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RESUM

En els darrers trenta anys s’ha fet un gran progrés en el desenvolupament i ts dels
marcadors moleculars en plantes. Els marcadors, que detecten la variacié de la seqiiencia
del DNA, permeten la prediccié de molts caracters, com ara la forma, mida, color, resis-
tencia a les malalties, productivitat, etc,, d'una manera sovint més precog, eficient i bara-
ta que la mesura del caracter quan aquest es manifesta en la planta. La millora genetica
ha anat integrant progressivament els marcadors en el procés de selecci6 i en el control
de qualitat de llavors i planters, de manera que actualment s’han convertit en eines d'ts
generalitzat i sovint imprescindible que ajuden i potencien els metodes classics d’obten-
ci6 de noves varietats. En aquest article es resumeixen les caracteristiques dels principals
tipus de marcadors i es descriuen les seves principals aplicacions en la seleccid de gens
majors, de caracters quantitatius i en la incorporacié de gens d’interes a partir d'individus
exotics o d’especies silvestres properes als conreus.

Paraules clau: millora genetica, marcadors moleculars, caracters quantitatius, introgres-
sio.

MARKER-ASSISTED SELECTION IN PLANT BREEDING

SUMMARY

The last three decades have witnessed an enormous progress in the development and
use of molecular markers for plant breeding. Molecular markers are based on the DNA
variation and allow the prediction of many characters related with form, color, size, dis-
ease resistance, yield, etc,, often quicker, more efficiently and cheaper than field meas-
urements when these characters are expressed on the plant. Markers have been progres-
sively integrated in the process of selection and have become a useful and often necessary
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tool for breeders to select the best individuals and for quality control of seed and nursery
plants. This chapter summarizes the characteristics of the main marker types and their
application for the selection of major genes, quantitative characters and for the exploitation
of genes of interest from wild or exotic sources in cultivated species.

Key words: plant breeding, molecular markers, quantitative characters, introgression.

INTRODUCCIO

La millora genetica de plantes, el procés
que porta a l'obtencié de noves varietats
d'un conreu, es compon de tres etapes ben
diferenciades. En la primera, una vegada
definits els caracters a millorar, es tracta de
trobar dins la variabilitat genetica de l'espe-
cie conreada, o de les especies que s’hi po-
den hibridar, individus que tinguin aquests
caracters. Aleshores comenga la segona eta-
pa, en la qual aquests individus s’hibriden
entre si i amb plantes de bones caracteris-
tiques agronomiques generals, per obtenir
una poblacié de base que segregara per a
un gran nombre de caracters, de la qual se
seleccionaran els individus que més s’acos-
tin a la varietat que estem cercant, és a dir,
els que tinguin un bon comportament gene-
ral i incorporin els nous caracters, a la qual
sovint sarriba després de diversos cicles
d’hibridacio-seleccio. El metode de millora,
que consisteix en l'estrategia d’hibridacio-
seleccid i el nombre de cicles necessaris, de-
pen de molts factors, els més rellevants dels
quals son el sistema de reproduccié de l'es-
pecie, ja sigui sexual (autdogama o allogama)
o asexual, les caracteristiques genetiques
del caracter (monogenic o poligenic, molt
o poc heretable, dominant o recessiu, etc.)
i el tipus de varietat que es vulgui obtenir
al final (linia pura, hibrid F1, sintetic, clon,
multilinia, etc). Al final d’aquest procés
s’arriba a una o més linies seleccionades,
de les quals hem de comprovar, dins de la
tercera etapa, que sén millors en un o més
aspectes que les varietats que hi ha al mer-
cat, fet que normalment obliga a realitzar
assaigs comparatius. Les linies que millo-

ren les anteriors son les noves varietats que,
dins també d’aquesta tercera etapa, s’han
de multiplicar, mantenir i comercialitzar
per tal que arribin, habitualment com a lla-
vors o plancons, als que les han de conrear.

Lenorme progrés de la genetica mole-
cular des del descobriment de l'estructura
del DNA, fa poc més de mig segle, fins ara,
ens ha portat a un coneixement cada vega-
da més detallat del genoma dels éssers vius
ial desenvolupament d'un seguit d’eines per
al seu estudi, que tenen aplicacié en la mi-
llora genetica en qualsevol de les tres etapes
descrites abans, és a dir, en la caracteritza-
cié de la variabilitat genetica, en la seleccié
dels individus amb la composicié genetica
més interessant en poblacions segregants i,
finalment, en el control de la qualitat de les
noves varietats, tant en l'aspecte de la seva
composicié genetica (si cada individu o el
conjunt dels que componen una varietat
correspon a aquest tipus de varietat), com
de la seva identitat (distinci6é individualit-
zada de cada varietat). En aquest capitol
s’expliquen les caracteristiques i aplicaci-
ons d'una d’aquestes eines, els marcadors
moleculars i, per extensid, el coneixement
del genoma que hem obtingut amb aquests,
en la segona de les etapes de la millora, és a
dir, en la seleccio de noves varietats.

MARCADORS GENETICS:
DELS GENS MAJORS
ALS MARCADORS MOLECULARS

Els marcadors genetics son polimorfis-
mes de qualsevol tipus, que es caracteritzen
per tenir una herencia mendeliana simple.
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Per polimorfisme s’entén qualsevol caracter
morfologic o molecula organica (incloent-
hi, evidentment, les proteines i acids nu-
cleics) que presenti variants alleliques que
es puguin detectar d’alguna manera. Les
propietats ideals dels marcadors sén que: a)
siguin de bona qualitat genetica, és a dir,
codominants (que es puguin distingir els
dos homozigots i I'heterozigot produits per
qualsevol parella d’allels) i polimorfics (que
cada marcador detecti dos o més allels), b)
es puguin trobar en gran quantitat en el
genoma i el cobreixin completament d"una
manera aproximadament uniforme, ¢) no
afectin el fenotip de la planta ni interaccio-
nin entre si i d) s'obtinguin amb un metode
senzill, robust, barat i adequat pel seu ts a
diferent escala. L'objectiu dels marcadors
en millora geneética és que ens proporcio-
nin unes fites en el genoma que serveixin
per estudiar la seva variabilitat, localitzar
gens que estiguin a prop dels marcadors o
per poder seguir 'evoluci6 de fragments de
DNA, cromosomes o del genoma sencer a
través de la seva evolucid, en general, o dins
d'un procés evolutiu a menor escala, com és
la seleccid dins d'un programa de millora
genetica.

Els primers marcadors genetics que es
van usar foren els que determinen les ca-
racteristiques qualitatives que afecten qual-
sevol aspecte de la morfologia o fisiologia
de la planta, com la forma, mida o color
del vegetal o qualsevol dels seus organs,
la seva resisténcia a malalties, les epoques
de floracié o fructificacio, etc. Aquests mar-
cadors, alguns dels quals codifiquen carac-
ters de gran importancia economica, i que
s‘anomenen també gens majors, soén tan an-
tics com el mateix naixement de la genetica,
ja que van ser la base de la formulacio de
les lleis de I'herencia de Mendel a mitjan se-
gle xix. Tenen com a limitacions el seu baix
nombre en la majoria d’especies, la seva for-
ta interaccié amb altres gens (que fa dificil
que se'n puguin estudiar molts en segrega-

ci6 en el mateix encreuament), el seu carac-
ter habitualment dominant, el poc nivell de
polimorfisme (rarament més de dos allels) i
la condici¢ freqiientment deleteria d’alguns
allels, normalment els recessius. Lestudi
de molts d’aquests gens al mateix temps en
descendeéncies d’encreuaments controlats
(de tipus F,, la descendéncia obtinguda de
l'autofecundacioé de I'hibrid entre dues li-
nies diferents, o retroencreuament (RC), la
descendeéncia que s'obté d’encreuar aquest
hibrid amb un dels seus pares) va fer pos-
sible la construcci6 dels primers mapes ge-
netics, que representen l'alineacié ordenada
d’aquests marcadors en els cromosomes ba-
sada en el grau de lligament entre marca-
dors. La construccié de mapes genetics amb
aquests marcadors fou una empresa a llarg
termini, plena de dificultats i reservada no-
més a les especies més estudiades des del
punt de vista genetic com el blat, el blat de
moro, el tomaquet o el pesol (O’Brien, 1990),
en les quals aquesta inversi6 podia justifi-
car-se per la seva qualitat d’especies model
per als estudis genetics.

Pels tres quarts del segle passat es va
descobrir una nova classe de marcadors, els
isoenzims, que havia de revolucionar la ge-
netica classica i assentar les bases dels usos
actuals dels marcadors (Lewontin, 1970;
Tanksley i Orton, 1983). Els isoenzims son
formes moleculars d'un mateix enzim amb
diferencies moleculars d’origen geneétic (de
la seqiiencia del gen que els codifica) que en
permeten la separacié per electroforesi (la
substitucié d'un sol aminoacid pot produir
una migracioé electroforetica suficientment
diferent per ser detectada). Els isoenzims
permeten identificar diferents formes al-
leliques d'un enzim determinat que sovint
s’expressen de manera codominant. Els
isoenzims polimorfics solen detectar seri-
es alleliques i és possible comparar la va-
riabilitat dels mateixos isoenzims en dife-
rents especies, cosa que els fa especialment
ttils per als estudis de variabilitat genetica
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comparativa (Gottlieb, 1981). La metodo-
logia és senzilla i barata, pero el seu baix
nombre (és infreqiient que s’hagin descrit
més d'una o dues desenes d’isoenzims po-
limorfics en les especies en les quals s’han
usat) és el seu factor limitant fonamental.
Els isoenzims van permetre I'analisi de la
variabilitat genetica des d'una perspectiva
més acurada i profunda (Lewontin, 1970;
Gottlieb 1981), van ser una técnica que va
expandir aquests estudis de variabilitat a
moltes especies silvestres i cultivades i van
fer possible els primers assaigs de les apli-
cacions que després han estat profusament
usades quan altres marcadors més potents
han estat disponibles (Tanksley i Orton,
1983).

Quan 1'as dels isoenzims s’havia expan-
dit considerablement, va apareixer un nou
tipus de marcador, els RFLP (restriction
fragment length polymorphisms) (Botstein
et al., 1980), que foren els primers directa-
ment basats en la variacié del DNA i els
primers que sanomenaren moleculars. Els
RFLP es basen en les diferencies de la mi-
da de fragments homolegs de DNA creats
a partir de la digestio del DNA total amb
un enzim de restriccié. Aquests polimorfis-
mes son deguts a la deteccié o no-deteccio
d'una diana de l'enzim en un fragment de-
terminat, o a I'existéncia de diferencies de
mida entre fragments allelics delimitats per
les mateixes dianes de restriccio, a causa de
I'existencia d'una insercié (o delecid) dins
d'un dels dos allels. Els RFLP es detecten
amb el metode de transferéncia Southern
(Southern, 1975), consistent a separar els
productes de la digestié per electroforesi,
fixar-los en una membrana de nil¢ i iden-
tificar-los alli amb sondes curtes de DNA
marcades. Amb els RFLP es pot produir un
nombre virtualment infinit de marcadors, i
per aixo superen la principal limitaci6 dels
isoenzims i obren la porta als mapes satu-
rats, és a dir, amb una cobertura completa
del genoma amb marcadors. El primer ma-

pa en plantes va ser el del tomaquet (Ber-
nadzky i Tanksley, 1986) al qual van seguir
molts altres en especies economicament
importants. Els RFLP sén de gran qualitat
genetica (codominants, polimorfics) i alta-
ment transferibles entre especies (normal-
ment una sonda duna especie és util per
produir RFLP en qualsevol membre de la
seva familia i freqiientment en la d’especi-
es d’altres families). Aixo els ha fet els més
utilitzats per a la comparacié de mapes,
en que la posicié de marcadors homolegs
de diferents espécies permet establir el ni-
vell de semblanga entre els seus genomes,
de manera que s’identifica la seva sintenia,
o localitzacié dels mateixos marcadors als
mateixos cromosomes, i la seva colinearitat,
o manteniment de l'ordre entre marcadors
sintenics. La comparacié de genomes és un
element important en la comprensi6 de la
seva evoluci6 (Ahn i Tanksley, 1993; Devos,
2005; Yogeeswaran et al., 2005) i en la pre-
diccié de l'existencia de gens d’interes en
especies poc estudiades comparant el seu
genoma amb el d’altres en les quals s’ha
acumulat un major nivell de coneixement
(Ku et al., 2001; Barnes, 2002). Tot i les se-
ves indubtables virtuts, el principal defecte
dels RFLP és que s'obtenen amb un metode
feixuc, lent i car, només a l'abast d’alguns
laboratoris especialitzats, adequat per a es-
tudis fonamentals, pero lluny d'usos a gran
escala com els necessaris per a la seva apli-
caci6 en millora genetica.

El descobriment de l'amplificacié (pro-
duccié d'un elevat nombre de copies) de
fragments curts de DNA basada en el meéto-
de de la reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR) (Saiki et al., 1988), impulsa el desenvo-
lupament d'una nova onada de marcadors.
La PCR permet l'amplificacié exponencial
de qualsevol fragment de DNA petit (100-
2.000 pb) a partir d'una serie de cicles de
sintesi (habitualment entre trenta i cin-
quanta) de noves cadenes de DNA, que es
fa amb l'ajut d'un enzim termostable (la po-
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limerasa Taq) i dos encebadors (fragments
de DNA, freqlientment de 18-24 bases,
complementaris de la seqiiencia de cada
extrem del fragment a amplificar). Aquest
fragment amplificat es pot separar per elec-
troforesi, i llavors es pot comparar la seva
mida amb la d’altres fragments o es pot ai-
llar per a la seqiienciacié posterior. Els pri-
mers marcadors basats en la PCR foren els
RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)
(Williams et al., 1990), en que la PCR es fa
amb un sol encebador molt curt (~10 bases)
que amplifica per atzar els fragments que
aquest encebador pot delimitar, i produeix
normalment un nombre discret (~2-20) de
fragments amplificats, que es poden sepa-
rar per electroforesi. La preséncia o absén-
cia dels fragments amplificats en una des-
cendencia o colleccié d’individus permet
l'analisi genetica d’aquests polimorfismes i
l'estudi de la seva variabilitat. Poc després
dels RAPD es van proposar els AFLP (ampli-
fied fragment length polymorphisms) (Vos et al.,
1995), en que la variabilitat es crea, tal com
en els RFLP, amb la digesti6 del DNA total,
en aquest cas amb dos enzims de restriccio.
Posteriorment s’afegeixen als extrems dels
fragments obtinguts uns adaptadors (frag-
ments curts de 14-20 pb de seqiiencia cone-
guda) i es redueix el nombre de fragments
a forca d’amplificar el DNA usant uns ence-
badors homolegs a la seqiiencia dels adap-
tadors que incorporen un nombre petit de
bases noves a l'atzar (entre una i tres) que,
en proporcid inversa a aquest nombre, am-
plifiquen més o menys fragments. Final-
ment els fragments son separats per elec-
troforesi i la seva variabilitat és analitzada
en un conjunt d’individus.

RAPD i AFLP, aixi com altres marcadors
que s’han desenvolupat al voltant de variaci-
ons sobre els mateixos metodes (Garcia-Mas
et al., 2000), tenen en comd la seva capacitat
de produir una gran quantitat de fragments
amplificats potencialment polimorfics i, per
tant, de marcadors que s'obtenen d'una ma-

nera inespecifica, és a dir, sense tenir cap in-
formacio6 previa sobre la seva seqiiencia. La
propietat de generar molts polimorfismes a
partir d'un metode senzill va ser crucial en
l'acceptaci6 d’aquests marcadors, que s"usa-
ren ampliament en estudis de variabilitat,
en la construccié de mapes i en la cerca de
marcadors prop de gens d’interes, com co-
mentarem més endavant. El seu s va con-
vertir el mapatge en una operacié més sen-
zilla, rapida i barata del que havia estat amb
els RFLP, i contribui a 'extensié de 1'its dels
marcadors a moltes més especies. Malgrat
tot, tant RAPD com AFLP tenen punts fe-
bles molt importants, ja que séon marcadors
generalment dominantsi poc transferiblesi,
en el cas dels RAPD, sén poc reproduibles.
Com a conseqjiiéncia, la informacié que han
proporcionat, tant en mapes com en varia-
bilitat, es limita a la que s’ha obtingut en les
descendeéncies o colleccions de genotips es-
tudiats, sense que aquesta informacid sigui
gairebé mai acumulable o ampliable amb la
que proporcionen altres marcadors, altres
genotips o altres poblacions de mapatge. El
seu Us per a aquests proposits ha decaigut
considerablement amb l'aparicié de marca-
dors de millor qualitat, i és previsible que
aquesta davallada continui en el futur.

Els problemes de transferibilitat, repro-
ductibilitat i, de vegades, de qualitat (domi-
nancia) de RAPD i AFLP es poden resoldre
si és possible aillar el fragment de DNA
polimorfic i convertir-lo en un marcador de
PCR especific, és a dir, basat en la seqiien-
cia d’aquest fragment, a partir de la qual es
dissenyen un parell d’encebadors que per-
meten amplificar-lo. Aquesta és una ope-
raci6 d'una certa complexitat que sovint,
encara que no sempre, es pot realitzar amb
exit, pero que es limita a aquells marca-
dors que tenen un valor especial, normal-
ment perque estan lligats a gens d’interes.
Aquests principis van portar al desenvo-
lupament de marcadors de PCR elaborats
a partir de la seqiiencia de qualsevol frag-
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ment de DNA (com per exemple la sonda
d'un RFLP), que s'anomenen duna manera
general STS, (sequence tagged sites) (Olsen
et al., 1989), o SCAR (sequence characterized
amplified regions), en el cas que s'obtinguin
de RAPD (Paran i Michelmore, 1993). Una
elaboracié dels SCAR o STS son els mar-
cadors CAPS (cleaved amplified polymorphic
sequence) (Akopyanz et al., 1992), en que a
partir del polimorfisme de seqiiéncia de
dos allels d'un RAPD, AFLP o qualsevol
altre fragment de DNA, es pot elaborar un
marcador de PCR i buscar un enzim de res-
triccio que talli un dels allels pero no l'altre,
cosa que genera un polimorfisme, especific
i habitualment codominant.

El progrés en el coneixement de la se-
qtiencia del genoma dels éssers vius, degut
en part al desenvolupament, al final del se-
gle xx, de tecnologies eficients de seqiienci-
acio de DNA, resultaren en el descobriment
d'un dels marcadors més potents i versatils
dels que s'usen actualment. Es tracta dels
marcadors basats en microsatellits, ano-
menats també SSR (simple-sequence repeats).
Un microsatellit és una seqiiéncia curta
de DNA formada per un motiu d'una a sis
bases repetit diverses vegades en tandem.
Els microsatellits, que sén molt freqiients i
es troben dispersos per tot el genoma, tant
en zones transcrites com no transcrites del
DNA, tenen la particularitat de ser altament
polimorfics a causa de la delecio o insercid
d'un o més dels motius dels quals es com-
pon (Morgante i Olivieri, 1993). Aquestes
propietats els fan adequats per convertir-los
en marcadors de PCR quan es coneixen se-
qiiencies que els continguin i permetin dis-
senyar encebadors en les zones de seqiien-
cia tinica que flanquegen cada microsateHit.
El marcador (SSR) resultant detectara ha-
bitualment un sol locus codominant i al-
tament polimorfic. El meétode d’analisi és
senzill, escalable, requereix molt poc DNA,
no necessariament de bona qualitat, habi-
tualment robust, i té el cost d'una simple

reacci6 de PCR i la separaci6 posterior per
electroforesi, és a dir, comparativament
barat. Els SSR solen ser altament transferi-
bles dins de l'especie, mentre que un per-
centatge bastant elevat ho és entre especies
properes del mateix genere, i molt més baix
entre generes propers. Aixo permet acumu-
lar informaci6 respecte a la variabilitat ge-
netica entre dades de diferents laboratoris o
colleccions de genotips, o inferir la posicié
d'un marcador situat en un mapa respecte
d’altres mapes de la mateixa especie. En
conjunt, les propietats dels SSR s’acosten
molt a les del marcador ideal. No obstant ai-
x0, la primera dificultat per al seu ts va ser
la disponibilitat de seqiiencies de DNA per
poder cercar-los, que només eren suficients
en les espécies més estudiades. Aquesta li-
mitacié no és actualment un problema en
la majoria d’especies conreades, que, amb
el desenvolupament, primer de genoteques
enriquides en microsatellits (Billotte et al.,
1999), i després de les colleccions de frag-
ments de DNA transcrits (EST, expressed se-
quence tags), va quedar resolt en gran part
(Morgante et al., 2002). Actualment s’han
desenvolupat, o hi ha la informaci6 per fer-
ho, centenars o milers de SSR en molts con-
reus. Els SSR sén actualment els marcadors
més usats en 'ambit aplicat i, per bé que
tard o d’hora s’aniran substituint per altres
marcadors, tot sembla indicar que seguiran
sent ttils durant bastant temps.

En els darrers anys s’han comengat a usar
marcadors basats en un dels darrers nivells
de la variabilitat genetica, la produida per
la substituci6 d'una base per una altra.
Aquests marcadors, que s'anomenen SNP
(single nucleotide polymorphisms), sén també
la conseqiiencia de la informacié que es va
acumulant sobre la seqiiencia del DNA en
moltes especies i del fet que el nombre de
genomes de plantes complets o parcialment
seqlienciats és cada vegada més gran. Molts
dels marcadors que hem considerat abans,
tots menys els SSR, ja tenien com una pos-
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sible base de variabilitat els SNP, que es
poden detectar amb tecnologies molt diver-
ses, com la reseqiienciacié de fragments de
DNA de polimorfisme conegut, els metodes
basats en la piroseqiienciacié (Alderborn et
al., 2000), I'espectrometria de masses (Rodi
et al., 2002), 'HPLC desnaturalitzant (O’Do-
novan ef al., 1998), la PCR Tag-man (Livak,
1999) i I's de microxips (Borevitz et al.,
2003), entre d’altres. Cadascuna d’aquestes
tecnologies s'adapta a diferents situacions
considerant dos parametres basics: el nom-
bre d’individus a analitzar amb el mateix
SNP i el nombre de marcadors a analitzar
per cada individu. D'una manera general,
els SNP s’analitzen com a biallelics, codo-
minants o dominants i el seus avantatges
son que, en ser els marcadors més ubics, és
possible trobar-ne en qualsevol punt del ge-
noma i, si s'analitzen a gran escala, el cost
per dada individual pot ser molt inferior al
de qualsevol altre marcador. La seva aplica-
cié depeén del nivell del coneixement de la
seqliencia de DNA de I'especie d’interes, fet
que els limita a les poques espécies en les
quals aquesta informaci6 és molt gran. Es
previsible, doncs, que el seu us s’estengui a
mesura que la informacio sobre la seqiién-
cia de DNA augmenti, tal com ha passat
amb els SSR.

Recentment s’han posat en el mercat uns
aparells de seqiienciacié massiva de DNA
(www.roche.com, www.illumina.com, www.
appliedbiosystems.com), que permeten se-
qlienciar un gran nombre de fragments de
DNA més o menys grans (de 25 a 400 pb),
amb una quantitat total entre un quart i
una megabase per assaig, i amb perspecti-
ves que aquests nombres augmentin rapi-
dament. Aquests aparells, que ja estan fa-
cilitant la seqiienciacié de genomes de novo,
seran molt tils per a la seva reseqiienciacié
(obtencid de la seqiiencia d'un altre indivi-
du d’'una especie una vegada que ja n'hi ha
una de completa, que és més senzill que
I'obtenci6 de la primera seqiiencia, que re-

quereix un procediment d’obtenci6 i mun-
tatge més lent i costds) i es poden convertir
en eines eficients per a l'analisi de l'expres-
si6 genica. També poden representar una
millora substancial en el descobriment de
SNP nous o altres tipus de polimorfismes
(derivats de la inserci6é o delecié de petits
fragments de DNA). Lanalisi de genotips
heterozigots o de barreges de DNA total o
de fragments transcrits de diversos indivi-
dus pot generar un gran nombre de SNP en
poc temps i a preus competitius (Barbazuk
et al., 2007), fet que expandira 1'is d’aquests
marcadors a moltes més especies i previsi-
blement marcara el futur immediat de les
aplicacions dels marcadors en la millora
genetica.

SELECCIO ASSISTIDA
AMB MARCADORS

Dins d’aquesta seccid s’inclouen diverses
aplicacions dels marcadors com a ajut al pro-
cés de seleccio de varietats noves. Aquestes
aplicacions estan dirigides a 'augment de
l'eficiencia de la seleccid de caracters deter-
minats en el sentit de fer-la més precog, més
acurada o més barata. Els marcadors per-
meten també la seleccié d’'individus amb
un genotip interessant quan el fenotip seria
dificil o impossible d’avaluar (heterozigots
per a gens recessius, acumulacié de gens
de resisténcia a una mateixa malaltia), i fa-
ciliten la seleccié del genoma d'un genotip
0 una especie en programes d’'introduccié
(introgressid) de gens d’especies silvestres o
genotips exotics. Amb els marcadors tam-
bé és possible coneixer a fons I'herencia
dels caracters agronomics, especialment
aquells que son més dificils, com els d’he-
réncia quantitativa, i fa més eficag, a partir
d’aquesta comprensio, la seleccié dels ge-
nitors que tinguin els allels adequats i dels
descendents amb les combinacions de gens
més interessants.
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Etiquetatge de gens

La meiosi produeix sobreencreuaments
duna manera discreta en el genoma de les
plantes. EInombre de recombinacions de ca-
da cromosoma després de la meiosi és petit.
Es freqiient que no n’hi hagi cap, o bé un o
dos, i nombres majors sén progressivament
més rars, encara que aixo depen de la mida
del cromosoma, de I'especie i de I'individu.
Per tant, els fragments que es conserven de
lI'individu original en el seu descendent sén
habitualment grossos, cosa que vol dir que
un allel d'un marcador que estigui a la vora
d'un gen d’interes s’heretara habitualment
amb un allel d'aquest mateix gen. La fre-
qtiencia amb la qual aixo0 passi dependra de
la distancia genetica entre el marcador i el
gen, un parametre que es calcula a partir de
la freqiiencia de recombinacié entre el gen
i el marcador, que és la informaci6 basica
necessaria per a la construccié de mapes
de lligament. La distancia genetica es pot
determinar en les descendencies tipicament
usades per al mapatge (de tipus F, o retro-
encreuaments), sabent el fenotip del gen i
del marcador per a cada individu. Es mesu-
ra en centimorgans (cM) —per donar una
idea del seu valor, per a distancies curtes
(1-10 cM), un cM és aproximadament igual
al percentatge de recombinacié (1-10 %).
Quan un gen que ens interessa és a prop
dun marcador, podrem seleccionar el mar-
cador en comptes del gen, com si tingués-
sim el nostre gen etiquetat amb el marca-
dor i el poguéssim reconeixer amb aquesta
etiqueta. Com que els dos locus segreguen
en la descendencia, aixo vol dir que hi hau-
ra un allel del marcador que estara associat
a l'allel del gen que ens interessa i un altre
que ho estara de l'allel del gen que volem
eliminar. Leficiencia de la selecciéo amb el
marcador dependra de la proximitat entre
els dos locus: si la distancia és de 5 cM, ens
equivocarem aproximadament el 5 % de les
vegades, si és d'1 cM, l'u per cent, i si el gen

i el marcador cosegreguen ~0 cM (fet que
passa quan el marcador esta basat en la se-
qliencia del mateix gen), no ens equivoca-
rem gairebé mai.

Un dels avantatges de letiquetatge de
gens és que es pot fer la seleccié tan avi-
at com sigui possible extreure el DNA de
la planta, cosa que en general ocorre molt
aviat (la llavor, el cotiledd, la primera fulla
vertadera). Si el gen que ens interessa es
manifesta molt més tard, com ara un carac-
ter de flor o fruit, requereix una tecnologia
addicional per manifestar-se, com en el cas
de la major part de resistencies a malalties
o plagues, o hi és pero no pot manifestar-se
(un allel recessiu en segons quin tipus d’en-
creuament); llavors la seleccié amb el mar-
cador pot ser avantatjosa i pot representar
un estalvi de temps, diners o eficiencia res-
pecte a la selecci6 basada en el fenotipus.
També, la seleccid basada en el marcador
només descarta les plantes que tenen un
cert caracter, pero permet seleccionar d'una
manera convencional la resta. La selecci6 es
pot aplicar al mateix temps en tots els gens
en que la poblacio estigui segregant per als
quals es disposi de marcadors, i es pot fer
per a diversos gens que afectin el mateix ca-
racter, encara que una vegada que un s’hagi
incorporat no es pugui notar cap canvi en
el fenotip. Aquest és el cas de molts gens de
resistencia a malalties en que la seva acu-
mulacié (que sanomena també piramida-
cid) no canvia la resisténcia original de la
planta, pero pot representar un avantatge
pel que fa a la seva durada (Castro et al.,
2003; Tar’an et al., 2003; Barloy et al., 2007).
La piramidacié només es pot fer amb I'ajut
dels marcadors, ja que sense aquests no es
pot tenir cap garantia que el segon gen o els
posteriors s’hagin incorporat al genoma de
la planta seleccionada.
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Com es poden trobar marcadors
a prop de gens d’interes?

Per poder etiquetar gens cal trobar mar-
cadors propers, idealment molt a prop, per-
que d’aixo depen leficiencia de la seleccio.
Hi ha diverses maneres de fer-ho. Una con-
sisteix a construir un mapa geneticamb una
poblacio que segregui per al caracter d’inte-
res, de manera que es pugui trobar aixi la
posicio del gen. Quan en l'especie existeix
ja un mapa saturat amb marcadors transfe-
ribles, una bona manera de procedir és se-
leccionar alguns marcadors d’aquest mapa,
de manera que cobreixin la major part del
genoma a distancies més o menys grans
(25-35 cM) i que segreguin la poblaci6 usa-
da per mapar el gen. Una vegada la posicié
del gen queda establerta amb aquest mapa
minim, s’assagen altres marcadors situats
en la regié genomica on hi ha el gen fins
que se'n troba un que esta suficientment a
prop (<2 cM) del gen. Sino hi ha marcadors
suficientment propers es poden intentar
cercar dos marcadors que flanquegin el gen,
encara que estiguin a distancies majors: se-
leccionant al mateix temps dos marcadors
d’aquestes caracteristiques separats entre
si, per exemple, 10 cM, s’aconsegueix una
eficiencia igual o major que amb un marca-
dor que estigués a 0,25 cM (Tanksley, 1983).

El metode més usat per a la localitzacio
de marcadors propers a un gen, anomenat
bulked segregant analysis (BSA), no requereix
la construccié de cap mapa (Michelmore et
al., 1991). Es basa en la caracteristica ja es-
mentada que en les descendencies habitu-
alment usades en els experiments de ma-
patge, el nombre de sobreencreuaments per
cromosoma i meiosi és baix, i per tant, l'al-
lel que cerquem del gen d’interés s’hereta
juntament amb una gran fragment de DNA
d'un dels genitors, mentre que l'allel alter-
natiu d’aquest gen inclou un fragment tam-
bé gran, de DNA homoleg, pero diferent,
procedent de l'altre genitor. D’aquesta ma-

nera, si en un encreuament determinat (su-
posem una F,) barregem el DNA de plantes
(normalment entre sis i dotze) amb un dels
dos fenotips (per exemple, resistents a una
malaltia) i el comparem amb una barreja
semblant de DNA de plantes amb el fenotip
alternatiu (susceptible) per a un gran nom-
bre de marcadors, si trobem algun marca-
dor que detecti un polimorfisme entre les
dues barreges, molt probablement es tro-
bara en la regi6é on hi ha el gen que bus-
quem. Aixo és degut al fet que en cada bar-
reja només al voltant del gen seleccionat es
mantindra una finestra en la qual el DNA
sera només d'un dels dos possibles haplo-
tips (fragments allélics). La mida d’aquesta
finestra sera més petita com més gran sigui
el nombre de plantes usat en cada barreja.
Els marcadors més adequats per a aquests
assaigs son els RAPD, AFLP i els marca-
dors inespecifics semblants, atesa la seva
elevada capacitat de generar polimorfis-
mes de DNA. El BSA és un metode de gran
eficiencia que ha estat sovint utilitzat amb
exit. Com a punts febles, hi ha la seva gran
sensibilitat als errors de fenotipatge que pu-
guin implicar la inclusié d’alguna planta de
fenotip erroni en alguna de les barreges de
DNA, aixi com de plantes amb fenotip cor-
recte no pertanyents a l'encreuament, que
s’han de comprovar amb marcadors abans
de ser usades.

Un altra via possible de localitzacio de
marcadors es basa en la comparacié de ge-
nomes, quan l'especie d’interes €s propera
a una altra de la qual hi ha molta informa-
ci6 sobre la seqiiéncia, o de la qual fins i tot
es coneix la seqiiencia sencera del genoma.
En aquests casos, una vegada localitzada la
regid on es troba al gen a seleccionar, es po-
den cercar en la regié homologa de l'espécie
model fragments de DNA que puguin ge-
nerar marcadors lligats al gen d'interes (Ku
et al., 2001).
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El millor marcador és el gen mateix

A mesura que es va avangant en el conei-
xement dels gens, les seves caracteristiques
i funcions i la seva posicid en els genomes,
és possible dissenyar estrategies que per-
metin localitzar els gens d’interes i elabo-
rar marcadors a partir de la seva seqiiencia,
que reemplagarien els marcadors propers al
gen. Aixo té molts avantatges, i el primer és
que la seleccié amb un marcador basat en la
seqliencia del mateix gen és la més acurada
de totes les possibles.

Una estrategia per cercar un gen d’interes
és el clonatge posicional, que es basa a tro-
bar, per la via del BSA o d’altres semblants,
marcadors que estiguin en la proximitat del
gen d’interes i procedir després al mapatge
d’alta resoluci6 d’aquests marcadors amb un
nombre molt elevat (generalment milers) de
plantes (Tanksley et al., 1995). Una vegada hi
ha dos marcadors que flanquegen el gen a
una distancia molt curta (<1 cM), es poden
usar per garbellar genoteques (colleccions
de grans quantitats de fragments de DNA)
de mida gran (habitualment BAC, bacterial
artificial chromosomes, que son fragments de
~100-250 kb) de l'especie en que s’estudia el
gen. Si els dos marcadors es troben en un
mateix BAC, s’ha de seqilienciar aquest; si
no, s’ha de construir un contig (conjunt de
BAC parcialment sobreposats) usant mar-
cadors obtinguts de la seqiiencia dels BAC
(habitualment dels extrems) que contenen
els marcadors, fins a localitzar un BAC que
contingui el gen, és a dir, un BAC amb el
qual es puguin obtenir dos marcadors, un
a cada cant6 d’aquest. Una vegada seqiien-
ciat el BAC, s’identifiquen, entre els gens
que conté, aquells que corresponen més
probablement al gen cercat. Experiments
de complementacié per la via transgenica
o altres aproximacions permetran al final
validar quin d’aquests gens €s el causant
del fenotip estudiat. Aquest metode ha per-
mes clonar gens molt importants sobre els

quals no es tenia cap informacié sobre la
seva base molecular, com per exemple els
primers que es van coneixer dels que confe-
reixen resistencia a malalties (Martin et al.,
1993; Cai et al., 1997). Es tracta, pero, d'una
estrategia complexa, que implica freqiient-
ment una inversié considerable de temps
i mitjans i no esta exempta de riscos: per
exemple, que la regio estudiada estigui en
una zona de baixa recombinacio, on petites
distancies genetiques puguin correspondre
a grans distancies fisiques, o que els dos al-
lels alternatius es trobin en una regié poc
variable, que faci dificil la localitzacié de
marcadors.

La disponibilitat de mapes fisics, és a dir,
basats en la distancia fisica (nombre de ba-
ses) i no en la distancia genética (freqiiencia
de recombinacid), com els mapes de lliga-
ment, simplifica molt el clonatge de gens
(Zhang i Wing, 1997, Chang et al., 2001). Els
mapes fisics es fan sovint amb l'acoblament
de grans fragments de DNA procedents de
genoteques de BAC en contigs que cobrei-
xin la major part o la totalitat del genoma.
Quan es disposa d'un mapa fisic, el clo-
natge de gens localitzats amb una precisid
raonable al mapa genetic requereix essen-
cialment la cerca de BAC que continguin
marcadors a prop d’aquest gen i 'aproxima-
ci6 successiva al gen amb marcadors obtin-
guts de BAC adjacents a aquest fins trobar-
ne un que contingui el gen que busquem.
La seqiienciacié d’aquest BAC ens dura a
la identificacié de candidats i finalment al
gen. Quan el genoma esta complet o par-
cialment seqiienciat, i una vegada situat el
gen en una regié del genoma, sera suficient
la cerca in silico de gens d’aquesta regio que
puguin correspondre per la seva funcié al
gen que cerquem, la comprovacid de la se-
va cosegregacio amb el gen i la validaci¢ de
la seva funcid via complementacio o altres
aproximacions.

Una aproximacio funcional a la cerca de
gens d'interes és l'analisi de gens candidats
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(GC). Un GC és un gen de seqiiéncia cone-
guda, la funcié hipotetica o demostrada del
qual pot estar implicada en l'expressié d'un
caracter determinat. El mapatge de GC en
el genoma d'una planta i la seva colocalit-
zacié amb la de gens que afectin aquest ca-
racter ens pot permetre establir una relacio
de causa-efecte entre els GC i aquests gens.
Lestrategia dels GC ha estat usada amb
exit en molts casos (Pflieger et al., 2001), per
bé que en altres no ha donat resultat. Les
causes dels fracassos son que per a alguns
caracters és dificil cartografiar tots els GC
potencialment involucrats en el caracter (no
hi ha seqiiéncies disponibles en l'especie,
no és possible trobar polimorfisme en tots
els GC assajats, etc.)) i que de vegades pot
ser dificil identificar tots els possibles GC
perque corresponen a ambits funcionals
poc coneguts o a mecanismes de regula-
cidé genica (factors de transcripci, mRNA,
etc.). Una via envers el reconeixement del
maxim possible de GC és 1is de microxips,
constituits per milers de fragments de DNA
transcrit immobilitzats en un xip, placa de
vidre o altres materials, que s’hibriden amb
DNA marcat procedent de la part transcrita
d’un teixit tractat i un d'usat com a control
per estudiar I'expressié diferencial de gens
entre si. Els gens que s’expressen diferen-
cialment en tractaments, teixits o0 moments
del desenvolupament relacionats amb I'ex-
pressio del caracter estudiat son també
candidats a explicar la variaci6 fenotipica
estudiada, i representen generalment una
mostra molt amplia del genoma transcrit,
dificil de detectar per altres mitjans, que
augmenta l'amplitud i probabilitats d’exit
d’aquest tipus d’analisi.

Caracters d’herencia quantitativa
La major part dels trets agronomics (re-

lacionats amb la productivitat, la qualitat
del producte, 'adaptacié de la planta a di-

ferents medis, etc.) son de tipus quantitatiu,
és a dir, estan codificats per diversos gens,
I'expressio dels quals esta influida també
per l'ambient i per la interaccié entre els
gens i 'ambient. Durant molts anys es van
analitzar acceptant el que s'anomena hipo-
tesi infinitesimal, que assumeix que la base
genetica d’aquests caracters esta determi-
nada per molts gens amb efectes indivi-
duals petits i semblants. El descobriment
dels marcadors moleculars i la generacié de
mapes genetics amb aquests va permetre re-
examinar aquests caracters, incloent-hi una
dimensio6 addicional: la posicié dels gens al
genoma. L'analisi de la cosegregacio entre
marcadors que cobreixen tot el genoma i les
dades dels caracters quantitatius permeten
establir punts del genoma on existeix una
correlaci6 entre les dades d’alguns marca-
dors i les dades fenotipiques. Es pot inferir
que en aquests llocs es troben un o més gens
que afecten l'expressié del caracter quan-
titatiu, que s’anomenen QTL (quantitative
trait loci). La diferent intensitat d’aquesta
correlacio i els efectes produits per homo-
zigots i heterozigots per als marcadors en la
proximitat del QTL permeten també esta-
blir algunes de les caracteristiques centrals
d’aquests QTL, és a dir, la magnitud del seu
efecte, el seu mode d’expressio6 (additivitat,
dominancia, sobredominancia, etc.) i la se-
va posici6é aproximada en el mapa genetic.
També és possible estimar la interacci6 en-
tre diferents QTL (Ahmadi ef al., 2001) i en-
tre aquests i el medi ambient (MacMillan et
al., 2006).

La prova de concepte que aquesta aproxi-
macié era viable i generava informacio util
va ser proposada per primera vegada en
plantes per Tanksley et al. (1982), quan els
marcadors que hi havia eren els isoenzims.
Posteriorment, Paterson ef al. (1988), ja amb
un mapa del tomaquet saturat, i construit
en la seva major part amb RFLP, van realit-
zar el primer estudi de QTL amb cobertura
de tot el genoma i amb una analisi estadis-
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tica especificament adequada als estudis de
lligament. Els resultats desmentiren clara-
ment la hipotesi infinitesimal i demostra-
ren (Tanksley, 1993) que una proporcio, va-
riable en funcié de molts aspectes (especie,
caracter, poblaci¢ analitzada i les seves ca-
racteristiques, etc.) de la variancia fenotipi-
ca de cada caracter esta determinada per un
nombre variable i finit de QTL, amb magni-
tuds de l'efecte i accions geniques molt di-
ferents entre si. Aquests resultats obriren la
porta a s de marcadors propers a aquests
QTL per a la selecci6é d’aquests caracters, de
la mateix manera que es fa amb els carac-
ters qualitatius. En alguns casos l'analisi de
QTL porta al descobriment d'un o dos QTL
de gran efecte que poden tractar-se d'una
manera independent, tal com si fossin gens
majors, i dels quals es poden buscar i trobar
diferents allels. També és possible clonar
QTL per la via dels gens candidats o amb
aproximacions posicionals (Friedman et al.,
2000).

Els desenvolupaments genomics en els
ambits de la transcriptomica (analisi del
DNA transcrit i de la seva expressio dife-
rencial en teixits, ambients o genotips), la
protedmica (analisi de la composicio, es-
tructura i expressié de les proteines) i la
metabolomica (estudi bioquimic de meta-
bolits i polipeptids i les vies metaboliques
que els produeixen), que impliquen en tots
els casos l'analisi massiva i sovint quanti-
tativa dels gens i els seus productes, obre
una via nova a l'estudi del fenotip, molt més
propera al missatge genetic que l'avaluacio
de caracters morfologics i fisiologics, i com-
plementaria a aquesta. Els resultats de les
analisis instrumentals en transcriptomica,
que sovint es fan amb l'ajut de microxips,
consisteixen en dades quantitatives de
presencia relativa de milers de seqtienci-
es. Aquestes dades (i també les produides
per assaigs semblants de proteomica i me-
tabolomica) es poden tractar com qualse-
vol altre caracter fenotipic en una poblaci6

segregant i detectar la seva correlacié amb
la segregacié de marcadors que cobreixen
tot el genoma. Aquesta aproximacid, que
s‘anomena genomica genética (Jansen i Nap,
2001), permet la deteccié de QTL (que en
aquest cas s'anomenen eQTIl o QTL d’expres-
sid) que identifiquen regions del genoma on
hi ha gens involucrats en resposta a perfils
d’expressio determinats. Les posicions dels
eQTL poden ser comparades amb les de
gens majors o QTL que determinen dife-
réncies morfologiques o agronomiques, fet
que en alguns casos permet la identificacié
o validacio de gens candidats.

Tot i que aquestes noves aproximacions
son molt utils i d’aplicacié immediata en
alguns casos, els caracters quantitatius se-
gueixen presentant dificultats per a I'analisi
en molts d’altres, particularment en carac-
ters habitualment poc heretables, per als
quals la majoria dels QTL detectats son de
petit efecte, i la seva expressio és fortament
afectada pel medi ambient, com els relaci-
onats amb la productivitat en els cereals i
altres especies de conreu extensiu. Un dels
elements que dificulta l'analisi genetica
d’aquests caracters és que les poblacions usa-
des, habitualment del tipus F,, RC, RIL (li-
nies recombinants consanguinies) o DHL
(linies diplohaploides), sén poc eficients
per a aquest proposit, ja que cada individu
és una barreja d’allels de QTL de cadascun
dels seus pares que interaccionen entre si
i dificulten la individualitzacio i avaluacio
de l'efecte de cada QTL i de la seva accid
genica. El nombre d’individus necessari
per a una bona avaluaci6 del caracter hau-
ria de ser elevat (diversos centenars) i cada
individu s’hauria d’estudiar en diferents
replicacions i sotmetre’s a medis diferents.
Algunes d’aquestes poblacions sén poc ade-
quades per fer-ne replicacions, com les F, o
RC. Una via a la resolucié d’aquests proble-
mes és l'analisi de generacions avangades
de retroencreuaments (Tanksley i Nelson,
1996) i la creacié de colleccions de linies
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quasiisogeniques (NIL) (Eshed i Zamir,
1995), cadascuna de les quals conté el ge-
noma sencer d'un dels genitors de I'encre-
uament inicial (idealment una linia pura,
la qual anomenarem genitor recurrent o R)
a excepcié d'un fragment d'un dels cromo-
somes, que pertany a l'altre (el genitor do-
nant o D). La seleccio de les NIL es fa usant
marcadors situats per tot el genoma en di-
ferents generacions de retroencreuament i
autofecundacié a partir d'un hibrid R x D.
Si es disposa d'una colleccié de NIL dife-
rents que cobreixin la totalitat del genoma
de D, qualsevol diferencia entre un carac-
ter d'una de les NIL i R pot ser atribuible
a l'existencia d'un gen o QTL localitzat en
el fragment introgredit. Encreuant R amb
qualsevol NIL es pot obtenir un heterozigot
que ens permet avaluar l'efecte de diferents
dosis del mateix allel sobre el mateix fons
genetic, o encreuant diferents NIL podem
estimar l'efecte conjunt de diversos QTL del
mateix caracter i les seves interaccions.

Mapatge per associacio

El mapatge per associacio o per desequili-
bri de llignment (DL) és una altra manera de
localitzar gens d’interes o marcadors per a
aquests (Flint-Garcia et al., 2003; Gupta et al.,
2005). El DL és l'associacié no a l'atzar d’al-
lels de dos locus, de manera que un allel de-
terminat del primer locus prediu la presén-
cia d'un altre allel del segon. Tal com s’ha
explicat en la descripcié del BSA, els frag-
ments de DNA conservats en una poblaci6
de mapatge son grans, cosa que vol dir que
trobarem associacio (o0 DL) entre marcadors
que estiguin localitzats a distancies grans
del mateix cromosoma. Aix0 vol dir que la
nostra capacitat d’'estimar distancies petites
sera limitada o ens obligara a usar un nom-
bre de plantes molt gran. Les colleccions de
genotips poc relacionats, en que el nombre
de recombinacions que s’han produit en el

seu genoma des d'un ancestre comu és molt
elevat, tenen un nivell de DL molt més baix,
que pot reduir els fragments conservats
fins a mides molt petites (centenars o milers
de bases). Aquestes caracteristiques fan que
si trobem associacid en una coleccid de ge-
notips amb DL baix entre un marcador i un
gen, aquest marcador estara molt a prop del
gen, o sera part de la seqiiéncia d’aquest.
Aixo és util per validar gens candidats, co-
localitzats amb gens o QTL d'una manera
aproximada amb el mapatge convencional,
i per als quals el manteniment de l'associa-
cié amb el caracter en colleccions de geno-
tips proporciona una prova important de la
seva relacié amb el gen/QTL d’interes, i en
pot permetre fins i tot la identificacid i la
d’allels amb diferents efectes (Thornsberry
et al., 2001).

El manteniment del DL depen de diver-
sos factors relacionats amb la historia de
I'espécie estudiada (autogamia o allogamia,
mida de les poblacions, seleccio, etc.)). En
funcié d’aquests parametres es poden ela-
borar coleccions de genotips amb diferents
nivells de DL. Colleccions amb DL més ele-
vats poden permetre estudis d’associacio
del genoma sencer, quan es disposa dun
joc de marcadors que cobreixin el genoma
a distancies curtes, fet que pot permetre es-
tudiar qualsevol caracter que sigui variable
en la colleccié de plantes analitzada, sense
la limitacié del nombre d’allels (freqiient-
ment només dos) de les poblacions de ma-
patge convencional. D’altra banda, el geno-
tipatge de la collecci6 serveix per analitzar
posteriorment qualsevol caracter d’interes,
qualitatiu o quantitatiu.

Tot i els avantatges de les associacions
marcador-caracter, les analisis d’associa-
ci6 tenen algunes dificultats técniques im-
portants, la més destacable de les quals és
I'existencia d’estructures subpoblacionals
dins de l'espécie, que generen associaci-
ons espuries. Lestructura s’ha de tenir en
compte, pero es pot estudiar coneixent la
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variabilitat de cada coHeccié d’acord amb
la variabilitat de marcadors analitzats pre-
viament, i sen poden minimitzar els efec-
tes. Un altre element important és que els
jocs de marcadors necessaris (previsible-
ment SNP) ben distribuits pels cromosomes
(el que s'anomena mapa d’haplotips) per fer
una exploracio de tot el genoma son neces-
sariament molt grans (desenes o fins i tot
centenars de milers), cosa que de moment
queda fora de l'abast de la majoria d’especi-
es perod que, com molts altres desenvolupa-
ments, sembla possible per a molts conreus
a mitja o llarg termini.

Us dels marcadors moleculars
en la introgressié de gens

Un dels objectius més freqiients en la mi-
llora de plantes és la introgressié d'un gen
d’un material exotic o una especie silvestre
dins d'unalinia d’alta qualitat o una varietat.
Aquesta és la via més freqiient d’utilitzacio
de la variabilitat natural per introduir gens
interessants dins del genoma d'una especie
cultivada. Lobjectiu és complementar un
genotip de bon comportament general com-
provat amb algun gen que el millori d'una
manera puntual com, per exemple, confe-
rint-li resistencia a una malaltia o allargant
la vida postcollita del seu producte. La linia
millorada és en esséncia una NIL de la pri-
mera, que incorpora un fragment de DNA,
en aquest cas tan petit com sigui possible,
on hi ha el gen que ens interessa. El metode
utilitzat, anomenat de retroencreuament, con-
sisteix, d'una manera semblant al que s’ha
explicat abans per construir una NIL, en el
fet que la linia de bon comportament (R) és
hibridada amb la linia exotica donadora del
gen (D) i la linia millorada s'obté després
d'una serie de retroencreuaments amb R
en cadascun dels quals se selecciona a favor
del gen introgredit i, al mateix temps, es re-
torna a les caracteristiques de la linia R, fet

que s’acostuma a completar després de 6-8
generacions de retroencreuament.

La seleccio del gen a introgredir es fa
quan és possible amb un marcador que
estigui a la vora del gen. Els marcadors es
poden usar també al mateix temps per se-
leccionar a favor del genoma sencer dels
individus segregants, de manera que sigui
possible arribar més de pressa al genotip de
la linia R. Tanksley et al. (1981), que foren
els primers a usar aquesta aproximacid, van
estimar en un genoma com el del tomaquet
que la seleccié de només un marcador per
cromosoma a favor del genotip del genitor
recurrent duria a una fixacio del 95 % del
genoma en la primera generacio de retro-
encreuament, quan aquesta proporcio sen-
se seleccié assistida amb marcadors seria
només del 75 %. L'is de marcadors selecci-
onats de manera que cobreixin el genoma
a distancies de 20-30 cM millora substan-
cialment aquestes previsions, de manera
que el procés d’introgressié d'un gen nou
es pot reduir amb aquesta aproximacio,
anomenada seleccié de tot el genoma, de 6-8
generacions a només dues o tres (Tanksley
et al., 1989).

Un altre element important del procés
d’introgressio és la mida del fragment in-
trogredit. Stam i Zeven (1981) van estimar
que després de vint generacions de retro-
encreuament encara podia quedar un frag-
ment de D tan gran com 10 cM al voltant del
gen seleccionat. Aixo vol dir que juntament
amb el fragment introgredit s’incorpora
una gran quantitat de DNA no desitjat que
potincloure centenars de gens de D. Aques-
ta és la causa de l'associacio freqiient de
determinats gens introgredits amb caracte-
ristiques indesitjables en altres aspectes del
comportament de la linia seleccionada, que
s'anomena linkage drag (que es podria tradu-
ir com ‘rossec de lligament’). Aquest efecte
augmenta amb la llunyania entre les lini-
es donant i recurrent, i amb el nombre de
gens a introgredir en un sol encreuament.
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Els marcadors son ttils per a la reduccio del
rossec de lligament. Si hi ha dos marcadors
lligats i flanquejant el gen d’interes, es pot
seleccionar en algun moment del programa
de lligament en plantes que tinguin aquest
gen pero I'hagin recombinat amb un dels
dos marcadors (un 1 % de les plantes analit-
zades si la distancia fos d'1 cM), i per a l'al-
tre en la generacid segiient. D’aquesta ma-
nera el fragment introgredit quedara reduit
amenys de la distancia entre els dos marca-
dors flanquejants (Tanksley et al., 1989).

CONCLUSIO

La selecci6 assistida amb marcadors i al-
tres aplicacions dels marcadors en diverses
activitats del procés de millora han estat
adoptats d'una manera general per part de
les empreses que treballen en especies que
es reprodueixen per llavors, principalment
els conreus extensius (cereals, oleaginoses,
etc.) i hortalisses. En la major part dels ca-
s0s s'usen per a activitats relacionades amb
el control de la qualitat del material que
comercialitzen (test de puresa hibrida en
hibrids F1, control de la identitat de linies
pures i hibrides, defensa de les patents de
varietats vegetals), en la seleccié de gens
majors (freqiientment resisténcies a malal-
ties) i en la seleccio de tot el genoma en pro-
grames d’introgressio de gens. També en
la selecci6 de caracters quantitatius, encara
que aquesta aplicacid, més complexa i amb
una inversio inicial en recerca, esta limita-
da a algunes especies més conegudes des
del punt de vista genetic (blat de moro, blat,
arros, ordi, tomaquet o colza, entre altres),
normalment en els programes de les empre-
ses més grans. En el cas dels conreus que
es reprodueixen vegetativament (fruiters,
vinya, maduixa, ornamentals) les emprem-
tes de DNA obtingudes amb marcadors
(principalment SSR) s'usen a bastament per
a la proteccidé dels drets d’obtentor, pero

per ara molt poc per a la seleccio, ja que es
coneix poc sobre la genetica d’aquestes es-
pecies, la metodologia de millora emprada
habitualment és poc propicia per al seu us
i les empreses que es dediquen a aquestes
especies son habitualment petites i menys
tecnificades.

El coneixement del fenotip necessita
una mesura acurada, fet que segueix sent
un element clau perque es pugui associar
aquesta informacié amb la que s'obtingui
del genotip, és a dir, en la seqiiencia del
DNA. Si bé el progrés del coneixement del
genotip ha estat molt important en els dar-
rers anys, una part molt gran del que pu-
guem fer en el futur dependra també d'un
augment en quantitat i qualitat de les dades
actuals sobre variabilitat fenotipica dins
del germoplasma cultivat i silvestre proxim
de cada conreu, aixi com de la creacio i ca-
racteritzaci6 de poblacions segregants de
mapatge adequades per a la disseccid de
caracters quantitatius, el desenvolupament
de colleccions de mutants i el de poblacions
adequades per a la genetica d’associacio.
La informacio sobre el genotip ha estat util
per a una interpretacié millor de les dades
fenotipiques, tal com ha demostrat I'analisi
de QTL, i I'aveng metodologic de les eines
d’analisi de molecules ha de permetre una
caracteritzacié a fons del fenotip pel que fa
al metaboloma complet. En I'ambit genomic
el desplegament de les noves tecniques de
seqlienciaciéo massiva fa preveure que els
propers anys es produira la seqiienciacid
(i reseqiienciacid) de molts dels genomes
de les especies conreades i augmentara en
gran mesura la comprensio6 de la funcié de
molts gens i de les seves interaccions. Tota
aquesta informacié generara un major grau
d’aplicaci6 en la millora de les eines que ja
existeixen, ja que simplificara la cerca de
gens i marcadors per a aquests gens i am-
pliara el nombre de caracters a seleccionar
i el d’espécies en qué aquests se selecciona-
ran. En conjunt, el progrés metodologic i
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de coneixement del genoma, que ja ha es-
tat enorme en els darrers vint anys, promet
seguir a un ritme creixent en el futur im-
mediat, cosa que ens ha de permetre afinar
cada vegada més en la prediccié del fenotip
a partir del coneixement del genotip, amb
uns criteris de rapidesa i baix cost, que es
troben en la base de 1'is dels marcadors en
la millora genetica.
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