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Resumen en Espafiol

TITULO: HISTORIA EVOLUTIVA DE LA CERULOPLASMINA A PARTIR DE UNA
MULTICOBRE OXISADA ANCESTRAL DE 6 DOMINIOS?

AUTOR: ISABELLA BELTRAN TRIANA?

PALABRAS CLAVES: CERULOPLASMINA, EVOLUCION, INTRONES, EXONES,
OXIDASA MULTICOBRE.

DESCRIPCION:

La evolucion de la estructura de los genes ha sido materia de discusion entre los bidlogos
moleculares, asunto que permanece poco entendido en la actualidad (Roy et al., 2006). Casos
concretos como la evolucion de las MCOs ha dejado abierto la discusién de los modelos
evolutivos que podrian explicar su historia (Vasin et al., 2013). Tal es el caso de la
ceruloplasmina que, a partir de los analisis estructurales de la proteina, homologia intra-
dominio y anélisis filogenéticos de los dominios, se ha sugerido un origen a partir de una
sucesion duplicacion de dominios cupredoxina (Terzulli et al., 2009; Murphy et al., 1984). No
obstante, nuestras reconstrucciones de la estructura del gen y las relaciones filogenéticas
revelan una amplia dindmica de inserciones y deleciones de intrones a lo largo de la historia
evolutiva de eucariotas, los cuales han contribuido a la organizacion génica de la familia de las
MCOs. El gen de la ceruloplasmina surge a partir de un dominio cupredoxina ancestral que
sufre repetidas duplicaciones, permitiendo la formacién de otras proteinas de 2 y 3 dominios.

1 Trabajo de Pasantia.
2 Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Herndndez Fuentes, Ph.D.
Biologia Molecular.
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Resumen en Ingles

TITLE: EVOLUTIONARY HISTORY OF CERULOPLASMIN FROM AN ANCESTRAL
MULTICOPPER OXIDASE OF 6 DOMAINS.

AUTHOR: ISABELLA BELTRAN TRIANA

KEYWORDS: EVOLUTION, CERULOPLASMIN, INTRONS, EXONS, MULTICOPPER
OXIDASE.

DESCRIPTION:

The evolution of the structure of genes has been the subject of discussion among molecular
biologists, an issue that remains poorly understood at present (Roy et al., 2006). Concrete cases
such as the evolution of MCOs have left open the discussion of evolutionary models that could
explain their history (Vasin et al., 2013). Such is the case of ceruloplasmin that, from structural
analyses of the protein, as well as intra-domain homology and phylogenetic analysis of the
domains, an origin from a succession duplication of cupredoxin domains has been suggested
(Terzulli et al., 2009; Murphy et al., 1984). However, our reconstructions of gene structure and
phylogenetic relationships reveal a wide dynamic of introns insertions and deletions throughout
the evolutionary history of eukaryotes, which have contributed to the gene organization of the
MCO family. The ceruloplasmin gene arises from an ancestral cupredoxin domain that suffers
repeated duplications, allowing the formation of other proteins of 2 and 3 domains.

1 Internship Research
2 Science Faculty, Department of Biology. Director: Jorge Hernandez Fuentes, Ph.D.
Molecular Biology.
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Introduccion

Las multicobre oxidasas (MCOs) son una familia de enzimas que contienen como grupo
prostético uno o mas iones de cobre. Las MCOs oxidan una amplia gama de sustratos fenolicos
y no fenolicos, como el hierro, cobre o &cido ascorbico (Baldrian et al., 2006). Hacen parte de
las MCOs las lacasas, ascorbato oxidasas, nitrito reductasas y la ferroxidasa ceruloplasmina
(Sakurai et al., 2007). Las MCOs evolucionaron a partir de la duplicacion sucesiva de un
dominio cupredoxina en proteinas de dos y tres dominios (lacasas y otras oxidasas) y seis
dominios (ceruloplasmina).

La ceruloplasmina es una cuproproteina que contiene de 6 a 8 atomos de cobre en su
estructura. Es la principal proteina de transporte de cobre en el plasma sanguineo, ligando mas
del 95% del cobre (Koschinisky et al., 1986). Ademas de regular la homeostasis del hierro,
presenta actividad ferroxidasa del Fe?* (ferroso) a Fe®" (férrico), reaccion que permite la
formacion de la hemoglobina (Nakamura et al., 2005). También, es un agente antioxidante y
participa en la oxidacion de la serotonina, epinefrina y norepinefrina (Virit et al., 2008). Esta
enzima es sintetizada principalmente en el higado —pero también en cerebro, pulmones, bazo
y testiculos— y su deficiencia es caracteristica en la enfermedad de Wilson, rasgo que se hereda
por autosomas recesivos (Hellman et al., 2002; Messerschmidt et al, 1990). Fue descrita por
primera vez en 1948 por Holmberg y Laurell, y esta distribuida en todos los vertebrados.
Debido a su polifuncionalidad y los procesos que la originaron, su estudio es de gran interés
tanto para la biologia como para la medicina (Vasin et al., 2013).

La ceruloplasmina, codificada por el gen CP, es una enzima de 6 dominios cupredoxina,
que cubre alrededor de 50 kb con 19 exones y 18 intrones, de diferentes fases (0, 1 6 2). Los
modelos mas recientes plantean eventos sucesivos de duplicacién de un dominio cupredoxina

primigenio, que finalmente dieron origen a la ceruloplasmina (Rydén et al., 1993; Nakamura
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et al., 2003; Vasin et al., 2013). En 1995, se publicé la organizacion de exones e intrones y
fases del gen CP de Homo sapiens (Daimon et al., 1995). Aunque se han reportado topologias
génicas en algunos vertebrados (Doolitle et al., 2015), no se han publicado las repercusiones
de la insercidn/escision de los intrones en la evolucion del gen CP. No obstante, en la actualidad
hay sendos genomas completos disponibles que permiten reconstruir la dindmica de
insercion/delecion de intrones que dieron origen a la topologia actual del gen CP.

Dado que en procariotas y Archaea tambiéen existen multicobre oxidasas de 6 dominios con
funcion ferroxidasa o Mn?* oxidasa (Vasin et al., 2013), es indiscutible que todos los
sextuplicados de la ceruloplasmina deben compartir un mismo origen evolutivo. De lo
contrario, estariamos frente a un escenario de convergencia evolutiva (Stern, 2013), un
escenario muy poco probable, con base en la literatura cientifica vigente (Rydén et al., 1993;
Nakamura et al., 2003; Vasin et al., 2013). Aunque el origen evolutivo comdn es el mas
plausible, es probable que, en la reconstruccion de la organizacion de exones e intrones, aunada
a andlisis filogenéticos, encontremos indicios de eventos ancestrales mediados por las fases de
los intrones, en las que, los intrones de fase 0 son los méas antiguos en la evolucion (De Souza
et al., 1998) y pudieron modelar el gen CP y secuencias ortdlogas, de lo cual nada se ha
publicado a la fecha.

Por lo anterior, en esta pasantia de investigacion, nos proponemos reconstruir la historia
evolutiva del gen CP nuclear, con base en la topologia de intrones y exones en diferentes grupos
de vertebrados y la fase de los intrones. La idea es escudrifiar si el analisis de la multiplicidad
de intrones y sus fases puede contribuir a perfeccionar los modelos vigentes del origen de la

ceruloplasmina, desde una MCO ancestral de 6 dominios del procariota primitivo.
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1. Objetivos

1.1 General.

Elucidar la dindmica de insercion/delecion de intrones que dieron origen a la topologia
actual de los genes de la ceruloplasmina en vertebrados, a partir de una multicobre oxidasa

ancestral de 6 dominios del procariota primitivo.

1.2 Especificos.

1. Reconstruir la organizacion de intrones y exones del gen de la ceruloplasmina en
diferentes grupos de vertebrados.

2. Determinar el probable ordenamiento cronoldgico de los eventos de recombinacion con
base en la fase de los intrones.

3. Contrastar el origen monofilético de las formas actuales de la ceruloplasmina con los

eventos de sucesion insercion/delecion de intrones.

1.3 Competencias que Desarrollara el Pasante.

« Captura secuencias nucleotidicas de las bases de datos gendmicas de vertebrados con la
herramienta BlastN.
* Reconstruye la organizacion de intrones y exoneS del gen de la ceruloplasmina en

diferentes grupos de vertebrados.
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» Construye un modelo cronologico de los eventos de insercion/escision con base en el
analisis de la fase de los intrones.
* Demuestra la coherencia entre el origen monofilético de las formas actuales de la

ceruloplasmina con los eventos de sucesion insercion/delecién de intrones.

2. Marco Teobrico

2.1  De la Cupredoxina al Gen CP Eucariota.

La topologia del gen de la ceruloplasmina de Homo sapiens fue publicado por Daimon et
al., en 1995. El gen cubre alrededor de 50 kb con 19 exones y 18 intrones, de diferentes fases
(0, 1 y 2). Desde entonces, nada més se ha publicado sobre este gen en otros grupos
taxondmicos, ni sobre la influencia de los intrones en su evolucién. En cambio, se han
propuesto algunos modelos de la evolucién de las oxidasas multicobre (MCOs). En la Figura

1 se muestra un resumen del modelo propuesto por (Vasin et al., 2013).
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Figura 1. Resumen del esquema evolutivo de las MCOs de seis dominios.

Nota: EI dominio cupredoxina originé las MCOs por duplicacion sucesiva. Inicialmente, surgié un duplicado
(OMC x 2), conocidos hoy como lacasas de dos dominios. Posteriormente, una triplicacion del duplicado dio lugar
a una OMC de 6 dominios cupredoxina. En ese proceso, surgieron de manera colateral las MCOs de tres dominios
(lacasas y ascorbato oxidasas). La OMC ancestral de 6 dominios dio lugar a las isoformas de Eubacteria, Archaea
y finalmente la ceruloplasmina (CP) junto con otras secuencias ortologas de eucariotas (Blood coagulation factor
(BCF); Fox - multicobre ferroxidasa de algas; Heph - hefastina; Heph1l - hefastina 1). Esquema redibujado a partir
del modelo in extenso de (Vasin et al., 2013).

2.2  Origen Evolutivo de los Intrones.

El descubrimiento de la estructura discontinua génica en 1977 (Berget et al., 1977; Brack et
al., 1977; Breathnach et al., 1977; Chow et al., 1977) y en conjunto con el mecanismo del
splicing alternativo, en el que participa la maquinaria enzimatica del spliceosoma, deja abierto
el desarrollo de diferentes hipotesis que intentan aclarar la evolucion y origen inicial de los
intrones nucleares. Dado que esta es una caracteristica distintiva de los eucariotas y al no
encontrarse en las bacterias o arqueobacterias, las pistas sobre la pérdida y ganancia de intrones
se debe rastrear a partir de los andlisis gendmicos de Eucaria (Jeffares et al., 2006; Rogozin et

al., 2005).
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Las dos principales alternativas que pretenden explicar el contexto evolutivo de los intrones
proponen: i) el modelo de los ‘intrones tempranos’ sugiere que los intrones son en extremo
ancestrales y numerosos desde su aparicion (Jeffares et al., 1998; Poole et al., 1998). Han sido
heredados del progenote, cuyas diferencias estructurales entre genes homdélogos eucariotas se
debe a la pérdida de intrones en el curso de la evolucion. Asi, la pérdida progresiva deja sin
remanentes primordiales de intrones nucleares a los ancestros procariotas, en un proceso de
‘racionalizacion genomica’. Debido a las presiones evolutivas, el tamafio del genoma se reduce
por la replicacion rapida del ADN o también ‘evolucion reductiva’ (Vibranovski et al., 2003;
Rogozin et al., 2012; Penny et al., 2009). En contraste, ii) el modelo de los ‘intrones tardios’,
argumenta que los intrones se insertan continuamente en la evolucion de los eucariotas después
de su divergencia. Bajo este escenario, es posible que los intrones autocataliticos (Tipos 1 y 11),
encontrados en los genomas procariotas, hayan invadido los genomas eucariotas desde su

radiacion (Hickey et al., 1992; Stoltzfus et al., 1994; Lynch et al., 2002). Otros autores

2.3 Pérdiday Ganancia de Intrones.

El origen de los intrones nucleares y su funcion en la evolucién de los genes es uno de los
mayores retos que se sigue debatiendo en la evolucion molecular. Diferentes aspectos y
evidencias se tienen en cuenta para evaluar su impacto: el momento de su aparicion y posterior
propagacion; la posicion conservada de los intrones; las fuerzas evolutivas y mecanismos que
han marcado su historia evolutiva: densidad de intrones en diferentes linajes y pérdida y
ganancia de intrones. En conjunto, estos factores revelan la complejidad de los genes actuales
(Roy et al., 2006; Rogozin et al., 2005).

Aunque uno de los mecanismos mas importantes en la evolucion de la arquitectura de los
genes eucariotas son los eventos de pérdida y ganancia de intrones, sigue siendo un fenémeno

poco entendido para la comunidad cientifica (Rogozin et al., 2012). Sin embargo, anélisis en
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sistematica sugieren que, en genes de organismos eucariotas altamente conservados, la pérdida
y adquisicion de nuevos intrones ha actuado durante la evolucion de la estructura génica de
este grupo, lo que ha indicado que al menos un 25% de los intrones han sido heredados del
ancestro comun de plantas y animales (Babenko et al., 2014). Ademas, la misma conservacion
de las posiciones intronicas indican incluso una ancestria mas lejana en protistas, permitiendo
deducir la posibilidad de que estos eventos sucedan desde el inicio de la evolucion eucariota

(Rogozin et al., 2005; Jeffares et al., 2006; Fedorov et al., 2002; Rogozin et al., 2003).

2.4 Reconstruccion de Relaciones Ancestrales.

Dado que la evolucion implica que los organismos se modifiquen —sufran mutaciones—
en el tiempo y que estas nuevas caracteristicas adquiridas sean transmitidas a las siguientes
generaciones, la informacion entre ancestro-descendiente se preserva en el genoma, lo que
permite representar los parentescos en arboles filogenéticos (Abascal et al., 2014).

Los arboles filogenéticos se pueden construir con diferentes métodos -Parsimonia,
Inferencia Bayesiana 0 Maxima Versomilitud- y son el producto de inferencias matematicas,
las cuales describen patrones o comportamientos de las mutaciones (datos) que se mantienen o
no conservadas en las secuencias. Los analisis filogenéticos a nivel molecular, usualmente se
soportan en las secuencias de ADN o proteinas, en el que las sustituciones de los nucleétidos
0 aminoéacidos son la materia prima para rastrear el origen evolutivo en comdn (homologia)
entre diferentes organismos (Li, 1997). Asi, secuencias homologas que han surgido a partir de
eventos de especiacion (divergencia entre dos 0 mas especies) se conocen como genes
ortologos. Por otra parte, las secuencias que han surgido por eventos de duplicacién (el gen
ocupa un espacio adicional en el genoma del individuo), se conocen como genes paralogos

(Dufayard et al., 2005).
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2.4.1 Alineamientos Multiples de Secuencias. ldentificar las regiones homdlogas
entre las posiciones de las secuencias a partir de alineamientos multiples, es lo que permite
generar las hipotesis de los procesos evolutivos. Debido a que las comparaciones entre
diferentes secuencias varian dependiendo de su similitud, es posible identificar las relaciones
funcionales o estructurales de las proteinas en diferentes organismos o especies (Chenna et al.,
2003). Algunos algoritmos desarrollados para estos fines, como la serie de programas Clustal,
facilitan la interpretacion al generar matrices de sustituciones que van variando conforme se

generan los alineamientos hasta la obtencion global del mismo (Thompson et al., 1994).

2.4.2 Modelos Evolutivos. La conexién entre los alineamientos y los métodos de
reconstruccion filogenéticos son los modelos de evolucién, los cuales describen
matematicamente la evolucion. Ya sea que la unidad de estudio sean codones, aminoacidos o
nucleétidos, los modelos dependen del calculo probabilistico de que las unidades cambien de

un estado a otro y de la frecuencia con la que lo hacen (Yang, 2006; Abascal et al., 2014).

Desde muy simples hasta muy complejos, varian los modelos, asi, el modelo mas simple se
conoce como Jukes Cantor (JC) (Jukes et al., 1969), el cual asume que cualquier cambio en los
nucleotidos o frecuencia tienen la misma probabilidad de ocurrir. En contraste, el modelo mas
complejo se conoce por sus siglas en inglés como GTR (General Time Reversible) (Tavaré,
1986). Este modelo asume parametros diferentes para cada tipo de sustitucion y frecuencia del
nucleotido. Algunos programas como JModelTest (Posada et al., 2008) o PartitionFinder 2
(Lanfear et al., 2016) se usan para hallar el modelo que mejor se adapte a las secuencias de
estudio. Sin embargo, programas de computo como Randomized Axelerated Maximum

Likelihood, RAXML para estimar filogenias con el método de Maxima Verosimilitud por
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defecto tienen predeterminado un modelo evolutivo, el cual corresponde a GTR (Stamatakis et

al., 2016).

243 Méaxima Verosimilitud (MV). Para reconstruir los sucesos evolutivos, se
pueden aplicar diferentes métodos que pueden ser calculados con las distancias génicas o
caracteres. Uno de los métodos que se basa en la reconstruccion ancestral a partir de caracteres
y modelos es el de Maxima Verosimilitud (MV) (Felsenstein et al., 1973). MV busca el arbol
filogenético y la longitud de las ramas con la mayor probabilidad de ser explicados por los
datos o lo que es, que refleje las secuencias de ADN observadas (Felsenstein et al., 1981;
Strimmer, 1997). Adicionalmente, los metodos de reconstruccién cuentan con un
procedimiento importante que demuestra qué tan altas estan correlacionadas las probabilidades
(bootstrap) y refleja la confidencia de las relaciones entre los clados (Efron et al., 1996).
Valores por encima del 50% son un buen soporte de bootstrap en los arboles (Margush et al.,
1981). Programas como Phylogenies by Maximum Likelihood, PhyML (Guindon et al., 2010),
Genetic Algorithm for Rapid Likelihood Inference, GARLI (Bazinet et al., 2014) 6 RAXML

(Stamatakis et al., 2014) son los mas usados para obtener filogenias con el método de MV.
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3. Materiales y Métodos.

3.1  Captura de Secuencias

Se utiliz6 la herramienta BlastN (Altschul et al., 1990) para la busqueda de contigs
cromosomicos que albergaran el gen CP en las bases de datos Genbank y Ensembl. Para la
captura de secuencias se utiliz6 como referencia la secuencia del gen de la ceruloplasmina
(Genbank: D45045.2) y del mRNA (M13699.1). Para la captura de las secuencias de los genes
HEPH, HEPH1, F8, FOX1 y FOX, se realiz6 una busqueda en las bases de datos Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG, no redundantes (NR) de Genbank y otras fueron
encontradas en Ensembl. En conjunto, se seleccionaron diferentes grupos representativos de
eucariotas: peces, reptiles, aves, anfibios, mamiferos, tunicados, moluscos, artropodos,
equinodermos, hemicordados, cnidarios y algas. Todos los organismos se clasificaron de
acuerdo con la Taxonomia del National Center for Biotechnology Information, NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy).

3.2  Determinacion de Organizacion y Limites de Intrén/Exon

Para la construccion de la topologia del gen CP, inicialmente se maped el gen de Homo
sapiens (Daimon et al., 1995); posteriormente, se reconstruyeron los demas grupos
taxondmicos. La base de datos del NCBI tiene incorporado el algoritmo de prediccion génica,
GENSCAN (Wu et al., 2008) de manera que en la seccion Nucleotide se puede acceder a la
delimitacién de los exones. Por otra parte, ENSEMBL tiene incluido de manera automatica un

proceso de anotacion génica (Aken et al., 20016) y es posible descargar las secuencias de los
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genes con las secuencias discriminadas por exones e intrones. Asi, se pudieron contrastar las

secuencias gendmicas con los cDNASs de los mismos grupos.

3.3 Analisis de la Fase de los Intrones

La fase de los intrones se establecié con base en las recomendaciones de Patthy et al., (1987)
asi: intrones fase 0: aquellos que se ubican entre dos codones e.g., 5’GAC CAG:GT—intron—
AG:GTC ATG 3'. Intrones fase 1: aquellos que se ubican entre el primer y segundo nucleotidos
de un codon e.g., 5’GA CCA G:GT— intron—AG:GT CAT G3'. intrones fase 2: aquellos que
se ubican entre el segundo y tercer nucledtidos de un codon e.g., 5'G ACC AG:GT—intron—
AG:G TCA TG3'. Se correlaciond la presencia de intrones y su fase con la sucesion de

dominios cupredoxina.

34 Alineamiento de Secuencias

Se realizaron alineamientos multiples de secuencias de nucleo6tidos y aminoacidos con la
herramienta ClustalO (Li et al., 2015). Se empled el método de analisis de los agregados
hidrofobicos (HCA, Hydrophobic Cluster Analysis, Callebaut et al., 1997) para determinar
intrones ancestrales. EI método se centra en el examen de la conservacion de los agregados de
aminoacidos hidrofdbicos (clusters), que surgen en una representacion bidimensional de la
secuencia de las proteinas. Mediante el método HCA se ha podido analizar individualmente los
dominios de una misma proteina y relacionarlos con los de otras proteinas de funcion conocida
(Callebaut et al., 1997; Woodcock et al., 1992). Se compararon los valores de RMSD, Root
Mean Square Deviation (Kufareva et al., 2012) para conocer la similitud estructural entre los

dominios de CP.
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35 Reconstruccién de los Eventos de Insercion/Escisién de Intrones

Con base en el analisis de la fase de los intrones y de presencia/ausencia, pudimos deducir
un ordenamiento I6gico de la cronologia de insercidn/escision de intrones. Para demostrar las
relaciones monofiléticas, se recurrio a la construccion de arboles filogenéticos con el método
de Maxima Verosimilitud (MV) con el programa RAXML version 8 (Stamatakis et al., 2014).

Los parametros se siguieron por defecto, de acuerdo con el manual (Stamatakis et al., 2016).

4. Resultados

4.1  Captura de Secuencias

La primera topologia del gen CP se realizd en 1995 para H. sapiens, con 3.321 pb que
codifican la proteina (Genbank niumero M13699.1). La base de datos GenBank aloja el gen
secuenciado en 94 especies de vertebrados, de las cuales 93 se usaron para resolver las
relaciones ancestrales del gen CP. No obstante, en la base de datos gendmica Ensembl Metazoa
del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI), se alojada la secuencia del gen CP para
una especie de eucariota no vertebrado: el ostién o Crassostrea gigas. Por otra parte, los genes
de otras MCOs de 6 dominios, i.e., (Heph y Hephl- Hefaestina y Hefaestina 1, FVI1II- Factor
de coagulacién VIII y FOX1- Ferroxidasa de algas) se pueden localizar en ambas bases de
datos, aunque la cantidad de secuencias es restringida.

Las secuencias de los 5 genes ort6logos se utilizaron para ampliar las relaciones planteadas
por Vasin et al., (2013) de las MCOs de 6 dominios. La Tabla 1 proporciona la informacion
de la clase, orden, género y especie de cada individuo con los respectivos accesos a las bases

de datos que se utilizaron en las diferentes etapas de este trabajo.
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Tabla 1.

Cadigos de acceso a las secuencias génicas obtenidas de las bases de datos.
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Orden Especies NUmero de acceso Base de datos
IMAM MALIA |
Primates Homo sapiens D45045.2; M13699.1 Genbank
Rhinopithecus bieti XM_017856546.1 Genbank
Otolemur garnettii XM_003789471.3 Genbank
Carlito syrichta XM_021706408.1 Genbank
Rodentia Mus musculus BC062957.1 Genbank
Mus pahari XM_021197165.1 Genbank
Castor canadensis XM_020158342.1 Genbank
Ictidomys tridecemlineatus XM_013358823.2 Genbank
Jaculus jaculus XM_012948190.1 Genbank
Meriones unguiculatus XM_021637856.1 Genbank
Artiodactyla Ovis aries NM_001009733.1 Genbank
Bos taurus NM_001256556.1 Genbank
Sus scrofa NM_001267694.2 Genbank
Pantholops hodgsonii XM_005958414.1 Genbank
Perissodactyla Equus asinus XM_014838548.1 Genbank
Chiroptera Miniopterus natalensis XM_016221503.1 Genbank
Scandentia Tupaia chinensis XM_006149715.2 Genbank
Carnivora Ailuropoda melanoleuca XM_002927039.3 Genbank
Leptonychotes weddellii XM_006745439.1 Genbank
Insectivora Erinaceus europaeus XM_016185995.1 Genbank
Sorex araneus XM_012936180.1 Genbank
Cetacea Physeter catodon XM_024131860.1 Genbank
Monotremata Ornithorhynchus anatinus XM_016226163.1 Genbank
Afrosoricida Echinops telfairi XM_013006124.1 Genbank
Chrysochloris asiatica XM_006876360.1 Genbank
AVES
Galliformes Numida meleagris XM_021394168.1 Genbank
Meleagris gallopavo XM_003209288.3 Genbank
Coturnix japonica XM_015872122.1 Genbank
NC_006096.5;
Gallus gallus XM_015291853.1
Sphenisciformes Aptenodytes forsteri XM_009284331.2 Genbank
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Orden

Especies

NUmero de acceso

Base de datos

Charadriiformes

Falconiformes

Passeriformes

Accipitriformes

Gruiformes

Pelecaniformes

Caprimulgiformes
Strigiformes

Coraciiformes

Piciformes
Procellariiformes
Columbiformes
Tinamiformes
Coliiformes
Musophagiformes
Opisthocomiformes
Cariamiformes
Cuculiformes

Apodiformes

Trogoniformes

REPTILIA

Pygoscelis adeliae
Calidris pugnax
Charadrius vociferus
Haliaeetus leucocephalus
Haliaeetus albicilla
Falco cherrug

Falco peregrinus
Ficedula albicollis
Geospiza fortis

Sturnus vulgaris

Aquila chrysaetos canadensis

Balearica regulorum
gibbericeps

Phaethon lepturus
Egretta garzetta
Nipponia nippon
Phalacrocorax carbo
Caprimulgus carolinensis
Tyto alba

Leptosomus discolor
Merops nubicus
Picoides pubescens
Fulmarus glacialis
Columba livia
Tinamus guttatus
Colius striatus
Tauraco erythrolophus
Opisthocomus hoazin
Cariama cristata
Cuculus canorus
Calypte anna
Chaetura pelagica

Apaloderma vittatum

XM_009334012.1
XM_014945801.1
XM_009884464.1
XM_010584891.1
XM_009929892.1
XM_005434308.1
XM_005233762.1
XM_016300504.1
XM_014312327.1
XM_014886123.1
XM_011592460.1

XM_010307786.1
XM_010293904.1
XM_009634338.1
XM_009468481.1
XM_009515272.1
XM_010163603.1
XM_009966336.1
XM_009946809.1
XM_008941388.1
XM_009902382.1
XM_009583250.1
XM_013369752.2
XM_010216892.1
XM_010204851.1
XM_009990571.1
XM_009942421.1
XM_009697479.1
XM_009567740.1
XM_008500229.1
XM_010004753.1
XM_009865155.1

Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank

Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
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Orden Especies Numero de acceso Base de datos
ITestudines IChrysemys picta bellii IXM_005312912.1 IGenbank
Terrapene mexicana triunguis  XM_024208569.1 Genbank
Crocodylia Alligator sinensis XM_006032943.3 Genbank
Alligator mississippiensis XM_006259175.3 Genbank
Crocodylus porosus XM_019532566.1 Genbank
Gavialis gangeticus XM_019503116.1 Genbank
XM_003218193.3;
Squamata Anolis carolinensis NC_014778.1 Genbank
Pogona vitticeps XM_020781856.1 Genbank
AMPHIBIA
XM_002937329.3;
Anura Xenopus tropicalis NC_030681.1 Genbank
Nanorana parkeri XM_018574049.1 Genbank
ACTINOPTERYGII
Salmoniformes Salmo salar XM_014123624.1 Genbank
Oncorhynchus tshawytscha XM_024422392.1 Genbank
Characiformes Astyanax mexicanus XM_022669471.1 Genbank
Pygocentrus nattereri XM_017717849.1 Genbank
Perciformes Amphiprion ocellaris XM_023291362.1 Genbank
Chionodraco rastrospinosus AMA419432.1 Genbank
Acanthochromis polyacanthus  XM_022206751.1 Genbank
NM_131802.1;
Cypriniformes Danio rerio NC_007133.7 Genbank
Sinocyclocheilus rhinocerous  XM_016569640.1 Genbank
Sinocyclocheilus anshuiensis XM_016453081.1 Genbank
Sinocyclocheilus grahami XM_016276515.1 Genbank
Cichliformes Pundamilia nyererei XM_005736946.1 Genbank
Semionotiformes Lepisosteus oculatus XM_015360752.1 Genbank
Cyprinodontiformes Kryptolebias marmoratus XM_017420559.2 Genbank
Osteoglossiformes Paramormyrops kingsleyae XM_023843865.1 Genbank
Scleropages formosus XM_018761899.1 Genbank
Carangiformes Seriola lalandi dorsalis XM_023428685.1 Genbank
Clupeiformes Clupea harengus XM_012825353.1 Genbank
Siluriformes Ictalurus punctatus NM_001278815.1 Genbank
CHONDRICHTHYES
Orectolobiformes Rhincodon typus XM_020523081.1 Genbank
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Orden Especies Numero de acceso Base de datos
| | IXM_007902443.1; |
Chimaeriformes Callorhinchus milii NW_006890148.1 Genbank
BIVALVIA
Ostreoida Crassostrea gigas CGI1_10006923 Ensembl
ENTEROPNEUSTA

Saccoglossus kowalevskii XM_006823210.1 Genbank
ARACHNIDA
Araneae Stegodyphus mimosarum X975_00230 Ensembl
ANTHOZOA
Scleractinia Acropora digitifera XM_015904053.1 Genbank

ECHINODERMATA

Echinoida Strongylocentrotus purpuratus  XP_791569.2 GenBank
ASCIDIACEA

Enterogona Ciona intestinalis XM_009859184.2 Genbank
CHLOROPHYCEAE

XM_001694533.1;
Chlamydomonadales Chlamydomonas reinhardtii XP_001694585.1 Genbank

4.2  Correlacion de las Fases de Intrones con la Sucesion de Dominios Cupredoxina.

El analisis de las secuencias en la delimitacion de los intrones permitio la construccion de
los mapas génicos que se muestran en la Figura 2. En cordados, 7 especies fueron
seleccionadas para la realizacion de los mapas: Homo sapiens, Gallus gallus, Anolis
carolinensis, Xenopus tropicalis, Callorhinchus milii, Danio rerio y Ciona intestinalis. En
hemicordados, la especie Saccoglossus kowalevskii como unico representante; en moluscos,
artropodos y cnidarios, las especies Crassostrea gigas, Stegodhyphus mimosarum y Acropora
digitifera, respectivamente. Como organismo unicelular, el alga verde Chlamydomonas
reinhardtii. Los genes ortdlogos de Cp- Ceruloplasmina: Heph y Hephl- Hefaestina y

Hefaestina 1, FVIII- Factor de coagulacion VIII y FOX1- Ferroxidasa de algas proporcionan
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una ancestria en eucariotas que se corrobor6 en los alineamientos mdaltiples de aminoacidos y
la construccidn de las relaciones filogenéticas entre ellos.

Como puede apreciarse en la Figura 2, el gen de la ceruloplasmina en los vertebrados
presenta 19 exones y 18 intrones, manteniéndose de manera estricta el nUmero y la posicion de
los intrones. Sin embargo, se encontré que D. rerio y C. milii han conservado el intron VIII.
Por otra parte, C. mili ha sido el Gnico en perder el intrén 1X que se encuentra en D. rerio, el
cual paso a ser el VIII de los demas vertebrados después de la pérdida del primer intrén en el
linaje. Aunque el alineamiento multiple evidencia un grado de conservacion de intrones con
los grupos no vertebrados eucariotas, la disposicion varia conforme disminuyen las relaciones
evolutivas (Figura 3), producto de las especiaciones y las dinamicas de insercion/delecion que
debid sufrir el ancestro eucariota durante la radiacion del linaje.

En el alineamiento mdltiple de los residuos de aminoécidos que se exponen en la Figura 3,
se observan los intrones conservados de cada gen usado en el trabajo y se incluye el gen
ferroxidasa (FOX) de la especie Strongylocentrotus purpuratus para el andlisis. Las especies

representan los grupos y los genes de la Figura 2.

4,2.1 Intrones Ancestrales. Los intrones conservados entre los diferentes grupos
corresponden a los intrones compartidos en cada ancestro eucariota de CP en vertebrados (Tabla
2). El 71% de los eucariotas que se usaron en el alineamiento multiple, comparten con
vertebrados los intrones I, 11, 11, X1, XII; el 57% conservan los intrones VI, VIII, IX, X, XVI;
43% conservan los intrones V, XVIII; 29% conservan el intron XVI1 y el 14% conservan los
intrones 1V, VIII y XIV. La estructura de todos los genes a excepcion del gen FOX, se

encuentran esquematizados en la Figura 2.
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DIVISION GENERO - ESPECIE

CHORDATA 2 1 1 1 12 1 0 1 1 2 1 1 0 10 1
Homo sapiens ) WWWF _
I I noow VooV VI VI X X X XI X XV XV XVE XV XVl
2 1 1 1 121 01 1 2 1 1 0 10 1
Gallus gallus :
| Il 1] ' \ VI Vil Vil 1X X Xl X1l Xl XIV o XV XV X xvii
2 1 11 12 11 01 1 2 1 1 0 10 2
Anols carolinensis N IR N JN N O N N
I 1 moow VooV XX X XEXI XV XV XV VI XVl
2 1 11 1211 0 1 1 2 1 1 0 10 1

Xenous tropicalis

| I 1] v v vieovIE VIl IX X Xl XX XV xXv XVI XVIE XVl
. L 2 1 1 1 1 2 1 1 01 1 2 1 1 0 10 1
Callorhinchus milii
| [} 1 v v Vi viL vl 1X X X1 X X XV Xv XV XvIL o Xvill
2 1 1 1 1 2 1 11 0 1 1 2 1 1 0 1 0 1
Danio rerio _
| I 1l IV Vv Vil i IX X Xl Xl X XV Xy Xvl XVIL Xvie - XIX

o+ o0 1+ o0 ¢+t 90 1 110 1 1+ 0 1 0 0 1 0

o MCSITELS . LR

| I ] vVovoovE vIE VIl IX XXX X X XV XVE XVIE XVII XX XX

HEMICHORDATA

2 1 1 1 0 1 2 1 0 1 1 2 2 1 20 11 0 2
Saccoglossus ) i
kowalevskii
| ] 1] v VoV v Vil X X Xl Xl X XV XXM XVIEXVIE XX XX
MOLLUSCA ) 201 11 1 1 21 2 1 0 1.2 1 0 1
Crassovea gigas I I NN N NN N N N N O
| I I v \ Vi VI VIl X X Xl XX XV Xv XvI
ARTHROPODA
2 1 1 0 2 1 2 1 0 1 1 2 1 1
Stegodyphus
mimosarum ) Y Y Y Y YY Y Y Y Y Y Y Y oY )
I 1} 11} v v Vi vil Vi IX X Xl X X XV
CNIDARlA 2 1 1 2 0 1 1 1 2 2 0 0 1
Acropora digifera N NN NN SN NN NN N N N R N
I 1] n v v VI Vil Vil IX X Xl Xl Xni
CHLOROPHYTA

Chiamycdomonas B 1 I
reinhardtii
| wm wv v VI VIE VI X X XX XXV XV OXVE XVIE XVIL XIX XX XX XX XX

B Ceruloplasmina M Hefastina 1 M Factor Vil M Hefastina W FOX1
Figura 2. Organizacion de la estructura génica entre 12 especies de organismos eucariotas.
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Nota:. Genes pertenecientes a la familia de las proteinas Multicobre Oxidasas, MCOs: CP; ceruloplasmina,
Hephl; Hefastina 1, FVIII; Factor de coagulacién VIII, Heph; Hefastina, FOX1; multicobre ferroxidasa. En
nameros arabigos: fase del intrén (0,1 6 2). En nimeros romanos; sucesion de intrones (I, I + n). Los exones estan
dibujados como casillas, cuyos colores representan el gen respectivo. Los tamafios de los intrones no se encuentran
escalados, pero el tamafio de los exones es proporcional a su secuencia.

Tabla 2.
Conservacion de intrones entre los eucariotas implementados en el alineamiento respecto a la estructura del
gen CP en H. sapiens.

CP_H. sapiens
NUmero del 1 2 3 4 5 6 7 8;.* 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
intrén
FOX1_C. - - - - - - - - - 17 18 - - - - 23
reinhardtii
FOX_S. 1 2 3 - - - - 7 8 9 10 - - - - 12 - 14
purpuratus
FVIIl_C. - 2 - 4 5 - - 8
intestinalis
HEPH_A. i - 3 - - 4 - - - - - 9 - 0 - - 12 13
digitifera
HEPH1_S. 1 2 3 - 6 7 - 8 9 10 11 12 - - - 14
mimosarum
HEPH1.S. |2 2 3 - - 6 - @B 8 9 10 120 - - - 13 - 15
kowalevskii
CP C.gigas |1 2 3 - 8 9 - 10 11 15 12 13 - - - 16

Nota: En amarillo se indica el intr6n conservado en peces y perdido en los demas vertebrados. En rojo se indica
el intron en todos los vertebrados pero que ha perdido C. mili.

En efecto, el alineamiento, permite rastrear procesos evolutivos que han sido dominados
mayormente por la pérdida de intrones. En nuestro caso, aquellos intrones que con el tiempo

han permanecido en el gen, representan las ganancias de estas recombinaciones.

4.2.2 Cronologia de la Delecion e Insercion de Intrones de la Ceruloplasmina. La
ceruloplasmina posee dos tipos de dominios: la clase IV (dominios 1, 3y 5) con Identidad, 1D
hasta de 53% y la clase V (dominios 2, 4 y 6) ID menores a 40% (Tabla 3), siendo los dominios
de clase V los mas ancestrales (Murphy et al., 1997). Los dominios delimitados con sus
respectivos intrones conservados entre dominios del gen CP en H. sapiens se encuentran en la

Figura 4.
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Han pasado aproximadamente 1082-1781 millones de afios (M.A) desde el surgimiento de
las algas verdes hasta la aparicion de los primeros vertebrados (Hedges et al., 2004; Parfrey et
al., 2011). Durante este tiempo eventos de ganancia y pérdida de intrones se han heredado en
los eucariotas, dando lugar a la recombinacion génica y diversificacion de su genoma actual
(Rogozin et al., 2005).

Desde la divergencia en algas, han permanecido conservados en los vertebrados 3 intrones
en los dominios 4 (X1), 5 (XI1) y 6 (XVII). Alrededor de 611-1035 M.A (Lynch et al., 1999;
Peterson et al., 2004) con la aparicion de los cnidarios, la ceruloplasmina sufre inserciones en

los dominios 1 (1, I11), 3 (VI), 5 (XIV) y 6 (XVIII), ganando al menos 1 intrén en cada dominio.

Chlamydomonas MDSKEAAEPASVHVNVDVEAQKAQ-—-———————— AQAEAAAKGGACATSGMSKGKIIVTS
Acropora —-—---MYFAPAGVALQCHFQFSLATSLFPAVLQTDDNRPPQVDNLQORQPPLSSGAIMLLY
Strongylocentrotus =  —--—mm oo oo oo MAPRV
Ciona e
Crassostrea = = = —Somm oo oo oo MDIV
Stegodyphus == —-m—mmmmm e MTMHGIQLRLYHLSKYVFM-—--
Saccoglossus 000000 —mo oo oo MSST-
Danio = =meeee e e MKGLQ
Xenopus 00000 ST T TS T —— MKVT
Homo S m e MKIL
Gallus S e e e MKLY
Anolis e MKLV
Callorhinchus = —————————-mm o MTRPV
Chlamydomonas LVIFLGVAVGVGLGVGLGVGLKKDDGSSAYTSLDLGTGSGGGNTYEFVAADKIQWNYAPSG
0
Acropora LAFSVAV-————————————————————— LDSCLPRVVLSITREYYIAAMVREWNYAPTG
Strongylocentrotus VCIIATLA-———————————————————— LIGCMFQGACAVDRVYYIAAVEEEWDYAPSG
Ciona e
Crassostrea WSSVLC-——======——————————————— LSAIITISQGKEVDLYVGIDEVEWTYKQTD
Stegodyphus VCFFACL--=-===———————————————— VETQRIPEEDRPTRTIYIGAVEVDWDYAPEG
Saccoglossus --TVSAL-—-=-—==———————————————— LFLALCRASQAIIRTHYIACVEEHWNYAPTG
Danio ---FALL-—-=-——————————————————— GVLCCAGIASSITREYFFAIKEIQWDYAPSG
Xenopus -—-ALCL-—-=-===———————————————— LCLLHLGFAAAEERIFYIGIRETNWDYAPSG
Homo -—-ILGI--—-=-—————————————————— FLFLCSTPAWAKEKHYYIGIIETTWDYASDH
Gallus -—-LLNV--=——————————————————— VLFFCCCRTGAVTREYYIGITETAWDYAPGS
Anolis ---VLSH---——--—-———————————— LLACFFAVAWAVNKEYYLGIVETDWNYAPGT
Callorhinchus —-—-VLCL-—====———————————————— IVLHLTASVRGMTREHYIAIKEIEWNYAPSN
Chlamydomonas RNKCFP-——-—— PDLAAKYLAMOPGITRVGGTFAKAIYRAYTDSSENTLATTPAEWQHLGN
0 0
Acropora LNLIKGVPLNDSSFAKPFT--QGGAGRIATVYKKILYREYTDGTFTQEIPHP---GHLGI
2
Strongylocentrotus MNNITGAAFQPNTEETDKM--VRSATRIGRVYKKALFREYTDATFTERSPRP---VWLGM
2
Ciona  mmmmmmm e MKAHYVEYTDDNFITKKPA--SNSHHGA
0
Crassostrea N-—————— === SDVVFRKAVYQEYTDQSEFSNRKPVT---SQQGL
2
Stegodyphus NLLGPGA----DEYKDLYLSQSSDPLKLGKVYRKAVLREYTDDTFTEQKPRD—-—--PWMGI
2
Saccoglossus LNVFTGLPLEEDEYARRNM--VTDTDRIGAKYKKALYREFTDDTFTVQKPVP---GWLGA
2
Danio KNLIQNKTVQODEAARVFL--ERGEQRIGRVYKKAVYHQYTDATYRQEIDKP---KWLGY
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Xenopus NNIISGTSIKDDE;AQTFL——VGGPDRIGRVYKKAVYLQYSDDSYSKEIKKP———QWLGH
Homo GEKK——LISVDTE;SNIYL——QNGPDRIGRLYKKALYLQYTDETFRTTIEKP———VWLGF
Gallus TDLISGQRFAEE;QAEVFL——KRGPQRIGSTYKKAVYTQYTSTLYDVIVEKP———SWLGF
Anolis KDKISGKLFSEEE;ASVFV——QQGPDRIGSTYKKAVYVQFTDGSYKTAVEKP———SWLGL
Callorhinchus KNVITGTTVEADP;ASIYL——KRGPTRIGGVYKKAVFLEYTDGSYNKYVPKA———NWLGF
2 * *
Chlamydomonas VGPVMYGAVGQVIRVVFKNNLDFPVNMAPSGGLIA-—-—-——-—-—— WDGNGRRSARIDPVKPG
Acropora LGPVVRGEVGDTIKVHFKNFA;RPLTIHPHGVLYSKANEGAIYADQSNTDQKRDDSVQTN

Strongylocentrotus

MGPVIKAEVGDKVIVHFRNMASRPYSINPGGLGYTKSAEGALYNDGTSGNQKADDTVQPN

1

Ciona LGPVIRVEIGEVLRIVFKNSASRNEFNLHLDGFPFNRTNLLGVSPD-—-———===——=————— G

Crassostrea LGPVLRASVGETLKIHVRNNAKRSFSFYTDGLKTQKNIE ———————— TGSATLGSPVNPG

1

Stegodyphus LGPILQGEVGDILNIVFYNMASHPVSIHPHGVRYQKIHEGALYDDNTTDAEKIDDRVQPG
1

Saccoglossus LGPVLKGEVGDEIHVYEFNNQCGRGYSMHPHGVMYTKDSEGAIYHDNTKGADKADDNVLPG
1

Danio LGPLISAEEDDTVIVHLKNMARRAYSLHAHGLSYNKTNEGALYPDSSEKVEKHDDSVAPG
1

Xenopus LGPILKAEIGDIIIVHLKNFASRPYSIHPHGVQYTKENEGALYPDNASSG-HKDDAIEPG
1

Homo LGPIIKAETGDKVYVHLKNLASRPYTFHSHGITYYKEHEGATIYPDNTTDFQRADDKVYPG
1

Gallus LGPIIKGEVGDSIVIHLKNFASRNYTLHPHGVKYTKENEGAFYPDNTKGFEKRDDAVKPG
1

Anolis LGPVLKAEVGDSFTVHLKNFASRAYTLHPHGVKYTKENEGALYPDMTSGLLKKDDIVQPG
1

Callorhinchus LGPVLKAEQGDKMITHLKNFASRCYSIHPHGLTYLKAKEGALYPDNSTDVEKLDDCVQPG
R Lo L Lt * ’

Chlamydomonas QTVTYLWQIPEDAGPVANATVTSRLWLYRSSVDPQKHDNAGLVGPIIVTSAANADAN-——

Acropora QVQVYTWFgNEEHAPTAA—DEDCVTRMYHSHVISSQDVNSGLIGPLLICKRGTLIENS——

Strongylocentrotus

1
TTEFIYRWNTGKAGPKQQQO-TENCIGWQYTSHRFPSQODONAGLVGITIICRQGFLAS————
1

Ciona NITIYOWMITQODNIPTLD-NIQCLTRMYYSNVYPIRDISTGLVGPFLICRSGSLGEN-——

Crassostrea TTLTYIYIVIDNGPRSGSSAGDCVTSLYYSDVNFLODTNSGLVGMLIVCQPVSAIKAEFD
1

Stegodyphus SRHVYRWLMNEHDAPTDS-DPDCLTWMYHSHRHGETELHAGLLGPLLVCKKGALTN---~—
1

Saccoglossus ETHLYEWIVDGHSAPQED-DPNCLTWAYHSHFDEPKDANAGLYGALLTCKPNTLDAE-—-—
1

Danio TTFTYIWTLPASHAPGKD-DTNCLTRIYHSHVNAPKDIASGLIGPLIVCKKGSLDV-—--—
1

Xenopus QOSYTYRWEAVSEQGPTVQ-DEDCITRIYHSHIDGPKDVSSGLIGPLIICKKGSINA-———
1

Homo EQYTYMLLATEEQSPGEG—DGNCVTRIYHSHIDAPKDIASGLIGPLIICKKDS.K————
1

Gallus GQYTYTWDVTEDQGPAKG-DADCITRVYHSHIDAPRDVASGLVGPLIICKKGAMNK—-—-—-—
1

Anolis EQYVYTWEVTEDHGPAEG-DNNCVTRIYHSHIDAPKDIASGLIGPLITCKKGTLQD---—
1

Callorhinchus SNFSYIWCLTEDHAPTIA-ETDCVTRIYHSHTHATKDISTGLIGPLLICKKGTLTGKLK-
* *  x e kKK l

Chlamydomonas GRARD-=-=-——====—=————— VDRD- === == — e e e

Acropora NMNRN-—-—————-———————— VDKE-——————-—-—-—-————— - ———

Strongylocentrotus =  -——-—————————————————— TDKD-——=-=—-———————————————mmm————————————

Ciona



Crassostrea

Stegodyphus
Saccoglossus
Danio

Xenopus

Homo

Gallus

Anolis
Callorhinchus

Chlamydomonas
Acropora
Strongylocentrotus
Ciona

HISTORIA EVOLUTIVA DE LA CERULOPLASMINA... 30

0
GTCRIIKDLEEFTHVLTLQPSGKDIIYKFQMTGKYPNAKPNVIIRCPALTEGQIEEMVKC
1
—==GQ-—mmmmmmmm - TDRR— === === mmmmmmm e
GNRLD-------------—- VDHD—— ===
HGDKT--------------- GDYLmmmmmmmm oo
V-EQH-—====—==—————= KYKE === === === === === — oo
EKEKH--======--—---~ TDRE === === m oo
DNDKY—-—=-=====————-—~- VDAE-—————
GKDKD----==-------—- VDRE-————— =
ASKKE=-——======—————= VDEE === ===

Crassostrea MDTEADGTPMIQTMLTKAEQYLSANNINSSSKPKSGSGGNHENTGRKNKEKRKKRKEKQE
Stegodyphus 00 —m-—m oo
Saccoglossus 00000 —mo oo o
Danio e e
Xenopus 0000 ST T TSI —————
Homo S m o T o T o T oo ———
Gallus S oo
Anolis e
Callorhinchus = = = ——=——mmmmm e
Chlamydomonas = ————————————— VVA----IFQIVQE----RASPL--—---—
0
Acropora 0 ToTmmT oo oo ————— FVI----LFTEFDE----NKSWL-----
Strongylocentrotus = ~ @ —-————--————mm—m—m————mm—— IVL----NYGHIDE----NQSWY-—-—--—
Ciona mmmmmmm e IFL----HFSTINE----NLNWF---——
Crassostrea EEEVKDEKKASMKTADDVIKRIQWDAELPQDEFLVGYIDRFLGIQEKYFTSEFSWEDIASV
Stegodyphus = —--m--mo—mmo—oo———————————————— IVL----VFMNFDE----NKSTY-----—
Saccoglossus — mmmmm e FTL----LLTMMDE----NQSWY-----
Danio e YTL----MFTVSDE----NLSWY-—-—-—
Xenopus ~ —oo ST oo oo oo oo FVL----MFSVIDE----NLSWY----—
Homo 0 e FVV----MFSVVDE----NFSWY-----
Gallus e FIL----MFSVMDE----NLSWY-----
Anolis e FIL----MFSVMDE----NFSWY-—-—-—
Callorhinchus = —==——————--—-——mm o FAL----MFSVVDE----NNSWY--—---
.k
Chlamydomonas = ——=—————————-—-—-— LEQEDT——=————————————————— e ——— e — -
Acropora T mmm——————————— LDDNIE---———-—————————————————————————————————
Strongylocentrotus = = @ —-——————————---- IDENIR-=———————————— - ———m e ——————————
Ciona mmmmmmmm—————— INETIS—===———————m——m e —mm e
Crassostrea DYSVLAVPKHRIEYFKYKDIKVWDKPRRIDNVEGSTGNPDVAQTTEGIQDTILEHESRFE
1
Stegodyphus = ——-—-—————————- IDENIN-———————— - —
Saccoglossus 0 Z——————————————- LDENIE-————————————— -
banio  —-—m——————————— LDENIK-——————————————— - —— e ——
Xenopus —o————————————= LDENIN-—————————————————————— - —————
Homo mmmmmmm—m—————— )
Gallus  mmmmmmm———— oo LDDNIR- == == —m—m oo oo o
Anolis —mmmmmm———————— LDENIK-——————————————— - —— e ——
Callorhinchus = -—=—=———————————- LDONIK—==—==—— == ———m—— e —
Chlamydomonas = -——-—- SLSAG— === — T
Acropora  —==== KYANN-—-—-——————————————————————————— PGATI-————————————~
Strongylocentrotus = ----- TYASG-————————————————————————————— VIP-————————————————
ciona  ————- ATTIG-———————————————— SM——————————
Crassostrea SCCMPLHCLHMTLCTIGLDTPEQVEHCVSVLNRLKPELASMAPKNIPIILKGIGHFEFNRA
Stegodyphus  —-——- RHAPA-————————————————————————————— MPMEER-—-=-=-—————=—==———
Saccoglossus  ————- TYCLV-=————————————m————————————————— PESV-==————————
Danio —==== TYCSA-———————————————— - ———— PAKV-—————————————
Xenopus = === TFCTE--—————————————— - ——————————— PSSV-—-———mm—————
Homo  —-—=—- TYCSE-—=————————— - ————m—m e —— PEKV--————————————
Gallus  ===== MYCSE-—=—=——————————————— e ————— PSKV-=—=——————————
Anolis  —==== KYCSE-———===————————————————————————— PDKV-—-————————————
Callorhinchus  -=—-—= KFCTT-—=—=——————————————————————————— PSKV-===——————————




HISTORIA EVOLUTIVA DE LA CERULOPLASMINA... 31

Chlamydomonas @ o
Acropora  mommoomoo o ————— oo KAIKSSPE-——————————————————
Strongylocentrotus = ~ —--———m—m—mmmmmmmmmm—m AMKDSKE ——————————————m
1
Ciona mmmmmmmmmmm e VKLKQSPT—==== === === m—mmmmmmmm e
Crassostrea LYAKIEGAKELYEFVDHIKLCFKNEGIEIRDNHEFVPHMTIIKVTRPVGNSTGQKYIPPW
Stegodyphus ~ —--oooo—om——o————— oo ESIKKDAE-——=——=——=——=——————— o
Saccoglossus 0000 —mmmmmmm——mm———m o N-—PDDEN-———————————— e
1
Danio e N=—KDDEA—————————— e
Xenopus 0000 mmmmmmmm D==KNDTD==mmm — — e
Homo  mmmmmmm oo D--KDNED-============—————————————
Gallus  mm e D=—KDDED=— === — —— m e
Anolis e D--KENED—————————— e
Callorhinchus = —————mmmmmmmm e N=-RDDED-—————————— e
Chlamydomonas = === —mmm e
Acropora  m e F—e
Strongylocentrotus = @ —ommmmmmmmm e Fem
Ciona e F——
Crassostrea LYSHKTDVDFGQQVLDNIYLCKMTHERREDGFYVTPAYEKAKSTIFLHFGTFYEEESWYS
1
Stegodyphus 0 @—mmmm e F—e
Saccoglossus 000000006 —e e Foe
Danio e F——
Xenopus e Fem
Homo = ST mm oo F--
Gallus e Foe
BAnolis e F——
Callorhinchus = = @ ——cmmmm e F—e
Chlamydomonas = ——==————=-— TSYTKMAINGYTWCNMPDGAITIKTGERVRWHVASIGSSESLHNFHWHGHVV
2
Acropora  —====—= TIASNKMASINGYIYGNLPG--LDMKQGDKISWHIIGVGDWSDIHSPSFHGHTV

Strongylocentrotus

1
——————— IGSNLMYAVNGYAYGNLPG--LEVCQGDQIRWEFIFNFGGETGIHSVEFENGNPL

ciona —=————- YOSNLMSSVNGFGYGNLMH—VNAHINDHVSLHVMCTGSEHDVHNIRIGNQTF
1

Crassostrea SANLSASLRQTTFSTINGYTGGNLPD——IEVCLDRNVRLHMTSLGGQNDIHTVVLYGHSF

Stegodyphus  —-————— RASNLMHTINGYAFGNLPG--LELCLNDRVTWHLVGMGDVVDVHTASFEGHVV

0

Saccoglossus 0 0——————— IKSNNMYSINGYMYGNMPS—--LKTCAGMNISWHLIGMGTEVDFHPIYFHGENM

Danio === ———= QESNKMHSINGYVYGNLPD——LSMCIGNKIHWHLFGMGNEVDIHSAFFHGQIg
1

Xenopus " —————- QESNKMHSINGYMEFGNLPG--LSMCEGEHIHWYLFGMGNEADIHSAYFHGQVL

Homo  ——————- QESNRMYS%NGYTFGSLPG——LSMCAEDRVKWYLFGMGNEVDVHAAFFHGQAL
1

Gallus  —===——= QESNKMHSINGYMYGYLPD--LTMCVEDKVKWHLEFGMGNEADIHSAYFHGQTL

Anolis ——————— QESNKMHSiNGYMYGYLPD——LKMCTQDKVKWYLFGVGNEADIHSAYFHGQTL
1

Callorhinchus  —===——- QESNKMHSINGYVYGNLPG--LSMFMGDKVMWHLEFGMGNEVDIHSAYFHGNML
'%**: : : Lt Lt * Lo

Chlamydomonas ELN--—-—————— GHHVDQFTAIPTATYSVNMVPDEPGTWMFHCHVNEFHMDGGMVALYTVT

Acropora Ngs ————————— SHRRNTATLLPATFLTAYMTAWNPGTWLLNC;TSQQFDKGMSALFRVH

Strongylocentrotus ELD--——————- GKRADNIPIIPGPVNVVTMEAMNPGVWLLSSLSTTDALNGGSALYNVR

Ciona gSEISALDSSSGHSGIGNIEIVPLSGKTFYFKPAVPGKWKISTDNLKLFENéILAYFKVE

1

Crassostrea EVK--—-—=———- SQRFDSLSLYPGAAVQANFRTLEEGTWQLTTQHTSDNLHGRVIVS—-—-—
2

Stegodyphus QWE-—==————— GHKTDSISLLPAKFTTSYMVARRPGVWPIRCEVGSHAHéGMEAFFRVR

Saccoglossus NYA-—-——————— HHT%DTIGLFPATFATGLMTPHNPGLWMSKCANTHHYDYéMAVLFDIQ
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Danio TDK--—-———-——— RQHVDTVSLFPATFVNVEMVADNPGQWLLSCQVNDHLEAéMQAFFEIK
Xenopus TFQ---—-————- MYRVDTLSLFPATMIEGHMVTKNPGKWLLTCQVNDHLAGéMQAIYEVK
Homo TNK--—-—==——— NYRIDTINLFPATLFDAYMVAQNPGEWMLSCQNLNHLKAéLQAFFQVQ
Gallus IER--——-———- HHRVDTINLFPATFIDALMIPRNPGEWLLSCQVNDHIEGéMQALFKVE
Anolis IER-———————— NHRVDTISLFPATFIDALMVPENDGEWLLSCQVNDHIEGéMQAIFEVK
Callorhinchus IEK-------—-- HHHADTFSLFSASFITAVMVPTKKGKWLLSCQVNDHLEAéMQALFEVK
* % 1‘
Chlamydomonas GDPA-=——=—=——=——————————————— PLPTGGVERVYYVRAQEVEWSYSGPNNTQACAVP
Acropora R-RKIGVAM-—--—===—————————— PTISGGMTKVYYLAAEEIMWDYGPSGINNIDG?P
Strongylocentrotus SDCGTTGGSGGGTTGGSGGGTTGGSGGGTASGKVVEHFIAIQEVDWNYAPFASK-—————
Ciona GNTTNTDHT---—===——=—————— STNIHDDATVRWYFIAAIEQTWEYVGSENSG —————
Crassostrea -TCNSSRPA-———==———————————— QQLSéNIRYYYIAAEREQG ——————————————
Stegodyphus Q-CNNSRPD-——===—==———————— EKEALKGILREVFIAAEDVEWNYAPSGENFLTGTN
Saccoglossus D-CGLADAP--—-————————————— KLTGLTDAVREYYIQAEDVYWDYGPSGMNNFYGGP
Danio K-CFPNVHK-—-———==——————————— PRPFGEVRQYYIAAEEIIWDYGPTEINQYTMKK
Xenopus S-CPAQAQE----—-——————————— RESSRIGRERRYFIAAEEAMWNYAPTDTNQFTGQK
Homo E-CNKSSSK-—-—-———====-==———— DNIRGKIVRHYYIAAEEIIWNYAPSGIDIFTKEN
Gallus G-CRKSTID--=-====———==——————— HNETTKIRQYFIAAEEITITWNYGPSALNHEFTGQE
Anolis N-CKHHV-P-—-—-—-—-=-=——————————— SSRNTKIRRYYIAAEEVIWNYAPSGLNNFTGEE
Callorhinchus D-DGTQHKR-——======——=——————— PTFSQKERHYYTAAEEITIWDYGPTGRDQFTEKP
Chlamydomonas ELQFSSEPGSEEVNGNVFLEGPSTDPVRLGHIYTKTLLIEYTDASEFTTVKPRPADEQYLG
Acropora LT————SPGS———ESAVHFT———QADDRIGGRYKKZLYVEYTDDTFTIKANRSYSELHLG
Strongylocentrotus = @ --——————-——- % ———————————— SPTGSGPVFLKAMFVGYTDATYQREFNVRSQDEQYMG
Cciona  —===————= G-—mm—— === OMRGNNTVYKKVLYEEFTDATFTHRKPRVP---YNG
Crassostrea = —ommmmmmmmmm—mmm— GSTPGPgVFQEYTGPTFKTKKPS——NLQING
Stegodyphus LT————D—DS———YSAPFFV———KGPHRIGéIYRKAVYREYTDATFTIQKPRSPEDLHLA
Saccoglossus LN————EPGS—%—ESGTFFE———RGDYRIGGVYKKTIFVEYTDATFNTRKDRTVDDXHMG
Danio LV————D—DI—%—VSDTFFD———NRNDRIGGKYKKVQYVEYTDDTFTKRKEKTPEEQHLG
Xenopus ID————HPDT—%—ESAIFFQ———RNEVRIGGTYTKAVYVEYTDATFTTRKQRSKDEEHLG
Homo LT————APGS—%—DSAVFFE———QGTTRIGGSYKKLVYREYTDASFTNRKERGPEEEHLG
Gallus LI————A—DS—%—ESYVFFE———RSETRIGGSYKKAIYKEYTDGTFTAHKKRLPEEEHLG
Anolis VI————H—DE—%—DAKTFFE———QGDKTIGGTYKKALFYEYLSEAFKTRRRRLPIEEHLG
Callorhinchus LD————YNDS—%—DSAVYFQ———QGEKRIGGRYKKVVYQEYTDDMFTRQKERSPEQQHLG
2
Chlamydomonas LLGPVMRANVGDTIKVVLKNDAKIDVSLHPHGVRYSKANEGTLYEDGTSGA-——————-——

Acropora

0
FLGPVIRAEVGDEINVFFKNQGSRNYSIHPLGVEFYDKANEGAVYRDGTSG-—-==-————=—
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Strongylocentrotus LIGPVIRAEVGDNIRVTLMNGXTRAYNIHPNNVMYTKANEGYPYADGIPANQVSGDSVAP
Ciona ILGPVIKAEYGDIIKVVFHNQACRPYSIHPVKLMHSVEDNGDWVLEGDGIé —————————
Crassostrea RLGPLIYAETKDMVKVVFYNRADRNLTLYPHGLRVGKMFEG%LYDDVTGK ——————————
Stegodyphus IMGPTLRAEVGDVLKITFKNLAAFPYTIDTHGAYYLRNGAA————————E ——————————
Saccoglossus YLGPPIRAEVGDQIHVTFRNMANRSHSIHPHGVFYDKANéGAVTRMELKVSRT ———————
Danio ILGPVIRAEEEDTIKVTFRNKASRPFSIQPHGVQYNIDMDGTLYHNVLEESYT---—--—-—
Xenopus ILG;VMIAQVGDSMKVTFKNKASRPYSIQAHGVSYSKNMEGASYRTGN——i —————————
Homo ILG;VIWAEVGDTIRVTFHNKGAYPLSIEPIGVRFNKNNEGTYYSPNYNPQ —————————
Gallus LLG;VIKAEVGESIRVTFRNNASRPFSIQPHGVSYHKSNEGALYRT————A —————————
Anolis ILG;IIRAEVGETIQVTFRNKASYPFSIQAHGLSFSKDNEGSFFNT————S —————————
Callorhinchus LLG;VIKAEVGDRVKVTFWNNASHSYSIQAHGVAYEKSSEGAKYPTDTGPA —————————
1 1
e :
Chlamydomonas = —— - =~ - oo oo
ACropora = T T e e

Strongylocentrotus
Ciona
Crassostrea
Stegodyphus
Saccoglossus
Danio

Xenopus

Homo

Gallus

Anolis
Callorhinchus

Chlamydomonas
Acropora

Strongylocentrotus

———————————————————————————————————————————— DKADDVVAPGTTYTYV

——————————————————————————————————————————— NDTADDATMPNQTFLYR

ORHATPATEFDLTRRYYVIGEVHRLSTVSQSRGSRERLPLLSPPNQVSGDSVAPGTRYTYN

Ciona FRH- == ———— oo o oo RDP--—-- TFVNRGSVFTGRTQTYT

Crassostrea = ——-—--o oo oo oo GAVPPNRIKTYF

Stegodyphus = —---mmmmm oo KANETQVIY

Saccoglossus YRHST-VVFFI----—---—-—-————————————— SRWP--YLRADKLDDAVPPGGVYTYM

banio  ——==== KLREL--—===—-———————————————— KKQP——RVI;PLPAAMVRPDTTYKYE

1

Xenopus e TNDDPSPGSHVAPGDTFTYE

Homo e SRS%PPSASHVAPTETFTYE
1

Gallus e SRDTESPASHVSPGTTFTYE

Anolis e SGG;TRPSSHVNPGDTFYYE
1

Callorhinchus = ---—777---------—-——— SMS--PRSPLVPPGQTEVYE

Chlamydomonas WNVPDR--AGPGPCDPSSMLWMYHSHIDETAETYAGVAGGIIVTAKDMARSTADLTPKDV

1
Acropora WTSPEA——VAPTEKDPPCITWMYHSNVEKTKDIESGLIGPLIVCKKGILNASRPWRRKDV
1

Strongylocentrotus

WTIPSS--YGPTASDPDCITGIYYSTAGGDRDLHAGLVGPLIVCKPGKLSSNG--TQASV
0
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Ciona WKVPPVADYDSSLNPSECAVSYYYSNADATRDVHSGLVGPLLLCNQGVLRTHN--IRYDI
Crassostrea WSVPED——VSVSLFDDDCLVRHYTSGIGHGDD——SFLFG;LKICYDGFSQIVS —————— T
Stegodyphus WTFLQQ——YGPSDLDPDCLPWRYYSDQDFKRDAYAGLNGILLVCRKGTLDKEG——RQKNV
Saccoglossus WSVPTE--WAPLAGDGPCLTYVYYSHVHPTKDIYSGLIGPLIVCNQGQG-—-——-—— IGgDF
Danio WVVPKD——GGPTEKDPDCLTYLYYSAVDPIRDTNSGLVGPLLICKPKTL—KSG——KQENV
Xenopus WEVSSA——VGSTNQNLNCLVWLYFSSVDAIKDTNSGLVGPLLICKS——IDANN——HQgGI
Homo WTVPKE——VGPTNADPVCLAKMYYSAVDPTKDIFTGLIGPMKICKKGSLIANG——RQEDV
Gallus WTVPED——VGPTDQDPDCLTWLYYSAVNSVRDTSSGLVGPLMVCRKGALLPSA——KQETV
Anolis WEVPET——VGPTPEDPDCLTRMYYSASDPIKDTSAGLVGPLLVCRKGALLPSG——RQENV
Callorhinchus WRIPED——YGPSRSEGDCLTWLYFSAVDPVKDTNSGLVGPLLICKPNTLDKKG——KQENV
0
* *  x *
Chlamydomonas DREIVIFFTVVDEIKSSNFMENLANKLGDGGALAAQLAANATEMTALVTDPVFMEHMLKH
Acropora QHDFFLRFGLNDESNSWYFNENKNL—AGNAST ————————————— INEVDPGFSASNKMR
Strongylocentrotus DQEVVTLILSMNEERSWYWPRNRNV-————————————————————— RY;SDFPV—EELR
Ciona DREFYLLFKEFDENQSWYASENQHYL----—--———-———————————— NQWNLNGSNIFH
Crassostrea EKELFVIHT—E —————————————————————————————————————————— KTST%IE
Stegodyphus DREYSLMFSALDENESHYIDDSVLAYTSDPYG-——-———-————-——— VDFYDRDFRLANRRY
Saccoglossus NREVFLHFGVTDENQSWHIESNIQKFCGLPDD-—-——————————— VDRONEDFMESNLMH
Danio DKEFHLLATVEFDENLSWYLDDNINRYAKQPKS-——-———-———-—-—-—— VNKEDADFQESNKMH
Xenopus AHNYFLLPTVFDENESWYLDENIQQFTGTPAN-———————————— VNKEDPDFQESNMMH
Homo DKEFYLFPTVFDENESLLLEDNIRMFTTAPDQ-———-———-———-——— VDKEDEDFQESNKMH
Gallus TREFFLLATVFDENLSWYLDDNILMFTAKPNE-———————————— IDKDNEDFQESNKMH
Anolis DKEYFLLATVFDENLSWYLDENIKHYTNTPNE-—--—-——-———-—-——— IDKEDEDFQESNMMH
Callorhinchus DKEMYMLVTVEFDENQSWYLEENIQMFTGRPRA-———————————— VDKEDEDFQESNKMH
Chlamydomonas GINGHMYCHMPRLTFEQGDKVRLHVMVLGTLEDMHT PNMGGPRFDYNG-—-——————-————
Acropora NINGYMYGNLPGMRMCKGDN88WHLIGG——PGGMHTATFHGNTFLRNG ————————————

Strongylocentrotus

Ciona
Crassostrea
Stegodyphus
Saccoglossus
Danio
Xenopus

Homo

Gallus
Anolis

Callorhinchus

TINGYVSENLPTLGLCVGDHVRWHAPCIGNEETYMGLHIPYQTFEYKG-—-———=-=—=————
1
TINGLTHGGLVTLETEPGERIAWHVINMDS--QPHSINFEGNSVLTYMNSASLLSDYLST

SINGVPSESLIPGPVCLKERLTFNLMTYGTREP-QSFVVGGSVIRQKG--—=-==————-—

SINGRMYGNLEGLSMCKGDRVVWNIMGVGRSIDLHTAYFHGNNFLHRG-——-——-—-—-——-———
GiNGYLYANIPSLAFCTSDTIMFHLMTMGDAVDIHGAHFHGNTLTWNS ————————————
SiNGYMYGNLKGLNMCKGDKVSWHLSGLGSETDIHGLYFEGNRFLYKE ————————————
SiNGYMYGNQPGLDMCAGDTVLWHLMGLGNEVDMHGIHFSGNTIVTHY ————————————
SéNGFMYGNQPGLTMCKGDSVVWYLFSAGNEADVHGIYFSGNTYLWRG ————————————
SiNGYMYGNQPGLEMCKGDVISWHLMGLGSEVDVHGIYFSQNTFVTKG ————————————
SiNGYMYGNLRGLEMCSGETVSWHLIGLGSEVDIHGIHFSGNTFLTQG ————————————
AiNGYLFGNQPGLKMCKGDLVSWHMFGIGSEVDIHGIYFNGNTFLSKE ————————————
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. kK

Chlamydomonas -MHTDSIQISPGGMVSADVQMTSPGDYELQCRVADHVMAGMRAKY TVTA-NASRMVVN-—
Acropora —NNHDTLGMSEGSLLTMQMTPDNPGéWKLVCRVNSNLRGGMVAKYIVQE—DCGTAYTVNQ
Strongylocentrotus —RRANTLPLVPGéTEEVDFTVGSPGTWIINGN———VYNYDLEVNYTVS——DCYRTLDSQK
Ciona VSSVSVRPLLPGASTTVTMVPTNPG;WMVQDFASQSSVMGMYCIYHVRPKECRKPLGLES
Crassostrea —HVLNVLAAEENSMSSYKVTFVKTGNWSVRSFRNENV————SFIFSVD——DéGETIDFV—
Stegodyphus —IYRDTVAVVPSILYSVSMIAENEG;WIIECRTNSHLTGGMRALYRVE——DCTNKRQKRQ
Saccoglossus —NHVDTIPLTPSILQHAIMQPKNIGEWAFVCRTNDHYRAGMMGLYSVN——DCAKANSIES
Danio —TRRDTINVFPHISHTVIMEPDSMGéFEVNCKTTDHYHGGMRANYTVE——KCRFWNRQSE
Xenopus —TRADTASLFPHISYSVMMNPDNEG%FNVECMTTDHYTAGMRQHYRVK——SCGKQSF——S
Homo —ERRDTANLFPQTSLTLHMWPDTEG%FNVECLTTDHYTGGMKQKYTVN——QCRRQSEDST
Gallus —ARKDTANLFPHTFVTAIMKPDSEG%FEVSCLTTDHYRGGMKQKYKVK——PCHWRNVDPS
Anolis —TRKDTTNLFPHTSVTAIMKPDSEG%FEVACLTTDHYTAGMRQKYEVR——RCDTSPEENV
Callorhinchus —TRRDTVNIFPHISLTAIMQPDSTGéFDVACQTTDHFQGGMKQHYTVD——KCSFWSGFPT
*1- *
Chlamydomonas = = —-- o - oo oo
Acropora = T e e e e e

Strongylocentrotus
Ciona

0
Crassostrea = = —--momo oo oo oo
Stegodyphus VENDINETSSHVEYYND————————————mm— e m TPKKDRAEIPENYRT
Saccoglossus = 00So T oo oo oo oo
Danio = mm oo
Xenopus T T T T T -
Homo = ST mm oo
Gallus = ST o oo oo ————
Anolis = Smm oo -
Callorhinchus = ——==——-———————-———— -
Chlamydomonas ~ ———————————- PSGVTRTYYI---—-- QAEAVNWDYAPAGYQKCTDT-D--FSYQSSVY
2
Acropora  Tmmmm——————= MKGRKRQYFI-—-—-—- AAVEETWDYAPSGQDLIEGK-QLEYSVFASRY
2
Strongylocentrotus = ------—-—-—- AMKKERTIFL-—--——— AAEEVIWDFSPTEYDYIRNQSL-—————-————
Ciona PMRITGITVQGTMDGHVRKYVTRFKILYSVNNREWAFYSRQGSNV-—-—-— DMEFKGNLF
1
Crassostrea = ———————————— YSSKEYSSFI-—-——-- ATGAGKWSYSKVTDWASKLP-——=—————————
2
Stegodyphus PLADAKTKLQPAMGGKIREYFV-—-—---— AAVDEEWEYAPRDRHLVVGG-SLMDNEESKTF
2
Saccoglossus ~  -—---- AKHVDATPQAMTRTYYI-—-——--— AAVEEEWDYAPNGYDRITNSSLYNPNSYGYIF
2
banio  —o—-m———————- TMLHQKKYYI------ AAVEMDWDYSPTRTWEDKMH-NGLKESPGNEF
2
Xenopus ~  —o—————————= LLFRTNTYYI-———---— AAEETEWDYSPNRTWEHERH-THHGESPGDAF
2
Homo  mmmmmm—————— FYLIERTYYI —————— AAVEVEWDYSPQREWEKELH-HLQEQNVSNAF
2
Gallus  —mmmm——————— LYLHEKTHYI--——-- AAVEVEWDYSPNRTWEFERH-QYHKESPGNPF
2
Anolis mmmmm—m—————— GYLQEKTYYI------ AAVETIEWDYSPNRTWEHELH-QFHDESPGNAF
2
Callorhinchus = -==-—-—-—----—- FTWHTKTYYI-——--— AAVEIEWDYSPSRTWELEMY-HSSEESPGTIY

2
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Chlamydomonas
Acropora

Strongylocentrotus

LRRTSYTIGSRYRKAVYRAYTDATFSTRV---PTPAYYGTMGPMIIAEVGDRIVVHFKNA
1
TIPGPHYIGRRNKKAVYREYTDSTFTKQKQRSKDEEYLGILGPLIKAEVGDIIEVVEFKNL

Ciona  mmmmmmmmmm— oo FNVPVTRT-—-—-—--— FSPQLLARYIRLVPIRWQNQ
Crassostrea —-——-RFQMGPAFQKAMFEEYYSNFFLFAKT-PPNVADKVLHGPQLYAKVGDKIKLDVNNK
Stegodyphus VERGNDRIGTRYKKAVFREFTDVTFTTRKCETPQTRHLAVLGPMIKAEVGDLLRVT%RNM
Saccoglossus CYRGNTSIGHQYKKAVYKEYEDKDFLIEKPRTPEESHLHMLGPYIKAEIGDTVEVVFKNM
Danio LKKEGKFIGSKYKKVLYKEYTDETFTKLKERTADMEHLGIMGPMIHGKVGEKVKIVFKNM
Xenopus LNKGEKFIGSTYKKAVYRQYTDRTFTKRKERNEEEKHLGILG;LLIARTHEKVKIVFKNM
Homo LDKGEFYIGSKYKKVVYRQYTDSTFRVPVERKAEEEHLGILG;QLHADVGDKVKIIFKNM
Gallus LNKDDKFIGSKYKKVVYREYTDQTFSIPKSRAEEEQHLQIQG;LIMSSIGDKINIVFKNL
Anolis LNKEDKFIGSKYKKAVYQEYTDQTFSKPKERKEKEEHLGLLG;LLVADVRDTVKIVFKNM
Callorhinchus VVRGNTTIGSRYKKVVYREYTDQTFTKQKIRPAGEEHLEIQG;LLHAKVSDRIKIVFKNL
1
Chlamydomonas VTD-LEEYPLNISPGGGLLVEG-—-—-=-=-=-————— AADENCAEVAAGETCVYRWIVPDSSGP
Acropora ASR----- QYSTHPHGLEFYRKQODEGSQYKDSTAGADIVDNAIAPGKMYNYEWEVPHRAGP
Strongylocentrotus = @ -—-—————————————————— % ————————————————————————— SDPNRWTMLEKAGP
Ciona PAVRMELLGCSI-—=—=——————————————m———m———————— ———— EGRéEEPQGIGS
Crassostrea EKR———g—QHSLHVDGLS ——————————————————— DOTNIAPGGSLOQITWEINEAIGP
Stegodyphus ASR----- PYSFHPHGILHSQDKNHRNEF-————-—— GSDEDPVFPGDLTVYEWLVPETAGP
Saccoglossus ASR-———-- SYSLHPHGLAYSKSSEGSPYMDGNVGGG---DAVQPGEVYNYLWTVPASSGP
Danio ARR-———— PYSTHAHGVKTDSP-—--——==———————— QVALTRPGETQTYT;YLPKNSGP
Xenopus ASR-———-- PYSIYAHGVKTDGP-—-—-———————=————— V—VQTEPGéTQTYIWKIPERSGP
Homo ATR----- PYSTHAHGVQTESS——--——==——=—————— TVTPTLPG;TLTYVWKIPERSGA
Gallus ASR-———- PYSTIHAHGVKTDSS——-—-———————=————— AVAITNPG%TKMYVWKISARSGS
Anolis ASR-—-—-—-— PYSTHAHGVKTDSP-—-—-——==——=—————— LVVETSPG;IREYIWKIPKRSGP
Callorhinchus ATR-—--—- PYSIHANGVKTNSQ-—-—-—————=—=—=————— EVKPTLPGéTETYIWEIPERSGP
1 *
Chlamydomonas GT-ADFNTA---VYGYTSSVDVATAPSAGLAGALVVAGRGQLVAGPDGSLLPRGVDLMVP
Acropora GP—K;TDCV———SWGYFSDVNPVKDTNSGLVGPLIICGKGTLDDKD————KIKSVDREYV
Strongylocentrotus TD—SQSNCV———VWPYYSSIVTKKDTNSGLIAPFIVCRKgTLNSQG————QRTDVDHDFA
Ciona GEVPDTSITASSEYLYKRR-——==——=—————— ILWEARFGRLNYR-—-—======——————
Crassostrea GS-ADPSCI---MKPYYSRTS-QRDIPSGLFGPLIICSSTVPNDVV-————— GSNLQOKV
Stegodyphus GP—NGFNCT———ngYYSAVDPVKDTNAGLIGPLVICRRGILTESG————ARTDAEQEFV
Saccoglossus SD—YDSNCI———TWAYYSAVNPIKDTNSGLIGPLIVCRPGILDAEG——E—TRNDVDREFA
Danio TE-EQEECS---VGAYYSTVDVIKDMYSGLVGPLVICKKSLART-L----GLKKEVEEFA

Xenopus

0
GYHEDVNCV---TWAYYSTVDQVKDTYSGLIGPLVICKRSLLPL-D----ML-SKPKRFA
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Homo GT—EDSACI———PWAYYSTVDQVKgLYSGLIGPLIVCRRPYLKI—F————NP—RRKLEFA
Gallus ER—GDLHCT———AWAYHSMVDIIKgTYSGLIGTLVVCPRHYLPS—S————HT—RKKVRFA
Anolis GE—GESTCI———PWAYYSTVDQVKgVYSGLIGTLLVCRRELLPL—H————PP—PKRVEFA
Callorhinchus SP—GDSCCI———SWAYYSQVDQVKgLFSGLIGTLVICRKSFLGL—S————KT—HDLREFA
. 0
Chlamydomonas LYWQVVDENSSPFLDLNVEAAQLNVTK-FENDAVLSADFDEGNR--——-— MHSINGYVYC
Acropora MLFTgFDENQSWYIDENIKTYLTAKNPGPLDQLKATFDFWESNL —————— KGTINGYMFG
Strongylocentrotus LLYTIFDENDDWYLDDNIRMFTTQ----PNQVDKESEDFEGSND--——-— AFTINGYIFG
Ciona e PPNSESGRLDLFTATR-—----~ DHVi ————— S
Crassostrea FIVGSVDETQSWYLEDNLKTYTGI-——--—- 8DTDDPRFAEANAIRGKCSYITVNGYSDG
Stegodyphus VLYTIFDENESWYLQENIMRYTRQ--—-PYSVNPNDRNFRTSNR——--—-— MHAéNGRIYG
Saccoglossus LLFTVTDENESWYFDENIQTYCYT----PGEVDKDDGDFQESNL-----— MHG%NGKIYG
Danio LLFMVFDENESWYLEENIKTHVKN----PPKALTEDQQFIESNK--——-— MHG%NGLVFG
Xenopus LLFLIFDENESWYLDENIKTYSLH----PDQVOKEDEDFIESNK-----— MHG%NGKLYA
Homo LLFLVFDENESWYLDDNIKTYSDH----PEKVNKDDEEFIESNK--——-— MHA%NGRMFG
Gallus LLFMVFDENESWYLDENIETYSAN----PHLVDKENEEFLESNK----—— MHA%NGKVFG
Anolis LLFMVFDENESWYLDENIKTYSAN----PEDVNKEDEDFIESNK--——-— MHV%NGRVFG
Callorhinchus LLFMVFDENESWYLDHNIQTYCGQ----PRLVNTEDEDFIESNK----—— MHA%NGKLYG
1
Chlamydomonas NQPLVTIAKGKKLRWVLVAYGTEGDFHSPQFTGOSL-——--——--— EAD--K----——--
Acropora NLPMPKMY I GEQVAWYLLQVGGNTEMATVHEFHGQST-———------ LY;——S ————————
Strongylocentrotus HPLNISMAVGDNIAFYIIVVGGGADVHSINFHGHTV--——---—-- TEE——T ————————

Ciona AAPAWSPSRINRRQWIQVDFGRIIKVAGVITQGAKYGRWKLYVKSFALKYSSDGLRWEVY
Crassostrea SMKNMTVPMGEDVYFHFLNVG;DL——LTIHVYGLNTSVSPQTRV——GLS—TVTLYPWDS—
Stegodyphus TLEGLVARNGTKTAWYLLGMGSEEDLHTAHFHGQOTF-----—-———— LIR--S-————-—-—-——
Saccoglossus NAYGVEMYSGERIDWYLMAMGSEVDMHTVHVHGTTF-——————-——— LHE--H--—————-
Danio NLKGLNMKVGDKVYWYLMGLGNEVDIHTAHFHGHSF--—------—-— DYK--V-—==————
Xenopus NLEGLTMHVGDKIYWHLIGLGNEADIHTMHIHAHSF-————————— TYV—?R ————————
Homo NLQGLTMHVGDEVNWYLMGMGNEIDLHTVHFHGHSF--—------—-— QYK—?H ————————
0
Gallus NLHGLTMHVGDEVSWYLMAMGNEIDIHTAHFHGHSF--------—-— DYK--Q-——-—--—-——
Anolis NLHGLTMHVGDNVVWYLLGMGNEVDMHTAHFHGHSF-————————— DYK—?Q ————————
Callorhinchus NLHGLEMVEGERAFWYLIGMGNEVDIHTAHFHGHSF--------—-— DYK—?M ————————
. 0
Chlamydomonas --SG--YSTLAS--LMPSIARVA--=-=——-— DMTAADVGTWL-=——======—=———————
Acropora —--MSYHRGDVYD--LLPESFATV--—-—-———— LMVPEAVGTWL--—-—-——————————————
Strongylocentrotus —--RVIKNLDSVA--TLPGDFITV---———-— ELEATSRGTWL-=-===—======——————
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1
Ciona EDPVSHRAKVFRGNIDPDTAVTQTLONPVQTRFIRIQPRSWRS----RIALRFEI-———-—
0
Crassostrea ——————-— KSIVTREFDTPGSFQYEEL-—-—-————— TSQGHTTQ--—-—————————=—=—=—————
Stegodyphus --DTVRRGDVVD--LFPGYFETV-—=-——-—— EMINDNPGTWI-——=——=———————————
Saccoglossus —-GIGVHRADVYD--LFPGKFDTS-—--—-———-— SKMHRSINMMMFVKISLITLVVVIAGVSA
Danio —--SGTHRADVFD--LVPGTFQTV---—-———— TMRPLYSGTWL-—==—=——=——=——————
Xenopus —-—-GATFHSDVYD--LFPGTFKTV---—-———-— EMIARVPGTWL-————————=—————————
Homo --RGVYSSDVFD--IFPGTYQTL-—--——-—— EMFPRTPGIWL-—————=———————————
Gallus —--TEVYRADVFD--LFPGTFQTV--=-————-— EMIPONPGVWL-====———==—————————
Anolis —--TRNFRNDVFD--LFPGTFQTV-—--——-—— EMVPNNPGTWL-——==—=———————————
Callorhinchus --KETYRGDVFD--LFPGTFQTL-—-—-—-———— EMYPQHIGTWL-—-—-====—==—=———————
*
Chlamydomonas = -———-——-—-—- LYCDVHDHYMAGMMSQFAVTAA-————————————————————————————
Acropora —=——————= LHCHVNVHNKGGMNGLFTVMDPTGTPTTNQA-~~PPKGE-~-—-—--~ SGP
1
Strongylocentrotus = = --—-———--- LHDAVNKHSDLGAETRYTVYAKKSDIPCGPECATAAR--PPTGA-———— AG
1
Ciona  —mm—————— LGCSVDAESRDLLDATP--—-=-=-—————— Fe———- PDNCR-——==———————
Crassostrea = —--—mm———————————————— IHGFYTVLSNTKTTE-—-—-————————————————=—————
Stegodyphus ~ —-——————- LHCHVDDHMRYGMAVTEFTVTA-—————————————————————————————
Saccoglossus KEPLSFEFPLNCRVLIHR-—-—-——-—— YRLOPRGGGGGGGGGASSGLKCPDPNGKLKRSGQS
0 1 1
Danio === ————== LHCHVTDHIQAGMETTYTVLEKDGRKRGFLGIFGSG-—-—-—-————=—=——————
1
Xenopus ~  ————————= LHCHVTDHIHAGMEVLYTVLETMQEKKIR-—————————————————————
1
Homo  ————————- LHCHVTDHIHAGMETTYTVLQNEDTKSI ———————————————————————
1
Gallus  mmm—————= LHCHVTDHIHAGMEATYTVLPKEDKWSLFPRLFSQSKCK-———————— GTP
1
Anolis ————————= LHCHVTDHIHAGMETTYTVLPKANADIERGQVKM-SIGE-—-—-—————— QSO
1
Callorhinchus  —===————- LHCHVVDHIEGGMETTYTVHKKPEKKGIFHGIKTLFGSS————————— G——
1
Chlamydomonas = — = - - —— oo o
Acropora YLRASFIPILFFLF-VAVMI-ANHNSDQ---——-==———-——————————————————————
Strongylocentrotus RLESTICSLVAALIIGALMSFE-——————————————————————————————————————
Ciona  mmmmmmmm—— NSE-—==————mmmm e e
Crassostrea = = = —Sommm oo oo
Stegodyphus 00 --—m oo
Saccoglossus YTDDDGCTVCTCDGATGVFDCDNSPCDTSGFSGSSNSGCLYNTDSYKVGAVWEIDQCGNS
0 2
Danio e ———
Xenopus S
Homo  mmm e
Gallus NMRD— === ——mmm
Anolis N--"—f——"——— -
Callorhinchus = = = @ —=cmm e
Chlamydomonas -
Acropora -
Strongylocentrotus -
Ciona -
Crassostrea -
Stegodyphus -

Saccoglossus W
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Danio
Xenopus
Homo
Gallus
Anolis
Callorhinchus -

Figura 3. Alineamiento de aminoacidos de 13 eucariotas de diferentes grupos (Tabla 1 y Figura 2)

Nota: En orden descendente, los genes de cada individuo son: Chlamydomonas, FOX1 (Ferroxidasa 1); Acropora,
HEPH (Hefastina); Strongylocentrotus, FOX (Ferroxidasa); Ciona, FVIII (Factor VIII); Crassostrea, CP
(Ceruloplasmina); Stegodhypus y Saccoglossus, HEPH1 (Hefastina 1); Danio, Xenopus, Homo, Gallus, Anolis y
Callorhinchus, CP. En color azul se resaltan los centros de unién al cobre. Los nimeros representan la posicion
y la fase de los intrones.

Con el surgimiento de los moluscos y artropodos, alrededor de 678-916 M.A. (Cartwright
et al., 2007; Nei et al., 2001; Peterson et al., 2008; Hausdorf et al., 2000), el gen es invadido
por nuevos intrones, de los cuales 5 permanecen en los dominios 1(I1), 2 (V), 4 (IX, X) y 6
(XVI). El intrén VI de osteictios y condrictios, que esta presente en el dominio 3, se conserva
en el ancestro de molusco y artropodos, lo que sugiere que la pérdida del intron en los demas
vertebrados sucedi6 durante esta divergencia. En la separacion de los hemicordados a cordados,
se present6 una ganancia en el dominio 2 (IV), hace aproximadamente 601-860 M.A. (Blair et
al., 2005; Peterson et al., 2008).

La aparicion de los vertebrados permite la insercion de 3 nuevos intrones en los dominios
3(VII) y 5 (X1, XV). Los intrones del gen CP se encuentran altamente conservados en todos
los vertebrados, a pesar de la pérdida del intrén VI que permanece en osteictios y condrictios
(Figura 3). Finalmente, el intron V111 que se ha perdido en el grupo de los condrictios, sugiere
que este evento de delecion se haya dado hace 450-497 M.A. (Betancur-R et al., 2013) en la

divergencia del ancestro comun con osteictios.

Tabla 3.
Valores de RMSD entre los 6 dominios cupredoxina del gen CP.
1 2 3 4 5 6

1 0.00 3.55 1.69 3.55 1.46 3.51
2 3.55 0.00 3.49 0.01 3.68 0.63
3 1.69 3.49 0.00 3.49 1.63 3.47
4 3.55 0.01 3.49 0.00 3.68 0.63
S 1.46 3.68 1.63 3.68 0.00 3.67
6 3.51 0.63 3.47 0.63 3.67 0.00
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Figura 4. Andlisis de agrupamiento de aminoécidos hidrofébicos entre los dominios de la ceruloplasmina en
Homo sapiens.

Nota: Los colores amarillo y rosa delimitan los 6 dominios cupredoxina. En lineas en negro tipo ‘zig-zag’ se
indican los intrones y encima de éstas se encuentran en nimeros arabigos (0, 1y 2) las fases respectivas. El orden
de las fases se denota en nimeros romanos (I, | + n). Los nimeros dentro de los circulos representan los intrones
conservados entre los dominios. Las lineas azules corresponden a los residuos conservados entre los dominios.
Las estructuras secundarias en forma de hojas beta y alfa hélices, se indican debajo de los dominios.

4.3 Reconstruccion de Relaciones Ancestrales.

Las reconstrucciones filogenéticas de los genes MCOs en los diferentes clados principales
de la historia evolutiva de los seres vivos, se realizaron con el método de Maxima Verosimilitud
(Figura 5, Figura 6 y Figura 7). En el arbol filogenético, construido con 93 especies de
vertebrados (Figura 5) se observan 6 agrupamientos que corresponden a cada grupo del clado:
anfibios, reptiles, aves, mamiferos, peces 0seos y cartilaginosos. Se usaron alineamientos sin
la presencia de intrones en las secuencias (MRNA). Los nodos se encuentran bien soportados,
con valores mayores al 50%. Anfibios presenta un soporte del 100%, nodo que ademas agrupa
los peces y los separa de mamiferos y saurdpsidos (aves y reptiles). Por otra parte, el nodo de

los sauropsidos presenta un soporte del 94% y 95% para mamiferos. Peces 6seos se encuentra
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separado de peces cartilaginosos con un soporte del 97%. Los patrones de las ramas demuestran
que todas las terminales proceden de un ancestro comun y los agrupamientos concuerdan con
la taxonomia de vertebrados. Para enraizar los vertebrados se usé el molusco C. gigas como el
ancestro del gen mas cercano.

La Figura 6 representa las relaciones ancestrales de 5 genes ort6logos en especies de
cordados, hemicordados, moluscos, artropodos y cnidarios. EI gen CP se encuentra agrupado
con F8 con un soporte bootstrap de 65%. S. kowalevskii con HEHP1 se relaciona con los genes
CP y F8 con un soporte de 64%. Finalmente, S. mimosarum y A. digitifera que corresponden a
los genes HEPH1 y HEPH respectivamente, se encuentran agrupado en el mismo nodo con un
soporte del 59%. Aunque las dos especies del gen HEPH1 no se agrupan dentro del mismo

nodo, se mantiene la agrupacion taxonémica. El arbol se enraiz6 con C. reinhardtii.
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Figura 5. Reconstruccion de maxima verosimilitud de la ceruloplasmina en 93 especies de vertebrados

Nota: Los valores de Bootstrap se muestran entre los nodos. Escala de distancia: 0.3.

P adeliae
C. carolinensis
T alba
A. chrysaetos
H. albicilla
H. leucocephalus
L. discolor
C. cristata
E peregrinus
F. cherrug
0. hoazin
C. livia
C. canorus
C. vociferus
C. pugnax
C. anna
C. pelagica
C. striatus
P. pubescens
G. fortis
S. vulgaris
FE albicollis
A. vittatum
M. nubicus
P. carbo
T. erythrolophus.
E. garzetta

M

a
3
E

LT

C. gigas
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— C. milii

D rerio

X tropicalis

H. sapiens

A carolinensis

G.gallus

C. gigas

- C. intestinalis

S kowalevskit

S. mimosarum

B Ceruloplasmina M Hefastina 1 M Factor VIl M Hefastina W FOX1

Figura 6. Reconstruccion de CP, HEPH, HEPH1 y F8 en 11 especies de diferentes linajes eucariotas.
Nota: C. reinhardtii con el gen FOX1 como raiz del arbol filogenético. Escala de distancia: 0.8.

5. Discusion

Los eucariotas evaluados en nuestros resultados revelan una ancestria en la disposicion de
sus intrones. De acuerdo con Fedorov et al., (2002) y Rogozin et al., (2003) en los analisis
estructurales de los genes en familias de homologia ortéloga, del 10% al 25 % de los intrones
se comparten entre animales y plantas, indicando que los intrones presentes en la misma
posicidn son intrones conservados desde el ancestro del gen. Por otra parte, Roy et al., (2003)
describe una adquisicion de intrones en genes ortélogos de mamiferos, aunque sin eventos de
pérdidas. Sin embargo, los ultimos sucesos de insercion-delecién en los genes que evaluamos,
se demuestran ambos fendmenos en la especiacion del ancestro vertebrado. La tltima pérdida
de intrones que se observo en vertebrados ocurre en la especiacion de peces.

Rzhetsky et al., (1997) reporta casos de inserciones y deleciones, las cuales han existido

durante la evolucién de Eucaria; mientras que Rogozin et al., (2003) en analisis de genes
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ortélogos de vertebrados, demuestra pérdidas pero ninguna ganancia. Sin embargo, con una
cantidad menor de genes, nuestros resultados evidencian ambos eventos. No obstante, Rogozin
et al., (2003) sugiere que las tasas de pérdidas de intrones varian entre los diferentes linajes.

La relacién de la distribucion de las fases en los metazoos principales del estudio parece
obedecer a una mayor proporcién de presencia de intrones en fase 1, contrario a Csuros et al.,
(2011), que revela una correlacion de las fases en proporcion 2:1:1, siendo la fase 0 la mas
predominante. Aunque es posible que las proporciones no tengan ninguna dependencia con la
misma cantidad de intrones en el ancestro mas reciente, en el gen FOX1 de Chlamydomonas
reinhardtii se observa una alta poblacion de intrones en fase 0, rasgo que segtn Csuros et al.,
(2011) puede variar entre los diferentes linajes y ademas puede indicar una caracteristica
compartida del ancestro comun de Eucaria.

Segln Roy et al., (2005), el 37% de los intrones en humanos y plantas o grupos no
pertenecientes al clado de los metazoos, se debieron adquirir en grandes cantidades temprano
en la evolucién, heredados a través de los ancestros comunes en cada grupo. En un porcentaje
mayor, el 80% de los intrones del gen CP en vertebrados se han heredado a partir de un ancestro
comun desde los Eucaria unicelulares, contra un 66% conservados desde el ancestro metazoa.
En ambos casos, los sucesos de inserciones y deleciones han favorecido la prevalencia de
algunos de los intrones dispuestos en posiciones Unicas de las secuencias génicas.

La reconstruccion de nuestro arbol filogenético bien soportado del gen CP, es consistente
con la filogenias de Evan et al., (2009) y Yamamoto et al., (2017), manteniéndose las relaciones
de las ramas. El registro fosil del ancestro cordado de vertebrados, surgui6 alrededor de 570
M.A. Hace 440 M.A diverge el ancestro de peces cartilaginosos, continua a la especiacion de
los tetrapodos hace 420-400 MA. Los amniotas comparten ancestro con los anfibios hace

aproximadamente 325 MA. De esta manera, el arbol filogenético revela una coherencia con las
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apariciones y pérdidas de intrones en los grupos eucariotas, lo que permite contrastar la
cronologia de los intrones.

La topologia de nuestro arbol filogenético hecho a apartir de 5 genes ortologos, concuerda
con la filogenia metazoa presentada por Dunn et al., (2008). Cnidarios soportado por valores
de bootstrap superiores al 80%, se separa de artropodos. Con relaciones mas cercanas,
hemicordados y cordados se separan con valores de bootstrap mayores al 98%. Aungue con
valores mas bajos, los patrones de nuestras ramas se soportan en valores de booststrap del 59%
entre cnidarios y atropodos y 64% entre hemicordados y cordados.

El gen CP agrupa todos los miembros que lo poseen, entre ellos, el molusco C. gigas que
aungue segun Dunn et al., (2008) se encuentra alejado de cordados. Sin embargo, el gen
HEPH1 no se agrupa en un mismo clado sino que diverge abedeciendo las distancias evolutivas
entre ellos. No obstante, se concuerda con la presencia de ramas largas terminales y cortas con
Dunn et al., (2008), Nosenko et al., (2013) y Erwin et al., (2011) que sugieren sefiales de
radiaciones rapidas en los ancestros, consistentes con el registro fosil, hace aproximadamente
700 M.A. Rokas et al., (2003) sugiere que las reconstrucciones filogenéticas con pocos genes
no son adecuadas para resolver relaciones entre los nodos mas alejados de metazoa, lo que sin
duda puede afectar la resolcion de la topologia de nuestro arbol. Ademas, es posible que la
limitacion de los modelos evolutivos de substitucion de MV vy el tamarfio del muestreo de los

taxones jueguen un papel importante en la estimacion de los soportes entre los nodos.

5.1  Modelo Evolutivo de la Ceruloplasmina.

Observamos en nuestros resultados patrones en la disposicion de los intrones de la
ceruloplasmina en Homo sapiens, tanto en el gen CP de moluscos como en los demas genes

ortélogos (Tabla 3). El intrén 1, VI, y XII que se encuentran en fase 2 en los dominios 1, 3y
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5, mantiene la misma relacion de disposicion en los genes HEPH, HEPH1 y CP de no
vertebrados. Mientras tanto, el intron V, X1y XVIII que se encuentra en fase 1 en los dominios
2, 4y 6 se presentan en los mismos genes, algunos conservados con FOX1.

Durante los eventos de especiacion de los eucariotas, sucesos de masivas invasiones de
intrones permitieron colonizar el gen nuclear. La hipdtesis de los intrones tardios concuerda
con la alta disposicion de intrones. Ademas, la estructura de los genes presenta inserciones a lo
largo de su historia evolutiva. Algunos autores como Logsdon et al., (1998), Stoltzfus et al.,
(1994) y (1997), presentan evidencias de intrones tardios como una nueva adquisicion en
Eucaria. Por lo tanto, al no encontrarse intrones en arqueas 0 bacterias, estos nunca se han
podido heredar del ancestro universal.

Por otra parte, los porcentajes de identidad o los valores de RMSD que concuerdan con el
autor Murphy et al., (1997), sugieren que el dominio 1 es el dominio primigenio precursor,
posteriormente este se duplica, formandose el dominio 3. Finalmente, una nueva duplicacion
del dominio 1y 2 produce el dominio 5 y 6, dando origen a una proteina de 6 dominios. Los
dominios cupredoxina de la ceruloplasmina presentan una homologia con los dominios de la
ferroxidasa de algas Terzulli et al., (2009), por lo que, en esencia, la identidad de la proteina
con genes ortélogos corrobora su origen monofilético.

Asi, proponemos un modelo que sugiere una ruta alternativa obedeciendo a una
recombinacion mediada por intrones del gen CP, en el que el ancestro de Eucaria a partir de un
ancestro cupredoxina se duplica y genera eventualmente proteinas de 2, 3 y 6 dominios.
Durante la invasion de los intrones en los eucariotas se pudieron conservar algunos intrones,
manteniendo la funcion de la proteina, pero ademas, la presencia de intrones en fase 0 debieron
ser necesarios al inicio de la secuencia del dominio 1y final del dominio 2.

Sin embargo, es posible que los intrones en fase 0 necesarios para no truncar la proteina

ancestral y que esta especiara en los eucariotas, se han perdido por los procesos de
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diversificacion, mientras las mutaciones que producen indels, desplazan nucleétidos que
paulatinamente cambian el marco de lectura abierto (Li, 1997). Entonces, las fases 1 y 2
(Figura 4) delimitadas por una fase 0 permiten discriminar unidades de duplicacion, en el que
la unidad 1 representaria los dominios 1y 2, la unidad 2 los dominios 3y 4 y la unidad 3 los
dominios 5y 6, por lo que se concordaria con Ortel et al., (1984).

Las recombinaciones homdlogas desapareadas entre cromosomas durante la division
celular, son eventos mediados por el grado de homologia de las secuencias (Tayebi et al.,
2003), como se observa en la homologia intra-dominio de CP. Por lo tanto, al favorecer las
deleciones y duplicaciones, los dominios 5y 6 se pudieron adquirir en la proteina de 4 dominios
ancestral. Por otro lado, la copia extra pudo perder la funcionalidad o pudo continuar un linaje
de proteinas de 2 dominios.
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Figura 7. Modelo evolutivo de la ceruloplasmina.

Nota: La estructura del gen pertenece a Homo sapiens. Los 6 dominios estructurales estan denotados como: D1,
dominio 1; D2, dominio 2; D. 3, dominio 3; D4, dominio 4; D5, dominio 5; D6: dominio 6. Las fases de los
intrones se encuentran modificadas del gen original y estan denotadas en nimeros arabigos (0, 1 y 2). La ‘x’
representa la recombinacion desapareada del cromosoma. Los exones del gen se proporcionados a su secuencia.
Las flechas indican el orden de aparicién de los dominios.
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6. Conclusiones

La disponibilidad de las secuencias en las bases de datos, permitieron reconstruir la historia
de la estructura del gen de la ceruloplasmina en vertebrados. Los intrones del gen se han
conservado casi en su totalidad en todo el grupo.

El gen de la ceruloplasmina data desde el ultimo ancestro comdn eucariota. Las
adquisiciones de los intrones surgen en el Gltimo ancestro comdn de Eucaria, evidencia que
aporta en el entendimiento de la hipotesis de los intrones tardios.

Durante la radiacién eucariota, la ceruloplasmina sufrié continuos eventos de pérdida e
insercion de intrones, que dejaron rastro en cada linaje. La ceruloplasmina presenta en las
reconstrucciones filogenéticas un origen monofilético, el cual se comprueba en la presencia de

los intrones conservados.

7. Recomendaciones

Dado que la ceruloplasmina presenta un ancestro muy antiguo, se sugiere realizar un trabajo
exclusivo para caracterizar el gen en otros linajes y mejorar el modelo de sucesion de dominios.
Si se requiere hacer un andlisis mas profundo de las relaciones monofiléticas, se recomienda
usar otro metodo de reconstruccion como el de MrBayes, dado que las opciones para elegir el

modelo que mejor se ajuste a los datos es mucho mas amplia.
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