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INTRODUCCIO

1. Primates

1.1.Descripcio general

Primates és I'ordre de mamifers dins del qual es troba situat I'home i els seus parents més

propers. Pertany al regne Animalia, filum Chordata i classe Mammalia. Els ancestres dels

primats van aparéixer fa uns 70 milions d’'anys i se’ls coneix amb el nom de prosimis

primitius. Aquests primers primats eren nocturns i arboris, i moltes de les caracteristiques

gue els definien estan relacionades amb aquesta primitiva vida nocturna als arbres. Molts

d’aquests trets primitius van ser retinguts i van contribuir a I'éxit de la linea dels primats

guan van adaptar-se a una vida menys arboricola i més terrestre.

Figura 1. Imatge de Lagothrix cana. Moltes
especies de primat sén principalment arbories. Les
mans i els peus dels primats tenen el dit gros
oponible, que els permet tenir una agafada forta.
Les especies amb cua la utlitzen com una
cinquena extremitat. (L.C. Marigo/WPRC AV
Archives)

Els primats es diferencien de la resta
de mamifers perque presenten una
morfologia poc especialitzada i una
gran plasticitat del comportament.
L’increment del refinament de mans i
peus per agafar objectes ha estat un
tret definitori en I'evolucié dels primats,
que han mantingut el pentadactilisme
primitiu dels mamifers (cinc dits a cada
ma i a cada peu), tenen el dit polze
oponible (que permet agafar de
manera forta i precisa) i les gemmes
dels dits molt sensibles al tacte. Els
primats tenen una visi6 en color i
binocular, de percepci6 profunda
(percepcid tridimensional real), pero la
visio periferica s’ha vist reduida.
L'increment de les capacitats visuals ha
comportat una disminucié dels altres
sentits, especialment de [Iolfacte, de
manera que s’ha produit una reduccio

progressiva de la mida del nas i de les

arees olfactives del cervell. Si els comparem amb la majoria d’animals, els primats tenen

un cervell gran en relacié a la resta del cos, amb una expansié especialment important de

19



les arees implicades en el control de I'habilitat manual, de la coordinacié ull-ma i de la
Visio estereoscopica. Pel que fa a la reproduccid, els primats han desenvolupat processos
gestacionals cada vegada més eficients i llargs, amb una reduccié de la mida de la

ventrada, generalment amb un sol fill, i amb més

atenci6 cap als infants.

Figura 2. Els primats s6n animals molt sociables que es relacionen amb el seu grup, per
exemple: A) desparasitant-se (Macaca fascicularis), o B) amb exhibicions vocals
(Alouatta seniculus). (R. Fontaine/WPRC AV Archives)

1.2.Habitat i distribucio al planeta

Els primats no humans es distribueixen entre Ameérica del Sud i Central, Africa i Asia
(figura 3). La majoria de les espeécies viuen als tropics o subtropics i depenen dels boscos
per sobreviure. Hi ha molts tipus de bosc diferents segons el clima, I'altitud, el sol, etc. A
més, podem diferenciar entre boscos primaris, els que no han estat pertorbats durant
centenars d’anys, i boscos secundaris, els que s’estan regenerant després d’haver patit
una alteracid, natural o provocada per 'home. Alguns primats poden viure Unicament en
boscos verges, mentre que d’altres prefereixen els boscos en regeneracio. A més, dins el
bosc les diferents especies de primat tenen diferents preferéncies de nivell: algunes
especies es troben en el sdl, altres a mitja alcada i les més arbories viuen a les capes més
altes del bosc. Entre les especies de primats n’hi ha que s’adapten bé a diferents habitats

dins del seu rang mentre que altres s6n extremadament restrictives.
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Figura 3. Distribucié mundial actual dels primats no humans.

1.3. Taxonomia i filogénia

En general, la taxonomia sempre ha estat una questio dificil per als cientifics. Les
categories jerarquiques establertes per Linnée no sén suficients per classificar els milions
d’especies vives conegudes actualment i s’han anat afegint noves categories intermedies.
A més, totes les classificacions pateixen modificacions a mida que la ciencia avanca, de
manera que primer es tenien en compte la morfologia i distribucié geografica de les
especies, després es va introduir el coneixement aportat pels fossils, més endavant el
derivat de l'estudi dels cromosomes i finalment s’ha produit la revolucié dels estudis a
nivell de DNA. D’altra banda, s’han donat etapes reduccionistes, fins a I'extrem de voler
eliminar tota classificacio, i etapes divisionistes, en qué de qualsevol diferéncia en sorgia

una espeécie nova.

Dins d’aquest context, la taxonomia dels primats no ha estat una excepcio6 i ha passat per
totes les etapes. Avui dia encara hi ha diferencies de criteri entre els primatolegs, fins i tot
a I'nora d’establir les categories més generals. Durant molt de temps s’havia diferenciat
entre Prosimii i Anthropoidea, segons si els animals presentaven caracters primitius o0 més
evolucionats, respectivament, en una concepcidé antropocentrica. Dins dels Prosimis
s’incloia la familia Tarsiidae, que és la de meés dificil classificacid, perdo s’obtenia una
organitzaci0 basada en graus i no en clades, ja que els tarsers s’agrupaven
filogenéticament amb els Anthropoidea (veure figura 4). Una altra classificaciéo que s’ha
proposat és dividir I'ordre en 3 subordres: Prosimii, Tarsiiformes i Simiiformes (o

Athropoidea). La dificultat de la classificacio dels tarsers prové del fet que tenen
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caracteristiques morfologiques i de comportament tant dels prosimis com dels simiiformes.
Actualment, pero, la taxonomia més ampliament acceptada és la de Groves (2001), que
divideix els primats en dos subordres: Strepsirrhini i Haplorrhini. La majoria de taxonoms
han adoptat aquesta nomenclatura, basada en les caracteristigues del nas, i han
reclassificat els primats en primats “de nas humit” (Strepsirrhini), que inclou els antics
Prosimii (excepte els Tarsiidae), i primats “de nas eixut” (Haplorrhini), que inclou els abans
anomenats Anthropoidea i la familia Tarsiidae. La taula 1 mostra la classificaci6 més
acceptada actualment fins al nivell de familia.

Taula 1. Classificacié fins al nivell de familia dels primats existents actualment. (Adaptat de
Groves, 2001)

ORDRE PRIMATES

Subordre Strepsirrhini

Infraordre Lemuriformes
Superfamilia Cheirogaleoidea
Familia Cheirogaleidae
Superfamilia Lemuroidea
Familia Lemuridae
Familia Megaladapidae
Familia Indridae
Infraordre Chiromyiformes
Familia Daubentoniidae
Infraordre Loriformes
Familia Loridae
Familia Galagonidae
Subordre Haplorrhini

Infraordre Tarsiiformes
Familia Tarsiidae
Infraordre Simiiformes

Platyrrhini
Familia Cebidae
Familia Aotidae
Familia Pitheciidae
Familia Atelidae
Catarrhini

Superfamilia Cercopithecoidea
Familia Cercopithecidae
Superfamilia Hominoidea
Familia Hylobatidae
Familia Hominidae

En primats, cada vegada és més evident que les dades morfologiques i moleculars
convergeixen cap a un unic senyal filogenetic, de manera que és possible unir la

informacio obtinguda dels dos tipus de dades per donar més forca a les filogénies (Yoder,
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1994) i poder arribar aixi a una filogénia consens i fiable, a més de permetre datar les
edats de divergencia dels grans grups (veure figura 4). Les incongruencies apareixen
guan es vol tenir en compte la informacio del registre fossil, ja que aleshores sorgeixen
tres nous arbres filogenétics possibles, que difereixen principalment en la posicié dels
tarsers (Shoshani et al., 1996). La filogenia més acceptada actualment, pero, és la basada
en la combinacié de dades morfologiques i genétiques obtingudes a partir de les espécies

actuals (Shoshani et al., 1996) (figura 4).

A)
Strepsirhini Haplarhini
|
{ Taﬂsurwme_. Simiifermes
Platyrrhini Catarrhini i
e
Cercopithecoide:
‘ll ercopithecoidea Homincidea
ﬁ E Humlnldae
Milions d'anys

Figura 4. A) Filogenia dels primats actualment acceptada (Groves, 2001). Als nodes de
les branques apareix el temps de divergéncia entre grups, en milions d’anys (estimacions
extretes de Nahon, 2003). B) Controversia en la posicio dels tarsers quan es consideren
dades de fossils. (Figura adaptada de Shoshani et al., 1996)
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D’altra banda, el nimero d’especies de primats vives actualment no esta clar. El nUmero
varia segons si els grups més relacionats es consideren varietats de la mateixa especie o
especies diferents. Segons els taxonoms més divisionistes els primats es classificarien en
més de 350 especies, mentre que pels taxbnoms més reduccionistes hi hauria unes 190
espéecies. A mes, la questio es complica perqué cada any es descobreixen nous taxons i
els boscos tropicals potser encara amaguen especies desconegudes. Pel que fa a la
desaparicid de taxons, tot i que moltes especies de primat es troben amenacades, no
s’havia registrat cap extincié durant el segle XX, fins que a finals de segle es va constatar
la primera desaparicio d’'un taxon, Procolobus badius waldroni, una subespécie de colob

vermell endémica d’Africa de I'Oest (Oates et al., 2000).

1.4.Estat de conservacio6

D'un ter¢ a la meitat de les especies de primat es troben amenacades com a
consequencia de la sobreexplotacio i la destruccié de I'habitat i aquesta situacié pot ser
encara molt pitjor en un futur no gaire llunya si no es prenen mesures. Els primats sén una
peca essencial dins de I'ecosistema en el que viuen, de manera que la seva desaparicio
no només comporta la pérdua d’'un taxon en concret sind que pot tenir consequencies
greus i irreversibles per a tot I'ecosistema. La conservacio dels primats, pero, es fa dificil
per una serie de factors, alguns inherents a les seves propies caracteristiques. Els primats
sén animals tropicals, els seus habitats son els boscos i sabanes tropicals, de manera que
viuen principalment en paisos en vies de desenvolupament amb una gran demanda de
recursos (veure apartat 7 del Resum global). D’altra banda, els primats sén animals amb
un potencial reproductiu baix, les poblacions no poden créixer de pressa i passa molt de
temps fins que es recuperen. A més, com que viuen en densitats poblacionals baixes, un

increment de la mida de la poblacié implica disposar d’un territori molt ampli.

La principal amenaca dels primats és la desforestacid, causada principalment pel
creixement de la poblacio humana. La fragmentacio de la selva a consequéncia de la tala
massiva d’arbres ha provocat una reduccié de la grandaria de les poblacions de primats i
I'aillament fisic, cosa que impedeix el flux génic entre individus de diferents comunitats i
augmenta la taxa de consanguinitat perqué no es poden produir el processos naturals
d’emigracid i immigracié. Aquesta perdua d’habitat és causada per diferents factors,
principalment pel desenvolupament de I'agricultura i la ramaderia, que ha comportat que
actualment un 26% de la regio6 de terra del planeta s'utilitzi amb aquestes finalitats. A més,

els productes de fusta, especialment els de fusta dels tropics, tenen una gran demanda en

24



el mercat internacional i, tot i que existeix un comer¢ d’aquests productes controlat
governamentalment, també hi ha una explotacié il-legal en zones protegides, que a
vegades pot arribar a ser més important que I'extraccio legal. S’estima que es talen un
total de 5 o 6 milions d’hectarees cada any (Chapman, Peres, 2001). D’altra banda, la
creacio d’infraestructures, necessaries per dur a terme projectes de desenvolupament i
d’explotacié dels recursos naturals, també suposa una tala dels arbres i transformacio
dels habitats, ja que és necessari, per exemple, construir carreteres en llocs préviament
verges. Aixd0 comporta pérdua d’habitat, erosid, pollucid i facilita I'accés als cagadors
furtius, a més d’augmentar la possibilitat de transmissio de malalties, d’introduccio de
depredadors, d’incendis i d’atropellaments. Els incendis, tant si comencen de manera
natural o com a consequencia de l'activitat humana, també sén una amenaca per als
primats perque posen en perill els individus, destrueixen grans regions d’habitat i poden
deixar infants i adolescents sense la proteccid dels adults que encara necessiten
(Chapman, Peres, 2001).

A més de la desforestacio, hi ha altres pressions que s’afegeixen a aquesta, com la caca
d’animals per vendre com a aliment o com a mascotes (veure Chapman, Peres, 2001). La
caca de primats per aconseguir carn, tot i que esta prohibida a la majoria de paisos, se
segueix produint en tots els continents on habiten primats no humans i se sap que
actualment es ven carn de primat també a Europa i Nord America. Durant segles, aquest
tipus de caca ha format part de moltes cultures natives, pero el creixement exponencial de
la poblaci6 humana ha fet que aquesta practica posi en perill I'existéncia de tots els
primats. A meés, I'is recent d’armes de foc per cacar fa molt més efectiva aquesta practica
i incrementa la pressié sobre les poblacions de primats. L'elevada demanda de carn al
mercat fa que la caga furtiva sigui comu i les espécies de mida més gran son les que
pateixen una pressio més forta (Refisch, Kone, 2005). Aquesta practica comporta també
el problema afegit dels infants orfes, ja que els cacadors estan interessats en els adults.
En alguns casos els infants orfes seran comercialitzats com a mascotes o bé moriran per
falta d’atenci6 maternal. La caca il-legal de primats, perdo, no nomeés té com objectiu
I'obtencié d’aliment. Moltes vegades es cacen els animals per vendre’n la pell i parts del
COS en mercats nacionals i internacionals com a trofeus o com a ingredients de medicines
tradicionals. Gracies a les lleis internacionals que prohibeixen el comerc d’especies
amenacades, les exportacions de productes derivats d’espéecies de primat han disminuit
molt, perd no han desaparegut.
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Pel que fa al comer¢c d’animals vius, molts primats han estat, i encara son avui dia,
capturats per comercialitzar-los il-legalment com a mascotes. Els bebés son les peces
més preuades, i moltes vegades per aconseguir-los els cagadors furtius han de matar la
mare i altres adults (Peres, 1991). D’altra banda, els primats no humans sén els animals
més propers a I’home i per aixd sén molt valorats com a model per fer recerca biomédica.
Al 1989, el 80-90% dels primats utilitzats en biomedicina provenien principalment de la
natura, eren cacgats amb aquest objectiu i comercialitzats (Fitzgerald, 1989). Actualment,
pero, s’ha determinat que gairebé tots els primats que s’utilitzen en investigacio provenen
de granges de reproduccio, tot i que encara n’hi ha una part que es comercialitza,
especialment des d’'Indonésia i Filipines (Malik, 2000). A més, actualment tampoc és comu
gue es dugui a terme la captura d’animals per a zoologics i circs o per a la industria
cinematografica. Tanmateix, en tots aquests contextos, tant biomédics com de la industria

de I'entreteniment, cal considerar qlestions étiques i del benestar dels individus.

Finalment, el fet que els primats no humans siguin evolutivament molt propers als homes
implica que les fisiologies siguin molt semblants, de manera que les malalties que afecten
els uns també poden ser transmeses als altres. L'ecoturisme i I'expansido humana
provoqguen que els primats estiguin exposats a la presencia de I'home i, doncs, a les
malalties que pugui portar. D’aquesta manera, els primats no humans poden contreure
malalties tipicament humanes per a les que el seu sistema immunitari no esta preparat i
que poden resultar mortals. Hi ha casos recents que demostren la realitat d’aguesta
amenaga, com per exemple la mort de 5.000 goril-les a la Republica del Congo infectats

per una soca del virus d’Ebola provinent de 'home (Bermejo, 2005).

1.5.Protecci6 de les especies

La World Conservation Union (IUCN), abans anomenada International Union for the
Protection of Nature (IUPN), és la xarxa de conservacié meés extensa i important del mén.
Es va crear el 1948 amb l'objectiu d’'influir, encoratjar i ajudar les societats arreu del
planeta a conservar la integritat i diversitat de la natura i a assegurar que tots els usos
dels recursos naturals es facin de manera equilibrada i ecologicament sostenible. A través
de la Species Survival Commission (SSC), la IUCN valora a una escala global I'estatus de
conservacio de les espécies, subespecies, varietats i, fins i tot, poblacions especials, per
tal de determinar quins taxons estan amenacats d’extincié i aixi poder promocionar la
seva conservacio. La informacié de la situacio dels diferents taxons es recull a la Llista

Vermella d’Espécies Amenacades, on les espéecies apareixen classificades segons el grau
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de perill d’extincio i es fa especial emfasi sobre les especies que es troben en més perill,
classificades com: “en perill critic” (CR), les que estan davant d’un risc d’extincié imminent
a la natura; “en perill” (EN), les que es troben en un risc molt alt d’extincidé a la natura; i

“vulnerables” (VU), les que es troben en alt risc d’extincio a la natura.

El grup especialitzat en primats (Primate Specialist Group) de la SSC considera que
gairebé la meitat de les espécies de primats han de ser tractades a nivell de conservacio i
gue una de cada cinc espécies s’ha d’'incloure a les categories d’espécies “en perill” 0 “en
perill critic” d’extincid, ja que si no reben la proteccié adequada desapareixeran en poques
decades. Al 2005, la IUCN reconeixia 230 primats amenacats, un 26% del total de taxons,
dels quals 160 es trobaven a les categories “en perill critic” o “en perill”. A més, cal tenir
en compte que molts dels taxons es troben exclusivament en els anomenats punts calents
(hotspots), en regions amenagades que contenen una elevada biodiversitat, de manera
gue el 30% de la diversitat global dels primats es troba repartida en 14 punts calents (que
conformen un 1% del total de I'area terrestre del planeta). D’aquests 14 punts calents, set
son considerats d’elevada prioritat per als primats, ja que inclouen 106 taxons en perill, un
46% de tots els primats amenacats, de manera que el futur de gairebé la meitat del

primats en perill esta lligat al futur d’aquestes regions (Mittermeier, 2005).

La CITES (Convenci6 sobre el Comerc Internacional d’Especies Amenacades de Fauna i
Flora Salvatges) és un acord internacional entre governs per assegurar que el comerg
internacional d’espécimens d’animals i plantes silvestres no comporti una amenaca per a
la seva supervivéncia. Les espécies emparades per la CITES es distribueixen en tres
Apéndixs, segons el grau de proteccié que necessiten. L’Apendix | inclou les espécies que
es troben en perill d’extincio i el seu comerg (inclosos els productes derivats) només pot
ser autoritzat en circumstancies excepcionals. L’Apéndix Il inclou les especies que no es
troben en perill d’extincioé perd que necessiten que el seu comerg sigui controlat per evitar
un Uas incompatible amb la seva supervivéncia. L’Apéendix Il inclou especies que estan
protegides en almenys un pais que ha demanat ajuda a la resta per controlar-ne el
comergc. Només es poden importar o exportar productes d’'una espécie inclosa en els
Apéndixs de la CITES si s’obtenen les llicencies necessaries. Totes les espécies de
primat es troben als Apendix | o Il de CITES. Gracies a acords com la CITES s’ha limitat el
comer¢ de primats, tant el comerc d’animals per ser utilitzats com a mascotes, que no és
permés en cap cas, com pel seu Us en biomedicina, que s’ha d’intentar minimitzar i que,
de totes maneres, es pot fer a partir d’animals reproduits en captivitat per evitar noves

captures. Els problemes més greus amb qué s’enfronten els primats, pero, son, d’'una
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banda, el comerg il-legal que, tot i la normativa, segueix existint, i, de I'altra, la destruccio

de I'habitat, que és molt dificil de solucionar (discutit a 'apartat 7 del Resum global).

Per prevenir I'extincié de les especies és necessari coneixer-les bé a tots els nivells, tant
ecologic com morfoldgic com genétic, i aixi poder establir plans de conservacioé adequats.
Des dels paisos desenvolupats es pot contribuir a fer avancar I'estudi dels primats per
ajudar a la seva conservacio, especialment des de la genética, que no requereix que els
treballs siguin realitzats in situ (veure apartat 2 d’aquesta Introduccio). Aixi, cal invertir en
recerca basica i aplicada dins del camp de la genética de la conservacio per tal d’aportar
informacio essencial que contribueixi a entendre les espécies i per dissenyar eines que

permetin estudiar les poblacions amenacades i controlar la seva situacio.

1.6.Ximpanzeés

1.6.1. Taxonomiai distribucio geografica

El ximpanzé (Pan troglodytes) és una especie de primat de la familia Hominidae, a la qual
també pertany I'hnome. Dins el génere Pan s’inclou una altra espécie molt semblant al
ximpanzé, el bonobo (Pan paniscus). Els llinatges de ximpanzés i bonobos van divergir fa
nomeés uns 2 milions d’anys (Stone et al., 2002) i la branca evolutiva del génere Pan es va
separar de la de I'hnome entre 4 i 6 milions d’anys enrere (Groves, 2001), de manera que

ximpanzés i bonobos sén les espécies més properes a I’home.

Existeix una gran varietat morfologica dins les poblacions de ximpanzé, cosa que ha fet
dificil la seva classificacio. En alguns moments s’havien arribat a definir fins a 12 generes i
encara més especies i subespecies. Tradicionalment s’han distingit tres subespecies de
ximpanzé: Pan troglodytes troglodytes, Pan troglodytes verus i Pan troglodytes
schweinfurthii. Tot i que aquestes subespecies no es poden diferenciar morfoldogicament
entre elles, estan ben caracteritzades a nivell molecular (Morin et al., 1994). Fins i tot s’ha
parlat d’ascendir la subespécie P. t. verus a la categoria d’especie, ja que certs marcadors
indiquen que esta molt diferenciada genéticament de les altres dues subespecies, tant
com ho estan altres mamifers considerats especies diferents (Morin et al., 1994). D’altra
banda, les diferéncies genetiques que presenta una poblacié de Nigeria i les barreres
geografiques de la zona han suggerit I'existéncia d'una quarta subespecie, Pan
troglodytes vellerosus (Gonder et al., 1997), que sembla for¢ca acceptada actualment
(Grubb et al., 2003). Tanmateix, recentment s’ha proposat dividir 'espécie P. troglodytes

en només dues subespecies: P.t. vellerosus i P.t. troglodytes (Gonder et al., 2006).
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L’habitat dels ximpanzés son les selves tropicals i les sabanes humides d’Africa Central i
Occidental i s’estén des de Guinea fins a Tanzania (a Burundi, Camerun, Republica
Democratica del Congo, Congo, Gabon, Gambia, Ghana, Guinea Equatorial, Guinea
Bissau, Costa d’lvori, Liberia, Nigéria, Rwanda, Sierra Leone, Sudan, Tanzania, Uganda i
Zaire). Fa temps les poblacions ocupaven la major part d’aquest territori, pero en els
ultims anys el seu habitat ha estat reduit drasticament com a consequéncia de la tala

d’arbres i encara es troba en recessio (figura 5).
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Figura 5. Area de distribucié actual de P. troglodytes (amb totes les subespécies) i de P. paniscus.
(Adaptada de Gagneux, 2002)

1.6.2. Morfologia, reproducci6 i alimentacio

Els ximpanzés adults poden arribar a mesurar 130 cm, les femelles, i 160 cm, els
mascles, i pesen entre 40 i 70 kg. Tenen el cos cobert de pelatge gruixut de color marro
fosc, excepte la cara, els dits, els palmells de les mans i les plantes dels peus, que no
tenen pel. Quan neixen tenen la pell de color clar, que es va enfosquint a mida que
creixen, i quan es fan grans el pel de la barba se’ls pot tornar blanc. Els polzes i els dits
grossos dels peus sén oponibles, cosa que els permet tenir una agafada precisa. Les
femelles solen tenir un fill cada cinc o sis anys i la gestacio és de 8 mesos. Els infants
deixen de mamar als 3 anys, pero en general mantenen una relacié propera amb la mare

durant diversos anys més. Arriben a la pubertat als 8 (femelles) o 10 (mascles) anys. Els
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ximpanzés poden viure fins als 40-45 anys a la natura, pero en captivitat solen viure fins

als 50 i alguns han arribat gairebé als 70 anys (MacDonald, 2001).

Els ximpanzés sén omnivors i canvien la dieta segons l'estaci6 de l'any (figura 6). Es
tracta d’animals principalment frugivors, s’alimenten sobretot de fruita, fins i tot quan n’hi
ha poca, pero també de fulles, arrels, tubercles, flors, etc. Completen la dieta gairebé
vegetariana amb insectes, mel, ous, ocells i mamifers petits o mitjans (rosegadors,
antilops, porcs salvatges i, sobretot, altres primats més petits). Poden cacar per defensar-

se 0 bé per obtenir aliment, i sovint ho fan en grup.

Figura 6. La dieta basica dels ximpanzés és frugivora (A), pero la completen amb proteines
extretes, per exemple, de la carn d’'altres primats (B). (A. Houle/WPRC AV Archives)

1.6.3. Estructura social i comportament

Els ximpanzés sén de vida gregaria, viuen en comunitats multimascle-multifemella de
fusio-fissid. Els beneficis que els aporta viure en grup soén la disminucio de la probabilitat
de ser depredats, la possibilitat de defensar els recursos i augmentar [l'eficiéncia
d’alimentar-se i I'increment en I'exit d’aparellament perque és meés facil accedir a la parella
(Boesch, 1996; Sakura, 1994). Hi ha una jerarquia de dominancia ben definida entre els
mascles, que a més son dominants sobre les femelles (Goldberg, Wrangham, 1997). Les
femelles solen emigrar d’'una comunitat a una altra a I'adolescéncia (Nishida et al., 2003),
mentre que els mascles romanen a la seva comunitat i patrulles d’'individus emparentats
vigilen les fronteres del seu territori, de manera que el grau de parentiu entre els mascles

d’'una comunitat €és molt més elevat que el que hi ha entre les femelles (Morin et al., 1994).
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Les comunitats oscil-len entre els 20 i els 150 individus o0 més, amb diversos mascles,
femelles i joves, tot i que es divideixen en families, amb un mascle dominant i varies
femelles amb les seves cries. Les femelles, pero, tenen una vida més solitaria, i la major

part del temps estan aillades amb les seves cries.

Els ximpanzés son tant arboris com terrestres, passen gran part del dia a terra, pero cada
nit construeixen nius amb fullaraca i branques per dormir als arbres. A més, durant el dia
també poden construir nius per descansar i acostumen a menjar als arbres. Els nius
poden fer-se de manera individual o pot ser que més d’'un individu ajudi a preparar-lo i
sigui compartit. La seva locomocié é€s quadrupede, solen caminar a quatre potes utilitzant
les plantes dels peus i descansant sobre els punys, pero poden desplacar-se de manera

bipeda quan tenen les mans ocupades o en distancies curtes.

Aquests animals sén capacos de modificar i utilitzar objectes del seu voltant com a eines
per aconseguir un objectiu concret. S’han descrit diverses activitats d’aquest tipus. Per
exemple, els ximpanzés poden collir i adaptar bastons per introduir-los en els termiters i
capturar els térmits i també fabriquen esponges amb fulles 0 molses per aconseguir aigua
de les cavitats. Fins i tot se’ls ha observat utilitzant eines per cacgar. D’altra banda, s’ha
constatat que els ximpanzés tenen certes tradicions culturals que son propies de cada
comunitat, de manera que les diferents comunitats tenen diferents costums, que es
passen de generacié en generacio. S’han pogut descriure 39 tradicions diferents (Whiten
et al., 1999; Whiten et al., 2001).

Pel que fa a la copula, les relacions promiscues s6n molt comuns i les femelles poden
copular amb mascles diferents oportunisticament durant el temps que dura 'estre. Pero hi
ha molts tipus d’estratégies diferents que comporten que les femelles puguin expandir el
conjunt de mascles per triar sense perdre el benefici de la comunitat, mentre que als
mascles els permet canviar d’estratégia segons la jerarquia que tinguin en cada etapa de
la vida. Per exemple, el mascle dominant pot apartar-se de la resta de ximpanzés amb la
femella en estre per evitar que altres mascles hi copulin; els mascles de rang inferior
poden oferir carn a la femella en estre per aconseguir aparellar-se amb ella; i les femelles
poden marxar de la seva comunitat i copular furtivament amb mascles d'una altra

comunitat.
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1.6.4. Estat de conservacio6

Els ximpanzés tenen una amplia distribucio a I'Africa tropical, pero les seves poblacions
estan patint una rapida recessié principalment per I'alteracié de I'habitat, el comerc de
carn per menjar i el comer¢ d’infants vius per ser usats com a mascotes (Rowe, 1992).
S’estima que la poblacio total a la natura actualment esta entre 100.000 i 150.000 segons
la World Association of Zoos and Aquariums (WAZA), tot i que estimacions meés optimistes
diuen que les poblacions han augmentat i que l'any 2003 gairebé hi havia 300.000
individus (Oates, 2006). Actualment, més del 70% de I'habitat dels ximpanzés esta alterat
pel desenvolupament d’infraestructura i si la poblacid humana segueix creixent al mateix
ritme es calcula que cap al 2030 quedara menys del 10% de I'habitat no modificat per
I'hnome (Nellemen, 2002).

El ximpanzé es troba dins I'Apéndix | de CITES, de manera que el seu comer¢ esta
controlat i calen permisos especials per poder importar i exportar productes. A més, fins al
1995 el ximpanzé havia estat catalogat com a espécie “vulnerable” per la IUCN, pero des
del 1996 totes les subespecies estan classificades com “en perill d’extincié”. Dins
d’aquesta situacio general, pero, hi ha poblacions que estan en una situacid molt pitjor, a
punt de desapareixer. Gracies a les lleis nacionals i internacionals, les autoritats dels
paisos on habita aquesta especie confisquen regularment animals cacats il-legalment,
perd aleshores s’han d’enfrontar amb el problema del futur dels individus. Actualment
existeixen diversos santuaris per a ximpanzés decomissats i orfes i s’estableixen plans
d’alliberament, pero és necessari estudiar bé els individus i les poblacions naturals perque
els programes de translocacié siguin adequats i retornar els animals a la natura és una

tasca dificil i no sempre és possible.
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2. Geneética de la conservacio6

2.1.La conservacio de les especies

L’home és I'espécie animal que té un rang de distribucié més ampli a la Terra i el seu éxit
es deu, en part, al desenvolupament de lagricultura i la ramaderia. Tanmateix, la
substitucié massiva de la natura per ambients humanitzats ha provocat la pérdua constant
d’especies, tant animals com vegetals, i la desaparicio d’ecosistemes sencers, de manera
gue el creixement de la poblaci6 humana comporta una disminucié accelerada de la
diversitat de la Terra. S’ha estimat que de 3.000 a 30.000 espécies s’extingeixen cada any
(Woodruff, 2001) i es considera que al voltant del 50% de les espécies animals estan “en
perill critic’, “en perill” o “vulnerables” a I'extincio (IUCN 2001). La desaparicio de les
especies durant els ultims segles s’esta produint a una velocitat tan elevada que es parla
de la sisena gran extincié (Delibes, 2004) i, si no es fa res per aturar aquesta tendéencia, el
mon en el seu estat actual podria desaparéixer. La societat €s cada cop més conscient
d’aquesta realitat i, doncs, comenca a comprendre la importancia de la conservacié de les

especies.

Tanmateix, I'eleccidé de les espécies que cal protegir no és gens facil. Tradicionalment,
aguesta seleccio es basava en els coneixements ecologics i morfologics de qué es
disposava i moltes vegades era meés una questio “folklorica” que cientifica, ja que es
protegien espécies emblematiques, prou carismatiques com per commoure la societat.
Avui en dia el coneixement cientific permet anar una mica més enlla, es coneix millor el
gue es vol protegir i quines consequéncies se’n derivaran, tant per a I'espécie protegida
com per a la resta d’espécies i I'ecosistema en general. Segons el rol que s’atribueix a les
especies, aqguestes es poden classificar en quatre tipus: “espécies senyera”, les que
motiven la societat a invertir esforcos per conservar-les, pero que poden eclipsar les
necessitats de la resta d’espécies; “especies indicadores”, el seguiment de les quals
permet determinar I'estat de I'ecosistema; “espécies clau”, que tenen un paper fonamental
en el funcionament de la comunitat o de I'ecosistema on viuen; i “espécies paraigues”, la
conservacio de les quals implica la proteccio de tot I'ecosistema que les acull. Abans de
comencar un pla de proteccio i seguiment cal ser prudent i estudiar bé quin és el rol d'una
determinada especie en el seu ecosistema i quines serien les conseqiiencies de la seva

conservacio a tots els nivells (Delibes, 2005).

Davant el gran nombre d'especies que s’enfronten a una extinci6 imminent, els

conservacionistes han de prendre decisions rapides basant-se en la informacié de que
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disposin en aquell moment. Es per aixd que el desenvolupament d’eines que generin
moltes dades i la possibilitat d’analitzar-les rapidament és essencial. Aixi, s’estan aplicant
a la conservacio d’'espécies elements com la tecnologia del sistema de posicionament
geografic (GPS), avencos matematics i la genética. La genetica ha revolucionat moltes
arees de la ciencia i de la vida en general. No és estrany, doncs, que aquesta branca de

la biologia també comenci a ser fonamental dins el camp de la conservacio biologica.

2.2.Geneética de la conservacio6

La genética de la conservacid és una nova disciplina que es basa en la informacio
genetica per tal d’establir els criteris de seleccié en la proteccié de les espécies. El seu
objectiu és contribuir a la conservacié de la diversitat genética del planeta i a reduir el risc
d’extincié de les especies amenacades. En primer lloc, doncs, és necessari determinar la
guantitat de diversitat genetica i establir a quin nivell (individual, poblacional, d’espécie, de

genere, etc.) cal analitzar-la.

Darwin (1859) fou el primer a adonar-se de la importancia de la variacié existent en el
manteniment de les poblacions naturals. Cap al 1970 va comencgar a preocupar el fet de
mantenir les especies vegetals que havien estat origen de les especies cultivades i que
estaven en recessio (Frankel, 1970; 1974), pero no fou fins a la década de 1980 que es va
aplicar la genética de manera més generalitzada en conservacio. Soulé (1980) té una
importancia fonamental en 'establiment de la biologia de la conservacio a partir de 1980
com un camp multidisciplinari, que inclou la genética, I'ecologia i la biologia de les
espécies com a pilars. Actualment, gracies al progrés de la genética en general, s’estan
fent grans avencos en genetica de la conservacio: la incorporacié de tecniques avancades
de genotipatge permet generar moltes dades en poc temps; la seqienciacié de genomes
complets ofereix molta informacié basica; i la possibilitat d’'usar mostres no invasives i
forenses permet fer el seguiment de poblacions salvatges sense molestar els individus i

també analitzar productes derivats d’especies protegides.

Les espécies han de fer front a les alteracions constants a les que estan sotmesos els
ambients, provocades principalment pel canvi climatic, per la contaminacié i per la
introduccié de nous competidors i noves malalties i parasits. Davant d’aquests canvis, si
les espécies no evolucionen per tal d’adaptar-se, s’extingeixen. La diversitat genética
d’'una poblacié és un reflex del seu potencial evolutiu i, doncs, de la seva capacitat
d’adaptacio, de manera que poblacions amb una bona diversitat poden respondre als
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canvis mediambientals mentre que les poc diverses soOn incapaces d’adaptar-se i no
poden sobreviure. Per aix0, la IUCN reconeix la necessitat de conservar la diversitat
genetica com una de les tres prioritats de conservacio global. D’altra banda, la perdua de
diversitat genética es pot relacionar amb una reduccié de l'eficacia biologica, ja que
disminueix la taxa de reproduccio i la de supervivéncia. Es per aixd que en el seguiment
de poblacions naturals i en el maneig de poblacions en captivitat es controla especialment

el grau d’endogamia i s'analitzen els nivells de diversitat genetica.

Les primeres mesures de diversitat genetica amb técniques moleculars van ser possibles
gracies a la técnica de I'electroforesi, que era capac¢ de separar les proteines segons la
seva carrega neta i el seu pes molecular i permetia detectar diferencies entre les diferents
formes d’'una determinada proteina. Els marcadors es van anomenar al-lozims, nom que
deriva de la frase “variants al-leliques dels enzims”. Per poder aplicar aquesta técnica,
pero, és necessari capturar I'animal d’estudi perque requereix obtenir-ne sang o sacrificar-
lo per aconseguir-ne el fetge o un ronyd. Pel que fa a l'estudi dels cromosomes,
normalment mantenen un nombre, mida i forma constants dins d'una espécie, pero
diferent entre espécies, de manera que les técniques cromosOmiques s'acostumen a
utilitzar en analisis interespecifiques. Finalment, les analisis amb marcadors de DNA, que
inicialment també requerien grans quantitats de mostra, actualment poden realitzar-se
sobre mostres bioldogigues molt petites gracies a la tecnica de la reaccié en cadena de la
polimerasa (PCR). En els ultims anys s’han desenvolupat un gran nombre de metodes per
mesurar la diversitat genética a partir de sequencies de DNA (veure apartat 2.4 d’aquesta

Introduccio).
La genetica ha estat essencial en conservacio per tractar diverses questions critiques:

- Gestionar poblacions petites, salvatges 0 en captivitat, per minimitzar la
consanguinitat i la pérdua de diversitat genética.

La consanguinitat, que afecta poblacions petites i endogamiques, produeix pérdua de
diversitat genética i pot fer baixar la taxa de supervivéncia. Aixo es dona perqué
I’'hnomozigositat pot desemmascarar mutacions deletéries i reduir la capacitat
d’adaptacio de les poblacions, de manera que esdevenen molt més sensibles als
canvis ambientals. En les poblacions captives s’ha observat que una de les causes
principals de reduccié de I'eficacia biologica és la consanguinitat (Kalinowski et al.,
2000). Per tal de tractar de reduir I'endogamia, en molts casos s’han dissenyat
programes d’aparellament entre individus de diferents poblacions de manera que en
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els descendents augmenti la diversitat genetica. En el cas de poblacions salvatges
petites, que també es veuen afectades per la depressio per consanguinitat deguda als
efectes acumulatius de la deriva genetica (Hedrick, Kalinowski, 2000), es poden
establir plans d’alliberament d’individus d’altres poblacions genéticament diferents per

fer augmentar la diversitat genética i reduir aixi el risc d’extincio.

- Dissenyar programes de reintroduccié definint les arees adequades i els individus de

genotip adient.

Abans de realitzar una reintroduccié cal tot un estudi previ per establir la regié
adequada per fer la reintroduccié: cal assegurar-se que I'habitat no esta contaminat,
gue disposa de suficients recursos i que no hi ha espeécies invasives que puguin
desplacar l'espécie dinterés ni espécies que es puguin veure desplacades per
I'especie monitoritzada. A meés, cal seleccionar els individus que es volen reintroduir de
manera que tinguin un genotip el més semblant possible al que hi havia a la regio,
pero prou diferent per poder establir una poblacié amb una diversitat genética suficient
per mantenir-se estable. Després de la reintroducci6 és molt important fer un
seguiment de la poblacié per estudiar I'exit del programa. Aixd0 mateix s’aplica a
programes de reforcament, en que, a més, €s necessari tenir en compte les
caracteristiques genéetiques de la poblacié simpatrica perqué no sigui desplacada sin6
gue s’aconsegueixi un increment de l'eficacia biologica per la incorporacido de nous

genotips a la poblacié original (Goossens et al., 2002).

- Resoldre incerteses taxonomiques i estructures poblacionals per poder definir les

unitats de maneig i identificar poblacions amenacades.

La definicio de les unitats de maneig €s un punt clau en conservacié per poder
determinar sense dubte quines poblacions, espécies, etc., cal protegir i establir aixi les
bases legals per a la conservacio (O'Brien, 1994). Per aix0 €s essencial caracteritzar
bé les relacions filogenétiques i definir sense incerteses taxonomiques les diferents
categories sistematiques (subespecies, espéecies, generes, etc.). Els conservacionistes
han creat el terme d’unitat evolutivament significativa (ESU) per tal de poder establir
plans de gestio per a la conservacio de les unitats adequades (O'Brien, Mayr, 1991).
En aquest sentit, la genética pot ser fonamental per resoldre dubtes filogenetics,

especialment quan la classificacié morfologica és confusa.



- Detectar i predir I'efecte de fenomens d’hibridacié i introgressio. Detectar i definir les

especies invasives.

Una de les amenaces per a les especies en perill d’extincié és la hibridacié amb altres
especies properes, que provoca perdua d’identitat per la incorporacié de gens aliens.
La hibridacio complica la delimitacio i la definicio de les diferents unitats evolutives i fa
dificil establir plans de gestié (Haig et al., 2004). Tot i que els hibrids entre especies
amenacades no gaudeixen de proteccid, s’ha vist que alguns programes de proteccio
s'estaven duent a terme sobre espécies hibrides. Es important, doncs, detectar a
temps possibles fenomens d’introgressio i definir quines espécies poden ser invasives
per tal d’evitar la hibridaci6 amb les espécies amenacades properes, o fins i tot la seva

substitucio.

- Us en genética forense.

Les tecniques moleculars, que sén cada vegada més sensibles, permeten analitzar
productes derivats de les espéecies i saber de quina espécie es tracta, de manera que
juguen un paper fonamental en el control de la comercialitzacié de productes i
d’espécies. D’aquesta manera és possible detectar delictes contra el medi ambient i
ajudar en l'aplicacio de la legislacio (Domingo-Roura et al., 2006; Wan, Fang, 2003;
Yan et al., 2005).

- Entendre la biologia de les espécies.

Trobar la relacié entre I'eficacia biologica o I'adaptacid i els caracters genétics dels
individus o de les poblacions és basic per entendre el seu funcionament. La relacié
fenotip-genotip explica quins canvis genétics confereixen un avantatge adaptatiu que
ha estat afavorit per la seleccié natural. D’altra banda, la genética permet estudiar els
sistemes d’aparellament i de reproduccié de les espécies, fins i tot de les més elusives
I amenacades, i fer estudis de parentiu dins una comunitat (p.e. Goossens et al., 1998)
identificant els seus membres individualment, a més de determinar la proporcié sexual
(sex ratio). Es possible, també, establir censos de les poblacions a partir de mostres
no invasives, é€s a dir, sense veure els animals ni haver de capturar-los, i estimar
diversos parametres poblacionals que permeten descriure la historia de les poblacions,
com els patrons de migracié de les especies i processos de coll dampolla o

d’expansio. A més, les técniques moleculars permeten estimar la grandaria poblacional
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efectiva (Ne), és a dir, el numero d’individus que contribuiran amb els seus al-lels a la
seguent generacio. La Ne, que normalment és inferior al nimero real d’individus
presents en una poblacid, pot ser un indicador del grau de perill en qué es troba
aquesta poblacio. Fins i tot s’ha definit una grandaria minima necessaria perque la
poblacio sigui viable (MVP, Shaffer, 1981).

2.3.Mostreig no invasiu

El desenvolupament de la técnica de la PCR va obrir les portes a un tipus d’analisi menys
agressiva per a les espécies perque permetia obtenir moltes copies de DNA a patrtir de
molt poca quantitat inicial, de manera que no calia utilitzar teixits d’animals vius (biopsies).
Podem distingir tres metodes diferents d’obtencié de mostres segons Taberlet et al.
(1999):

- Mostreig destructiu: Es aquell que implica la mort de I'animal. Va ser un métode
molt usat per a l'estudi d’al-lozims i en estudis de DNA mitocondrial abans de

I'aparicié de la PCR.

- Mostreig no destructiu: S’obté una mostra directament de I'animal, com biopsies,
extraccions de sang, plomes arrencades, etc., per0 no sempre és necessari
capturar els individus (per exemple, amb balenes s’han utilitzat pistoles de dards

per a biopsies).

- Mostreig no invasiu: Es el tipus de mostreig que permet obtenir la mostra sense
necessitat de capturar ni molestar, i a vegades ni tan sols veure, I'animal d’estudi.

Es tracta de recollir fonts de DNA que I'animal deixa darrera seu.

El mostreig no invasiu ha facilitat I'estudi d’espécies rares, elusives o en perill d’extincié en
gue el mostreig amb meétodes invasius no és factible, bé per dificultats tecniques (no es
troba I'animal), bé pel perill que suposaria per a I'espécie. En especies amenacades, una

pertorbacio de la poblacié deguda a la captura d’animals pot ser molt perjudicial.

Actualment és possible utilitzar una gran varietat de mostres obtingudes de manera no
invasiva per extreure el DNA necessari per a les analisis genetiques. S’han utilitzat
principalment mostres de femtes (p.e. Frantz et al., 2004) i péls (p.e. Taberlet et al., 1997)
perquée son facils d’obtenir en espécies salvatges, pero també s’han pogut recollir altres
mostres menys comuns, com orina (p.e. Valiere, Taberlet, 2000), cel-lules bucals (p.e.

Brooks et al., 2003) o plomes (p.e. Gautschi et al., 2003). Pel que fa als primats, hi ha
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estudis genetics realitzats a partir de femtes (p.e. Constable et al., 2001; Vigilant et al.,
2001) i pels (p.e. Gagneux et al.,, 1999; Goldberg, Wrangham, 1997) i també a partir
d’orina (p.e. Hayakawa, Takenaka, 1999), semen (Domingo-Roura et al., 2004) i cel-lules
bucals obtingudes de restes de menjar mastegat (p.e. Sugiyama et al., 1993) o de pals

rosegats (Inoue, 2007).

D’altra banda, existeixen altres fonts per aconseguir mostres d’espécies que no impliquen
pertorbar les poblacions, com sén les carcasses d’animals trobats morts i els espécimens
conservats en museus, que permeten estudiar les caracteristiques poblacionals al llarg del
temps. Els avencos tecnics han permés que es pugui obtenir DNA adequat per realitzar
estudi genetics a partir de mostres antigues, des de restes de varies décades d’antiguitat
(p.e. Bellinger et al., 2003) o de centenars d’anys (p.e. Rosenbaum et al., 2000) fins a
fossils de milers d’anys, per exemple d’organismes ja extingits (p.e. Rogaev et al., 2006).
El desenvolupament de la genética no invasiva ha estat una gran fita en la conservacié de
les especies. La possibilitat de genotipar sense haver de capturar permet estudiar
espéecies que no podien ser analitzades d’'una altra manera, a més de ser una estratégia
coherent amb la propia definicié de conservacié. Tanmateix, I'Us de mostres no invasives
no esta exempt de problemes metodologics i limitacions. A partir de mostres no invasives
se sol obtenir poca quantitat de DNA i acostuma a ser de baixa qualitat, és a dir, pot estar
degradat, contaminat i contenir inhibidors de la PCR (a I'apartat 1 del Resum global es

discuteixen les possibles solucions a aquestes limitacions).

La poca quantitat de DNA que es pot extreure de les mostres no invasives ha estat una de
les principals limitacions, que ha fet molt dificil I'is de marcadors nuclears i ha reduit la
possibilitat de fer repliques, de manera que les analisis genetiques de mostres no
invasives s’han fet principalment a partir de marcadors mitocondrials (més abundants). Es
per aixd0 que s’han anat desenvolupant metodes d’amplificacié total del genoma (Whole
Genome Amplification, WGA) que contribueixen a superar aquesta limitacié, ja que
permeten I'obtencié d’un gran nombre de copies de DNA de tot el genoma a partir de
guantitats minimes de DNA inicial. S’han desenvolupat diversos métodes de WGA. Els
meétodes basats en la PCR, com el degenerate oligonucleotide-primed PCR (Telenius et
al., 1992) i la primer extension pre-amplification (Zhang et al., 1992), produeixen una
cobertura parcial del genoma i tendeixen a produir una amplificaciéo desequilibrada dels
microsatél-lits i dels SNPs, a més de poder introduir variacié falsa en la sequéncia dels
productes. Recentment, s’han desenvolupat altres metodes més fiables i eficients de

WGA, com I'amplificacio per desplacament multiple (Multiple Displacement Amplification,
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MDA) (Dean et al., 2002). La reacci6 d'MDA es basa en les caracteristigues de la
polimerasa del bacteriofag phi29 que, a més de replicar, és capac¢ d'obrir la cadena de
DNA i avancar de manera eficient i amb una taxa d’error molt baixa, ja que té activitat 3'>
5’ exonucleasa. Amb aquesta técnica es generen milers, o fins i tot milions, de copies de
tot el genoma a partir de pocs nanograms de DNA original amb una bona cobertura de tot
el genoma (figura 7). S’ha comprovat que aquest sistema té una gran fidelitat quan
s'utilitza sobre DNA extret de mostres humanes, fins i tot a partir de molt poca quantitat de
DNA inicial (Lasken, Egholm, 2003; Rook et al., 2004; Sorensen et al., 2004). Tot i el gran
potencial d’aquest métode, la seva fidelitat sobre mostres de primats no humans

recol-lectades de manera no invasiva encara no havia estat testada.

Encebadors hexamers s’'uneixen a l'atzar a DNA
desnaturalitzat.

L L snnns) La phi29 allarga les cadenes des dels encebadors i
forma fragments d’'unes 100 kb.

* ‘e * Quan la phi29 es troba una doble cadena recent
nn ) *"-O ""aO *"-0 formada és capa¢ de desplacar-la i crea una nova
cadena simple.

*a»,, Lesnoves cadenes simples serveixen de nous motlles
per als encebadors.

o
'& "u ) )
t..- 0.“? El desplacament de les cadenes produeix reaccions
Yo, wy, “t:" d’extensio dels encebadors amb moltes ramificacions
ot Cu, gue generen copies de DNA d'alt pes molecular que
"0 “x0
donen una bona cobertura del genoma sencer.

Figura 7. Esquema del procés de MDA. (Adaptat a partir del manual d’instruccions del fabricant
del kit comercial, GE Healthcare).
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2.4.El genoma eucariota

A les cel-lules eucariotes el DNA es troba majoritariament al nucli cel-lular organitzat en
cromosomes, pero una petita part del genoma és extranuclear i es troba localitzat en

organuls citoplasmatics, plastidis (p.e. cloroplasts) i mitocondris.

2.4.1. El DNA mitocondrial

El mitocondri és un organul de les cel-lules eucariotes, limitat per una membrana unitaria
doble, que conté una petita fraccio de DNA extranuclear. A diferencia del DNA nuclear, el
DNA mitocondrial és haploide, s’hereta via materna (de les mares a la descendencia) en
la majoria de les espécies i no recombina. EI genoma mitocondrial en mamifers és una
doble cadena circular que no acostuma a superar els 20.000 parells de bases i presenta
I'ordre dels gens, que no contenen introns, molt conservat (Singer, 1993). En humans, el
DNA mitocondrial esta format per 16.569 parells de bases i conté 37 gens: 13 codifiquen
per proteines, 22 per RNAs de transferencia i dos per RNAs ribosomals. El genoma
mitocondrial gairebé no conté seqiiencies no codificadores, només una petita zona
anomenada regio control —de 870 a 1400 parells de bases en mamifers (Sbisa et al.,
1997)-, amb dues regions hipervariables que presenten una taxa de mutacié molt superior
a la de la resta de regions i molt més elevada que la taxa de mutacio nuclear. El fet que
els organismes presentin molts mitocondris, entre 100 i 10.000 copies per cél-lula, permet
obtenir una gran quantitat de DNA mitocondrial, cosa que facilita I'is de mostres
recol-lectades de manera no invasiva. La informacié que aporta el DNA mitocondrial
serveix per tracar Unicament la linia materna, de manera que pot mostrar patrons de
migracio especifics. Aquest marcador s'aplica especialment per avaluar relacions
taxonomiques i diferencies entre poblacions d’una mateixa especie i ha estat molt utilitzat

per estudiar I'evolucié humana recent (revisat a Pakendorf, Stoneking, 2005).

2.4.2. ElI DNA nuclear

El nucli de les cel-lules eucariotes és un organul envoltat per una doble membrana que
conté la major part del material genetic de la cél-lula, organitzat en cromosomes, que son
multiples molecules de DNA lineal unides a proteines estructurals. Els organismes
diploides presenten dues copies de cada cromosoma dins el nucli cel-lular, cadascuna
d’'un progenitor, ja que el DNA nuclear és d’herencia mendeliana (biparental). Durant la

meiosi el DNA nuclear pateix processos de recombinacio, és a dir, els cromosomes
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homolegs poden intercanviar material genetic. La taxa de mutacié del DNA nuclear és, en

general, baixa.

Els nivells més elevats de diversitat genética en el DNA es troben en aquelles bases que
tenen poca importancia funcional, és a dir, les que no codifiquen per productes funcionals
o0 aquelles en les que les substitucions no canvien la funcio de la molécula. Per altra
banda, la diversitat genética més baixa es troba en aquelles regions de la molécula que
son funcionalment més importants, tot i que poden haver-hi excepcions. Per exemple, en
els vertebrats, el complex major d’histocompatibilitat presenta una variacié genética molt
elevada tot i tractar-se d’'una regié codificadora perque la seleccid natural afavoreix
aquesta variacid, que és necessaria per la funcié d’aguest complex. La major part del
DNA d'un organisme no codifica per productes funcionals, de manera que canvis en
aguestes regions no tindrien un significat selectiu. A més, el 70% dels canvis dins dels
gens son silenciosos i, doncs, tampoc solen estar afectats per la seleccié natural. Les
regions no codificadores inclouen tant les regions entre gens com les regions
intragéniques que es transcriuen perdo no es tradueixen, els introns. Els introns son
sequéncies de DNA que interrompen la regid codificadora d’'un gen (els exons) i que son
eliminats de I'RNA missatger abans de la traduccid. Tot i no contribuir a la formacio de la
proteina, pero, els introns poden contenir segments importants en la regulacié del gen.
D’altra banda, existeixen copies de gens funcionals que han estat inactivades per mutacio,
els pseudogens, que no produeixen proteines completes (la majoria no es tradueixen o ni
tan sols arriben a transcriure’s). Tant les regions intergéniques com els introns i els

pseudogens evolucionen de manera més rapida que les regions codificadores.

2.4.3. Marcadors moleculars nuclears

Un marcador genetic aporta informacié sobre la variacio al-lélica en un determinat locus.
El procés d'escollir el marcador molecular adequat és un pas critic en genética de la
conservacio, ja que la tria d’'un marcador inapropiat pot comportar I'establiment d’accions
de conservacio incorrectes. Podem distingir entre quatre tipus de marcadors moleculars
de DNA:

e Minisatél-lits

Els minisatéel-lits o VNTR (Variable Number Tandem Repeats) son segments de DNA
formats per sequencies de 10 a 100 bases, generalment riques en CG, repetides en
tandem i de mida variable, que es troben distribuits per tot el genoma (Armour, 1999). La
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variabilitat en el nimero de repeticions es genera per entrecreuaments desiguals. En
humans, el 90% dels minisatel-lits es troben a la regié subtelomerica dels cromosomes i la

sequéncia dels telomers és un minisatel-lit.

e Microsatel-lits

Els microsatel-lits van ser descoberts per primera vegada a la decada de 1980 (Miesfeld
et al., 1981) i de seguida es va veure el seu potencial com a marcadors moleculars
gracies al seu polimorfisme (Litt, Luty, 1989; revisat a Schlttterer, 2000b). Els loci
microsatel-lits son segments curts de DNA formats per sequéncies d’un a sis nucleotids de
llargada repetides en tandem. El nimero de repeticions en els microsatellits és molt
variable (de 5 a 100 aproximadament) com a consequiéncia del mecanisme d’slippage.
L’slippage és un procés mutacional especific de sequéncies repetides en tandem que té
lloc durant la replicacié i que genera un increment o una disminucio normalment d’'una
sola unitat repetitiva. La taxa de mutacié pot anar des de 1072 fins a 10° per generaci6
(Schldtterer, 2000a). En general, els microsatel-lits amb més repeticions solen ser més
variables que els meés curts. Aquests marcadors es troben distribuits de manera més o
menys ubiqua per tot el genoma, tot i que la seva preséncia en regions codificadores esta
molt restringida. Els avantatges principals dels microsatel-lits son I'elevada variabilitat que
presenten, I'heréncia codominant nuclear i la possibilitat de tipar-los en mostres no
invasives. Generalment han de ser desenvolupats per a cada especie que s’estudia, pero
especies molt properes solen compartir els microsatel-lits i els encebadors solen funcionar
bé d'una a laltra. (A l'apartat 3 del Resum global es discuteixen els avantatges i

inconvenients dels microsatél-lits front els SNPs)

¢ Insercions i delecions (indels)

Els indels son insercions o delecions en la sequéncia de DNA que poden afectar des
d’'una sola base fins a grans segments de DNA. Dins de les regions codificadores I'efecte
dels indels sol ser devastador, ja que, a menys que la llargada de I'indel sigui un multiple
de tres (i afecti, doncs, codons sencers), s’altera la pauta de lectura i la proteina que es
formara no sera funcional. Per aix0 els indels sén comuns en regions no codificadores

pero molt poc habituals en regions codificadores.
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Els genomes eucariotes estan formats, en una gran proporcio, per sequéencies de DNA
gue s’han pogut moure a nous llocs dins del genoma. Aquestes grans insercions poden

ser de dos tipus diferents:

- Transposons: Sén elements que codifiquen per una transposasa que els escindeix

del genoma i els permet ser inserits en un lloc nou. No es generen noves copies.

- Retroposons: Sén elements transponibles que es mouen a través d'un
intermediari d’'RNA utilitzant una transcriptasa inversa, és a dir, fan copies d'ells
mateixos. Els LINEs (Long Interspersed Elements) i els SINEs (Short Interspersed

Elements) son exemples de retroposons.

e Mutacions puntuals

Les mutacions puntuals sén els canvis que suposen la substituci6 d'una sola base
nucleotidica per una altra dins d’'una sequiéncia de DNA. Sovint es consideren també
mutacions puntuals les insercions o delecions que involucren una sola base nucleotidica.
La taxa de mutacié nucleotidica és de I'ordre de 10™° (Graur, 1999) mutacions per posicié
per any. Les mutacions puntuals que es donen dins de sequéncies codificadores es
classifiquen en diferents tipus segons l'efecte que produeixen: mutacions sinonimes, que
no provoquen canvi d’aminoacid, i mutacions no sinonimes, que alteren la sequéncia de la
proteina i que poden dividir-se en mutacions sense sentit (nonsense), les que generen un
codé de terminacié, i mutacions amb error de sentit (missense), les que generen un codo
gue codifica per un altre aminoacid. En general, les mutacions puntuals produides en
sequéencies no codificadores no tenen consequéencies en la funcionalitat i s’Tanomenen
mutacions silencioses, tot i que hi ha excepcions, com les mutacions que alteren el
promotor, les regions d’empalmament dels introns o les regions reguladores. Recentment,
s’ha comencat a parlar de polimorfismes d’'un sol nucleotid (SNPs) per fer referéencia als
canvis en la sequéncia de DNA que afecten una sola base nucleotidica (veure apartat
2.5).

2.4.4. Tecniques de genotipatge

Els diferents marcadors moleculars poden ser analitzats amb diverses técniques de
genotipatge. El mecanisme de genotipatge ideal hauria de ser simple, de baix cost i
sensible i hauria de generar un numero elevat de dades fiables i comparables entre

laboratoris. En els dltims anys els metodes de genotipatge han patit un gran
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desenvolupament gracies a les millores tecniques i actualment existeixen moltes eines
disponibles per a I'estudi de la diversitat genetica. Les tecniques de genotipatge que s’han

utilitzat més freqiientment son:

¢ RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms)

El descobriment dels enzims de restriccid va permetre el desenvolupament de la tecnica
dels RFLPs, polimorfismes en la llargada dels fragments de restriccié. Aquesta tecnica
permet I'estudi de la variabilitat a través de la deteccié de substitucions d’'una base a la
sequéncia de reconeixement d’un enzim de restriccio. Per dur a terme la técnica, el DNA
purificat es talla amb un enzim de restriccid i es corren els fragments resultants en un gel
per separar-los segons la mida. Les cadenes dobles de DNA es desnaturalitzen i es fa
una transferencia de les cadenes simples a una membrana (transferencia Southern). La
membrana es posa en una soluci6 amb sondes del locus dinteres marcades
radioactivament i, després del procés d’hibridacid, s'asseca i es fa una autoradiografia
amb un film fotografic, de manera que es poden veure les diferencies entre els patrons de
restriccio dels individus que evidencien variacido en els llocs de tall dels enzims de
restriccio. Els RFLPs posen de manifest una heréncia codominant i avaluen la variacio en
zones conegudes. Pero presenten desavantatges clars: cal que hi hagi sondes pel locus
d’interés, la seva variabilitat €s moderada i calen grans quantitats de DNA, de manera que
no poden aplicar-se sobre mostres no invasives. Aquest metode esta sent substituit per
metodes basats en PCR. Per exemple, la PCR-RFLP és una tecnica que aplica

exactament el mateix principi que els RFLPs pero sobre fragments amplificats per PCR.

¢ DNA fingerprinting

El DNA fingerprinting és la técnica utilitzada per revelar el patré de minisatel-lits d’'un
individu. Per analitzar els minisatel-lits cal purificar grans quantitats de DNA, tallar-lo amb
enzims de restriccio que alliberin el fragment minisatel-lit i separar els fragments per la
seva mida en un gel. Com amb els RFLPs, els fragments es desnaturalitzen per separar
les dues cadenes de DNA i es transfereixen a una membrana que es posa en una solucio
amb sondes (cadenes simples de la unitat de repeticio) marcades radioactivament.
Després d’hibridar, rentar i assecar la membrana, es fa I'autoradiografia, que revela un
patré de bandes de tipus codi de barres, 'anomenat DNA fingerprint o0 empremta genetica.
El nUmero de repeticions és tan variable que en general tots els membres d’'una poblacio

tindran un patr6 de bandes propi i diferent al dels altres (excepte bessons univitel-lins). Els
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avantatges dels minisatel-lits son I'elevada variabilitat, que avalua la variacio al llarg de
molts loci escampats per tot el genoma i que no requereix un coneixement previ sobre la
sequéncia de DNA de l'espécie que es vol tipar. Pero els loci no es poden identificar
perqué provenen de diferents regions del genoma i no és possible aplicar la técnica en
mostres obtingudes de manera no invasiva perqué es requereix una gran quantitat de
DNA. Per aix0 actualment la tecnica del DNA fingerprinting també s’ha substituit per
meétodes que es basen en la PCR, com els AFLPs o els RAPDs, i, doncs, que permeten
I'obtencié d’'una empremta genetica a partir de menys DNA inicial.

e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

La técnica dels RAPDs es basa en I'is d’encebadors inespecifics, de 10 a 20 bases, per
amplificar per PCR fragments nuclears de DNA. Cada encebador pot generar diferents
fragments, normalment de 100 a 200 bases de llarg, que se separen en gels d’agarosa o
de sequenciacio i revelen un patré de presencia-abséncia segons la variacié que hi hagi
en els llocs d’hibridacié de I'encebador. El metode dels RAPDs permet avaluar molts loci
sense la necessitat de coneixer la sequencia per dissenyar encebadors especifics i
permet I'lUs de mostres no invasives. Pero el model presencia/absencia és d’heréncia
dominant (presencia dominant, abséncia recessiu) de manera que no obtenim tots els
genotips existents. A més, la principal critica a aquesta técnica és que té una molt baixa
reproductibilitat.

e AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms)

Els AFLPs sén un metode proper als RAPDs. EI DNA genomic es talla amb un enzim de
restriccid6 i fragments curts de DNA sintétic (adaptadors) de sequencia coneguda
s’enganxen als extrems tallats. Llavors es realitza una PCR amb encebadors que
complementen les sequencies de I'adaptador i dels llocs especifics de restriccid. S’obté un
patré6 de presencia/absencia com amb els RAPDs, perd s’aconsegueix una millor
reproductibilitat.

e SSCP (Single Strand Conformational Polymorphisms)

La diversitat genetica entre productes de PCR de diferents individus es pot detectar també
gracies als SSCPs. En aquest métode, les dues cadenes de DNA dels productes de PCR
se separen a altes temperatures, es refreden immediatament i els productes de cadena
simple es corren en un gel d’acrilamida a baixes temperatures. En aquestes condicions
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les cadenes simples de DNA es pleguen sobre elles mateixes segons la seva sequéncia i
aquestes molécules corren en el gel segons la mida i la conformacié, de manera que es

pot detectar variacio en les cadenes de DNA.

e Genotipatge de microsatel-lits

La diversitat dels microsatél-lits és detectada mitjancant les diferéncies en la mida de
fragments de DNA amplificats, generalment fragments de 75 a 300 parells de bases. Es
tracta de dissenyar encebadors a les regions conservades que flanquegen el
microsatel-lit, amplificar i separar segons la mida els fragments de DNA que en resulten
en un gel d’'agarosa o d’acrilamida. Es considera que la mida dels fragments és indicativa
del nimero de repeticions del microsatél-lit. Els fragments separats es poden detectar de
diferents maneres: tenyint el gel amb bromur detidi, autoradiografiant el gel si els
encebadors estaven marcats radioactivament o utilitzant un aparell autosequienciador si
usem encebadors marcats amb fluorescencia. Si un individu és heterozigot per un
microsatél-lit detectarem dues bandes de mida diferent, mentre que si és homozigot,

nomeés tindra una banda per aquell microsateél-lit.
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Figura 8. Resultat de I'analisi d’'un marcador microsatel-lit tetranucleotidic en tres mostres
diferents, A, B i C. La mostra A és d’'un individu homozigot per aquest marcador, mentre
que els individus B i C sén heterozigots, presenten un al-lel igual al de I'individu A pero
difereixen en l'altre al-lel. (A. Ferrando)

e Sequenciacio de DNA

La manera més directa de detectar variacié genetica és determinar la seqiiencia de bases
del DNA. S'acostuma a fer utilitzant seqiienciadors automatics. En un inici es tractava d’un

meétode molt car i lent, pero les millores tecniques han permés disminuir considerablement
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el cost economic i el temps i actualment es continua investigant per aconseguir millorar els
diferents meétodes. Recentment ha comencat a sorgir una nova tecnologia de
sequenciacid, el piroseqienciat, que promet abaratir i accelerar encara més aquest

procés en un futur (veure apartat 4 del Resum global).

¢ Genotipatge d’SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

Els SNPs, canvis introduits per les mutacions puntuals en la sequencia de DNA, poden
ser tipats a partir de molts métodes diferents i se’'n pot fer un genotipatge massiu aplicant

tecnologia d’alt rendiment (veure apartat 2.5).

Comparacio de les diferents técniqgues

El métode de DNA fingerprinting s’ha usat molt extensament en estudis forenses humans,
tant en criminologia per identificar els autors de crims com en proves de paternitat, gracies
al patr6 exclusiu que presenta cada individu. Els RAPDs i els AFLPs han estat més
utilitzats en estudis de plantes que en estudis d’animals. Aquestes tres técniques, pero,
presenten dominancia, de manera que és dificil comparar els resultats entre especies i en
poblacions amb diversitat genetica baixa sera dificil veure diferencies en el patré de
bandes. En general, doncs, les tecniques multiloci (DNA fingerprints, RAPD i AFLP) no
s'utilitzen gaire actualment perqué son menys informatives tant pel que fa a distingir
heterozigots d’homozigots (perqué sén d’heréncia dominant) com pel que fa a la quantitat

de variabilitat que es pot detectar.

Es preferible, doncs, aplicar les técniques que permeten observar una heréncia
codominant perque permeten distingir tots els al-lels en els individus heterozigots. La tria
de la metodologia de genotipatge dependra de diversos factors. En primer lloc, depén del
marcador que es vol aplicar i, després, dels recursos de que es disposa i de la questio a
resoldre. Les caracteristiques de les diferents técniques de genotipatge de marcadors es
troben resumides a la taula 2. Actualment el que més s'utilitza és el genotipatge de
microsatel-lits i el genotipatge d’SNPs (els avantatges i inconvenients d’aquests dos tipus

de marcadors es troben discutits a I'apartat 3 de del Resum global).
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Taula 2. Caracteristiques dels diferents métodes moleculars per avaluar la diversitat genetica
(adaptada de Hartl D.L., 1997).

Mostreig Temos de Tious Analisi
Meétodes Font no Cost P , p\ . d'alt
: . desenvolupament d’heréencia :
invasiu rendiment
Electroforesi San]%téc;nyo, No Baix Cap Codominant No
Ge.notlpat\ge'de DNA Si Moderat Elevat Codominant Si
microsatel-lits
DNA fingerprints DNA Si Moderat Limitat Dominant No
. Baix- - .
RAPD DNA Si Limitat Dominant No
moderat
AFLP DNA Si Moderat-alt Limitat Dominant No
RFLP DNA Si Moderat Limitat Codominant No
SSCP DNA Si Moderat Moderat Codominant No
Seqlienciacio DNA Si Alt Cap Codominant No
Ger]otlpatge DNA Si Moderat-alt Considerable Codominant Si
d’SNPs
2.5.SNPs

Un polimorfisme d’'una sola base, o SNP, es produeix quan una posicié en el DNA d'una
especie té dues bases alternatives amb una frequencia apreciable a la poblacié (de més
de I'1% la més baixa). Els polimorfismes d'un sol nucleotid sén els més abundants del
genoma: els SNPs en els humans formen fins al 90% de les variacions genomiques i es
troben cada 100 o 300 parells de bases al llarg de tot el genoma. En poblacions naturals
d’animals s’ha estimat que hi ha un SNP cada 500 parells de bases (Brumfield et al.,
2003; Morin et al., 1994). Com que la taxa de mutacié per a una determinada posicio és
baixa (uns 10° canvis per nucledtid per any) (Graur, 1999), els SNPs solen tenir
Gnicament dues variants, de manera que sén marcadors bial-lelics. Les mutacions
puntuals poden ser transicions o transversions. Les transicions sén la substitucié d’'una
purina per una altra purina (G <> A) o d’'una pirimidina per una altra pirimidina (C <>
T), mentre que les transversions son la substitucié d’una purina per una pirimidina (A o G
per C o T) o d'una pirimidina per una purina (C o T per A o G). Tot i que hi ha el doble de
transversions que de transicions possibles, els SNPs tendeixen a ser transicions com a
consequencia de la natura del procés mutacional (les transicions s6n molt més comuns) i
del fet que les transversions en regions codificadores tenen una probabilitat més elevada

de produir substitucions aminoacidiques que les transicions.
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Figura 9. Cromatogrames de tres individus de la sequéncia d’un locus amb polimorfisme G/T a la
posicié 259 en qué es veu que l'individu 1 és homozigot pel nucleotid G, I'individu 2 és heterozigot
i I'individu 3 és homozigot pel nucleotid T.

Els SNPs tenen un gran potencial per descriure la variacidé genética en les poblacions
naturals. De moment, han estat molt utilitzats per analitzar les diferencies dins i entre
poblacions humanes, especialment en I'estudi de gens relacionats amb malalties (p.e.
Wang et al., 1998) i en estudis d’evolucié (p.e. Stephens et al., 2001), gracies als
avantatges que aporten, com I'amplia distribucié per tot el genoma, I'elevada freqiiencia i,
sobretot, que permeten fer genotipatges a gran escala. L'Us dels SNPs com a marcadors

requereix dos passos principals: el descobriment dels loci i el genotipatge.

2.5.1. Descobriment d’SNPs

El descobriment dels SNPs és el procés d'identificar nous llocs polimorfics en el genoma
de I'especie o poblacié d’'interes. En humans aquesta cerca molt sovint s’ha fet in silico, a
partir de la informacio genética de molts individus emmagatzemada a les bases de dades
publigues. Aquesta estrategia, perd, no sempre €s possible en altres espécies perqué no
es disposa de la informacio necessaria i cal, doncs, identificar els SNPs a partir
d’escanejos fets al laboratori. A més, els SNPs no es conserven d’'una especie a una altra,

encara gue sigui propera, de manera que els SNPs descoberts en una especie no donen
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informacio de cap altra. No obstant, la informacio de sequencia disponible per a diferents
espécies model si que pot ser util per al descobriment de nous SNPs en espécies no
model perqué permet aplicar diferents estrategies eficients. Per exemple, es poden
dissenyar encebadors en regions homologues conservades, anomenades CATS (metode
desenvolupat per Lyons et al. (1997); aplicat a SNPs per Aitken et al. (2004)), o be
amplificar microsatél-lits ja caracteritzats per analitzar-ne les regions flanquejants. Quan
no existeix informacié de sequéncies util per aplicar aquestes estrategies, I'alternativa és
sequenciar a l'atzar clons d’una llibreria genomica de DNA de I'especie d'interés i, a partir
de les sequencies obtingudes, dissenyar encebadors especifics (Primmer et al., 2002). En
gualsevol cas, una vegada aconseguits els encebadors adequats, és necessari
sequenciar diferents individus o conjunts de DNA per trobar els polimorfismes. Aix0
suposa uns costos de sequenciacié molt grans i per aixo s’han aplicat metodes alternatius
per minimitzar I'esfor¢ de seqienciacio, per exemple detectant en primer lloc els
fragments que poden contenir polimorfismes. Aquest escaneig inicial es pot realitzar
emprant diferents métodes, com els AFLPs (Bensch et al., 2002; Nicod, Largiader, 2003)
o la DHPLC (Stone et al., 2002; Underhill et al., 1997).

DHPLC

Oefner & Underhill (1995) van desenvolupar la metodologia anomenada Denaturing High-
Performance Liquid Chromatography (DHPLC) i van demostrar que és una técnica eficient
per comparar d’'una manera automatitzada sequéncies amplificades (Cotton, 1997; Ophoff
et al., 1996; Underhill et al., 1996). La DHPLC es basa en la deteccio d’heteroduplex i
s'utilitza tant per identificar nous polimorfismes com per fer el genotipatge de les mostres.
Aquesta tecnica Unicament requereix disposar d’'una sequéncia de DNA adequada per
dissenyar-hi encebadors, de manera que qualsevol segment de DNA d'uns quants
centenars de bases de llarg pot ser amplificat per PCR i testat per detectar variacio amb la
DHPLC. Un cop s'obtenen els productes de PCR, s’ha de realitzar un procés de
desnaturalitzacid i rehibridacié per permetre la formacié d’heteroduplex. Si s’analitzen
sequencies haploides, com en el cas del cromosoma Y, és necessari fer una barreja de
productes de PCR abans de la desnaturalitzaci6. Segons si es formen nomeés
homoduplexs —no hi ha polimorfisme— o apareixen heteroduplexs —existeix polimorfisme—

el patro observat sera diferent i molt facilment discernible (figura 10).
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Figura 10. Esquema del resultat d'una analisi de DHPLC d’'una mostra polimorfica en qué veiem
guatre pics diferents corresponents als dos heteroduplexs i als dos homoduplexs possibles.
(Adaptat de Xiao, Oefner, 2001)

Aquest métode és especialment adequat quan s’estudien amb seqiencies poc variables i,
doncs, quan el patré que es detecta més frequentment és 'homoduplex, com és el cas del
cromosoma Y. En aquests casos no €s necessari sequenciar tots aquells fragments que
hagin resultat monomorfics en tots els individus comparats i nomeés les mostres que hagin
donat un patré dheteroduplex seran sequUenciades per tal de caracteritzar el
polimorfisme. La DHPLC, doncs, ofereix una opcid eficient per revelar nous marcadors
bial-lelics en qualsevol genoma. D’altra banda, a més de participar en el seu
descobriment, aquesta técnica també permet determinar els perfils al-lelics dels
marcadors quan s’usa per realitzar assajos de genotipatge, tot i que per genotipar s’ha
d’emprar amb més precaucié per la possible incapacitacié a I'hora de detectar una petita
fracci6 dels loci polimorfics.
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2.5.2. Genotipatge d’SNPs

Una vegada identificat el nUmero necessari d’'SNPs per realitzar I'estudi d’'interés, cal triar
el metode de genotipatge adequat. Aquesta tria depén de molts factors (objectiu de
I'estudi, recursos del laboratori, pressupost, etc.) i existeixen molts metodes possibles
(Vignal et al., 2002). Els metodes de PCR-RFLP i SSCP s’han utilitzat molt perquée
Unicament requereixen I'equipament basic d'un laboratori de biologia molecular, perd no
permeten fer genotipatge a gran escala i no sén prou sensibles. Recentment s’ha
desenvolupat un nou metode, I'extensié d’encebador, que pot aplicar-se tant per extensio
de base simple (SBE) com per extensio d’encebador especifica d’al-lel (ASPE). Tant 'SBE
com I'ASPE poden realitzar-se amb I'equipament estandard d’un laboratori, pero, alhora,
es poden fer més eficients gracies a tecnologia especialitzada, com els microarrays de
DNA (p.e. Syvanen, 2001) o les analisis de citometria de flux (p.e. Taylor et al., 2001) i aixi
€s possible aconseguir generar centenars o milers de genotips simultaniament. En I'SBE
es dissenyen encebadors situats just a la posicid6 3' de I'SNP i es fa I'extensi6 amb
dideoxinucleotids, mentre que a 'ASPE es dissenyen dos encebadors, cadascun acabat
en un dels dos nucleotids possibles de I'SNP, i es fa I'extensi6 amb dideoxinucleotids i
una polimerasa d’alta fidelitat que amplifiqui només a partir de I'encebador que hibrida
perfectament. A partir d’aqui, es poden aplicar diferents métodes de detecci6: electroforesi
en gel (p.e. Makridakis, Reichardt, 2001), microarrays (p.e. Syvanen, 2001) o polaritzacio
fluorescent (p.e. Hsu et al., 2001), per exemple. La deteccié per electroforesi en gel ja ha
estat comercialitzada per Applied Biosystems amb el kit SNaPshot, que utilitza

I'equipament d’electroforesi fluorescent multicolor per detectar els ddNTPs incorporats.

Microarray de miniseqiiéncia

Una metodologia prometedora que fa avancar cap als genotipatges a gran escala d’'SNPs
és I'is de xarxes d’oligonucledtids immobilitzats sobre microarrays. L'Us del format
microarray permet reduir els costos de genotipar perqué s’analitzen simultaniament molts
SNPs en cada mostra, moltes mostres alhora i permet utilitzar volums de reaccié petits.
Actualment, per genotipar SNPs s'utilitzen majoritariament tres principis de reaccid
diferents: hibridaci6 amb sondes d’oligonucleotids especifics d’al-lel (ASO) (Hacia et al.,
1998), lligacié nucleotidica (Gerry et al., 1999) i extensié d’encebador assistida per una
DNA polimerasa (Pastinen et al., 1997). Aquests tres tipus de reaccié s’han utilitzat en un
format de microarray, pero les hibridacions ASO fetes simultaniament no permeten la

discriminacio dels genotips d’'SNPs en genomes grans diploides (Wang et al., 1998), de
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manera que per genotipar SNPs de forma multiplex es prefereixen els metodes assistits
per enzims (Raitio et al., 2001).
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Figura 11. A) Principi del sistema del Tag-array de minisequiéncia. B) Exemple de I'escaneig d'un
genotipatge (Adaptat de Ronn et al., 2006).

En l'extensido d’encebador assistida per una DNA polimerasa, es fa una reaccié de
minisequiéncia, és a dir, la polimerasa estén els encebadors que hibriden adjacents a les

posicions polimorfiques amb la incorporacié de dideoxinucleotids marcats complementaris
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als al-lels. En el format microarray els encebadors estan units covalentment al microarray i
les reaccions es produeixen sobre aquesta plataforma. D’altra banda, existeix un sistema
de minisequiéncia alternatiu, el Tag-array, en el qual s'immobilitzen sobre el microarray
oligonucleotids geneérics (“cTags”), en lloc dels encebadors de deteccid. Aquest sistema
implica realitzar primer reaccions de minisequencia cicliques en soluci6 amb ddNTPs
marcats amb fluorescéncia i utilitzant els encebadors de deteccié als quals s’han afegit
sequéncies 5'-tag. Cada posicid polimorfica té el seu propi “tag” especific que és
complementari a un dels “cTags” units al micorarray i aixi, quan els productes de les
reaccions de minisequéncia s’apliquen sobre el microarray, cada “tag” hibridara amb el
seu corresponent “cTag”. La fluorescéencia dels encebadors capturats es mesura en un
escaner. A partir del coneixement de la posicio dels diferents “c-Tags” es poden deduir els
genotips dels SNPs (Lindroos et al., 2002). Els ddNTPs poden estar marcats amb el
mateix fluorocrom, pero aixo implica haver de realitzar reaccions separades; per aixo €s
més economic i eficient utilitzar ddNTPs marcats amb quatre fluorocroms diferents, que

poden ser analitzats a la mateixa reaccio.
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3. Duplicaci6 i evolucio6 dels genomes

3.1.Evolucid: conceptes i mecanismes

L’evoluci6 es pot definir com el canvi en el patrimoni genic d’'una poblacié (o especie) en
el temps. Aixi, son les poblacions o les espécies les que evolucionen, no els organismes
individualment, ja que un organisme té el mateix patrimoni de gens al llarg de tota
I'existencia. Cal no confondre evolucié amb progrés: les poblacions s’adapten a I'ambient
gue hi ha en un lloc i temps determinats, i el que en un moment pot ser beneficios pot
deixar de ser-ho en el moment seglient. Per poder actuar, I'evolucié requereix la
presencia de variacié genetica inicial, és a dir, €s necessari que existeixin mecanismes
gue incrementin 0 generin variacidé genética i mecanismes que la facin disminuir. Les
mutacions sén la font principal de nova variacié genética i la recombinacié també
afavoreix la creacid de variacid. La seleccié natural, en canvi, actua sobre aquesta
diversitat ja existent. Altres mecanismes que també operen sobre la variacid genética son

la deriva genetica i el flux genic.

La mutacio es produeix quan la maquinaria cel-lular que copia el DNA comet errors que
alteren la sequiéncia genética i que no son eliminats pels sistemes de reparacio. Hi ha
molts tipus diferents de mutacié: mutacions puntuals, en que un nucleotid és substituit per
un altre (veure apartat 2.4.3); canvis en la llargada, per insercié o delecio de nucleotids
(veure apartat 2.4.3); i inversions o duplicacions de gens o regions genomiques (veure
apartat segtient). La majoria de mutacions sén neutres pel que fa a I'eficacia biologica ja
gue nomeés una petita part dels genomes eucariotes contenen segments codificadors i, tot
I que algunes regions no codificadores son importants en regulacié genica o altres
funcions cel-lulars, el més probable és que la majoria de canvis de base no tinguin cap
efecte. D’altra banda, la majoria de mutacions que si que comporten un canvi en I'eficacia
biologica solen ser deletéries, ja que les substitucions aminoacidiques poden fer variar
I'estructura proteica i aixo0 pot comportar que la proteina canvii o perdi la seva funcio. Per
tant, només un percentatge molt petit de les mutacions sén beneficioses. Per tal que es
produeixi la substitucié d’'un al-lel per un altre en una poblacié cal que es doni un procés
de dos passos: primer una mutacié apareix en un individu, i es crea un nou al-lel, i
després cal que la frequiencia d’aquest al-lel augmenti fins arribar a la fixacié a la poblacio.
La majoria de mutants, pero, es perden, fins i tot els beneficiosos, ja que comencen a

freqliéncies molt baixes (apareixen en un individu dins de tota una poblacio).
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La recombinacié és el procés d’intercanvi genetic que es produeix entre seqiencies
homologues de DNA, amb total reciprocitat, sense que cap cromosoma guanyi o perdi
material genétic. Un dels tipus més importants de recombinacié és lintercanvi de
segments entre cromosomes homolegs quan es troben aparellats durant el procés de
meiosi. Aquest mecanisme causa redistribucié massiva de gens materns i paterns, de
manera que es creen noves combinacions al-1éliques sobre les que I'evolucio pot actuar a

la descendéncia.

La seleccié natural, Unic mecanisme d'evolucié adaptativa, consisteix en un exit
reproductiu diferenciat de variants genétiques preexistents en el patrimoni genic. Segons
com actui, la seleccié natural pot fer incrementar o disminuir la variacié genetica. El més
comu és que la seleccid elimini variants deleteries o parcialment deletéries (seleccio
negativa o purificadora), tot i que també pot succeir que una variant sigui beneficiosa i la
seleccid l'arrossegui fins a fixar-la (seleccié positiva o direccional). En qualsevol d’aquests
dos casos, el que es dbna és una disminucié de la variacid genética. No obstant,
existeixen altres models de seleccidé que poden contribuir al manteniment de la variacio
genéetica, com la seleccié balancejadora, en que els individus heterozigots tenen
avantatge sobre qualsevol dels dos homozigots. La seleccio natural, doncs, actua sobre
els canvis que apareixen a l'atzar i afavoreix els canvis beneficiosos, pero no els indueix.
Quan la selecci6 es produeix sobre factors que contribueixen a I'exit reproductiu d’un
organisme, es parla de seleccié sexual, que pot ser molt important en aquelles espécies
gue presenten una elevada competéncia entre mascles (veure apartat 5 del Resum

global).

La deriva genetica és el canvi en les frequencies al-leliques que es dona a l'atzar. En fer
un mostreig dins una poblacié, la frequiéncia estimada dels al-lels pot diferir lleugerament
de la freqiiencia real simplement per atzar i fa augmentar o disminuir la freqtiéncia d’'un
al-lel concret. En poblacions petites la variancia de les frequencies al-leliques al llarg de
les generacions €s més gran que en poblacions grans. Canvis bruscos en la grandaria
d’'una poblacié poden fer canviar de forma molt important les freqiencies al-leliques, de
manera que els al-lels que sobreviuen no son representatius del patrimoni génic. Aquest
procés s’anomena coll d’ampolla o també efecte fundador, ja que é€s el mateix procés que
es déna quan una petita poblacié envaeix un nou territori. De manera que la deriva
genetica fa disminuir la variacié geneética. D’altra banda, existeix el flux génic, que és el
fenomen que es produeix quan individus d’'una poblaci6 arriben a una altra per migracié i

s’aparellen amb individus d’aquesta poblacidé, de manera que poden fer canviar el
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patrimoni genic local amb la incorporacié de nous al-lels o0 amb canvis en les frequencies

al-leliques.

Els diferents processos evolutius, que permeten que els organismes es vagin adaptant als
diversos canvis ambientals, també sén el motor de I'aparicid i desaparicio de les especies.
El procés despeciacié és el conjunt de mecanismes evolutius que condueixen a la
formaciéo de noves especies. L’especiacié pot ser al-lopatrica o simpatrica, segons la
distribucié geografica de les poblacions que intervenen en el procés. El més comu és
I'especiacio al-lopatrica, en qué una poblacié queda dividida en dues (o més) subdivisions
aillades geograficament, de manera que els individus no poden superar la barrera i els
seus patrimonis genics comencaran a evolucionar independentment, fins al punt que ja no
podrien encreuar-se. L'especiacié simpatrica es produeix quan dues subpoblacions
esdevenen aillades reproductivament sense haver estat primer aillades geograficament,

pero es tracta d’un procés menys comd.

3.2.Evolucio per duplicacié

La importancia de la duplicacié genica com a mecanisme que aporta el material genétic
basic per a I'evolucio biologica ha estat reconeguda des de la década de 1930. L’'any
1932, Haldane va suggerir que els esdeveniments de duplicacié podrien ser favorables
perqué produeixen gens que es poden alterar sense comportar cap desavantatge per a
I'organisme, de manera que els organismes amb multiples copies de gens serien menys
propensos a patir mutacions perjudicials (Haldane, 1932). El 1936, Bridges va descriure
una de les primeres observacions de duplicacié genica lligades a variacié morfologica i va
proposar que la duplicacié pot conduir a especiacio (Bridges, 1936). EI 1938, Serebrovsky
va proposar que la seleccié purificadora podria estar relaxada en aquells gens que es
troben duplicats i també va parlar de la possibilitat que les dues copies del gen estiguessin
modificades (Serebrovsky, 1938). A partir d’aqui, el possible rol de la duplicacio genica en
evolucio es va continuar suggerint i es van anar proposant diversos escenaris possibles.
El 1970 Ohno va afirmar que la duplicacié génica era el factor més important de I'evolucio
sense el qual la creaci6 dels metazous, vertebrats i mamifers no hauria estat possible, ja
gue salts tan grans en evolucié requerien la creacié de nous loci genics sense funcions
previes (Ohno, 1970).

No va ser fins a la década del 1990, quan es van determinar i analitzar moltes sequencies,
gue la prevalenca i la importancia de les duplicacions géniques va quedar clarament
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demostrada. Les dades genomiques que s’han anat obtenint recentment aporten
evidencies solides de I'abundancia de gens duplicats en tots els organismes analitzats i
indiquen que, en els tres dominis de la vida, una gran proporcié dels gens van ser
generats per duplicacié génica. Lynch (2003) van estimar que les duplicacions géniques
es generen (i es fixen) a una taxa aproximada de 102 a 10 per gen per milié d’anys en
eucariotes com I'home, el ratoli, la drosofila, I'arabidopsis o el llevat. Aixo vol dir que en
una escala temporal de 100 milions d’anys s’espera que tots els gens d’'un genoma
s’hagin duplicat almenys una vegada. Aquesta taxa és més elevada que la taxa de
substitucié per posicié nucleotidica, que és de 10* a 10® per gen per milié d’anys en
genomes nuclears de vertebrats (Li, 1997). Els gens duplicats formen families geniques
de gens paralegs i, si deixen de ser funcionals, es converteixen en pseudogens. En un
inici, es pensava que les families multigéniques evolucionaven seguint el model d’evolucio
concertada, és a dir, tots els membres de la familia evolucionaven com una Unica unitat,
gracies a entrecreuaments desiguals (Smith, 1976) o per I'accié de la conversié genica
(Jeffreys, 1979), com és el cas de la familia dels gens d’RNA ribosomal (revisat a Nei,
Rooney, 2005). Tanmateix, les recents evidencies genomiques indiquen que la majoria de
families evolucionen per un procés de naixement i mort dels gens duplicats (Nei, Rooney,
2005). Aquest model assumeix que es creen nous gens per duplicacié génica i que alguns
dels gens duplicats es mantenen al genoma durant molt de temps gracies a I'adquisicio de
noves funcions, mentre que altres gens son suprimits o esdevenen no funcionals per
I'acumulacié de mutacions deleteries. S’han observat diferencies en la grandaria de les
families géniques, de manera que sembla que les proteines ribosomals i els factors de
transcripcio formen families més petites que altres proteines, com les que controlen el

cicle cel-lular i el metabolisme (Conant, Wagner, 2002).

Generaci6 de gens duplicats

La duplicacié génica pot sorgir d’entrecreuament desigual, retroposicid o duplicacio

cromosomica (0 genomica), que donen resultats molt diferents.

1) Els entrecreuaments desiguals acostumen a generar duplicacions geniques en
tandem, de manera que els gens duplicats queden un al costat de l'altre dins el
cromosoma. Segons on es doni I'entrecreuament, la regié duplicada pot contenir

part d’un gen, un gen sencer o diversos gens (figura 12).
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Figura 12. Esquema de I'entrecreuament desigual (adaptat de Zhang, 2003). Els rectangles
blancs i grisos representen els exons i els quadrats negres, els introns.

2) En la retroposicié, un RNA missatger es retrotranscriu a DNA complementari
(cDNA) que s’insereix en el genoma. Aquest procés déna determinades
caracteristiques al nou gen: perdua dels introns i de les regions reguladores,
preséncia de [I'extensié poli-A i preséncia de repeticions directes -curtes
flanquejants, tot i que poden haver-hi desviacions d’aquest patré general (Long,
2001). El gen duplicat generat per retroposicié no sol estar lligat al gen original sind
gue la insercio del cDNA es dona a l'atzar dins del genoma. Com que el cDNA
inserit no presenta la regié promotora ni les sequéncies reguladores originals, la
majoria de vegades no pot ser transcrit i rapidament es converteix en un
pseudogén, a menys que per atzar la insercido s’hagi produit a continuacié d’un

promotor (Long, 2001) (figura 13).

3) Finalment, la duplicacié cromosomica o genomica es produeix segurament per una
manca de disjuncié entre cromatides germanes després de la replicacié. Aquest
mecanisme és freqient en plantes pero molt poc freqient en animals (Li, 1997).
Recentment, pero, les analisis del genoma huma han revelat un altre tipus de
duplicacié a gran escala, la duplicaci6 segmentaria, que sovint implica de 1.000 a
meés de 200.000 nucleotids (Samonte, Eichler, 2002). Encara no se sap quin
mecanisme genera les duplicacions segmentaries, tot i que el fet que no estiguin en

tandem sembla excloure I'entrecreuament desigual com a responsable.
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Figura 13. Esquema del procés de retroposicié (adaptat de Zhang, 2003). Els rectangles
blancs i grisos representen els exons i els quadrats negres, els introns.

3.3.Desti dels gens duplicats

Les duplicacions es donen en un individu i poden ser fixades o perdudes a la poblacio
d’'una manera semblant a les mutacions puntuals. Si la presencia de la duplicacié és
selectivament neutra, la probabilitat de fixacidé a la poblacid és molt baixa (1/2N en
poblacions diploides, on N és la grandaria poblacional), de manera que la majoria de gens
duplicats es perdran. D’altra banda el desti evolutiu d’'una duplicacio a llarg terme sera
determinat per les funcions dels gens duplicats. Es pot distingir entre quatre processos

evolutius que determinen el desti dels gens duplicats:

e Pseudogenitzacio

La duplicacié géenica genera redundancia funcional, de manera que mutacions que afectin
I'estructura i la funcié d’'una de les dues copies no seran deleteries perqué encara queda
I'altre gen funcional i, per tant, la seleccié no les eliminara. L'acumulacié de mutacions
portara una de les copies del gen a patir un procés de pseudogenitzacié fins a convertir-se
en un pseudogen, que no s’expressa o bé que déna productes no funcionals. A la llarga,
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els pseudogens son eliminats del genoma o bé esdevenen tan diferents als gens
ancestrals que ja no so6n identificables, de manera que només els pseudogens
relativament joves es poden reconeixer per similitud de seqgliieéncia. Quan el gen duplicat
no esta sota cap tipus de seleccio, la pseudogenitzacié té lloc durant els primers milions
d’anys després de la duplicaci6 i la vida mitja és d’'uns 5 milions d’anys (Lynch, 2003). Tot
i aixi, alguns gens duplicats s’han mantingut en el genoma durant molt de temps per
alguna funcié especifica i només recentment s’han convertit en pseudogens per una
relaxacio de les constriccions funcionals. Un bon exemple és la familia de gens del
receptor olfactiu, que tant en humans com en ratoli esta formada per uns 1.000 membres,
pero, mentre el percentatge de pseudogens en ratolins és només d'un 20%, en humans
és del 60%, de manera que la majoria de pseudogens s’han originat a partir de la
divergéncia dels primats, probablement perque el desenvolupament d’'una bona visié ha
fet disminuir les constriccions funcionals sobre els gens relacionats amb ['olfacte
(Rouquier et al., 2000).

e Conservacio de la funci6

En alguns casos es mantenen les dues copies d'un gen duplicat simplement perquée
'augment de quantitat de proteina o de productes d’'RNA gue proporcionen suposa un
avantatge. Aix0 es pot aplicar principalment a gens que s’expressen de manera activa
perque els seus productes tenen una gran demanda, com els rRNAs i les histones.
Existeixen dos mecanismes possibles que expliquen que dos gens paralegs puguin
mantenir-se amb la mateixa funcié. Per una banda, una conversio genica frequent pot fer
gue dos gens paralegs mantinguin les sequéncies i les funcions sempre molt semblants.
Aquest procés evolutiu es pot anomenar evolucié concertada (Li, 1997). Per una altra
banda, una seleccio purificadora molt forta contra les mutacions que modifiquen la funcio
també pot evitar que els gens duplicats divergeixin. Alguns estudis suggereixen que
I'accié de la seleccidé purificadora és molt més comu que la conversié genica (Nei et al.,
2000; Piontkivska et al., 2002) i que les condicions perqué la conversié génica sigui

afavorida selectivament s6n molt restrictives (Hurst, Smith, 1998).

e Subfuncionalitzaci6

En general, si la presencia d'una quantitat extra de producte génic no és avantatjosa, la
redundancia genica no té sentit selectiu i no €s probable que dos gens amb idéntica funcio

es mantinguin en el genoma de manera estable (Nowak et al., 1997). S’ha vist, pero, que
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tots dos gens poden ser mantinguts si difereixen en algun aspecte de la seva funcio, cosa
gue és possible a través d’'un procés de subfuncionalitzacié, en qué cadascun dels gens
duplicats adopta una part diferent de les funcions de I'Unic gen ancestral i, per tant, és
necessaria I'acci6 combinada de les dues copies per acomplir I'operativitat original. Force
et al. (1999) van explicar la subfuncionalitzacio a través del model de duplicacio-
degeneracio-complementacio (DDC), en que canvis deleteris complementaris en els gens

duplicats comporten que junts puguin mantenir les funcions originals.

La subfuncionalitzaci6 pot tenir lloc de diferents maneres. Una forma de
subfuncionalitzacié6 molt important és la diferenciacié en el patré6 d’expressié genica
després de la duplicacid, que s’ha pogut demostrar en diferents estudis. Per exemple, els
gens engrailed-1 i engrailed-1b en el peix zebra provenen d’una duplicacio que tingué lloc
al llinatge dels peixos amb aleta de rajada (Actinopterygii) i cadascun s’expressa en un
teixit diferent, mentre que en altres espéecies, com el ratoli, existeix un sol gen d’expressio
ubiqua (Force et al., 1999). La variacié en I'expressidé génica després de la duplicacio
sembla que és la norma general, més que una excepcid, i acostuma a donar-se
immediatament després de la duplicacio (Gu et al., 2002). Aquests canvis poden afectar
tant a I'especificitat de teixit com al moment del desenvolupament en quée es dona

I'expressio.

D’altra banda, la subfuncionalitzaciéo també pot produir-se a nivell de la funcid proteica i
conduir a una especialitzacio funcional quan una de les copies del gen s’especialitza en
una de les funcions originals del gen ancestral (Hughes, 1999). Un bon exemple és el de
les RNases digestives del rinopitec d'Indoxina (Pygathrix nemaeus). En aquesta espécie
s’ha detectat la preséncia d'un gen que codifica per un enzim digestiu especialitzat,
RNaselB, que prové de la duplicacié d’'un gen bifuncional, RNasel (Zhang et al., 2002).
En general, perd, no esta clar quin percentatge de gens duplicats evolucionen per
subfuncionalitzacio. Fins i tot hi ha autors que defensen que la subfuncionalitzacié és un
estat transitori entre el procés de duplicacioé i la neofuncionalitzacio i no el desti final dels

gens duplicats (Rastogi, Liberles, 2005).
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Figura 14. Possibles destins dels gens duplicats (adaptat de Force et al., 1999). A) No
funcionalitzacié (o pseudogenitzacid). B) Neofuncionalitzaci6. C) Subfuncionalitzaci6.

o Neofuncionalitzaci6

Finalment, un dels resultats més importants que pot donar la duplicacié genica és l'origen
d’'una nova funcié: una de les copies del gen muta i adopta una funcié que no estava
present en el gen ancestral, mentre que I'altra copia manté la funcio inicial, de manera que
totes dues copies perduren. EI més probable és que la nova funcié tingui certa relacié
amb la funcié original i no es tracti d’'una funcié completament nova. Aquest és el cas dels
gens per a les opsines sensibles al vermell i al verd dels humans, que després de la
duplicacié van divergir en la longitud d’ona maxima absorbida, de manera que permeten
un rang de visio dels colors més ampli en els humans (Yokoyama, Yokoyama, 1989).

Tanmateix, en alguns casos s’ha pogut descriure el sorgiment d’una funcié completament
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diferent a la del gen ancestral. Un bon exemple és el dels gens EDN i ECP presents als
catarrins i pertanyents a la familia de les RNases A, ja que la proteina ECP ha adquirit
una activitat antibacteriana, totalment independent a l'activitat ribonucleasa (Zhang et al.,
1998). La neofuncionalitzacié de gens duplicats requereix un cert nimero de substitucions
aminoacidiques. Quan el numero de canvis geneétics necessaris €s elevat, encara no s’ha
resolt quina funcié adopta la proteina durant els multiples passos intermedis de canvi

genetic.

3.4.Forces evolutives rere la divergéncia funcional dels gens duplicats

En [l'evolucié dels gens duplicats poden actuar diferents forces evolutives que
determinaran el resultat de la duplicacié. En el cas de la diferenciaci6 en I'expressio
geéenica per subfuncionalitzacié sembla que el més plausible és que s’hagin fixat mutacions
deletéries complementaries a l'atzar sota unes condicions de relaxacio de les
constriccions funcionals que fan que la seleccio purificadora no actui, de manera que la
diferenciacié es déna sense l'accio de la seleccid positiva. Pel que fa a I'especialitzacio
funcional i a la neofuncionalitzacié, s’han descrit dos models diferents per explicar
I'evolucié dels gens duplicats (Zhang, 2003). El primer model es coneix com a l'efecte
Dykhuizen-Hartl i no requereix l'accid de la seleccié positiva, sind que després de la
duplicacié la redundancia génica comporta unes condicions de reducci6 de les
constriccions funcionals i de relaxacié de la seleccio purificadora que afavoreixen la fixacio
de mutacions a I'atzar en una de les copies géniques. Més endavant, aquestes mutacions
fixades induiran un canvi en la funcié genica quan, per exemple es dona una alteracio en

I'ambient o en el fons genetic.

El segon model requereix I'accié de la seleccié positiva. Hi ha dos escenaris possibles: i)
després de la duplicacié algunes substitucions neutres 0 quasi neutres creen una nova
funcid, encara poc activa, en una de les copies geniques i llavors la seleccio positiva
accelera la fixacié de mutacions avantatjoses que potencien la nova funcié genica; o ii) el
gen ancestral ja tenia dualitat funcional i la duplicacié déna I'oportunitat que cadascuna de
les copies adquireixi una de les funcions originals i després noves substitucions

seleccionades positivament poden millorar aquestes funcions.

Després d’'un esdeveniment de duplicacid, sovint s’observa una acceleracio en I'evolucio
proteica, que pot ser explicada per qualsevol dels dos models evolutius. En general, en

estudiar I'accio de les forces evolutives sempre s’assumeix com a hipotesi nul-la I'evolucio
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neutra sota seleccio purificadora relaxada. En el cas que s’observi una taxa de substitucio
no sinonima significativament més elevada que la taxa de substitucioé sinonima, la hipotesi
nul-la és rebutjada i s’accepta I'accié de la seleccid positiva (veure apartat segient). En
cas dacceptar la hipotesi nul-la, perd, sempre s'infereix relaxaci6 de la seleccid
purificadora, tot i que no hi hagi evidéncies. La baixa potencia estadistica dels métodes de
detecci6 de la seleccié provoca que moltes vegades no sigui possible detectar I'accio de
la seleccié positiva i s’accepti incorrectament la relaxacio de la seleccié purificadora. De
fet, s’ha determinat que perque es doni la divergéncia funcional dels gens duplicats sén
necessaries tant la seleccio positiva com la relaxacio de la seleccio purificadora (Zhang et
al., 2002).

3.5.Detecci6 de selecci6 positiva

La deteccio de la seleccié darwiniana positiva a nivell de sequéncia de DNA és una
guestié que ha acaparat molta atencié dins de la biologia evolutiva. Tot i I'esfor¢ invertit, la
seleccid positiva és dificil de detectar perqué sovint actua de manera esporadica sobre
poques posicions aminoacidiques i el senyal pot veure’s emmascarat per la seleccié
negativa. La seleccio pot ser analitzada a través d’estimacions de la proporcié (o) entre la
taxa de substitucié nucleotidica no sindnima (dy) i la taxa de substitucié nucleotidica
sinonima (ds) de sequéncies geniques codificadores homologues (Nei, 2000). Aplicant
aquest test, una o significativament més gran que 1 s’interpreta com una evidencia de
seleccid positiva, una ® menor que 1 suggereix seleccio purificadora i si ® és igual a 1
indica seleccido neutra. Moltes vegades, pero, aquest metode no té prou poténcia
estadistica i la seleccié positiva no es pot posar de manifest o bé apareix el problema

contrari, I'obtencio de falsos positius.

En els Ultims anys s’han anat desenvolupant diferents métodes per testar la seleccio
positiva d’'una manera més especifica. Alguns metodes, els anomenats métodes de
branca, busquen la seleccié en branques individuals, o en un set de branques, d'un arbre
filogenétic (Messler, Stewart, 1997; Yang et al., 1998; Yu, Irwin, 1996; Zhang et al., 1997;
Zhang et al., 1998). D’altra banda, existeixen els metodes de posicid, que testen la
seleccid en posicions individuals dins dels codons (Nielsen, Yang, 1998; Suzuki, Gojobori,
1999; Yang et al., 2000). Recentment, Yang & Nielsen (2002) van introduir el métode de
branca-posicid per testar la seleccid positiva en codons individuals al llarg dels llinatges i
van dissenyar els models A i B. En aquests models, les branques de 'arbre sén dividides

a priori en llinatges foreground i background i es construeix un test de rad de
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versemblanca (LRT) comparant un model que permeti seleccidé positiva als llinatges

foreground amb un model que no permeti aquesta variacid. Simulacions per ordinador,

pero, van mostrar que aquests tests portaven freqientment a descartar la hipotesi nul-la

per error i produien falsos positius (Zhang, 2004). Més recentment, Zhang et al. (2005)

han descrit una modificacido del métode de branca-posicié proposat anteriorment i I'han

utilitzat per construir dos nous LRTs, anomenats test 1 i test 2. Aquests autors han

introduit variacions al model A de Yang & Nielsen (2002), de manera que el nou model A

assumeix quatre classes de posicions possibles:

la classe 0 inclou els codons conservats al llarg de I'arbre, amb una 0 < ®wg < 1
estimada (I'antic model fixava oo = 0, de manera que no permetia l'existéncia de

llocs conservats amb 0 < @g < 1);

la classe 1 inclou els codons que evolucionen de manera neutra al llarg de l'arbre

amb una ©1 = 1;

les classes 2a i 2b inclouen els codons que s6n conservats o neutres a les
branques background perd que estan sota seleccid positiva a les branques

foreground, amb una m, > 1 estimada a partir de les dades.

Aquest model A es pot utilitzar per construir dos LRTs:

Test 1: El model A és la hipotesi alternativa i la hipotesi nul-la és el model Mla
(gairebé neutre) (Yang et al., 2000), que considera dues classes de posicions, amb

0<wmo<1iamb my =0 per a totes les branques.

Test 2: El model A també és la hipotesi alternativa i com a hipotesi nul-la s'utilitza
un model A amb la o, fixada a 1. Aquest model nul permet que les posicions que
evolucionen sota seleccié negativa als llinatges background siguin alliberades de
les constriccions i puguin evolucionar de manera neutra als llinatges foreground. De
manera que aquest és un test directe de seleccio positiva als llinatges foreground.
Simulacions per ordinador suggereixen que el test 2 pot distingir de manera precisa
entre relaxacio de les constriccions funcionals i seleccié positiva, és més astringent,
I sovint t& més potencia que el test 1 per detectar seleccié positiva (Zhang et al.,
2005).

Dins del metode de branca-posicié, quan es rebutja el model nul, el model alternatiu

(model A) permet identificar les posicions que estan sota seleccié positiva al llarg del
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llinatge foreground. ElI métode empiric de Bayes pot ser utilitzat per calcular les
probabilitats posteriors del fet que cadascuna de les posicions pertanyin a la classe de
posicions seleccionades positivament als llinatges foreground. El métode “naive empirical
Bayes” (NEB) (Yang, Nielsen, 2002), que utilitza les estimacions de maxima
versemblanca (MLE) dels parametres pero ignora els errors de mostreig, dona
probabilitats menys ajustades que el métode Bayes empirical Bayes (BEB) (Yang et al.
2005), que si que té en compte de manera adequada les incerteses dins de les MLE i,

doncs, dona estimacions més precises.

PAML

El PAML, Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood (Yang, 1997), és un paquet de
programes que permet dur a terme analisis filogenetiques de sequencies de DNA i de
proteina utilitzant el metode de la maxima versemblanca. Entre els programes que inclou

el PAML es troba el codeml, que permet realitzar, entre altres, les analisis seguents:

- Tests de maxima versemblanca (LRTs) de diferents hipotesis a través de comparar
diferents models que té implementats.

- Reconstruccié per versemblanca (Empirical Bayes) de les sequéncies ancestrals

utilitzant models nucleotidics, aminoacidics o de codons.

- Estimacions de taxes de substitucié sinonimes i no sinonimes i detecci6 de seleccié

positiva en sequieéncies de DNA codificadores.

El gran avantatge del PAML és que ofereix una gran col-leccié de metodes de substitucid
sofisticats que van sent actualitzats a mida que es milloren els models existents o quan en
sorgeixen de nous. Aixi, a partir d'un conjunt de dades de sequencies es poden realitzar
les analisis de maxima versemblanca pels diferents models i aplicar els diferents tests,
d’'una manera rapida i eficient. Gracies a la seva potencia, actualment el PAML és un dels

programes mes utilitzats en els estudis filogenétics i les analisis de seleccié natural.
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4. Cromosoma Y

4.1.Cromosomes sexuals en mamifers: Origen i evolucio

Els cromosomes sexuals dels mamifers provenen d’un parell d'autosomes (Ohno, 1967)
gue fa uns 300 milions d’anys, després de la divergencia dels mamifers, van comencar a
diferenciar-se. Després d’adquirir el gen determinant del sexe, el proto-Y va quedar aillat
geneticament de la resta del genoma per I'eliminacié progressiva de la recombinacié amb
el proto-X. A mida que es produia la supressio de la recombinacio, el proto-Y patia una
degradacio paulatina, que actualment es pot detectar fins i tot a nivell citogenétic (per
exemple, el cromosoma Y huma és tres vegades més petit que el cromosoma X i té una
composicié de la cromatina diferenciada). La pérdua de gens en el proto-Y i el seu
manteniment en el proto-X ha comportat un desequilibri genétic entre mascles i femelles,
de manera que l'evolucié ha desenvolupat mecanismes de compensacié de dosi per
restablir I'equivaléncia en I'expressié genica dels gens del cromosoma X entre els dos
sexes. Per altra banda, la diferenciacio dels cromosomes sexuals també ha estat
promoguda per 'acumulacié de gens antagonics, beneficiosos per a un sexe i perjudicials

per a l'altre. A la figura 15 es mostra un esquema de I'evolucié dels cromosomes sexuals.

Els cromosomes X i Y s6n cromosomes molt atipics i molt diferenciats entre ells. En els
mamifers placentaris, el cromosoma X té el mateix aspecte que els autosomes, €s un
cromosoma de mida mitjana (en els humans és dels més llargs, d’unes 165 Mb) i conté
una proporcié de gens estandard. Sorprenentment, pero, alguns treballs recents (p.e.
Hurst, 2001) indiquen que el contingut genic del cromosoma X no és homogeni sind que hi
ha certes classes de gens sobrerepresentades: gens implicats en caracteristiques sexuals
i de reproduccid, gens relacionats amb desenvolupament cerebral i intel-ligencia i gens
relacionats amb musculatura i esquelet. Per altra banda, el cromosoma Y és un
cromosoma petit, parcialment heterocromatic i amb pocs gens funcionals, que han
evolucionat cap a funcions especialitzades en reproduccié i caracters sexuals masculins.
A més, no recombina gairebé en la seva totalitat. EI cromosoma Y conté dos dominis
diferents. Per una banda, presenta una petita regié pseudoautosomica (PAR, situada a un
o als dos extrems del cromosoma), que si que s’aparella i recombina amb el cromosoma
X durant la meiosi. En els humans, per exemple, la regié PAR se situa als dos extrems del
cromosoma Y i equival només a un 5% del total del cromosoma. Per altra banda, existeix
una gran regié no-recombinant (NRY), que no recombina amb I'X i que segueix una

heréncia patrilineal. Actualment, pero, es tendeix a anomenar aquesta part del
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cromosoma Y “regio especifica masculina” (MSY) pel fet que existeixen fenomens de

recombinaci6 intracromosomica.

Les caracteristiques propies del cromosoma Y que el diferencien de la resta de
cromosomes dels mamifers —la no recombinacié en gairebé tota la seva llargada i el fet
gue nomes esta present en el sexe masculi— probablement han tingut una gran influencia
en l'evolucio de les funcions genetiques i del contingut genic d’aquest cromosoma. Hi ha
dues teories principals que expliquen I'evolucié dels gens del cromosoma Y. La primera
teoria es basa en el fet que I'absencia de recombinacid no permet la separacié de les
mutacions deleteries de les avantatjoses, de manera que condueix inevitablement cap a
un deteriorament del contingut genétic de les regions no recombinants del cromosoma Y
(Muller, 1964). L’altra teoria postula que I'especificitat masculina del cromosoma Y pot
afavorir 'acumulacié d’al-lels que potencien els mascles i deterioren les femelles (els
al-lels antagonics), de manera que el cromosoma Y esdevindria un cromosoma
especialitzat masculi (Fisher, 1931; Rice, 1987a). Aquestes dues teories no s’exclouen
entre elles pero son conceptualment contradictories, ja que la primera defensa una péerdua
d’'informacié geneética mentre que la segona proposa un guany i conservacido de la
informacié. Es molt possible que el contingut genétic del cromosoma Y hagi estat modulat

per tots dos fenomens (veure I'apartat 5 del Resum global).

Lahn & Page (1999) van estudiar diferents parells de gens X-Y humans i els van
classificar en quatre grans grups, quatre estrats del cromosoma X. Les seves
observacions els van portar a proposar que I'evolucié dels cromosomes sexuals humans
han patit com a minim quatre grans esdeveniments, cadascun dels quals eliminava la
recombinacié en un dels estrats, sense afectar I'ordre dels gens al cromosoma X. La
diferenciacio entre els gens dels cromosomes X i Y comencaria després de la desaparicio
de la recombinacio, probablement per inversions al cromosoma Y, de manera que s’hauria
produit en un moment diferent per a cada estrat. El primer esdeveniment hauria estat
contemporani amb el naixement dels cromosomes sexuals, just després de la divergencia

dels mamifers, i I'Gltim esdeveniment hauria succeit dins I'evolucié dels primats.
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Figura 15. Esquema dels processos que han conduit a I'evolucié dels cromosomes sexuals en
mamifers (adaptat de Bachtrog, 2006).
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Aquesta teoria ha estat reforcada per I'estudi realitzat per Skaletsky et al. (2003) a partir
de la sequenciacié del cromosoma Y huma. Aguests autors defineixen tres grans classes
de sequeéncies presents a I'eucromatina de la regié especifica de mascle del cromosoma
Y:

) sequéencies transposades des de I'X, que soOn idéntigues en un 99% a
sequéencies de DNA de la regié Xg21 i que provenen d’una transposicié de
material del cromosoma X a I'Y que tingué lloc fa 3-4 milions d’anys a la branca
de 'home; només conté dos gens (TGIF2LY i PCDH11Y);

1)) segments degenerats de X, que contenen 27 gens o pseudogens de copia
Unica homolegs a diferents gens del cromosoma X, amb una identitat
nucleotidica del 60 al 96 %, i que semblen reliquies dels antics autosomes dels
guals provenen els cromosomes sexuals; la majoria d’aquests gens s’expressen

de manera ubiqua,;

iii) segments ampliconics, formats per sequéncies que tenen una elevada similitud
—fins a un 99,9% d’identitat— amb altres seqiieéncies de la regié6 MSY; les unitats
de repeticié especifiques de MSY s’anomenen amplicons, es troben repartides
en set segments al llarg de I'eucromatina i contenen moltes families geniques;
la caracteristica estructural més aparent és que inclouen vuit grans palindroms
amb una gran identitat de sequéncia gracies a la conversié génica (Rozen et al.,
2003); tots els gens d’aquest grup s6n d’expressié predominant o exclusiva de
testicle.

La classe de sequeéncies X-degenerades dona suport a la teoria de la decadéncia génica
en abséncia de recombinacié sexual, ja que existeixen molts pseudogens en el
cromosoma Y de gens encara funcionals en el cromosoma X. Es pot assumir que
centenars d’altres gens homolegs a gens de I'’X van ser eliminats durant I'evoluci6 de la
regic MSY sense deixar rastre en les seqlencies actuals. D’altra banda, pero, els
segments ampliconics s’expliquen per la teoria de I'adquisicié i conservacié de gens que
afavoreixen la fertilitat masculina. S6n sequéncies que s’han format a partir d’origens
genomics diversos i per mecanismes diferents, pero totes han evolucionat de la mateixa
manera, formant diverses copies gairebé idéntiques i amb un patré d’expressié especific

de cél-lules espermatogeniques.
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Taula 3. Classificacié dels gens del cromosoma Y, niimero de copies i especificitat d’expressié (adaptat de Skaletsky et al., 2003).

Tipla_'_S\ de Simbol del Numero Localit- . - Homoleg Homoleg
sequencia del gen Nom del gen copies zacié Expressio en teixit lligata X autosomic
Transposat a I'’X TGIF2LY TGFB-induced factor homeobox 2-like Y 1 Ypll.2 Testicle TGIF2LX -
PCDH11Y Protocadherin 11'Y 1 Ypll.2 Cervell fetal, cervell PCDH11X -
Total 2
X-degenerat SRY Sex determining region Y 1 Yp11.31 Predominant a testicle SOX3 -
RPS4Y1 Ribosomal protein S4Y 1 1 Yp11.31 Ubiqua RPS4X -
ZFY Zinc finger Y 1 Yp11.31 Ubiqua ZFX -
AMELY  AmelogeninY 1 Ypll.2 Dents AMELX -
TBL1Y  Transducin (beta)-like 1 protein Y 1 Ypll.2 Cervell fetal, prostata TBL1X -
PRKY Protein kinase Y 1 Ypll.2 Ubiqua PRKX -
USP9Y  Ubiquitin-specific protease 9 Y 1 Yql1.21 Ubiqua USP9X -
DDX3Y Dead box Y 1 Yql1.21 Ubiqua DBX -
Uty Ubiquitous TPR motif Y 1 Yql1l.21 Ubiqua UTX -
TMSB4Y Thymosin (beta)-4 Y 1 Yq11.221 Ubiqua TMSB4X -
NLGN4Y Neuroligin 4 isoform Y 1 Yq11.221 Cervell, cerv. fetal, prostata, testicle  NLGN4X -
CYorfl5A Chromosome Y open reading frame 15A 1 Yqgll.222 Ubiqua CXorfl5 -
CYorfl5B Chromosome Y open reading frame 15B 1 YQgl1l.222 Ubiqua CXorfl5 -
JARID1D Jumoniji, AT rich interactive domain 1D 1 YQgll.222 Ubiqua JARID1C -
EIF1AY Translation initiation factor 1A Y 1 Yql1.223 Ubiqua EIF1AX -
RPS4Y2 Ribosomal protein S4Y 2 1 Yql1.223 Ubiqua RPS4X -
Total 16
Ampliconic TSPY Testis-specific protein Y ~35 Ypll.2 Testicle - -
VCY Variable charge Y 2 Ygl1l.221 Testicle VCX -
XKRY  XKrelated Y 2 Yql1.221 Testicle - -
CDY Chromodomain Y 4 Yql1l.22 Testicle - CDYL
HSFY Heat shock transcription factor Y 2 Yql1.221 Testicle - -
RBMY  RNA-binding motif Y 6 Yqll.2 Testicle RBMX -
PRY PTP-BL related Y 2 Yql1.223 Testicle - -
BPY2 Basic charge Y 3 Ygll.223 Testicle - -
DAZ Deleted in azoospermia 4 Ygll.2 Testicle - DAZL
Total ~60
Total global ~78




El fet que el cromosoma Y contingui una serie de families geniques amb multiples copies
actives ha de tenir un sentit bioldgic. S’ha proposat que I'amplificacié es déna en resposta
a una reduccié de l'expressié, de manera que una baixada en l'activitat d’'un gen
potenciaria I'accid de la seleccié (o com a minim establiria condicions permissives) per a
la seva amplificacié (Graves et al., 1998). Com s’ha vist (apartat 3.3), el fet de disposar de
diverses copies €s un avantatge davant una possible mutacié que generi inactivacio
parcial o total de la funcié. D’altra banda, s’ha observat que tots els gens que es troben
en multiples copies son d’expressié predominant o exclusiva de testicle, de manera que
I'amplificacié potser ve donada per una necessitat d’augment de I'expressid en aguest
teixit. A més, les copies funcionals d'aquest grup de gens es troben situades
majoritariament en palindroms, de manera que sovint pateixen fenomens de conversio
genica (Rozen et al., 2003) i aquest mecanisme podria estar evitant la seva degeneracio

perque eliminaria les possibles mutacions deleteries (Skaletsky et al., 2003).

4.2.Cromosoma Y en primats: Evolucio

La comparacié entre diferents mamifers placentaris revela conjunts de gens del
cromosoma Y que coincideixen, pero també posa de manifest que alhora hi ha una gran
variacio interespecifica en I'ordre dels blocs. Estudis d’hibridacio in situ amb fluorescencia
(FISH) per investigar I'evolucié del cromosoma Y de primats van mostrar que aquest
cromosoma ha patit una rapida evolucié sense restriccions pel que fa al contingut de

sequéncies i I'organitzacio (Archidiacono et al., 1998) (figura 16).
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Quan es comparen prometafases de cromosoma Y de diferents simis es posa de manifest
d’'una manera evident la gran variabilitat de mida que existeix. Els cromosomes Y
d’humans i goril-les son els més grans i s’observen grans quantitats d’heterocromatina
constitutiva en el seu brag llarg, mentre que el del titi Callicebus moloch, per exemple, és
molt més petit i no presenta indicis d’heterocromatina constitutiva en estudiar-lo per FISH
(Glaser et al., 1998). Tot i aixi, tots els simis tenen en comu que el gen SRY es localitza
molt a la prop de la regi6 pseudoautosomica, a la frontera pseudoautosomica
(pseudoautosomal boundary, PABY). De manera que I'organitzacié linear del gens de la
regio PAR i el gen SRY esta molt conservada i la frontera pseudoautosomica €s estable
en tots els simis. En canvi, la part especifica masculina del cromosoma Y ha estat més
exposada a patir amplificacions, diversificacions i reorganitzacions especifics d’espécie
(Glaser et al., 1998). La fixacio rapida de qualsevol d’aquestes variacions en I'evolucio ha
estat possible sempre que no interferis amb la fertilitat masculina. De fet, es pot
considerar que les diversificacions especifiques d’especie en la sequéncia de gens
relacionats amb la fertilitat de la regi6 MSY podrien haver actuat com una barrera eficient
contra la hibridacié de manera que haurien promogut I'especiacio (Glaser et al., 1998). En
els humans i grans simis s’ha vist que I'amplificacié de gens i les reorganitzacions del
cromosoma Y han estat processos molt importants durant I'evolucié de la regi6 MSY.
Aquests processos no nomeés es detecten a nivell d’espécie sind que també han fet
evolucionar les subespécies, com és el cas de les dues subespécies d'oranguta, la de
Borneo (Pongo pygmaeus pygmaeus) i la de Sumatra (Pongo pygmaeus abelli), que per
les grans diferéncies que presenten es comencen a considerar com a especies diferents
(Xu, Arnason, 1996).

Recentment, s’ha pogut obtenir la sequiéncia d’aproximadament la meitat del cromosoma
Y del ximpanzé, sense les regions repetitives (Hughes et al., 2005; Kuroki et al., 2006).
Amb aquesta sequenciacio s’ha pogut determinar que la variacio entre els cromosomes Y
d’huma i ximpanzé és molt més elevada (1,78%) que la variacid6 del genoma sencer
(1,23%), cosa que suggereix una evolucioé accelerada del cromosoma Y respecte la resta
del genoma (Kuroki et al., 2006). S’han observat moltes diferéncies pel que fa als
retroelements, com algunes insercions de retrovirus endogens especifics de ximpanzé
(CERV), i reorganitzacions estructurals a gran escala. A més, també s’han detectat
diferencies quant a inactivacié de gens funcionals (veure apartat 5 del Resum global).
Aquesta evolucié rapida del cromosoma Y pot ser deguda a una relaxacié de les
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restriccions selectives, a l'efecte de la seleccidé positiva o, més probablement, a I'accio

dels dos factors.

4.3.Inactivacié del cromosoma X — Deteriorament del cromosoma 'Y

Actualment se sap que I'organitzacio del cromosoma Y és el resultat de la combinacio de
diversos processos evolutius: la degeneracié de la massa de gens que inicialment eren
comuns entre el parell de cromosomes sexuals primitius; I'adici6 de gens o regions
genomiques a la regié MSY; i 'acumulaci6 de gens amb funcions especifiques de mascle.
Tot i que s’ha pogut reconstruir la historia evolutiva dels cromosomes sexuals i s’ha pogut
descriure el procés de degeneracio que pateix el cromosoma Y a nivell molecular, encara
se sap poc sobre la rad d’aquesta degeneracid (veure apartat 5 del Resum global) i sobre
el paper que juga el cromosoma X en aquesta evolucio a través de la compensacio de
dosi. Els canvis en el nimero de gens actius entre els cromosomes sexuals poden venir
donats tant per perdua o amplificaciéo de gens al cromosoma Y com per la inactivacio de
gens del cromosoma X. Aguestes alteracions afecten la quantitat de producte génic, a no
ser que existeixi un mecanisme de compensacid de I'expressié genica (Graves et al.,
1998). Hi ha diversos escenaris possibles dins dels processos de desequilibri de dosi

genica, tal com es mostra a la figura 17.

Els gens que només es troben al cromosoma X pateixen inactivacié en un dels
cromosomes X de les femelles, mentre que els gens amb al-lels actius al cromosoma Y
n'estan exempts (Disteche, 1997). La correlacié entre dosi genica i inactivacio suggereix
gue la degradacio progressiva del cromosoma Y esta sent compensada per la inactivacio
al llarg del cromosoma X. Pero, quin esdeveniment és primer? S’han defensat totes dues
alternatives. Per un costat, s’ha proposat que primer hauria comencat la decadéncia d’'un
gen al cromosoma Y, seguida d’una sobreregulacié de I'expressio del gen al cromosoma
X i finalment la inactivacio del gen en un dels cromosomes X en les femelles (Graves et
al., 1998; Jegalian, Page, 1998). En aquest cas, cal que la inactivacio de I'’X es doni gen a
gen o en petits clusters, mai en tot el cromosoma alhora. Per altra banda, també s’ha
defensat l'alternativa contraria, una inactivaci6 al cromosoma X com a primer
esdeveniment que alliberaria el cromosoma Y de les constriccions funcionals i el duria a
una degeneracié o a una especialitzacio funcional i expressié especifica (Graves et al.,
1998). Si la compensacié de dosi ha evolucionat gen a gen, la primera alternativa és més
plausible, quan un gen evoluciona a I'Y cap a un malfuncionament, la copia homologa a

I'X s’inactiva per compensar la dosi. No obstant, també és possible pensar en una sobre-
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regulacio en blocs sencers de gens adjacents (per exemple, per canvis en l'estructura de
la cromatina) que hauria provocat que no tots els gens s’expressessin al nivell optim.
D’aquesta manera, algun gen podria estar sobre-expressant-se a I'’X mentre que encara
era funcional a I'Y, és a dir, el gen al cromosoma Y es convertiria en redundant i podria
acumular mutacions deleteries de manera neutra o fins i tot podria ser inactivat per
seleccid positiva per compensar la dosi (Bachtrog, 2006; Orr, Kim, 1998). Actualment, tot i
disposar de molta informacié, encara se sap poc sobre el mecanisme de compensacié de

dosi i la relacio entre inactivacié al cromosoma X i degeneracio al cromosoma Y.

Dosi igual
8 I 8 3
: 3 4 Tz U
Pérdua d’un gen al cromosoma Y. = E‘E a5 =
Inactivacié del gen en un cromosoma X 3 3 3 B 3 B

i sobreexpressio de I'altra copia.

Homologia XY. ] M
) o 8 & B I 2 3 B B
El cromosoma X escapa a la inactivacio. =] — m
P B @y S T @y
Dosi desigual
3 3 3 3 ¥ =
Pérdua d’un gen al cromosoma Y. & QSB ™ 8 ‘EE = CBE m I
El cromosoma X escapa a la inactivacio.
Gen especific de cromosoma Y. B B
. . BBy
No hi ha homoleg a I'’X.
femella mascle

Figura 17. Esquema dels diversos processos de desequilibri de dosi génica i de possible
compensaci6 (adaptat de Graves et al., 1998).
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4.4.Malalties associades a cromosoma 'Y

A la decada del 1950 es relacionava la transmissié mendeliana de molts trets “masculins”
amb el cromosoma Y (Stern, 1957). Poc després, el cromosoma Y va passar a ser
considerat com un desert buit de gens, a excepcio del gen determinant del sexe (SRY)
(Stern, 1957). Durant les ultimes decades, les investigacions han anat posant de manifest
el contingut genic d’aquest cromosoma i la importancia biomeédica de la regio MSY, que té
un rol essencial en processos de determinacié del sexe gonadal, creixement de I'esquelet
I genesi tumoral (p.e. Quintana-Murci et al., 2001). Analisis de genomica comparada del
cromosoma Y huma amb espécies properes son essencials per resoldre moltes de les

incognites de les malalties relacionades amb el cromosoma Y.

Un dels desordres cromosomics més comuns en dones i nenes és la sindrome de Turner,
associada classicament a un cariotip 45,X (0o 45,X0). Aquesta sindrome es caracteritza
per una serie de trets facials tipics, deformacions somatiques variades i un
desenvolupament defectuds dels ovaris que origina mancanca del desenvolupament dels
caracters secundaris en la pubertat, amb amenorrea primaria i estatura baixa. Quan es va
identificar el gen SRY (Sinclair et al.,, 1990) es va pensar que aquest locus era I'dnic
responsable de la sindrome i que el seu estudi permetria entendre el mecanisme
d’activacio del gen i formacio del testicle, pero I'origen de la malaltia ha resultat ser més
complex. S’ha hipotetitzat que I'haploinsuficiéncia d’alguns gens concrets presents tant en
el cromosoma X com en I'Y seria la responsable d’alguns trets somatics de la sindrome
(Rao et al., 1997; Zinn et al., 1993), pero per a la majoria de casos la identitat d’aquests
gens encara és desconeguda. Es molt probable que aquests gens que tenen un efecte en
la sindrome de Turner siguin els classificats com a gens X-degenerats, ja que son els que
estan presents tant al cromosoma Y en copia simple com a I'X (Skaletsky et al., 2003).
S’ha descrit un possible rol de I'haploinsuficiéncia dels gens RPS4X/RPS4Y en alguns
fenotips associats a la monosomia de I'X, com letalitat i anormalitats limfatiques (Zinn,
Ross, 1998), tot i que s’havia descartat que I'haploinfsuficiencia de 'RPS4Y fos I'Gnica
causa de la sindrome de Turner (Geerkens et al., 1996).

Altres anomalies relacionades amb presencia/abséncia del cromosoma Y son la disgenesi
gonadal (o sindrome de Swyer), els mascles XYY i els avortaments espontanis recurrents.
Per altra banda, també s’ha descrit que el cromosoma Y podria estar involucrat en
oncogenesi, perd el seu paper encara no esta clar ni tothom l'accepta (McElreavey,
Quintana-Murci, 2003).
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Una altra vessant de la recerca biomedica se centra en I'estudi de I'espermatogenesi i
explora les bases genetiques de la infertilitat. Delecions i microdelecions en la regio MSY
sbén la causa geneética principal dels problemes relacionats amb espermatogénesi en les
poblacions humanes. Actualment s’accepta que delecions en tres zones de la regié MSY,
anomenades AZFa, AZFb i AZFc, provoquen infertilitat (Vogt et al., 1996). El coneixement
de la sequencia de la regi6 MSY ha permes definir delecions recurrents, identificar els
gens absents en les delecions (generalment gens membres de families especifiques de
testicle) i demostrar que la majoria de delecions provenen de recombinacions homologues
entre amplicons gairebé idéntics (p.e. Kamp et al., 2000; Kuroda-Kawaguchi et al., 2001).
Tot i els avencos aconseguits, encara no s’han pogut definir quin o quins gens son els

realment responsables dels fenotips causats per les delecions (Ali, Hasnain, 2003).
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Figura 18. Esquema del cromosoma Y huma, amb els gens principals i les tres regions
d’azoospermia (adaptat de Quintana-Murci, 2001).

4.5.Variabilitat i marcadors de DNA al cromosoma Y

Les primeres analisis genéetiques del cromosoma Y van comencar, com en la majoria dels
casos, amb l'estudi dels humans. A banda de I'estudi dels gens del cromosoma Y per
coneixer la seva implicacio en fertilitat (p.e. Jobling, Tyler-Smith, 2000), aviat es va veure
el potencial dels marcadors d’aquest cromosoma per investigar I'evolucié recent dels
humans des d'un punt de vista patrilineal (p.e. Underhill et al., 2000) i per aplicacions
especifiques en genetica forense (p.e. Corach et al., 2001). L’Us de marcadors especifics
de cromosoma Y en genetica de poblacions d’altres mamifers encara no esta molt estes a
causa de la idea que el cromosoma Y conté poca variabilitat i per les dificultats técniques
per caracteritzar els marcadors en espécies no model (revisat a Petit et al., 2002).
Tanmateix, es comenca a percebre el cromosoma Y com una important font d’informacié
sobre les poblacions (per exemple, per estudiar la historia, patrons de migracio, estructura

poblacional o problemes de consanguinitat) i, gracies als avengos tecnologics i a la
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constant generacié d’informacié genetica de moltes especies diferents, I'aplicacié de
marcadors de cromosoma Y és cada vegada més comu en camps com la genética de la

conservacio.

El desenvolupament de marcadors pel cromosoma Y, doncs, s’ha donat principalment en
'especie humana. Podem distingir entre tres classes diferents de marcadors pel
cromosoma Y utilitzats en estudis forenses humans (Butler, 2003): i) els microsatel-lits
(especialment els de repeticions tetranucleotidiques), dels que ja se n’han descrit més de
200 (p.e. DYS19, DYS385) i s’han dissenyat kits per analitzar-los en série de manera
automatitzada; ii) els marcadors bial-lelics, com els SNPs (se n’han descrit més de 250) i
els polimorfismes d’insercions Alu (YAP) o altres indels; i iii) el marcador minisatéel-lit
MSY1 (DYF155S1), format per 48-114 copies amb una unitat de repeticié de 25 parells de
bases amb 5 variants de la sequencia de repeticio diferents.

Per examinar marcadors SNP al cromosoma Y s’han utilitzat diferents métodes, des de
tecnologia per analitzar marcador a marcador, com la PCR a temps real (p.e. Lareu et al.,
2001), fins a metodes capacos de dur a terme analisis multiplex, com I'espectometria de
masses “en temps de vol’ (MALDI-TOF) (p.e. Paracchini et al., 2002), microarrays (p.e.
Raitio et al., 2001) i SNaPshot (p.e. Inagaki, 2002), segons els objectius, les necessitats i
la disponibilitat de la tecnologia. De totes maneres, en el context forense, el més plausible
actualment és que els SNP del cromosoma Y s’apliquin de manera complementaria als
microsatel-lits i no com un métode aillat per examinar la variacié genetica masculina. En
estudis poblacionals, I'is de diferents marcadors del cromosoma Y amb diferents patrons i
taxes de mutacio permet inferir diversos esdeveniments poblacionals a diferents escales

temporals (p.e. Brion et al., 2003; veure apartat 2 del Resum global).

Fins a l'actualitat, els estudis més comuns de cromosoma Y realitzats en especies no
model han estat els de sequenciacié de determinats gens. Per exemple, diversos estudis
en ximpanzé es basen en la sequéncia humana per dissenyar els encebadors i es
realitzen analisis comparatives home-ximpanzé dels nivells de diversitat (p.e. Burrows,
Ryder, 1997; Deinard, Kidd, 2000; Hammer, 1995). D’altra banda, també s’han dut a
terme estudis amb microsatél-lits. En el cas del ximpanzé, s’han pogut aplicar els
microsatel-lits desenvolupats per als humans amb bons resultats d’amplificacid i
variabilitat, ja que es tracta d'una especie propera (Gusmao et al., 2002) i microsatél-lits
aillats en humans també s’han pogut caracteritzar en altres primats (Erler et al., 2004). Un

altre exemple d’identificacio i Us de microsatel-lits del cromosoma Y en genética de la
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conservacio és un estudi sobre diversitat en el llop escandinau (Sundgvist et al., 2001).
Pel que fa als SNPs de cromosoma Y, existeixen pocs exemples de la seva aplicacio en
conservacio: Stone et al. (2002) van identificar 23 SNPs en cromosoma Y per estudiar la
diversitat genetica en el génere Pan, especialment en el ximpanzé, i Seddon et al. (2005)
van dissenyar, a partir de sequéencies de gos, assajos per estudiar 24 SNPs en poblacions
de llop escandinau. D’altra banda, Hellborg & Ellegren (2003) van aplicar el métode dels
CATS (Lyons et al.,, 1997) a l'estudi del cromosoma Y, de manera que van poder
dissenyar una bateria de marcadors aplicables a diferents espécies de mamifers, que van
anomenar YCATS. En aquest estudi es van dissenyar diferents encebadors exonics
flanquejant 48 introns diferents basant-se en la sequencia humana i de ratoli i els van
aplicar en 20 especies de mamifers, amb un resultat d'uns 10 introns de mitjana
amplificats per a cada espécie i un total de 100 kb de sequéncia cromosomica. L'estudi
del cromosoma Y en genética de la conservacio, doncs, encara és un camp molt incipient

gue cal seguir desenvolupant.
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