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RESUM

Els marcadors moleculars son les eines utilitzades per 1'ésser huma com a suport per a
l'agricultura, i han representat un gran aveng en la millora genetica vegetal. A mesura que
s’han anat descobrint els diferents tipus de marcadors moleculars, i que s’han anat millo-
rant les tecniques per utilitzar-los, s’ha obtingut la seleccié de noves varietats vegetals
amb un temps més curt que fent servir la millora classica. Els marcadors son usats en
plantes per a I'estudi de la seva variabilitat genetica, la identificacié de les diferents varie-
tats que hi ha en el mercat o en la natura o la seleccié de plantes heterozigotes. En projec-
tes de millora genetica els marcadors han servit per seleccionar noves varietats escollides
perque tenen caracteristiques d’interes en la planta o en el fruit. Son utilitzats també per
elaborar els mapes genetics de les diferents espécies vegetals. En tots els casos es poden
utilitzar diferents tipus de marcadors moleculars basats en el DNA, com els RFLD, els
AFLP, els microsatelits i els SNP.

Paraules clau: marcador molecular, mapa genetic, varietat vegetal, millora, germoplas-
ma.

MOLECULAR TOOLS IN AGRONOMY

SUMMARY

Molecular markers are the tools used by breeders in support of agriculture and that
meant a breakthrough in plant breeding. As we have been exploring different types of
molecular markers, and improved techniques to apply them, we select new plant variet-
ies in a shorter time than using the classical breeding. These markers are used in plants to
study their genetic variability, the identification of different varieties on cultivated or wild
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cultivars and the selection of heterozygous plants. In other projects of marker assisted se-
lection they were used to select new varieties characterized to have some specific para-
meters of the plant or fruit. They are also used to produce the genetic maps of different
plant species. In all cases you can use different types of DNA-based molecular markers
such as RFLPs, AFLPs, SNPs and microsatellites.

Key words: molecular marker, genetic map, cultivar, breeding, germoplasme.

INTRODUCCIO

La millora genetica vegetal (MGV) és le-
volucid de les especies vegetals forcada per
l'acci6 humana, i adaptada als ambients
modificats pels éssers humans. Aix0 és un
procés lent i continu que ha fet que el
millorador vegetal estigui obert a les no-
ves tecnologies i a la incorporacié de noves
eines que puguin ajudar-lo en aquest pro-
cés. La genomica i el desenvolupament de
marcadors moleculars ha estat un pas deci-
siu en l'aveng de la MGV, ha incorporat un
salt qualitatiu i ha escurcat el periode de
seleccié de noves varietats en el procés que
s‘anomena seleccié assistida per marcadors
(MAS).

En les bases de l'agricultura la modifica-
ci6 dels cultius era inconscient. Per exem-
ple, per seleccid de les espigues més
productives, l'agricultor sembrava la tem-
porada segiient una llavor de blat que no
tenia fragilitat en la tija, ja que aquesta
no es recollectava. En poques generacions
l'agricultor havia modificat l'estructura ge-
netica de la poblacid silvestre original i ha-
via millorat l'espécie. Com més va més
aquesta seleccié era menor, ja que havia
desaparegut la variabilitat genetica a causa
de la uniformitat del cultiu.

Per modificar 'estructura genética de les
poblacions i aconseguir els objectius de
maximitzar el rendiment i el valor comerci-
al del cultiu, el millorador ha d’establir un
programa de MGV separat en tres etapes:
generacio de variabilitat, seleccio i fixacid
dels genotips seleccionats. El metode clas-

sic per generar variabilitat son els encreua-
ments, pero la seleccid dels pares per en-
creuar, l'analisi de les descendeéncies i els
retroencreuaments per fixar els caracters
son un procés llarg i laboriés que comporta
diversos anys, depenent del tipus de plan-
ta. Els marcadors moleculars han aportat a
la MGV un salt qualitatiu de gran enverga-
dura.

MARCADORS MOLECULARS

Un marcador genétic és un polimorfisme
o diferencia heretable d’heréncia mendelia-
na senzilla, i 'analisi de la seva variabilitat
ens permet fer estudis genetics. Els primers
marcadors descrits foren marcadors mor-
fologics, basats en l'observacio de les dife-
réncies fenotipiques degudes a gens amb
efecte major que presenten una herencia
simple i son estables enfront de diferents
ambients (Immer i Henderson, 1943; Al-
lard, 1953). Un bon marcador ha de ser in-
dependent de 'ambient i d’altres regions
del genoma, ha de ser estable i reproduible
en diferents experiments, altament poli-
morfic, codominant, i per tenir una alta
aplicabilitat ha de ser economic. Els marca-
dors moleculars han representat un gran
aveng en la millora genetica vegetal, a me-
sura que s’han anat descobrint els diferents
tipus i s’han anat millorant les tecniques
per utilitzar-los. Son usats en plantes per a
l'estudi de la variabilitat genetica, la identi-
ficacié de les diferents varietats que hi ha
en el mercat i en projectes de millora gene-
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tica. Son utilitzats també per elaborar els
mapes genetics de les diferents especies
vegetals.

Un bon marcador ha de reunir un con-
junt de caracteristiques, com soén: a) l'alt
grau de polimorfisme per distingir el nom-
bre més gran de mostres possible, b) la co-
dominancia, que permet distingir indivi-
dus homozigots i heterozigots, ¢) s’ha de
distribuir de manera homogenia al llarg de
tot el genoma, d) ha de tenir un comporta-
ment neutre i no estar sotmes a selecci6 na-
tural, e) senzill, ) d'interpretacié objectiva
i g) de reproductibilitat facil. En tots els ca-
sos es poden utilitzar diferents tipus de
marcadors moleculars com els isoenzims o
els marcadors de DNA (RFLP, AFLP, mi-
crosatellits i SNP). Depenent de les seves
caracteristiques es pot escollir un o altre ti-
pus de marcador per a les diferents aplica-
cions (vegeu la taula 1). Els primers marca-
dors moleculars descrits, els isoenzims,
eren marcadors bioquimics basats en dues
varietats d'una proteina (isoenzim) que po-
den presentar diferent carrega i, per tant,
diferent mobilitat electroforetica. Aquests
marcadors, molt utilitzats en la decada
dels vuitanta (Bournival et al., 1989), sén
codominants, i permeten distingir els indi-
vidus heterozigots, pero els trobem en un
nombre reduit i no cobreixen tot el geno-
ma. En cereals tenen una aplicacié directa
sobre la qualitat de la llavor, i detecten la
propietat de blat dur o farinds.

Restriction fragment length
polymorphism (RFLP)

Els primers marcadors de DNA que es
van desenvolupar al final dels anys setanta
foren els RFLP. Aquests marcadors es ba-
sen a detectar diferencies de longitud
d’uns fragments, que es generen en digerir
el DNA genomic amb enzims de restriccié
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(detecta polimorfismes a escala de dianes
de restriccio). El producte de la digestid
se separa mitjancant una electroforesi en
un gel d’agarosa, i es transfereix a una
membrana pel metode del transferéncia
Southern (Sambrook i Russell, 2001). A
continuaci6 s’afegeix una sonda marcada
(radioactiva o de fluorimetria), que hibri-
dara amb els fragments homolegs immobi-
litzats a la membrana. Les sondes que s'u-
tilitzen procedeixen de genoteques de
cDNA (normalment sén gens coneguts) o
de DNA genomic (fragments amplificats
de manera inespecifica).

Els RFLP solen segregar com a marca-
dors codominants, i es poden trobar en
qualsevol part del genoma, i en un nombre
quasi illimitat. Per aquest motiu sén molt
utilitzats per a la construccié de mapes
genetics (Joobeur et al., 1998). A més, és
possible comparar mapes genetics entre es-
pécies proximes, ja que l'ordre dels marca-
dors RFLP en el mapa detectat amb la ma-
teixa sonda es conserva entre les espécies
properes.

Els principals inconvenients d’aquest ti-
pus de marcador molecular és que es ne-
cessita molt de temps per desenvolupar-ne
de nous, tenen un elevat cost economic (el
cost de la infraestructura necessaria és con-
siderable), i a més és necessaria la presen-
cia de personal qualificat (normalment s'u-
tilitza radioactivitat). Pero els avantatges
son que els RFLP no necessiten coneixer la
seqliencia, i a més, és relativament facil
passar-los a marcadors basats en la se-
qiiéncia. Aixi es poden passar RFLP poten-
cialment ttils per a projectes de millora ge-
netica a uns marcadors més senzills,
partint de la seqiienciaci6é de I'RFLP. Podri-
em dir que sén uns marcadors de base.
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Taura 1.

Caracteristiques dels diferents marcadors moleculars

Marcador | Deteccié polimorfisme | Codominancia | Transferible Reproduible | Seqiiencia | Cost | Temps
RFLP Pol. mitja Codominant | Interespecific | Molt rep. No Alt | Molt
AFLP Molt alt pol. Dominant No Poc rep. No Baix | Molt
RAPD Baix Dominant No Poc rep. No Baix | Poc
CAPS Molt baix pol. Codominant | Intraespecific | Reproduible |Si Alt | Mitja
SSR Alt pol. Codominant | Interespecific | Reproduible |Si Alt | Poc
SNP Alt pol. Codominant | Interespecific | Reproduible |Si Alt | Molt
Marcadors de tipus PCR AFLP (amplified fragment length

Amb el descobriment de la reaccié en ca-
dena de la polimerasa (PCR), que permet
copiar i amplificar qualsevol fragment de
DNA, es va obrir un nou camp per desen-
volupar nous marcadors moleculars. Son
marcadors basats en la seqiiencia del DNA
més facils d’utilitzar, i que es poden obte-
nir a un ritme més elevat que els RFLP. Els
principals marcadors moleculars d’aquest
tipus que es van desenvolupar i que s'uti-
litzen actualment, sén:

— AFLP: amplified fragment length poly-
morphism

— RAPD: random amplified polymorphic
DNA

— SSR o microsatellits: simple sequence
repeats

— CAPS: cleaved amplified polymorphic se-
quence

— SNP: single nucleotide polymorphism

Tots aquests marcadors es basen en una
reacci6 d’amplificacid6 de fragments de
DNA, i es beneficien dels avantatges d’a-
questa técnica: es necessita molt poca
quantitat de DNA per mostra, és rapida de
fer, i produeix una amplificacié especifica
dels fragments. Els encebadors (petits frag-
ments de DNA de cadena senzilla) que
intervenen en la reaccié reconeixen dues
zones concretes de la seqiiéncia, i s'amplifi-
ca la regié compresa entre totes dues.

polymorphism)

Aquests marcadors es basen en una am-
plificacio selectiva de fragments de DNA
obtinguts mitjangant una digestié amb en-
zims de restriccidé (Vos et al., 1995). A
aquests fragments s'uneixen uns oligonu-
cleotids o adaptadors compatibles amb els
extrems cohesius dels enzims, i s'amplifica
per PCR. Jugant amb la complementarietat
de l'oligonucleotid i el lloc de restriccio, es
pot disminuir o augmentar el nombre de
bandes amplificades. Aquesta tecnica és
capag de generar molts marcadors molecu-
lars, que posteriorment es poden adaptar a
un metode d’aplicaci6 facil en la millora i,
per tant, son importants per generar molta
informacio.

RAPD (random amplified
polymorphic DNA)

Aquesta és una de les tecniques més ver-
satils des que es van desenvolupar al prin-
cipi dels anys noranta (Welsh i McCle-
lland, 1990; Williams et al., 1990). Es basa a
utilitzar una collecci6 de decanucleotids
(deu parells de bases de seqiiencia aleato-
ria), que amplifiquen arees a l'atzar del ge-
noma (s'utilitza un unic encebador en la
reaccié6 de PCR). Com que l'encebador és
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molt curt i la temperatura que s’utilitza en
la PCR és poc restrictiva (36 °C), s'assegura
que l'encebador s'unira a moltes regions
del genoma. Si aquesta uni6é es produeix
entre dues regions amb orientacié oposa-
da, i dins del rang de mides amplificades
per la polimerasa (200-2.000 pb), es produi-
ra l'amplificacié del fragment. Com els
marcadors AFLP, solen ser marcadors do-
minants que s‘analitzen com a presencia/
abséncia del producte amplificat. Es una
técnica molt comoda, rapida i economica
que requereix poc DNA per amplificar i
poca infraestructura. No cal tenir coneixe-
ments previs de la seqiiéncia, i permet dis-
tingir de manera molt rapida els diferents
individus.

Microsatellits o simple sequence repeats
(SSR)

Els microsatellits es van descriure per
primer cop cap als anys vuitanta (Hamada
et al., 1982), i consisteixen en seqiiéncies
formades per repeticions en tandem d’'un a
sis nucleotids. Aquest tipus de seqiiéncies
es troben ampliament distribuides per tot
el genoma, i les repeticions més freqiients
son les de dinucleotids. El nombre de repe-
ticions de cada microsatellit és variable, i el
grau de polimorfisme d’aquest tipus de
marcador és molt elevat. L'elevat polimor-
fisme i I'amplia distribucié en el genoma
serien els dos avantatges més importants
d’aquest tipus de marcador.

L'amplificacié del microsatellit es fa mit-
jancant una parella d’encebadors especifics
que el flanquegen. Aquest és un dels prin-
cipals desavantatges del marcador, ja que
necessitem coneixer previament la seqiien-
cia per dissenyar els encebadors, i es trac-
ta d’'un procés molt costos i laborids. Pero
una vegada ja disposem dels encebadors
dissenyats, sén molt facils d’utilitzar, ja
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que llavors només necessitem una reacci6
de PCR.

Son marcadors codominants i altament
reproduibles, i s’han utilitzat satisfactoria-
ment en la construccié de mapes genetics
de diferents especies vegetals. També es
poden utilitzar per a la identificacié varie-
tal, i son molt utils en espécies amb baixos
nivells de polimorfisme. Per tant, sén molt
atils en la millora, ja que permeten separar
diferents individus de la mateixa especie i
d’alta consanguinitat.

Cleaved amplified polymorphic sequence
(CAPS)

Els marcadors CAPS els van descriure
per primer cop Konieczny i Ausubel, I'any
1993. Consisteixen en una PCR d’amplifica-
ci6 de DNA genomic, seguida d'una diges-
tié enzimatica amb un enzim de restriccio.
Els encebadors que s’utilitzen per a la PCR
son d'uns 20-25 pb, i permeten amplificar
una regié especifica del genoma. A conti-
nuaciod, les mostres es carreguen en un gel
d’electroforesi per observar els polimorfis-
mes de les bandes digerides.

Els polimorfismes que es produeixen en-
tre les seqiiéncies es deuen a diferéncies en
la seqiiencia de DNA amplificada (mutaci-
ons puntuals, insercions, delecions, etc.),
que produeixen la presencia/abséncia d’'u-
na diana de restriccié. Aquests canvis pro-
voquen que l'enzim digereixi de manera
diferencial les seqiiencies, i el patrd de
bandes resultant és diferent.

Per a aquest tipus de marcador es neces-
sita molt poca quantitat de DNA i la infra-
estructura necessaria al laboratori no és
gaire elevada. Un altre avantatge és que
son uns marcadors altament reproduibles.
S6n, a més, marcadors codominants, i els
patrons de bandes dels gels es poden inter-
pretar en termes de locus i allels. La princi-
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pal limitacié d’aquest marcador pero, és
que es necessita coneixer la seqiiencia pre-
viament per tal de dissenyar els enceba-
dors de la PCR (com el cas dels SSR), i
aquest és un procés costds i laborids. Un
cop obtinguts aquests marcadors sén molt
utilitzats en seleccié assistida per marca-
dors, per exemple per identificar en especi-
es horticoles les linies resistents a un virus
a partir d’'un encreuament entre un pare
susceptible i l'altre resistent (vegeu la figu-
ral).

Single nucleotide polymorphism (SNP)

Els SNP sén una nova generacioé de mar-
cadors derivats de la tecnologia de seqiien-
ciacio del DNA. Els SNP son diferencies
d’un sol nucleotid, i representen el tipus de
variacié més freqiient del DNA (Brookes,
1999). Perque un canvi de base sigui consi-
derat com a SNP i, per tant, un possible
marcador molecular, la seva freqiiencia al-
lelica ha de ser superior a 'l % en una po-
blacio. Les insercions o delecions (INDEL)
d’una sola base poden ser considerades
com a SNP, encara que el seu origen sigui
diferent. A vegades els SNP tenen associats
un fenotip, i aleshores parlem d’una muta-
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Ficura 1.

cio, pero en general la pressié evolutiva
acostuma a eliminar els canvis en les regi-
ons codificants. El metode més senzill per
descobrir un SNP és obtenir la seqiiéncia
directament dels productes de PCR obtin-
guts dels pares de la poblaci6 d’estudi (ve-
geu la figura 2). La comparaci6 de seqiien-
cies obtingudes de grans projectes de
seqiienciacié amb eines informatiques (ba-
ses de dades d’EST, reseqiienciacio en dife-
rents individus) sén una font important de
descobriment de SNP in silico.

Per detectar i mapar un SNP en una po-
blacié o en un gran nombre d’individus, a
part de la reseqiienciacio, hi ha altres me-
todes de deteccié de SNP, com la PCR es-
pecifica d’allel (Newton et al., 1989), la
dHPLC (separaci6 per cromatografia d’alta
resolucio en condicid desnaturalitzant), els
SSCP (single strand confirmation polymorph-
ism) i la piroseqiienciacio, i també les son-
des Taqman i diferents formes de la single-
base extension (SNaPshot i mass array) (Lan-
degren et al., 1998). Aquesta técnica, molt
utilitzada en millora vegetal per l'aplicacid
facil que presenta, consisteix a amplificar
un fragment que contingui 'SNP amb en-
cebadors especifics, i a continuacié disse-
nyar un nou encebador per a la seqiiencia
amplificada, que tingui la posicié 3" just

BEsaR . B M
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Marcador CAPS M132 de mel¢ lligat al gen nsv que dona resisténcia al

virus del mosaic del melo (Morales et al., 2005). La preséncia del locus resistent es
correspon amb la deteccio de la banda de 400 pb. La planta A és el genotip resistent i
la planta B el genotip sensible. H correspon al genotip heterozigot. En les dotze
plantes analitzades de la descendéncia trobem el genotip sensible (S) i el genotip
resistent (R), 1 també els heterozigots (H). M correspon al marcador de pes molecu-

lar de les bandes de DNA.
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abans de 'SNP. Amb aquest nou enceba-
dor es fa una nova reaccié de PCR amb els
quatre didesoxinucleotids (que estan mar-
cats amb quatre fluorocroms diferents).
D’aquesta manera només s’incorpora un
nucleotid, i amb un aparell de seqiienciacid
automatic es pot determinar de quin es
tracta. Un cop es té a punt la tecnica, es po-
den manipular moltes mostres de manera
rapida i eficient, encara que és una tecnolo-
gia cara i el cost per mostra continua sent
elevat.
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Les substitucions nucleotidiques tenen
lloc amb una freqiiéncia relativament alta
al llarg del genoma, i sén molt utils per
construir mapes fisics. Molts dels polimor-
fismes detectats per altres tipus de marca-
dors (RFLP, AFLP, CAPS), el que detecten
realment és un SNP (una mutacié puntual
o un polimorfisme en el genoma). El
desenvolupament de nous marcadors SNP
esta evolucionant d'una manera molt rapi-
da en introduir-se en el mercat les noves
tecnologies de seqiienciacio massiva de ge-
nomes, que permeten obtenir la seqiiéncia

Genotip
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SNP, cromatograma de la seqiiéncia obtinguda amb I’encebador PP705 en set indi-

vidus seleccionats, F1, 59, 46, 815, 32, 83 i 48, que inclou un de parental (815) homozigot i un
d’hibrid (F1) heterozigot. Els individus amb 1’allel A presenten un pic corresponent a la base ci-
tosina a la posicio central del cromatograma, i els individus amb 1’allel B presenten un pic cor-
responent a la timina. Els individus heterozigots mostren els dos pics superposats, encara que el
detector n’identifiqui un (timina) de manera preferent.
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d’un genoma d’una manera economica i en
un sol experiment. Comparant la seqiien-
cia d'un conjunt d’individus seleccionats
per la seva distancia genetica podem des-
cobrir una colleccié de SNP repartits al
llarg de tot el genoma i que es poden trans-
formar en xips de DNA, per detecci6 de
SNP de manera massiva, i llavors carac-
teritzar el genotip dels individus.

APLICACIO DELS MARCADORS
MOLECULARS A LA MILLORA
GENETICA VEGETAL

Identificacio de varietats

La identificacio varietal ha estat un dels
objectius constants de I'estudi del material
vegetal. L'observacio de les caracteristiques
morfologiques és el primer pas de la iden-
tificacid, perd quan volem observar dife-
rencies a escala intraespecifica, per identifi-
car varietats de la mateixa especie, els
marcadors genetics adquireixen una im-
portancia rellevant per poder diferenciar
varietats cultivades, i defensar els drets de
I'obtentor de la varietat.

Per a la identificaci6 de varietats hem de
tenir en compte la definici6 de varietat. Una
varietat vegetal és aquella que reuneix tres
caracteristiques essencials: a) ser distinta
de les altres en determinades observacions,
b) ser uniforme, de manera que diferents
individus de la mateixa varietat es puguin
considerar iguals i c) ser estable, és a dir,
que transmeti les seves caracteristiques als
descendents. Actualment els avencos en bi-
otecnologia permeten obtenir noves plan-
tes amb la incorporacié d'un sol gen que
li confereix una caracteristica diferent.
Aquestes noves linies obtingudes per me-
todologia es consideren com a varietats es-
sencialment derivades, ja que mantenen l'es-

tructura genetica de la varietat de la qual
deriven.

Les eines moleculars per protegir la pro-
pietat d'una varietat i els drets de 'obten-
tor han de ser capaces de distingir una va-
rietat de les més properes i fins i tot
distingir si €s una varietat essencialment
derivada. Els marcadors moleculars sén ac-
tualment molt fiables i tenen capacitat de
discernir canvis en un sol nucleotid per di-
ferenciar les noves varietats. L'aplicacié
d’aquests marcadors als estudis filogene-
tics i de distancia genetica entre les linies
permet al millorador dissenyar els futurs
encreuaments per a 'obtencié de noves li-
nies que incorporaran potencialment les
caracteristiques de tots dos pares o les mi-
lloraran.

Caracteritzaci6 de bancs de germoplasma

La uniformitat en els cultius de l'agricul-
tura moderna ha portat a una reduccié de
la base genetica dels cultius, i a la perdua
de capacitat de resposta enfront de l'atac
d’un patogen o un fenomen meteorologic
imprevist. Per aix0 s’ha desenvolupat un
moviment de salvaguarda dels recursos
filogenetics. Aquest moviment es plasma
en la creacié dels bancs de germoplas-
ma, en que l'objectiu és la recolleccid, con-
servacid, propagacio i ts dels recursos ge-
netics vegetals. El millorador reconeix que
I'ts dels recursos genétics és un dels prin-
cipals components dels programes de mi-
llora vegetal. L'estrategia classica de la con-
servaci6 i utilitzacié del germoplasma es
basa en el fenotip i la disposici6 ecogeogra-
fica de les varietats vegetals conservades.
El resultat directe de l'aplicaci6 dels marca-
dors moleculars a l'avaluacié del germo-
plasma ha estat, en primer lloc, 'ordenacié
de les entrades al banc i la identificacié de
duplicacions. En segon lloc, la classificacié
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de les varietats ha permes calcular la dis-
tancia genetica entre les entrades i identifi-
car les zones geografiques d’origen de la
variabilitat de l'especie. Variabilitat i dis-
tancia genetica son dades objectives per al
millorador, que les pot utilitzar per escollir
els nous pares dels seus encreuaments per
introduir nous allels que suposadament
aportaran nous caracters. Lanalisi amb
marcadors de la descendéncia d’aquests
encreuaments permetra detectar el grau
d’herencia d’aquests allels, i I'analisi fenoti-
pica aportara la informacié de la millora en
caracters d’interes agronomic.

Estudi de la variabilitat genética
intraespecifica i interespecifica

Els estudis comparatius existents demos-
tren que 1'ts de marcadors geneétics pro-
porciona els parametres més ajustats per
identificar allels diferents en els encreua-
ments intraespecifics (Lee, 1995), que po-
den aportar variabilitat genetica en aspec-
tes molt concrets. Com més properes
siguin les linies parentals de lencreua-
ment, més dificil resulta identificar nous
genotips entre la descendéncia i, per tant,
individus amb noves combinacions alleli-
ques. Quan el millorador no troba la varia-
bilitat necessaria dintre de l'especie recorre
als encreuaments interespecifics. Aquest ti-
pus d’encreuaments s’utilitzen per intro-
gressar en una planta caracters d’herencia
senzilla d’espécies molt properes. Ens re-
ferim, per exemple, a la resistencia a malal-
ties, amb la recuperaci6 de l'estructura ge-
netica de l'especie original després de
diverses etapes de retroencreuament amb
'especie recurrent. Els marcadors faciliten
la seleccié de l'individu heterozigot sem-
pre que tinguem un marcador lligat o molt
proper a I'herencia del caracter. Seleccio-
nant amb marcadors no cal tenir la intro-
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gressio en homozigosi per tornar a fer el
retroencreuament, és a dir, no cal que se-
leccionem pel caracter, sind6 que podem
detectar l'allel lligat al caracter i retroencre-
uar l'individu, rastrejant en la descenden-
cia la presencia de l'allel considerat. D’a-
questa manera es redueix a la meitat el
nombre d’encreuaments per fer. En el cas
de tenir marcadors flanquejant el caracter
es pot reduir la regid introgressada.

Aquests ultims anys la generacié de ma-
pes genetics d’alta densitat de poblacions
d’encreuament entre especies de tomaquet
conreat i especies de tomaquet silvestre ha
permes la localitzacié de regions cromoso-
miques introgressades que milloren el co-
lor i el rendiment del tomaquet. El procedi-
ment consisteix en la generacié per
retroencreuaments de linies del cultivar
amb segments cromosomics de la linia sil-
vestre (Tanksley i McCouch, 1997). El ren-
diment ha estat avaluat en diverses regions
del mén. Aquesta tecnica ha estat aplicada
a diferents especies vegetals com la civada
o el melo.

Estudi d’heterosis

Un dels métodes de millora genética ve-
getal que ha revolucionat la industria de
llavors ha estat la produccié de varietats
hibrides. El principal avantatge dels hi-
brids és, per sobre del rendiment, I’'homo-
geneitat de la produccio i el valor comerci-
al de la llavor. L’hibrid comercial és el
producte de l'encreuament de dues linies
pures seleccionades per produir heterosi.
L'heterosi o «vigor de I'hibrid» és el feno-
men segons el qual els individus descen-
dents (F1) d'un encreuament de dues linies
endogamiques mostren unes caracteristi-
ques fenotipiques superiors a la mitjana de
les linies parentals, o el valor del pare més
gran.
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L'heterosi, descrita ja al principi del se-
gle xx (East, 1936), és un mecanisme ampli-
ament documentat en plantes per determi-
nar un increment de la biomassa, el
rendiment, la mida de la planta i del fruit,
la fertilitat, la resistencia a malalties o pla-
gues d’insectes, etc. La base genetica del
vigor de I'hibrid encara és objecte de dis-
cussié entre els genetistes. El fenomen ha
estat aplicat amb gran exit a la millora de
plantes, inicialment en l'obtencié de linies
hibrides de blat de moro d’alt rendiment
procedents de l'encreuament de linies en-
dogamiques. Aquest fenomen és un dels
principals responsables de la revoluci6
verda dels anys setanta. Actualment el
95 % del blat de moro plantat als Estats
Units i el 65 % del plantat arreu del mén
(Swanson Wagner et al., 2006) és hibrid (ve-
geu la figura 3). El coneixement genetic de
dues linies pot permetre al millorador pre-
dir I'heterosi. L'aportacio de 1'tis de marca-
dors moleculars per coneéixer la distancia

Hybrid A x B

Ficura 3.

Inbred B

genetica entre les linies ha demostrat que
els encreuaments entre linies que perta-
nyen a diferents grups heteroics presenten
més heterosis que els encreuaments entre
linies del mateix grup (Hallauer et al.,
1988). Pero no ens permet predir I'heterosi
en hibrids produits entre grups molt dis-
tants i tampoc si apareix el fenomen de l'e-
pistasi o regulaci6 per altres gens.

Deteccioé d’hibrids

Aixi mateix, el control de la qualitat de
la llavor hibrida mitjancant 1'as de marca-
dors moleculars ha permés comercialitzar
un gran nombre d’especies hibrides que ac-
tualment asseguren els nivells de produc-
cid agricola i d'uniformitat de caracteristi-
ques de qualitat de la planta i del fruit
(Meyer et al., 2007). Cal pensar que la majo-
ria d’especies horticoles com el tomaquet,
el meld, el cogombre, el pebrot, etc., sén

Inbred A

Inbred B

Flybrid(A x B

TRENDS in Plant Science

Manifestacid fenotipica de 1’heterosi. a) L’heterosi es manifesta tipicament en els caracters de la planta

adulta com el rendiment o la llargaria de la panotxa de blat de moro. ») L’heterosi també es manifesta normalment en el
desenvolupament de les llavors (Hochholdinger i Hoecker, 2007).
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conreades a partir de la llavor hibrida que
assegura al productor un rendiment homo-
geni. El control de la pollinitzacié creuada
entre les linies escollides mitjancant marca-
dors codominants assegura la produccié
de llavor hibrida.

Construccié de mapes genétics

Els marcadors moleculars es poden fer
servir tant per a la identificacio varietal o
lI'estudi de la variabilitat geneética com per
elaborar mapes geneétics. Els mapes gene-
tics son representacions grafiques de l'or-
dre dels marcadors genetics en un cromo-
soma o grup de lligament. El concepte de
lligament entre marcadors genetics en I'he-
réncia va ser proposat fa quasi un segle per
Morgan (1911), i el primer mapa genetic
lineal, del cromosoma X de Drosophila me-
lanogaster, el va publicar Sturtevant el 1913.
La descoberta dels marcadors moleculars
en nombre illimitat per tot el genoma ha
fet possible la construccié de mapes de l1li-
gament detallats en tots els organismes de
reproduccio sexual (vegeu la figura 4).

El mapatge de marcadors moleculars es
basa en el principi que els gens i els marca-
dors segreguen per la via de la recombina-
ci6 cromosomica durant la meiosi, fet que
en permet l'analisi en la descendencia (Pa-
terson, 1996). Els gens o marcadors que es-
tan proxims en el cromosoma es transme-
ten junts a la descendencia amb una
freqiiencia molt més elevada que els gens o
marcadors que estan a una distancia més
gran. En una poblacid segregant hi ha una
barreja de genotips en que podem observar
cada un dels parentals o recombinants. El
nombre de genotips recombinants entre
dos locus es pot fer servir per calcular la
freqiiencia de recombinacié i convertir-la
en una mesura de distancia genetica entre
els locus. Com més genotips recombinants
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apareixen entre dos locus, major és la dis-
tancia genetica mesurada en centimorgans
(cM). Es a dir, la freqiiencia de recombina-
cid és directament proporcional a la distan-
cia genetica entre els marcadors.

Analisi de caracters quantitatius

La diversitat present a les poblacions se-
gregants, tant a escala morfologica com
molecular, és una valuosa eina per estudiar
les bases genétiques de I’herencia de carac-
ters qualitatius i quantitatius. L'analisi dels
caracters quantitatius (quantitative trait loci,
QTL) és una manera de descriure la varia-
ci6 de les distribucions fenotipiques conti-
nues i determinar el nombre de locus que
controlen un caracter fenotipic i, per tant,
la seva segregacio en la poblaci6 (Tanksley,
1993). Una de les estrategies per identificar
els gens implicats en un fenotip és I'aproxi-
macio per gens candidats o GC (Pflieger et
al., 2001). Es consideren GC els gens amb
funcié coneguda o suposada, relacionats
amb caracters d’interes i que poden corres-
pondre a locus majors o QTL. Els gens ai-
llats en especies model poden ser conside-
rats com a GC per a altres espeécies. Quan
es coneixen a fons les vies metaboliques o
fisiologiques d’un caracter d’interes els GC
s’escullen entre els gens implicats en la via.
Quan no es coneix la seqiiencia del gen en
I'organisme, podem recorrer a la informa-
ci6 d’altres especies properes que ens per-
met dissenyar encebadors degenerats de
regions conservades per tractar d’amplifi-
car el gen. Per trobar seqiiéncies en especi-
es properes hem de cercar en les collecci-
ons d’EST provinents de genoteques de
cDNA. Per localitzar els gens candidats en
genetica de plantes s'utilitzen dues estrate-
gies: comparar la posicié en el mapa gene-
tic del gen candidat amb els locus associats
al caracter d’interes, i analitzar i comparar
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la segregaci6 d'un caracter fenotipic en
una poblacié i el polimorfisme del gen can-
didat. La posicié dels QTL pot ser bastant
aproximada; un QTL pot cobrir regions
amb centenars de gens, i sén necessaris ex-
periments de mapatge de precisié mitjan-
¢ant encreuaments que confirmin la segre-
gacid del gen candidat o el marcador amb
un QTL, amb calculs estadistics d’associa-
ci6. Aquesta analisi sera més complexa si el
caracter esta controlat per més d'un gen
(poligenic). Caldran experiments de trans-
formacié genica o silenciament per demos-
trar I'associacié del QTL amb el gen candi-
dat. Aquest metode ha estat validat amb
especies com el tomaquet o l'arros per a ca-
racters d’interes agronomic, com la forma,
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o aspectes relatius a la resposta a l'estres
hidric en arrels (Causse et al., 1999; Zheng
et al., 2006).

Els caracters d’interés agronomic tenen
en general una heréncia quantitativa.
Molts estan relacionats amb la maduraci6
del fruit, definida com un conjunt de can-
vis que tenen lloc en el fruit en les darreres
etapes de creixement. Aquest periode esta
controlat geneticament i implica un ampli
ventall de canvis bioquimics i fisiologics
que comporten l'adquisicio de qualitats or-
ganoleptiques i nutricionals que fan el fruit
apte per al consum huma. Entre les modifi-
cacions més significatives destaquen can-
vis en el color, la textura, la mida, la forma,
el contingut en sucres i acids organics (res-
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Mapa genétic de Fragaria construit amb el genotipatge dels 76 individus F2 de I’encreuament interespe-

cific entre Fragaria vesca x Fragaria nubicola. Distribucid en set grups de lligament de 228 locus que cobreixen una
distancia de 569 cM. En negre els SSR i els gens, i en vermell els RFLP (Vilanova et al., 2008).
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ponsables del gust) i el contingut en subs-
tancies volatils (responsables de l'aroma).

Seleccio assistida per marcadors

El procés d’aplicar els marcadors mole-
culars per identificar QTL i utilitzar-los per
seleccionar les plantes que presenten l'allel
especific del marcador associat al caracter
és el que es denomina seleccié assistida per
marcadors (MAS, marker assisted selection).
Aquest procés és diferent dels processos de
modificacid genetica perque en aquest cas
se selecciona l'individu que conté el gen,
pero no es modifica el seu material genetic.
El marcador molecular utilitzat en seleccié
no sempre és el gen responsable de la vari-
acio del caracter, sind que pot ser un mar-
cador o fragment de DNA proper al QTL i
localitzat en el mapa perque segrega igual
que la variacio del caracter. Aquests marca-
dors son senzills i de baix cost, per utilitzar
en grans poblacions. Una recombinacié ens
pot separar el marcador del QTL, pero com
més petita és la distancia entre el marcador
i el QTL més baixa és la possibilitat que se
separin per recombinaci6. Com més poli-
morfic és un marcador més efectiu sera en
la selecci6 assistida.

La MAS ha estat utilitzada de manera
amplia en el cultiu de cereals, per exemple
en el blat de moro, en que grans empreses
com Monsanto o Syngenta han invertit
grans capitals per utilitzar-lo de manera
rutinaria en la seva produccié de llavors.
La principal aplicacié de la MAS es desen-
volupa en el camp de la resistencia a
malalties en cereals, o en QTL associats a la
fixacié de nitrogen en plantes farratgeres.
Els arbres fruiters, com la pomera, el pres-
seguer o la perera (Dirlewanguer et al.,
2004) tenen grans programes de seleccié
assistida basats en SSR i SNP per augmen-
tar la resistencia a malalties o la seleccio
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precog de la forma del fruit o el color de la
polpa.

CONCLUSIONS

L'ts de marcadors moleculars en la mi-
llora d’especies vegetals es va generalitzar
en la decada dels noranta, en que aparei-
xen una gran nombre de referencies en es-
pecies llenyoses, horticoles i cereals. Els
marcadors son usats en plantes per a l'es-
tudi de la variabilitat genetica, la identifi-
caci6 de les diferents varietats o la seleccio
de plantes heterozigotes. En projectes de
millora genetica els marcadors han servit
per seleccionar noves varietats escollides
perqueé tenen unes determinades caracte-
ristiques d’interés en la planta o en el fruit.

L'efectivitat de la seleccié assistida per
marcadors en la millora genetica vegetal
dependra en primer lloc de lexisténcia
d’un mapa d’alta densitat fet amb marca-
dors transferibles entre encreuaments.
Molts dels caracters agronomics es com-
porten com a gens majors, incloent-hi
resistencia a patogens o caracteristiques de
fruit, fet que permet una aplicacié millor
de la MAS. Els QTL han d’estar flanquejats
per gens estretament lligats a la variacié
del caracter, ja que en cas contrari aixo im-
plica recombinacié entre el marcador i el
QTL, i es reduira la resposta a la seleccio.
Des del punt de vista genétic el coneixe-
ment dels genomes d’especies properes
permet I's de marcadors lligats a QTL en
diferents especies a causa de la conservacid
del DNA i la transferibilitat dels marcadors
entre genomes de la mateixa familia.
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