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En descobrir INGRAM * que la diferéncia existent entre I’hemoglobina
normal o hemoglobina A en I’home i la que determina la falc¢émia o hemo-
globina S consisteix en la substituci¢ de I'acid glutamic, situat a la posi-
¢i6 6 de les cadenes polipeptidiques-g, per valina, posa una de les primeres
bases de l'actual desenvolupament de la Genética Molecular. Principal-
ment les idees favorables a pensar que l'accié génica primaria és el me-
canisme de sintesi de proteines especifiques, dirigida per les seqiiencies
d’acids nucleics dels gens, trobaren un fort punt de suport experimental
amb aquest fet. No és aquesta, perd, I'inica conseqiiéncia del descobri-
ment d’INGrRaM *. Amb el descobriment de la substitucié d'un aminoacid
que dona lloc a I’hemoglobina S i la comprovaci6é ulterior que altres
hemoglobines anormals tenen per base substitucions especifiques d’ami-
noacids a les mateixes cadenes o bé a les cadenes ¢, s’obri el coneixement
d’un aspecte nou de la variabilitat en els éssers vius. Ben aviat els desco-
briments fets en les hemoglobines foren reproduits en moltes altres
molecules proteiques del mateix home i de tots els éssers vius analitzats.
Aixi, hom arriba a poder afirmar que en la base de la variabilitat genetica
hi ha una variaci6 en l'estructura primaria de les proteines, ¢s a dir,
diferéncies precises en les seqiiéncies d’aminoacids caracteristiques d’aques-
tes molecules. L’intereés d’aquest descobriment no es limita a fer conéixer
un nou aspecte de la variabilitat, siné que té un significat especial. En el
procés fenogenétic, o sigui en el procés que va des del gen, amb una
seqiiencia especifica de nucleotids, fins al fenotipus individual, és a dir,
les propietats biologiques, bioquimiques, fisiologiques, morfologiques o
de comportament que podem observar en un individu, I'estructura pri-
maria de les proteines constitueix la primera etapa, ja que resulta de
I'accié genica primaria. A conseqiiencia d’aixo l'estructura primaria d’una
proteina és el caracter fenotipic que més exactament reflecteix les carac-
teristiques del genotipus que I'ha determinat. Aquest nivell basic del
fenotipus, o sigui l'estructura primaria de les proteines, no és afectat
per les accions ambientals. Aquestes només tenen influéncia a nivells
més distants del genotipus. Comencen en alguns casos amb les estruc-
tures terciaria i quaternaria de les proteines, sén progressivament més
importants a mesura que avancem en el procés fenogenetic, i arriben
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a un maxim en els caracters morfologics o de comportament. Per tant,
com hem dit, la variabilitat en les proteines ¢s la millor expressi6 feno-
tipica que hom pot obtenir de la variabilitat genetica. Per contra, la rela-
ci6 entre la variabilitat de les proteines i l'eficacia biologica és sovint
dificil d’establir amb seguretat. L’eficicia biologica resulta principal-
ment de la integracié dels caracters en els nivells superiors del fenotipus,
i roman, per tant, allunyada de l'acci6 genica primaria. Ates linteres
general que té I'analisi de la variabilitat en les proteines passem, primer,
a veure les caracteristiques d’aquesta variabilitat.

CARACTERfSTlQUES DE LA VARIABILITAT EN LES PROTEINES

a) Variabilitat dins Uespécie

Comengant amb les hemoglobines de ’home hom veu que sén moltissi-
mes les molecules proteiques que presenten polimorfisme genétic, o sigui que
en les poblacions presenten diferents variants controlades per allels del ma-
teix locus genétic, amb freqii¢ncies relativament altes. Sembla que aquestes
freqiiencies no poden ésser explicades per un simple equilibri entre fre-
qiiencia de mutacié i pressio de seleccié. La técnica que hom utilitza
per a detectar aquestes variants ¢s basada en la diferent mobilitat electro-
forética que presenten les proteines quan les substitucions d’aminoacids
determinen variacions en la carrega electrica o en la forma de les mole-
cules corresponents. Les substitucions d’aminoacids amb la mateixa car-
rega eléctrica i que no canvien la forma de la molécula en que es troben,
passen desapercebudes. Interessa de fer notar, per tant, que amb aquest
metode hom pot detectar només una part de les variants realment exis-
tents i que les estimes obtingudes poden ésser molt inferiors a la realitat.
Aixi i tot, la variabilitat trobada és molt gran. Per exemple, en el nostre
laboratori hem investigat l'existéncia de variants detectables per electro-
foresi en esterases de Drosophila subobscura, Neurospora crassa i en set
especies, acceptades per la seva morfologia, del genere de coleopters cri-
somelids, Timarcha. En totes hom troba polimorfisme. En aquests poli-
morfismes, a més, el nombre d’allels sol ésser elevat. Dotze allels han estat
detectats per PrRakAsH '* per a l'esterasa 5 de Drosophila pseudoobscura,
i per les dades que actualment tenim de Drosophila subobscura, si més
no cinc o sis alels deuen controlar 'esterasa homologa en aquesta espécie.

Actualment disposem d’algunes estimes experimentals quantitatives
sobre la freqiiéncia de loci polimorfics, basada en la separaci6é electro-
foretica de variants moleculars. Les primeres dades obtingudes sobre aquest
punt sén les de LEwoNTIN 1 HUBBY '*. Aquests autors troben investigant
18 loci de Drosophila subobscura elegits a I'atzar, que el 39 %, sén poli-
morfics a l'especie, considerada en conjunt. Les poblacions resulten, per

4



LA VARIABILITAT DE LES PROTEINES EN LA GENETICA 5

terme mitja, polimorfiques en un 309, dels loci, i els individus sén
heterozigots en el 129 de llurs loci. En Drosophila melanogaster,
O’BRIEN 1 MCINTYRE * troben valors encara més alts: 54 %, de loci
polimorfics per a l'espécie, i un 22’7 9, de loci heterozigots per a l'indi-
vidu. Drosophila simulans, per contra, sembla que presenta molta menys
variabilitat genética.

Aquestes dades indiquen que les poblacions, fins les d'especies que
morfologicament semblen tan uniformes, com les de Drosophila, presen-
ten una variabilitat genética considerable. Aquest resultat qualitativa-
ment considerat no és res nou. Per altres vies la genetica de poblacions
fa temps que ja hi ha arribat. En especial, I'analisi de la variabilitat dels
caracters quantitatius demostra la gran variabilitat existent en les po-
blacions de qualsevol especie. Els experiments de seleccié artificial, amb
els quals facilment pot desplacar-se el terme mitja d’'un caracter quantitatiu
en una poblaci6, fins a valors que excedeixen dels limits de la variabilitat
normal, en demostren clarament l'existencia. Disposar d’estimes quan-
titatives d’aquesta variabilitat és, doncs, cosa que constitueix un progrés
important. La possibilitat, a més, d’individualitzar els loci que determi-
nen aquesta variabilitat en cada cas concret, ¢és un altre pas important
de la genctica de poblacions.

Actualment, la genetica de poblacions i l'estudi dels mecanismes de
I'evolucié tenen plantejades una série de qiiestions, algunes de les quals
semblen un carreré sense sortida. S6n qiestions com la del llast genétic,
la importancia relativa que la deriva genctica i la seleccié tenen en
I'evolucié de les poblacions, la importancia de la superioritat dels hete-
rozigots o dels coeficients de seleccié variables en la conservacié de la
variabilitat en les poblacions, etc. La dificultat que es presenta en aquestes
qiiestions consisteix en el fet que hom ha desenrotllat models matematics
basats en els coneixements actuals, en alguns punts bastant incomplets,
i partint d’algunes suposicions que no s'ajusten gaire a la realitat. Potser
les discussions sobre el llast genetic sén 'exemple més tipic d’aquesta si-
tuaci6. D’acord amb la teoria del llast genétic, hom arriba a la conclusié
que les poblacions no poden sostenir gaires polimorfismes segregacionals,
¢s a dir, dependents de superioritat dels heterozigots. Kimura 1 Crow ®
conclouen, en aquest sentit, que gaires polimorfismes sostinguts per su-
perioritat dels heterozigots donarien lloc a una «mort genética» superior
a la que podria resistir una poblaci6 sense extingir-se. Les dades recents
sobre l'alta freqiiencia dels polimorfismes moleculars en les poblacions
naturals comporten que el model de Kimura i Crow no s'adapti a la
realitat, o bé que factors diferents a la superioritat dels heterozigots s6n
els principals responsables de la conservacié de la variabilitat en les po-
blacions. La publicacié de les dades de Levontin i Hubby, abans esmen-
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tades, ha provocat una serie d’investigacions, tant teoriques com experl-
mentals, en aquest sentit. Nous models matematics han aparegut, com
els de Sver i col. %, KiNG * i MiLkman '2. De fet, ja des de la publicacio,
per FisHER %, del teorema fonamental de la seleccié natural, un defecte
dels models matematics utilitzats en genética de poblacions, és que s’hi
confon l'eficacia biologica de l'individu amb la de la poblacié. Es a dir,
hom déna el mateix significat al terme mitja de I'eficacia biologica de la
poblacié que a la varian¢a en aquesta eficacia.

Com a treballs experimentals impulsats pel descobriment dels poli-
morfismes moleculars, cal considerar les analisis del polimorfisme per a
I'esterasa 6, en poblacions experimentals de laboratori de Drosphila me-
lanogaster, realitzats per Kojima i YARBROUGH ' *° en els quals demos-
tren que el polimorfisme ¢s mantingut perqué els coeficients de selecci6
a que estan sotmesos els alels del locus que controla les variants d’aquesta
esterasa depenen de les freqiiencies geniques. Hom constata, per tant, com
I'estudi de la variabilitat molecular ha promogut I'elaboracié de models
teorics que, contrariament al de Kimura i Crow, fan acceptable que en
una poblacié puguin coexistir nombrosos polimorfismes genétics mantin-
guts per superioritat dels heterozigots. D’altra banda, han estat promo-
guts, també, treballs experimentals en qu¢ hom demostra que altres
factors, ultra la superioritat dels heterozigots, poden mantenir el poli-
morfisme.

La individualitzacié dels loci responsables de la variabilitat en una
poblacié obre una via experimental que, comptat i debatut, ha d’ésser
la decisiva per a analitzar els factors responsables de la conservacid
de la variabilitat. De fet, treballs com els de Kojima i Yarbrough, citats
en el paragraf anterior, aprofiten ja aquesta possibilitat.

També I'analisi del genotipus polimer que regeix els caracters quan-
titatius, sembla que podra progressar amb I'estudi de la variabilitat ge-
netica de les proteines. La principal dificultat en la genetica dels carac-
ters quantitatius ha estat, fins ara, la impossibilitat d’aillar els factors
particulars que formen els genotipus polimers. Tot fa pensar que una
gran part d’aquests factors corresponen als loci que controlen els poli-
morfismes moleculars. No obstant aixo, aquesta relaci6, que logicament
sembla evident, no ha estat demostrada experimentalment. HALDANE *
indica l'intercs d’estudiar la correlacié entre les variants moleculars i
els caracters biometrics. Per aquest cami podrien ésser posades de mani-
fest quines de les dites variants i, per tant, quins gens, influeixen sobre
cada caracter quantitatiu. Poc ha estat fet —o res— en aquest sentit, i
probablement, bé que la idea és bona, hi ha dificultats per a durla a
terme. Aixo porta a tractar de les limitacions que, de moment almenys,
sembla tenir la utilitzacié dels polimorfismes moleculars en la investi-
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gaci6 de la genetica de poblacions. Hi ha casos, com el de les hemo-
globines anormals de I'home, en qué la preséncia d’una variant mo-
lecular en el lloc d’una altra té efectes considerables sobre el fenotipus
a nivells superiors del molecular i sobre l'eficicia biologica. Perd aquests
casos son rars. En especial les variants moleculars que tinguin un efecte,
de factor polimer, sobre caracters quantitatius, tindran un efecte feno-
tipic i, probablement, també sobre l'eficicia biologica, petit. Per tant,
aquests efectes, amb les técniques de qué hom disposa poden ésser molt
dificils de detectar. A causa d’aixo, determinar els valors dels coeficients
de seleccié a qué estan sotmesos els alels que controlen les variants mo-
leculars pot ésser sovint irrealitzable. Fins i tot pot ésser dificil o impos-
sible de determinar si sén aHels selectivament neutres o no, ja que, si
estan sotmesos a seleccié, és molt probable que sigui amb coeficients
molt petits. De fet, les dades que ja tenim, tant sobre poblacions natu-
rals com experimentals, sovint ofereixen aquesta dificultat d’interpretacié.
Possiblement, en molts casos, el coneixement de I'efecte fisiologic que té
per a un individu la pres¢éncia d'una variant molecular en lloc d’una
altra, pot ésser una via per a deduir-ne la relacié amb Deficicia biologica.
Aquest coneixement gairebé sempre falta. Hi ha un buit entre els nos-
tres coneixements del nivell molecular i dels nivells més superiors del
fenotipus (com és la longitud de I'ala o el nombre de pels de les plaques
ventrals en Drosophila, o l'eficicia bioldgica). Ultra les qiiestions de ge-
né¢tica de poblacions tractades, I'analisi de la variabilitat intraspecifica
en les proteines ens déna informacié interessant sobre els mecanismes
de I'evolucié del genotipus. Hom coneix de ja fa temps els fenomens
d’entrecreuament anormal i la duplicacié génica en Drosophila, per ob-
servacions fenotipiques acompanyades d’analisis citologiques, principal-
ment dels cromosomes gegants. L'estudi del mutant «Bar» (ulls en barra)
a Drosophila melanogaster, n’és un exemple tipic. L’estudi de les seqiien-
cies d'aminoacids a les proteines ha permés d’observar aquests fenomens
al nivell molecular. Especialment les duplicacions dels gens resulten molt
més freqiients que hom no creia, i sembla que deuen ésser la base de
lorigen evolutiu de proteines noves. El cas més conegut, bé que hom en
troba bastants d’altres, és el de les molecules de mioglobines i les dife-
rents cadenes de les hemoglobines. La comparacié de les seqliencies d’ami-
noacids de les globines que formen part de la mioglobina i les hemoglo-
bines fa pensar que els gens que les controlen deriven tots d’'un fragment
arquetipic d’ADN, el qual fragment contenia probablement 486 parells
de nucleotids (Juxes °). En efecte, les cadenes de les globines analitzades
tenen aproximadament la mateixa longitud (nombre d’aminoacids), amb
alguns aminoacids en posicié constant. Per tant, per a aquestes proteines,
que sén les més ben estudiades fins ara des d’aquest punt de vista, INGRAM *
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admet 4 duplicacions, les quals haurien originat, per passos successius
des de la mioglobina, les cadenes g, v, ¢ i 3 de I'nemoglobina.

Un altre cas molt interessant és el de les haptoglobines. Sén tres els
tipus principals existents d’aquestes proteines en I’home, designats 1-1,
12 i 2-2. Del tipus 1, n’hi ha dues variants, una d’emigracié més rapida
que l'altra, que es diferencien per la substitucié d'un sol aminoacid en la
cadena ¢ de la molécula (lisina per acid glutamic). L’haptoglobina 2,
també difereix de la 1 per la cadena 4, perd en aquest cas la diferéncia
consisteix en el fet que aquesta cadena ¢és aproximadament el doble
de llarga en I'haptoglobina 2 que no en la 1. La seqiiéncia d’aminoacids
de la cadena ¢ en I'haptoglobina 2 demostra, d’acord amb els treballs
de Swrtaies 7, que I'alel que controla aquesta variant deu haver-se ori-
ginat per duplicacié parcial, duplicacié originada al seu torn amb tota
probabilitat per entrecreuament anormal en un heterozigot per als dos
alels que controlen les dues variants de la cadena o de I'haptoglobina 1.
Aixd és un exemple d’un procés evolutiu en el qual s’ha format un gen
més llarg i més complex i, per tant, tamb¢, una proteina més llarga i més
complexa. Es interessant de constatar que aquesta variant d’haptoglo-
bina amb una cadena llarga només ha estat trobada en I'home, i no
ha estat observada en els simis antropomorfs. Per tant, és a la linia evo-
lutiva de I'home on deu haver-se originat. Dades recents de PrLANAs ',
que ha estudiat les haptoglobines en un nombre important d’individus
de ximpanzé confirmen aquesta conclusio.

b) Variabilitat entre espécies

L’analisi de la mobilitat electroforética, tant de les proteines d’una
espécie considerades globalment, com d’alguna proteina especifica, cons-
titueix un bon métode de diagnostic en sistematica. Especialment, en
casos de sistematica confusa, aquest métode de diagnodstic pot ésser molt
util. En el nostre laboratori, Petitpierre utilitza I'analisi de la mobilitat
electroforética de les esterases per al diagnostic de les especies de coledp-
ters crisomelids del genere Timarcha. Les especies d’aquests coledpters,
pel fet que la variabilitat morfologica a dintre i entre les especies presen-
ta una forta transgressié, sén molt dificils de distingir, i fins i tot resulta
dubtés si hom pot acceptar com a bones les especies determinades utilit-
zant només criteris morfologics.

Aprofitant les dades que forneix la comparaci6 de les seqiiencies d’ami-
noacids en proteines homologues d’organismes diferents, hom desenrotlla
actualment linies de treball molt interessants, tant referents a les carac
teristiques del procés com al mecanisme de l'evolucio.

La comparacié de les diferéncies en proteines de diferents especies
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amb les dades que la paleontologia déna a proposit del temps transcorre-
gut des de la separaci6 d'aquestes espécies, ha estat utilitzada per a
calcular el ritme d’evolucié a les proteines. Aquestes dades, entre d’altres,
juntament amb la consideracié que les substitucions d’alguns aminoacids
en certes regions de les cadenes proteiques no sembla que hagin de tenir
efectes sobre la funcié d’aquestes molecules, han fet pensar que un nom-
bre important de substitucions d’aminoacids a les proteines han d’ésser
selectivament neutres. Ja FISHER ® analitza matematicament la probabi-
litat de conservaci6 dels gens a les poblacions, des del punt de vista de la
variacié aleatoria que el mecanisme de I'heréncia mendeliana comporta
en la transmissié al llarg de les generacions. Conclogué que la distribuci6
de Poisson ¢és l'adequada per a expressar aquest fenomen. No obstant
aixd, ha estat SEwALL WRIGHT ** qui ha donat més importancia a la
possibilitat de fixacié casual d’allels, tant neutres com no, amb relaci6
a la selecci6 natural, com a factor important de I'evolucié. Per a aquest
autor, una combinacié de la seleccié natural amb la deriva genética, que
és com hom anomena la variacié casual de les freqii¢ncies geniques
(alguns autors en diuen «efecte Sewall Wright» en honor de I'investigador
que li ha donat importancia), constitueix I'0ptim perque es produeixi
evolucié. A més, des de fa temps hom discuteix entre els especialistes
de genética de poblacions si realment existeix variabilitat neutra des del
punt de vista de la seleccié natural o no. S6n molt coneguts casos com
els de les diferéncies entre poblaciones, en les freqiiencies de les variants
del color de la closca de Cepaea nemoralis. Segons Lamotte, que ha estu-
diat poblacions franceses d’aquest cargol, les diferéncies deuen ésser de-
gudes a deriva genetica. Altrament, Sheppard i altres autors anglesos
expliquen diferéncies semblants per seleccié. La variacié natural de les
quetes abdominals de Drosophila és considerada per molts autors sense
valor selectiu. Les caracteristiques de la variabilitat a les proteines han
vingut a reviscolar aquesta antiga discussié sobre l'existéncia de caracters
neutres i del significat de la deriva genética. Sewall Wright, i en especial
el seu deixeble Kimura, han elaborat models matematics adaptats a la
situacié que sembla posar-se de manifest en la variabilitat de les proteines.
En I'aplicacié d’aquests models a les dades d’observacié de les poblacions
naturals, hom es troba amb dificultats, com en el cas dels caracters mor-
fologics. Els casos que interessa de distingir, és a dir els alels amb valors
selectius petits dels que sén neutres, no és possible de resoldre’ls experi-
mentalment. Hom no pot mesurar diferéncies d’eficacia biologica tan
petites. Per tant, cal recérrer, com fan ARNHEIM 1 TAYLOR !, al significat
funcional que semblen tenir les substitucions dels aminoacids a les pro-
teines. Es a dir, la via per a resoldre la qiiestié ¢s la mateixa que emprem
quan volem demostrar que la variabilitat en el nombre de quetes abdo-
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minals a Drosophila ¢és neutra, perque des del punt de vista funcional
sembla que ¢és aixi. No obstant aix0, I'enfocament d’aquesta qiiestio al
nivell molecular és esperancador, car en aquest nivell hom es planteja
el problema en termes més simples i analitics. Sembla més probable que
hom arribi abans a con¢ixer completament el significat funcional dels
components d'una molécula que no pas el de la preséncia d’'una queta
de més o de menys en l'abdomen d'una mosca.

Es convenient d’assenyalar que, al nivell de ’'ADN, hom admet l'exis-
tencia d’alels neutres. Els canvis en els codons que donen lloc a tripletes
que es tradueixen per al mateix aminoacid, sembla clar que deuen con-
dicionar alels neutres, almenys a curt termini. A llarg termini, en ésser
diferents les constitucions de dues tripletes, tenen diferents possibilitats
mutacionals, les quals poden tenir un cert valor selectiu.

L’EVvOoLUCIO RECENTMENT QUALIFICADA DE NO DARWINIANA

L’existencia d’alels neutres al nivell de 'ADN i la probabilitat gran
que siguin bastant freqiients al nivell de les proteines, ha determinat
ultimament I'aparicié d’alguns treballs (KING 1 JUKES ®, ARNHEIN 1 TAy-
LOR ') molt interessants, en conjunt, per llur contingut, perdo que partei-
xen, com indica ja el titol, d'un enfocament confis del significat que
tenen els allels neutres per a ’evolucié. En aquests treballs hom qualifica
els canvis que per deriva genética es poden produir en les variants pro-
teiques selectivament neutres, d’evolucié no darwiniana.

La teoria de l'evolucié per seleccié natural consta de dos punts:
En les espécies existeix una gran variabilitat entre els individus; i la
seleccio natural aprofita aquesta variabilitat per a, mitjancant el procés
de I'adaptaci6, produir I'evolucié. Darwin analitza possibles causes de la
variabilitat, perd (com en el cas dels mecanismes de I'’heréncia) no tenia
coneixements adequats per a fer-ho eficagment. El descobriment dels
mecanismes de I'heréncia en iniciar-se el desenrotllament de la genetica,
a principi de segle, produi un moviment antidarwinia. Pero, transcorre-
gut algun temps i centrades les idees, hom veié que precisament el conei-
xement del mecanisme mendelia de I'heréncia era una de les bases que
mancaven a Darwin, ja que explicava com pot mantenir-se la variabili-
tat a les poblacions per segregacié dels gens o factors mendelians. El
descobriment d'una variabilitat neutra al nivell molecular, si ¢s confir-
mat, constituira un nou pas en el mateix sentit. La seleccié natural, com
hem analitzat recentment (PrEvosTi'®), és un procés determinatiu de
I’evoluci6. Ja FisHER ? en el seu teorema fonamental de la seleccié natural
troba que la taxa d’augment en l'eficacia biologica d’una especie ¢s igual
a la varianca genctica de l'eficacia biologica. Una conseqiiencia de la
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formulacié de Fisher és que la seleccié natural té per efecte una dismi-
nucié de la variabilitat de l'eficicia biologica i, per tant, mena a una
fixacié de caracters. La realitat, a les poblacions naturals, és que es
conserva molta variabilitat. A més, per tal que el procés de la soluccid
natural pugui continuar, cal també que es conservi la variabilitat. Aquest
dilema entre els efectes que, segons la teoria matematica de la seleccié
natural aquesta ha de tenir, i la necessitat que aquests efectes no es com-
pleixin per tal que la seleccié pugui continuar actuant i continui 'evolu-
cid, és el cavall de batalla, des de fa temps, de la gené¢tica de poblacions
i del neodarwinisme. Si al nivell molecular admetem una primera ma-
téria neutra, que al llarg del procés evolutiu, a mesura que la seleccio
va utilitzant els materials de qué disposa, pot ¢ésser modelada en els ca-
racters funcionals dels organismes, sembla que podriem resoldre el dile-
ma abans esmentat. De fet, no solament la variabilitat neutra, siné també
la selectivament negativa o deletéria, constitueix la base perque la selec-
ci6 natural no condueixi a una extincié de I'evolucié. I és que els factors
indeterministics, mutacié a l'atzar i deriva genética, sén la base perque
la seleccié pugui explotar noves vies evolutives i ésser creadora.
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