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En la actualidad se dispone de varias técnicas que permiten revelar variablilidades
a nivel de DNA. Caracteristicas del DNA que diferencian dos o més individuos v que se
heredan genéticamente, son conocidas como maracadores moleculares.

Los principales tipos de marcadores moleculares pueden ser clasificados en dos
grupos, segin la metodologia utilizada para identificarlos: Hibridacién o amplificacién
del DNA. Enuwe los identificados por hibridacién estan los marcadores RFLP
{“Restriction Fragment Length Polymorphism’™) v Minisatélites o locus VNTR
(“Variable Number of Tandem Repeats™). Aquellos revelados por amplificacion
incluyen los marcadores del tipo RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA™);
SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions™) o ASA (Amplified Specific
Amplicon); Microsatélites (o SSR - “Simple Sequence Repeats™); v AFLP (Amplified
Fragment Length Polvmorphism). Las tecnologias de los marcadores moleculares estan
evolucionande rapidamente v va existen modificaciones para algunas de las iéciucas
anteriormente mencionadas. Con todo, los tipos de marcadores aqui listados son los que
estén siendo utilizados para la caracterizacion de cultivos. Puede encontrarse la
descripeion de cada uno de los tipos de marcadores mencionados en Milach (1998a) e
Ferreira & Grattapagha (1995).

La técnica de RFLP es laboriosa, emplea mas tiempo para la obtencion de
resultados que otras técnicas, el coste es relativamente alto y pone de manifiesto un
grado de polimorfismo de intermedic a bajo, segiin la especie. A pesar de ello, los
RFLPs han sido utilizados en un gran numero de estudios de caracterizacion (Gebhardt
et al., 1989; O’Donoughue et al., 1994; Autrique er af., 1996). Todo ello debido
principalinente a su alta fiabilidad y reproductivilidad en la obtencion de resultados.

Los minisatélites o locus VINR son secuencias repetidas de DNA, advacentes v
en numero variable (Jeffreys er al, 1983). Esta técnica es similar a la de RFLP.
variando bésicamente en el tipo de sonda utilizada y presentande las ventajas y
desventajas de la técnica anterior. Una ventaja adicional de los minisatélites es el alto
arado de polimorfismo presentado, dependiendo de la variacién de la distribucién de los
sitios de restriceién, de las sondas utilizadas, y del nlimero v tipos de secuencias
repetidas. De hecho, utilizando uma tnica sonda de minisatélites, Nybom ¥
colaboradores (1990) caracterizaron cuatro cultivos de Malus sp., cuatro de Prunus
serotina y ocho de Rubus sp.

Entre las técnicas presentadas, la RAPD es la de menor costo, nimero de etapas
vy tiempo de obtencidn de resultados, v es ficil de implementar. Atn con todo, una de
las desventajas es su baja reproductibilidad v poca fiabilidad de un laboratoric a ofro, lo
que dificulta la comparacion de datos obtenidos en diferentes zonas. Asi mismo deben
de tomarse precauciones para la caracterizacion de los cultivos. El nivel de
polimorfisme obtenido con RAPDs varia mucho con la especie en cuestién y ba side
utilizada con éxito para la caracterizacion de variedades de cebada (Tinker er af., 1993;
Penner er al., 1998) y arroz (MacKill, 1993), entre otras.

Los marcadores SCAR son amplificados con “primers” especifices, disefiados
en base a secuencias ya mapeadas o caracterizadas (Paran & Michelmore, 1993).

Muchos de los “primers” se obiienen de la conversién de marcadores RAFPD en
SCAR. Esta transformacion, en general resulta en la disminucion del nivel de
polimorfismos obtenidos por SCAR. Con todo, esto puede atenuarse con la digestion de



enzimas de restriccion de los productos amplificados, v con la secuenciacién de las
bandas menomérficas v subsecuente disefio de “primers” que amplifiquen secuencias
mas variables entre los genotipos. La técnica de SCAR es muy semejante a la de RAPD,
con la ventaja de ser mas fiable y con la desventaja de implicar la utilizacién de
“primers” de elevado coste.

Los microsatélites implican el disefio de “primers” especificos. lo cual es un
procese laborioso v caro. Pero una vez que se disponga de estes, el costo de esia
técnica se asemeja a la de RAPD, con la excepcion de que los geles para separar los
fragmentos de DNA deben de ser de peliacrilamida, los cuzles son de elevado coste. La
gran ventaja de esta técnica es el aito polimorfismo revelado, que le vuelve una de las
mejores opciones para el uso de la caracterizacién de cultivos, principalmente en
germoplasma emparentadoe y de baja variabilidad,

Por fin, la técnica de AFLP posee una gran capacidad para la deteccion de
variabilidad genética y para la caracterizacion de cultivos. De hecho, ha sido utilizada
con éxito para esta finalidad (Hongtrakul er af, 1997). Enfre las ventajas de su uso, esta
¢l alio grado de polimorfismo ¥y el alto nimero de marcadores detectados por gel
analizado. AFLP es la técnica mas laboriosa entre las técnicas de PCR, necesita geles de
poliacrilamida para la separacion de los fragmentos y estd protegida por patente.

Algunas de estas técnicas han sido utilizadas con éxita para la identificacion v
caracterizacion de especies de Phyfophthora, un hongo de interés fitopatdgenc. Los
métodos moleculares de identificacion de Phytophthora basados en la amplificacidon por
PCR de la regién del genoma que codifica para los rRNAs, v concretamente, las
regiones ITS1, 5.8S y ITS2, han permitido la identificacion objetiva de especies de este
género (Cook er. al,, 2000).

En la Escola Superior Agraria de Braganga, v en colaboracidn con la Universidad
de Salamanca hemos puesto a punto un SCAR capaz de identificar Phviophthora
cinnameomi con DNA cbtenido a partir de muestras de distintos sustratos.
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