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1. INTRODUCCION

1.1 En el documento UPOV/INF/18, “Posible utilizacion de marcadores moleculares en el examen de la
distincion, la homogeneidad y la estabilidad (DHE)”, se examinan los posibles modelos de aplicacion en lo
que respecta a la utilizacion de marcadores bioquimicos y moleculares en el examen DHE que el
Comité Técnico (TC) propuso al Subgrupo Especial de Expertos Técnicos y Juridicos sobre Técnicas
Biogquimicas y Moleculares (Grupo de Consulta del BMT) 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). En el documento UPOV/INF/18, se presenta tanto la
evaluaciéon de esos modelos por el Grupo de Consulta del BMT como las opiniones del Comité Técnico y
el Comité Administrativo y Juridico (CAJ) al respecto.

1.2 El propédsito del presente documento es dar orientacién sobre la utilizacion de marcadores
bioquimicos y moleculares en el examen de la distincion, la homogeneidad y la estabilidad (DHE) a partir de
los modelos que hayan recibido una evaluacion favorable y respecto de los cuales se hayan dado ejemplos
aceptados.

1.3 Las unicas obligaciones vinculantes de los miembros de la Unién son las que constan en el texto del
Convenio de la UPQV, 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 Unién de que se trate.

1.4 En el presente documento se utilizan las siguientes abreviaturas:
CAJ: Comité Administrativo y Juridico
TC: Comité Técnico
TWP: Grupos de Trabajo Técnico
BMT: Grupo de Trabajo 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
Bioquimicas y Moleculares

Subgrupos sobre Cultivos: Subgrupos Especiales sobre Cultivos y Técnicas Moleculares

2, MODELOS DE APLICACION

21 Marcadores moleculares ligados a caracteres-{(véase-el-Anexo-l)

2.1.1  Los marcadores moleculares se pueden utilizar, a efectos del examen DHE, como método de examen
de los caracteres que cumplen los criterios que figuran en la seccion 4.2 del Capitulo 4 de la Introduccién
General, como se explica a continuacion.

a) el examen para el marcador se realiza en el mismo numero de plantas individuales y con los
mismos criterios para establecer la distincién, la homogeneidad y la estabilidad que en el examen del caracter
mediante ensayo biolégico;

b) se comprueba la fiabilidad de la vinculacién entre el marcador y el caracter;

c) los marcadores diferentes para el mismo caracter constituyen métodos diferentes de examen
del mismo caracter;

d) los marcadores vinculados a genes diferentes que confieren la expresion del mismo caracter
constituyen métodos diferentes de examen del mismo caracter; y

e) los marcadores vinculados a elementos reguladores diferentes del mismo gen que confieren
la expresién del mismo caracter constituyen métodos diferentes de examen del mismo caracter.

2.1.2 El-Anexo-l-del presente-documento-Los parrafos 2.1.5 a 2.1.18 contienen ejemplos del uso de

marcadores moleculares ligados a caracteres.
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2.1.3 Incumbe a la autoridad competente determinar si se han cumplido las premisas al aplicar el modelo y

los ejemplos que figuran en el-Arexe-l-del-presente-documente-los parrafos 2.1.5 a 2.1.18.

2.1.4 Para que se incluya en las directrices de examen un método basado en el modelo gque-figura-en-el

Anexo-l-del-presente-decumente, el Grupo de Trabajo Técnico competente y el TC deberan convenir en que
se ha satisfecho el requisito de fiabilidad del vinculo entre el gen y la expresién del caracter.

Ejemplo 1: Marcador genético especifico para la tolerancia a los herbicidas

Elaborado por expertos de Francia

2.1.5 Una variedad se modifica genéticamente mediante la insercion de un gen para la tolerancia al
herbicida “Férmula X”. Las variedades que contienen este gen no se ven afectadas cuando se les pulveriza
con la Férmula 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 de campo
mediante la pulverizacion de parcelas, es un caracter DHE aceptado, y puede utilizarse para establecer la
distinciéon entre variedades.

2.1.6 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 detectar la presencia de un marcador molecular ligado al gen. Este marcador se ubica en una
parte de la “construccion” génica. La “construccion” génica comprende todos los elementos que se insertan
en la planta durante la modificacion genética y, ademas del propio gen en si, contiene elementos adicionales
para regular el gen una vez que se encuentre en la planta. El marcador puede estar situado dentro del gen,
parcialmente sobre el gen o fuera del propio gen.

Premisas del ejiemplo

2.1.7 El ejemplo se basa en las siguientes premisas:
a) El examen DHE

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

b) Fiabilidad de los vinculos

2.1.9 Se presume que se controlara el vinculo entre el marcador y el gen a fin de garantizar que el marcador
sea un predictor fiable de la tolerancia a la Formula 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 Férmula X.

c) Creacion de marcadores moleculares diferentes para el mismo gen

2.1.10 Quizas sea posible elaborar distintas construcciones génicas que contengan la tolerancia a la
Férmula X e identificar marcadores moleculares independientes para dichas construcciones génicas
individuales, todos ellos vinculados a exactamente el mismo gen de tolerancia a la Férmula 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 utilizacién 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

2.1.11 Quizas sea posible crear distintos genes que confieran tolerancia a la Féormula 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 Formula 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
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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 UPOV, antes de aceptar marcadores moleculares vinculados a dichos caracteres potenciales. Esto podria,
a su vez, constituir un ejemplo separado. Por consiguiente, se presume que distintos genes serian tratados
como distintos métodos para examinar el mismo caracter, a saber, la tolerancia a la Formula X.

e) Distintas construcciones génicas que producen la misma tolerancia al herbicida pero con
distinto control de la expresion

2.1.12 También es posible que se desarrollen diferentes construcciones génicas que contengan el mismo
gen de tolerancia a la Formula X, pero que presenten un control regulador diferente. Por ejemplo, los
elementos reguladores podrian hacer que la tolerancia a la Férmula X solo se activara en determinadas fases
del desarrollo. Para simplificar, en 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 Férmula X. No obstante, cabe esperar que esta cuestion se examine mas a
fondo en una etapa posterior.

Ejemplo 2: Marcador genético especifico con informacion incompleta sobre el nivel de expresién de la
resistencia a enfermedades en el tomate

Elaborado por expertos del Reino de los Paises Bajos

2.1.13 La presencia del alelo Tm7 del gen Tm1 o de los alelos Tm2 o Tm22 del gen Tm2 confiere resistencia
a la cepa 0 del virus del mosaico del tomate (ToMV).

2.1.14 Un solo marcador sefiala la presencia de los alelos de resistencia Tm2 y Tm22 y del alelo
susceptible tm2. Es el marcador Tm2/22 el cual esté posicionado en la secuencia que codifica la proteina.

2.1.15 Una variedad es resistente a la cepa 0 del ToMV si es portadora del alelo de resistencia Tm2 o del
alelo de resistencia Tm22.

2.1.16 Una variedad homocigotica tm2/tm2 es susceptible a la cepa 0 del ToMV, a no ser que el alelo de
resistencia Tm1 codifique la resistencia. En este caso, no es posible determinar la resistencia a la cepa 0
del ToMV mediante el analisis del marcador de ADN, porque no existe un marcador fiable del gen Tm1.

Cuadro 1. Resumen esquematico de la resistencia al virus del mosaico del tomate y los alelos de resistencia:

Tm2/Tm2 o Tm2%/Tm22 o
tm2/tm2 Tm2%/Tm2 o tm2/tm2
Tm2/tm2 o Tm2%/tm2
Genotipo y y y
tm1/tm1 Tm1/Tm1o
Tm1/Tm1 o0 Tm1/tm1 o Tm1/tm1
tm1/tm1
Marcador Tm2/22 alelo susceptible alelo resistente alelo susceptible
Resistencia a la
cepa 0 del TOMV ausente presente presente

2.1.17 Si se declara que una variedad es resistente a la cepa 0 del ToMV, se puede realizar un analisis del
marcador de ADN. En los casos en que la resistencia se base en la presencia de los alelos Tm2 o Tm22, el
analisis del marcador de ADN puede reemplazar al bioanalisis tradicional.

2.1.18 Siel analisis del marcador de ADN no confirma la resistencia declarada o si se declara que la variedad
es susceptible, se debe realizar un bioanalisis.
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2.2 Combinaciéon de distancias fenotipicas y moleculares en la gestion de las colecciones de

variedades-{véase-el-Anexo-l})
Ejemplo 1: Lineas parentales en el maiz {véase-el-Anexc ll eiemplo1)

2.2.1 Una caracteristica fundamental del proceso encaminado a eliminar variedades notoriamente
conocidas con anterioridad al ensayo en cultivo DHE es que el umbral se establece con un margen de
seguridad adecuado. Este umbral se denomina umbral de “distincién 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.

2.2.2 Puede utilizarse una combinacion de diferencias fenotipicas y distancias moleculares para determinar
qué variedades de la coleccién de variedades han de compararse con las variedades candidatas para mejorar
la seleccién de las variedades que presentan “distincién plus”, como se explica a continuacion:

a) se cuenta con informacion fiable de que las distancias moleculares estan suficientemente
relacionadas con las diferencias fenotipicas, de modo que:

b) el método selecciona variedades de la coleccidon de variedades que son similares a las
variedades candidatas; y

c) el método no aumenta el riesgo de no seleccionar una variedad de la coleccion de variedades
que sea necesario comparar con las variedades candidatas en el ensayo en cultivo.

2.2.3 i i eno ‘
gestlen—de—las—eeleeemnes—de—vaﬂedades”—Los parrafos 2 2 4 a 2 2 16 constltuyen un ejemplo, elaborado go

expertos de Francia, del uso de la combinacion de las diferencias fenotipicas y las distancias moleculares en
la gestién de las colecciones de variedades.

Descripcién

2.24 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 en base a las descripciones) pueda establecerse con un adecuado
margen de seguridad, ya que las variedades que se eliminan no se incluiran 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.

2.2.5 Lafinalidad 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 seleccidon de variedades
con “distincién 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 coleccion 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
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2.2.6 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 grafico 2).

Componentes del sistema
Distancia GAIA

2.2.7 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 calculo 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.

Distancia molecular

2.2.8 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 nUumero de marcadores y la distribucion de
marcadores con arreglo a las especies de que se trate.
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2.2.9 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 evaluacién de la relacion entre la distancia molecular y

una evaluacion 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

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

Evaluacion 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 util, 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”)

©ONO®=

2.2.10 En el caso del maiz, esta evaluacion mostré 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).

Gréfico 2

EVALUACION DE LA CORRESPONDENCIA DE NIVELES ENTRE
LOS DATOS MOLECULARES Y MORFOLOGICOS

Expertos / Rogers en 504 pares en 2003

experto

0 0,1 0, 03 0,4 0,5 0,6 0,7 08

distancia de Rogers

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

2.2.11 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 grafico 3):
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Gréfico 3
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2.2.12 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 “distincién plus”.

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

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

Ventajas e inconvenientes

2.2.15 Ventajas

a) Mejora de la gestion de las colecciones de variedades y reduccion del numero de variedades
que deben compararse en el cultivo.

b) Utilizacién de distancias morfolégicas 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;

c) Utilizacién de datos moleculares que no se ven afectados por el medio ambiente; el conjunto
de marcadores y el protocolo del laboratorio estan bien definidos;

d) Utilizacién 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 colaboracién entre Alemania, Espafia, Francia, 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 coleccién de variedades);

e) Los caracteres obtenidos por electroforesis también puede sustituirse; y
f) La ausencia de homogeneidad no influye en los perfiles moleculares siempre que se utilicen

suficientes marcadores y el numero de variantes sea bajo. Las lineas parentales del maiz presentan un alto
grado de homogeneidad molecular, pero en otros cultivos podria plantearse un problema.
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2.2.16 Inconvenientes
a) Ineficaz, o poco eficaz, con respecto a especies con variedades sintéticas o poblaciones;

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

c) Trabajo preliminar de comparacion respecto de la evaluacion de la distincidon por expertos en

el examen DHE.

Ejemplo 2: Seleccion genética de variedades similares para el primer ciclo de cultivo—{véase—el-Anexo .

elemple-2)

2.2.17 Este método incluye una fase de comprobacion de la similitud genética antes del primer ciclo de
cultivo.

2.2.18 En aquellos casos en que la duraciéon minima de los ensayos sea normalmente de dos ciclos de
cultivo, se seleccionan de la coleccion de variedades las que son genéticamente similares a fin de compararlas
con las variedades candidatas en el primer ciclo de cultivo. En la fase siguiente, se utiliza la informacion
suministrada por el solicitante en el cuestionario técnico para comprobar si alguna variedad genéticamente
similar presenta diferencias en los caracteres DHE vy, por tanto, no es necesario compararla en el ensayo de
cultivo.

2.2.19 Sobre la base de la descripcién de los caracteres DHE de la variedad elaborada en el primer ciclo de
cultivo, se realiza otra busqueda en la coleccién para encontrar variedades similares que no se hayan
comparado en ese primer ciclo y deban compararse con la variedad candidata en el segundo ciclo.

2.2.20 En-elejemplo-2-del-Anexo-H-del-presente-documento-En los parrafos 2.2.21 a 2.2.31 se ofrece un
ejemplo, elaborado por experios del Reino de los Paises Bajos, de la seleccion genética de variedades
similares para el primer ciclo de cultivo en el caso de la judia comun.

Introduccion

2.2.21 Este método incluye una fase de comprobacion de la similitud genética antes del primer ciclo de
cultivo.

2.2.22 En aquellos casos en que la duracion minima de los ensayos sea normalmente de dos ciclos de
cultivo, se seleccionan de la coleccion de variedades las que son genéticamente similares a fin de compararlas
con las variedades candidatas en el primer ciclo de cultivo. En la fase siguiente, se utiliza la informacion
suministrada por el solicitante en el cuestionario técnico para comprobar si alguna variedad genéticamente
similar presenta diferencias en los caracteres DHE vy, por tanto, no es necesario compararla en el ensayo de
cultivo.

2.2.23 Sobre la base de la descripcion de los caracteres DHE de la variedad elaborada en el primer ciclo de
cultivo, se realiza otra busqueda en la coleccion para encontrar variedades similares que no se hayan
comparado en ese primer ciclo y deban compararse con la variedad candidata en el segundo ciclo.
Procedimiento

Determinacién de la similitud genética

2.2.24 En cuanto se recibe el material vegetal, se obtiene el perfil de ADN de la variedad candidata.

2.2.25 El perfil de ADN se compara con los perfiles de todas las variedades que figuran en la coleccion de
variedades y se seleccionan las que presentan similitud genética.

Informacion del cuestionario técnico

2.2.26 A continuacion, se utiliza la informacién suministrada por el solicitante en el cuestionario técnico para
comprobar si alguna variedad genéticamente similar presenta claras diferencias respecto de los
caracteres DHE, en cuyo caso no sera necesario compararla con las variedades candidatas en el ensayo de
cultivo.
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Ensayo de campo

Primer ciclo de cultivo

2.2.27 Las variedades candidatas y las genéticamente similares seleccionadas mediante el procedimiento
descrito se cultivan en un mismo ensayo de campo. Se elabora una completa descripcién de los
caracteres DHE de la variedad candidata y se compara con las descripciones de todas las variedades de la
coleccién por medio de una base de datos que contiene descripciones elaboradas en el mismo lugar en afios
anteriores.

Resultados posibles:

2.2.28 Sila variedad candidata no es distinta de las variedades genéticamente similares en lo que respecta
a los caracteres DHE, se continuara con el ensayo en otro ciclo de cultivo.

2.2.29 En cualquier caso, la descripcion de la variedad candidata elaborada en el primer ciclo de cultivo se
compara con las descripciones de las variedades de la coleccion por medio de una base de datos que contiene
descripciones elaboradas en el mismo lugar.

a) Si, al final del primer ciclo de cultivo, se determina que la variedad candidata es distinta de
todas las variedades cultivadas en ese primer ciclo y de todas las demas variedades de la coleccidon y que
reune los requisitos de homogeneidad y estabilidad, puede concluirse el examen DHE cuando termine el
primer ciclo de cultivo.

b) En todos los demas casos, debera llevarse a cabo un segundo ciclo de cultivo.

Segundo ciclo de cultivo

2.2.30 En el segundo ciclo, se cultiva la variedad candidata junto con todas aquellas variedades de la
coleccion respecto de las cuales se ha determinado que no es distinta al final del primer ciclo de cultivo.

2.2.31 Altérmino del segundo ciclo de cultivo se efectua una evaluacion de la distincion, la homogeneidad y
la estabilidad. Si no es posible adoptar entonces una decision acerca de la distincion, la homogeneidad y la
estabilidad, puede llevarse a cabo un nuevo ciclo de cultivo.

3. DIRECTRICES PARA LA VALIDACION DE UN NUEVO PROTOCOLO DE MARCADORES
MOLECULARES LIGADOS A CARACTERES COMO METODO ALTERNATIVO DE OBSERVACION

31 Objetivos de las presentes directrices

3.1.1 El propdsito de las presentes directrices es ofrecer orientacion practica para la validacién armonizada
de un nuevo método basado en el modelo de aplicacién “marcadores moleculares ligados a caracteres” antes
de su utilizacion como meétodo alternativo de observacion (véase la seccion 2.1 de este documento).
Se describen los criterios de desempefo necesarios para la validacién y se ofrece orientacion sobre su
evaluacion. Las presentes directrices describen asimismo un protocolo estandar y un estudio de seguimiento.

3.1.2 Si se utiliza una técnica diferente, el laboratorio debera validar su método comparandolo con el
método de referencia, a fin de demostrar que la técnica alternativa produce los mismos resultados.
3.2 Ambito de aplicacion de las presentes directrices

- Todos los cultivos

- Marcadores moleculares ligados a caracteres
- Para el examen de la distincién, la homogeneidad y la estabilidad (DHE).
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3.3 Criterios de desempeno de un nuevo protocolo basado en marcadores moleculares
Especificidad
Definicién

3.3.1 Laespecificidad se define como la correlacion entre el genotipo y el fenotipo, es decir, la fiabilidad del
vinculo entre el marcador y el caracter.

Requisito

3.3.4 La correlacion entre el genotipo y el fenotipo debe ser del 100%. Si la correlacion es inferior al 100%,
deberan realizarse analisis de seguimiento para garantizar la fiabilidad de los resultados. En ese caso, puede
utilizarse una regla de decision. Una correlacion inferior al 100% puede deberse a otros factores genéticos.

¢Como evaluarla?

3.3.5 Numero de variedades: Para iniciar el proceso de seleccién de marcadores, se necesita un numero
adecuado de variedades (conjunto de desarrollo) que refleje, en la medida de lo posible, la diversidad
observada dentro del grupo, cultivo, especie o tipo para el que se pretende utilizar los marcadores con fines
de discriminacion.

3.3.6 Las variedades deberan representar los distintos niveles de expresion e incluir, si se conocen,
variedades en estado heterocigético y homocigético, y proceder de distintos obtentores, presentar distintos
antecedentes genéticos respecto del caracter y representar distintos tipos. Cuando estén disponibles, deberan
utilizarse variedades bien caracterizadas fenotipicamente para el caracter de interés.

3.3.7 Numero de plantas por variedad: Debera evaluarse al menos una planta por variedad si las variedades
disponibles estan bien caracterizadas fenotipicamente. En caso contrario, el nimero de plantas debera ser el
mismo que el previsto para la observacion morfoldgica descrita en las directrices de examen de la UPOV.

3.3.8 La especificidad puede evaluarse en un solo laboratorio.

Sensibilidad y limite de deteccién

Definicion

3.3.9 Ellimite de deteccion se define como la cantidad minima de la diana que puede detectarse de forma
fiable.

3.3.10 En el caso de los analisis realizados en muestras compuestas (por ejemplo, una mezcla de distintas
plantas de la misma variedad), la sensibilidad es critica y debera evaluarse. Cuando se utilicen plantas
individuales, la cantidad de la diana no es critica y este criterio de desempefio es opcional.

Requisito

3.3.11 En el caso de una muestra compuesta, el requisito consistiria en detectar al menos una planta fuera
de tipo en la muestra.

¢Cbmo evaluarlos?

3.3.12 La sensibilidad de la deteccién se comprobara con muestras artificiales obtenidas mezclando una
planta fuera de tipo en una muestra compuesta.

Repetibilidad
Definicion (basada en la norma ISO 16577:2016; referencia al documento UPOV/INF/17)
3.3.13 “Repetibilidad significa que se obtienen resultados de ensayo idénticos con el mismo método, en

elementos de ensayo idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo operador, utilizando el mismo equipo y
en intervalos breves de tiempo.”
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3.3.14 En los métodos cualitativos, la concordancia intralaboratorio es equivalente a la repetibilidad de los
métodos cuantitativos (Langton et al., 2002).

Requisito

3.3.15 Lo ideal es que se alcance el 100% de repetibilidad pero por lo general se acepta un desempefio
> 90%. Si se ha publicado la repetibilidad del método de referencia, la repetibilidad del método alternativo
debera ser al menos equivalente.

¢Como evaluarla?

3.3.16 La repetibilidad puede evaluarse en un solo laboratorio.

3.3.17 Deberan analizarse al menos tres réplicas técnicas de una misma planta (tres extracciones
independientes de ADN). Deberan incluirse, como minimo, todos los tipos de genotipo previstos.

Reproducibilidad

Definicion (basada en la norma ISO 16577:2016; referencia al documento UPOV/INF/17)

3.3.18 “Reproducibilidad significa que se obtienen resultados de ensayo idénticos con el mismo método, en
elementos de ensayo idénticos, en el mismo laboratorio o entre distintos laboratorios, con distintos
operadores, utilizando equipos diferentes y en momentos distintos.”

3.3.19 En los métodos cualitativos, la concordancia interlaboratorio es equivalente a la reproducibilidad de
los métodos cuantitativos (Langton et al., 2002).

Requisito

3.3.20 Lo ideal es que se alcance el 100% de reproducibilidad pero por lo general se acepta un desempefio
>90%. Si se ha publicado la reproducibilidad del método de referencia, la reproducibilidad del método
alternativo debera ser al menos equivalente.

¢Cbmo evaluarla?

3.3.21 La reproducibilidad debera evaluarse entre distintos laboratorios mediante un estudio de validacién
interlaboratorios (ensayo interlaboratorios) con muestras codificadas de genotipos conocidos. Deberan
incluirse todos los tipos de genotipo previstos.

3.3.22 El ensayo interlaboratorios debera contar, como minimo, con tres laboratorios diferentes, incluidos al
menos dos servicios de examen distintos. Si es posible, deberan participar laboratorios con experiencia y
familiarizados con la especie y la técnica. De no ser asi, podra organizarse una capacitacion antes del ensayo
interlaboratorios utilizando muestras sin codificar. Los laboratorios podran participar en el ensayo
interlaboratorios de forma voluntaria. Si no hubiera voluntarios, podra realizarse una evaluacién de la
reproducibilidad intralaboratorio con distintos operadores.

3.3.23 Todos los laboratorios deberan seguir el protocolo que se vaya a validar. El equipo de validacién
podra definir las partes estandar y facultativas del protocolo. Los laboratorios podran participar en el ensayo
interlaboratorios de forma voluntaria. Si no hubiera voluntarios, la reproducibilidad podra determinarse en un
solo laboratorio.

3.3.24 Numero de variedades: Deberan incluirse, como minimo, todos los tipos de genotipo previstos.

3.3.25 Podran seguirse directrices o normas sobre estudios interlaboratorios, como por ejemplo la norma
ISO 13495, Foodstuffs - Principles of selection and criteria of validation for varietal identification methods using
specific nucleic acid; la norma ISO 17043, Conformity assessment - General requirements for proficiency
testing; la norma EPPO PM 7/122-2, Guidelines for the organization of interlaboratory comparisons by plant
pest diagnostic laboratories; o la norma ISTA TCOM-P-10, Validation of seed health methods and organization
and analysis of interlaboratory comparative tests (CT). El equipo de validacion debera citar en su informe las
directrices seguidas.
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Robustez

Definicién (basada en la norma ISO 16577:2016; referencia a UPOV/INF/17)

3.3.26 “La robustez es una medida de la capacidad de un método para no verse afectado por pequefias
desviaciones deliberadas con respecto a las condiciones experimentales descritas en los parametros del
procedimiento, que proporciona una indicacion de su fiabilidad durante el uso normal” (por ejemplo, cambio
del método de extraccion de ADN o cambio de equipo de PCR en tiempo real).

Requisito

3.3.27 Lo ideal es que se alcance el 100% de robustez. Menos del 100% significa que el método no es
robusto frente al cambio de un parametro, y dicho parametro debera indicarse en el protocolo como etapa
obligatoria (por ejemplo, un cambio de mezcla maestra que sea critico).

¢Coémo evaluarla?

3.3.28 La evaluacion especifica de la robustez es opcional. La robustez se evalta parcialmente durante el
ensayo interlaboratorios (reproducibilidad), mediante el uso de distintos laboratorios, equipos, aparatos, etc.

3.4 Informe de validacion

3.4.1 Elinforme de validacion y los resultados deberan ser objeto de una revisién por pares realizada por
dos de los organismos responsables, preferiblemente tres si la reproducibilidad se evalu6 en un solo
laboratorio. La revisidon se realizara de forma voluntaria, pero preferiblemente debera llevarla a cabo un

laboratorio familiarizado con la especie y el método.

3.4.2 Durante el proceso de revision, los revisores podran solicitar datos de validacion adicionales en
consulta con el equipo de validacion.

Contenido del informe de validacién

- Datos brutos generados durante las distintas etapas del proceso de validacion
- Protocolo detallado con indicacién de las etapas estandar y facultativas

- Evaluacion de los criterios de desempefio

- Conclusion

Publicidad

3.4.3 El informe de validacion debera estar disponible previa solicitud. En el nuevo protocolo debera
mencionarse el proceso de validacion e indicarse el servicio de examen de contacto.

3.5 Protocolo estandar para marcadores moleculares ligados a caracteres

3.5.1 Los elementos estandar se indican en la columna “informacion esencial’; los demas elementos

pueden utilizarse en funcién de los caracteres relacionados con el protocolo de examen. Si un laboratorio
desea modificar un capitulo estandar, debera validar su método comparandolo con el método de referencia.
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Cuadro 1: Protocolo estandar para marcadores moleculares ligados a caracteres como método alternativo de

observacion

Elementos de un
protocolo estandar

Informacion

detectar el alelo ‘X’

Capitulo |de marcadores esencial para la |Observacion
moleculares ligados |armonizacién
a caracteres
1 Caracter Si Nombre del caracter.
i Deberan evitarse los marcadores dominantes o los marcadores de
2 Genes y alelos Sl X . . .
presencia/ausencia; de lo contrario, debera evaluarse la robustez.
a) archivo(s) que contienen la informacién sobre la secuencia de ADN
(orden de los nucledtidos).
b) referencia a informacion sobre ADN en bases de datos publicas
(como GenBank).
21 Gen o genes diana |SI
c) referencia a publicaciones en las que se revele la informacién
sobre la secuencia de ADN de los niveles de expresion del caracter.
d) referencia a una posicion particular en la version publicada del
genoma de referencia.
a) archivo(s) que contienen la informacion sobre la secuencia de ADN
(orden de los nucleotidos).
b) referencia a informacion sobre ADN en bases de datos publicas
como GenBank).
Alelo ( )
2.2 correspondiente al |SI . L . L
. . c) referencia a publicaciones en las que se revele la informacién
nivel de expresion 1 . . s .
sobre la secuencia de ADN de los niveles de expresion del caracter.
d) referencia a una posicion particular en la version publicada del
genoma de referencia, en combinacion con el SNP o INDEL
responsable del nivel de expresion.
a) archivo(s) que contienen la informacién sobre la secuencia de ADN
(orden de los nucleotidos).
b) referencia a informacién sobre ADN en bases de datos publicas
como GenBank).
Alelo ( )
2.3 correspondiente al |SlI . L . .
) . c) referencia a publicaciones en las que se revele la informacién
nivel de expresion n . . s .
sobre la secuencia de ADN de los niveles de expresion del caracter.
d) referencia a una posicion particular en la version publicada del
genoma de referencia, en combinacion con el SNP o INDEL
responsable del nivel de expresion.
Secuencias de cebadores y sondas, referencias a accesiones y
Cebadores (y " . o #
3 Sl secuencias en bases de datos publicas (nimeros GenBank),
sondas) o .
bibliografia.
Cebadores . .
y " Secuencias de cebadores correspondientes al alelo o alelos para el
3.1 sondas) para Sl . e e . .
. nivel de expresion ‘9’ (resistencia).
detectar el alelo ‘9
Cebadores . .
y " Secuencias de cebadores correspondientes al alelo o alelos para el
3.2 sondas) para Sl . e .
g0 nivel de expresion ‘1’ (susceptibilidad).
detectar el alelo ‘1
Cebadores . .
y " Secuencias de cebadores correspondientes al alelo o alelos para el
3.3 sondas) para Sl

nivel de expresion ‘x’.
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Capitulo

Elementos de un
protocolo estandar
de marcadores
moleculares ligados
a caracteres

Informacion
esencial para la
armonizacion

Observacion

Formato del
examen

4.1

Nudmero de plantas
por genotipo

Se exige un numero minimo de plantas individuales: el examen del
marcador se realiza en el mismo numero de plantas individuales y
aplicando los mismos criterios de distincidon, homogeneidad y
estabilidad que en el examen del caracter mediante un ensayo de
observacion (documentos TGP/9 y TGP/10).

4.2

Variedades control

Si

Deberan utilizarse variedades control (las mismas que en el ensayo
de observacion) como patrones que representen todas las
combinaciones pertinentes de alelos. Por ejemplo, podran ser
homocigoticas para el alelo correspondiente al nivel de expresion 9
(presente), homocigéticas para el alelo correspondiente al nivel de
expresion 1 (ausente) o heterocigéticas (ambos alelos presentes en
un diploide), y podran corresponder a resistencia, susceptibilidad o
resistencia intermedia de la variedad (segun la funcion del gen;
dominante/recesivo). Los controles de ADN pueden utilizarse
directamente.

4.3

Controles del
proceso

Si

a) Controles negativos del proceso.

b) Controles positivos de ADN, que pueden ser las variedades control.
c) Control interno de amplificacion en el caso de un marcador de
presencia/ausencia (un marcador dirigido al gen de citocromo oxidasa

como marcador interno de amplificacion).

d) Tampén utilizado para la extraccion.

Preparativos

NO

En funcion del método utilizado. No figura en las directrices de
examen. Podran proporcionarse protocolos detallados como ejemplo
en un anexo o ponerse a disposicion previa solicitud a la organizacion
que desarroll6 el marcador. Por lo general, se realiza un muestreo de
plantulas de 4 dias, seguido de una extraccion de ADN mediante el
método CTAB.

Técnica del método

Si

PCR convencional, TETRA-ARMS, qPCR, KASP, secuenciacion de
amplicones.

6.1

Condiciones
particulares

NO

En funcion del método utilizado. No figura en las directrices de
examen. Podran proporcionarse protocolos detallados como ejemplo
en un anexo o ponerse a disposicion previa solicitud al instituto que
desarrollé el marcador. Debera incluirse un protocolo de PCR que
describa las concentraciones de cebadores, enzima y dNTP, asi
como el esquema de ciclos de PCR.

6.2

Equipo o
infraestructura
especificos

NO

En funcion del método utilizado. No figura en las directrices de
examen. Podran proporcionarse protocolos detallados como ejemplo
en un anexo o ponerse a disposicion previa solicitud al instituto que
desarrollé el marcador.

Equipos, kits comerciales, fabricantes de componentes y nimeros de
lote de los productos quimicos.

Observaciones

NO

En funcion del método utilizado. No figura en las directrices de
examen. Podran proporcionarse protocolos detallados como ejemplo
en un anexo o ponerse a disposicion previa solicitud al instituto que
desarrollé el marcador. Las observaciones pueden consistir en
bandas en gel de agarosa (PCR convencional), valores Ct (JPCR) o
identificacion de variantes basada en lecturas de secuenciacion.
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Elementos de un
protocolo estandar |Informacion
Capitulo |de marcadores esencial para la |Observacion
moleculares ligados |armonizacién
a caracteres

En funcion del método utilizado.

En el caso de la gPCR, debera comprobarse que las curvas
71 Validez de los si presenten la forma caracteristica de amplificacién exponencial.
’ resultados Debera comprobarse que los controles se comporten segun lo
esperado (controles negativos = ausencia de sefal; controles

positivos = sefiales esperadas para todos los fluoréforos).

Relacion entre los alelos y los niveles de expresion, con las notas

Interpretacioén de los correspondientes. En caso de que el resultado del examen del
8 resultados del Si marcador de ADN no confirme la declaracion contenida en el
examen cuestionario técnico, debera realizarse un ensayo en campo o un
bioensayo.

S Proporcionar informacién sobre la validacion del protocolo o remitir a
Validacion del " . S
9 Sl los usuarios al servicio de examen de contacto para obtener

protocolo . ) S
informacién adicional.
9.1 Servicio de examen si Datos de contacto del instituto que desarrollé el protocolo, incluido el
’ de contacto nombre del servicio.

3.5.2 En las directrices de examen del tomate (TG/44/12), en el caracter “Resistencia al virus del mosaico
del tomate” (ToMV) (véase Ad. 59(ii), “Examen de marcadores de ADN”), se ofrece un ejemplo de “marcador
molecular ligado a caracteres como método alternativo de observacion”. Aunque se ajusta a las presentes
orientaciones, se adopté antes del formato de presentacion estandar descrito en el Cuadro 1y, por tanto, se
presenta en un formato diferente. El informe del ensayo comparativo realizado por tres laboratorios esta
disponible previa solicitud a info@naktuinbouw.nl.

3.6 Estudio de seguimiento tras la aprobacién

3.6.1 Lavalidacién del marcador no es definitiva, ya que pueden aparecer nuevas variaciones geneéticas en
las variedades comercializadas. Se trata de un proceso de evaluacion continua. Tras la aceptacién del
protocolo validado, la especificidad debera reevaluarse mediante ensayos paralelos (examen del marcador y
bioensayo), junto con el método de observacion al menos durante el primer afo.

3.6.2 Tras el primer aifo de aceptacién del protocolo, deberan realizarse comprobaciones morfoldgicas en
aproximadamente el 10% de las nuevas variedades.
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