions.

In this context, the objective of this thesis is to study the evolutionary pattern of the
relaxin gene family in mammals. To achieve this goal, members of this gene family were
characterized in mammalian species for which genomic information is available. Gene
phylogenies were used to infer orthologous relationships, and the potential role of natural
selection in this group of genes was also investigated.

Results of this study suggest that the evolution of the relaxin gene family could be
explained mainly by a divergent model. However, processes such as birth-and-death in
euarchontoglires, differential retention of the RLN genes in new and old world monkeys,
differential retention of INSL4 gene in haplorrhine primates, and mosaic evolution of RLN2/1
gene in chimpanzee, would also account for the evolution of this group of genes.

In conclusion, this thesis shows the interaction of different evolutionary processes that

account for the evolution of genetic systems, many of which can vary both in time and space.



INTRODUCCION

1.1 Evolucion por duplicacion génica

La importancia de las duplicaciones génicas como fuente promotora de innovaciones
biologicas fue inicialmente sugerida a principios de la década de los 30 por Haldane y Miiller
(Haldane 1932; Miiller 1935), sin embargo no fue sino hasta inicios de la década de los 70, con
la publicacion del libro Evolution by gene duplication por Susumo Ohno (Ohno 1970), en que la
real dimension de este fenomeno fue entendida. En la década de los 90 el desarrollo de las
tecnologias de secuenciacion y la bioinformatica han hecho posible analizar los genomas en su
totalidad, lo cual ha proveido evidencia irrefutable acerca de la abundancia de duplicados en los
genomas (Zhang 2003).

Las duplicaciones génicas son eventos en los cuales un segmento de ADN se origina a
partir de otro preexistente. Estas duplicaciones de pequeia escala pueden originarse por
mecanismos como el entrecruzamiento desigual, el cual consiste en el intercambio de
informacion entre cromosomas homologos que no estan correctamente alineados durante el
proceso de meiosis. Como resultado de lo anterior se originan segmentos repetidos en tandem en
un cromosoma homoélogo y una delecion en el otro (Nei & Rooney 2005) (figura 1) .

Es posible establecer distintas relaciones de homologia entre los genes que se originan a
partir de una duplicacion génica, entre los cuales la paralogia y ortologia son los mas
importantes. La primera se define como una relacion de homologia entre genes de una misma
especie que se han originado por un evento de duplicacion génica. Por otro lado la ortologia se

define como una relacion de homologia entre genes de diferentes especies, originadas por un



evento de especiacion (Gogarten & Olendzenski 1999; Thornton & DeSalle 2000) (figura 2).

Los genes que se originan a partir de una duplicacion génica pueden seguir distintas
trayectorias evolutivas. Una primera alternativa sugiere que los genes podrian conservar la
funcién del gen parental, lo cual permitiria al organismo producir una mayor cantidad del
producto génico, lo cual a su vez y bajo ciertas circunstancias podria representar una ventaja. La
mantenciéon de las copias con la misma secuencia puede ser explicado por la accion de la

seleccion purificadora y/o la conversion génica (Zhang 2003).

Una segunda posibilidad es el modelo de subfuncionalizacién (SF), el cual sugiere que la
funcion que era ejercida por el gen parental es asumida ahora por ambos duplicados, lo cual
puede evidenciarse como cambios en los patrones espaciales o temporales de expresion (Zhang
2003). Un ejemplo de lo anterior lo constituye la familia multigénica de las f-globinas en
mamiferos en donde los distintos paralogos se expresan diferencialmente durante la ontogenia

(Hardison 1988).

Una tercera posibilidad es la neofuncionalizacion (NF), que sugiere que uno de los
duplicados adquiriria un rol fisiologico distinto al del gen parental (Zhang 2003). Uno de los
mecanismos que explicarian este modelo es la aceleracion de la fijacion de mutaciones
ventajosas, ya sea en la region codificante o reguladora del gen (Rodriguez-Trelles, Tarrio, &

Ayala 2003).

Estos dos tultimos procesos subfuncionalizacién (SF) y neofuncionalizacion (NF) han
sido integrados en un nuevo modelo que sugiere que los genes duplicados podrian experimentar

una rapida SF y posteriormente una prolongada NF, modelo que ha sido denominado



subneofuncionalizacion (He & Zhang 2004).

Finalmente vale la pena destacar que mas alld de los modelos antes mencionados, la
mayor parte de los genes duplicados pierde su funcién debido a la ocurrencia de mutaciones
deletéreas que inactivan el gen, tales como las mutaciones que alteran el marco de lectura, las

mutaciones sin sentido o las deleciones, generando asi pseudogenes (Zhang 2003).

1.2 Modelos de evolucion de familias multigénicas

Los genes originados por duplicacion génica se agrupan en unidades conocidas como
familias multigénicas, las cuales se define como un grupo de genes que descienden de un gen
ancestral comun, y por lo tanto tienen secuencias de ADN y funciones similares (Nei & Rooney
2005). Los miembros de una familia multigénica pueden estar dispuestos en tandem o también
dispersos en distintos cromosomas. Diversos modelos han sido propuestos para explicar la
evolucion de las familias multigénicas, entre ellos los mas citados son los modelos de evolucion
divergente, concertada, mosaico, nacimiento y muerte, y retencion diferencial (Nei y Rooney

2005; Yonekura et al. 1987; Zhang, Dyer & Rosenberg 2000).

El modelo de evolucién divergente sugiere que los genes evolucionarian de forma
independiente, en relacion a la fijacion de mutaciones (figura 3a), lo cual no implica
necesariamente que los genes adquiririan nuevas funciones (Ota & Nei 1994). Como
consecuencia de este proceso los genes ortdlogos tendrian una mayor similitud de secuencias
entre si que los genes paralogos, de tal manera que al reconstruir una filogenia la topologia

recuperaria grupos monofiléticos de genes ortdlogos (Carson & Scherer 2009) (figura 3b). Un
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ejemplo de evolucion divergente lo constituye la familia génica Vu en vertebrados

(immunoglogulin heavy-chain variable-region) (Ota & Nei 1994).

El modelo de evolucion concertada sugiere que los genes no evolucionarian de manera
independiente, sino que interactuarian a través de procesos de conversion génica (Nei & Rooney
2005) (figura 4a). Este mecanismo consiste en un proceso de recombinacion homologa no
reciproca entre dos regiones del genoma (Li 1997). La consecuencia de este proceso lleva a que
los genes paralogos tendran una mayor similitud de secuencias entre si que los genes ortdlogos,
de tal manera que la topologia obtenida al reconstruir una filogenia estaria formada por clados de
genes paralogos especie especificos (Carson & Scherer 2009; Nei & Rooney 2005) (figura 4b).
Un ejemplo de evolucion concertada lo constituye los genes de expresion adulta de la familia

multigénica de las f-globinas en mamiferos (Opazo et al. 2008).

El modelo de evoluciéon mosaico describe un escenario en el cual la evolucion de los
genes ocurriria por una combinacion de ambos modelos descritos previamente, es decir, que una
region (exon, dominio) de los genes evolucionaria de manera divergente, mientras que la otra lo
hace de manera concertada generando asi genes quiméricos (figura 5a). Los genes quiméricos
son genes que combinan distintos mddulos funcionales de distintos genes parentales (Jones &
Begun 2005; Long et al. 2003a; Long et al. 2003b). Las reconstrucciones filogenéticas de genes
que evolucionan segln este patron producen topologias en los cuales pareciera que han ocurrido
duplicaciones multiples (Teshima & Innan 2004). Por lo anterior para detectar este patron se
deben reconstruir filogenias para distintas regiones del gen, de modo que se obtendrian
topologias alternativas para las regiones que evolucionan de manera divergente y concertada, en

las cuales los genes se recuperarian en clados de genes ortdlogos y paralogos respectivamente
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(Carson & Scherer 2009)(figura 5b). Un ejemplo de evolucion mosaico lo constituye el gen
quimérico p/0-globina en el elefante africano, el cual se origind por entrecruzamiento desigual

entre los genes £ y 0-globina en esa especie (Opazo et al. 2009).

El modelo de evolucion por nacimiento y muerte describe un escenario en el cual los
miembros de una familia multigénica se duplican, se inactivan o se pierden aleatoriamente en
diferentes grupos, por lo que comparativamente el nimero de copia de genes variaria en los
diferentes linajes (Hughes & Nei 1989; Nei et al. 1997; Piontkisvka et al. 2002) (figura 6). Un
ejemplo de evolucion por nacimiento y muerte es la familia génica MHC (Major

Histocompatibility Complex) en mamiferos (Hughes & Nei 1989; Nei, Gu & Sitnikova 1997).

El modelo de retencion diferencial sugiere que existe una pérdida y retencion diferencial
de genes en diferentes clados (figura 7). Este proceso puede ser estocastico, de modo que un
grupo cualquiera de genes puede ser aleatoriamente retenido en un clado. Por otra parte, la
pérdida y retencion diferencial de un grupo especifico de genes podria ocurrir por seleccion
natural, de modo que la retencion en el genoma de un grupo particular de genes podria ser
ventajoso (Force et al. 1999; Hughes 1994). Un ejemplo de lo anterior es la pérdida y retencion
diferencial de genes del cluster de las f-globinas en la radiacién de mamiferos euterios (Opazo et

al. 2008).

Si bien los modelos de evolucién de familias multigénicas describen escenarios que
individualizan el patron por los cuales un grupo de genes que descienden de un ancestro comun
evolucionan, la realidad muestra que estos modelos no son excluyentes, de tal manera que la

evolucion de una familia multigénica puede ser explicada por procesos mixtos, que pueden
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cambiar tanto en el tiempo como en espacio. Por ejemplo, la familia multigénica de las f-
globinas en mamiferos exhibe patrones evolutivos que se ajustan a los modelos de evolucion

concertada, en mosaico, nacimiento y muerte y retencion diferencial (Opazo et.al. 2008).

1.3 Familia multigénica de las relaxinas en mamiferos como modelo de estudio

La familia multigénica de las relaxinas forma parte de la superfamilia de la insulina, la
cual a su vez ha sido dividida en dos familias, una de ellas formada por la insulina (INS) y los
factores de crecimiento insulinicos (IGFs), y la otra, por las relaxinas (RLNs) y los péptidos de
Leydig (INSLs) (Steiner et al. 1985; Chan & Steiner 2000). Estos genes han sido agrupados
dentro de una superfamilia basado en la conservacion de seis residuos de cisteina, asi como en la

similitud de la estructura terciaria de las proteinas (Blundell & Humbel 1980; Conlon 2001).

Los genes de la familia multigénica de las relaxinas en vertebrados se encuentran
distribuidos en loci ubicados en tres cromosomas distintos, loci que han sido denominados en la
literatura como relaxin family locus A, B'y C (RFLA, B y C) (Park et al. 2008). El nimero de
genes de esta familia varian ampliamente en vertebrados. En aves, por ejemplo, sélo dos genes
han sido descritos (RLN2 y INSL5), mientras que en humanos siete genes han sido identificados:
INSLS5 en el cromosoma 1, INSL6, INSL4, RLN2 y RLN1 en el cromosoma 9, y RLN3 e INSL3
en el cromosoma 19 (figura 8) (Hsu 1999; Wilkinson et al. 2005; Park et al. 2008; Good-Avila et

al. 2009).



1.3.2 Estructura y funcion

La estructura primaria de las proteinas de los miembros de esta familia tienen una baja
similitud de secuencia, excepto por la conservacion de tres residuos de cisteina y un residuo de
glicina en el péptido B (Shabanpoor, Separovic & Wade 2009). Los genes de esta familia son
expresados como un preprohormona formada por cuatro dominios funcionales: un péptido sefal,
un péptido B, un péptido C, y un péptido A. Esta preprohormona sufre una serie modificaciones
co y post-traduccionales, de modo que la estructura cuaternaria de las proteinas esta formada por
un péptido heterodimérico con dos dominios estructurales: A y B (Hsu et al. 2005; Steiner et al.

1985; Wilkinson et al. 2005).

Los genes de esta familia tienen roles fisioldgicos asociados a la reproduccion. Las
relaxinas son hormonas pleiotropicas que realizan una amplia variedad de funciones como
promover el crecimiento y ablandamiento del cuello uterino, suavizar el tejido conectivo de los
ligamentos interpubicos, crecimiento de las glandulas mamarias, entre otros (Bathgate et al.
2003; Hsu 2003; Sherwood 2004). Mientras que para los péptidos de Leydig han sido descritas
diferentes funciones relacionadas con desarrollo del trofoblasto, descenso testicular, regulacion

en la formacion de hueso y contractibilidad del intestino (Chan & Steiner 2000).

1.3.3 Evolucion

El modelo actualmente aceptado sobre la evolucion de esta familia sugiere un escenario
donde habria ocurrido una duplicacion del gen precursor de la superfamilia en el ancestro comin

de los olfactores (urocordados y vertebrados) dando origen a los ancestros de las dos familias
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mencionadas previamente: INS/IGF y INSL/RLN (figura 9) (Olinski, Lundin, & Hallbook 2006).
Posterior a esto habrian ocurrido dos rondas de duplicacion gendmica en al ancestro comun de
los vertebrados (Kasahara 2007; Dehal & Boore 2005; Kuraku et al. 2009), originando asi cuatro
genes indiferenciados en cuatro cromosomas distintos. Uno de estos se habria perdido, quedando

de esta forma tres genes indiferenciados en tres cromosomas distintos, los cuales corresponderian

a precursores de los clusteres RFLA, B y C Olinski, Lundin, & Hallbook 2006) (figura 9).

Procesos de nacimiento y muerte de genes habrian moldeado estructura de esta familia en
las especies actuales. En el cluster RFLC los genes RLN3 e INSL3 se habria originado a partir de
una duplicacion segmental de 5-7 Mb que habria ocurrido después de la separacion de los
teledteos y tetrapodos (Park et al. 2008). En el clister RFLB el gen INSL6 se habria originado en
el ancestro comun de los mamiferos placentados (Park et al. 2008) (figura 10a). Los genes
INSL4 y RLNI se habrian originado durante la radiacion de los primates, el gen INSL4 se habria
originado a partir de un gen RLN en el ancestro comun de los catarrinos (monos del viejo mundo
y hominidos) (Bieche et al. 2003), mientras que el gen RLN1 se habria originado en el ancestro
comun de los hominidos (Klonisch et al. 2001) (figura 10b). En el cluster RFLA el gen INSLS se

habria mantenido como gen de copia unica.

La divergencia de los RLNs y INSLs habria ocurrido de manera independiente en estos
tres linajes cromosOmicos en el ancestro comun de los vertebrados dado que las relaciones de
ortologia entre los principales grupos de vertebrados han sido mostradas en trabajos anteriores

(Park et al. 2008; Olinski, Lundin, & Hallbook 2006).
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1.4 Hipétesis

La baja similitud de secuencia de los miembros de la familia multigénica de las relaxinas

en mamiferos se explicaria segiin un modelo de evolucion divergente.

Esta hipotesis, por un lado explicaria la diversidad de funciones de los miembros de la
familia, y por otro, predice que la topologia del arbol de esta familia multigénica estaria formada

por clados de genes ortdlogos.

1.5 Objetivo general

* Estudiar el(los) patron(es) evolutivo(s) de la familia multigénica de las relaxinas en

mamiferos.

1.5.2 Objetivos especificos

* Identificar y caracterizar los genes estructurales de la familia multigénica de las relaxinas

en mamiferos

* Caracterizar la estructura gendmica, inferir relaciones de ortologia, y estudiar procesos de

seleccion natural a nivel molecular

* Inferir los mecanismos moleculares que expliquen la dinamica evolutiva de esta familia

multigénica.
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METODOS
2.1 Secuencias de ADN

Las secuencias de los miembros de la familia multigénica de las relaxinas en distintas
especies de mamiferos fueron obtenidas desde las bases de datos publicas del National Center for
Biotechnology Center (NCBI) y de la union del Welcome Trust con el European Bioinformatics
Institute (ENSEMBL). Los genes de la familia de las relaxinas fueron identificados mediante la
comparacion de exones conocidos con los fragmentos gendmicos usando el programa BLASTN
version 2.2.24 (Zhang et al. 2000) disponible en el NCBI. Secuencias extraidas de registros
individuales de cADN y/o ADN gendmico fueron también incorporadas para obtener una

cobertura taxonémica mas amplia (tabla A1).

2.2 Analisis filogenéticos

En los andlisis filogenéticos de la familia multigénica de las relaxinas se utilizaron
secuencias nucleotidicas de genes estructurales de distintas especies de mamiferos placentados.
Se alinearon las secuencias de nucledtidos usando la estrategia G-INS-i del programa MAFFT
version 6 (Katoh 2008). Los modelos de evolucion molecular para los distintos dominios
funcionales del gen fueron obtenidos usando la rutina propose model del programa Treefinder
version Octubre 2008 (Jobb et al. 2004). En el analisis de maxima verosimilitud se obtuvo el
mejor arbol, y el soporte de las ramas se evalud a través de un procedimiento bootstrap de 1.000
pseudoréplicas, segun un consenso de la regla de la mayoria del 50%. Ambos analisis fueron

realizados con Treefinder version Octubre 2008 (Jobb et al. 2004).
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2.3 Seleccion natural a nivel molecular
2.3.1 Prueba de ramas

Para estudiar el potencial rol de la seleccion natural a nivel molecular en los diferentes
linajes de mamiferos se usaron modelos de rama (branch models). Estos modelos estiman
diferentes razones de @ (dN/dS) en distintas ramas de la filogenia, de modo que es posible inferir
procesos de seleccion natural en linajes particulares dentro de un arbol (Yang 1998; Yang &
Nielsen 1998). Para hacer estos andlisis se uso el programa PAML version 4.3 (Yang 2007),
especificamente el modulo CODEML. Todos los modelos fueron corridos tres veces con tres
valores iniciales de omega distintos para evitar el problema de los 6ptimos locales. Los modelos

fueron comparados a través de una prueba de razon de verosimilitud -likelihood-ratio test

(LRT)-.

2.3.2 Prueba de rama-sitio

Se estudi6 el rol de la seleccion natural a nivel molecular sobre codones particulares del
gen usando los modelos de rama y sitio (branch-site models). En estos modelos es posible
estimar diferentes razones de o (dN/dS) en codones particulares del gen, en ramas especificas de
la filogenia. Especificamente, se us6 el modelo A (Yang & Nielsen 2002; Zhang, Nielsen & Yang
2005), y el método Bayes Empirical Bayes (BEB) para estimar probabilidades posteriores de
pertenencia a las distintas clases de sitios (Yang, Wong & Nielsen 2005), tal como esta
implementado en el mdédulo CODEML del programa PAML version 4.3 (Yang 2007). La

filogenia de los mamiferos usada en las pruebas de rama y de rama-sitio se construyd segiin un
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consenso de estudios recientes (Madsen 2009; Murphy & Eizirik 2009; Springer et al. 2009;

Springer & Krajewski 2009; Steiper & Young 2009).
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RESULTADOS

3.1 Evolucion de la familia multigénica de las relaxinas en mamiferos

3.1.1 Estructura gendomica de la familia multigénica de las relaxinas en mamiferos

La estructura genomica de la familia multigénica de las relaxinas en mamiferos, esta
formada en la mayoria de los casos por un gen INSLS5 en el cluster RFLA, los genes INSL6 y
RLN2 en el cluster RFLB y los genes RLN3 e INSL3 en el cluster RFLC. Desviaciones de este
patron son posibles de apreciar y se deberian esencialmente a dindmicas de nacimiento y muerte
de genes linaje especifico (figura 11).

Dentro de los mamiferos, en el clado de los euarcontoglires (e.j. primates, conejos,
ratones), es donde se verifica variacion en cuanto al numero de copia de genes, la cual esta
circunscrita principalmente al clister RFLB (figura 11). En este grupo, y al igual que en los otros
grupos de mamiferos los clisteres RFLA y RFLC se encuentran altamente conservados (figura
11).

Dentro de euarcontoglires, es en el claster RFLB de primates, en donde se verifica la
mayor variacion en el numero de copia de genes, en el cual ademas de los genes RLN2 e INSL6
presente en la mayoria de los mamiferos, es posible identificar el gen INSL4 en tarseros y

primates catarrinos (monos del viejo mundo y hominidos) y el RLN1 en hominidos (figura 11).

3.1.2 Analisis filogenético de la familia multigénica de las relaxinas en mamiferos

Los andlisis recuperaron la monofilia de los paralogones de la familia de las relaxinas



16

(figura 12). En el clado RFLC se recuper6 la relacion de hermandad de los clados RLN3 e

INSL3, mientras que en el clado RFLB se recupero la relacion de hermandad de los clados

formados por el gen INSL6 de mamiferos placentados y el clado formado por los genes INSL4,

RLN2 y RLNI (figura 12), ambos con fuerte soporte de ramas. Por otro lado el clado RFLA
también se recuperd como un grupo monofilético.

La tricotomia del arbol y las relaciones de hermandad entre los miembros de los clusteres

RFLC y B se ajustan al modelo de evolucion sugerido para esta familia (Olinski, Lundin, &

Hallbook 2005). De acuerdo a éste, la diversificacion habria ocurrido por duplicaciones de

pequefia escala independientemente en cada cromosoma, prediciendo asi la monofilia de genes

que estan en un mismo cromosoma (figura 13) (Olinski, Lundin, & Hallbook 2005).

3.2 Evolucion del cluster génico RFLB en mamiferos euarcontoglires
3.2.1 Evolucion del claster génico RFLB en el conejo

La estructura del cluster RFLB del conejo (Oryctolagus cuniculus) representa una
excepcion dentro de los mamiferos. En esta especie, el cluster RFLB esta formado por un gen
INSL6 al extremo 5' y por cinco genes RLN2 dispuestos en tdndem, los que han sido
caracterizados como RLN2-T1, 2, 3, 4, y 5 (figura 14), desde el extremo 5' al 3'. Todos estos
genes fueron identificados en el mismo fragmento genomico de ~195 Kb y conservan el patron
se sintenia observado en mamiferos, en el cual el gen JAK2 se encuentra al extremo 5' del
cluster, y el gen C9orf46 al extremo 3'. De acuerdo con la verificacion del marco de lectura,
todos codifican para proteinas, por lo que serian potencialmente funcionales, aunque se

requeriria de estudios funcionales para probarlo.



17

3.2.1.2 Prueba de rama

Para investigar el posible rol de la seleccion natural en la evolucion de los duplicados del
gen RLN2 en el conejo, se estudid la heterogeneidad del parametro o (dN/dS) a través de la
implementacién de cuatro modelos anidados que permiten explorar la variacion de este
parametro en las distintas ramas de la filogenia. Los modelos implementados se muestran en la
figura 15, y el valor de los parametros estimados se resumen en la tabla 1.

El modelo que estim6 un solo ® para todas las ramas del arbol arrojé un valor de 0.73,
mientras que el modelo de 2m estimo6 un o = 0.71 para los linajes de mamiferos no lagomorfos y
un ®; = 1.34 para el clado del conejo. El modelo 3®w estimé o, = 0.71 para los linajes de
mamiferos no lagomorfos, un o, = 1.3 para la rama ancestral del conejo, y un ®, =1.52 para las
ramas descendientes. Finalmente el modelo 7w, el cual estimdé omegas independientes para los
linajes de mamiferos no lagomorfos, para la rama ancestral del clado del conejo, asi como para

cada una de las descendientes, sugiere que existen diferentes valores de o (tabla 1).

Los modelos anteriores fueron comparados a través de una prueba de razén de
verosimilitud (LRT). En la primera prueba de hipotesis (Ho: 1o vs Hi: 2m) el modelo de 2
omegas tuvo un ajuste significativamente mejor que el modelo de un omega (2AlnL = 4.72; df =
1; P=0.03), indicando de esta manera que el clado de los RLNs del conejo tendrian un valor de
omega (w, = 1.33) distinto al del resto de los mamiferos (o, = 0.71). En la segunda prueba de
hipétesis (Ho: 20 vs Hi: 3w) el LRT reveld que el modelo de tres omegas no tiene un ajuste
significativamente mejor que el de dos (2A/nL = 0.03; df=1; P=0.86), situacion similar ocurrio

en la comparacion entre el modelo de dos y siete omegas (Ho: 20 vs Hi: 7w) ( 2Alnl = 6.6;
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df=5; P=0.25) (tabla 2).
Estos resultados muestran que el modelo de 2w es el que presenta un mejor ajuste entre
todos los modelos implementados, sugiriendo asi que la retencion de los genes pardlogos RLN2

en el genoma del conejo habria ocurrido por un régimen de seleccion positiva.

3.2.1.3 Prueba de rama-sitio

Se estudio la heterogeneidad del parametro o a través de los sitios del gen en el clado de
los genes paralogos RLN2 del conejo (foreground branch) (figura 16), a través del modelo de
rama-sitio A (Yang & Nielsen 2002;Yang et al. 2002; Zhang et al. 2005). Este modelo se
comparo a través de una LRT con un modelo A neutral, en el cual se fija el valor de m, a 1. El
valor de los parametros estimados para los respectivos modelos se resumen en la tabla 3,
mientras que las proporciones de las clases de sitio y @ de cada sitio se resumen en la figura 17.

El modelo A sugiere que del total de sitios del gen, un 30.86 % tienen un omega
promedio de 0.25, lo que indicaria un régimen de seleccion purificadora. Por otro lado un 43.75
% de los sitios tiene un omega promedio ~1, lo que indicaria un régimen de neutralidad.
Finalmente para un 25.39 % de los sitios fue estimado un omega promedio de 4.46, por lo cual
indicaria un régimen de seleccion positiva.

La prueba de hipotesis (Ho: Modelo A neutral vs Hi: Modelo A) reveld que el modelo A
tuvo un ajuste significativamente mejor que el modelo A neutral (2A1 = 5.79; df = 1; P < 0.025)
(tabla 4), sugiriendo asi la existencia de un régimen de seleccion positiva, e identificando sitios
particulares bajo este régimen. Los resultados del modelo A sugieren un total de 7 sitios bajo

seleccion en el péptido B, y 6 sitios en el péptido A (figura 18).
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3.2.2 Evolucion del claster génico RFLB en primates

La estructura genomica del clister RFLB varia en los distintos grupos de primates, por un
lado los primates estrepsirrinos (e.g. lémures, galagos) tienen la estructura tipica de mamiferos
formada por los genes INSL6 y RLN2 (figura 19). En tarseros y catarrinos, ademas de los dos
genes antes mencionados el clister cuenta con el gen INSL4, el cual en monos del nuevo mundo
esta presente como un pseudogen (figura 19). Los hominidos cuentan con el repertorio mas
amplio ya que tienen dos copias del gen RLN, el gen RLN2 al extremo 5'y el RLN1 al extremo
3' (figura 19). El gen INSL6 se encuentra presente como gen de copia uUnica en todos los
primates, sin embargo en tarseros este gen habria sido inactivado por sustituciones sin sentido.

La identificacion de un gen INSL4 funcional en los tarseros y de un pseudogen en monos
del nuevo mundo, sugiere que este gen no es exclusivo de catarrinos, tal como habia sido
sugerido en la literatura (Bieche et. al. 2003). En todos los grupos de primates catarrinos
estudiados se identificé una copia funcional del gen INSL4, excepto en el gorila, en el cual se
identificaron dos copias (figura 19). Ademas de los genes funcionales se identificaron
pseudogenes tanto al extremo 5' como al 3' del gen funcional (figura 19).

En hominidos el cluster RFLB esta formado por dos copias funcionales del gen RLN, sin
embargo es posible observar algunas desviaciones de este patron. En el orangutdn ambas copias
serian pseudogenes, los cuales se habrian inactivado por sustituciones sin sentido (figura 19).

Por otro lado en el chimpancé el RLN del extrem6 3' seria un gen quimérico RLN2/1.
Esta hipotesis se sugiere a partir del andlisis de la similitud de secuencia de los genes RLN en

esta especie (figura 20). La similitud de secuencia del primer exon de estos genes es de 100%,
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mientras que para el segundo exén es de 87% (figura 21). Por otro lado el primer exon del gen
RLNT en el chimpanceé tiene el motivo caracteristico del primer exén del gen RLN2: DSWMEE,
el cual en humanos y otros primates distingue la copia 5' de la 3' (Hudson et al. 1983; Evans et
al. 1994) (figura 22).

Finalmente en tarseros se identificaron seis copias de este gen en diferentes scaffolds, las
cuales fueron caracterizadas como a, f, y, o, ¢ y { desde el scaffold de menor al de mayor

denominacion (tabla A1), de las cuales solo una de ellas (RLN1¢) codifica para proteinas (figura

19).

3.2.2.2 Analisis filogenético

En la literatura el gen INSL4 ha sido descrito como una innovacion de primates
catarrinos, por lo que en la filogenia se deberia recuperar el clado INSL4 anidado dentro del
clado de primates (figura 23). Sin embargo en contraste con esta expectativa el clado INSL4 se
recuper6 como grupo hermano de los boreoeuterios (figura 24), lo cual sugiere un origen mas
antiguo para este gen y una retencion diferencial en primates haplorrinos. No obstante, el nodo
que define esta relacion de hermandad entre mamiferos euarcontoglires y laurasiaterios no tiene
soporte por lo que no es posible establecer de manera precisa el origen de este gen.

Por otro lado, las relaciones filogenéticas del clado INSL4 sugieren la existencia de dos
grupos de genes, en donde uno de ellos estaria formado por todos los pseudogenes situados al
extremo 5', mientras que el otro estaria formado por los genes codificantes y otros pseudogenes
situado al extremo 3' (figura 25).

En la estructura del cluster RFLB en hominidos hay dos copias del gen RLN, por lo que
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el gen RLN1 ha sido descrito como una innovacion evolutiva de este grupo. De acuerdo con esto
en la filogenia se deberia recuperar el unico representante RLN de monos del viejo mundo como
grupo hermano del clado de los genes RLN1 y RLN2 de hominidos (figura 23). Sin embargo en
contraste con esta expectativa el gen RLN de copia tnica de los monos del viejo mundo se
recupera como grupo hermano del clado RLN2 de hominidos, mientras que el gen RLN de copia
unica de los monos del nuevo mundo se recupera como grupo hermano del clado RLNI1 de
hominidos (figura 24).

Las relaciones de hermandad entre estos genes sugieren que la duplicacion que origind
los duplicados RLN habria ocurrido no en el ancestro comtn de los hominidos sino que en el de
los primates antropoideos. Bajo este escenario, y posterior a su duplicacién el gen RLN del
extremo 5' se habria perdido en monos del nuevo mundo y habria sido retenido en los catarrinos.
Por otro lado el gen del extremo 3' se habria perdido en monos del viejo mundo y habria sido

retenido en monos del nuevo mundo y hominidos.
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DISCUSION

4.1 Evolucion de la familia multigénica de las relaxinas en mamiferos

El analisis de la estructura gendémica de la familia multigénica de las relaxinas en
mamiferos reveld que los clusters RFLA, B y C estan conservados en la mayoria de los linajes,
excepto por algunas duplicaciones, pseudogenizaciones y/o deleciones linaje especificas. La
estructura del cluster RFLB en euarcontoglires varia en los diferentes linajes, desde casos como
el del conejo, en el cual hay seis genes funcionales hasta el de la rata canguro donde es posible
encontrar solo uno (figura 11).

El analisis filogenético recuperd tres clados los cuales corresponden a los tres
paralogones RFLA, B y C. Dentro de estos clados se recuperaron las relaciones de hermandad de
los genes RLN3 e INSL3 en el paralogon RFLC; INSL6, INSL4, RLN2 y RLN1 en el paralogon
RFLB, y el gen de copia unica INSLS5 en el paralogébn RFLA (figura 12). De acuerdo con estas
relaciones de hermandad la evolucion de esta familia se explicaria por un modelo divergente, en
el cual la diferenciacion de los genes RLN e INSL habria ocurrido de manera independiente en

cada paralogon.

4.1.2 Modelo de evolucion de la familia multigénica de las relaxinas en mamiferos

La evolucion de la familia multigénica de las relaxinas ha ocurrido por varios
mecanismos. Por un lado la topologia del arbol de esta familia, la cual recupera los genes
ortélogos como grupos monofiléticos, sugiere que la evolucion de esta familia ha ocurrido

principalmente por un proceso de evolucion divergente (figura 12). Por otro lado, procesos
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aleatorios de nacimiento y muerte en diferentes linajes de mamiferos, como el cluster RFLB de
mamiferos euarcontoglires, y en especial en primates también explicarian la evolucion de esta

familia multigénica.

4.1.3 Nomenclatura de los genes de la familia multigénica de las relaxinas

La nomenclatura de las relaxinas y los péptidos de Leydig ha sido establecida de acuerdo
al orden temporal en que han sido identificados, y han sido caracterizados como RLN o INSL en
relacion a la similitud de secuencia con estos genes (Shabanpoor, Separovic & Wade 2009). Sin
embargo esta nomenclatura no considera la estructura gendmica ni las relaciones de homologia
de estos genes, conduciendo asi a errores. Por ejemplo el gen INSL4 fue caracterizado como un
INSL (Chassin et al. 1995), sin embargo se origind a partir de un RLN y no a partir de un INSL;
por otro lado el gen RLN3 también fue nombrado como INSL7, a pesar de que es un RLN
(Bathgate et al. 2002).

La manera de nombrar a los miembros de una familia multigénica es aquella en la cual se
consideren las relaciones evolutivas, la distribucion en el genoma, y el orden de los genes en el
cromosoma. De este modo los genes deberian nombrarse de acuerdo con sus relaciones de
ancestralidad, desde el cromosoma de menor a mayor denominacion y desde el extremo 5' al 3'
(Aguileta Bielawski & Yang 2006; Wain et al. 2002).

De acuerdo con esto y tomando como ejemplo al humano, se sugiere la siguiente
nomenclatura para los miembros de la familia multigénica de las relaxinas: el gen INSLS situado
en cromosoma 1, deberia ser nombrado como INSLI, el gen INSL6 situado en el cromosoma 9

como INSL2 y el INSL3 en el cromosoma 19 mantendria su nombre. Los genes RLN repetidos
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en tandem en el cromosoma 9, se nombrarian como RLN1-T1, RLN1-T2 y RLNI-T3 desde el

extremo 5' al 3'. Finalmente el gen RLN3 situado en el cromosoma 19 deberia ser nombrado

como RLN?2 (figura 26).

4.2 Evolucion del cluster RFLB en mamiferos euarcontoglires
4.2.1 Evolucion del clister RFLB en el conejo

La estructura genomica del cluster RFLB en el conejo esta formada por cinco genes
paralogos RLN2 funcionales, lo cual representa una excepcion dentro de los mamiferos. La falta
de informacion en otras especies de lagomorfos impide determinar si este patron es exclusivo de
esta especie, o de un nivel taxondmico superior. Los andlisis de seleccion a nivel molecular
sugieren que los genes paralogos RLN2 en el conejo han estado sometidos a un régimen de
seleccion positiva. A esta conclusion se ha llegado tanto a través de la implementacion de
modelos de ramas, asi como de rama-sitio.

Los sitios que participan en la interaccion ligando-receptor de la proteina RLN2 y el
receptor LGR7, se encuentran en el péptido B y tienen la estructura primaria caracteristica:
-ArgB-X-X-X-Arg"-X-X-1le*- (Hsu et al. 2002) (figura 27a). En mamiferos este motivo esta
altamente conservado, sin embargo en el conejo la primera arginina de este motivo-Arg"- ha
sufrido una sustitucion por asparagina -Asn'-. Esta sustitucion cambia las propiedades
fisicoquimicas del residuo, ya que la arginina es un aminoacido bésico mientras que la
asparagina es polar (figura 27b). Esta sustitucion podria tener alguna consecuencia en la
interaccion ligando-receptor y por ende en la actividad de la proteina, debido a que las

interacciones moleculares estdn determinadas por las propiedades electrostaticas de los residuos
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de los aminoacidos.

Los analisis tedricos sugieren que un gen bajo seleccion positiva podria estar adquiriendo
una nueva funcion. Sin embargo en algunos caso un valor de omega mayor que 1 no significa
necesariamente que ha ocurrido un cambio funcional del gen. Esto ha sido ya mostrado en otras
familias multigénicas, cuyos genes tienen un valor de omega indicativo de seleccion positiva, sin
embargo los cambios parecen no afectar la funcion de manera apreciable (Golding & Dean
1998).

Por otra parte, un cambio funcional de un gen puede ocurrir incluso en casos donde el
valor de omega es menor que 1. Esto se debe a que la funcion de una proteina puede cambiar por
una o unas pocas sustituciones de aminoacidos que son claves en la determinacion de la funcion
(ej. estructura terciaria, actividad, etc.), pero que no aumentan el promedio de omega por sobre 1
(Suzuki & Nei 2004). Particularmente, es interesante el ejemplo de los genes M/LWS. Las
proteinas codificadas por estos genes son pigmentos visuales que absorben luz de diferentes
longitudes de onda, de modo que s6lo unas pocas sustituciones son responsables de la amplia
variabilidad de la actividad de estas proteinas en los vertebrados. No obstante, ni los modelos de
maxima verosimilitud (Nielsen y Yang 1998; Yang 1997; Yang et al. 2000; Yang y Nielsen 2002)
ni aquellos basados en parsimonia (Suzuki y Gojorobi 1999; Suzuki, Gojorobi y Nei 2001)
sugieren procesos selectivos en estos genes (Suzuki & Nei 2004).

Debido a estas restricciones, los trabajos en la actualidad ademas de estudios in silico,
utilizan aproximaciones experimentales para entender las consecuencias funcionales de los
cambios de aminoacidos. Un ejemplo de esto es el estudio de Klonisch et al. (2001), quienes

estudiaron las consecuencias funcionales de sustituciones en el péptido B del gen RLN2 que
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participan en la interaccion ligando-receptor en primates estrepsirrinos (e.g. Iémures, galagos), y
que de acuerdo a los autores habrian originado una molécula unica en este grupo de mamiferos.

Los estudios in vivo sobre la funcion del gen RLN2 en el conejo sugieren, como en otros
mamiferos (Bathgate et al. 2003; Hsu 2003), un rol asociado a la reproduccion, habiendo sido
detectada su expresion en tejidos como la placenta y el utero (Fields et al. 1995). Sin embargo,
en esta especie se ha encontrado evidencia de un rol fuera del sistema reproductor. A este
respecto Jetten et al. (1999) realizaron un estudio en el cual se detecto la expresion de este gen en
células epiteliales traqueobronquiales, y sugirieron que podria cumplir un rol durante la
diferenciacion escamosa.

En resumen los resultados de este estudio sugieren que la retencion de los genes RLN2 en
el genoma del conejo habria ocurrido por seleccion positiva. Por otro lado, los estudios in vivo de
Jetten et al., sobre la expresion de este gen, sugieren un rol en la diferenciacion celular, lo cual
representa el primer y Unico reporte de una funcion de las relaxinas en mamiferos fuera del
sistema reproductor. Estos antecedentes sugieren un probable escenario de neofuncionalizacion,
en el cual post duplicacion un(os) gen(es) habrian asumido un rol en la diferenciacion celular

(figura 28).

4.2.2 Evolucion del clister RFLB en primates
4.2.2.1 Retencion diferencial del gen INSL4 en tarseros y primates catarrinos

Los resultados de este estudio sugieren que la evolucion del cluster RFLB en primates
habria ocurrido por un proceso de nacimiento y muerte de genes. Un hallazgo interesante resulto

ser la existencia de pseudogenes del gen INSL4 en el extremo 5' del gen funcional en todos los
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primates catarrinos y en el extremo 3' en algunos otros linajes.

En estudios anteriores sobre la evolucion de la familia de las relaxinas en primates se ha
sugerido que el gen INSL4 se habria originado en el ancestro comun de los primates catarrinos
(Bieche et al. 2003), sin embargo los andlisis de la estructura genémica de este trabajo muestran
que este gen también esta presente en tarseros y en monos del nuevo mundo.

Desde un punto de vista filogenético, si el gen INSL4 fuese una innovacion de los
primates catarrinos, el clado de los genes INSL4 debiese ser recuperado dentro del clado de los
primates (figura 23), sin embargo, los resultados de este estudio no soportan dicha prediccion. En
los anélisis de este estudio el clado INSL4 fue recuperado como grupo hermano de los
mamiferos boreoeuterios, sin embargo esta relacion no tiene soporte (figura 24). Por otro lado, la
monofilia de los genes RLN de primates tiene un buen soporte de rama (figura 24), por lo que es
poco probable que el clado INSL4 hubiese podido ser recuperado dentro de ese clado,
descartdndose asi el caracter de novedad evolutiva de primates catarrinos. Por otro lado, es
importante destacar que la monofilia de los clados RLN de euarcontoglires y laurasiateria
también estan bien soportadas (figura 24), por lo que lo més probable es que este gen se haya
originado en el ancestro comun del primer grupo y se haya perdido en todos los grupos excepto
en primates haplorrinos.

Para establecer fehacientemente que este gen tiene un origen mas antiguo se deberia
identificar un gen INSL4 en especies de mamiferos que no sean primates catarrinos, lo cual no es
factible siempre, ya que este gen podria haber sido eliminado del genoma, tal como ha ocurrido
con otros genes de esta familia en otros linajes (Southey et al. 2009) o haber sufrido un proceso

de pseudogenizacion tal que hoy no sea posible reconocer rastro alguno de las secuencias (Li
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1997). En este sentido el hallazgo de un gen INSL4 funcional en tarseros y un pseudogen en
monos del nuevo mundo representa evidencia directa no solamente de un origen mas antiguo de

este gen, sino que ademas de un proceso de retencion diferencial en primates haplorrinos (figura

29).

4.2.2.2 Retencion diferencial de los genes RLLN1 y 2 en monos del nuevo y viejo mundo

Los analisis de la estructura genomica del claster RFLB en primates muestran la
existencia de dos copias del gen RLN en hominidos, observacion que ha hecho sugerir a otros
autores que este gen se habria originado en el ancestro comun de este grupo (Klonisch et al.
2001).

De acuerdo con esta hipotesis en la filogenia se deberia recuperar el clado RLN1 de
hominidos como grupo hermano del clado RLN2 del mismo grupo, con exclusion del gen RLN
de los monos del viejo mundo. A su vez, el gen RLN de los monos del nuevo mundo deberia ser
recobrado como grupo hermano del clado anterior (figura 23). En contraste con esta expectativa
el gen RLN de los monos del viejo mundo fue recuperado como grupo hermano del clado RLN2
de hominidos, mientras que el de los monos del nuevo mundo se recuper6 como grupo hermano
del clado RLN1 de hominidos (figura 24). Esta topologia sugiere que la duplicacién habria
ocurrido en el ancestro comun de los primates antropoideos (platirrinos y catarrinos). De acuerdo
con este escenario el gen localizado al extremo 5' habria sido retenido en monos del viejo mundo
y perdido en monos del nuevo mundo, mientras que el gen del extremo 3' habria sido retenido en
monos del nuevo mundo y perdido en monos del viejo mundo. En contraste, en hominidos se

encontrarian ambos genes presentes (figura 29).
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4.2..2.3 Evolucion mosaico en los genes RLN del chimpancé

El andlisis de la similitud de secuencia de los genes RLN1 y 2 en el chimpancé muestran
que el primer exon de los genes RLN tiene un 100 % de similitud de secuencia entre ellos
(figura 20 y 21). Esta similitud de secuencia se explica por un proceso de evolucion concertada
que abarcaria el primer exon de estos genes. El mecanismo molecular responsable de esta
interaccion seria un proceso de recombinacion homologa entre ambas regiones del gen (figura
30), sin embargo es dificil inferir si se trata de una interaccion reciproca o unilateral. Al respecto,
Evans, Fu & Tregear (1994) ya habian advertido esta similitud de secuencia en el primer exon de
estos genes cuando los caracterizaron por primera vez en 1994, y sugirieron que este patron
podria ser explicado por un proceso de conversion génica en el cual el primer exdn del gen del
extremo 5' estaria convirtiendo al primer exon del gen del extremo 3'. No obstante lo anterior su
estudio no proveyd ninguna evidencia a favor de esta hipotesis, por lo que alternativamente
podria tratarse de un entrecruzamiento desigual.

El mecanismo molecular de recombinacion responsable de la evolucion concertada entre
estos exones podria determinarse a través de un andlisis de las secuencias flanqueantes y del
intrén, sin embargo esta informacion no esta disponible en las bases de datos publicas por lo que
por ahora no es posible determinar cudl es el mecanismo molecular responsible de la interaccion

de ambos genes.
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CONCLUSION

De modo general los resultados de esta investigacion muestran que la evolucion de la
familia multigénica de las relaxinas en mamiferos ha ocurrido por multiples mecanismos. El
patron global de evolucion de esta familia génica se explicaria principalmente por un proceso de
evolucion divergente, sin embargo, procesos estocasticos de nacimiento y muerte de genes en
diferentes linajes, especialmente en el cluster génico RFLB en euarcontoglires también darian
cuenta de su evolucion.

En el cluster RFLB del conejo se encontré un patrén unico de duplicacion linaje
especifico de genes RLN, los cuales habrian sido retenidos en el genoma por seleccion positiva.
En el claster RFLB de primates también se verifican procesos de nacimiento y muerte, lo cual
sugiere un escenario diferente al que actualmente es aceptado en relacion a la evolucion del
cluster RFLB. Por un lado, el gen INSL4 no seria una novedad evolutiva en primates catarrinos,
sino mas bien tendria un origen mas antiguo que el actualmente sugerido, siendo retenido
diferencialmente en primates haplorrinos. Por otro lado, la duplicacion génica que origin6 al gen
RLNT1 no habria ocurrido en el ancestro comun de los hominidos, sino que habria tenido lugar en
el ancestro comun de los antropoideos. En este sentido, el gen localizado al extremo 5' del
cromosoma habria sido retenido en monos del viejo mundo y habria sido perdido en monos del
nuevo mundo, mientras que por otro, el gen del extremo 3' habria sido retenido en monos del
nuevo mundo y perdido en monos del viejo mundo.

En conclusion, esta tesis muestra que los genomas son sistemas dindmicos que
evolucionan en el tiempo a través de la interaccion de distintos mecanismos moleculares tales

como duplicaciones génicas en tandem de pequefia escala, pseudogenizaciones y deleciones,
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recombinacion homologa, muchos de los cuales pueden variar tanto en el tiempo como en el

espacio.



Tabla 1. Valores de los parametros estimados en los modelos de rama.

Modelo ®? InLb
lo  ©=0.734 -6615.6
20 ®0=0.71 0,=1.335, -6613.232
30 @0=0.71 oi=1.304 ©,=1.522 -6613.215
7o  ©=0.71 ©=1.304 ©,=0/0.0037, ®:=0/0.01, ®=0.0001 ®s=0/0.014, ®=0.167  -6609.904

adN/dS, bLogaritmo natural de verosimilitud.

Tabla 2. Pruebas de razén de verosimilitud
de los modelos de rama.

Prueba de hipdtesis ~ 2A/mL*  gI° P¢

Ho: lovs Hi: 20 4.736 1 <0.05
Ho: 20 vs Hi: 3o 0.034 1 >0.05
Ho: 2o vs Hi: 7o 6.655 5 >0.05

aRazén de verosimilitud, bGrados de libertad, “Probabilidad
de chi-cuadrado.

Tabla 3. Valores de los parametros estimados en los modelos rama-sitio A y A neutral.

Modelo Parédmetros (p°, ") InL® Sitios*

A

p0=0.308, p,=0.437, p,=0.105, p;=0.148;  -6501.6

,4,9, 10, 14, 16, 22
3,5

B:1
03020.258, (01:1, (,02:4.461 A: 2, y D, 11, 16, 19
Aneutral p,=0.243, p;=0.329, p.=0.181, p;=0.245; -6504.498

0)0:0.261, 0)1:1,(02:1

aProporcu)n de sitios, o=dN/dS, CLogarltmo natural de verosimilitud, ~Sitios bajo seleccion positiva

Tabla 4. Prueba de razon de verosimilitud de los modelos de
rama-sitio.

Prueba de hipotesis 2AInL* gl p°

Hy: Modelo A vs H;: Modelo A, m,=1 5796 1 <0.025

*Razén de verosimilitud, bGrados de libertad, “Probabilidad de chi-cuadrado
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Punto de quiebre

Entrecruzamiento desigual

Repeticiones en tandem —ll——_—
Delecion —m—
Figura 1. Dupicacion génica por entrecruzamiento desigual. El entrecruzamiento desi-
gual ocurre durante el proceso de recombinacion homologa, generalmente entre crométidas
que no estan correctamente apareadas, de modo que la recombinacion es asimétrica, produ-

ciendo segmentos repetidos en tdndem en un cromatida y una delecion en la otra.

Ortélogos: as, 0c; Ps, fc
Parélogos: o, [fis; Oc, Pe

Especie B Especie C
os MB Oc P°

Tiempo

L Especie A
o Duplicacion
< Especiacion

Figura 2. Relaciones de homologia entre genes. El modelo describe las relaciones de
homologia entre genes que se originan a partir de un gen ancestral comun. Los distintos
colores representan la divergencia de los genes producto de los eventos de duplicacion y

especiacion.
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a Especie B Especie C
s ﬂB Oc ﬂc
Tiempo Y
Especie A
b as  Oc ﬁg ﬂ“'

v

Figura 3. Modelo de evolucion divergente. (a) representacion grafica del modelo, (b) pre-

O Duplicacion
< Especiacion

diccion filogenética del modelo. Los colores representan divergencia.

a Especie B Especie C
os ﬁ” Oc IBC
Tiempo
Especie A
b s ﬁB Oc ﬁc

v

Figura 4. Modelo de evolucion concertada. (a) representacion grafica del modelo, (b)

O Duplicacion
<& Especiacion

prediccion filogenética del modelo. Los colores representan divergencia.
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a Especie B Especie C
o ﬂ’g Olc ﬁ(:

Tiempo

Especie A

b O ﬂB Oc ﬂ(’ Oz Oc ﬁg ﬂc

Exonl Exon2

© Duplicacion
<& Especiacion

Figura 5. Modelo de evolucion mosaico. (a) representacion grafica del modelo, (b) pre-

diccioén filogenética del modelo. Los colores representan divergencia.

a Especie B Especie C
asps ﬂs Oc ﬂcyc
1.
Tiempo
Especie A

b asps g ﬂg ,BC Ye

o Duplicacion

& Especiacion

+ Pérdida génica
Figura 6. Modelo de evolucion nacimiento y muerte. (a) representacion grafica del mo-
delo, (b) prediccion filogenética del modelo. Los colores representan divergencia.
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a .
Especie B Especie C  Especie D
[07] lBB Oc ﬁc O ﬁ”
T I
Tiempo
Especie A
b Op Oc Os ﬂB ﬁc ﬁ[’

o Duplicacion
< Especiacion
t Pérdida génica

Figura 7. Modelo de evolucion retencion diferencial. (a) representacion grafica del mo-

delo, (b) prediccion filogenética del modelo. Los colores representan divergencia.

RFLA INSL5
Cromosoma 1

INSL6 INSL4 RLN2
RFLB S RLN1

@ 5K

Cromosoma 9

RLN3
RFLC INSL3
-, 5K
Cromosoma 19

Figura 8. Familia multigénica de las relaxinas en humanos. La familia multigénica de
las relaxinas en humanos esta distribuida en tres cromosomas distintos:1, 9 y 19. En el pri-
mer loci; RFLA, esta el gen INSLS; en el segundo RFLB, estan los genes INSL6, INSL4,
RLN2 y RLNTI; en el tercer loci RFLC estan los genes RLN3 e INSL3. La punta del recua-

dro indica la orientacion de los genes en el cromosoma.
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RLN/INSL  INS/IGF

INS/IGF/RLN/INSL

@ Duplicacion

+ Pérdida génica
Figura 9. Modelo de evolucion de la familia multigénica de las relaxinas. De acuerdo
con este modelo en el ancestro comun de los olfactores (urocordados y vertebrados) a partir
de un gen ancestral INS/IGF/RLN/INSL habria ocurrido la duplicacién génica que origind
los genes ancestrales de la familia de las relaxinas ( RLNs e INSLs) y la familia de la insu-
lina y los factores de crecimiento insulinicos (INSsy IGFs). Luego en el ancestro comun
hipotético de los vertebrados habrian ocurrido dos rondas de duplicaciéon gendmica, origi-
nando asi cuatro genes RLN/INSL, de los cuales uno de ellos se perdid, mientras que los
otros tres corresponderian a los genes ancestrales de los clusteres génicos RFLA, By C

(Olinski, Lundin & Hallbook 2006).
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a >
> > )
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& & &
N W ) INSL6 RLN2
RILN2
P o
S >
& &
b O X
& & ©
Q
. 6&\ bb be} 60%
& S ® & &
& e o« e o RLN2 RLNI
INSL4 RLN2
RLN2

@ Duplicacion
1 Pérdida génica

Figura 10. Modelo de evolucion del claster génico RFLB. (a) El cluster génico RFLB se
habria diversificado a través de duplicaciones segmentales de pequefia escala; en el ancestro
comun de los mamiferos placentados el gen INSL6 se habria originado a partir del gen
RLN2. (b) En primates el gen INSL4 se habria originado a partir de una duplicacion del
gen RLN2 en el ancestro comun de los primates catarrinos (monos del viejo mundo y ho-
minidos), y por otro lado el gen RLNI1 se habria originado también a partir del RLN2 en

el ancestro comun de los hominidos (Olinski, Lundin & Hallbook 2006).
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Pongo
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Papio
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Euarchontoglires

Spermophilus

E Sorex
Erinaceus

Tursiops

Bos

Sus

Camelus

P Vicugna
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Eutheria
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Equus
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Felis
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Ornithorhynchus %
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I INSL6
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RLN1
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Figura 11. Estructura genémica de la familia multigénica de las relaxinas en mamife-

Xenarthra

Afrotheria

4 ok ok ook sk 4 e ko b ko o o o e

Metatheria

+**$i?§i$¢i¢¢§i§*¢i¢¢i¢¢¢f§ii§

Prototheria

ros. La filogenia de los mamiferos se construyd segun un consenso de estudios recientes
(Madsen 2009, Murphy & Eizirik 2009, Springer et. al. 2009, Springer & Krajewski 2009,
Steiper & Young 2009). Los gaps (*) en la figura indican que la region del cromosoma atin

no ha sido secuenciada por lo cual no fue posible identificar el gen.
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INSL3 placentados]
98.7
e
73.8 Cromosoma humano 19
RLN3 placentados
99.5
RLN1 monos del nuevo mundo y hominidos
RLN2 monos del viejo mundo y hominidos
RLN?2 tarseros
RLN2 estrepsirrinos
575 RLN2 glires
49531 RLN?2 laurasiaterios
RFLB
Cromosoma humano 9
87.6 97.5 INSL4 tarseros y catarrinos
56.9 ﬁ: RLN2 afroterios
93.3 99 6 INSL6 placentados
S
99.3 .
L~~~ RLN2 marsupiales
100 INSL5 placentados RFLA
Cromosoma humano 1
— 0.1 —

Figura 12. Filograma de maxima verosimilitud de la familia multigénica de las relaxi-

nas en mamiferos. Los valores sobre los nodos corresponde al soporte bootstrap.
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INSL3
—E RELC
RLN3

— RN
o [NSL4

— RFLB
o [N'SL6
— R N2

| INSL5 RFLA

Figura 13. Topologia del arbol de la familia multigénica de las relaxinas segiin modelo
aceptado actualmente. De acuerdo con este modelo se deberia recuperar una tricotomia,
en la cual cada clado estaria formado por los genes de los clusteres RFLA, B y C (Olinski,

Lundin & Hallbook 2006).

JAK2 INSL6 RLN2-T1 RLN2-T2 RLN2-T3 RLN2-T4 RLN2-T5  C9orfd6

4 @ @ @ @& W8 W ~19Kb

Figura 14. Estructura genomica del cluster RFLB en el conejo. El cluster génico RFLB
del conejo conserva el patron de sintenia observado en mamiferos, en donde al extremo 5'

esta el gen JAK2, y al extremo 3' el gen C9orf46.



42

®0| Mamiferos no lagomorfos RLN2 @o| Mamiferos no lagomorfos RLN2

®1 .
o 0| Conejo RLN2 1| Conejo RLN2

0| Mamiferos no lagomorfos RLN2

®0| Mamiferos no lagomorfos RLN2

22 Conejo RLN2-T1

L @3 Conejo RLN2-T2
o1 904 Conejo RLN2-T4

2| Conejo RLN2

L 5 Conejo RLN2-T3

[ ©¢ Conejo RLN2-T5

Figura 15. Representacion grafica de los modelos anidados implementados en la
prueba de rama. (a) en el modelo de 1® se estim6 un valor de omega para todos los li-
najes de mamiferos (o). (b) en el modelo de 2m se estimod un valor de omega para los
linajes de mamiferos no lagomorfos (wo), y un valor de omega para el clado del conejo
(rama ancestral y descendientes) (»1). (¢) en el modelo de 3w, se estimo un valor de
omega para para los mamiferos no lagomorfos (wo), para la rama ancestral del clado del
conejo (w1) y para las ramas descendientes (®2). (d) finalmente, en el modelo de 7w se
estimo un valor de omega para los mamiferos no lagomorfos (®o), para la rama ances-
tral del clado del conejo (w1) y un valor de omega para cada una de las ramas descendi-

entes (2, 3, M4, ®5 Y M6).
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Mamiferos no lagomorfos RLN2

Conejo RLN2

W Background branches
W Foreground branch

Figura 16. Representacion grafica del modelo implementado en la prueba de rama-si-

tio. Las ramas de mamiferos no lagomorfos fueron consideradas como background bran-

ches mientras que la rama del conejo como foreground branch.
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Figura 17. Proporcion de sitios en cada clase y omega para cada clase del gen RLN2

del conejo. (a) Modelo A, (b) Modelo A neutral, m2=1.
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Figura 18. Sitios bajo seleccion en los péptidos B y A de la proteina codificada por el gen RLN2 del conejo. El alineamiento
multiple de secuencias de los péptidos muestra todos las secuencias de mamiferos usados en el analisis. El color representa el grado
de conservacion del sitio. Los genes RLN2 del conejo se delimitan por las lineas rojas punteadas. Los sitios seleccionados en los

péptidos B y A se indican con una flecha.
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= [NSL6
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RLNI1
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D Pseudogen

Figura 19. Estructura genémica del cluster RFLB en primates. Las lineas transversales

indican que los genes fueron identificados en diferentes fragmentos gendmicos.
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RLN1 ATGCCTCGCCTGTTTTTTTTCCACCTGCTAGGAGTCTGTTTACTACTGAACCAATTTTCC 60
RLN2 ATGCCTCGCCTGTTTTTTTTCCACCTGCTAGGAGTCTGTTTACTACTGAACCAATTTTCC 60

B R

RLN1 AGAGCGGTCGCGGATTCATGGATGGACGAAGTTATTAAATTATGCGGCCGCGAATTAGTT 120
RLN2 AGAGCGGTCGCGGATTCATGGATGGACGAAGTTATTAAATTATGCGGCCGCGAATTAGTT 120

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k ok k k& kk

RLN1 CGCGCGCAGATTGCCATTTGCGGCATGAGCTCCTGGGGCAAAAGGTCTCTGAGCCAGGAA 180
RLN2 CGCGCGCAGATTGCCATTTGCGGCATGAGCTCCTGGGGCAAAAGGTCTCTGAGCCAGGAA 180

B R

RLN1 GATGCTCCTCAGACACCTAGACCAGTGGCAGAAATTGTACCATCCTTCATCAACAAAGAT 240
RLN2 GATGCTCCTCAGACACCTAGACCAGTGGCAGARAATTGTGCCATCCTTCATCAACAAAGAT 240

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkk Kk kkkkkkkkkkkkkkkkkk*

RLN1 ACAGAAACTATAATTATCATGTTGGAATTCATTGCTAATTTGCCACCGGAGCTGAAGGCA 300
RLN2 ACAGAAACCATAAATATGATGTCAGAATTTGTTGCTAATTTGCCACAGGAGCTGAAGTTA 300

Khkkhkkhkkk Khrkhkk Khk Khkk * kK k K LR *

RLN1 GCCCTATCTGAGAGGCAACCATCGTTACCAGAGCTACAACAGTATGTACCTGCATTAAAG 360
RLN2 ACCCTGTCTGAGATGCAGCCAGCATTACCACAGCTACAACAATATGTACCTGTATTAAAA 360

kkkk kkkkkkk kkk kkk Kk kkkkkk kkkkkkkkkk kkkkkkkkkk Kkkkkkk

RLN1 GATTCCAATCTTAGCTTTGAAGAATTTAAGAAACTTATTCGCAATAGGCAAAGTGAAGCC 420
RLN2 GATTCCAGTCTTCTCTTTGAAGAATTTAAGAAACTTATTCGCAATAGACAAAGTGAAGCC 420

KhkKk kK kK KhKkk Kk Kk Kk Kk Ak Ak A kA kA kA kA kA kA hkhkhkh*x Fhkhkhkhkhx*

RLN1 GCAGACAGCAATCCTTCAGAATTAAAATACTTAGGCTTGGATACTCATTCTCAARAAAAG 480
RLN2 GCAGACAGCAGTCCTTCAGAATTAAAATACTTAGGCTTGGATACTCATTCTCGARAAAAG 480

hkkkkkkkhkk Kkkhkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk Kk kkkkk

RLN1 AGACAACCCTACGTGGCACTGTTTGAGAAATGTTGCCTAATTGGTTGTACCAAAAGATCT 540

RLN2 AGACAACTCTACAGTGCATTGGCTAATAAATGTTGCCATGTTGGTTGTACCAAAAGATCT 540
Khkkhkkkkk Kk kk Kk kK Kk kK Kk kkkkkkKk ok kK Kk Ak hkkhkhkkhkkhkkhkhkkkkkkkk

RLN1 CTTGCTAACTATTGCTGA 558

RLN2 CTTGCTAGATTTTGCTGA 558

koK Kk Kk Kk * kkkkkk Kk

Figua 20. Alineamiento de secuencias de los genes RLN1 y RLN2 de chimpancé. El color
rojo representa el primer exon y el negro el segundo. El primer exén de los genes RLN1 y 2 del

chimpancé tienen un 100% de similitud de secuencia.
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Figua 21. Similitud de secuencia de los exones de los genes RLN1 y RLN2 de chimpancé. La
similitud de secuencia se calculd6 como el porcentaje de los sitios idénticos con respecto al

namero total de sitios.
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Figura 22. Alineamiento de secuencias de los genes RLN1 y RLN2 de humano y chimpancé.

(a) RLN1, (b) RLN2. El color rojo representa el primer exon y el negro el segundo. El motivo

DSWMDE (indicado en el recuadro) estd presente en el primer exén del gen RLN2 en

hominidos, sin embargo en el chimpancé este motivo también esta presente en el primer exén del

gen RLNI.
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== Hominidos RLN1

B Hominidos RLN2

Monos del viejo mundo RLN2

Catarrinos INSL4

Monos del nuevo mundo RLN2

Tarseros RLN2

Estrepsirrinos RLN2

Figura 23. Topologia del arbol de los genes INSL4, RLN2 y RLN1 en primates de a-
cuerdo al modelo aceptado actualmente. De acuerdo con este modelo el gen INSL4 seria
una innovacioén de los catarrinos, por lo que el clado INSL4 de los catarrinos deberia recu-
perarse como grupo hermano de los genes RLN de los catarrinos (monos del viejo mundo y
hominidos). Por otro lado, el gen RLN1 seria una innovacion de los hominidos, por lo que
el clado RLN1 de los hominidos deberia recuperarse como grupo hermano del clado RLN2
del mismo grupo, mientras que el gen RLN2 de monos del viejo mundo deberia recuperarse

como grupo hermano de ambos grupos (Biéche et al. 2003; Klonish et al. 2001).
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Figura 24. Filograma de maxima verosimilitud de los genes INSL4, RLN2 y RLN1 del
cluster RFLB en mamiferos. Los valores sobre los nodos corresponden al soporte

bootstrap.
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Gorilla INSL4-T3
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Pongo INSL4-T2
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68.5 — Macaca INSL4-T3ps 3 pscudogencs INSL4
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Figura 25. Filograma de maxima verosimilitud de los genes INSL4 en primates haplo-

rrinos. Los valores sobre los nodos corresponden al soporte bootstrap.
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RLN3 INSL3 RLN2 INSL3
RFLC - - RFLC . -
Cromosoma 19 Cromosoma 19

Figura 26. Nomenclatura de los genes de la familia mutigénica de las relaxinas. (a) no-
menclatura actual, (b) nomenclatura sugerida. Las relaxinas se grafican en color azul y los

péptidos de Leydig en color rojo.
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a  -Arg-X-X-X-Arg-X-X-Tle- = Polar
13 17 . B Basico
b -Asn-X-X-X-Arg-X-X-Ile- = No polar

Figura 27. Motivo de interaccion ligando-receptor del gen RLN2. (a) motivo en la ma-
yoria de los mamiferos (b) motivo en el conejo. La sustitucion de una arginina por una as-

paragina cambia las propiedades fisicoquimicas del residuo.

., Diferenciacion
Reproduccion

celular
RLN2-TX RLN2-TY
- —-—
[ I Neofuncionalizacion
RLN2-TX RLN2-TY

\/ Duplicacion génica

RLN2

@» Expresion génica en utero y placenta

Expresion génica en epitelio traqueobranquial

Figura 28. Neofuncionalizacion del gen RLN2 en el conejo. De acuerdo con esta hipote-
sis, una vez ocurrida la duplicacion del gen RLN2, un(os) gen(es) habrian seguido cumpli-
endo un rol en el sistema reproductor (RLN-TX), mientras que otro(s) gen(es) habria(n)
neofuncionalizado para cumplir un rol en la diferenciacion celular epitelial (RLN-TY). Esta
hipotesis se sugiere a partir de los estudios in vivo de la expresion génica del INSL4 en esta
especie, los cuales sugieren que este gen se expresa diferencialmente en el utero y placenta,

y también en el epitelio traqueobranquial (Fields et al. 1995; Jetten et al. 1999).
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Figura 29. Evolucion del cluster RFLB en primates. De acuerdo con este modelo el gen
INSL4 se habria originado antes de la radiacion de los primates, sin embargo habria sido
retenido por tarseros, monos del viejo mundo y hominidos. Por otro lado, la duplicacion del
gen RLN habria ocurrido enel ancestro comun de los antropoideos, sin embargo el gen
del extremo 5' se habria perdido en monos del nuevo mundo y habria sido retenido en mo-
nos del viejo mundo, mientras que el gen del extremo 3' habria sido retenido en monos del
nuevo mundo y se habria perdido en monos del viejo mundo. En hominidos se habrian rete-

nido ambos genes RLN.
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Figura 30. Evolucion en mosaico de los genes RLN1 y RLN2 en el chimpancé. La region
de recombinacion homologa abarcaria solo el primer exon, por lo que el primer exon de
ambos genes evolucionaria de manera concertada, mientras que el segundo exon de estos

genes evolucionaria de manera divergente.



ANEXO A

A.l1. Secuencias de ADN

En la tabla A1 se resumen los numeros de acceso de los genes usado en este trabajo.

Tabla A1. Numeros de acceso de los genes de la familia multigénica de las relaxinas usadas en el estudio.
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Sub clase Super orden Orden Nombre comun Nombre cientifico
INSLS5
Eutheria Euarchontoglires Primates Humano Homo sapiens ENSG00000172410
Chimpancé Pan troglodytes ENSPTRGO00000000835
Gorila Gorilla gorilla ENSGGOG00000027634
Orangutan Pongo pygmaeus ENSPPYG00000001263
Macaco Macaca mulatta ENSMMUG00000000640
Babuino Papio hamadryas Contig50831:4663-7819
Titi Callithrix jacchus ENSCJAG00000017226
Tarsero Tarsius syrichta ENSTSYG00000007415
Galago Otolemur garnettii ENSOGAG00000006628
Lemur Microcebus murinus ENSMICG00000004436
Lagomorpha Conejo Oryctolagus cuniculus ENSOCUG00000004666
Pica Ochotona princeps :
Rodentia Cuy Cavia porcellus ENSCPOG00000011735
Raton Mus musculus ENSMUSG00000066090
Rata Rattus norvegicus ENSRNOG00000037916


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000172410
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Summary?db=core;g=ENSRNOG00000037916
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000066090
http://www.ensembl.org/Cavia_porcellus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCPOG00000011735
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSOCUG00000004666
http://www.ensembl.org/Microcebus_murinus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMICG00000004436
http://www.ensembl.org/Otolemur_garnettii/Gene/Summary?db=core;g=ENSOGAG00000006628
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000007415
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCJAG00000017226
http://www.ensembl.org/Macaca_mulatta/Gene/Summary?db=core;g=ENSMMUG00000000640
http://www.ensembl.org/Pongo_pygmaeus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPPYG00000001263
http://www.ensembl.org/Gorilla_gorilla/Gene/Summary?db=core;g=ENSGGOG00000027684
http://www.ensembl.org/Pan_troglodytes/Gene/Summary?db=core;g=ENSPTRG00000000835

Rata canguro Dipodomys ordii

Ardilla Spermophilus tridecemlineatus ENSSTOG00000016330
Laurasiatheria Soricomorpha Musarafia Sorex araneus :
Erinaceomorpha  Erizo de tierra Erinaceus europaeus *
Cetacea Delfin Tursiops truncatus ENSTTRG00000009424
Artiodactyla Vaca Bos taurus ENSBTAG00000003850
Cerdo Sus scrofa *
Camello Camelus dromedarius ’
Alpaca Vicugna pacos ENSVPAG00000000916
Chiroptera Muriciélago Pteropus vampyrus ENSPVAG00000017649
Muriciélago Myotis lucifugus :
Perisodactyla Caballo Equus caballus ENSECAG00000024174
Carnivora Perro Canis familiaris *
Gato Felis catus ENSFCAG00000005503
Xenarthra Pilosa Perezoso Choloepus hoffmanni ENSCHOG00000009863
Cingulata Armadillo Dasypus novemcinctus ENSDNOG00000015104
Afrotheria Afrosoricida Tenrec Echinops telfairi ENSETEG00000006593
Hyracoidea Daman Procavia capensis ENSPCAG00000010668
Proboscidea Elefante Loxodonta africana ENSLAFG00000015826
Metatheria  Australidelphia ~ Diprotodontia Walabi Macropus eugenii ENSMEUG00000014118
Ameridelphia Didelphimorphia Zarigiieya Monodelphis domestica *
Prototheria Monotremata Ornitorrinco Ornithorhynchus anatinus *



http://es.wikipedia.org/wiki/Zarig%C3%BCeyas
http://www.ensembl.org/Macropus_eugenii/Gene/Summary?db=core;g=ENSMEUG00000014118
http://www.ensembl.org/Loxodonta_africana/Gene/Summary?db=core;g=ENSLAFG00000015826
http://www.ensembl.org/Procavia_capensis/Gene/Summary?db=core;g=ENSPCAG00000010668
http://www.ensembl.org/Echinops_telfairi/Gene/Summary?db=core;g=ENSETEG00000006593
http://www.ensembl.org/Dasypus_novemcinctus/Gene/Summary?db=core;g=ENSDNOG00000015104
http://www.ensembl.org/Choloepus_hoffmanni/Gene/Summary?db=core;g=ENSCHOG00000009863
http://www.ensembl.org/Felis_catus/Gene/Summary?db=core;g=ENSFCAG00000005503
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000024174
http://www.ensembl.org/Pteropus_vampyrus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPVAG00000017649
http://www.ensembl.org/Vicugna_pacos/Gene/Summary?db=core;g=ENSVPAG00000000916
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000003850
http://www.ensembl.org/Tursiops_truncatus/Gene/Summary?db=core;g=ENSTTRG00000009424
http://www.ensembl.org/Spermophilus_tridecemlineatus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSTOG00000016330
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INSL6 INSL4 RLN2 RLN1 RLN3 INSL3
5163863-5339873 5163863-5339873 5163863-5339873 5163863-5339873 ENSPTRG00000010576 NC_000019
5282897-5450516 5282897-5450516 NM_001122774 NM_001118912 NC_006486 NC_006486

5187934-5390917
57547568-57803411
ENSMMUG00000010856
71832351-72032294
ENSCJAG00000011358
ENSTSYG00000003808

ENSOGAG00000012255
*
1062025-1256369
ENSOPRG00000000023
ENSCPOG00000002694
ENSMUSG00000050957
ENSRNOG00000015868
ENSDORG00000003743
ENSSTOG00000016298
ENSSARG00000004569

ENSEEUG00000015434
sk
ENSBTAG00000006651
ENSSSCG00000005214

5187934-5390917
57547568-57803411
71832351-72032294

106904656-107050272
ENSTSYG00000007147

5187934-5390917
57547568-57803411
71832351-72032294

ENSTSYG00000013076
ENSTSYG00000006242
ENSTSYG00000001306
ENSTSYG00000000722
ENSTSYG00000006196
ENSTSYG00000007074

ENSOGAG00000009500
ENSMICG0000000426
1062025-1256369

ENSCPOG00000001365
ENSMUSG00000039097

ENSDORG00000000108
ENSSTOG00000012644

ENSSARG00000004245
ENSSARGO00000013075
ENSSARG00000010511

ENSTTRGO00000011584

ENSSSCG00000005216
ENSSSCG00000005213

5187934-5390917
57547568-57803411

106904656-107050272

Chr19:14337468-14340227
ENSPPYG00000009632
ENSMMUG00000013537

ENSCJAG00000004965

*

ENSOGAG00000002457

ENSOCUG00000013451
ENSOPRG00000007508
ENSCPOG00000013564
ENSMUSG00000045232
ENSRNOG00000005911
ENSDORG00000013264

*

ENSSARG00000011917

ENSEEUG00000012184
sk
ENSBTAG00000038437
ENSSSCG00000013765

Chr19:18224268-18224463
Chr19:18260412-18254035
ENSMMUG00000013537

ENSCJAG00000033575

*

*
*

*

ENSCPOG00000019362
ENSMUSG00000079019
ENSRNOG00000018757

*
*

*

*

*

ENSBTAG00000025775
ENSSSCG00000013887


http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000013887
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000013765
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000005213
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000005213
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000005216
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000006651
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000025775
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000038437
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000038437
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000006651
http://www.ensembl.org/Tursiops_truncatus/Gene/Summary?db=core;g=ENSTTRG00000011584
http://www.ensembl.org/Tursiops_truncatus/Gene/Summary?db=core;g=ENSTTRG00000011584
http://www.ensembl.org/Erinaceus_europaeus/Gene/Summary?db=core;g=ENSEEUG00000012184
http://www.ensembl.org/Erinaceus_europaeus/Gene/Summary?db=core;g=ENSEEUG00000012184
http://www.ensembl.org/Erinaceus_europaeus/Gene/Summary?db=core;g=ENSEEUG00000015434
http://www.ensembl.org/Sorex_araneus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSARG00000011917
http://www.ensembl.org/Otolemur_garnettii/Gene/Summary?db=core;g=ENSOGAG00000002457
http://www.ensembl.org/Sorex_araneus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSARG00000010511
http://www.ensembl.org/Sorex_araneus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSARG00000013075
http://www.ensembl.org/Sorex_araneus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSARG00000004245
http://www.ensembl.org/Sorex_araneus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSARG00000004569
http://www.ensembl.org/Spermophilus_tridecemlineatus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSTOG00000012644
http://www.ensembl.org/Spermophilus_tridecemlineatus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSTOG00000012644
http://www.ensembl.org/Spermophilus_tridecemlineatus/Gene/Summary?db=core;g=ENSSTOG00000016298
http://www.ensembl.org/Dipodomys_ordii/Gene/Summary?db=core;g=ENSDORG00000013264
http://www.ensembl.org/Dipodomys_ordii/Gene/Summary?db=core;g=ENSDORG00000000108
http://www.ensembl.org/Dipodomys_ordii/Gene/Summary?db=core;g=ENSDORG00000000108
http://www.ensembl.org/Dipodomys_ordii/Gene/Summary?db=core;g=ENSDORG00000003743
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Summary?db=core;g=ENSRNOG00000018757
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Summary?db=core;g=ENSRNOG00000005911
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Summary?db=core;g=ENSRNOG00000005911
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Summary?db=core;g=ENSRNOG00000015868
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000079019
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000045232
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000039097
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000039097
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMUSG00000050957
http://www.ensembl.org/Cavia_porcellus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCPOG00000019362
http://www.ensembl.org/Cavia_porcellus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCPOG00000013564
http://www.ensembl.org/Cavia_porcellus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCPOG00000001365
http://www.ensembl.org/Cavia_porcellus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCPOG00000001365
http://www.ensembl.org/Cavia_porcellus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCPOG00000002694
http://www.ensembl.org/Ochotona_princeps/Gene/Summary?db=core;g=ENSOPRG00000007508
http://www.ensembl.org/Ochotona_princeps/Gene/Summary?db=core;g=ENSOPRG00000007508
http://www.ensembl.org/Ochotona_princeps/Gene/Summary?db=core;g=ENSOPRG00000000023
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSOCUG00000013451
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Gene/Summary?db=core;g=ENSOCUG00000013451
http://www.ensembl.org/Microcebus_murinus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMICG00000004268
http://www.ensembl.org/Otolemur_garnettii/Gene/Summary?db=core;g=ENSOGAG00000002457
http://www.ensembl.org/Otolemur_garnettii/Gene/Summary?db=core;g=ENSOGAG00000002457
http://www.ensembl.org/Otolemur_garnettii/Gene/Summary?db=core;g=ENSOGAG00000009500
http://www.ensembl.org/Otolemur_garnettii/Gene/Summary?db=core;g=ENSOGAG00000012255
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000007074
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000006196
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000000722
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000001306
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000006242
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000013076
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000007147
http://www.ensembl.org/Tarsius_syrichta/Gene/Summary?db=core;g=ENSTSYG00000003808
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCJAG00000033575
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCJAG00000004965
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCJAG00000004965
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCJAG00000004965
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Gene/Summary?db=core;g=ENSCJAG00000011358
http://www.ensembl.org/Macaca_mulatta/Gene/Summary?db=core;g=ENSMMUG00000013537
http://www.ensembl.org/Macaca_mulatta/Gene/Summary?db=core;g=ENSMMUG00000013537
http://www.ensembl.org/Macaca_mulatta/Gene/Summary?db=core;g=ENSMMUG00000010856
http://www.ensembl.org/Pongo_pygmaeus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPPYG00000009632
http://www.ensembl.org/Pongo_pygmaeus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPPYG00000009632
http://www.ensembl.org/Gorilla_gorilla/Gene/Summary?db=core;g=ENSGGOG00000008771
http://www.ensembl.org/Pan_troglodytes/Gene/Summary?db=core;g=ENSPTRG00000010576
http://www.ensembl.org/Pan_troglodytes/Gene/Summary?db=core;g=ENSPTRG00000010576

ENSVPAG00000009194

ENSPVAG00000000251
ENSMLUG00000007982
*
ENSCAFG00000002113
ENSFCAG00000005197

*

ENSDNOGO00000001668

ENSETEG00000006684

*

ENSLAFG00000007479

ENSVPAG00000008523
ENSVPAGO00000008535

ENSPVAG00000000254
ENSMLUG00000009569
ENSECAG00000013020
ENSCAFG00000002115
ENSFCAG00000011471

ENSCHOG00000013606

ENSDNOG00000025594
ENSDNOG00000025720

ENSPCAG00000013639
ENSLAFG00000017411

ENSPVAG00000017551
ENSMLUG00000013013
ENSECAG00000014897

ENSFCAG00000009229
ENSFCAG00000003722

*

ENSDNOGO00000012940

ENSMEUG00000009042

*

ENSPVAG00000024188
*
ENSECAG00000016450
ENSCAFG00000015187

*

ENSCHOG00000005444

*

*

ENSPCAG00000018886
ENSLAFG00000025675

*

*
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*gaps en las secuencias gendmicas, - los genes no estan presentes en estas especies.


http://www.ensembl.org/Monodelphis_domestica/Gene/Summary?db=core;g=ENSMODG00000019160
http://www.ensembl.org/Monodelphis_domestica/Gene/Summary?db=core;g=ENSMODG00000015357
http://www.ensembl.org/Monodelphis_domestica/Gene/Summary?db=core;g=ENSMODG00000015357
http://www.ensembl.org/Macropus_eugenii/Gene/Summary?db=core;g=ENSMEUG00000009042
http://www.ensembl.org/Macropus_eugenii/Gene/Summary?db=core;g=ENSMEUG00000009042
http://www.ensembl.org/Loxodonta_africana/Gene/Summary?db=core;g=ENSLAFG00000025675
http://www.ensembl.org/Loxodonta_africana/Gene/Summary?db=core;g=ENSLAFG00000017411
http://www.ensembl.org/Loxodonta_africana/Gene/Summary?db=core;g=ENSLAFG00000007479
http://www.ensembl.org/Procavia_capensis/Gene/Summary?db=core;g=ENSPCAG00000018886
http://www.ensembl.org/Procavia_capensis/Gene/Summary?db=core;g=ENSPCAG00000013639
http://www.ensembl.org/Procavia_capensis/Gene/Summary?db=core;g=ENSPCAG00000013639
http://www.ensembl.org/Echinops_telfairi/Gene/Summary?db=core;g=ENSETEG00000006684
http://www.ensembl.org/Dasypus_novemcinctus/Gene/Summary?db=core;g=ENSDNOG00000012940
http://www.ensembl.org/Dasypus_novemcinctus/Gene/Summary?db=core;g=ENSDNOG00000025720
http://www.ensembl.org/Dasypus_novemcinctus/Gene/Summary?db=core;g=ENSDNOG00000025720
http://www.ensembl.org/Dasypus_novemcinctus/Gene/Summary?db=core;g=ENSDNOG00000025594
http://www.ensembl.org/Dasypus_novemcinctus/Gene/Summary?db=core;g=ENSDNOG00000001668
http://www.ensembl.org/Choloepus_hoffmanni/Gene/Summary?db=core;g=ENSCHOG00000005444
http://www.ensembl.org/Choloepus_hoffmanni/Gene/Summary?db=core;g=ENSCHOG00000013606
http://www.ensembl.org/Choloepus_hoffmanni/Gene/Summary?db=core;g=ENSCHOG00000013606
http://www.ensembl.org/Felis_catus/Gene/Summary?db=core;g=ENSFCAG00000003722
http://www.ensembl.org/Felis_catus/Gene/Summary?db=core;g=ENSFCAG00000009229
http://www.ensembl.org/Felis_catus/Gene/Summary?db=core;g=ENSFCAG00000011471
http://www.ensembl.org/Felis_catus/Gene/Summary?db=core;g=ENSFCAG00000011471
http://www.ensembl.org/Felis_catus/Gene/Summary?db=core;g=ENSFCAG00000005197
http://www.ensembl.org/Canis_familiaris/Gene/Summary?db=core;g=ENSCAFG00000015187
http://www.ensembl.org/Canis_familiaris/Gene/Summary?db=core;g=ENSCAFG00000002115
http://www.ensembl.org/Canis_familiaris/Gene/Summary?db=core;g=ENSCAFG00000002115
http://www.ensembl.org/Canis_familiaris/Gene/Summary?db=core;g=ENSCAFG00000002113
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000016450
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000014897
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000013020
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Gene/Summary?db=core;g=ENSECAG00000013020
http://www.ensembl.org/Myotis_lucifugus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMLUG00000013013
http://www.ensembl.org/Myotis_lucifugus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMLUG00000009569
http://www.ensembl.org/Myotis_lucifugus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMLUG00000009569
http://www.ensembl.org/Myotis_lucifugus/Gene/Summary?db=core;g=ENSMLUG00000007982
http://www.ensembl.org/Pteropus_vampyrus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPVAG00000024188
http://www.ensembl.org/Pteropus_vampyrus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPVAG00000017551
http://www.ensembl.org/Pteropus_vampyrus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPVAG00000000254
http://www.ensembl.org/Pteropus_vampyrus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPVAG00000000254
http://www.ensembl.org/Pteropus_vampyrus/Gene/Summary?db=core;g=ENSPVAG00000000251
http://www.ensembl.org/Vicugna_pacos/Gene/Summary?db=core;g=ENSVPAG00000008535
http://www.ensembl.org/Vicugna_pacos/Gene/Summary?db=core;g=ENSVPAG00000008535
http://www.ensembl.org/Vicugna_pacos/Gene/Summary?db=core;g=ENSVPAG00000008523
http://www.ensembl.org/Vicugna_pacos/Gene/Summary?db=core;g=ENSVPAG00000009194
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