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RESUMEN

1. El objetivo de este documento es informar al Comité Técnico (TC) y al Comité Administrativo y Juridico
(CAJ) sobre los avances relativos a las técnicas moleculares.

2. Se invita al TC a:

(a) solicitar a los Grupos de Trabajo Técnico (TWP) que, en sus reuniones de 2025, examinen la
propuesta de directrices para la validacion de un nuevo protocolo de marcadores moleculares especificos de
caracteres para el examen DHE, que figura en el Anexo del presente documento;

(b)  tomar nota de la peticién de las organizaciones de obtentores de que se elaboren orientaciones
en la UPOV sobre la confidencialidad de los datos moleculares y del ofrecimiento de proponer un proyecto de
modelo de acuerdo, que se presentara en la tercera sesion del Grupo de Trabajo Técnico sobre Métodos y
Técnicas de Examen (TWM); y

(c) tomar nota de los elementos informativos que figuran en el presente documento.

3. En este documento se utilizan las siguientes abreviaturas:
CAJ: Comité Administrativo y Juridico
ISTA: International Seed Testing Association
OCDE: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
TC: Comité Técnico
TWA: Grupo de Trabajo Técnico sobre Plantas Agricolas
TWEF: Grupo de Trabajo Técnico sobre Plantas Frutales
TWM: Grupo de Trabajo Técnico sobre Métodos y Técnicas de Examen
TWO: Grupo de Trabajo Técnico sobre Plantas Ornamentales y Arboles Forestales
TWP: Grupo(s) de Trabajo Técnico(s)

TWV: Grupo de Trabajo Técnico sobre Hortalizas
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4. La estructura de este documento es la siguiente:

DIRECTRICES PARA LA VALIDACION DE UN NUEVO PROTOCOLO DE MARCADORES
MOLECULARES ESPECIFICOS DE CARACTERES COMO METODO ALTERNATIVO DE

OBSERVACION. ...ttt ss et ss e es 2228282282828t 2
F N C=Te7=To =T o (=TS SOUUPRRRTN 3
Novedades acontecidas en los Grupos de Trabajo Técnicos en sus sesiones de 2024 ..............ccocccvvvieeeeeeeeciiieeneenn. 3
Grupo de Trabajo Técnico sobre Métodos y Técnicas de Examen (TWM)............cooeemoiiiiiieeeeeeiiieee e 3
CUESTIONES PARA INFORMACION ..ottt e ettt ee et en s s e s nen s e e 4
Novedades acontecidas en la segunda reunién del Grupo de Trabajo Técnico sobre Métodos y Técnicas de
EXAMEN (TWIM) ..ttt ettt ettt ettt ookt e e sttt e £ o bt e e 4kt e e e sttt e e ea et e e et b e e e esbe e e e saneeeeabbeeenan 4
Avances en técnicas moleculares y bioinfOrmMALICA ..........ccueiiiiiiiiie e 4
Ultimos avances en técnicas moleculares y DiOINOIMALICA ...............ccveeueeeveveeeeerreeeeereeeeesssesesesesessssassssesesesnans 4
Cooperacion entre organizaciones iNterNACIONAIES ..................cuuiiieuii i ittt 4
Informe sobre los trabajos relativos a las técnicas moleculares en relacion con el examen DHE ........................... 4
El uso de técnicas moleculares en la identificacion de variedades...............cccooceeeeeceeeeeeie e 6

ANEXO: Directrices para la validacion de un nuevo protocolo de marcadores moleculares especificos de
caracteristicas para estudios DHE como método alternativo de observacion".

DIRECTRICES PARA LA VALIDACION DE UN NUEVO PROTOCOLO DE MARCADORES MOLECULARES
ESPECIFICOS DE CARACTERES COMO METODO ALTERNATIVO DE OBSERVACION

5. El TWM' , en su segunda sesion, recibié una ponencia de la Sra. Amandine LeVan (Francia) sobre
"Directrices para la validacion de un nuevo protocolo de marcadores moleculares especificos de caracteres
para estudios DHE como método alternativo de observacién", de la que se proporciona copia en el documento
TWM/2/17. EI TWM tomé nota de que las propuestas formuladas durante la ponencia seran examinadas por
el TWV e informadas al TC en sus sesiones de 2024.

6. El TWV? , en su quincuagésima octava sesion, examiné el documento TWV/58/9, presentado por un
experto de los Paises Bajos (Reino de). El documento TWV/58/9 se reproduce en el Anexo del presente
documento.

7. El TWV convino en que las orientaciones sobre la evaluacion de caracteres mediante marcadores
moleculares presentadas en las directrices de examen se beneficiarian de la armonizacioén internacional.

8. El TWV acordé proponer la supresién de la ultima frase del apartado 5 y la inclusién de una referencia
a las respectivas orientaciones de la UPQOV aplicables a las normas ISO mencionadas.

9. El TWV acordd proponer que se modifique la informacién proporcionada en el cuadro del protocolo,
punto 8, para aclarar que "en caso de que el resultado de la prueba del marcador de ADN no confirme la
declaracion del Cuestionario Técnico, debera realizarse un ensayo de campo o un bioensayo para evaluar si
la declaracion del Cuestionario Técnico es correcta”.

10. EITWYV tomd nota de que los obtentores podian utilizar marcadores moleculares especificos para cada
caracter y convino en que tenian derecho a informar al examinador sobre el método de evaluacion utilizado
para evaluar los caracteres en el Cuestionario Técnico, en los casos en que se dispusiera de un marcador
molecular alternativo al indicado en el Cuestionario Técnico.

11.  Seinvita al TC a solicitar a los TWP que, en sus
reuniones de 2025, examinen la propuesta de
directrices para la validacion de un nuevo protocolo de
marcadores moleculares especificos de caracteres
para el examen DHE, que figura en el Anexo del
presente documento.

" TWM, segunda sesion, celebrada por medios electronicos, del 8 al 11 de abril de 2024. Véase el documento TWM/2/21 "Informe",
parrafos 57 a 61.

2 TWV, quincuagésima octava sesion, celebrada por medios electronicos, del 22 al 25 de abril de 2024. Véase el documento TWV//58/11
"Informe", parrafos 54 a 58.
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CONFIDENCIALIDAD Y PROPIEDAD DE LA INFORMACION MOLECULAR
Antecedentes

12. EITC, en su quincuagésima octava sesion® , tomo nota de los debates mantenidos en los TWP, en sus
sesiones de 2022, sobre "Confidencialidad y propiedad de la informacion molecular". ElI TC tomo nota de las
preocupaciones expresadas por las organizaciones de obtentores en el TWM en el sentido de que la
informacién molecular utilizada durante el examen de una variedad no debe ser compartida por la autoridad
que recibié la solicitud sin el permiso del obtentor. EI TC convino en invitar a los miembros y observadores a
informar sobre las politicas vigentes en materia de confidencialidad de la informacién molecular en los TWP,
en sus sesiones de 2023 (véase el documento TC/58/31 "Informe", parrafos 48 a 50).

13. EITC, en su quincuagésima novena sesion* , tomo nota de las politicas sobre las que se ha informado
y de los debates sobre la confidencialidad de la informacion molecular en las sesiones de los TWP de 2023.
ElI TC convino en reiterar la invitacion a los miembros y observadores para que informen sobre las politicas
existentes en materia de confidencialidad de la informacién molecular en los TWP, en sus sesiones de 2024.

14. En el documento SESSIONS/2023/5 "Técnicas moleculares" se ofrecen mas antecedentes sobre este
asunto.

Novedades acontecidas en los Grupos de Trabajo Técnicos en sus sesiones de 2024

15.  En sus reuniones de 2024, se invitd a los TWP a presentar ponencias e informar sobre ejemplos de
politicas sobre confidencialidad y acceso a datos moleculares. En el TWA, el TWF, el TWO y el TWV no se
inform& sobre las politicas existentes en materia de confidencialidad.

Grupo de Trabajo Técnico sobre Métodos y Técnicas de Examen (TWM)

16. ElI TWMO recibié una ponencia sobre "Confidencialidad de la informacién molecular" del Sr. Marcel
Bruins, de CropLife International, en nombre de la African Seed Trade Association (AFSTA), la Asia and Pacific
Seed Association (APSA), la Comunidad Internacional de Fitomejoradores de Plantas Horticolas de
Reproduccién Asexuada (CIOPORA), CroplLife International, Euroseeds, la International Seed Federation
(ISF) y la Asociaciéon de Semillas de las Américas (SAA) ("organizaciones de obtentores"). En el documento
TWM/2/7 figura una copia de la ponencia.

17. EITWM tomé nota de la peticién de las organizaciones de obtentores de que se elaboren orientaciones
en la UPQV sobre la confidencialidad de los datos moleculares y del ofrecimiento de proponer un proyecto de
modelo de acuerdo, que se presentara en su tercera reunion.

Ejemplos de politicas de confidencialidad y acceso a datos de informacion molecular

18. EITWM senalo6 que se espera que la Unién Europea adopte una politica sobre el acceso a las muestras
de variedades vegetales, incluidas las muestras de ADN, de la que se informara en los TWP en 2024.

19. ElI TWM acordé invitar a los miembros de la UPOV a que informen en su tercera reuniéon sobre las
politicas existentes en materia de confidencialidad de la informacién molecular.

20. Seinvita al TC a tomar nota de la solicitud de las
organizaciones de obtentores de que se elaboren
orientaciones en la UPOV sobre la confidencialidad de
los datos moleculares y del ofrecimiento de proponer
un proyecto de modelo de acuerdo, que se presentara
en la tercera sesion del TWM.

3 TC, quincuagésima octava sesion, celebrada en Ginebra, los dias 24 y 25 de octubre de 2022.
4 TC, quincuagésima novena sesion, celebrada en Ginebra, los dias 23 y 24 de octubre de 2023.

5 TWM, segunda sesion, celebrada por medios electronicos, del 8 al 11 de abril de 2024. Véase el documento TWM/2/21 "Informe",
parrafos 57 a 61.
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CUESTIONES PARA INFORMACION

Novedades acontecidas en la segunda reunion del Grupo de Trabajo Técnico sobre Métodos y Técnicas de

Examen (TWM)

21. El TWM celebrd su segunda reuniéon por medios electronicos del 8 al 11 de abril de 2024. En las
secciones siguientes se informa de las novedades sobre técnicas moleculares.

Avances en técnicas moleculares y bioinformatica

Ultimos avances en técnicas moleculares y bioinformatica

Norma ST.26 de la OMPI - Secuencia de la OMPI

22. ElI TWM escuché una ponencia de la Sra. Emma Francis, de la Organizacién Mundial de la Propiedad
Intelectual (OMPI), sobre la "Norma ST.26 de la OMPI - Secuencia de la OMPI", de la que se proporciona
copia en el documento TWM/2/15.

23. ElI TWM sefald que podrian elaborarse algoritmos de busqueda para bases de datos que contengan
informacion sobre nucledtidos o aminoacidos utilizando el formato de datos ST.26 estandar de la OMPI,
incluidos los datos sobre variedades vegetales.

Cooperacion entre organizaciones internacionales

OCDE
24.  EITWM recibié una ponencia del Sr. Csaba Gaspar, de la Organizacion de Cooperacion y de Desarrollo
Econdémicos (OCDE), sobre "Ultimas novedades en la aplicaciéon de BMT en el marco de los Sistemas de

Semillas de la OCDE", de la que se facilita copia en el documento TWM/2/19.

25. ElI TWM tomé nota de la utilizacién de técnicas moleculares en los Sistemas de Semillas de la OCDE
como procedimiento complementario para la identificacion de variedades en los ensayos de campo.

26. ElI TWM sefal6 que la OCDE estaba estudiando la evaluacién de caracteres mediante el analisis de
imagenes y que se preveia considerar en el futuro el uso de algoritmos de inteligencia artificial.

ISTA
27. El TWM escuchd una ponencia de la Sra. Ana Laura Vicario, de la International Seed Testing
Association (ISTA), sobre el "Informe de la ISTA sobre la utilizacion de técnicas moleculares”, del que se

proporciona copia en el documento TWM/2/18.

28. EI TWM tomd nota de la invitacion a los expertos interesados a unirse a las actividades del Comité de
Variedades de la ISTA.

29. ElI TWM dio las gracias a la OCDE y a la ISTA por informar sobre los avances en el uso de técnicas
moleculares en sus respectivas organizaciones.

30. EITWM tomo nota de la invitacién de la UPQV para la organizacion conjunta de un taller de la OCDE,
la ISTA y la UPOV en el futuro, a fin de debatir la utilizacion de técnicas moleculares en cada organizacion y
explorar una mayor colaboracién en este ambito.

Informe sobre los trabajos relativos a las técnicas moleculares en relacion con el examen DHE

Gestién de colecciones de referencia mediante marcadores moleculares: un nuevo enfoque basado en la
prediccién gendémica

31.  ElI TWM examiné el documento TWM/2/4 y escuchd una ponencia del Sr. Adrian Roberts (Reino Unido)
sobre "Prediccién gendmica para la gestion de colecciones de referencia", cuya copia se reproduce en el
documento TWM/2/4 Add.
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32. ElI TWM observé que el método de prediccién gendmica tenia por objeto establecer vinculos entre los
marcadores moleculares y la expresion fenotipica de los caracteres en las variedades de ray-grass, y que
podria ayudar a la gestion de las colecciones de variedades.

33. ElI TWM sefialé que el método de prediccion gendmica se habia desarrollado utilizando datos de un
unico lugar de ensayo y que se seguiria evaluando en otros cultivos en los que se dispusiera de datos de
diferentes lugares.

Evaluacion de la uniformidad mediante marcadores moleculares

34. EI TWM examind el documento TWM/2/5 y escuchd una ponencia del Sr. Adrian Roberts (Reino Unido)
sobre "Evaluacion de la homogeneidad mediante marcadores moleculares”, cuya copia se reproduce en el
documento TWM/2/5 Add.

35. EITWM observé que la investigacién se habia llevado a cabo evaluando la variabilidad genética de un
cultivo alégamo (ray-grass) con caracteres medidos y no probados en caracteres pseudocualitativos.

36. EI TWM sefialé que en los proximos pasos de la investigacion se podria investigar el error de medicion
asociado a la metodologia de secuenciacion mediante ejecuciones independientes con la misma muestra
conjunta.

Enfoques moleculares para apovyar el examen DHE

37. ElI TWM examiné el documento TWM/2/6 y escuchd una ponencia de la Sra. Vanessa McMillan
(Reino Unido) sobre "Enfoques moleculares en apoyo del examen DHE", cuya copia se reproduce en el
documento TWM/2/6 Add.

38. EITWM tomo nota de que se habia logrado hasta un 75% de correlacién marcador-rasgo en variedades
de cebada, aunque no en relacion con los caracteres DHE. El TWM tomé nota de la intencién de publicar los
marcadores moleculares identificados en el proyecto, que también podrian utilizarse para autenticar nuevas
semillas de variedades. EI TWM acordo invitar al experto del Reino Unido a que informe sobre los progresos
realizados en su tercera reunion.

Actividades de I+D de la OCVV

39. EI TWM escuché una ponencia de la Sra. Cécile Collonnier (Unién Europea) sobre las "Actividades de
I+D de la OCVV", de la que se facilita copia en el documento TWM/2/12.

40. EITWM tomd nota de las aportaciones de los distintos proyectos presentados, en particular del proyecto
INVITE, que finalizara en 2024.

Maiz6H-60K: Una matriz de polimorfismos de nucleétido Unico para todo el genoma y su aplicacion

41. ElI TWM recibié una ponencia de la Sra. Hongli Tian (China) sobre "Maize6H-60K: Una matriz de
polimorfismos de nucleétido Unico para todo el genoma y su aplicacion", de la que se proporciona copia en el
documento TWM/2/16.

42. ElI TWM observo que el 21% de los SNP de la matriz estaban situados en regiones codificantes del
genoma, aunque aun no se habia identificado su relacion con la expresion de los caracteres.

Directrices para la validacién de un nuevo protocolo de marcadores moleculares especificos para estudios
DHE como método alternativo de observacion

43. ElI TWM escuché una ponencia de la Sra. Amandine LeVan (Francia) sobre "Directrices para la
validacion de un nuevo protocolo de marcadores moleculares especificos de caracteres para estudios DHE
como método alternativo de observacion”, cuya copia figura en el documento TWM/2/17.

44. EI TWM sefalé que la propuesta seria examinada por el TWV e informada al TC, en sus sesiones de
2024.
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El uso de técnicas moleculares en la identificacion de variedades

Uso de marcadores basados en inteligencia artificial para la trazabilidad de variedades

45. EI TWM escuchd una ponencia de la Sra. Ana Laura Vicario (Argentina) sobre la "Utilizacion de
marcadores basados en la inteligencia artificial para la rastreabilidad de las variedades", de la que se facilita
copia en el documento TWM/2/9.

46. EI TWM senal6 que la tecnologia se utiliza en los procedimientos rutinarios de control del mercado y
trazabilidad de las variedades de cebada y trigo en Argentina. El TWM tomé nota de que la tecnologia se
estaba desarrollando para las variedades de soja.

47. ElI TWM observé que el algoritmo utilizado establece patrones Unicos para cada variedad basandose
en la morfologia de las semillas. El TWM observé que los umbrales para la toma de decisiones y el error
aceptado podrian ajustarse para permitir el analisis de la pureza de las variedades.

LociScan, una herramienta de selecciéon de combinaciones de marcadores genéticos para la
discriminacion de variedades vegetales

48. ElI TWM asistid6 a una ponencia del Sr. Yang Yang (China) sobre "LociScan, una herramienta de
seleccion de combinaciones de marcadores genéticos para la discriminacion de variedades vegetales", cuya
copia figura en el documento TWM/2/14.

49. ElI TWM sefalé que la herramienta informatica LociScan identifica combinaciones de conjuntos de
marcadores para optimizar el nUmero de marcadores necesarios para discriminar las variedades. El TWM
senald que el tiempo de analisis requerido por la herramienta dependera del nimero de muestras procesadas
y no del nimero de marcadores utilizados.

50. EI TWM tomo nota de que la herramienta informatica LociScan estaba disponible para ser probada y
acordo invitar a los expertos interesados a probar la herramienta e informar de los resultados al experto de
China.

51. Se invita al TC y al CAJ a tomar nota de las

cuestiones informativas que figuran en el presente
documento.

[Sigue el anexo]
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EXTRACTO DEL DOCUMENTO TWV/58/9

DIRECTRICES PARA LA VALIDACION DE UN NUEVO PROTOCOLO DE MARCADORES )
MOLECULARES ESPECIFICOS DE CARACTERES COMO METODO ALTERNATIVO DE OBSERVACION

Documento elaborado por expertos de Francia, ltalia y el Reino de los Paises Bajos

DOCUMENTOS ASOCIADOS ... ..ceeiie ettt e et e e ee e e et e e e aaeeeeaseeeeaaseeeeaanseeeeaaseeeeaasaeeeeansseeeaaneeeeaanseeeeansaeeeanneeeesanneeenn 1
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Il. AMBITO DE APLICACION DE LAS PRESENTES DIRECTRICES ..ottt 2
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MARCADORES MOLECULARES ...ttt ettt e e st e st e e e e m e e e amtee e e amaeeeeeasteeeaanseeeesnneeeeanseeeanns 2
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CCOMO BVAIUAITO? ...ttt ettt e e et e et e e et e et e et e e et e e e 4
V. INFORME DE VALIDACION .......oooiititititeeeeeeeee ettt en et et et et seesn s s anesetsaeteseeeseenen s enessseeneeeeenenenes 4
Contenido del informe de ValidaciON...........ccooo oo 4
[0 o1 11T = To [ OSSPSR UU PRI 4
V. PROTOCOLO ESTANDAR PARA EL PROTOCOLO DE MARCADORES MOLECULARES
ESPECIFICOS DE CARACTERISTICAS ...ttt ettt e e et e e st e e e ettt e e e antaeeesnsaeeeaasbeeeaansaeeesnneeaeansseeeanns 4
VL. ENCUESTA DE SEGUIMIENTO TRAS LA APROBACION . ........coovitiiiieeieeeeeeee e en e 7
DOCUMENTOS ASOCIADOS

1. Tenga en cuenta que las partes resaltadas indican texto citado de los documentos que figuran a
continuacion:

- TG/M/3: Introduccion general al examen de la distincién, la homogeneidad y la estabilidad y a
la elaboracién de descripciones armonizadas de las obtenciones vegetales

- TG/44: Directrices para la realizacién de los ensayos de distincion, homogeneidad y
estabilidad del tomate

- TGP/12: Orientaciones sobre ciertos caracteres fisiolégicos

- TGP/15: Orientacion sobre el uso de marcadores bioquimicos y moleculares en el examen de

la distincion, la homogeneidad y la estabilidad (DHE)

- UPQVI/INF/17  Directrices para los perfiles de ADN: seleccién de marcadores moleculares y creacion
de una base de datos

- UPOV/INF/18 Posibilidad de utilizar marcadores moleculares en el examen de la distincion,
homogeneidad y estabilidad (DUS)

- TWV/54/7 + Add Utilizacion de técnicas moleculares en el examen DHE
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l. OBJETIVOS DE ESTAS DIRECTRICES

2. El propésito de estas directrices es elaborar los principios contenidos en la Introduccién General
(documento TG/1/3), y sus documentos TGP asociados, en una guia practica detallada para la validacion
armonizada de un nuevo método basado en un marcador molecular antes de su uso como prueba alternativa.
Se describen los criterios de rendimiento necesarios para la validacion y se ofrecen orientaciones sobre su
evaluacion. Estas directrices también describen un protocolo estandar con capitulos obligatorios y opcionales.
También se describe la encuesta posterior a la aceptacion.

3. Si se utiliza una técnica diferente, el laboratorio debe validar su método en comparacién con el método
de referencia (para demostrar que la técnica alternativa da los mismos resultados).

Il AMBITO DE APLICACION DE LAS PRESENTES DIRECTRICES

Todos los cultivos
Marcadores moleculares especificos de las caracteristicas
Para el examen de Distincién, Homogeneidad y Estabilidad (DHE).

lll.  CRITERIOS DE FUNCIONAMIENTO DE UN NUEVO PROTOCOLO BASADO EN MARCADORES
MOLECULARES

Especificidad

Definicion

4. Correlacion entre el genotipo y el fenotipo, es decir, fiabilidad del vinculo entre el marcador y el caracter.
Requisito

5. En principio 100% de correlacién entre el genotipo y el fenotipo. Si la correlacién es inferior al 100%,
deben realizarse una o varias pruebas de seguimiento para garantizar la fiabilidad de los resultados. En ese
caso puede utilizarse una regla de decision. Una correlacioén inferior al 100% puede deberse a otros factores
genéticos. También puede sugerir que la no correlacion no esta causada por el marcador, sino por factores
externos en las observaciones fenotipicas (por ejemplo, biotest para la resistencia a una enfermedad).

Cémo evaluarlo

6. Numero de variedades: "Para iniciar el proceso de seleccion de marcadores se necesita un nimero
adecuado de variedades (conjunto de desarrollo) que refleje como maximo la diversidad observada dentro del
grupo/cultivo/especie/tipo para el que se pretende que los marcadores sean discriminantes."

7. Las variedades deberan representar los diferentes niveles de expresioén (si se conocen variedades con
estado heterocigotico y homocigético), proceder de diferentes empresas de semillas, con diferentes
antecedentes genéticos del caracter y diferentes tipos. Deberan utilizarse variedades bien caracterizadas
fenotipicamente para el caracter de interés cuando estén disponibles.

8. Numero de plantas por variedad: Al menos una planta por variedad si se dispone de variedades bien
caracterizadas fenotipicamente. En caso contrario, el nUmero de plantas debera ser el mismo que para la
observacion morfoldgica descrita en la directriz de la UPOV.

9. La especificidad puede evaluarse en un solo laboratorio.

Sensibilidad y limite de deteccién

Definicién
10.  El limite de deteccion se define como la cantidad minima de la diana que puede detectarse de forma
fiable.

11. En el caso de los andlisis realizados en muestras a granel (por ejemplo, un conjunto de diferentes
plantas de la misma variedad), la sensibilidad es critica y debe evaluarse. Para el uso en plantas individuales,
la cantidad del blanco no es critica y este criterio de rendimiento es opcional.
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Requisito
12.  En el caso de un conjunto, el requisito seria detectar al menos un fuera de tipo en el conjunto.
¢Coémo evaluarlo?

13.  Utilizar muestras artificiales mezclando una fuera de tipo a un conjunto para comprobar la sensibilidad
de la deteccion.

Repetibilidad

Definicion (basada en ISO 16 577:2016)

14. "Repetibilidad; cuando se obtienen resultados de ensayo idénticos con el mismo método, en elementos
de ensayo idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo operario, utilizando el mismo equipo en intervalos

cortos de tiempo."

15. Para los métodos cualitativos, la concordancia es equivalente a la repetibilidad de los métodos
cuantitativos (Langton et al., 2002).

Requisito

16. Idealmente el 100%, un rendimiento 290% es generalmente aceptado. Si se publica la repetibilidad del
método de referencia, la repetibilidad del método alternativo debe ser al menos equivalente.

¢Como evaluarlo?
17. La repetibilidad puede evaluarse dentro de un mismo laboratorio.

18. Al menos tres réplicas técnicas extraidas de una misma planta (tres extracciones independientes de
ADN). Incluir al menos todos los tipos de genotipo esperados.

Reproducibilidad

Definicion (basada en ISO 16 577:2016)

19. "Reproducibilidad; cuando los resultados de las pruebas se obtienen con el mismo método, en
elementos de prueba idénticos, dentro del mismo laboratorio o entre laboratorios diferentes, con operadores
diferentes, utilizando equipos diferentes" en momentos diferentes.

20. Para los métodos cualitativos, la concordancia es equivalente a la reproducibilidad de los métodos
cuantitativos (Langton et al., 2002).

Requisito

21. ldealmente el 100%, generalmente se acepta un rendimiento 290%. Si se publica la reproducibilidad
del método de referencia, la reproducibilidad del método alternativo debe ser al menos equivalente.

¢Como evaluarlo?

22. La reproducibilidad debe evaluarse entre distintos laboratorios mediante un estudio de validacién
interlaboratorios (Ring-test) con muestras codificadas de genotipos conocidos. Deben incluirse todos los tipos
de genotipo esperados.

23. Enlaring-test deberan participar al menos tres laboratorios diferentes, incluidas al menos dos oficinas
de examen diferentes (por ejemplo, en el proyecto INVITE participaron 3 oficinas de examen en la prueba de
validacion). Si es posible, deberan participar laboratorios experimentados que conozcan la especie y la
técnica. Si no, se puede organizar una formacién antes del ring-test con muestras no codificadas. Los
laboratorios pueden participar en un ring-test de forma voluntaria. En caso de que no haya voluntarios, la
reproducibilidad puede determinarse dentro de un laboratorio.

24. Todos los laboratorios deben seguir el protocolo para ser validados. En el protocolo, el equipo de
validacion puede definir partes obligatorias y opcionales. Por ejemplo, véase el protocolo CPVO/TP-044/4-
Rev. en el que se definieron las etapas obligatorias y opcionales.
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25. Numero de variedades: Incluir al menos todos los tipos de genotipo previstos.

26. Pueden seguirse las directrices/normas sobre estudios interlaboratorios: 1SO 13495 Foodstuffs -
Principles of selection and criteria of validation for varietal identification methods using specific nucleic acid,
ISO 17043 Conformity assessment - General requirements for proficiency testing, EPPO pm7-122-2
Guidelines for the organization of interlaboratory comparisons by plant pest diagnostic laboratories, ISTA
TCOM-P-10-Validation of seed health methods and organization and analysis of interlaboratory comparative
tests (CT)... El equipo de validacién puede citar en su informe las directrices seguidas.

Robustez

Definicién

27. "Robustez; una medida de su capacidad para no verse afectado por pequenas, pero deliberadas,
desviaciones de las condiciones experimentales descritas en los parametros del procedimiento y proporciona
una indicacion de su fiabilidad durante el uso normal” (por ejemplo, cambio del método de extraccién de ADN
o cambio de la maquina de tiempo real).

Requisito

28. Loideal es el 100%, si es menos significa que el método no es robusto a un cambio de un parametro y
esto debe indicarse en el protocolo como un paso obligatorio (por ejemplo, un cambio de una mezcla maestra
que seria critico).

¢Como evaluarlo?

29. Es opcional evaluar, y la robustez se evalla parcialmente durante el ensayo interlaboratorios
(reproducibilidad), (diferentes laboratorios, equipos, maquinaria, personas, etc.).

IV. INFORME DE VALIDACION

30. El informe de validacién y los resultados deben ser revisados por dos (preferiblemente 3 si la
reproducibilidad se ha realizado en un solo laboratorio) de las oficinas de examen. La revisién es voluntaria,

pero es preferible que la realice un laboratorio familiarizado con la especie y el método.

31. Durante el proceso de revisién, los revisores pueden exigir datos de validacion adicionales en
concertacion con el equipo de validacion.

Contenido del informe de validacién

Datos brutos generados durante las distintas fases del proceso de validaciéon
- Protocolo detallado con pasos opcionales y obligatorios definidos

- Evaluacion de los criterios de rendimiento

- Conclusion

Publicidad

32. El informe de validacién debe estar disponible previa solicitud. En el nuevo protocolo debera
mencionarse el proceso de validacion con la oficina de examen de contacto. En algunos casos particulares,
por ejemplo un "protocolo de secreto comercial” (esterilidad masculina citoplasmatica en la col), el protocolo
y el informe de validacion no podran compartirse fuera de las oficinas de examen.

V. PROTOCOLO ESTANDAR PARA EL PROTOCOLO DE MARCADORES MOLECULARES
ESPECIFICOS DE CARACTERISTICAS

33. Los elementos obligatorios se indican en la columna "informacién esencial", los demdas elementos
pueden utilizarse en funcién del protocolo de ensayo caracteristico. Si un laboratorio desea
adaptar/modificar/cambiar un capitulo obligatorio o un elemento de un capitulo obligatorio, debe validar su
método en comparacion con el método de referencia (para demostrar que se obtienen los mismos resultados
que con el método publicado).
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Cuadro 1: Protocolo estandar de marcadores moleculares especificos de caracteristicas (véase el
documento TWV/54/7 "Utilizacién de técnicas moleculares en el examen DHE". Las modificaciones estan
resaltadas en gris)

Capitulo

Elementos de un
protocolo estandar
de marcadores
moleculares
especificos de
caracteristicas

Ejemplo

Informacion
esencial para
la
armonizacion

Observacion

caracteristica

Resistencia al virus del
mosaico del tomate (ToMV)
Véase TG/44/11/rev3 - Ad
51 ii Prueba del marcador
de ADN

Genes y alelos

Véase TG/44/11/rev3 - Ad
51:ii Prueba de marcadores
de ADN add 2

S|

Necesidad de evitar el marcador dominante o
el marcador de presencia/ausencia, de lo
contrario debera evaluarse la solidez.

2.1

Gen(es) diana

Gen de resistencia Tm2

Arens, P. et al (2010)

Si

a) archivo(s) que contiene(n) la informacién
sobre la secuencia del ADN (orden de los
nucleotidos)

b) referencia a informacién sobre ADN en
bases de datos publicas (como GeneBank)

c) referencia a publicaciones (cientificas) en
las que se revele la informacion de la
secuencia de ADN de los niveles de expresion
del caracter.

d) referencia a una posicion concreta en la
version del genoma de referencia publicada.

22

Alelo
correspondiente al
estado 1

Tm2y Tm2?2

Arens, P. et al (2010)

S|

a) archivo(s) que contiene(n) la informacion
sobre la secuencia del ADN (orden de los
nucleostidos)

b) referencia a informacion sobre ADN en
bases de datos publicas (como GeneBank)

c) referencia a publicaciones (cientificas) en
las que se revele la informacion de la
secuencia de ADN de los niveles de expresiéon
del caracter.

d) referencia a una posicion concreta en la
version publicada del genoma de referencia en
combinacién con el SNP o INDEL responsable
del estado de expresion.

2.3

Alelo
correspondiente al
estado de
expresion n

tm2

Arens, P. et al (2010)

Si

a) archivo(s) que contiene(n) la informacion
sobre la secuencia del ADN (orden de los
nucleotidos)

b) referencia a informacion sobre ADN en
bases de datos publicas (como GeneBank)

c) referencia a publicaciones (cientificas) en
las que se revele la informacion de la
secuencia de ADN de los niveles de expresién
del caracter.

d) referencia a una posicion concreta en la
versién publicada del genoma de referencia en
combinacién con el SNP o INDEL responsable
del estado de expresion.

Cebadores (y
sondas)

Véase TG/44/11/rev3 - Ad
51:ii Prueba de marcadores
de ADN afadir 3, 3.1y 3.2

S|

Secuencias de cebadores y sondas, referencia
a accesiones y secuencias en bases de datos
publicas (numeros Genebank), bibliografia

3.1

Cebadores (y
sondas) para
detectar el alelo "9

S|

Primer Secuencias correspondientes a alelo(s)
para la expresion "9" (resistencia)

3.2

Cebadores (y
sondas) para
detectar el alelo "1

Si

Primer Secuencias correspondientes a alelo(s)
para la expresion "1" (susceptibilidad)
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Capitulo

Elementos de un

protocolo estandar

de marcadores
moleculares

especificos de
caracteristicas

Ejemplo

Informacion
esencial para
la
armonizacion

Observacion

Cebadores (y

Primer Secuencias correspondientes a los

3.3 sondas) para Si g
" alelos de la expresion "x
detectar el alelo "x
4 Formato de la
prueba
se requiere un numero minimo de plantas
individuales (véase 5.2.1a) el examen del
Numero de ) marcador se realiza en el mismo numero de
41 plantas por >=20 Si plantas individuales, con los mismos criterios
genotipo de distincion, homogeneidad y estabilidad que
para el examen del caracter mediante un
ensayo de observacion (TGP 15)
Variedades de control (las mismas que en el
ensayo de observacién) como patrones que
representan todas las combinaciones
pertinentes de alelos. Por ejemplo,
homocigoto para el alelo correspondiente al
_ Véase TG/44/11/rev3 - Ad estado de expresion 9 (presente), homocigoto
Variedades de e " para el alelo correspondiente al estado de
4.2 51: ii Prueba de marcadores |SI . : )
control . expresion 1 (susceptible) y heterocigoto
de ADN afiadir 4.2 - S
(ambos alelos estan presentes en un diploide)
correspondiente al estado de expresion
resistente, susceptible o intermedio
(dependiendo de la funcion del gen;
dominante - recesivo). Pueden utilizarse
directamente controles de ADN.
4.3 Controles de por ejemplo, el tampdén Si a) Control(es) negativo(s) del proceso
procesos utilizado para I{:r 'eg(traccién; b) Control(es) positivo(s) de ADN que
un ;nar' cador dirigido al gen pueden ser las variedades de control
de fa citocromo qx:dasa c) Control interno de amplificacion en
como marcador interno de d dor d
amplificacion caso e.marca or. e
presencia/ausencia
) Depende del método utilizado. No figura en las
Por ejemplo, muestreo de directrices de ensayo. Pueden facilitarse
5 Preparativos plantulas de 4 dias seguido |\ protocolos detallados como ejemplo en el
de extraccion de ADN anexo o solicitarse al instituto que desarroll6 el
mediante el método CTAB. marcador.
por ejemplo, PCR
convencional, TETRA-
Rendimientoo ARMS, qPCR, KASP,
6 técnica del secuenciacion de amplicones|Si
método Véase TG/44/11/rev3 - Ad
51:ii Prueba de marcadores
de ADN afadir 6
por ejemplo, pr_otocolo de Depende del método utilizado. No figura en las
PCR que describa las . . "
.. . directrices de ensayo. Pueden facilitarse
Condiciones concentraciones de .
6.1 . : NO protocolos detallados como ejemplo en el
particulares cebadores, enzimas y dNTP, L N .
. anexo o solicitarse al instituto que desarrollo el
y el esquema de los ciclos de
marcador.
PCR
or eiemplo. maquinas. kits Depende del método utilizado. No figura en las
Hardware o por ejemp’lo, maquinas, directrices de ensayo. Pueden facilitarse
. comerciales, fabricacion de .
6.2 infraestructura . NO protocolos detallados como ejemplo en el
. componentes, numeros de L - .
particular P anexo o solicitarse al instituto que desarroll6 el
lote de productos quimicos
marcador.
7 Observaciones NO
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Capitulo

Elementos de un
protocolo estandar
de marcadores
moleculares
especificos de
caracteristicas

Ejemplo

Informacion
esencial para
la
armonizacion

Observacion

Por ejemplo, bandas en gel
de agarosa (PCR
convencional), valores Ct
(qPCR) Llamada de
variantes basada en lecturas
de secuenciacion.

Depende del método utilizado. No figura en las
directrices de ensayo. Pueden facilitarse
protocolos detallados como ejemplo en el
anexo o solicitarse al instituto que desarroll6 el
marcador.

Validez de los

Por ejemplo, para qPCR,
compruebe si existen curvas
de amplificacion exponencial
tipicas. Compruebe si los
controles son los esperados

7.1 2 S Si Segln el método utilizado.
resultados (controles negativos = sin
sefal; controles positivos =
muestran las sefales
esperadas para todos los
fluoréforos).
Interpretacion de | Véase TG/44/11/rev3 - Ad " Relacion entre alelos y expresiones (con sus
8 los resultados de |57: ii Prueba de marcadores |SI notas) y exp
las pruebas de ADN afAadir 8
Este protocolo se valido
mediante un ensayo
Validacién del iqterlaboratorios con .
9 método diferentes laboratorios (por Sl
’ ejemplo, Interlaboratory
Comparative Test Report,
INVITE 2024).
9.1 Contacto con la por ejemplo; Naktuinbouw si Contacto del instituto que ha desarrollado este
: oficina de examen ’ protocolo, Nombre del servicio.
VI. ENCUESTA DE SEGUIMIENTO TRAS LA APROBACION
34. La validacion del marcador no es fija, ya que pueden surgir nuevas genéticas en el mercado. Se trata

de un proceso de evaluacién continua. La especificidad debe reevaluarse tras la aceptacion de la validacion
utilizando pruebas dobles al menos durante el primer afio con el método de observacion.

35. Tras el primer afio de aceptacion del protocolo, deberan realizarse controles morfologicos de
aproximadamente el 10% de las nuevas variedades.

[Fin del anexo y del documento]
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