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1. INTRODUCCION

1.1  La finalidad del presente documento es suministrar orientacion acerca de la
posibilidad de utilizar marcadores bioquimicos y moleculares en el examen de la distincion, la
homogeneidad y la estabilidad (DUS). Las unicas obligaciones vinculantes de los miembros
de la Union son las que constan en el texto del Convenio de la UPOV, por lo que el presente
documento no debe interpretarse de manera tal que no esté en consonancia con el Acta
pertinente al miembro de la Unidn de que se trate.

1.2  El Comité Técnico (TC), sobre la base de la labor realizada por el Grupo de Trabajo
sobre Técnicas Bioquimicas y Moleculares, y Perfiles de ADN en particular (BMT) y de los
subgrupos especiales sobre cultivos para la utilizacion de las técnicas moleculares (subgrupos
sobre cultivos) (véase http://www.upov.int/about/es/organigram.html) ha propuesto posibles
modelos de aplicacién en lo que respecta a la utilizacion de marcadores bioquimicos y
moleculares en el examen de la distincién, la homogeneidad y la estabilidad al Subgrupo
Especial de Expertos Técnicos y Juridicos sobre Técnicas Bioguimicas y Moleculares (Grupo
de Consulta del BMT) (véase http://www.upov.int/about/es/organigram.html).

1.3 A continuacion figura el mandato del Grupo de Consulta del BMT:

MANDATO DEL SUBGRUPO ESPECIAL DE EXPERTOS TECNICOS Y
JURIDICOS SOBRE TECNICAS BIOQUIMICAS Y MOLECULARES
(*GRUPO DE CONSULTA DEL BMT”)

1. El Grupo de Consulta del BMT deberé evaluar los posibles modelos de aplicacion
propuestos por el Comité Técnico, sobre la base de los trabajos realizados por el BMT y
los subgrupos sobre cultivos, para la utilizacion de las técnicas bioquimicas y moleculares
en el examen de la distincion, la homogeneidad y la estabilidad en relacion con:

a) la conformidad con el Convenio de la UPOV, y

b) las posibles repercusiones en la eficacia de la proteccion, comparada
con la obtenida mediante los métodos actuales del examen, y pronunciarse sobre la
eventual disminucidn de la eficacia de la proteccion ofrecida mediante el sistema de la
UPOV.

2. Al realizar su evaluacion, el Grupo de Consulta del BMT podra remitir cuestiones
concretas al Comité Administrativo y Juridico o al Comité Técnico para una eventual
clarificacion o informacién complementaria, segun se considere apropiado.

3. El Grupo de Consulta del BMT informard al Comité Administrativo y Juridico
sobre su evaluacidn, tal como consta en el parrafo 1, pero esta evaluacion no sera
vinculante para la postura del Comité Administrativo y Juridico.

1.4  Sobre la base de la evaluacion del Grupo de Consulta del BMT, el TC y el CAJ
proponen orientacion a los fines de incluirla en el presente documento, aprobado por el
Consgjo.


http://www.upov.int/about/es/organigram.html
http://www.upov.int/about/es/organigram.html
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1.5  En el presente documento se utilizan las siguientes abreviaturas:

CAJ: Comité Administrativo y Juridico

TC: Comite Técnico

TC-EDC: Comité de Redaccion Ampliado

TWA: Grupo de Trabajo Técnico sobre Plantas Agricolas

TWC: Grupo de Trabajo Técnico sobre Automatizacion y Programas
Informaticos

TWE: Grupo de Trabajo Técnico sobre Plantas Frutales

TWO: Grupo de Trabajo Técnico sobre Plantas Ornamentales y
Arboles Forestales

TWV: Grupo de Trabajo Técnico sobre Hortalizas

TWP: Grupos de Trabajo Técnico

BMT: Grupo de Trabajo Técnico sobre Técnicas Bioquimicas y

Moleculares, y Perfiles de ADN en particular

Grupo de Consulta

del BMT: Subgrupo Especial de Expertos Técnicos y Juridicos sobre
Técnicas Bioguimicas y Moleculares

Subgrupos sobre

Cultivos: Subgrupos Especiales sobre Cultivos y Técnicas Moleculares

2. POSIBLES MODELOS DE APLICACION

2.1  Los modelos que se exponen a continuacion fueron desarrollados por los Subgrupos
sobre Cultivos (véase el documento BMT/7/2), el BMT (véanse los documentos BMT/7/3 y
BMT/7/19 “Informe”, parrafos 42 a 52) y el TC (véase el documento TC/38/14-CAJ/45/5) a
los fines de someterlos a examen del Grupo de Consulta del BMT en su reunion celebrada
el 16 de abril de 2002:

Marcadores moleculares ligados a caracteres

(Titulo que figura en el documento TC/38/14-CAJ/45/5)
Opcidn 1: Caracteres moleculares como predictores de caracteres tradicionales

a) utilizacién de caracteres moleculares directamente vinculados a caracteres
tradicionales (marcadores genéticos especificos)

Los subgrupos sobre cultivos convinieron en que los marcadores moleculares que se
vinculan directamente con los caracteres tradicionales pueden resultar Utiles para
examinar los caracteres tradicionales que no pueden observarse facilmente o de
manera coherente en el terreno, o requieren disposiciones especiales adicionales (por
ejemplo, los caracteres de resistencia a las enfermedades).

El BMT formuld una propuesta especifica destinada a evaluar la aceptabilidad de
marcadores genéticos especificos para predecir caracteres fenotipicos individuales. Se
ofrece como ejemplo el carécter de tolerancia a los herbicidas, introducido por
modificacion genética. La recomendacion deberé basarse en el hecho de que existia un
vinculo fiable entre el marcador y la expresion del caracter. Al examinar este [...]
[ejemplo], el Grupo de Consulta del BMT debera formular una recomendacién sobre la
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aceptabilidad de las diferencias derivadas de distintos marcadores elaborados para la
misma expresion de un caracter.

. véase el Anexo 1

Calibracion de distancias moleculares en la gestion de colecciones de variedades

(Titulo que figura en el documento TC/38/14-CAJ/45/5)
Opcién 2: Calibracién de los niveles de umbral en caracteres moleculares con la
distancia minima en caracteres tradicionales

Los subgrupos sobre cultivos elaboraron este [...] [modelo] a fin de garantizar que no
se produjeran cambios significativos en las distancias minimas tipicas medidas por los
caracteres tradicionales. No obstante, observaron que la falta de una relacién clara
entre las distancias de los marcadores moleculares y las diferencias en los caracteres
tradicionales conduciria a la necesidad de examinar el modo de tratar decisiones
potencialmente diferentes sobre la distincion. Se elaboré el marco de un anélisis de las
repercusiones:  la comparacién de decisiones establecidas mediante caracteres
tradicionales con las establecidas mediante [...] [marcadores] moleculares y el andlisis
de distintas decisiones utilizando [...] [marcadores] moleculares sobre el valor de la
proteccion. La clave consiste en determinar si pares de variedades, que no se
consideran distintas utilizando caracteres tradicionales, pueden juzgarse distintas al
utilizarse [...] [marcadores] moleculares, y si dichas decisiones podrian ser aceptables
para conservar el valor de la proteccion.

ElI BMT sugirié que se presentasen [...] [ejemplos] especificos para este modelo sobre
la base de la informacidn relativa a la colza, el maiz y el rosal. Estos [...] [ejemplos]
se basarian en una evaluacion de la distancia genética en lugar de en un enfoque
caracter por caracter y se presentarian para ser utilizadas en la gestion de las
colecciones de referencia.

. véase el Anexo 2

Utilizacion de caracteres de marcadores moleculares

(Titulo que figura en el documento TC/38/14-CAJ/45/5)
Opciodn 3: Creacidn de un nuevo sistema

Los subgrupos sobre cultivos consideraron que este enfoque significaria que las
diferencias claramente distinguibles en los [...] [marcadores] moleculares se
considerarian niveles de umbral para evaluar la distincion. Consideraron necesario
analizar las repercusiones del nuevo sistema, en relacion con el sistema actual, por
ejemplo, mediante una revision de las posibles diferencias en las decisiones.

El BMT sugirié que se presentasen [...] [ejemplos] especificos para este modelo
basandose en el [...] [ejemplo] proporcionado por el subgrupo sobre el cultivo del
rosal y la informacion disponible sobre el trigo. Este [...] [modelo] se basara en la
utilizacién de [...] [marcadores] moleculares del mismo modo en que se utilizan los
[...] [marcadores] no moleculares existentes.

. véase el Anexo 3
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2.2  Laevaluacion del Grupo de Consulta del BMT y las opiniones del TC y del CAJ sobre
estos modelos se presentan en la Seccidn 4 del presente documento.

2.3  El siguiente modelo fue examinado por los Subgrupos sobre Cultivos (véase el
documento BMT/7/2), el BMT (véanse los documentos BMT/7/3 y BMT/7/19 “Informe”,
parrafos 42 a52) y el TC (véase el documento TC/38/14—CAJ/45/5), aungue no se propuso
ejemplo para su examen por el Grupo de Consulta del BMT en su reunion celebrada el 16 de
abril de 2002:

[...]1 [Marcadores] moleculares como predictores de caracteres tradicionales:
[...] Utilizacion de un conjunto de [...] [marcadores] moleculares que sean fiables para
estimar los caracteres tradicionales; por ejemplo, loci de rasgos cuantitativos

Los Subgrupos sobre Cultivos examinaron [...] [un ejemplo] relativo a predecir la
diferencia en los caracteres tradicionales mediante una funcién lineal de un conjunto
de [...] [marcadores] moleculares.

El BMT considero6 que [...] [un ejemplo] basado en este enfoque no deberia presentarse
en este momento, destacando que el trabajo respecto de este enfoque aln esta en curso.

2.4 El modelo siguiente, elaborado por expertos de Francia, fue aprobado por el Subgrupo
sobre cultivos para el maiz (véanse los documentos BMT-TWA/Maize/2/11 y BMT-
TWA/Maize/2/12 “Informe”, parrafos8 a 10 y19), el BMT (véanse los documentos
BMT/10/14, BMT/10/14 Add. y BMT/10/19 “Informe”, parrafos 59 a 65), el Grupo de
Trabajo Técnico sobre Plantas Agricolas (TWA) (véanse parrafos 36 a 40 del documento
TWA/37/14 “Informe”) y el TC (véanse los parrafos 51 y 52 del documento TC/45/15
“Informe”) para ser sometido al examen del Grupo de Consulta del BMT en su reunion del 1
de abril de 2009:

Combinacién de distancias fenotipicas y moleculares en la gestion de las colecciones de
variedades

. véase el Anexo 4

2.5  Laevaluacion del Grupo de Consulta del BMT vy las opiniones del TC y el CAJ sobre
el modelo se presentan en la Seccién 3 del presente documento.

3. EVALUACION DE POSIBLES MODELOS DE APLICACION

31 MODELOS CON UNA EVALUACION POSITIVA

Marcadores moleculares ligados a caracteres (véase el Anexo 1)

3.1.1 EIl Grupo de Consulta del BMT se reunio el 16 de abril de 2002 para examinar los
ejemplos relativos a la utilizacion de las técnicas bioquimicas y moleculares expuestas en el
documento TC/38/14-CAJ/45/5, Anexo. EI Grupo concluyo lo siguiente respecto de el
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ejemplo que figura en el Anexo 1 del presente documento (Modelo: “Marcadores moleculares
especificos de caracteres”)"

“El [...] [ejemplo] 1 [...] era, basandose en las premisas del [...] [ejemplo], aceptable de
conformidad con el Convenio de la UPOV y no mermaria la eficacia de la proteccién
suministrada en virtud del Sistema de las UPOV”. (Véase el pérrafo3 del
documento TC/38/14 Add.-CAJ/45/5 Add.)

3.1.2 EI TC examino las conclusiones del Grupo de Consulta del BMT y convino en que
podria proseguirse con el ejemplo 1 sobre la base de las premisas, reconociéndose al mismo
tiempo la necesidad de seguir trabajando en el examen de dichas premisas (véase el parrafo 5
del documento TC/38/14 Add.— CAJ/45/5 Add.).

3.1.3 EIl CAJ aprobd las conclusiones del Grupo de Consulta del BMT e hizo suya la
opinion del TC (véase el parrafo 7 del documento TC/38/14 Add.—CAJ/45/5 Add.).

3.1.4 Al examinar el modelo y el ejemplo que figuran en el Anexo 1 del presente
documento, el TC subrayo la importancia del cumplimiento de las premisas. A este respecto,
aclaré que incumbe a la autoridad competente determinar si se han cumplido las premisas
(véase el parrafo 152 del documento TC/45/16 “Informe”).

Combinacién de distancias fenotipicas y moleculares en la gestién de las colecciones de
variedades (véase el Anexo 4)

3.1.5 En su reunién del 1 de abril de 2009 (véanse los parrafos 12 y 13 del documento
BMT-RG/Apr09/3 “Informe™), el Grupo de Consulta del BMT:

a) concluy6 que el “[...] [ejemplo] que se expone en el Anexo del documento
BMT-RG/Apr09/2 ‘[...] System for combining phenotypic and molecular distances in
the management of variety collections’, que incorpora las aclaraciones incluidas en los
parrafos 7 y 8 del documento BMT-RG/Apr09/3 “Informe”) [reproducido en el Anexo 4
del presente documento], cuando se aplica la gestion de colecciones de variedades, era
aceptable de conformidad con el Convenio de la UPOV y no mermaria la eficacia de la
proteccién suministrada en virtud del Sistema de la UPOV”; y

b) convino en que el ejemplo que se expone supra constituye un modelo que
podria aplicarse a otros cultivos, siempre que los elementos del [...] [ejemplo] se
apliquen del mismo modo. A este respecto, sefiald, a titulo de ejemplo, que el [...]
[ejemplo] que se expone supra sélo es aplicable a las lineas parentales del maiz y no a
otros tipos de maiz. El Grupo de Consulta del BMT concluyé que era importante
estudiar caso por caso la aplicabilidad del modelo.

1 El Secretario General Adjunto comunicé asimismo varias observaciones de orden general en relacién con la

reunion del Grupo de Consulta del BMT celebrada el 16 de abril de 2002. En primer lugar, se habia
expresado preocupacion en torno a la posibilidad de usar técnicas protegidas por patentes. En segundo lugar,
el Grupo habia destacado la importancia de examinar la rentabilidad de los nuevos enfoques. En tercer lugar,
también se habia examinado la importancia de la relacién entre los caracteres fenotipicos y las técnicas
moleculares. Por dltimo, se puso de manifiesto que era esencial examinar la homogeneidad y la estabilidad en
los mismos caracteres utilizados para evaluar la distincion (véase el documento TC/38/14 Add.-CAJ/45/5
Add., parrafo 4)
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3.1.6 EI CAJ respaldo las recomendaciones formuladas por el Grupo de Consulta del BMT,
expuestas en los parrafos anteriores (véanse los parrafos 53 y 54 del documento CAJ/60/11
“Informe”).

3.1.7 EI TC sefialo que el CAJ habia respaldado las recomendaciones del Grupo de Consulta
del BMT y hecho suyas las recomendaciones del Grupo de Consulta del BMT que se exponen
supra (vease el parrafo 42 del documento TC/46/15 “Informe sobre las conclusiones”).

Calibracién de distancias moleculares en la gestiéon de las colecciones de variedades (véase
el Anexo 2)

3.1.8 EIl Grupo de Consulta del BMT se reuni6 el 16 de abril de 2002 para examinar los
ejemplos relativos a la utilizacion de técnicas bioguimicas y moleculares expuestas en el
documento TC/38/14—-CAJ/45/5, Anexo. EI Grupo concluyd lo siguiente respecto de los
ejemplos que figuran en el Anexo 2 del presente documento (Modelo: “Calibracion de
distancias moleculares”):

“Los [...] [ejemplos] 2, 3y 4 ([...] relativos a la calibracion de niveles de umbral en
[...] [marcadores] moleculares con la distancia minima en caracteres tradicionales para
la colza, el maiz y el rosal, respectivamente) era, si se utilizaban para la gestion de
colecciones de referencia y basandose en las premisas de los [...] [ejemplos], aceptables
de conformidad con los términos del Convenio de la UPOV y no mermarian la eficacia
de la proteccion suministrada en virtud del Sistema de la UPOV™.

3.1.9 EI TC examiné las conclusiones del Grupo de Consulta del BMT y convino en que
podria proseguirse con los ejemplos 2, 3 y 4 sobre la base de las premisas, reconociéndose al
mismo tiempo la necesidad de seguir trabajando en el examen de dichas premisas, asi como
de mejorar la relacion entre las distancias morfologica y molecular.

3.1.10 ElI CAJ aprobd las conclusiones del Grupo de Consulta del BMT e hizo suya la
opinidén del TC (véase el parrafo 7 del documento TC/38/14 Add.-CAJ/45/5 Add.).

3.1.11 Al examinar el modelo y el ejemplo que figuran en el Anexo 2 del presente
documento, el TC subray6 la importancia del cumplimiento de las premisas. A este respecto,
aclaré que incumbe a la autoridad competente determinar si se han cumplido las premisas
(véase el parrafo 152 del documento TC/45/16 “Informe”).

3.2 MODELOS SIN EVALUACION POSITIVA

Utilizacion de caracteres de marcadores moleculares (véase el Anexo 3)

3.2.1 EIl Grupo de Consulta del BMT se reunio el 16 de abril de 2002 para examinar los
ejemplos relativos a la utilizacion de las técnicas bioquimicas y moleculares expuestas en el
documento TC/38/14—-CAJ/45/5, Anexo. EI Grupo concluyo lo siguiente respecto de los
ejemplos que figuran en el Anexo 3 del presente documento (Modelo: “Utilizacion de
caracteres de marcadores moleculares”):

En lo relativo a los [...] [ejemplos] 5 ([...] Rosal) y 6 ([...] Trigo), se observé que no
existia un consenso en relacion con la aceptabilidad de dichos [...] [ejemplos] de
conformidad con el Convenio de la UPOV, ni acerca de si mermaria la eficacia de la
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proteccidn suministrada en virtud del sistema de la UPOV. Se expresd la preocupacion
de que, si se aplicaba dicho enfoque a esos [...] [ejemplos], seria posible utilizar un
namero ilimitado de marcadores para encontrar diferencias entre las variedades. Se
planteé asimismo la preocupacion de que podrian encontrase diferencias en el plano
genético que no se vieran reflejadas en caracteres morfologicos.

3.2.2 EI TC examino y aprobd las conclusiones del Grupo de Consulta del BMT. Tomo
nota de la divergencia de opiniones expresadas en relacion con los ejemplos 5 y 6 (véase el
parrafo 5 del documento TC/38/14 Add.-CAJ/45/5 Add.).

3.2.3 EIl CAJ aprobd las conclusiones del Grupo de Consulta del BMT e hizo suya la
opinidén del TC (véase el parrafo 7 del documento TC/38/14 Add.-CAJ/45/5 Add.).

[Siguen los Anexos]
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ANEXO 1

MODELO: MARCADORES MOLECULARES LIGADOS A CARACTERES

EJEMPLO 1: MARCADOR GENETICO ESPECIFICO
PARA LA TOLERANCIA A LOS HERBICIDAS

preparado por expertos de Francia

Ejemplo

1. Una variedad se modifica genéticamente mediante la insercion de un gen para la
tolerancia al herbicida “Formula X”. Las variedades que contienen este gen no se ven
afectadas cuando se les pulveriza la Formula X, mientras que las variedades que no tiene este
gen mueren sistematicamente si se las pulveriza con este herbicida particular. La tolerancia a
la Férmula X, examinada en ensayos en parcelas pulverizando las parcelas, es un caracter
DHE aceptado, y puede utilizarse para establecer la distincion entre variedades.

2. Se propone que, en lugar de pulverizar las variedades en las parcelas (debido a la
dificultad de organizarlo en los ensayos DHE estandar), se examine el caracter “tolerancia a la
Férmula X realizando un examen para determinar la presencia de un marcador molecular
ligado al gen. Este marcador se encuentra en una parte del gen “construido”. EI gen
“construido” comprende todos los elementos que se insertan en la planta durante la
modificacion genética y, ademas del propio gen, contiene elementos adicionales para regular
el gen una vez que se encuentre en la planta. El marcador puede localizarse en el gen,
parcialmente en el gen o fuera del propio gen.

Premisas del ejemplo

3. El ejemplo se basa en las siguientes premisas:

a) Elexamen DHE

Se presume gue el examen para el marcador tendra el mismo alcance que el ensayo en
parcela, es decir, el mismo ndmero de plantas individuales, durante el mismo nimero de afios
y con los mismos criterios para establecer la distincion, la homogeneidad y la estabilidad.

b)  Fiabilidad de los vinculos

Se presume que se controlard el vinculo entre el marcador y el gen a fin de garantizar
que el marcador sea un predictor fiable de la tolerancia a la Férmula X. Este control sera
necesario para garantizar, por ejemplo, que el marcador no se separe del gen y que la
presencia del gen siga dando como resultado la tolerancia a la Formula X.

c)  Creacion de marcadores moleculares diferentes para el mismo gen

Quizéds sea posible elaborar distintas construcciones genéticas que contengan la
tolerancia a la Férmula X e identificar marcadores moleculares independientes para dichas
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construcciones genéticas individuales, todos ellos vinculados a exactamente el mismo gen de
tolerancia a la Formula X. Si todos los distintos marcadores para el mismo gen se aceptasen
como métodos diferentes para examinar el mismo caracter fenotipico existente, el enfoque
seria el mismo. Para la utilizacion de “[...] [marcadores] moleculares como predictores de
caracteres tradicionales”, debe partirse de la base de que los marcadores corresponden a un
caracter tradicional, a saber, un caracter aprobado existente. Por consiguiente, se presume que
los distintos marcadores para el mismo gen se tratarian como si fuesen distintos métodos para
examinar el mismo caracter, a saber, la tolerancia a la Férmula X.

d) Distintos genes que producen tolerancia al mismo herbicida

Quizés sea posible crear distintos genes que confieran tolerancia a la Formula X. En el
caso mas simple, esto podria considerarse del mismo modo que los distintos marcadores para
el mismo gen, es decir, los distintos genes, con sus marcadores respectivos, se considerarian
como métodos diferentes para examinar el mismo caracter, a saber, la tolerancia a la
Férmula X. No obstante, es muy posible que los distintos genes posean un mecanismo
quimico diferente para producir la tolerancia a la Férmula X. Por consiguiente, las sustancias
quimicas producidas por los distintos genes seran diferentes y dichas sustancias quimicas
podran constituir la base para establecer la distincion en ciertas circunstancias. No obstante,
en virtud de este modelo seria necesario en primer lugar aprobar los componentes quimicos
como caracteres de la UPQV, antes de aceptar marcadores moleculares vinculados a dichos
caracteres potenciales. Esto podria, a su vez, constituir un ejemplo separado. Por
consiguiente, se presume gue distintos genes serian tratados como distintos métodos para
examinar el mismo caracter, a saber, la tolerancia a la Férmula X.

e) Distintos genes construidos que producen la misma tolerancia al herbicida pero
con distinto control de la expresion

Es posible asimismo que puedan elaborarse distintos genes construidos que contengan
el mismo gen de tolerancia a la Formula X, pero que posean un control regulatorio distinto.
Por ejemplo, los elementos regulatorios pueden traducirse en la tolerancia a la Formula X que
se activan unicamente en ciertas etapas del desarrollo. En aras de la simplicidad, al considerar
este ejemplo, se presume que los distintos marcadores vinculados a distintos elementos
reguladores para el mismo gen se trataran como métodos diferentes para examinar el mismo
caracter de tolerancia a la Formula X. No obstante, cabe esperar que esta cuestion se siga
examinando ulteriormente.

[Sigue el Anexo 2]
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ANEXO 2

MODELO: CALIBRACION DE DISTANCIAS MOLECULARES
EN LA GESTION DE COLECCIONES DE VARIEDADES

EJEMPLO 2: COLZA

preparado por expertos de Francia

Ejemplo

1. Este modelo se basa en la determinacién de los niveles de umbral para marcadores
moleculares en funcién de los niveles de umbral de caracteres tradicionales, basandose
principalmente en informacién obtenida en Francia acerca del maiz, la colza y el rosal. En
este ejemplo, los niveles de umbral de los caracteres tradicionales se basan en una evaluacion
global de la distancia, en lugar de en un enfoque caracter por caracter y el ejemplo se aplica a
la “gestion de las colecciones de referencia”. En este contexto, el término “gestion de las
colecciones de referencia” abarca, en particular, la seleccién de variedades notoriamente
conocidas que pueden excluirse del ensayo en cultivo utilizado para examinar la distincion,
basandose en la comparacion de descripciones armonizadas. Una caracteristica fundamental
del proceso destinado a eliminar variedades notoriamente conocidas con anterioridad al
ensayo en cultivo es que el umbral para decidir qué variedades pueden excluirse (es decir, son
distintas en base a las descripciones) puede establecerse con un adecuado margen de
seguridad debido a que las variedades que no se eliminan, pero que son distintas, se
descubriran en el ensayo en cultivo. Este umbral, con un margen de seguridad, se denomina
en este documento umbral de “distincion plus”. Este ejemplo tiene como objetivo elaborar un
umbral de distincion plus para marcadores moleculares.

Como medir la distancia en caracteres tradicionales

2. La primera etapa consiste en determinar el modo de medir la distancia entre las
variedades utilizando para ello caracteres tradicionales. Este ejemplo se basa en un método
que utiliza el programa informatico GAIA, desarrollado por Francia (véase el documento
TWA/30/15). Este método consiste en estimar la diferencia fenotipica que existe entre dos
variedades, basandose en la suma de las diferencias observadas para los distintos caracteres.
Cada diferencia observada es medida por el experto en cultivos en funcion del valor de la
diferencia en cuestion y de la fiabilidad de cada caracter.

Cémo medir las diferencias en los marcadores moleculares

3. En este ejemplo, se calcula la diferencia entre variedades en base a la informacion
procedente de marcadores moleculares, utilizando las distancias de Rogers.
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Calibracion de los niveles de umbral para marcadores moleculares en funcion de la distancia
minima en caracteres tradicionales

4.  La calibracion de niveles de umbral para las diferencias en los marcadores moleculares
en funcién de las diferencias en los caracteres tradicionales se simplificaria si existiese una
gran correlacién entre estas dos maneras de medir las diferencias entre variedades. En dicha
situacion, un grafico de los distintos métodos se asemejaria al cuadro 1. El umbral para la
distincion plus en los marcadores moleculares puede extrapolarse del umbral de distincion
plus en los caracteres tradicionales de manera tal que puedan tomarse las mismas decisiones,
independientemente del método que se utilice para evaluar las diferencias entre las
variedades.

Cuadro 1
* * * * k k
8 * *
c * * * * * * * % *
-_g § * * *
g g * * *
m 9 * * * *
(&S]
T = * ok Kk x * *
S8
Q * * % * * * *
E % * * k% * * *  * Umbral de
R xRk distincion plus
S Q (L * Kk
8 & < (caracteres
2 5 *x P
aad e % xx tradicionales)
Distancia medida mediante marcador
v molecular

Umbral de distincién plus extrapolado
(marcadores moleculares)

5. Ahora bien, en el caso de la colza, la correlacion no es tan buena, tal como se refleja en
el cuadro 2. Puede observarse que, cuando se establece el umbral de distincion plus para los
marcadores moleculares, las decisiones que se tomen, para algunas variedades, seran
diferentes segun el método utilizado para calcular las diferencias. Las repercusiones de esta
situacion se examinan en la seccion “Posibles repercusiones”.
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Cuadro 2

Distancias GAIA = f(Distancias de Rogers) para 28 variedades en la coleccion de referencia
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Premisas del ejemplo

6. El ejemplo se basa en las siguientes premisas:

a) Homogeneidad y estabilidad

En este ejemplo no se han elaborado requisitos de homogeneidad y estabilidad para los
marcadores moleculares. No obstante, segun la informacién de que se dispone, la variabilidad
de los marcadores moleculares en el seno de las variedades parece ser mayor que la
variabilidad observada en los caracteres tradicionales. Se presume que las diferencias
calculadas entre las variedades sobre la base de marcadores moleculares toma plenamente en

elaborarse estandares adecuados de homogeneidad para marcadores moleculares sin requerir
que las variedades, en general, sean mas homogéneas. Esta premisa parte de la base de que
los marcadores moleculares podran utilizarse para establecer un umbral de “distincién plus”,
basado en la distancia genética, para la gestion de colecciones de referencia y no se utilizaran
para evaluar la distincién mediante un enfoque carécter por caracter.

b)  Aplicacion del ejemplo

Tal como se explica en la introduccion, este ejemplo se basa en el supuesto de que sera
utilizada Unicamente para la creacién de un umbral de “distincion plus” en la gestion de
colecciones de referencia.
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c) Fiabilidad de las técnicas

Se presume gue las técnicas podran satisfacer todos los requisitos normales para
cualquier caracter que se utilice en el examen DHE vy, en particular, serdn controladas para
verificar que sean lo suficientemente coherentes y repetibles.

Posibles repercusiones

8.  El gréfico del cuadro 2 refleja las distintas maneras en que este ejemplo puede repercutir
en la eficacia de la proteccion. En resumen, la situacion puede representarse de la siguiente
manera:

Distincion plus Distincion plus
(caracteres tradicionales) (marcadores moleculares)
Tipo 1 Si Si
Tipo 2 No No
Tipo 3 Si No
Tipo 4 No Si
Q. Los resultados de los tipos1 y2 no tendran repercusiones en la eficacia de la

proteccion debido a que el resultado es el mismo con los dos métodos utilizados.

10. Los resultados del tipo 3 no tendran repercusiones en la eficacia de la proteccion debido
a que en el ensayo en cultivo, mediante la utilizacion de caracteres tradicionales, se descubrira
que las variedades son distintas.

11. Los resultados del tipo 4 pueden tener repercusiones en la eficacia de la proteccion
debido a que pueden ocasionar que se consideren distintas variedades que anteriormente no se
hubiesen considerado distintas. Para determinar si los resultados del tipo 4 podrian socavar la
eficacia de la proteccion que se brinda en virtud del sistema de la UPQOV se precisaria realizar
un analisis de dichos casos.

12. Actualmente se conocen casos que corresponden al tipo4 en la colza (pueden
presentarse ejemplos). No obstante, estos casos se refieren Unicamente a pares de variedades
calificadas como distintas, tras un ensayo en cultivo. La situacion en que se llegue a distintas
decisiones sobre la distincion puede investigarse Unicamente cuando las variedades no sean
consideradas distintas en el ensayo en cultivo. Esto requerird un analisis de los pares de
variedades consideradas anteriormente no distintas o, si no se dispone de dicho material, un
sistema de “funcionamiento en paralelo” de los dos sistemas en tiempo real en relacion con
las variedades candidatas. So6lo entonces seria posible descubrir si podrian darse casos y si
éstos podrian socavar la eficacia de la proteccion. Si se considerase que dichos casos podrian
socavar la eficacia de la proteccion, podria considerarse la posibilidad de establecer un umbral
lo suficientemente alto para eliminar dichos casos sin perder los beneficios del enfoque para
la gestion de colecciones de referencia.

13. Cabe mencionar que es muy posible que los estudios de casos que figuran en los
parrafos 10 y 11 no proporcionen una evaluacion completa de las posibles repercusiones ya
que los obtentores trabajaran con el actual sistema de examen DHE. Puede reflexionarse
asimismo acerca de si resultaria mas facil en virtud del nuevo sistema propuesto, si se
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aceptase, que se seleccionasen nuevas variedades exclusivamente a partir de variedades
protegidas existentes. Si asi fuera, esto alentaria a los “obtentores” a seleccionar nuevas
variedades de este modo mientras que, con el sistema actual, no existe ningln incentivo para
hacerlo asi debido a que las variedades no se considerarian distintas. Es més probable que
esta situacion se produzca si los criterios de homogeneidad para los marcadores moleculares
son inferiores que para los caracteres tradicionales.

EJEMPLO 3: MAIZz

preparado por expertos de Francia

Este ejemplo para el maiz partio de las mismas premisas que el ejemplo para la colza.

EJEMPLO 4: ROSAL
preparado por expertos de Francia

Este ejemplo para el rosal partio de las mismas premisas que el ejemplo para la colza.

[Sigue el Anexo 3]
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ANEXO 3

MODELO: UTILIZACION DE CARACTERES DE
MARCADORES MOLECULARES

EJEMPLO 5: ROSAL

preparado por expertos de los Paises Bajos

Ejemplo

1.  Este ejemplo se basa en la premisa de que podra utilizarse un conjunto de marcadores
moleculares del mismo modo que los caracteres no moleculares existentes.

2. Un estudio de 76 variedades de rosal ha demostrado que todas esas variedades, excepto
los pares de variedades mutantes, pueden distinguirse mediante la utilizacién de un namero
limitado de marcadores moleculares. Ademas, cuando se examinaron las plantas individuales
de varias variedades se descubrié que eran homogéneas. Los marcadores STMS (“Sitios de
microsatélite de secuencia etiquetada™) se utilizan para buscar ciertas secuencias repetidas en
el ADN vegetal. En dichos lugares de la secuencia reconocidos por el marcador, el ADN
vegetal se amplifica y los fragmentos resultantes se corren en un gel, lo que produce un
conjunto de bandas o picos correspondientes a cada fragmento. Los distintos patrones de
bandas o picos de los mismos marcadores indican las diferencias en los lugares de la
secuencia reconocidos por el marcador. Cabe observar que es poco probable que dichas
secuencias estén relacionadas con ningun carécter existente de las Directrices de Examen y
deberian considerarse como indicadores de las diferencias estructurales en el ADN vegetal.

3. La uniformidad del patron de bandas para todas las plantas dentro de una variedad
significa que es posible distinguir variedades basandose en la diferencia de una sola banda.
No obstante, dicha diferencia podria ser consecuencia de una Unica mutacion, es decir,
producto del azar. Por este motivo, se propone que se considere que las variedades se
diferencian claramente entre si Unicamente si existen tres diferencias de banda/pico entre las
variedades.

4.  Se propone el siguiente esquema:

Etapa 1:  Utilicese un conjunto determinado de siete marcadores STMS (conjunto 1) para
examinar dos plantas de la variedad candidata a fin de determinar si se diferencia
claramente de todas las demas variedades.

Si la variedad candidata presenta al menos 3 diferencias de banda/pico en relacién
con todas las demas variedades tras utilizar este primer conjunto de marcadores,
se considerara distinta y podra cultivarse en un ensayo en cultivo a fin de
examinar la homogeneidad y la estabilidad en relacion con los caracteres no
moleculares pertinentes. En otros casos, o cuando falten valores, se pasara a la
etapa 2.
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Etapa2: Si la variedad candidata no se considera distinta tras utilizar el conjunto 1 de
marcadores, se examinara con otro conjunto diferente de siete marcadores STMS
(conjunto 2).

Si la variedad candidata presenta al menos 3 diferencias de banda/pico en relacién
con todas las demas variedades tras utilizar ambos conjuntos de marcadores
combinados, se considerard que es distinta y podra cultivarse en un ensayo en
cultivo a fin de examinar la homogeneidad y la estabilidad en relacion con los
caracteres no moleculares pertinentes. En otros casos, o cuando falten valores
para mas de un conjunto de marcadores, se pasara a la etapa 3.

Etapa 3:  Si la variedad candidata no se considera distinta tras utilizar ambos conjuntos de
marcadores, es probable que se trate de una variedad existente o de una variedad
muy similar genéticamente a una variedad existente, por ejemplo, consecuencia de
una mutacion. Dichas variedades candidatas podran incluirse en el ensayo en
cultivo a fin de examinar la distincion, la homogeneidad y la estabilidad,
utilizando caracteres no moleculares.

Premisas del ejemplo

5.  El ejemplo se basa en las siguientes premisas:

a) Elexamen DHE

Se presume que el examen en parcela se realizara con el mismo numero de plantas gue
se utiliza actualmente. Solamente se precisaran dos plantas para el examen del marcador
STMS debido a que cualquier planta variante se detectara en el ensayo en parcela posterior.
Esto puede presumirse debido a gque la posibilidad de que se produzca una mutacién en un

moleculares es sumamente remota.

b)  Fiabilidad de las técnicas

Se presume gue los marcadores STMS cumpliran todos los requisitos normales para
cualquier caracter que se utilice en el examen DHE v, en particular, seran controlados para
verificar que sean lo suficientemente consistentes y repetibles.

c) Homogeneidad

Se presume gque la situacién hallada en el estudio inicial en relacion con la
homogeneidad de las variedades existentes sera consistente al examinarse en toda la coleccion
de variedades, 0 que Unicamente existiran diferencias de una sola banda muy ocasionales en el
seno de las variedades.

Posibles repercusiones

7.  Este ejemplo podria tener repercusiones en la eficacia de la proteccion si variedades que
no se hubieran considerado distintas utilizando los caracteres existentes de las Directrices de
Examen, se considerasen distintas por medio de este enfoque. El estudio inicial apunta a que
es muy poco probable, debido a que las variedades mas similares que se consideran distintas
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en virtud del sistema actual (a saber, los pares de variedades mutantes) no se consideran
distintas tras utilizar dos conjuntos de marcadores STMS.

8.  Se ha mencionado anteriormente que existe el riesgo de mutacion y que esto puede crear
una variedad “distinta” a partir de una variedad existente, si la mutacion se produce en un
lugar de la secuencia reconocido por el marcador STMS. No obstante, este riesgo se ve
minimizado en el ejemplo, gracias al requisito de que existan diferencias en tres bandas a fin
de considerar que una variedad es distinta mediante la utilizacion de los conjuntos de
marcadores STMS. Esto requeriria que se produjesen tres mutaciones independientes, todas
ellas en lugares de la secuencia reconocidos por el marcador. Si se parte de la base que el
indice de mutacion es de 1 en 10.000, las posibilidades de encontrar una planta con tres
mutaciones es de 1 en 10.000%; es decir, 1 en 1.000.000.000.000, y el requisito de que las tres
mutaciones mencionadas se produzcan en lugares de la secuencia reconocidos por el
marcador convertiria en onerosa la seleccion de dichas variantes.

EJEMPLO 6: PARA EL TRIGO

preparado por expertos del Reino Unido

Ejemplo

1. Este ejemplo se basa en la utilizacién de un conjunto de marcadores moleculares en el
trigo a fin de i) ampliar y organizar la coleccion de referencia, y ii) seleccionar variedades
candidatas con anterioridad al ensayo en cultivo.

2. Actualmente existen discrepancias considerables en los distintos paises acerca de la
creacion de colecciones de referencia, y se considera que la existencia de una base de datos
sobre perfiles de ADN de variedades, utilizada tal como aqui en este ejemplo, mejoraria esta
situacion y reforzaria la eficacia del derecho de obtentor.

3. Las decisiones finales sobre la distincion de las variedades candidatas podran tomarse
sobre la base de la seleccion por medio de marcadores moleculares o, si esto no resulta
concluyente, sobre la base de un conjunto reducido de caracteres no moleculares ya existentes
registrados en ensayos en cultivo.

4, Un estudio de 40 variedades de trigo ha demostrado que todas esas variedades, con
excepcién de un par de lineas hermanas, podian distinguirse utilizando 8 marcadores
microsatélite SSR (secuencias simples repetidas). Los microsatélites son secuencias de ADN
sumamente polimorficas, que se repiten en pares con una unidad de repeticion basica (o
secuencia basica) de 2 a 8 pares de base (por ejemplo, GA, CTT y GATA). El polimorfismo
de los microsatélites se debe a variaciones en el nimero de copia de la unidad de repeticion
basica. En varias especies de cultivos, se ha demostrado la existencia de dichas variaciones
maltiples (“alelos™) para numerosos microsatélites en distintas variedades, derivadas de
dichas diferencias en el nimero de copia. Los microsatélites pueden analizarse como lugares
de la secuencia reconocidos por el marcador (STMS), que requieren la utilizacion de pares de
cebadores de ADN (secuencias cortas) que flanquean al microsatélite. La utilizacion de
dichos pares de cebadores en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) amplifica la
region marcada por el microsatélite, pudiéndose a continuacion separar y visualizar por
electroforesis u otras técnicas de andlisis distintos alelos de la region microsatélite (“locus”).
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5. Cabe observar que es poco probable (pero no imposible) que dichas secuencias
microsatélite estén relacionadas con caracteres existentes de la UPOV. No obstante, pueden
incluirse en un mapa y seguirse su herencia en los cruzamientos. La expresion de los alelos,
por ejemplo como bandas en un gel, no se ve afectada por el entorno o por el estado de
desarrollo de la planta.

6. Los8 SSR son utilizados para realizar mapas de las distintas localizaciones
cromosomicas en el genoma del trigo y pueden ser fiables y examinarse de manera repetida.

7. Se ha estudiado la homogeneidad de las 40 variedades en relacion con los 8 loci SSR.
Analisis preliminares muestran que la homogeneidad del patrén de bandas para todas las
plantas dentro de una variedad depende de la variedad y del marcador molecular. En 15 de
las 40 variedades, no se encontrd variacion en los patrones de bandas en 48 plantas, para
ninguno de los 8 SSR. Otras 8 variedades presentaban Gnicamente una variante en 48 plantas,
mientras que 2 variedades tenian una planta individual con alelos diferentes en 2 loci. Este
analisis debe aln completarse pero, en ultima instancia, suministrara una indicacion sobre la
homogeneidad de las variedades protegidas existentes en dichos loci, es decir, o que logran
actualmente los obtentores de trigo sin realizar esfuerzos especificos por purificar variedades
para esos caracteres.

8. Se propone el siguiente esquema:

Etapa l: La oficina examinadora recibe una variedad candidata, y hace un perfil de la
misma utilizando un conjunto determinado y convenido de 8 marcadores SSR.

Etapa2:  La informacion inicial sobre los perfiles de ADN se utiliza para determinar si la
variedad candidata se distingue claramente de las variedades notoriamente
conocidas, y/o para determinar de que variedades no se distingue claramente (de
conformidad con las bases convenidas a continuacion).

Etapa 3:  Si la variedad candidata puede distinguirse claramente mediante la utilizacion de
este conjunto de marcadores, se considera distinta. Una base para evaluar la
distincion puede consistir en que aparezca un alelo diferente en un locus del
marcador para el que la variedad candidata y la variedad de referencia son lo
suficientemente homogéneas. No obstante, es posible que pueda utilizarse un
requisito mas estricto (por ejemplo, distintos alelos en mas de un locus, es decir,
diferencias en mas de un marcador) (“distincion plus”), si bien es obvio que esto
reduciria la capacidad discriminatoria de los marcadores.

Etapa4: El estdndar de homogeneidad se basara en el que se encuentra actualmente en las
variedades protegidas (véase el parrafo 7) que, a su vez, determinara el nimero de
individuos que deberan analizarse. Si se adopta un enfoque de “distincion plus”,
debera ajustarse asimismo el criterio de homogeneidad. Las plantas para quienes
la diferencia es menor que la utilizada para establecer la distincion no se
consideraran variantes a los fines de la evaluacion de la homogeneidad.

Etapa5: No se continuard el examen de las variedades candidatas que no sean lo
suficientemente homogéneas para cualquiera de los 8 marcadores, ni seran
protegidas.
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Etapa 6: Si la variedad candidata no puede distinguirse claramente de todas las variedades
notoriamente conocidas, las variedades de las que no es distinta (de conformidad
con un criterio convenido) se seleccionan para ser incluidas en el ensayo en cultivo.

Etapa 7:  El proceso se repite para todas las variedades candidatas y el ensayo en cultivo se
planifica de manera tal que se cultiven las variedades similares proximas unas a
otras, ya que las comparaciones pueden efectuarse mas facilmente entre los
grupos mas similares de variedades candidatas/variedades de referencia. Para la
planificacién puede utilizarse asimismo informacién proporcionada por el
obtentor en el cuestionario técnico.

Etapa8: Todas las variedades candidatas se cultivan en ensayos de cultivo a fin de
controlar la homogeneidad y la estabilidad de los caracteres no moleculares
pertinentes.

Etapa 9:  Los caracteres registrados en los ensayos en cultivo comprenderan un conjunto
reducido de los caracteres habitualmente observados, basandose, por ejemplo, en
un analisis sobre su capacidad discriminatoria, en su falta de interaccién
medioambiental, o en su utilidad a los fines de la descripcion (incluida la
certificacion).

Etapa 10: Si sigue resultando dificil establecer la distincion, podran utilizarse caracteres
adicionales en un ensayo especial. Dichos caracteres deberan satisfacer los
mismos criterios que los caracteres existentes.

Etapa 11: La descripcion de las variedades constara tanto del perfil de ADN como de los
caracteres registrados durante el ensayo en cultivo.

Premisas del ejemplo

9.  Elejemplo se basa en las siguientes premisas:

a) Elexamen DHE

Se presume que se decidiran los estandares para la utilizacion de los marcadores SSR
(véanse los parrafos 7 y 8 y las etapas 2 a 4). Los estandares de homogeneidad y estabilidad
para los datos del marcador se determinaran tal como figura en el parrafo 7, basandose en los
conocimientos actuales. No se precisard examinar los datos del marcador durante mas de un
afio. Se aplicaran a los ensayos en cultivo los mismos estandares gue se aplican actualmente,
con los criterios que se utilizan actualmente para la homogeneidad vy la estabilidad.

b)  Fiabilidad de las técnicas

Se presume gue los marcadores SSR satisfardn todos los requisitos normales para
cualquier carécter que se utilice en el examen de DHE (véase la “Introduccion General™),
incluido el requisito de ser lo suficientemente consistentes y repetibles.

c)  El conjunto de marcadores

El conjunto de 8 marcadores SSR utilizados para crear la base de datos y evaluar las
variedades candidatas sera “fijo”. No obstante, si con el paso del tiempo se dispusiera de




UPOV/INF/18/1
Anexo 3, pagina 6

marcadores mejorados y/o adicionales, podra ampliarse el conjunto original de marcadores o
remplazarse los marcadores menos Utiles. Cualquier marcador adicional deberda ser
examinado del mismo modo que el conjunto original de 8 marcadores.

d) Homogeneidad

Se presume gue la situacion encontrada en el estudio inicial de 40 variedades,
particularmente en lo relativo a la homogeneidad de las variedades existentes, sera indicativa
de todas las variedades protegidas existentes.

e) Base de datos de perfiles de ADN

Se presume gue puede crearse y mantenerse una base de datos adecuada, mediante la
incorporacion de perfiles de ADN de variedades notoriamente conocidas, quizas incluso
compartimentados, por ejemplo, de conformidad con el origen de la variedad y/o las regiones

agroclimaticas.

Posibles repercusiones

11. La posibilidad de seleccionar una coleccién de referencia mucho mas completa tendria
un impacto muy positivo en el grado y la calidad de la proteccion. Actualmente, se reconoce
que las colecciones de referencia varian considerablemente en cuanto a su cobertura de las
variedades notoriamente conocidas, y que las interacciones medioambientales con numerosos
caracteres morfologicos ponen en peligro la eficacia de las descripciones publicadas (véase el
documento TWA/30/16). Este ejemplo ofrece la oportunidad de abordar ambos problemas.

12. Es posible que el sistema propuesto permita determinar que las variedades son distintas,
homogéneas y estables tras un solo afio de examen.

13.  Este ejemplo podria tener repercusiones negativas en la eficacia de la proteccion si las
variedades que no se hubieran considerado distintas utilizando caracteres tradicionales, se
considerasen distintas utilizando este enfoque. Esto puede evaluarse mediante un ejercicio de
funcionamiento paralelo durante un nimero convenido de afios (0, cuando sea posible, podria
hacerse de manera retrospectiva).

14. Si un obtentor desea crear una nueva variedad cambiando Unicamente el perfil del
marcador molecular, esto seria puesto en evidencia por la descripcién de la variedad (y podria
ocasionar una investigacion sobre la posible condicién de las variedades esencialmente
derivadas).

15. El riesgo de que se cree una nueva variedad mediante la seleccion a partir de una
variedad existente puede minimizarse requiriendo que las variedades presenten diferencias en
mas de un locus SSR, a fin de poder considerarse distintas (véase el parrafo 8 y las etapas 3
y 4). En cualquier caso, este riesgo no es mayor con este ejemplo que con los métodos
actuales. EI ejemplo preserva el vinculo entre el tamafio de las diferencias requeridas para
establecer la distincion clara y los estdndares de homogeneidad. Por consiguiente, seria indtil
seleccionar y purificar partes de una variedad suficientemente homogénea debido a que dicha
coleccidn de plantas no se distinguiria claramente de la variedad original.



UPOV/INF/18/1

Variedades candidatas

Cultivo de hileras de espigas para

A 4

Analisis semillas/plantas
con 8 SSR

BASE DE DATOS SOBRE SSR

> (perfiles de ADN — 8 SSR de variedades
notoriamente conocidas) (perfil en
bloque y datos sobre la homogeneidad)

Afadir datos a la base de
datos sobre SSR

Distinta: (definicion a convenir)
verificar la homogeneidad de los
marcadores

(Numero de individuos a
convenir)

Suficientemente homogénea — la
variedad es distinta, no se
precisan examenes adicionales
para la distincion: aprobada

Insuficientemente
homogénea: no
aprobada

determinar la homogeneidad y la
estabilidad; registro de caracteres
acordados (a convenir).

\4 v

Homogeénea y No homogénea ni
estable = aprobada estable — no aprobada

No distinta:

Determinar la variedad o variedades mas
similares;

Ensayo en cultivo con la variedad o variedades
mas similares; (méas datos del cuestionario
técnico)

Registro de caracteres convenidos (como para
las hileras de espigas)

A 4 A 4

Distinta: aprobada No distinta:

no aprobada

[Sigue el Anexo 4]
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ANEXO 4

MODELO: COMBINACION DE DISTANCIAS FENOTIPICAS Y MOLECULARES

EN LA GESTION DE COLECCIONES DE VARIEDADES

11

1.2

EJEMPLO: LINEAS PARENTALES DEL MAIZ

preparado por expertos de Francia

Descripcion

Una caracteristica fundamental del proceso encaminado a eliminar variedades
notoriamente conocidas con anterioridad al ensayo en cultivo DHE es que el umbral
para decidir qué variedades pueden excluirse (es decir, variedades distintas con base a
las descripciones) pueda establecerse con un adecuado margen de seguridad, ya que
las variedades que se eliminan no se incluirdn en el ensayo en cultivo. Este umbral,
con un margen de seguridad, se denomina umbral de “distincion plus”, esto es que las
distancias entre la variedad candidata y las variedades que presentan “distincion plus”
son lo suficientemente marcadas como para poder tomar una decision sin tener que
establecer una comparacion directa en el ensayo en cultivo.

La finalidad de este ejemplo es crear un instrumento eficaz, basado en la combinacion
de distancias fenotipicas y moleculares, para identificar, en la coleccién de variedades,
aquellas variedades que deben compararse con las variedades candidatas (véase el
grafico 1) a fin de mejorar la seleccion de variedades con “distincion plus” y limitar,
asi, el volumen de trabajo sin que disminuya la calidad del ensayo. La dificultad
estriba en desarrollar un sistema seguro que:

a) seleccione Unicamente variedades similares a las variedades candidatas, y
b) limite el riesgo de no seleccionar una variedad en la coleccién de variedades

que deba compararse en cultivo, especialmente en los casos en que la coleccion
de variedades es amplia o cara.
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Grafico 1

Coleccién de referencia
(# 3000 lineas)

Nuevas lineas
(#350)

1.3 El nuevo sistema se ha configurado a partir del siguiente material:

a) Estudios existentes sobre las distancias moleculares en el maiz, aplicables a los
ensayos DHE vy al establecimiento de derivacion esencial en los que se muestra la relacion de
parentesco entre variedades (véanse los documentos BMT/3/6 “The Estimation of Molecular
Genetic Distances in Maize or DUS and ED Protocols: Optimization of the Information and
new Approaches of Kinship” y BMT/3/6 Add.)

b) Un experimento llevado a cabo por GEVES en un conjunto de lineas parentales
del maiz que muestra que existe un vinculo entre la evaluacion de la distincion por parte de
expertos (evaluacion global) y la distancia molecular calculada utilizando datos moleculares
de secuencias simples repetidas (SSR) (véase el gréafico 2).

1.4 Componentes del sistema
1.4.1 Distancia GAIA

El componente de la distancia GAIA se calcula mediante el programa informatico GAIA
desarrollado por GEVES. La distancia GAIA es una combinacion de diferencias observadas
en caracteres fenotipicos: cada diferencia observada sirve para calcular la distancia segun la
fiabilidad de los caracteres, especialmente en lo que respecta a su variabilidad y su
susceptibilidad al medio ambiente. Cuanto mayor es la diferencia observada y mayor es la
fiabilidad del caracter, mas contribuye la diferencia al célculo de la distancia GAIA.
Unicamente se incluyen las diferencias que son iguales o mayores que la distancia minima
requerida por cada uno de los caracteres.
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1.4.2 Distancia molecular

El componente de la distancia molecular se calcula a partir de las diferencias observadas en
un conjunto de marcadores. Se pueden utilizar distintos tipos de marcadores y distancias
moleculares. En el caso del estudio elaborado en Francia con respecto al maiz, se utilizaron
60 marcadores SSR y la distancia de Rogers. Es importante que se utilicen suficientes
marcadores con una buena distribucion en los cromosomas. Es necesario considerar el tipo de
marcadores, el efecto del nimero de marcadores y la distribucién de marcadores con arreglo a
las especies de que se trate.

1.4.3 Antes de combinar estos dos componentes, debe efectuarse, a cargo de un grupo de
expertos y con respecto a un conjunto de pares de variedades, una evaluacion de la relacion
entre la distancia molecular y una evaluacién general de la distincion. En el caso del maiz, la
evaluacion se hizo como se explica a continuacion:

Material: 504 pares de variedades examinadas en paralelo mediante marcadores moleculares

Disposicién del cultivo: pares de variedades cultivadas en paralelo
(1 parcela = 2 hileras de 15 plantas)

Evaluacién visual por expertos en cultivos del maiz:
Escala de similitud:

las dos variedades son similares o muy parecidas

las dos variedades son distintas pero se parecen

la comparacion es (til, pero las variedades son claramente distintas

la comparacion no era necesaria, porque las variedades son muy diferentes

la comparacion no era necesaria, porque las variedades son totalmente diferentes
(en la escala no se utilizan las notas “pares”)

©oNOwE

En el caso del maiz, esta evaluacidbn mostro que ninguna linea parental con una distancia
molecular superior a 0,15 fue considerada similar o muy parecida mediante evaluacion por
expertos en el examen DHE (véase el grafico 2).
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Grafico 2

Expertos / Rogers en 504 pares en 2003
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Cada dato corresponde a la nota mas baja determinada por el grupo de expertos y
la distancia de Rogers con respecto a un determinado par

1.4.4 Sobre la base de ese resultado, la combinacion de distancias morfologicas y
moleculares ofrece la posibilidad de establecer el siguiente esquema de decision (véase el
gréfico 3):

Gréfico 3
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1.4.5 Todos los pares de variedades que presenten una distancia GAIA igual o mayor a 6 y
todas las variedades que presenten una distancia GAIA entre 2 y 6, mas una distancia
molecular igual o mayor a 0,2, se consideran variedades con “distincion plus”.

1.4.6 Este esquema muestra que es necesario observar menos lineas parentales en el cultivo
en comparacion con la situacién en que se utiliza nicamente una distancia GAIA de 6.

1.4.7 La solidez de este sistema ha sido contrastada mediante distintas distancias GAIA y
moleculares.

2. Ventajas e inconvenientes

2.1 Ventajas

3)
b)

c)
d)

e)
f)

Mejora de la gestion de las colecciones de variedades y reduccion del nimero de
variedades que deben compararse en el cultivo;

Utilizacion de distancias morfologicas y moleculares con umbrales definidos por
expertos en el examen DHE. Cuando GEVES cred GAIA, el sistema se contrastd
ademas teniendo en cuenta las evaluaciones de los expertos en el examen DHE;
Utilizacion de datos moleculares que no se ven afectados por el medio ambiente;
el conjunto de marcadores y el protocolo del laboratorio estan bien definidos;
Utilizacion unicamente de caracteres fenotipicos con la robustez adecuada;
posibilidad de utilizar descripciones de procedencia diversa en el marco de una
cooperacion mas estrecha (la base de datos del maiz, creada en colaboracion entre
Alemania, Francia, Espafia y la Oficina Comunitaria de Variedades Vegetales
(OCCV) de la Union Europea, es un buen ejemplo para ilustrar el valor de este
método, mediante el que distintas oficinas comparten una coleccion de
variedades);

Los caracteres obtenidos por electroforesis también puede sustituirse; y

La ausencia de homogeneidad no influye en los perfiles moleculares siempre que
se utilicen suficientes marcadores y el niUmero de variantes sea bajo. Las lineas
parentales del maiz presentan un alto grado de homogeneidad molecular, pero en
otros cultivos podria plantearse un problema.

2.2 Inconvenientes

a)
b)

Ineficaz, o poco eficaz, con respecto a especies con variedades sintéticas o
poblaciones;

Es necesario disponer del nimero suficiente de marcadores adecuados de ADN y
un numero suficiente de caracteres fenotipicos que presenten poca susceptibilidad
al medio ambiente; y

Trabajo preliminar de comparacion respecto de la evaluacion de la distincion por
expertos en el examen DHE.

[Fin del Anexo 4y del documento]
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