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RESUMEN

Las técnicas de manipulacién y andlisis de dcidos nucleicos han experimentado
importantisimos avances en los Gltimos afios. Especialmente importantes han sido los
avances en la generacién de nuevos marcadores moleculares como los RFLPs, RAPDs
o VNTREs, ttiles para una diversidad de objetivos en mejora vegetal. Los marcadores de
ADN se han utilizado especialmente en especies herbaceas, aunque este tipo de marca-
dores pueden ser especialmente interesantes en especies frutales debido a su largo peri-
odo de juvenilidad y tardia entrada en produccion. Como consecuencia, su aplicacion
en especies frutales ha comenzado mucho mds recientemente. En este trabajo se descri-
ben los principales marcadores de ADN disponibles actualmente y se revisan los resul-
tados obtenidos en especies frutales.
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SUMMARY
DNA MARKERS IN FRUIT TREE BREEDING

Dramatic advances in techniques for handling and analyzing nucleic acids have
taken place in recent years. One such advance has been the development of different
kinds of molecular markers such as RFLPs, RAPDs or VNTRs useful for a variety of
purposes in plant breeding. Although there is potentially a great practical value in the
use of DNA markers in perennial fruit-crop species, mainly because of their long gene-
ration time, such markers have been most extensively used in annual plant species. As
a consequence, molecular studies in most fruit-crop species are in their early stages. In
this review, the main DNA markers currently available are described and the results so
far obtained in fruit-tree crops are discussed.

Key words: DNA markers, Fruit trees, RAPD, RFLP, VNTR.

Introduccion desarrollado diferentes tipos de marcadores
moleculares, que se han empleado en el ana-
En los dltimos afios hemos asistido a  1isis del genoma de numerosas especies

importantes avances en las técnicas de  vegetales con diversos objetivos. Aunque el
manipulacién y andlisis de dcidos nucleicos ~ potencial préctico del uso de marcadores
y proteinas. Como consecuencia se han moleculares en frutales es enorme, princi-
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palmente debido a su largo periodo de juve-
nilidad y entrada en produccién, la mayoria
de los trabajos han sido realizados en espe-
cles herbdceas como tomate, maiz o Ara-
bidopsis. que son mds fdciles de estudiar y
sobre las que existe una gran cantidad de
informacién genética acumulada. Debido a
que los métodos de mejora utilizados en fru-
tales (generalmente reproducidos clonal-
mente) son diferentes de los utilizados en la
obtencién de lineas puras e hibridos Fl en
especies herbdceas, gran parte de los traba-
jos moleculares no son directamente aplica-
bles a especies frutales con lo que la utiliza-
cidén de marcadores moleculares en frutales,
estd en proceso de iniciacién.

Los primeros marcadores moleculares
utilizados en mejora vegetal fueron los mar-
cadores isoenzimdticos (TANKSLEY y ORTON,
1983) basados en polimorfismos de protei-
nas y que han tenido una gran repercusion
en especies frutales (TORRES, 1990). No
obstante, la utilidad de las isoenzimas se ve
limitada por el pequefio nimero de sistemas
isoenzimaticos disponible. Esto hace que el
nimero de polimorfismos obtenidos en
muchas especies sea insuficiente, en espe-
cial cuando se trata de cultivares genética-
mente proximos. Por otro lado, al ser pro-
ductos de la expresion genética, los patrones
isoenzimdticos se pueden ver influidos por
factores de desarrollo, del tipo de tejido
estudiado o ambientales. Por ello es intere-
sante recurrir directamente al ADN, ya que
su variabilidad entre individuos o cultivares
es muy grande debido a que se pueden com-
parar regiones del genoma tanto codifican-
tes como no codificantes. Sin embargo,
hasta hace pocos afios. no ha existido una
manera directa de utilizar esa variabilidad
en la secuencia del ADN en genética vege-
tal. La forma mads directa de detectar esta
variabilidad consiste en la secuenciacion del

ADN y la comparacién de las secuencias
obtenidas. Sin embargo, este método toda-
via es impracticable a gran escala.
Alternativamente, en los tltimos afios han
surgido diversas técnicas para el desarrollo
de marcadores moleculares que pueden
complementar los resultados obtenidos pre-
viamente con isoenzimas. En esta revision
se describen los distintos tipos de marcado-
res de ADN que se utilizan en la actualidad.
se examinan las aplicaciones y los resulta-
dos obtenidos en especies frutales y, final-
mente, se analizan las ventajas y las desven-
tajas que presentan este tipo de marcadores
moleculares.

Tipos de marcadores moleculares

Los ‘Restriction Fragment Length
Polymorphisms’ (RFLPs) han sido los mar-
cadores de ADN mds usados (TANKSLEY et
al., 1989) hasta la Ilegada de nuevas estrate-
gias surgidas a la luz de los recientes desa-
rrollos en la tecnologia basada en la reac-
cién en cadena de la polimerasa (“Poly-
merase Chain Reaction” o PCR). Entre estas
nuevas técnicas, la mas conocida es la del
ADN polimérfico amplificado al azar
(“Random Amplified Polymorphic DNA™ o
RAPD) (WiLLIAMS et al., 1990).

“RFLPs: Restriction Fragment Length
Polymorphisms”.

Los RFLPs fueron introducidos a princi-
pios de los anos 80 en estudios del genoma
humano (BOLSTEIN et al., 1980). Se basan
en el empleo de una clase especial de enzi-
mas, las enzimas de restriccion, que son
nucleasas producidas por una gran variedad
de bacterias donde actiian como un meca-
nismo de defensa frente a la presencia de
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ADN extrafio. Estas enzimas son capaces de
reconocer secuencias en el ADN y cortar ¢l
ADN en ese Jugar. En las bacterias que pro-
ducen estas nucleasas el ADN estd protegi-
do mediante metilacién y sélo el ADN no
protegido es cortado. De esta forma, el
ADN se ve reducido a una serie de fragmen-
tos de un tamafio determinado, de forma que
el nimero de fragmentos producidos y su
tamano es una consecuencia de la distribu-
cion de las secuencias reconocidas por la
enzima de restriccion a lo largo del genoma.
Los fragmentos asi producidos son especifi-
cos para cada combinacion ADN/enzima de
restriccion y se pueden usar como una hue-
lla dactilar especifica para cada ADN (o
para el organismo que contiene ese ADN).
Los polimorfismos en el tamafio de los frag-
mentos que surgen de la digestion con enzi-
mas de restriccion del ADN se llaman “res-
triccion fragment length polymorphisms
(RFLP)” y se pueden usar como una medida
directa de la variabilidad genética. La sepa-
racion de los fragmentos segiin su tamaiio
se lleva a cabo mediante electroforesis en
geles de agarosa o acrilamida. Los RFLPs
en especies vegetales se pueden estudiar
sobre ADN de cloroplastos, de mitocondrias
o ADN genémico. La ventaja del estudio de
ADN cloroplastico (BACHMANN, 1994) es
que, al ser de pequeno tamano, al emplear
enzimas de restriccién se obtienen pocos
fragmentos, con lo que los RFLPs obtenidos
se pueden visualizar directamente tifiendo el
gel de electroforesis con bromuro de etidio.
Aunque diversos estudios han utilizado
RFLPs de ADN de cloroplastos para estu-
diar relaciones filogenéticas y sistematicas
en distintos grupos vegetales, su utilidad en
mejora vegetal se ve limitada por el hecho
de que Ja mayorfa de los genes de importan-
cia agronémica se encuentran en el ADN
nuclear. Sin embargo, los RFLPs obtenidos
gracias a la digestion de ADN nuclear no se
pueden visualizar directamente. ya que el

nimero de fragmentos producidos es tan
grande que tefiidos con bromuro de etidio
aparecen como una banda continua sobre el
gel. Por ello, es necesario identificar unos
pocos fragmenlos de restriccion, lo que se
hace mediante la hibridizacién de pequefias
sondas de ADN (generalmente de una longi-
tud entre 2000 y 5000 bases). Para ello, se
transfiere previamente el ADN del gel de
electroforesis a una membrana especial, por
un procedimiento llamado transferencia
“Southern™, y la sonda marcada se hibridiza
con Jos fragmentos de ADN de la membrana
homdlogos a ella bajo condiciones determi-
nadas de temperatura y salinidad. El marca-
je de la sonda se realizaba hasta hace pocos
aflos con isotopos radioactivos como el P32,
Sin embargo, actualmente se pueden emplear
medios no radioactivos, lo que facilita el
manejo de la técnica. El resultado final del
proceso es la obtencion de un patrén especi-
fico ADN-enzima de restriccién-sonda.
Variando cualquiera de los tres elementos se
obtiene un patrén diferente.

La técnica de RFLPs ha sido muy utiliza-
da en Jas décadas de los 80 y 90 y es muy
precisa. Sin embargo, su principal limita-
cién radica en la complejidad que entraiia su
aplicacién. Debido a ello, se han desarrolla-
do otro tipo de marcadores que permiten
completar la informacién obtenida con el
uso de RFLPs.

“RAPDs: Randomly Amplified
Polvmorphic DNA.”

La utilizacion de marcadores de RAPDs
comenzod a principios de los afios 90 en dife-
rentes organismos (WiLLIaMS et al., 1990) y
su uso se ha extendido muy rdpidamente
especialmente por su facilidad de manejo, lo
que ha permitido una extension del uso de
marcadores moleculares a muy diversos
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campos de la biologia vegetal. En este caso,
el ADN no se digiere con enzimas de res-
triccién, sino que se amplifican determina-
dos fragmentos del genoma mediante la téc-
nica de la reaccién en cadena de la
polimerasa (“Polymerase Chain Reaction” o
“PCR”) gracias a una ADN polimerasa.
Para realizar su funcién, las ADN polimera-
sas requieren un fragmento de ADN pree-
xistente que actie como cebador y sobre el
que se produce la sintesis de nuevo ADN. El
proceso general de una reaccién de PCR
consiste en la preparacién de una solucién
con el ADN que se quiere amplificar, el
cebador, la ADN polimerasa, los nucle6ti-
dos para que la enzima sintetice nuevo ADN
y una solucién tampén necesaria para que
pueda actuar la enzima. Posteriormente se
somete la muestra a distintas temperaturas,
lo que se ha automatizado con la ayuda de
termocicladores que se pueden programar
con las temperaturas y ciclos necesarios. En
una primera fase (fase de desnaturalizacidn)
se calienta la solucién por encima de los 90°
para que se desnaturalice el ADN; en una
segunda fase (fase de hibridizacién) se dis-
minuye la temperatura hasta un punto en el
que se pueda unir el cebador al ADN (esta
temperatura depende de la longitud del
cebador y de su secuencia de bases); por
tltimo (fase de extension del cebador) se
incrementa la temperatura hasta un punto
6ptimo para la actuacién de la ADN polime-
rasa (alrededor de 70°). Una vez concluida
esta tercera fase se vuelve a comenzar el
ciclo, y asi sucesivamente. En cada ciclo se
produce una amplificacién exponencial del
ADN. Si el objetivo es la amplificacién de
una secuencia determinada del genoma, se
utilizan cebadores complementarios a esa
secuencia, de forma que Ja ADN polimerasa
extiende una nueva cadena de ADN a partir
de esos cebadores y se amplifica el frag-
mento de interés. En la técnica de RAPDs se
utilizan cebadores de secuencia aleatoria,

generalmente de diez nucledtidos de longi-
tud, que se unen al genoma en los lugares
donde existen secuencias complementarias.
Una vez terminada la amplificacion, los
fragmentos amplificados se separan en
geles de agarosa y el gel de agarosa se tifie
con bromuro de etidio, que se une al ADN y
permite la visualizacién de los fragmentos
utilizando luz ultravioleta. Cada producto
de amplificaciéon deriva de regiones del
genoma cuyos extremos son segmentos de
ADN complementarios de la secuencia del
cebador utilizado.

De esta forma, diferentes cebadores pro-
ducen la amplificacién de distintos frag-
mentos de ADN. Los polimorfismos entre
individuos, utilizando el mismo cebador,
pueden surgir de diferentes formas
(wiLLiaMs et al., 1990). Una manera es
mediante cambios en la secuencia de nucled-
tidos en el lugar de unién del cebador al
ADN impidiendo la amplificacién de un
fragmento determinado. También pueden
surgir mediante inserciones que hacen que
Jos lugares de unién del cebador queden
demasiado alejados para que pueda tener
lugar la amplificacién. Por ultimo, insercio-
nes o deleciones pueden cambian el tamaiio
del segmento amplificado. Como resultado,
pequeiias divergencias entre dos individuos
resultan en diferentes patrones de amplifica-
cién. Utilizando diferentes cebadores las
oportunidades para estudiar el genoma son
enormes.

Los RAPDs presentan una serie de venta-
jas comparados con los RFLPs (WiLLIAMS
et al., 1990, 1993). Por un lado, no se
requiere el uso de radioactividad, clonaje y
marcaje de sondas, transferencias a mem-
branas o hibridizaciones, ya que las secuen-
cias amplificadas lo son hasta tal punto que
se pueden visualizar directamente tras teflir-
las con bromuro de etidio. Ademas, sola-
mente se requiere una pequefia cantidad de
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ADN, que no necesita ser de alta calidad, el
ensayo es rapido y facil de realizar, los
RAPDs no requieren una informacion pre-
via de la secuencia del DNA y el poliformis-
mo que se obtiene es generalmente alto.

No obstante, los RAPDs también presen-
tan limitaciones, que deben ser tenidas en
cuenta a la hora de analizar Tos resultados
obtenidos (NEWBURY y FORD-LLOYD, 1993;
Bacumann, 1994), Una limitacion consiste
en la posible contaminacién de las muestras
con otro ADN antes de la reaccion de PCR,
con lo que se puede amplificar un ADN
extrano. Ademds, el proceso de amplifica-
cién ocurre al azar, lo puede causar proble-
mas en la repeticién de los resultados obte-
nidos entre diferentes laboratorios. Por otra
parte, se asume que los fragmentos de
amplificacién que migran a la misma velo-
cidad en el gel de electroforesis y parezcan
ser de un tamafio similar representan pro-
ductos de amplificacién homélogos pero
esto puede no ser cierto, especialmente
cuando comparamos dos individuos distan-
tes genéticamente. Por (ltimo, al estudiarse
como presencia o ausencia del marcador,
los RAPDs son marcadores dominantes, en
contraposicién a los RFLPs que son marca-
dores codominantes, lo que implica que no
es posible la distincién entre individuos
heterozigéticos y homozigéticos para la
presencia de un marcador. Los marcadores
dominantes son especialmente utiles en and-
lisis de ligamiento ya que se obtiene més
informacién por individuo que con marca-
dores codominantes

Algunas de las desventajas de los
RAPDs, especialmente la presencia de
secuencias repetitivas, su susceptibilidad a
los cambios en las condiciones de la reac-
cién o su cardcter codominante pueden ser
superadas mediante el empleo de marcado-
res “SCAR” (“Sequence Characterized
Amplified Regions™) (PARAN y MICHEL-

MORE, 1993), que se obtienen utilizando
cebadores obtenidos a partir de marcadores
RAPDs. Para ello, se secuencian los extre-
mos de un fragmento de RAPD de interés y
se sintetizan cebadores de més de 20 bases a
partir de esos extremos; €stos nuevos ceba-
dores se utilizan para amplificar el ADN en
unas condiciones de reaccion que producen
una mayor especificidad, ya que se unen
tnicamente al lugar del genoma comple-
mentario a esa secuencia y el resultado
esperado es un unico fragmento de amplifi-
cacién. No obstante, esta técnica no es utili-
zable a gran escala puesto que invalida la
ventaja principal de los RAPDs que es la
facilidad y rapidez del ensayo.

“VNTRs: Variable Number of Tandem
Repeats”

Es una técnica relacionada con los
RFLPs, ya que en sus inicios también utili-
zaba técnicas de hibridizacién, y que
comenz a utilizarse a mediados de los afos
80 en estudios del genoma humano
(JEFREYS et al., 1985). En este caso, se iden-
tifican secuencias repetitivas que se encuen-
tran dispersas en los genomas de todos los
organismos eucariotas. Cuando se utilizan
como sondas, estas secuencias producen
“huellas dactilares” de ADN debido a la
diferencia en el nimero de repeticiones
entre distintos individuos. Los VNTRs se
clasifican segin el tamafio de la unidad
monomérica en minisatélites (unidades de
tdndem de 9-65 pares de bases) y microsaté-
lites (unidades de tdndem de 1-10 pares de
bases) también denominados “Simple
Sequence Repeats (SSR)” (RAFALSKI y
TINGEY, 1993). Una sonda frecuentemente
utilizada es una secuencia del ADN del bac-
teriéfago M 13, que ha revelado minisatéli-
tes en la mayor parte de los organismos en
los que se ha empleado.
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Debido a que la generacidén de marcado-
res de microsatélites es laboriosa, se ha
desarrollado una modificacion, denominada
“SAM (Selective Amplified Microsate-
llites)”, que consiste en utilizar la técnica de
PCR para amplificar secuencias que contie-
nen microsatélites; dltimamente la denomi-
nacion de SSR se esta reservando exclusiva-
mente a este método.

Otros marcadores de ADN

Existen otros marcadores moleculares,
como ““Amplified Fragment Length
Polymorphisms (AFLP)”. que consisten en
una combinacion de RFLPs y PCR ya que
se basan en la amplificacién por PCR de
fragmentos especificos obtenidos tras la
digestion del ADN gendmico, cuya aplica-
cién en mejora vegetal dependerd del desa-
rrollo de tecnologias econdmicamente efec-
tivas (RAFALSKI y TINGEY, 1993; AVISE,
1994; BACHMANN, 1994). Como sugiere
CAETANO-ANOLLES (1993), el mejor ensayo
serfa aquel basado en la eficiente genera-
ci6n de marcadores de ADN y la determina-
cion de su secuencia completa. Conforme
las técnicas de secuenciacion de ADN sean
mas econdmicas y automatizadas, los anali-
sis genéticos se basardn directamente en el
andlisis de la secuencias, y la mayoria de las
técnicas utilizadas actualmente para la
generacién de marcadores moleculares se
convertiran en obsoletas.

Aplicaciones de los marcadores de ADN 'y
resultados obtenidos en frutales

A pesar de que el uso de marcadores de
ADN en frutales es mds reciente que en
especies herbdceas, en los dltimos afios se
han producido importantes avances en la
aplicacion de este tipo de marcadores en

especies frutales. Estos son los campos en
los que ha habido avances significativos:

Identificacion de material vegetal: patrones
v variedades

Los marcadores moleculares se pueden
utilizar para realizar andlisis de paternidad y
caracterizar el material vegetal tanto de
patrones como de variedades. Por tanto, Jos
marcadores moleculares pueden ser (tiles
en la proteccién de los derechos del mejora-
dor, en la conservacién de germoplasma
evitando posibles duplicaciones de material.
o en la clarificacién de errores en sinoni-
mias (la misma variedad con distintos nom-
bres) y homonimias (diferentes variedades
con el mismo nombre) frecuentes en algu-
nas especies frutales. Con este objetivo, los
RFLPs se han utilizado en manzano
(WaTiLLON et al., 1991; NyBom et al., 1990)
y Prunus (NYBOM et al., 1990, RAJAPAKSE et
al., 1995). Los RAPDs se han empleado en
pistachero (DoLLo et al., 1995), olivo (Fa-
BRI et al. 1995), manzano (MULCAHY et al.,
1993; TANCRED et al., 1994; KOLLER et al.,
1993; HARADA et al., 1993; DUNEMANN et
al.. 1994) y Prunus (SHIMADA et al., 1994).

Relaciones de similaridad v filogenéticas

En la mayoria de los casos estudiados,
los marcadores moleculares corroboran las
relaciones previamente establecidas entre
especies o variedades basadas en el origen
geogrifico o en marcadores morfoldégicos,
con la ventaja de que la informacién obteni-
da utilizando marcadores moleculares es
muy superior a la obtenida utilizando técni-
cas tradicionales. La estimacion de la dis-
tancia genética entre cultivares puede ser
interesante a la hora de elegir entre los culti-
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vares que actdan como parentales cuando
interese maximizar el nivel de heterosis.

En estudios de similaridad los RFLPs se
han utilizado en nogal (FIELLSTROM et al.,
1994) y los RAPDs en pistachero (HOR-
MAzA et al., 1994b), olivo (FaBRr1 et al..
1995), manzano (DUNEMAN et al., 1994) y
Prunus (SHIMADA et al., 1994).

En estudios filogenéticos, en Prunus se
han utilizado RFLPs con ADN de cloroplas-
tos (KANEKO et al., 1986; UEMATSU et al
1991; BADENES y PARFITT. 1995) y en
Malus (IISHIKAWA et al., 1992: KATO et al.,
1993) se han utilizado RFLPs con ADN de
cloroplastos y mitocondrias y en Jugluns
RFLPs con ADN genémico (FIELLSTROM y
PARFITT, 1994b). Ademads en Malus también
se han utilizado RAPDs (DUNEMAN et al.,
1994) y secuenciacién de ADN de cloro-
plastos (SAVOLAINEN et al., 1995).

Construccion de mapas genéticos

Los mapas genéticos o de ligamiento
consisten en la ubicacién de diferentes mar-
cadores moleculares en los cromosomas de
una especie conociendo la distancia genéti-
ca entre ellos. La construccion de un mapa
genético puede permitir la localizacion de
marcadores moleculares asociados a genes
de interés.

Actualmente estdn en proceso varios pro-
yectos de construccion de mapas genéticos
de especies frutales. En la mayoria de
dichos programas se combinan marcadores
isoenzimaticos, RFLPs y RAPDs. En con-
creto podemos resaltar resultados en nogal
(FIELLSTROM y PARFITT, 1994a), manzano
(HEMMAT et al., 1994; WEEDEN et al., 1994;
GARDINER et al. 1994) y Prunus (EEL-
DREDGE et al., 1992; DIRLEWANGER y BODO,
1994; CHAPARRO et al., 1994; RAJAPAKSE et

al., 1995; FooLAD et al., 1995; VIRUEL et al.,
1995). También hay que considerar los pro-
yectos de colaboracién entre varios paises,
como el proyecto europeo de mapeo del
genoma de manzano, que incluye diferentes
laboratorios en siete paises europeos (KING,
1994) o el proyecto europeo de mapeo de
Prunus en el que participan cuatro paises
europeos (ARUS et al., 1994).

Seleccion asistida por marcadores o “MAS
(Marker Aided Selection)”.

Este tipo de seleccion estd basada en el
ligamiento entre marcadores moleculares y
un cardcter de interés agronémico, con lo
que, en lugar de seleccionar directamente el
cardcter de interés, el mejorador puede
seleccionar el marcador, lo que permite la
seleccion en un estado temprano de desarro-
Ilo y, al mismo tiempo, la utilizacién de un
alto ntimero de pldntulas. Las ventajas son
especialmente importantes en su aplicacion
a especies frutales. En plantas herbaceas es
muy comun utilizar lineas casi isogénicas
(“near isogenic lines™) que generalmente se
obtienen tras introgresion y sucesivos retro-
cruzamientos, de forma que al final se obtie-
nen lineas que difieren tnicamente en un
cardcter, con lo cual los marcadores diver-
gentes entre ambas lineas estarfan ligados al
cardcter que las diferencia. Al ser esta técni-
ca impracticable en frutales, se han propues-
to técnicas alternativas, como el “Bulked
Segregant Analysis (BSA)” (PARAN y Mi-
CHELMORE, 1993) que consiste en agrupar
individuos que segregan para un caracter
determinado en dos grupos; uno con presen-
cia del cardcter de interés y otro con su
ausencia; en principio, los marcadores
moleculares que difieren entre Jos dos gru-
pos estarian ligados al cardcter de interés.
Esta técnica se ha utilizado con éxito espe-
cialmente con RAPDs.



12 Marcadores de ADN aplicados a la mejora de frutales

La técnica de RAPDs se ha utilizado en
pistachero para localizar un marcador liga-
do al sexo (HORMAZA et al., 1994a), en man-
zano para localizar un marcador ligado a
resistencia a la rofia (YANGy KRUGER, 1994)
y en Prunus un marcador ligado a una muta-
cion causada por irradiacion (YANG y
SCHMIDT, 1994).

Introgresion de genes

Tradicionalmente se requieren un alto
nimero de retrocruzamientos para la intro-
duccién de un cardcter determinado en un
cultivar, con lo que, debido al gran periodo
de juvenilidad de las especies frutales, es
impracticable en la mayoria de los casos.
Los marcadores moleculares pueden reducir
enormemente el nimero de generaciones de
retrocruzamientos necesarias, permitiendo
la incorporacién de genes interesantes pre-
sentes en especies salvajes en el genoma de
variedades de frutales interesantes.

En manzano se han utilizado RAPDs
para localizar un segmento cromosémico
introducido a partir de una especie salvaje
(DURHANY KORBAN, 1994).

Ventajas y desventajas de los marcadores
de ADN

Varias son las ventajas que presentan los
marcadores moleculares frente a los marca-
dores convencionales.

Una de ellas es el alto nimero de marca-
dores de ADN tedricamente posible ya que
utilizan la abundante variacién existente en
la secuencia de ADN tanto en regiones codi-
ficantes como no codificantes del genoma;
sin embargo, los marcadores convenciona-
les deben corresponder a genes detectables
fenotipicamente con lo que su nimero es

muy inferior. Ademds, los marcadores gené-
ticos convencionales, y también Jos marca-
dores isoenzimdticos, son resultado de la
expresion genética, lo que implica que esos
genes se expresan solamente en algunos
tejidos de la planta, en determinados estados
de desarrollo o bajo determinadas condicio-
nes ambientales; los marcadores molecula-
res de ADN no presentan este tipo de incon-
venientes al no ser dependientes de la
expresion genética. Por dltimo, los marca-
dores de ADN son generalmente inocuos
para el individuo analizado, ya que una
pequeiia cantidad de ADN es generalmente
suficiente para su caracterizacién; por el
contrario, algunos de los marcadores genéti-
cos convencionales pueden ser destructivos
para la planta.

No obstante, el uso de marcadores mole-
culares también presenta desventajas. Una
de ellas, que es la complejidad técnica, esta
desapareciendo progresivamente y el uso de
marcadores moleculares puede ser ya incor-
porado a la mayoria de los programas de
mejora, incluso en laboratorios sin previa
experiencia con técnicas de biologia mole-
cular. Otro problema, inherente a la propia
naturaleza de los marcadores moleculares,
es que el marcador no es directamente el
cardcter de interés y el ligamiento entre el
marcador y el cardcter a seleccionar se
puede romper por recombinacién o muta-
cién.

En dltima instancia en mejora vegetal se
intenta reunir en un individuo una serie de
caracteres interesantes; aunque una alta pro-
porcion de ellos pueden llegar a ser Jocali-
zados molecularmente, hay otros cuya
observacion sélo se puede realizar a nivel
fenotipico. Como consecuencia, podemos
considerar a los marcadores de ADN como
una poderosa herramienta para seleccionar
para un cardcter determinado en una fase
temprana del desarrollo del drbol frutal lo
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que permite aumentar el tamafio de la
poblacién sobre la que seleccionar y, como
consecuencia, la probabilidad de obtener
éxito en el proceso de seleccion. Sin embar-
go, esto no excluye que la fase posterior de
seleccion, una vez realizado el primer criba-
do, incluya técnicas tradicionales donde se
valoren otro tipo de pardmetros.
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