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Identificación de
variedades de patata
mediante marcadores moleculares
La utilización de los marcadores de ADN permite la identificación de las variedades de una forma rápida y fiable
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El factor varietal se ha
convertido en clave
para todos los
eslabones de la cadena
de la producción
agraria, desde el
obtentor preocupado
por proteger sus
derechos hasta el
consumidor que paga
por una calidad
determinada. Mediante
la técnica de los
microsatélites,
asociados a la PCR, la
Asociación de
Productores de Patata
de Castilla y León
(Appacale) puede
identificar y establecer
un perfil genético de
numerosas variedades
de patata cultivadas.

I

a variedad es en la actuali-
dad un factor determinante
para cualquier cultivo tanto
a nivel técnico (adaptación a

la zona de producción, especiali-
zación para diferentes usos,
etc.), como económico (exclusivi-
dad, nichos comerciales, etc.).
Por ello, la identificación varietal
de los cultivos es importante en
cualquier eslabón de la cadena
de producción agraria.

En su primer paso como va-
riedad, las obtenciones vegeta-
les para poder ser registradas
como nuevas variedades deben

satisfacer los requisitos de ser
distintas, homogéneas y esta-
bles. En el proceso de evaluación
para Registro, los criterios de ho-
mogeneidad y estabilidad se eva-
lúan sin problemas, sin embargo
los criterios de distinción son
más difíciles de establecer. Pos-
teriormente, una vez registrada,
los obtentores deben protegerse
de la utilización ilícita de sus va-
riedades. Desde los comienzos
del siglo XX la necesidad de pro-
tección de las variedades hizo
que los fitomejoradores busca-
ran medios legales para proteger

sus derechos. Así en 1960 se
creó la Unión Internacional para
la Protección de las Obtenciones
Vegetales (UPOV) que desde en-
tonces se ha encargado de armo-
nizar las normas jurídicas para la
protección de variedades entre
los Estados miembros.

Por último, una vez en el mer-
cado, se hace necesario reforzar
las garantías aportadas al usua-
rio, desde el agricultor-productor
de semilla hasta el consumidor
del supermercado, en materia de
pureza e identificación varietal y
poder confirmar que se ha sumi-
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Los marcadores moleculares de ADN permiten detectar la variabilidad a nivel del genoma.
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nistrado la variedad que ha pedido
y por la que ha pagado el cliente.

Todos estos factores determi-
nan la importancia de disponer
de sistemas efectivos para la
identificación inequívoca de las
variedades.

I Evolución de las
técnicas de
identificación de
variedades

Desde la prehistoria, el hom-
bre ha seleccionado y mejorado
especies vegetales y animales
basándose en el fenotipo, en las
diferencias observables y cuanti-
ficables. Del mismo modo, la
identificación de variedades se
ha basado tradicionalmente en
criterios morfológicos. Por ejem-
plo, la UPOV determina el estu-
dio de cincuenta caracteres mor-
fológicos en la patata, doce de
ellos referentes al brote y el res-
to a caracteres como altura de la
mata, forma de la hoja y otras ca-
racterísticas de flores y tubércu-
los, para poder establecer que
una variedad es diferente. El in-
conveniente de este sistema es
que para una correcta evalua-
ción es necesario examinar to-
das las fases del cultivo, con el
consiguiente coste, y además
existe la posibilidad de cometer
errores, debido a la variabilidad
propia de los caracteres morfoló-
gicos.

Así, la investigación científica
se ha encaminado hacia la utili-

LA IDENTIFICACIÓN DE
VARIEDADES
tradicionalmente se
realiza mediante
criterios morfológicos,
que suponen gran
esfuerzo y están
sujetos a error

zación de técnicas basadas en la
variabilidad de criterios físico-quí-
micos que dependen del patrimo-
nio genético de cada variedad. A
finales de los años setenta se ex-
tendió el uso de las técnicas de
electroforesis de proteínas e ¡so-
enzimas. Estas técnicas son fáci-
les y rápidas de realizar y no re-
quieren una infraestructura de la-
boratorio muy sofisticada. Han
sido utilizadas principalmente
para evitar fraudes, para confir-
mar rápidamente la identidad de
una variedad o detectar mezclas
en los lotes. La identificación de
variedades en función de las iso-
enzimas está particularmente
bien desarrollada para los cerea-
les y el análisis de gluteínas, hor-
deínas y otras isoenzimas están
ahora incluidas en las directrices
de la UPOV para la identificación
de trigo, cebada y maíz. En patata
esta técnica se ha utilizado du-
rante años con éxito y existen ca-
tálogos de perfiles de proteínas
para la identificación de muchas
variedades europeas (Stege-
mann y Loeschke, 1976).

LAS TÉCNICAS
MOLECULARES
permiten una
identificación rápida y
fiable de las variedades
de patata para reforzar
las garantías aportadas
al usuario

Sin embargo, la electrofore-
sis de proteínas presenta el in-
conveniente de que las proteínas
son el resultado de la expresión
génica, y por tanto, puede ser dis-
tinta de unos tejidos a otros, de
una etapa de desarrollo a otra, de
un medio ambiente a otro y de
una época del año a otra. En defi-
nitiva, sólo permiten comparar
plantas o tubérculos en el mismo
estado fisiológico. Además, entre
variedades muy emparentadas
es difícil encontrar polimorfismos
que permitan distinguirlas. Así

pues se hizo necesario el desa-
rrollo de un método comparativo
que permitiera identificar una va-
riedad con independencia de las
condiciones ambientales o fisio-
lógicas de las plantas.

11 Las técnicas
moleculares

Los avances de la tecnología
del ADN han permitido el desarro-
llo de los marcadores molecula-
res de ADN, que permiten detec-
tar la variabilidad a nivel del geno-
ma y por tanto no se ven influidos
por el ambiente externo o interno
de las plantas.

Actualmente la mayor parte
de los marcadores moleculares
de ADN comúnmente utilizados
se basan en la PCR (Reacción en
Cadena de la Polimerasa), cuyo
desarrollo supuso una auténtica
revolución en la biología molecu-
lar. La POR es una técnica que
permite la "amplificación" o co-
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Figura 1.
ESQUEMA BÁSICO DE LA UTILIZACIÓN DE LOS MICROSATÉLITES PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE VARIEDADES.
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IDENTIFICACIÓN DE LOTES DE PATATA MEDIANTE MICROSATÉLITES.

Los carriles 1, 2y 3 se corresponden con ADN patrón de las variedades Caesar,
Elodie y Monalisa, respectivamente. Carriles 4-6: muestra 1, etiquetada como
Caesar; 7-9: muestra 2, etiquetada como Elodie; 10-12: muestra 3, etiquetada
como Monalisa; 13-15: muestra 4, etiquetada como Monalisa. Las muestras 2 y 3
no se corresponden con los perfiles de los patrones, no son ni Elodie ni Monalisa,
respectivamente.
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pía de fragmentos de ADN. La na-
turaleza y longitud de los frag-
mentos amplificados depende
de los cebadores o iniciadores
de la reacción que se utilicen.

En Appacale se utilizan los
marcadores denominados " mi-
crosatélites" o SSRs (Repetición
de Secuencias Simples). Los mi-
crosatélites son zonas del geno-
ma ricas en repeticiones en tán-
dem de dos a ocho nucleótidos,
que son las "letras" con las que
se escribe el código genético.
Las diferencias entre las varieda-
des se basan en el número de ve-

ces que se repiten estas secuen-
cias básicas. Por ejemplo, la va-
riedad A tiene el microsatélite
(GAC) 3 , en el que se repite GAC
tres veces y se diferencia de la
variedad B que tiene 7 repeticio-
nes de GAC, (GAC) 7 . Su aplica-
ción como marcadores se basa
en la amplificación de estas áre-
as repetidas mediante la PCR
con cebadores complementarios
de las zonas flanqueantes del
microsatélite (figura 1).

Para realizar el análisis con
marcadores moleculares de
este tipo, en primer lugar se ex-

trae el ADN de la muestra o va-
riedad a estudiar, bien de tejido
de hoja o de tubérculo, ya conti-
nuación se "copia" o amplifica el
microsatélite que deseamos
mediante una PCR, utilizando los
cebadores específicos para ese
microsatélite. Por último, se vi-
sualizan los fragmentos amplifi-
cados en un gel de poliacrilamida
teñido con nitrato de plata. Nor-
malmente aparecen una o dos
bandas por microsatélite, cada
una se corresponde con un frag-
mento de ADN amplificado. Cada
microsatélite da un patrón de
bandas único, de forma que la
suma de la información produci-
da por varios microsatélites pro-
duce un patrón de bandas con-
junto que es específico de cada
variedad. Este patrón de bandas
es como una huella dactilar y
puede ser usado para distinguir
a esa variedad de las demás. Por
ejemplo, en la FNPPT (Federation
Nationale des Prodecteurs de
Plant de Pomme de Terre) con
cinco microsatélites pueden dis-
tinguir entre 206 variedades dife-
rentes (Moisan-Thiery, 2001). Si
tenemos el perfil molecular de
una muestra desconocida y que-
remos saber si corresponde a

una variedad determinada, ten-
dremos que compararlos. Si los
dos perfiles difieren entre sí aun-
que solo sea en una banda, po-
demos afirmar que no son la mis-
ma variedad (figura 2).

Así pues, la utilización de los
marcadores de ADN permite la
identificación de las variedades
de una forma rápida y fiable, lo
que se puede aplicar a diferen-
tes situaciones, como verificar
el material producido in vitro
para la producción de semilla
prebase, analizar la pureza vare-
tal de lotes de patata de siembra
o comprobar la veracidad del eti-
quetado en patatas de consu-
mo, identificar rápidamente un
lote de plantas o proteger los de-
rechos de los obtentores evitan-
do la multiplicación fraudulenta
de variedades protegidas. •
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