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Aquesta tesi inclou tres capitols de Resultats en forma d’article, en els que es tracten
principalment els aspectes seglents: i) la possibilitat de I'is de productes d’MDA en
estudis genetics amb mostres no invasives; ii) la utilitat de la tecnologia dels
microarrays per a l'estudi de la variabilitat de poblacions de ximpanzés; i iii)
I'evolucié de la familia génica RPS4Y i els mecanismes que han actuat per mantenir
les diferents copies del gen. Cadascun d’aquests treballs conté una discussio
especifica corresponent a I'estudi en concret. En aquest apartat, doncs, es fara una
discussi6 més extensa i general dels resultats obtinguts i s’englobaran aquests
treballs en un context més ampli. Aixi, es tractara sobre la potencialitat del mostreig
no invasiu i s’avaluara la manera com cal abordar l'estudi de la variacié del
cromosoma Y, quina informaci6é aporta aquesta recerca i com sera la investigacié del
futur. A més s’oferirda una visié general de I'evolucié del cromosoma Y i del seu
possible desti. Finalment, es fara una reflexidé sobre el futur que es planteja en

genetica de la conservacio i sobre el desti que s’albira per als primats.

1. Potenciar el mostreig no invasiu

En diferents arees de la geneética, especialment en estudis clinics, forenses i de
conservacio de les espeécies, cada vegada es fa més evident la necessitat de
desenvolupar técniques que permetin I'ls de mostres de les que s’obtenen
guantitats molt reduides de DNA, com les mostres preservades en parafina o formol,
espécimens de museu, productes biologics derivats o mostres recol-lectades de
manera no invasiva. Dins de la genética de la conservacio, la possibilitat d’utilitzar
DNA extret de mostres no invasives €s un aspecte fonamental per poder estudiar les
especies sense pertorbar les poblacions. Aguest tipus de mostreig, pero, té una serie
de limitacions que compliquen la seva aplicacio, principalment la contaminacio i la
poca quantitat i qualitat del DNA que se n’obté (veure apartat 2.3 de la Introduccio).
Per potenciar I'is del mostreig no invasiu, doncs, €s imprescindible superar aquestes
limitacions i millorar la metodologia de mostreig, des del moment de la recol-lecta

fins a I'extraccid del DNA.

Una de les tecnologies que recentment s’ha convertit en essencial en els estudis
genetics és I'amplificacié6 de genomes sencers (WGA), ja que proporciona un gran

increment de les gquantitats inicials de DNA. Dins d’aquest camp hi ha moltes
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tecniques diferents basades en diversos metodes, pero sembla que I'amplificacié per
desplacament multiple és una de les que doéna millors resultats (revisat a Lovmar,
Syvanen, 2006). Es per aix0 que aquesta tecnologia sembla la clau de la solucio6 a la
limitacio de la poca quantitat de DNA que s’obté de les mostres recollides de manera
no invasiva. Tanmateix, alguns estudis suggereixen que I’'MDA perd eficiencia si és
utilitzat sobre DNA degradat (Lage et al., 2003). Calia, doncs, demostrar que aquest
meétode era eficient i no introduia canvis o mutacions si s'utilitzava DNA extret de
mostres no invasives, que molt possiblement presenta degradacié. En el primer
treball presentat en aquesta tesi, doncs, s’ha volgut comprovar la possibilitat
d’utilitzar 'MDA sobre mostres de semen de macaco obtingudes de manera no
invasiva i verificar que els productes obtinguts fossin adequats per dur a terme

analisis genetiques.

Els resultats obtinguts en aquest primer treball han estat encoratjadors. Es per aixo
qgue es va decidir ampliar I'espectre de mostres no invasives que calia testar i en un
treball posterior realitzat conjuntament amb altres grups, s’ha pogut demostrar que
els productes d’MDA obtinguts a partir de diverses mostres de primats també son
adequats per a analisis genetiqgues (R6nn et al.,, 2006). En aquest darrer treball,
pero, no es van incloure mostres de femtes, que sén un dels tipus de mostres no
invasives més utilitzats i que presenten més problemes de contaminacid i
degradacio. Seria molt interessant, doncs, testar la técnica de 'MDA sobre mostres
de femtes per tal d’ampliar I'aplicabilitat d’aquesta font de DNA. Actualment s’esta
produint una continua millora de les técniques d’amplificacié6 de genomes sencers
gracies a la importancia d’aquestes metodologies en I'estudi de patologies humanes
(Wang et al., 2004), de manera que, en el cas que 'MDA no donés bons resultats
amb el DNA extret de femtes, es podrien analitzar altres tecniques. El
desenvolupament de tecnologies que incrementin les possibilitats d'utilitzacio de
mostres obtingudes de manera no invasiva és un dels punts essencials en genética

de la conservacio.

D’altra banda, existeixen diverses mesures que es poden aplicar per superar les
altres limitacions de les mostres obtingudes de manera no invasiva. La degradacio
del DNA —que comenca just després de la mort d’un individu (o d’una ceél-lula) com a
consequéncia, principalment, de la hidrolisi i l'oxidacio, dels efectes de les
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radiacions, de la presencia de microorganismes i de les altes temperatures (Carter,
2000)—, pot minimitzar-se realitzant el mostreig amb el menor lapse de temps entre
la produccié de la mostra i la seva recol-lecci6 i emmagatzemant la mostra en
condicions optimes de preservacié (veure Prendini, 2002). Pel que fa a les
contaminacions, I'amplificaci6 de DNA contaminant inherent a la mostra podria ser
evitat mitjancant un bon disseny d’encebadors especifics per al taxon d’interés. A
més, la poca quantitat de DNA present a les mostres augmenta el perill de les
contaminacions durant tot el procés de manipulacié del DNA. Aquest risc es pot
reduir realitzant els processos de pre-PCR i post-PCR en cambres separades, fent
us de material estéril o autoclavant els estris i solucions abans de cada us, duent a
terme les analisis en laboratoris que no treballin habitualment amb els taxons
d’interés i afegint sempre controls negatius en totes les fases del procés (p.e.
Taberlet et al., 1996; Taberlet et al., 1999). Per ultim, la inhibicio de les reaccions de
PCR també pot ser un problema, perdo actualment existeixen protocols dissenyats
per disminuir I'efecte dels possibles inhibidors, com els metodes d’extraccié de DNA
basats en silica (Yang et al., 1998) o en Chelex (Singer-Sam, 1989).

Inicialment, amb les mostres recol-lectades de manera no invasiva nomeés era
possible realitzar analisis genétiques utilitzant marcadors mitocondrials, ja que les
cél-lules presenten mdltiples copies de DNA mitocondrial (veure apartat 2.3 de la
Introduccid). Les limitacions del mostreig no invasiu havien estat encara més
accentuades en els estudis del cromosoma Y donada la seva haploidia. Tanmateix,
tots els avencos tecnologics que s’han anat produint en els darrers anys han
possibilitat i potenciat I'estudi de diferents regions del genoma nuclear (veure apartat
2.3 de la Introduccid), fins i tot del cromosoma Y (com és el cas del segon treball

presentat en aquesta tesi).

2. Cromosoma Y com a font d’informacio

L’estudi del cromosoma Y ha seguit la mateixa evolucié que I'estudi de la resta del
genoma (sempre, pero, de manera mes lenta), és a dir, primer des de les
observacions fenotipiques, després a partir de les proteines i finalment a nivell de
DNA (citogeneética, sequéencia, marcadors). Aquest cromosoma comparteix una serie
de caracteristigues amb el DNA mitocondrial que els diferencien de la resta del

genoma: no recombinen, estan en estat haploide i son d’heréncia uniparental. D’altra
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banda, els estudis de variabilitat en cromosoma Y sén la complementacio als estudis
amb DNA mitocondrial, ja que el DNA mitocondrial revela la historia del llinatge
femeni mentre que el cromosoma Y és especific del llinatge masculi. Poder disposar
de la informacio tant de DNA mitocondrial com de cromosoma Y és especialment
interessant en aquelles especies en que els mascles i les femelles presenten
comportaments diferents pel que fa als patrons de migracio i dispersid, com és el cas
dels ximpanzés. Es per aix0 que en el segon treball presentat en aquesta tesi es va
creure interessant desenvolupar una eina que permetés estudiar els dos tipus de
marcadors alhora, de manera rapida i automatitzada, en ximpanzés. Es va decidir fer
una cerca a les bases de dades publiques per trobar polimorfismes d’'una sola base
en el DNA mitocondrial i es va dur a terme el descobriment de nous SNPs en
cromosoma Y per completar els que hi havia a la literatura, amb l'objectiu final de
crear un microarray que permetés realitzar el genotipatge de tots els SNPs alhora.
D’aquesta manera, amb el microarray desenvolupat s’obtindra informacio del llinatge

matern i patern de les poblacions de ximpanzé en un sol assaig.

Els estudis basats en DNA mitocondrial han estat molt populars tradicionalment, tant
en estudis de filogeografia pel fet de ser loci no recombinants i d’herencia
uniparental, com en genética no invasiva pel fet que a partir de la mateixa mostra
s'obté una quantitat de DNA mitocondrial molt més elevada, i en millor estat, que de
DNA nuclear. EI DNA mitocondrial, pero, té una serie d’inconvenients que cal tenir
en compte. D'una banda, existeix un namero creixent de copies de gens
mitocondrials que es transposen al nucli i formen una superfamilia de DNA
mitocondrial nuclear (Numt), que son considerats pseudogens a causa de les
diferéncies entre el codi genétic mitocondrial i citoplasmatic (revisat a Bensasson et
al., 2001). Els Numts, doncs, poden ser un problema greu en les analisis de
variabilitat perque introdueixen errors i per aixo0 s’han desenvolupat tecniques per
minimitzar la seva interferéncia, tot i que no sempre tenen prou potencia per
solucionar completament el problema (Bensasson et al., 2001). A més, existeix la
guestio de I'heteroplasmia (revisat a Kmiec et al., 2006), la barreja de diversos tipus
de mitocondri en un sol individu, que comporta que un unic individu contingui
sequéencies de DNA mitocondrial portadores de diferents mutacions. D’altra banda,
els marcadors mitocondrials no sén Utils per investigar la pérdua recent de variabilitat

genetica ni esdeveniments a nivell individual, com la identitat, dispersio individual i

142



sistemes d’aparellament. Tot i aixi, el DNA mitocondrial segueix sent una bona eina
en genetica de la conservacié per resoldre incerteses taxonomigues en les
categories inferiors (familia, génere, espécie) gracies a la seva evolucié rapida. A
més, el DNA mitocondrial €s un bon marcador auxiliar al DNA nuclear perque permet

estudiar la variabilitat genética d’herencia materna.

El cromosoma Y, a més daportar informacid complementaria a la del DNA
mitocondrial perqué déna la visi6 del llinatge patern, té propietats especifiques que el
fan més interessant. D’'una banda, un sol cromosoma Y és transmes a través de la
linia germinal i n'hi ha un per cellula, de manera que no pateix heteroplasmia.
D’altra banda, el cromosoma Y conté una varietat més gran de marcadors
polimorfics que el DNA mitocondrial i aquests marcadors cobreixen tot el rang de
taxes de mutacio, des de les més baixes dels SNPs (de Knijff, 2000) fins a les més
elevades dels microsatel-lits (Kayser et al.,, 2000). Pels estudis poblacionals, pero,
I'ideal és combinar marcadors tant del DNA mitocondrial i del cromosoma Y com de
la resta del genoma nuclear, per poder comparar informacid general de la poblacié
amb informacié especifica de llinatge matern i patern i poder deduir aixi la dinamica

poblacional.

3. Marcadors: SNPs versus Microsatel-lits

El segon estudi presentat en aquesta tesi tenia com objectiu principal analitzar en un
estudi pilot la possibilitat de transferir la tecnologia desenvolupada en humans a
I'estudi d’especies no model. Per assolir aquest fi, com ja s’ha vist, es va decidir
desenvolupar una eina que permetés analitzar la variabilitat dels ximpanzés a partir
de polimorfismes d'una sola base de cromosoma Y i de DNA mitocondrial i que
contribuis aixi a I'estudi i conservacié d’aquesta espécie. Es va optar per la utilitzacio
d’SNPs pels avantatges que ofereixen aquests marcadors front altres marcadors
meés classics. Com veiem a la Introducciéo d’aquesta tesi (apartat 4.5.), dins del
cromosoma Y hi ha diferents tipus de marcadors moleculars. En general, no existeix
un marcador “universal” i la tria del marcador a utilitzar en cada moment depén de
diversos factors, com el temps, el cost, la disponibilitat i, principalment, la questié a
resoldre. A més, en el cas del cromosoma Y, existeix la dificultat afegida que fins fa

poc hi havia un nimero molt baix de marcadors desenvolupats en humans i que

143



encara ara n’hi ha molt pocs per a espécies no model (veure apartat 4.5. de la
Introduccio). Inicialment es van aillar microsatel-lits del cromosoma Y d’humans
(Ayub, 2000), que han estat molt utilitzats en genética forense (p.e. Corach et al.,
2001) i també s’han aplicat amb éxit en l'estudi d’espécies properes, com el
ximpanzé (p.e. Gusmao et al., 2002) (veure apartat 4.5. de la Introduccio). Per
avaluar especificament les migracions historiqgues, pero, és essencial I'is de
polimorfismes amb baixa taxa de mutacid, que permeten reconstruir I'estat ancestral
i que clarament preserven la informacié haplotipica especifica de la poblacio al llarg
d’'una escala temporal que cobreixi tota la historia de I'espécie. En aquest cas, els
polimorfismes bial-lelics associats a la regié especifica de mascle del cromosoma Y
sén un bon marcador haploide que reflecteix I'ancestre parental. El potencial del
cromosoma Y per explorar questions relacionades amb l'evolucié dels humans
moderns ha estat reconegut des de fa temps (p.e. Casanova et al., 1985; Ngo et al.,
1986), pero I'us d’SNPs del cromosoma Y com a marcadors en estudis evolutius és
recent en humans (p.e. Underhill et al., 1996) i encara és poc comu en estudis amb
altres espécies (p.e. Meadows et al., 2004; Natanaelsson et al., 2006) i en estudis de

conservacio (p.e. Stone et al., 2002).

L’elevada taxa de mutacié dels microsatellits fa que siguin bons marcadors per
analitzar esdeveniments historics recents i per resoldre questions de relacio,
estructura i classificacié a nivell poblacional i individual. Tanmateix, els microsateél-lits
tenen certes limitacions com a marcadors. Tot i que en general es poden utilitzar
microsatel-lits aillats en especies properes, el fet que aquests marcadors es trobin
principalment en regions no codificadores (on la taxa de substitucié nucleotidica és
elevada) comporta que facilment es produeixin canvis en la regié flanquejant del
microsatel-lit, que poden impedir que I'encebador hibridi, i canvis dins la sequencia
del microsatel-lit, que poden fer que un microsatel-lit molt variable en una espécie
sigui monomorfic en una altra. Aixi doncs, és recomanable fer aillaments de novo
per a cada especie. El fet que la variacio dels microsatél-lits depengui del numero de
repeticions i que la variacio sigui detectada per electroforesi comporta també certes
limitacions. A la regio flanquejant es poden generar indels que canviin la mida del
fragment i que el facin migrar junt amb fragments amb un ndmero de repeticions
diferent, és a dir, es pot donar un problema d’homoplasia (veure Lopez-Giréldez,

2006). A mes, les mutacions puntuals que es produeixen a les regions flanquejants
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poden impedir la unié de I'encebador i provocar la no amplificacié d’'un al-lel (al-lel
nul), de manera que es detectarien falsos homozigots que farien disminuir I'estimacié

dels heterozigots.

L’homoplasia i els al-lels nuls, que fan subestimar la diversitat genética, tenen un
efecte més o menys pronunciat en funcié de la grandaria de la poblacio. Aquests
factors no suposen un problema greu en poblacions grans perqué els microsatel-lits
sén molt variables. En poblacions en perill d’extincio, pero, aquestes limitacions si
que sOn una questi6 problematica perque en les poblacions petites, en declivi,
acostuma a haver-hi una perdua d’al-lels important (s’ha calculat que el 87,5% dels
animals en perill tenen menys de 5 al-lels per locus). A més, els problemes dels
microsatel-lits es fan més importants quan s’utilitzen mostres no invasives, com pél i
femtes, de les que s’obté molt poc DNA, degradat i contaminat, cosa que afegeix
meés limitacions. Aixi, es poden donar fenomens de no amplificacié d’'un al-lel perqué
per atzar I'al-lel no esta representat a la reaccié de PCR (allelic dropout) i fenomens
d’amplificaci6 de falsos alllels a causa de la contaminacio, que s’han intentat
solucionar amb el métode de multiples-tubs (Navidi et al., 1992; Taberlet et al.,
1996). Finalment, les dades generades de l'analisi de microsatel-lits en diferents
laboratoris no sempre s6n comparables perquée poden haver-hi diferéncies en la
mida dels al-lels degudes al métode utilitzat, a la maquina seqlienciadora o a les
condicions de PCR (per exemple, pot ser que s’afegeixi una adenina a 3’ del

producte amplificat).

Pel que fa als polimorfismes d’una sola base (SNPs), el principal problema d’aquests
marcadors esta en la primera fase, en el descobriment i la tria d’'SNPs. Actualment hi
ha una manca d'informacié generalitzada: hi ha pocs SNPs identificats, poques
sequencies per cercar-los i per a poques especies. La taxa de mutacio dels SNPs,
de I'ordre de 10 (Graur, 1999), és molt més baixa que la dels microsatél-lits, que és
de l'ordre de 102 — 10°® (Schistterer, 2000a), de manera que els SNPs no solen ser
recurrents ni es troben conservats entre espécies i aixd0 implica que per a cada
especie estudiada sempre s’han de descobrir de novo. El procés de descobriment
d’SNPs és lent i d'un cost elevat. D’altra banda, un dels greus problemes dels SNPs
és el biaix de composicié (ascertainment bias), que resulta de la seleccid de loci a

partir d’'una mostra d’individus no representativa, o utilitzant un meétode particular, i
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gue dbéna un espectre no representatiu de les frequencies al-léliques a la poblacio.
Es tracta d’'una questié critica en moltes aplicacions dels SNPs (Morin et al., 2004)
perqué pot introduir un biaix sistematic en les estimes de la variacio dins i entre
poblacions. Es molt important, doncs, aplicar un bon protocol per a la identificacio
d’SNPs i tenir en compte també el niamero i origen dels individus analitzats per tal

d’evitar un efecte de biaix de composicio.

Tot i que el biaix de composicié pot ser un problema per a algunes aplicacions dels
SNPs, aquests marcadors poden ser una eina eficient i Gtil gracies a les seves
caracteristiques, com la gran poténcia estadistica que generen, I'extensa cobertura
del genoma que ofereixen, la qualitat de les dades que se n’obté i la possibilitat de
tipar molts marcadors alhora. A diferéncia dels microsatel-lits, les dades generades a
partir de I'analisi d’'SNPs sén perfectament comparables entre laboratoris diferents
gracies al fet que els SNPs son marcadors bial-lelics i el resultat de tipar-los, que
sempre é€s homogeni, pot ser codificat com a Si o No, i aixo simplifica I'analisi
posterior, que pot ser automatitzada facilment. Per poder construir bons models
estadistics cal conéixer bé el procés de generacio de les dades, especialment quins
son els errors de genotipatge que es poden produir. Les analisis dels SNPs generen
nomeés dos tipus possibles d’error, la no amplificacié d’'un al-lel o el procés contrari,
considerar un homozigot com a heterozigot, perd no es poden generar falsos al-lels,
cosa que facilita el disseny de models estadistics. A més, hi ha analisis que
impliquen I'aplicacié d’'un model mutacional i es coneix millor el model mutacional
pels SNPs, model d’al-lels infinits, que el model pels microsatel-lits, que sembla que
és el model mutacional per stepwise. Quan es treballa amb mostres no invasives, un
gran avantatge dels SNPs és que poden ser utilitzats amb DNA parcialment
degradat perque permeten treballar amb fragments curts, ja que requereixen una
PCR de només unes 50 bases (els encebadors que flanquegen I'SNP han de ser
d’'unes 20 bases cadascun). Ara bé, quan es treballa amb polimorfismes d’'una sola
base cal tenir en compte que sempre és necessari un nimero molt més elevat
d’'SNPs que de microsatel-lits per obtenir la mateixa informacio, ja que els
microsatel-lits tenen molts al-lels per a cada locus mentre que els SNPs son
bial-lelics (per exemple, per a analisis de relacié cal utilitzar un nombre molt elevat
d’SNPs independents, de 40 a 100, amb frequiéncies al-leliques elevades, mentre

que amb 7-14 microsatel-lits s’obtindria la mateixa informacié (Morin et al., 2004)).
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Les propietats dels SNPs i el recent desenvolupament de tecnologia d’alt rendiment,
podrien fer que en pocs anys els SNPs substituissin els microsatél-lits com a
marcador preferit en moltes aplicacions en genética de la conservacié. Cal no
oblidar, pero, que les utilitats i limitacions dels SNPs front els microsatel-lits en
genetica de poblacions depenen, en gran part, de les questions que es volen
resoldre i que sempre cal anar amb compte amb el possible biaix de composicio
(Schlbtterer, 2004). Aixi, els SNPs poden donar molt bons resultats en estimes de la
variacié genetica i en identificacio individual, de parentiu i de relaci6 (Krawczak,
1999; Manel et al., 2002). A més, en analisis d’estructura poblacional, els SNPs
ofereixen una millor representacio de tot el genoma i permeten identificar outliers,
gue podrien ser loci sota seleccid, mentre que l'elevada taxa de mutacié dels
microsatel-lits fa que 'homoplasia sigui comu i les estimes incorrectes (pero, en cas
d’existir, el biaix de composicié dels SNPs és un greu problema en aquest tipus
d’estudis). Com que les estimacions de la grandaria poblacional se solen calcular a
partir de mostres no invasives, I'aplicacié dels SNPs pot donar millors resultats que
els microsatel-lits. El possible biaix de composicié té poc efecte en les estimes de Ne
a curt termini mentre que afecta meés a les de llarg termini perque tenen en compte
I'heterozigozitat a la poblacié. Pel que fa a estudis dels canvis en la grandaria
poblacional, en canvi, en general els SNPs s6n menys utils que els microsatel-lits
perquée pel fet de ser bial-lelics la poténcia per detectar la perdua de variabilitat
genetica o un coll dampolla recent és menor (Brumfield et al., 2003). A més, els
SNPs tampoc son Uutils per detectar expansions poblacionals perque la fixacio de
nous al-lels és molt lenta. Actuament, en alguns estudis de conservacié ja s’han
comencat a utilitzar els SNPs (p.e. Batley, Hayes, 2003; Belfiore et al., 2003; Seddon
et al., 2005) i en pocs anys aquest Us pot convertir-se en habitual. Els SNPs seran
més populars en conservacié quan s’hagin desenvolupat téecniques que permetin

I'aillament i 'escaneig d’SNPs rapid i economic en moltes espécies.

Dins del gran ventall de técniques possibles de genotipatge d’'SNPs, en el segon
treball d’aquesta tesi es va seleccionar el microarray de miniseqiencia perque és
una técnica ampliament utilitzada en humans pels seus grans avantatges. Com ja
s’ha vist, la tecnologia del microarray ofereix la possibilitat d’analitzar molts SNPs
alhora en moltes mostres simultaniament, de manera que és un métode molt eficient.

L’inconvenient és que el seu desenvolupament requereix un gran esfor¢ inicial de
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descoberta d’'SNPs, que s’ha de fer per a cada nova espécie que es vol estudiar, i en
especies no model és un procés forca lent i costdés. El nostre estudi sobre una
poblacié captiva de ximpanzés ha demostrat que el microarray desenvolupat és
fiable ja que els resultats de I'analisi han coincidit amb l'arbre genealogic conegut.
Aixi, aquest sistema pot ser una eina molt util en la gestié d’especies captives, per
exemple per dur a terme testos de paternitat o programes de reproduccié. D’altra
banda, I'andlisi de dues poblacions salvatges ha determinat que el microarray
permet definir adequadament I'estructura poblacional i la historia demografica pel
llinatge matern, tot i que la historia evolutiva de les poblacions no pot ser ben resolta.
Amb aquest sistema, perd, no s’ha pogut definir I'estructura poblacional esperada
segons les dades ecologiques per la linia paterna. Les limitacions trobades
probablement son degudes a un problema de mida mostral ja que es disposava d’'un
namero molt baix de mascles —limitacié que pot ser frequent en estudiar poblacions
salvatges i que no sempre es podra evitar— i a un numero insuficient d’'SNPs
analitzats. Tot i que en humans s’ha estimat que de 30 a 50 SNPs serien suficients
per a la identificacié individual (Chakraborty et al., 1999), els SNPs de regions que
no recombinen sén menys informatius pel fet d’estar lligats. Per tant, per tal que
aguest microarray pugui ser una eina util per a l'estudi i gesti6 de poblacions
salvatges caldria optimitzar-lo incrementant el nimero d’SNPs. A més, si s'afegissin
SNPs de regions autosomiques el microarray aportaria informacio de totes les
regions genomiques i es podria convertir en una eina de gran suport en l'estudi i
conservacio de poblacions de ximpanzé, fins al punt que podria desplacar altres

técniques i marcadors.

4. Marcadors i genotipatge del futur (en genetica de la conservacio)

Durant els darrers anys, els avencos tecnologics que s’han anat produint dins el
camp de la geneética han fet avancar molt els estudis cientifics i la manera de fer
ciencia esta canviant cap a una concepci6 més global, a nivell genomic i
d’interaccions de sistemes. Com s’ha anat veient, el potencial de I'is de la genética
en conservacio augmenta gracies als avencos tecnologics que permeten I'escaneig
massiu d’un gran nombre de marcadors de DNA d’'una manera economica i rapida

per a un nombre d’especies cada vegada més gran. Apareixen nous metodes, com
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els microarrays de DNA, i noves disciplines, com la genomica, que revolucionaran el

camp de la genetica de la conservacio en pocs anys.

Tot i la importancia del mostreig no invasiu i el continu desenvolupament de
tecniques per potenciar el seu Us (com s’ha vist en el primer apartat del Resum
global), també cal tenir en compte que és essencial la creacié de col-leccions i
'emmagatzematge en bones condicions de material biologic (teixits, DNA, linies
cel-lulars, etc.) disponible per desenvolupar projectes d’investigacié. D’aquesta
manera s’aconseguiria evitar el remostreig innecessari, es disminuiria I's d’animals
vius en recerca i S'ajudaria en l'estandarditzacié d’eines i protocols moleculars.
Aquest tipus d’iniciativa és especialment important en primats, ja que son el focus de
molts estudis, tant en biomedicina com en conservacio. Per aixo ja existeixen alguns
projectes, tant a la Comunitat Europea (www.INPRIMAT.org) com a Estats Units
(www.IPBIR.org), que tenen com a objectiu la creacié de bancs de material biologic
de primat i bases de dades de les col-leccions per fer accessible tot el material a la
comunitat cientifica (Ryder, 2005). D’altra banda, els meétodes d’amplificacio
genomes sencers, que ja s’ha vist que son essencials per potenciar el mostreig no
invasiu, també poden ser molt utils per crear reservoris de material genetic
practicament inesgotables que contribuirien a evitar el remostreig innecessari.
Aquestes tecniques presenten diversos avantatges metodologics respecte altres
estratégies utilitzades actualment, com la immortalitzacié de cel-lules (cell lines), ja
que la seva aplicacié és molt més senzilla, permeten partir de gairebé qualsevol

tipus de mostra i no comporten fenomens de reorganitzacié cromosomica.

Dins del camp de la tecnologia d’alt rendiment els microarrays s’estan convertint en
una eina popular. Els microarrays de DNA generalment son milers de fragments de
DNA (de 20 a 25 bases) limitats dins un patré en xarxa sobre un portaobjectes o un
paper de filtre de nil6 de la mida d’'una targeta de credit. ElI concepte basic dels
microarrays s’ha anat adaptant i combinant amb altres técniques i s’ha escampat per
moltes arees dels estudis genétics (revisat a Hoheisel, 2006). El més comu son els
microarrays per detectar expressio genica, que permeten estudiar quins gens estan
relacionats, per exemple, amb adaptaci6 a un determinat canvi ambiental o a
malalties produides per un patogen. Recentment, pero, s’ha vist que els microarrays
també poden ser utilitzats per analitzar SNPs i que permeten el genotipatge de
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milers d’SNPs simultaniament (Syvanen, 2001). Ja que la precisi6 i el rendiment dels
microarrays ja esta avancant molt (Jobs et al., 2003), el futur dels microarrays de
genotipatge esta en el desenvolupament de técniques que permetin augmentar la
sensibilitat i disminuir el temps de preparacioO de les mostres, cosa que es pot
aconseguir utilitzant metodes de deteccid que no es basin en I'is de sondes (p.e.
Arntz et al., 2003; Brandt et al., 2003; Hahm, Lieber, 2004). D’altra banda, un altre
gran aveng és el disseny d’'una base universal per a tots els microarrays, és a dir,
que no s’hagi d’establir i produir una nova plataforma per a cada nova aplicacio
(Gerry et al., 1999), idea que ja s’havia comencat a desenvolupar i aplicar en
diferents estudis (Shoemaker et al., 1996; Urata et al., 1992). Aquesta aplicaci6 és la

gue ha estat testada en el segon treball d’'aquesta tesi.

Tot i la potencialitat de la tecnologia del microarray, el futur de I'is dels SNPs en les
especies no model es troba en la genomica i en la possibilitat de sequenciar de
manera eficient, ja que el procés d’elaboracié d’'un microarray és lent i car i nomeés
seria rendible, per exemple, si un sol microarray produit a gran escala servis per
respondre moltes questions alhora (Rubenstein, 2003) o quan fos necessari testar
moltes mostres alhora de manera rutinaria, com en el control de qualitat de
productes animals, com lactics o de la carn (Peter et al., 2004), o de productes
vegetals (Ronning et al., 2005). Aixi doncs, sembla que la sequenciaci6 és la clau en
conservacio. Actualment s’esta millorant una tecnologia molt prometedora, el
pirosequenciat, que en el futur permetra seqienciar de manera massiva el genoma
de qualsevol organisme. Aquesta metodologia es basa en el principi de “sequenciar
a través de sintetitzar”, que va desenvolupar a la década de 1990 el grup de Nyrén
(actualitzat a Gharizadeh et al., 2006), i que es basa en la reaccié enzimatica
quimiluminiscent que s’origina quan hi ha un reconeixement molecular. El meéetode
permet sequenciar una cadena simple de DNA a mida que se sintetitza la cadena
complementaria i cada vegada que un nucleotid és incorporat a la cadena creixent la
cascada de reaccions enzimatiques que es genera déna com a resultat un senyal
luminic, que pot ser detectat. El pirosequenciat €s un procés completament
automatic, fiable i de precisid, que permet analitzar moltes mostres en molt poc
temps i és el métode actual de seqiienciaci6 més rapid i eficient. Tanmateix, de
moment aquesta técnica té el gran inconvenient que tan sols es poden sequenciar

fragments curts de DNA, i per aix0 actualment nomeés esta sent utilitzada en re-
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sequenciacions o per sequenciar genomes d’espécies properes a altres de les que ja
s’ha obtingut la seqléncia del genoma. D’altra banda, el piroseqienciat també s’ha
comencat a aplicar per al descobriment i genotipatge d’'SNPs amb molt bons
resultats (Fakhrai-Rad et al., 2002).

En questions de gestid de les poblacions és necessari obtenir informacioé de les
analisis de manera rapida per poder actuar amb eficiencia. Per aix0 s’esta invertint
en el desenvolupament de sistemes d’identificacio rapida i es fan grans esforgcos per
millorar la tecnologia d’alt rendiment. Dins aquest context, 'any 2003 Hebert et al.
(Hebert et al., 2003) van proposar la tecnica del DNA barcoding, que defensa que
caldria caracteritzar tantes espécies com fos possible pel mateix marcador geneétic i
que tota la informacié referent a lI'especimen i a la sequéncia hauria d'estar
disponible en una base de dades publica, de manera que la poténcia del projecte
incrementaria a mida que s’anessin caracteritzant més taxons. Per als eucariotes es
va triar com a codi de barres potencial una regié de 648 parells de bases del gen
mitocondrial per a la subunitat 1 de la citocrom oxidasa C (COI). Aquesta proposta
ha obert un gran debat sobre la seva aplicabilitat real en conservacidé, amb grans
defensors de la idea (DeSalle, 2006; Janzen, 2004) i grans detractors (p.e. Rubinoff,
2006; volum de febrer del 2003 de la revista Trends in Ecology and Evolution).
Recentment s’ha testat la possible utilitat del DNA barcoding en la diagnosi de
material biologic de primat (Lorenz et al., 2005) i s’ha demostrat el gran paper que
podria jugar, per exemple, en conservacio i en el control de I'aplicacio de les lleis de
proteccio de les espécies. Aquest estudi també posa de manifest la importancia de
disposar de bones seqgiiencies de referéncia ben caracteritzades a tots els nivells
(informacié sobre la mostra, I'individu, I'especie, etc.) per poder comparar-les amb

les de les mostres a estudiar.

Podem predir que en un futur no gaire llunya els sets de dades seran molt més grans
gue actualment, amb molts més loci, individus i poblacions, cosa que permetra que
les estimes dels parametres poblacionals siguin molt més acurades i precises.
Aquests grans sets de dades seran comuns gracies a avencos com l'automatitzacio i
les tecnologies d’alt rendiment, com I'is de robots pipetejadors i sequenciadors de
capil-lars més rapids que els actuals. La PCR multiplex, que és la co-amplificacio per
PCR de més d’'un locus en un sol tub utilitzant parells d’encebadors per a més d’'un
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locus, pot reduir molt el temps i els costos que impliquen produir grans quantitats de
dades. L’estalvi també pot venir de I'eliminacié dels passos post-PCR de tractament
de productes de PCR. A més, dur a terme diverses analisis en paral-lel també
permet aconseguir un alt rendiment (amb els microarrays, per exemple). El que és
essencial, pero, és fer un esfor¢ de recopilacié i emmagatzematge de tota la
informacié que es va generant per fer-la publica i que tota la comunitat cientifica
pugui utilitzar-la. Per aix0 so6n primordials les bases de dades de lliure accés (p.e.
GenBank, EMBL), que recullen informacié de sequéncies parcials, i projectes de
catalogacio de marcadors, com el HapMap (Gibbs et al., 2003), que és un cataleg de
les variants genétiques comunes en els humans i de la seva informacié poblacional i

genomica.

La genomica es pot definir com I'estudi de l'estructura i funcié d’'un nombre molt
elevat de gens i la genomica de poblacions fa referéncia a I'estudi de molts
marcadors de DNA en molts individus de diferents poblacions (Luikart et al., 2003).
Els grans avantatges d’estudiar molts loci alhora son lincrement de poténcia
estadistica en la majoria d’analisis i la millora en la cobertura del genoma, cosa que
permet fer inferéncies menys esbiaixades i identificar possibles loci que es comportin
de manera diferent i que, doncs, podrien estar afectats per la seleccié i tenir
importancia, per exemple, en eficacia biologica, adaptacié local o especiacié. Els
estudis de genomica de poblacions per ser informatius requereixen: 1) el
desenvolupament de recursos genomics, com un gran nombre de marcadors de
DNA (millor si estan mapats) o sequencies de fragments de gens; i 2) capacitat de
genotipatge a gran escala facilitat per la PCR multiplex o per assajos de genotipatge

rapids.

Tal com s’ha anat comentant al llarg d’aquest Resum global, sembla que el que
realment revolucionara el camp de la genética —i de la genetica de la conservacio—
sén els avencos que s’estan produint per aconseguir una sequenciacié rapida i
economica de genomes complets. L'any 2001, l'International Human Genome
Sequencing Consortium va publicar els primers resultats de la sequenciacié del
genoma huma complet. Des de llavors s’ha treballat per millorar i completar els buits
d'aquest primer esbhds i s’han dut a terme projectes per obtenir els genomes

complets de moltes altres especies animals, tant d’animals models (p.e. la mona
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Rhesus, Macaca mulatta, o el ratoli comu, Mus muscuslus) com despecies
importants en produccié animal (p.e. el gall, Gallus gallus, o el bou, Bos taurus) o per
la seva posicio dins I'arbre filogenétic (p.e. el ximpazé, Pan troglodytes, o el gos
domestic, Canis familiaris). Totes les dades que es van generant es fan publiques i
es posen a l'abast de tothom a través de les pagines web dels projectes (p.e.
www.ensembl.org). Aquesta informacio té un gran valor en I'estudi de les espécies
sequenciades i per fer analisis de genomica comparada, perd, a més, també és
basica a I'hnora d’estudiar espécies properes de les que encara no s’han generat
sequencies. Per exemple, a partir de les sequencies disponibles es poden dissenyar
encebadors universals per a un grup determinat d'espécies properes
filogenéticament a I'espéecie model, tal com veiem a la Introduccié (apartat 2.5.1).
Aixi, tots aquests coneixements sén de gran utilitat en genética de la conservacié ja

que serveixen de base per dissenyar estudis genetics.

Un exemple clar de la rapidesa amb qué es produeixen els avencos dins el camp de
la genética i la gendomica és el cas de I'estudi sobre variabilitat en el cromosoma Y
de ximpanzé presentat al segon capitol d’aquesta tesi. En el moment de comencar
I'estudi no estava disponible la sequéncia del genoma d’aquesta especie i vam haver
de plantejar la recerca a partir de la informacid existent. D’aquesta manera, es va
decidir dissenyar encebadors sobre la seqiiéncia de cromosoma Y humana per
amplificar fragments intronics de ximpanzé i aplicar la tecnologia de la DHPLC
(Oefner, Underhill, 1995) per tal de portar a terme el descobriment dels SNPs.
Recentment, pero, el cromosoma Y de ximpanzé ha estat sequenciat i, a més, s’ha
fet per duplicat, en dos individus diferents, cosa que ha permés comparar les dues
sequencies i determinar les diferéncies existents. Aquestes diferéncies poden ser, en
part, errors de sequencia, pero la majoria seran polimorfismes. En aquests moments,
doncs, el plantejament d'un estudi com el realitzat en aquesta tesi podria ser

completament diferent gracies a la nova informacié disponible.

La gran massa d’'informacié que s’esta generant, i que incrementa exponencialment
amb el temps, ha fet apareixer recentment una nova disciplina, la bioinformatica, que
és l'aplicacio d’eines computacionals a la gestid i I'analisi de dades biologiques. El
desenvolupament d’aquest camp ha estat espectacular i pateix un aveng continu per
ajustar-se a les demandes de la recerca, que necessita la creaci6 de meétodes
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analitics i programes informatics cada vegada més rapids, potents i fiables, i que
permetin el tractament d'una gran quantitat de dades. Dins la bioinformatica, és
necessari també seguir treballant en la millora dels metodes estadistics, per
exemple, dissenyant métodes de deteccio de la seleccid positiva més sensibles que
permetin discriminar l'acci6 de la selecci6 quan aquesta és debil. El
desenvolupament d’aplicacions informatiques ha estat basic en tots els camps de la
biologia, i entre ells en la genética de la conservacid. Inicialment el focus de la
bioinformatica estava en la creacié d’eines i técniques analitiques pel tractament de
sequencies nucleotidiques i proteiques, pero actualment s’avanca cap a un intent
d’integracié de molts tipus de dades diferents i d’arees diverses per poder fer analisis
més globals que tinguin en compte tots els factors necessaris. Encara falta fer un
esfor¢ perqué les dades de tipus ecologic estiguin disponibles en bases de dades de
la mateixa manera com ho estan les dades genétiques. La possibilitat d’integrar
informacio ecologica i genética és una de les fites que més contribuiran a la gestio

dels recursos de la terra i de la biodiversitat (revisat a Jones et al., 2006).

5. Evolucioé del cromosoma Y. Efecte de la selecci6 sexual

Fins aqui s’ha anat veient que el cromosoma Y és una font d’'informacié interessant
per a I'estudi de les poblacions ja que permet definir 'estructura poblacional paterna i
determinar si existeix dispersio diferencial entre mascles i femelles. La tecnologia
d’alt rendiment, que pot ser aplicada a aquests estudis, ha facilitat i optimitzat
'obtencid de resultats. Aquestes millores técniques i I'adquisicio d’'informacié son
essencials perque la genetica de la conservacio avanci en el seu objectiu de
preservar les espécies. El cromosoma Y, perd, no només és interessant com a
marcador siné que, a partir del coneixement que aquest cromosoma no era un
desert mancat de gens, el seu estudi ha centrat I'atencié dels cientifics gracies al fet
gue conté el gen que determina el sexe en els mamifers i a les caracteristiques que
el fan un cromosoma unic. Entre aquestes propietats cal destacar el seu estat
haploide, la preséncia exclusiva en un dels sexes, la manca de recombinacié gairebé
total i el fet que s’hi ha produit una acumulacid de gens, i families geniques,

relacionats amb espermatogenesi i amb expressié especifica a testicle. Donada la
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proximitat filogenetica entre 'home i la resta de primats, I'estudi de I'evolucié del
cromosoma Y en primats i de la relacié entre mutacions géniques i infertilitat apareix
com una area de recerca fonamental. El tercer treball presentat en aquesta tesi
s’engloba dins d’aquest context. Aquest treball ha permes aclarir la historia evolutiva
dels gens RPS4Y en primats. S’ha pogut confirmar que tots els infraordres de primat
presenten una copia del gen RPS4 en el cromosoma Y, el gen RPS4Y. Daltra
banda, també ha estat possible determinar que la duplicacié del gen RPS4Y1 que ha
generat el gen RPS4Y2 durant l'evoluciéo dels primats es va produir entre la
divergéncia de les mones del Nou Moén i les mones del Vell Mén, fa uns 35 milions
d’anys. Es sabut que aquesta segona copia lligada a cromosoma Y és funcional en
els humans, amb una expressio restringida a testicle i prostata. Pel que fa a la seva
funcionalitat i expressié a la resta de primats encara no hi ha cap informacid, tot i
que les sequéencies de cDNA de ximpanzé i macaco no mostren alteracions en forma
de codons de terminacié ni canvis en la pauta de lectura, de manera que
possiblement també es tracta d'un gen actiu en aquests llinatges. Ara bé, la
sequencia del gen RPS4Y2 en humans ha acumulat una série de mutacions no
sinonimes exclusives que, a meés, estan afectades per la seleccié positiva, mentre

gue aquesta seleccié no és detectada en els altres llinatges.

Com s’ha vist a la Introduccié (apartat 4.1.), els cromosomes sexuals provenen d’un
parell de cromosomes autosomics, pero, mentre que el cromosoma X ha mantingut
la major part del seu contingut genic, el cromosoma Y ha perdut gran part dels gens,
especialment els gens que no sén especifics de mascle. De fet, en el cromosoma Y
la desaparici6 de gens, tant per dissolucié dins el genoma a consequéncia de
mutacions com per escissié de material genétic, ha estat un procés constant durant
I'evolucié. Un exemple d’aquesta perdua de gens house-keeping és la no presencia
del gen RPS4Y en mamifers. Tanmateix, els primats han mantingut aquesta copia
funcional i, per aix0, I'origen del gen RPS4Y no ha estat facil d’elucidar. Inicialment,
quan Bergen et al. (1998) van definir aquesta copia van trobar-la exclusivament en
primats i no van ser capacos d’amplificar-la en cap de les altres espécies que van
provar, totes elles de rosegadors. Jegalian & Page (1998), pero, van trobar una
copia lligada a cromosoma Y en una espécie no primat, la Monodelphis domestica.
Recentment, quan es van definir les diferents classes de gens presents en el

cromosoma Y huma, tant I'RPS4Y1 com [I'RPS4Y2 es van considerar X-
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degenerades, és a dir, que provenien del cromosoma ancestral que va donar lloc als
cromosomes sexuals (Skaletsky et al., 2003). Aquesta classificacid, perd, només té
sentit per al gen RPS4Y1, ja que en el cromosoma X hi ha un sol gen homoleg. De
fet, en diferents publicacions apareix la hipotesi de la preséncia d’'un gen RPS4Y en
I'ancestre del cromosoma Y de mamifers, que després hauria desaparegut en tots
els llinatges excepte en primats i marsupials (Bachtrog, 2001; Graves, 2002). Alguns
autors defensen la preséncia d’'una copia lligada a cromosoma Y en bovins (Graves,
2006; Graves et al., 2006), segurament basats en sequeéncies dipositades a
GenBank. Tanmateix, si s’analitzen amb atencio les sequéncies de Bos taurus de les
bases de dades publiqgues es pot arribar a la conclusié que, de fet, es tracta de
sequéncies que corresponen a la copia del gen del cromosoma X. La hipotesi més
plausible, doncs, és que el gen RPS4Y es trobava inicialment en tots els mamifers,
ja que hi ha evidéncies que posen de manifest que formava part del primer estrat en
I'evolucié del cromosoma Y (Lahn, Page, 1999), i va ser eliminat, o va degenerar fins
desapareixer, en tots els llinatges excepte en primats i marsupials. La hipotesi de
dos processos independents de nova incorporacio genica des del cromosoma X cap
al cromosoma Y que donen el mateix resultat en primats i marsupials és
evolutivament poc parsimoniés. Tanmateix, €s estrany constatar que en el genoma
de tots els primats hi ha com a minim un pseudogén provinent d'una copia no
funcional de mRNA retrotranscrit i inserit al genoma del gen RPS4Y, mentre que al
genoma de la resta de mamifers nomeés es poden detectar retrotranscrits del gen
RPS4X, cosa que indicaria que la inactivacié i desaparicio d'aquest gen al

cromosoma Y va ser molt rapida.

En mamifers les forces que porten cap a I'acumulacié de canvis en el cromosoma Y
son, principalment, I'elevada taxa de mutacio i la ineficiencia de seleccié deguda a la
no recombinacié. El cromosoma Y esta subjecte a més canvis que la resta del
genoma perque en totes les generacions les meiosis es produeixen al testicle,
mentre que els autosomes i el cromosoma X passen pel testicle només la meitat o
un ter¢ de les vegades. El testicle és un ambient hostil ja que I'esperma és un medi
oxidatiu que no disposa de mecanismes de reparacié i, a més, calen moltes més
divisions cel-lulars per fer un espermatozoide que per fer un ovul, és a dir, es
produeixen més oportunitats per a l'aparici6 de dany (Aitken, Graves, 2002).

Aquestes caracteristiques podrien explicar I'observacido que la majoria de malalties
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genetiques dominants que apareixen de novo vénen dels cromosomes del pare
(Makova, Li, 2002).

Tot i que s’ha fet un gran progrés en I'estudi dels processos moleculars que fan que
el cromosoma Y degeneri, encara falta determinar per quée es produeix aquesta
degeneracio. La reduccié en l'activitat dels gens per acumulaci6 de mutacions
deletéries pot conduir a una pérdua total de funcio i a una desaparicié posterior dels
gens. L’acumulacié de mutacions deletéries en el cromosoma Y, i a llarg terme la
completa degeneracio, sembla que prové de la interferéencia entre les mutacions
sotmeses a seleccio diferencial que s’hi produeixen, que té relacié amb la falta de
recombinacié en aquest cromosoma. De manera simple podriem dir que les
poblacions naturals estan subjectes a mutacions recurrents amb efectes
beneficiosos i deleteris sobre les que actua la seleccié natural per tal d'incorporar les
beneficioses i eliminar les deletéeries. En absencia de recombinacio, pero, l'accio de
la seleccid direccional en un locus pot interferir amb I'accié direccional que es
produeixi en un altre locus lligat. De manera que I'eficacia neta de la seleccié natural
en un cromosoma no recombinant, com és el cas del cromosoma Y, disminueix: les
mutacions deletéries s’eliminen de manera menys eficient i les mutacions
beneficioses no s’incorporen de forma eficient. Aquesta és la base de la majoria de
models genétics que s’han proposat per explicar la degeneracié que s’observa al
cromosoma Y. Tant els models de seleccié purificadora contra les mutacions
deletéries com els de fixacié de mutacions beneficioses poden donar com a resultat
la fixaci6 de mutacions deleteries que observem en el cromosoma Y. Charlesworth
(1996) va proposar l'existéencia d'una acumulacié de mutacions lleugerament
deleteries per efecte de seleccié de fons (background selection), de manera que en
una determinada poblacié Unicament aquells cromosomes Y lliures de mutacions
fortament deletéries podrien passar a les futures generacions; en poblacions petites
s’incrementaria la probabilitat de fixaci6 de mutacions lleugerament deletéries.
Segons la hipotesi anomenada Muller’s ratchet, un procés estocastic provocaria que
es perdessin el grup de cromosomes Y sense mutacions deleteries que, per la falta
de recombinacio, mai més podrien ser restablerts, de manera que el seglient millor
grup, el que tingués menys mutacions, seria el que es fixaria a la poblacié
(Charlesworth, Charlesworth, 1997; Muller, 1964). Un altre model que provocaria

acumulacio de mutacions deleteries és I'arrossegament selectiu (genetic hitchhiking)
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produit per mutacions avantatjoses, és a dir, la proliferacié dins de la poblacié d’'una
mutacio favorable en el cromosoma Y pot arrossegar fins a la fixacié qualsevol al-lel
deleteri associat a ella, sempre que el cromosoma mantingui un avantatge net en
I'eficacia biologica (fitness). Segons aquest model la degeneracié del cromosoma Y
és un reflex de I'adaptacié en uns loci en concret, a expenses de la majoria dels
altres gens del cromosoma (Rice, 1987b). D’altra banda, existeix el model anomenat
Ruby in the rubbish, que explicaria la manca d’adaptacié al cromosoma Y per pérdua
de mutacions avantatjoses en cas que vagin lligades a mutacions deletéries de
coeficient de seleccid de magnitud igual o superior (Peck, 1994). Aixi, només
aguelles mutacions avantatjoses lliures de mutacions deletéries podran ser
seleccionades i retingudes al cromosoma Y per contribuir a I'adaptacio (Peck, 1994).
El resultat de tots quatre models en I'evolucié del cromosoma Y hauria comportat
que el meés avantatjos fos afavorir i incrementar I'activitat dels gens transcrits en el
proto-X (és a dir, desenvolupar la compensacio de dosi) mentre que l'activitat de
I'hnomoleg al proto-Y es veuria reduida. Aquest sembla ser el cas de la parella de
gens RPS4X/RPS4Y en primats, ja que, del total de proteina RPS4 present en els

complexos ribosomals, només un 15% prové del gen RPS4Y (Zinn et al., 1994).

Com s’ha vist al Capitol 3 de Resultats, el gen RPS4Y2 en humans mostra una
acceleracio de la taxa de mutacié no sinonima i es troba evolutivament sota I'accio
de la seleccio positiva. EI cromosoma Y ha estat molt estudiat per detectar-hi I'accio
de la seleccié adaptativa en un intent d’explicar I'evoluciéo d’aquest cromosoma. En
comparacions entre els genomes dhuma i ximpanzé s’ha pogut determinar
I'existéncia d’'un excés de gens afectats per seleccié positiva entre els gens que
tenen una expressio maxima en testicle (Nielsen et al., 2005). Al mateix temps, els
gens relacionats amb espermatogenesi també presenten aquest tret (Nielsen et al.,
2005). Aquestes observacions concorden amb les evidencies que la seleccio positiva
ha estat clau en I'evolucioé d’alguns gens del cromosoma Y en mamifers (Bielawski,
Yang, 2001; Dorus et al., 2003; Gerrard, Filatov, 2005; Jobling et al., 1998; Pamilo,
Oneill, 1997). D’atra banda s’ha proposat que la seleccidé purificadora és menys
eficient en els gens del cromosoma Y que en els de I'X (Gerrard, Filatov, 2005).
L'accié de la selecci6 sexual, que ha estat descrita en l'adaptacié de diversos
caracters relacionats amb la reproduccid, s’ha defensat com a mecanisme

fonamental en I'evolucio del contingut génic del cromosoma Y (Roldan, Gomendio,
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1999), ja que aquest cromosoma és ric en gens relacionats amb espermatogénesi.
Aquestes observacions donen suport a la hipotesi que les mutacions beneficioses
per als mascles pero alhora perjudicials per a les femelles s’haurien acumulat en
aguest cromosoma, ja que els gens afectats nomeés serien transmesos al fill (on son
afavorits) i no a les filles (on haurien estat seleccionats negativament), de manera
gue els trets que asseguren una bona capacitat reproductiva en els mascles haurien

estat sota una forta pressié selectiva (Roldan, Gomendio, 1999).

Es coneix que el gen RPS4Y2 en humans presenta una expressié restringida a
testicle. Aquest patré d’expressio pot ser degut a mutacions en el promotor
exclusives també del gen huma. D’altra banda, aguest gen es troba situat a una
regio relacionada amb azoospérmia, la regié AZFb, és a dir, mutacions en aquesta
zona del cromosoma Y provoquen infertilitat. Aquestes caracteristiques fan pensar
gue aquest gen pot haver adquirit una nova funcio en el llinatge huma i que aquesta
nova funcié possiblement esta relacionada amb el procés d’espermatogenesi. En
cas de tractar-se d'un gen amb funcié espermatica, la seleccio sexual pot haver jugat
un paper important sobre el caracter definit pel nou gen. Tanmateix, per poder
confirmar aquesta hipotesi caldria fer analisis bioquimiques i funcionals amb la
proteina RPS4Y2 per comprovar que ja no té funcié com a proteina ribosomal i per

analitzar si és essencial per a la fertilitat masculina.

La seleccié sexual juga un paper important en I'efecte dels mecanismes d’evolucié
genica en determinades especies, ja que s’ha observat una correlacio entre seleccio
sexual i el tipus de sistema reproductiu. Aixi, la seleccié sexual sembla que exerceix
una pressi6 més forta en aquelles espécies promiscues, amb sistemes de
reproduccié dispersos o multi-mascle/multi-femella, és a dir, especies en qué la
femella pot copular amb diversos mascles i, doncs, els mascles han de competir
entre ells, cosa que s’ha observat, per exemple, en diverses espécies de primat
(Dixson, Anderson, 2002). La competencia entre els mascles es pot donar a
diferents nivells, de manera que la seleccid6 sexual pot afectar caracters molt
diversos (Martin-Vivaldi, 2002). En la competencia pre-copula, els mascles
competeixen per aconseguir recursos i territori, per exemple marcant el terreny amb
exhibicions vocals o visuals, o lluiten directament entre ells per les femelles, utilitzant

les “armes” que han desenvolupat, com les banyes. Aquest tipus d’enfrontaments
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s6n comuns en mamifers, de manera que la seleccid sexual és intensa sobre
caracters com la mida del cos, l'armament, les exhibicions de forca i el
comportament agressiu. A més, els mascles també poden desenvolupar trets per
atreure l'atencio i la resposta sexual de les femelles, especialment en aus, insectes i
peixos, en que es troben evidencies d’aquest tipus de competéncia en el color, sons,
productes quimics, mida, etc. En molts casos, els dos tipus de competéncia pre-
copula estan relacionats i podem observar que les femelles mostren preferéncia pels
mascles que demostren ser més dominants. D’altra banda, existeix la competéncia
espermatica, ja que en moltes de les espécies animals estudiades les femelles tenen
relacions sexuals amb més d’'un mascle, de manera que, pels mascles, aconseguir
aparellar-se no vol dir necessariament deixar descendencia. La competencia
espermatica que s’estableix per fecundar I'0vul pot afavorir caracters ben diferents
als afavorits per competéncia pre-copula. En un inici es pensava que en mamifers no
es donava aquest tipus de competencia perqué els espermatozoides estan vius dins
el tracte reproductor femeni durant un periode de temps molt curt, perd es va veure
que aquesta idea era erronia ja que és comu observar que del mateix part sorgeixen
cries de diferents pares o, en espécies amb una sola cria, s’ha vist que aquesta pot
provenir d'un mascle diferent al que s’ha observat copulant amb la femella.
Finalment, existeix la competéncia post-copula exercida pels mascles, que poden
desenvolupar diferents estratégies per evitar que la femella deixi descendéncia
d’altres mascles. Un cop acabada la copula, els mascles d’algunes especies (per
exemple, en macacos i ximpanzés) deixen a la vagina de les femelles un tap
copulatori, una massa dura elastica formada pel semen ejaculat, que evita que altres
mascles puguin inseminar-les (tot i que s’han proposat hipotesis alternatives per a la
funcié d’aquest tap, com la prevencio d'un possible reflux). D’altra banda, en
diverses especies de mamifers s’ha descrit que els mascles poden matar les cries
dels seus competidors, tant amb actes d’infanticidi com provocant I'avortament de la

femella prenyada (per exemple, en lleons i rosegadors).

La relacio entre seleccié sexual i sistema d’aparellament s’ha descrit pels diferents
tipus de competéncia. Aquesta relacié pot ser estudiada en els hominoides, ja que
presenten una gran diversitat en el comportament social i sexual. Els gibons han
estat descrits tradicionalment com a especies monogames (Brockelman, 1998; tot i

que hi ha discrepancies, veure MacKinnon, 1977), de manera que la competencia
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espermatica no és important i aquest fet es veu reflectit en la manca de dimorfisme
sexual i en la mida petita dels testicles (Dixson, 1998). En I'extrem oposat es
trobarien els ximpanzés i els bonobos, que presenten una elevada competéncia
espermatica perque el seu sistema d’aparellament és de tipus multi-mascle/multi-
femella (Goodall, 1986) amb molta promiscuitat. Aquestes especies son les que
tenen els testicles més grossos dins dels primats i sén de les que tenen una
proporcié de la mida testicle-cos més elevada (Harvey, 1984). A més, els ximpanzé
son els unics hominoides en que s’ha observat el tap copulatori (Dixson, 1998).
Entre aquests dos extrems es troba el sistema social dels goril-les, que viuen en
grups petits i estables en que un o dos mascles dominants monopolitzen totes les
copules (Robbins, 1995). Aquesta manca de competéncia espermatica es reflecteix
en la mida petita dels testicles i de les vesicules seminals d’aquests animals (Dixson,
1998). El comportament social i sexual dels orangutans no esta tan ben caracteritzat,
tot i que sembla que presenten un sistema d’aparellament dispers que comporta
promiscuitat de les femelles (van Schaik, 1996). Tot i aixi, la mida petita dels
testicles en els mascles d’orangutan comparada amb la gran diferencia dimorfica de
la mida del cos no permet aclarir fins a quin punt la competencia espermatica €s
important (Dixson, 1998). Pel que fa als humans, és més dificil determinar el sistema

reproductiu natural com a consequéncia de la gran influéncia de la cultura.

La seleccié sexual s’ha proposat, doncs, com el mecanisme principal en I'evolucié
dels genitals en moltes especies, tot i que els mecanismes exactes involucrats no
estan tan clars (Hosken, Stockley, 2004). Des d’'un punt de vista molecular, ja hi ha
estudis que demostren l'accié de la seleccio natural en I'evolucio de caracters lligats
a reproduccio en relacié amb el sistema d’aparellament. Un exemple ben clar és el
de I'evolucio en els primats dels gens que codifiquen per les proteines que formen
part del semen ejaculat, especialment els gens de la semenogelina, SEMG1 i
SEMG2, que és la principal proteina estructural del semen (Dorus et al., 2004
Jensen-Seaman, Li, 2003). S’ha trobat una correlacio positiva de la relacié entre taxa
de substitucié no sinonima i sinonima (») del gen SEMG2 amb la mida relativa dels
testicles en diferents espécies de primat estudiades, de manera que la taxa evolutiva
correlaciona de manera estreta amb els nivells de poliandria i, aixi, les especies amb
femelles més promiscues son les que presenten una o meés elevada (Dorus et al.,

2004). L'acci6 de la seleccié positiva ha estat detectada també en set altres
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proteines relacionades amb la produccié de semen en I'evolucié dels primats (Clark,
Swanson, 2005). En el cas dels gens RPSA4Y, les evidéncies suggereixen que
després de la duplicacié la nova copia, lliure de constriccions, hauria comencat un
procés evolutiu de neofuncionalitzacid, possiblement amb la participacio de la
seleccié sexual, com a minim en humans. L’adquisici6 d'una nova funcid,
probablement lligada a espermatogenesi, és, de fet, la hipotesi més plausible per
explicar el manteniment de les dues copies d’aquest gen en el llinatge huma.

En comparar la sequencia del genoma huma amb la sequencia del genoma del
ximpanzé ha sorprés detectar que més de 100 gens presenten disrupcions a la
sequencia codificadora especifiques de llinatge, en forma de mutacions de codons
de terminacié o de llocs d’empalmament, de canvis de pauta de lectura per
insercions o delecions o d’escissié de gens (Mikkelsen et al., 2005; Wang et al.,
2006). Les perdues geniques especifiques de llinatge que es produeixen al
cromosoma Y soOn especialment interessants perque en aquest cromosoma hi ha
una acumulacié de gens implicats en espermatogéenesi (Lahn, Page, 1997; Skaletsky
et al., 2003), de manera que el seu estudi pot revelar la historia dels canvis evolutius
que s’han produit en els sistemes de reproduccié i fertilitat entre els diferents
linatges. Com s’ha anat veient, el cromosoma Y, per la seva manca de recombinacio
gairebé total, és especialment propens a patir perdues géniques per diferents
possibles mecanismes. La recent publicacio de la seqiieéncia del cromosoma Y del
ximpanzé en dos estudis independents (Hughes et al., 2005; Kuroki et al., 2006) ha
permés fer analisis comparatives entre aquest cromosoma i I'huma. Aquestes
comparacions han revelat que dels 16 gens de copia simple (els X-degenerats,
segons la classificacié d'Skaletsky et al., 2003) funcionals al cromosoma Y huma,
n’hi ha quatre (CYorfl5B, TBL1Y, TMSBA4Y i USP9Y) que han estat inactivats per
mutacio al llinatge del ximpanzé, mentre que no hi ha evidéencies de I'esdeveniment
oposat (Hughes et al., 2005; Kuroki et al., 2006; Tyler-Smith et al., 2006). Aquests
quatre gens contenen set disrupcions en total, que han estat estudiades més en
profunditat i s’ha pogut determinar que el goril-la presenta la mateixa seqiiéncia que
els humans mentre que el bonobo presenta totes les mutacions disruptives del
ximpanzé, excepte la del gen TBL1Y, que estd, pero, present en totes les
subespécies de ximpanzé (Perry, 2007). Aquestes observacions, pero, no impliquen

gue no pugui haver-hi altres mutacions disruptives en altres regions d’aquests gens,
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o en altres gens, en els llinatges del goril-la i el bonobo. D’altra banda, que un gen
tingui una mutacié disruptiva no vol dir necessariament que deixi de ser funcional, i
en el cas d’aquests gens s’han pogut detectar RNAs missatgers (mMRNAS) per a tres
d’ells (Hughes et al., 2005), de manera que aquests mRNAs podrien tenir una funcio
reguladora o podrien ser traduits a proteines parcials. Tanmateix, no s’han detectat
diferencies quant a diversitat nucleotidica entre la regié d’abans i la de després de la
mutacio, com s’esperaria en cas que el gen fos funcional (la d’abans encara estaria
subjecta a la seleccio, mentre que la de després podria actuar com un pseudogen)
(Perry, 2007).

Les diferéncies observades entre els llinatges poden intentar explicar-se a través de
la possible relacié entre I'evolucié del cromosoma Y i els sistemes d’aparellament.
Les mutacions en els gens del cromosoma Y de ximpanzé podrien ser consequéncia
de fenomens d’arrossegament genetic per l'efecte d'una forta seleccié positiva
(seleccié sexual) en alguna altra regié del cromosoma. En el llinatge que condueix
als humans la pressi6 de la seleccio positiva hauria estat menor o bé el fet de danyar
els gens podria haver tingut consequencies molt més deleteries. Aixi doncs, ja que hi
ha un gran enriquiment de gens amb funcié espermatica en el cromosoma Y, sembla
raonable pensar que poden haver-se produit molts processos de selective sweep
durant I'evolucié del cromosoma Y dels ximpanzés com a reflex de la importancia del
paper que juga la seleccié sexual en aquesta espécie a causa de la competéncia
espermatica. D’altra banda, també és possible que algunes mutacions disruptives
fossin avantatjoses per elles mateixes, segons la hipotesi de “menys és més”
d’Olson (1999), que va proposar que la pérdua de la funcié génica durant I'evolucio
dels hominids ha comportat en alguns casos un benefici en I'eficacia biologica. De
moment, pero, hi ha pocs exemples que donin suport a aquesta teoria (Stedman et
al., 2004; Wang et al., 2006; Xue et al., 2006) i alguns d’ells han estat molt discutits
(McCollum et al., 2006; Perry et al., 2005). En el cas del gen USP9Y, que presenta
disrupcions en el llinatge del génere Pan (Perry, 2007), s’han trobat dues mutacions
disruptives diferents en I'especie Ateles geoffroyi (Gerrard, Filatov, 2005), que també
té un sistema reproductiu multi-mascle/multi-femella (Chapman et al., 1995), cosa
gue fa pensar en la possibilitat que eliminar la funcionalitat d’aquest gen podria ser
beneficiés en els primats amb una alta competéncia espermatica. De tota manera,

no es poden descartar les opcions que aquestes especies tinguin altres gens no
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presents en els humans per compensar aquesta perdua o que en humans el gen
USP9Y hagi adquirit noves funcions, ja que mutacions en el gen huma comporten
infertilitat (Blagosklonova et al., 2000; Sun et al., 1999).

6. Desti del cromosoma Y

A mida que s’obtenen més coneixements sobre I'estructura i la possible evolucio del
cromosoma Y en mamifers i, més concretament, en primats, van apareixent nous
dubtes. Des dels primers estudis moleculars del cromosoma Y, el debat sobre el
futur d’aquest cromosoma esta obert. Com s’ha anat veient al llarg d’aquest Resum
global, I'evolucié del cromosoma Y és un procés constant de perdua génica i, alhora,
d’acumulacié i amplificacié de gens. Les evidencies actuals suggereixen que el gen
RPS4Y ha desaparegut en la majoria de llinatges dels mamifers, de manera que és
un bon exemple de la pérdua génica que es va produint en aguest cromosoma. En
canvi, I'aparici6 del gen RPS4Y2 durant I'evolucié dels primats és un cas de nou
material que s’acumula al cromosoma Y, provinent d’'una altra regiéo del mateix
cromosoma. Aixi doncs, la gran pregunta que es plantegen els cientifics és:

degenerara el cromosoma Y fins a desapareixer?

En un calcul groller de la mitjana de la taxa de pérdua de gens en el cromosoma Y
huma, Aitken & Graves (2002) van predir que al cromosoma Y li restaven uns 10
milions d’anys de vida. Recentment, en coneixer-se que el cromosoma X presenta
1.000 gens i no 1.600 com es pensava inicialment, Graves (2006) ha afinat els
calculs i proposa que han de passar uns 14 milions d’anys perque el cromosoma Y
s’extingeixi. Aquestes consideracions han estat molt debatudes. Alguns autors (p.e.
Graves, 2005) veuen el cromosoma Y com un element molt dinamic que pot
apareixer, desapareixer i reaparéixer en els genomes dels eucariotes. Les
observacions fetes en espécies de Drosophila donen suport a aquesta hipotesi. La
manca d’homologia entre els cromosomes X i Y en moltes espécies de Drosophila
ha portat diversos autors (Carvalho, 2002; Hackstein et al., 1996) a suggerir que el
cromosoma Y d’aquest génere no es va originar a partir de ’'homoleg del cromosoma
X, que segurament va degenerar fins a perdre’s, sind que es va generar a partir d'un
cromosoma B (tot i que no es pot descartar la possibilitat que la degeneraci6 fos tan

forta que no hagi deixat signes d’homologia). El cromosoma supernumerari B hauria
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aconseguit alinear-se amb el cromosoma X, hauria adquirit gens especifics de
mascle d’altres llocs del genoma i hauria donat lloc a un cromosoma Y ancestral,
que seria el que ha estat retingut en la majoria d’espécies de Drosophila actuals,
com D. melanogaster. Tanmateix, el cromosoma Y de les especies del llinatge de D.
pseudoobscura no és homoleg al de D. melanogaster, de fet, no té res a veure amb
el cromosoma Y ancestral, de manera que es tracta d’'una generacié de novo que va
tenir lloc en el llinatge del grup pseudoobscura, quan fa uns 18 milions d’anys el
cromosoma Y ancestral es va translocar cap a un autosoma i va aparéixer un
cromosoma Y completament nou (Carvalho, Clark, 2005). A més, es pot observar
una reduccio de I'hneterocromatina i de la mida dels introns en els gens que havien
estat lligats a Y i que van passar a ser autosomics (Carvalho, Clark, 2005). D’altra
banda, I'especie D. miranda presenta un nou cromosoma Y molt jove, que es va
formar fa només aproximadament 1 mili6 d’anys per la fusi6 del cromosoma Y
ancestral amb un autosoma, cosa que va fer que uns 2.000 gens esdevinguessin
lligats a sexe. S’ha pogut observar que les regions genomiques del nou X gairebé no
presenten canvis, mentre que la regié neo-Y, que mostra els primers estadis de
I'evolucié d'un cromosoma Y, ja conté signes clars de degeneracio (mutacions que
introdueixen codons de terminacié o canvis en la pauta de lectura) i acumulacio

d’elements transponibles, delecions i reorganitzacions estructurals (Bachtrog, 2005).

El procés de degeneraci6 del cromosoma Y fins a la seva completa desaparicié no
nomes se sosté en les observacions fetes a Drosophila, sin6 que també es veu
reforcat per descobriments fets en mamifers. S’han descrit dos generes de
rosegadors que inclouen espécies que no tenen cromosoma Y, la rateta-talp
(Ellobius) (Fredga, 1988; Just et al., 1995) i la rata de camp espinosa japonesa
(Tokudaia). L’especie Ellobius lutescens té un cariotip XO en tots dos sexes, com la
rata de camp espinosa japonesa (Arakawa et al., 2002), mentre que l'especie E.
tancrei és XX pels dos sexes (Vogel et al.,, 1998). La rateta-talp no presenta cap
traca del gen Sry ni de cap altra marca de cromosoma Y, de manera que el sistema
de determinacié del sexe ha canviat completament i els factors de fertilitat del
cromosoma Y també han estat substituits, pero el nou sistema encara és del tot
desconegut (Just et al., 2002). En el cas del génere Tokudaia, tampoc s’han detectat
restes de Sry, pero si que sembla que hi ha preséncia en tots dos sexes de, com a

minim, dos gens (Zfy i Tspy) provinents del cromosoma Y, de manera que sembla
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gue una regio del cromosoma Y s’ha translocat cap a I'X o cap a un autosoma. Fins i
tot dins dels primats, alguns autors han descrit cariotips sexuals de tipus XX/XO com
a consequéncia de la translocacié del cromosoma Y cap a un dels autosomes en
especies del genere Aotus (A. infulatus, A. azarae i A. nigriceps) (Ma, 1981; Ma et
al., 1975; Mudry et al., 1998; Pieczarka, Nagamachi, 1988). Aquestes especies de
mamifers, doncs, han estat capaces d’existir sense cromosoma Y, pero la manera
com ho aconsegueixen encara avui en dia €s un enigma i no s’ha pogut aclarir si el
nou sistema de determinacié del sexe depen de l'acci6 d'un nou gen en un
determinat cromosoma (i a partir d'aqui potser es comencaria a desenvolupar un nou
proto-Y) o bé si s’ha passat a un sistema depenent de I'ambient, per exemple de la

temperatura, com el d’alguns llinatges de reptils (Janzen, Phillips, 2006).

Podria ser, doncs, que la desaparicié total del cromosoma Y fos I'Ultim estadi en
'evolucié d’aquest cromosoma, pero diferents autors opinen que aquesta
desaparicié portaria a I'espécie cap a l'extincid pel paper essencial que juga el
cromosoma Y en la determinacié del sexe (Aitken, Graves, 2002; Sykes, 2003).
Tanmateix, aquesta visi6 més apocaliptica del desti del cromosoma Y sembla poc
realista. Com s’ha anat veient, la desaparicio del cromosoma Y no implica
necessariament I'extincio de I'espécie, siné que hi ha diferents alternatives. D’altra
banda, molts autors defensen el manteniment d’aquest cromosoma dins del genoma
gracies a diversos mecanismes. L'eficacia dels diferents processos que causen
degeneracio geneética depen del nimero de gens lligats en el cromosoma Y
(Charlesworth, Charlesworth, 2000), de manera que amb el niumero tan reduit de
gens funcionals que han sobreviscut en el cromosoma Y modern dels mamifers
(Skaletsky et al., 2003) la taxa de mutacié deletéria segurament €s massa baixa
perqué pugui actuar la seleccié de fons, de la mateixa manera que segurament les
mutacions avantatjoses també sén massa escasses perque els selective sweeps
puguin tenir un paper important en I'acumulacié de mutacions deletéries (Gerrard,
Filatov, 2005). El fet que la diversitat genética en el cromosoma Y huma sigui només
lleugerament inferior a la del cromosoma X concorda amb la hipotesi que després de
230-320 milions d’anys de degeneracié aguest cromosoma conté un nimero massa
baix de gens com perqué els processos de degeneracid puguin continuar més enlla
(Lahn, Page, 1999).
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D’altra banda, la manca de recombinacié es veu com un dels factors meés influents
en la degeneracio del cromosoma Y, pero la recombinacié no és I'inic mecanisme
de redistribucié genomica existent. En el cromosoma Y es ddéna un procés continu
d’esdeveniments de conversiéo genica, recombinaci6 homologa intracromosomica,
inversio i delecié que, junt amb I'accié de la selecciod purificadora —que s’ha vist que
en humans té un efecte més important del que es pensava inicialment (Hughes et
al., 2005)—, podrien tenir suficient poténcia per evitar la desaparicié del cromosoma
Y (de Knijff, 2006). Aquesta visi6 donaria un sentit a la natura repetitiva de
I'estructura del cromosoma Y, ja que els elements repetitius serien essencials per al
manteniment del cromosoma. A més, les families multigéniques del cromosoma Y,
totes formades per gens d'expressid especifica de testicle, és a dir, probablement
fonamentals en espermatogénesi, mantenen la seqiéncia dels gens conservada
gracies, en part, al sistema de naixement i mort de gens. A part d’aguestes
multiplicacions en grans families geniques, es donen també noves aportacions per
duplicacié i transposicié de gens des d’altres llocs del genoma, com en el cas dels
gens TGIF2LY i PCDH11Y en humans (Skaletsky et al., 2003), el gen RPS4Y2 dins
la filogénia dels primats (tercer capitol d’aquesta tesi) o nous gens detectats en

carnivors (Murphy et al., 2006).

Com s’ha anat veient, el cromosoma Y ha despertat un gran interes entre els
cientifics i ha estat la diana de molts estudis, pero, tot i que en els darrers anys s’ha
avancat en I'obtencié de coneixements, aquest cromosoma encara ara €s un misteri
en molts aspectes. La historia evolutiva del gen RPS4Y al llarg de la radiacié dels
mamifers, per exemple, encara s’ha d'acabar de completar. Per aclarir I'escenari
evolutiu d'aquet gen és imprescindible disposar de la seqiiéncia del cromosoma Y de
diferents especies de mamifers que cobreixin tots els ordres i aixi poder determinar
amb exactitud en quins llinatges s’ha mantingut realment aquest gen. La manca
d’'informacié sobre el cromosoma Y prové de les enormes dificultats que comporta el
seu estudi, especialment per la gran quantitat d’elements repetitius i regions
repetides que formen aquest cromosoma. Els projectes de sequenciacid de
genomes complets mostren clarament aquesta dificultat, ja que el cromosoma Y
sempre és l'Ultima peca que es seqiencia i s'aconsegueix després d'un esforg
especial. Aixi, recentment s’ha publicat I'esbés de la seqiéncia del genoma del

ximpanzé (Mikkelsen et al., 2005) i, a part, la sequencia refinada d’'una part del
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cromosoma Y d’'aquesta espéecie (de la regio no repetitiva), que ha requerit un esforg
especific dut a terme per dos grups en paral-lel (Hughes et al., 2005; Kuroki et al.,
2006), de la mateixa manera que primer es va publicar I'esbds de la seqliéncia del
genoma huma 'any 2001 (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001), el genoma ja més
ben organitzat a I'abril del 2003 i pocs mesos després la sequéncia del cromosoma
Y (Skaletsky et al., 2003). Aixi, dels vuit genomes de mamifers que han estat
sequenciats i que ja s’han aconseguit organitzar, només es disposa del cromosoma
Y de tres especies: 'home, que presenta el cromosoma Y complet, i el ximpanzé i el
ratoli, dels que es disposa de la sequéncia parcial. Davant d’aquesta situacio, el
National Human Genome Research Institute (NHGRI) ha establert com una de les
prioritats de sequenciacio el refinament de la sequéencia del cromosoma Y de cinc
mamifers —Bos taurus, Rattus norvegicus, Monodelphis domestica, Macaca mulatta i
Callithrix jacchus—, entre ells dues especies de primat (les dades son del juny del
2006). El NHGRI s’ha adonat de la importancia de la genomica comparada dins la
recerca biologica i ha apostat per la seqienciacié de molts organismes diferents.
Aquest centre permet que els investigadors facin propostes sobre les especies que
creuen que caldria sequenciar a través del sistema dels White Paper Proposal,
articles que han de justificar el suggeriment. Rozen et al. (2006) han fet una proposta
(White Paper) de sequenciacié del cromosoma Y en set especies de mamifers, ja
que afegeixen a les cincs ja enumerades el gat (Felis catus) i el gos (Canis

familiaris).

Actualment ja es disposa de la sequencia del genoma complet de dos primats no
humans, el ximpanzé i el macaco (tot i que la d’aquest darrer encara s’ha de refinar),
i hi ha propostes acceptades per seqlienciar set espécies més, algunes de les quals
ja es troben ja en progrés o estan a punt de comencar a ser sequenciades, i hi ha
dues espécies més recomanades. D’altra banda, també s’ha acceptat seqlienciar de
manera refinada el cromosoma Y de macaco i del titi comu. Aixd denota la
importancia dels primats en la genomica comparada, ja que son la clau per
comprendre questions de biologia evolutiva i com a models en biomedicina per
trobar les causes de malalties que afecten els humans. En aquest context, I'estudi
comparat del cromosoma Y en primats, especialment en els gran simis, i en
mamifers en general, és essencial per revelar questions critiques sobre la infertilitat

en els homes i altres aspectes que tenen la base genetica en aguest cromosoma.
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Com s’ha vist, per poder aprofundir en la relacié entre seleccié sexual i sistemes
d’aparellament cal que puguem comparar les sequéncies dels gens afectats, i
preferiblement de tot el cromosoma Y, d’especies que representin tots els exemples
de sistemes reproductius, de manera que seria molt interessant poder disposar de

les sequiencies completes de cromosoma Y de tots els hominoides.

7. Genetica de la conservacio i conservacio de les especies. Futur

La genética de la conservacié ha sobreviscut a tres grans reptes en l'intent d’ajudar
en les decisions de gestio de la conservacio (DeSalle, Amato, 2004). El primer repte
va apareixer en relacié a les definicions d’espécie i de fronteres i en el rol que la
genetica havia de jugar en la delimitacié de les unitats de conservacio (Ryder, 1986).
El segon repte va venir de la critica de Caughley (1994), que deia que es donava
massa importancia a les questions técniques en conservacioé (incloent la genetica de
la conservacid) en detriment de questions que considerava més importants, com
'amenaca de I'habitat i les malalties. Finalment, el tercer repte és un dels aspectes
més controvertits de la biologia de la conservacio: quin és el rol real que juguen els
factors genétics en I'extincié i el perill de la vida salvatge (DeSalle, 2005). Aquest
dubte sobre la importancia dels factors geneétics en el procés d'extincié de les
especies va comencar amb una publicacié de Lande (1988) que suggeria que els
efectes dels factors demografics sobre les espécies eren molt més importants que
els factors genétics i que, de fet, les espécies s’extingien abans de poder detectar
canvis en la diversitat genética. Spielman et al. (2004) van decidir fer un estudi
global per determinar si en les espécies amenacades es podia detectar una reduccio
de la diversitat genetica en comparaci6 amb altres especies relacionades no
amenacades i van poder comprovar que si que hi havia diferéncies, de manera que
la pérdua de variabilitat genetica si pot ser un dels factors clau en 'evolucio de les
poblacions en perill d'extinci6. D’altra banda, quan es tracta amb especies
amenacades els factors com la destruccio de I'habitat, la fragmentacio, la pol-lucié, la
sobreexplotacié i les espécies exotiques introduides es perceben facilment com a
questions critiques directes i és facil, doncs, plantejar-se si el deteriorament genétic
és realment un factor a tenir en compte i si €s o no prioritari. De fet, fins fa pocs anys
els problemes genétics es veien simplement com una possibilitat teorica.

Actualment, pero, I'empobriment genétic es percep com un problema real per a
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moltes espécies amenacades i en perill ja que la resposta d'una poblacid
geneticament poc diversa front al canvi és pitjor que la de poblacions diverses
(Frankham, 2002), de manera que la genetica cada vegada es té més en compte en
conservacio per ajudar en les decisions de gestio de les especies. A més, s’estan
desenvolupant eines genetiques i computacionals per contribuir al control de les
poblacions que cal gestionar i conservar (Schwartz et al.,, 2007), des de l'estadi
inicial de definicio de les unitats de maneig i estudi de la diversitat d’'una poblacié en
concret fins al seguiment a llarg terme de la dinamica de la poblacio, a més
d’analitzar la possibilitat de portar a terme programes de reintroduccio o qualsevol

altre tipus de translocacio.

L'objectiu final d’un procés de conservacié és aconseguir que I'espécie en concret
sigui suficientment abundant i ben estesa en llibertat i conservi prou variabilitat
genetica com per poder mantenir la seva funcionalitat, garantir la seva capacitat
d’adaptacié als canvis ambientals i conservar les seves potencialitats evolutives
sense necessitat d'ajuda d’origen huma. Per maximitzar el potencial evolutiu d'una
especie i evitar el perill d’extincié a llarg terme és essencial mantenir un nombre
elevat de poblacions diferents i no protegir una sola poblacié. Al llarg d’aquest
Resum global s’ha anat veient que els grans avencos que es produeixen en
genomica, bioinformatica, tecnologia d’alt rendiment, etc., fan avancar molt de
pressa la biologia de la conservacié i milloren les possibilitats de protegir les
especies. Tanmateix, a part de tots els progressos que s’estan duent a terme en
genetica, no es pot oblidar que la conservacié de les especies no té cap sentit si no
es preserven també els ecosistemes, tal com apuntava Caughley (1994). Cal que els
habitats de les espécies siguin prou extensos i connectats entre ells per permetre el
desplacament i 'adaptacio en cas de canvi. No té sentit salvar una espécie si el seu
habitat desapareix, de manera que els plans de conservacié han de tenir en compte
molts aspectes diferents que cal potenciar. Entendre la dinamica dels ecosistemes
és fonamental per poder dur a terme plans per a la seva proteccié. En molts casos,
protegir un ecosistema significa protegir totes les espécies que hi viuen, tot i que les

més amenacades potser requereixen esforcos especifics.

La gran dificultat de protegir els habitats és la seva distribucié dins del planeta, ja

que les arees amb més biodiversitat es troben en paisos en vies de
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desenvolupament mancats de molts recursos i amb altres prioritats, tal com veiem a
la Introduccié d’aquesta tesi pels primats (apartat 1.3). En un estudi fet a Africa
(Rondinini et al., 2006) s’han identificat els llocs prioritaris que cal protegir per actuar
sobre la conservacioé dels vertebrats africans, molts dels quals estan amenacats, i
s’ha determinat que més de la meitat dels llocs irreemplacables son regions amb una
elevada densitat humana. En molts casos, la destruccio dels boscos no té cap sentit
economic, pero a curt terme aporta ajuda immediata, de manera que una part crucial
de la solucié es troba en I'educaci6, és essencial fer entendre a les poblacions
humanes que és molt més valuds a llarg terme conservar els habitats que destruir-
los. Aixi, la creacié de reserves és una estratégia necessaria, pero és fonamental
trobar la manera de conservar els ecosistemes sense que aix0 tingui un efecte
negatiu per a les poblacions humanes que també hi habiten. Hi ha exemples
encoratjadors que han tingut éxit combinant les necessitats dels animals i les
necessitats dels habitants de la regié, com és el cas del turisme de goril-les a
Rwanda, on aguesta activitat s’ha convertit en la segona gran font d’'ingressos del
pais i, tot i que humans i goril-les entren en contacte i hi ha hagut milers de visitants,
no s’ha produit cap incident. En conservacio, doncs, cal considerar sempre tant
factors ecologics com socioeconomics de cada regié en concret perqué els plans de
gestio que s’hi estableixin tinguin éxit (Balmford et al., 2002; Balvanera et al., 2001).
Per exemple, en el cas dels primats no humans, per poder evitar el comer¢ de carn
€s necessari que els paisos que en son consumidors trobin fonts de proteina
alternatives que permetin sostenir la poblaci6 humana sense haver de cacar primats
(Bowen-Jones, Pendry, 1999). Es important també no oblidar que els beneficis de
conservar els ecosistemes sén internacionals, pero que els costos son per als paisos
on es troben els boscos, que, a meés, son els paisos meés pobres del planeta (World
Parks Congress a Durban, Sud Africa, 2003). Es per aixd que cal que els paisos
desenvolupats contribueixin d’alguna manera, per exemple condonant el deute

exterior d'un pais si s’hi estableixen reserves naturals.

La recuperacio d’especies amenacgades és un procés, doncs, molt complex en qué
intervenen tant factors biologics i ecologics com factors de caracter social, politic i
economic. A meés, els recursos son finits, de manera que no és possible protegir-ho
tot, ni té sentit seguir la tactica de protegir per protegir, siné que cal definir amb criteri

unes prioritats basiques. Fins que els objectius cientifics i politics, amb la societat
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entremig, no arribin a integrar-se, la majoria d’extincions no es podran evitar. Es
evident, doncs, que la conservacid té dues vessants clares: per una banda, els
cientifics han de detectar el problema, estudiar-lo i suggerir solucions; per una altra
banda, l'aplicacio practica de les mesures i el seu exit depenen d’elements
sociopolitics. Davant d’aquesta situacio, a I'hora de triar les especies que es volen
recuperar cal que els cientifics determinin quines so6n les necessitats més
immediates per protegir la biosfera i que tinguin en compte tots els factors que
intervenen, per exemple, quin és el rol que juguen les diferents espécies dins la

societat i dins I'ecosistema (veure apartat 2.1. de la Introduccio).

Els primats no humans sempre han causat fascinaciéo en I'home, ja que presenten
caracteristiques que els fan excepcionals —s6n un grup increiblement divers
d’animals molt intel-ligents, que inclou més de 600 taxons amb el rang de mides
corporals més ampli de tots els mamifers. Aquesta atraccié s’ha intentat utilitzar per
potenciar la conservacio dels boscos tropicals, fent servir els primats com a
“especies senyera” per atreure I'atencio de la poblacio cap a la necessitat de protegir
els seus habitats. Com s’ha vist, I'ordre dels primats inclou I'home i els taxons vius
més propers a la nostra espécie i aquest fet ha conduit al gran interes que
actualment existeix a estudiar els primats no humans, tant a nivell genétic com de
comportament, per tal d’entendre I'evolucid6 humana i per buscar I'origen genetic de
determinades malalties, per exemple. S’han invertit molts esforcos en estudis de
genomica comparada de primats per tal de determinar que és allo que ens fa
humans. Tot i que aquests estudis permetran ampliar el coneixement sobre 'lhome,
no només s’ha de pensar des dun punt de vista antropocéntric, sind que
comprendre la diversitat genetica dins de l'ordre dels primats mostrara com ha
canviat el genoma dins d’aquest llinatge al llarg del temps i revelara, per exemple,
com cadascuna de les diferents espécies s’ha adaptat al seu habitat, i com el
comportament i el sistema social correlacionen amb l'estructura genética de les
poblacions. Tota aquesta informaci6, potser, ajudara en la tasca de la conservacié
d’aquests animals. En aquests moments, més d'un ter¢ dels primats es troba
amenacat i la situacio és extrema per a algunes de les espécies, principalment com
a consequeéncia de la gran desforestacid que pateixen les selves tropicals, de la
persecucié de qué son victimes per vendre’'n la carn o els infants com a mascotes i

de les noves malalties transmeses pels humans. Com s’ha anat veient al llarg

172



d’aquesta tesi, la genética de la conservacio pot ajudar a determinar la situacié de
diversitat en qué es troben les especies i a definir les unitats de maneig, a més de
ser essencial en plans de reintroducci6 o de reproduccié. No obstant, tots els
esforcos son en va si no es troben integrats dins d'un procés global de proteccio dels
ecosistemes. Si la situacié segueix com fins ara, els primats continuaran estant en
perill i la seva situacid sera cada vegada més critica, fins arribar a un procés

d’extincié global.
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