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En aquesta segona part dedicada a la millora i la biotecnologia fem emfasi en les
noves tecnologies per incrementar I’eficacia en la seleccid utilitzant aproximacions
genomiques, la identificacié de gens d’interes per I’agricultura i la modificacio
d’aquests gens mitjancant les tecnologies d’edicié génica.

NOVES POBLACIONS DE MAPEIG

Com es va descriure en I'anterior article ‘Els marcadors moleculars en la millora genética’, les
poblacions bi-parentals presentaven la limitacié del baix nombre de recombinacions entre els
dos parentals. Per solucionar aquesta situacié es va introduir el mapeig d'associacié com a
eina complementaria.

En els darrers anys, altres tipus de poblacions de mapeig basades en aquestes dues
principals, han anat desenvolupant-se per incrementar la significacié estadistica en la relacié
marcador-caracter. Dos exemples son les poblacions MAGIC i NAM (Figura 1).

Les poblacions MAGIC (Multiparent Advanced Generation InterCross) es generen per
I'encreuament de diversos parentals i la posterior autopol-linitzacié per generar linies
recombinants. Comparat amb les poblacions bi-parentals, I'Us de diversos parentals en els
encreuaments inicials permet incrementar el nombre de recombinacions i, per tant, la
resolucio del mapeig i la diversitat al-lelica. En les poblacions NAM (Nested Association
Mapping) diversos genotips es creuen amb la mateixa linia de referencia per obtenir families
segregants “interconnectades”. L'avantatge principal d’aquestes poblacions és la possibilitat
d’incorporar un alt nombre d’'al-lels en un mateix fons genetic, permetent un mapeig més
acurat al combinar el mapeig bi-parental i I'analisi d’associacié.

Les varietats tradicionals presenten un gran interés per la generacié d’aquests tipus de
poblacions, sobretot per la seva adaptacié a diferents ambients, diversitat genetica i



resiliéncia a estressos biotics i abiotics.
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Figura 1. Esquema de I’obtencié de poblacions MAGIC i NAM

GENS CANDIDATS: UNA NOVA ESTRATEGIA PER L’ESTUDI DE
CARACTERS COMPLEXOS

Un dels principals objectius de la genética molecular es la identificacié i aillament dels gens
que controlen caracters d’interes. Hi ha tres estrategies per la clonacié d’aquests gens: la
clonacié posicional, la mutagénesis insercional i els gens candidats (GC). En aquest apartat
abordarem aquesta darrera estrategia.

Per la identificacié de GCs es parteix de la seqlencia de gens de funcié coneguda que podria
correspondre amb el gen d’interes. Els GCs poden ser gens estructurals o implicats en la
regulacid de vies metaboliques. La hipotesi és que una variacié en aquests gens pot explicar
la variacié fenotipica. L'estrategia dels GCs es basa en tres passos:

1) Eleccié dels GC basada en estudis previs de la funcié dels gens o en la seva posicié en
mapes geneétics.

2) Estudi de variacions en la sequencia dels GCs per associar-la al caracter d’interes en un
conjunt de varietats.

3) Experiments complementaris per confirmar I'associacio real entre la variacié en la
seqliencia i I'expressio fenotipica.

L'estrategia de CGs s’adapta millor a I'estudi de caracters complexos que no pas la clonacié



posicional i la mutagenesis incercional pel nombre de gens implicats en la expressi6 del
caracter, el seu efecte parcial i per no ser necessari coneixer la seva posicié genética. La
sequenciacié de genomes i la creacié de bases de dades d’expressié genica ha permes grans
avencos en la identificacié de GCs gracies a I'aplicacié de nous metodes de computacié per
prioritzar I'elecci6 de GCs.

L’EDICIO GENICA

L'edicié genica permet la manipulacié especifica d'una seqiiencia diana per potenciar el
rendiment d’un caracter concret substituint els metodes de la millora genetica classica. Al
contrari que amb I'Us de plantes transgéniques que no permeten coneixer el lloc on s’integra
el transgen, I'edici6é genica modifica el gen in situ i, per tant, no implica I'Us de gens foranis.

El sistema més conegut es CRISPR/Cas9, basat en un complex sistema immunitari que
protegeix els bacteris d’infeccions viriques. CRISPR, de I'anglés ‘clustered regularly
interspaced short palindromic repeats’ és una seqlencia d’ADN que conté petits fragments de
seqlieéncia de virus que préviament han infectat el bacteri amb I'objectiu de reconeixer el virus
en una propera infeccid. Les proteines Cas son endonucleases amb la funcié de tallar I’ADN en
llocs concrets. Quan es produeix una nova infeccid, les proteines Cas reconeixen aquestes
sequencies i tallen el material genetic del virus.

Aquesta propietat de recongixer una determinada seqiencia, tallar-la y reparar-la sequint un
patré especific s’ha adoptat per I'edicié génica (Figura 2). En primer lloc es dissenya una
molecula d’ARN (ARN guia) especifica per una seqlencia de I’ADN, que sera inserida a una
cél-lula amb la proteina Cas9. Una vegada dins de la cél-lula, pel mecanisme de
complementarietat de I’ADN, la molecula ARN guia reconeix el lloc exacte del genoma on Cas9
ha de tallar. En una segona etapa s’activen els mecanismes de reparacié de I’ADN tallat i es
permet la incorporacié d’'una sequéncia concreta que s'ha d’incorporar a la cel-lula.
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Figura 2. Técnica CRISPR/Cas9. 1) Es dissenya una molécula ARN guia amb la seqliencia de
I’ADN que es vol modificar i s’incorpora a la cél-lula junt amb la proteina Cas9. 2) L’ARN guia
s’acobla a la sequiéncia diana. 3) Es produeix el tall de la seqliéncia diana per part de la

proteina Cas9. 4) S’incorpora el fragment d’ADN a reemplacar i la maquinaria cel-lular repara
els talls.

LA SELECCIO GENOMICA

Els metodes de seleccié usades en la millora de cereals han evolucionat rapidament al llarg
del temps. La millora classica basada en la seleccié fenotipica dels caracters, principalment
morfologics o visuals, va ser la principal metodologia usada pels milloradors durant el segle
XX. El principal inconvenient d’aquest procés es presenta quan els caracters a avaluar
depenen molt de les condicions ambientals. El desenvolupament de la biologia molecular va
permetre I'Us de marcadors basats en la seqiiéencia o polimorfismes de I’ADN, va néixer la
seleccid assistida per marcadors (MAS). L'inconvenient d'aquest metode és que depén del
lligament genetic del caracter al marcador i només és valid per caracters controlats per un o
pocs gens amb un gran efecte. Malauradament, la majoria de caracters agronomics son
quantitatius i estan controlats per molts gens, de manera que noves metodologies de seleccié
sén necessaries. La disponibilitat de plataformes de genotipat d’alta densitat ha revolucionat
la millora vegetal amb noves eines per la prediccid i seleccié gendmica. La seleccié genomica
es refereix a la seleccié de genotips utilitzant la informacié genomica a gran escala per
estimar els efectes de tots el gens que controlen un caracter simultaniament i predir els valors
en la descendencia (Figura 3). A diferencia de la seleccié assistida, la seleccié genomica porta
una important base estadistica i requereix calculs més complexos.
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Figura 3. Seleccié genomica.

Per dur a terme un programa de seleccié gendomica es parteix de dues poblacions
relacionades. La poblacid “training” (TR) i la poblacié “tester” (TS). La TR ha de presentar
variabilitat genetica, a més d’individus de la mateixa generacié en la que s’aplicara la seleccié
(si la seleccid s'aplica en la generacié F6, la TR haura de presentar individus en F6). Aquesta
poblacié es fenotipa i genotipa massivament per establir una equacié de prediccié que associi
el caracter estudiat amb els marcadors. Pel contrari, la TS solsament es genotipa de la
mateixa manera que la TR i s'aplica I'equacié establida en la TR per estimar el valor del
caracter en cada individu de la poblacié.

SPEED BREEDING

El terme “Speed Breeding” es refereix a I'avancament rapid de generacions en condicions
controlades. Aquests protocols sén considerats una bona aproximacié pel desenvolupament
de noves poblacions de mapeig i per avancar les primeres generacions dels programes de
millora, assistides per marcadors moleculars, i aixi estalviar temps als milloradors, tot reduint
la longitud dels cicles de millora seleccionant els millors individus. Aquesta técnica es basa en
I'extensioé del fotoperiode usant potents llums LED a una temperatura adequada pel
creixement. Algunes investigacions en cereals han aconseguit arribar fins a 6 generacions en

un any.

FUTURES PERSPECTIVES

Per arribar a les necessitats alimentaries del futur, els productors hauran d’incrementar els



rendiments tenint en compte el canvi climatic. La informacié obtinguda a partir de la
seqlienciacié de genomes en cereals, junt als estudis de mapeig de precisié i clonacié de
gens, permetra la identificacié d'un gran nombre de marcadors moleculars i gens lligats a
caracters complexos que lideraran I'augment de rendiment en els cultius.

La reduccid del cost de les noves tecnologies de seqiienciacid i la gran disponibilitat de dades
de seqiiencies en bases de dades online permetra la reducci6 del temps necessari per a la
identificacié d’aquests gens candidats. Aleshores, projectes que anteriorment requerien més
de 10 anys podran assolir-se en 1-2 anys.
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