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A Nelly y Pincas,



Promiscuos

Sopa de vivoras, hervimos -uno entre todas, una entre
todos-

jugando a la meiosis, intercambiando palmos,
decimetros.

Hechos de retaceria. Cruzandonos.

Recuerdo de quién fue la parte que aqui tuviste.

No innata casi. De eso poco queda.

Dénde la entregas ahora,

por qué calle, en cual numero, sobre qué cuatro patas.

Lo mejor que damos era de alguien, nos lo dio.

Lo mejor que dimos lo masca alguien de alguien.
Crossing-over.

Este tramo de arcoiris que reparto al azar, tuyo,
de que ajeno procede?

Cdémo te quiso dirian los crooners,
para haberte dejado lo que ofrezco sonriendo y jadeante.
A estas horas ya nada es ya de nadie. Quiasmas.

O ese palpito -ligeramente abyecto-

que llega a veces raras,

sera cuando al ir devolviendo nos devuelven,

casualidad desde la quinta o séptima potencia,

un segmento que fue propio muy de veras hace siglos,

y sin reconocerio nos retorna -pulsado, tostado al sol,
milvivido:

intacto?

Gerardo Deniz
Mexico, 1978
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Resumen

La variacidon en la calidad panadera ha sido asociada a el tenor proteico y
a la composicién de proteinas de reserva del grano.

Entre las proteinas de reserva, variacién alélica en las gluteninas de
alto peso molecular han podido explicar hasta el 50% de la calidad en
trigos europeos.

Klein 32 (K32), un cultivar argentino de buena calidad cultivado en los
anos 30, presenta las mismas subunidades de gluteninas de alto peso
molecular que Chinese Spring (CS) de mala calidad panadera.

Estudios previos realizados sobre estos materiales mostraron que las
gluteninas de bajo peso molecular y/o las gliadinas, cuyos genes estan
codificados en los brazos cortos de los cromosomas homedlogos de los
grupos 1 y 6, podrian ser responsables de la diferencia en calidad entre
estos genotipos.

Se encontré que marcadores moleculares localizados en el cromosoma
1BS pudieron explicar alrededor del 20% de la variacion en calidad de una
poblacién F2.3 derivada del cruzamiento de K32 y CS. Ademas, se
encontraron efectos positivos de alelos de CS de marcadores localizados
en el cromosoma 6AS.

Los marcadores asociados a la calidad panadera se encontraron ligados a
los loci X-Glu3 y X-Gli1 en el cromosoma 1BS; y a X-Gli2 el 6AS

El contenido proteico relativo influyé marcadamente en la calidad
panadera estimada por la prueba de sedimentacion en SDS. El uso de este
caracter como covariable permiti6 mejorar la porcion de varianza de la
calidad explicada por los marcadores del 1BS. La determinacién de la
calidad mediante el uso del mixdgrafo no se vieron tan influenciadas por
el contenido proteico.

La utilizacién de los marcadores moleculares identificados, para
seleccionar los alelos de K32 en el 1BS y los de CS en el 6AS podria
resultar en un incremento del 30% de la calidad a igualdad de contenido
proteico.

Asimismo, se encontraron evidencias de nuevos genes de proteinas de
reserva recientemente reportados por otros investigadores.



Summary

Breadmaking quality variation is related to differences in protein content anc
protein composition.

Among storage proteins, it has been reported that variation in the high
molecular weight (HMW) glutenin subunit composition can explain about 50%
of breadmaking quality in European varieties.

Klein 32 (K32), an old Argentinean variety with good rheological
properties presents the same HMW glutenin subunit composition than
Chinese Spring (CS), a poor baking quality genotype.

Previous studies indicated that low molecular weight glutenins and/or
gliadins whose genes are coded on the short arms of chromosome groups
1 and 6 could be responsible of the difference in quality showed by these
genotypes.

The association of molecular markers located in these regions showed
that the short arm of chromosome 1B, could explained around 20% of the
variation in the trait in an F.3 population derived from K32 and CS.
Moreover, positive effects of alleles from CS located on chromosome 6A
were found.

Markers associated to breadmaking quality were found linked to the X-
Glu3 and X-Gli1 loci in chromosome 1BS; and to X-Gl/i2 in chromosome
6AS.

Protein content largely affected breadmaking estimation by SDS
sedimentation test, and the use of this trait as a covariant improved the
degree of explanation of the breadmaking quality by markers on
chromosome 1BS. Mixing parameters behave more independently of
protein content.

The use of markers to select K32 alleles at 1BS and CS alleles at 6AS in
breeding programs could result in a 30% increase in quality at the same
protein level.

Evidence of novel storage protein genes proposed by other researchers
was found.
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Introduccion

1.-El _trigo_v la calidad panadera

E! trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los cuatro cultivos bésicos que
consume el hombre, junto con el arroz, el maiz y la papa. La
concentracion proteica de este cereal es baja comparada con otros
alimentos, sin embargo, en virtud de su aito consumo, contribuye con
casi un 40% de la nutricién basica de la humanidad (Milner et al., 1966).
La importancia de este cereal por sobre otros cereales o cultivos ricos
en hidratos de carbono (v.g. papa) radica en la caracteristica unica de su
harina, que permite su panificacion. Asi es que, aunque sus rendimientos
unitarios medios son sensiblemente inferiores a otros cereales como el
maiz, su produccion se mantiene, e inclusive se esta extendiendo su
cultivo hacia zonas mas calidas (Fischer y Byerlee, 1991). Esta
caracteristica consiste en la capacidad de la harina de desarrollar una
matriz viscoelastica durante la formacion de la masa, que permite
retener el gas producido por la fermentacion (por levaduras) expandiendo
esta masa. Después del horneado, el volumen final del pan revela la
cantidad total de gas retenido, y la medicion de este volumen constituye
un método directo de caracterizar la calidad panadera de la harina.

La calidad panadera de una harina esta determinada tanto por el
contenido proteico, como por el tipo de proteina. Finney y Barmore
(1948) encontraron que el contenido relativo de proteinas de los granos
esta altamente asociado con el volumen de pan producido. Cuando esta
relaciéon se establece dentro de una determinada variedad, la pendiente

de la curva resulta un indicador del tipo de proteinas presentes en la



misma. Resultados similares fueron obtenidos luego por Bushuk et al.

(1969) y Simmonds (1989).

2.-Las proteinas de reserva

Una de las primeras clasificaciones de las proteinas del endosperma de
los granos de trigo fue propuesta por Osborne (1907) en base a su
solubilidad diferencial.

De esta manera, se determinaron cuatro grupos producto de una
extraccion secuencial. Estos son: 1) las albuminas, solubles en agua; 2)
las globulinas, en soluciones salinas; 3) las proléminas (o gliadinas), en
soluciones alcohdlicas (70% etanol) y 4) las glutelinas (o gluteninas), en
acidos o bases débiles.

Esta clasificacion que se ha mantenido en el tiempo debido a su
simplicidad, es compatible con una clasificacion funcional, que separa
las proteinas totales en dos grupos:

1) Las albuminas y globulinas son las llamadas proteinas citoplasmicas
o metabolicamente activas ya que comprenden enzimas y proteinas
ribosomales y de membrana. Constituyen entre el 15 y el 20 % de las
proteinas totales, estan localizadas en la capa de aleuronas y en el
embrién y son ricas en aminodcidos esenciales. Es una fraccién
relativamente constante en valor absoluto. Son polipéptidos
monomeéricos, globulares y sus pesos moleculares varian de 12 a 16 kDa
y de 20 a 200 kDa para albuminas y globulinas respectivamente.

2) Las gliadinas y gluteninas son las llamadas proteinas de reserva y
estan localizadas en cuerpos proteicos o en la matriz proteica del

endosperma.



Las gliadinas son solubles en soluciones alcohdlicas. Son la fraccién mas
abundante de las proteinas totales del grano y constituyen una mezcla
compleja de polipéptidos cuyos pesos moleculares van de 30.000 a
70.000 (Bietz y Wall, 1972). Han sido clasificadas en o, B, yy wde
acuerdo a su movilidad en electroforesis en geles acidos de
poliacrilamida (APAGE) (Woychik et al.,, 1961), siendo las de mayor peso
molecular las . Cada variedad posee de 30 a 50 subunidades distintas
cuando se las separa mediante APAGE, y la gran variacion alélica
observada ha llevado a utilizarlos para identificaciones varietales
(Wrigley et al, 1982a), e inclusive se ha re‘portado SuU uso como
marcadores genéticos de calidad industrial en trigos duros (du Cros,
1987) y hexaploides (Wrigley et al.,, 1982b) y de otros caracteres
fenotipicos en trigos hexaploides (Metakovsky et al., 1990).

La complejidad presente en la composicion de gliadinas es debida,
probablemente, a que los genes estructurales para su sintesis se
presentan en loci complejos (Metakovsky et al., 1990). Estos loci estan
ordenados en bloques de ligamiento en 6 de los cromosomas del trigo, en
los brazos cortos de cada uno de los cromosomas homedlogos de los
grupos 1 y 6 (Metakovsky et al., 1990). Otros estudios (Jackson et al.,
1983; Lafiandra et al., 1984) confirmaron que los componentes yy o
estaban codificados por genes en los brazos cortos de los cromosomas
del grupo 1 y los a y B por los del grupo 6.

Las gluteninas, requieren de agentes reductores y de soluciones
alcalinas o acidas para su extraccién. Constituyen el segundo grupo en
importancia entre las proteinas mds abundantes y presentan complejos

enlaces disulfuro intermoleculares que agrupan varias subunidades



proteicas en agregados de alto peso molecular. Estas subunidades pueden
separarse en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). y se definen de acuerdo a su
movilidad, las fracciones A (gluteninas de alto peso molecular, HMW), B
y C (gluteninas de bajo peso molecular, LMW).

Cada variedad generalmente presenta de 3 a 5 subunidades de gluteninas
HMW, y se han descripto hasta 20 variantes en trigos hexaploides (Payne
et al, 1981b) y otras distintas en especies silvestres relacionadas
(Nevo y Payne, 1987). Algunas de estas variantes no se presentan nunca
juntas en una variedad sugiriendo que son formas alélicas, mientras que
otras aparecen altame-nte ligadas en pares (Payne et al., 1981b). Estos
pares consisten en una subunidad de menor y otra de mayor movilidad en
SDS-PAGE, designadas x e y respectivamente (Payne et al., 1981b).
Estudios genéticos utilizando materiales nuli-tetrasdémicos,
ditelosémicos y lineas de sustitucion, han determinado que las
subunidades estan codificadas por loci simples ubicados en los brazos
largos de los cromosomas homedlogos del grupo 1 (Lawrence y Shepherd,
1981, Payne et al.,, 1982). Analisis moleculares indicaron que en cada
locus estan presentes dos genes fuertemente ligados, que codifican para
los polipéptidos x e y (Harberd et al, 1986). Sin embargo, no todos los
productos de esos genes estan presentes en las variedades de trigo
hexaploide. Tal es el ejemplo de la proteina codificada por el gen Glu-
Aly que no se expresa en ninguna de las variedades conocidas,
constituyendo un alelo nulo (ver Tablat).

Las gluteninas de bajo peso molecular estdn presentes en un numero de 2

a 9 por variedad (usualmente 3 6 mas), y similarmente a lo que ocurre en



las gluteninas de HMW aigunas de ellas son formas alélicas (Gupta y
Shepherd., 1988). Estas subunidades fueron subdivididas, segun -su
comportamiento en electroforesis en dos dimensiones, en subunidades B
y C (Jackson et al., 1983) debidas a diferencias en puntos isoeléctricos y
en menor medida por su tamafo. El control genético de estas subunidades
ha sido determinado por andlisis similares a los utilizados en las
gluteninas de HMW, y se demostré que los mismos estaban ubicados en
los brazos cortos de los cromosomas homedlogos del grupo 1 (Shepherd,
1988). Ademas se ha determinado poca (Singh y Shepherd, 1988) o nula
(Payne et al.,1984b) recombinacion entre los genes de gluteninas LMW y
las gliadinas yy w en los cromosomas 1A y 1B evidenciando que los genes
de estos tipos proteicos estan codificados en loci complejos altamente

ligados.

3.-Relacion_entre las proteinas de reserva vy la calidad panadera

Al conjunto de gliadinas y gluteninas se lo conoce como proteinas del
gluten. Esto se debe a que el gluten es el producto del lavado de la harina
en agua, quedando estas proteinas como precipitado junto a otros
compuestos insolubles. Se ha asociado la calidad panadera al contenido
de gluten de la harina (Dimler, 1965), y gracias a la aparicién de
técnicas de separacion mas efectivas de estas fracciones (SDS-PAGE vy
APAGE) ha sido posible identificar variaciones en componentes
individuales (subunidades) de gliadinas y gluteninas que contribuyen
diferencialmente a este caracter (Payne et al.,, 1979; 1981a entre otros).
La asociacién entre subunidades de proteinas del giuten y la calidad

panadera ha sido realizada tambien con el objeto de contar con



marcadores genéticos que sean Utiles en planes de mejoramiento. Este
objetivo ha sido abordado a través de dos aproximaciones:

i) comparacién de los valores medios de calidad panadera de grupos de
variedades cuyos integrantes comparten la presencia de determinada/s
subunidades proteicas (Burnouf y Bouriquet, 1980; Rogers et al., 1989) o
i) andlisis de poblaciones segregantes (v.g. F2, recombinantes
endocriadas), productos del cruzamiento de genotipos de calidad
panadera contrastante (Payne el al., 1979; Odenbach y Mahgoub, 1988).
Algunos trabajos, utilizan la primera aproximacidon con el objetivo de
identificar rapidamente asociaciones entre profeinas y calidad, para
luego corroborar las mismas en progenies de cruzamientos de genotipos
previamente seleccionados por presentar polimorfismos en las proteinas

supuestamente asociadas (Moonen et al., 1982).

3.1.-Gluteninas de alto peso molecular

A partir de estas aproximaciones, en el Plant Breeding Institute en
Cambridge, el grupo de Payne (Payne et al.,1979, 1981a, 1987;
Rogers et al., 1989) ha determinado alelos de subunidades de
gluteninas de alto peso molecular que confieren buena aptitud
panadera en variedades principalmente europeas. Estos resultados se
presentan resumidos en la figura 1. Otros investigadores han llegado
a resultados similares independientemente (Moonen et al., 1982;

1983; Burnouf y Bouriquet, 1980)



Figura 1: Esquema de la variacion alélica de subunidades de
gluteninas de alto peso molecular, su ubicacién cromosémica y su
relacion con la calidad panadera segun el patron en electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Las bandas proteicas se
simbolizan con numeros y sus correspondientes alelos con letras minusculas.
Adaptado de Blackman y Payne, 1987
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En base a estos resultados el grupo de Payne ha propuesto un indice

de calidad, llamado indice Giu-1, basado en la composiciéon de las



subunidades de gluteninas de alto peso molecular codificadas por los
cromosomas homedlogos del grupo 1 (Blackman y Payne, 1987). A
cada subunidad se le asigna un valor arbitrario de acuerdo a los
resultados previamente obtenidos, que se resume en la tabla 1,
obteniéndose el valor del indice mediante la adicién de los valores
individuales de las subunidades presentes. Mas de un 50% de la
variacion de calidad pudo ser explicada utilizando este indice en
variedades britanicas (Payne et al., 1987a) y alemanas (Rogers et

al., 1989).

Tabla 1: Indices de calidad asociados a subunidades o pares de
subunidades de gluteninas de alto peso molecular (de Blackman vy

Payne, 1987).

subunidades de gluteninas HMW

ubicacion cromosomica

indice 1A 1B 1D
4 5+10
3 1,2* 17+18, 7+8
2 749 2412, 3+12
1 nulo 7, 6+8 4412

Sin embargo, existen evidencias que indican que la calidad panadera
no siempre puede ser explicada por el indice Glu-1.

Trabajos previos han demostrado que soélo el 11% de la variacion en
calidad panadera presentada por un grupo de variedades utilizadas

entre 1912 hasta 1984 pudo ser explicado a través de su



composiciéon de gluteninas de alto peso molecular (Feingold, 1993).
Mds aun, se determind que cultivares que mostraban idénticos
patrones electroforéticos en una y dos dimensiones (y por lo tanto
igual indice Glu-1) presentaban diferencias significativas en su
calidad panadera. Analogamente, el indice Glu-1 no proporcioné una
prediccidon satisfactoria de la calidad panadera en dos grupos
distintos de cultivares australianos (Lawrence, 1986; Metakovsky et
al., 1990).

Estos resultados indican que la calidad panadera puede explicarse a
través del tipo de gluteninas de alto peso molecular, pero también
evidencian la dependencia o interaccion con otros factores,

proteicos o no, que hacen a este caracter.

3.2.-Gliadinas

Las primeras evidencias de asociaciones de subunidades de gliadinas
con la calidad fueron reveladas en Triticum durum (Damidaux et al.,
1980; Kosmolak et al.,, 1980) donde la presencia de las subunidades
alélicas 45 y 42 fue asociada, respectivamente, a buena y mala
calidad de la harina para la produccion de pasta. Posteriormente fue
demostrado que la gliadina 45 no conferia, per se, la calidad
mencionada, sino que el gen que la codifica esta geneticamente
ligado a genes de gluteninas de bajo peso molecular que serian las
responsables del efecto en la calidad (Payne et al., 1984a).

En trigos hexaploides se reconoce que la fraccidon o de alto peso
molecular posee componentes que influyen en la calidad panadera

(Sozinov y Poperelya, 1980; Wrigley et al.,, 1982b; Branlard y



Dardevet, 1985; Campbell et al., 1987) Sin embargo, la
caracterizacion de subunidades dentro de esta fracciéon se hace
compleja debido a la superposiciéon que ésta presenta con gluteninas
LMW en SDS-PAGE. A pesar de esta desventaja, la separacion de las
gliadinas en geles de pH acido (APAGE) ha posibilitado la
identificacion de algunas subunidades asociadas a ciertos
parametros que hacen a la calidad panadera como resistencia a la
extension (Campbell et al., 1987 Metakovsky et al., 1990) vy
extensibilidad (Metakovsky et al., 1990). Existe aun cierta
divergencia entre los investigadores acerca de la denominacién de
las subunidades de gliadinas, por lo cual la comparacién entre
polipéptidos estudiados por distintos grupos de investigacion se ve
dificultada. Campbell et al. (1987) intentan una comparacién entre
distintos autores (Sozinov y Poperelya, 1980; Wrigley et al., 1982b;
Branlard y Dardevet, 1985), pero las correspondencias entre
factores de calidad y gliadinas, no es consistente entre ellos,
probablemente debido a que estas asociaciones estan restringidas al

rango de genotipos estudiados en cada caso.

3.3.-Gluteninas de bajo peso_molecular

Las gluteninas LMW, como se menciond anteriormente, son agregados
multiméricos de subunidades que se asocian a través de enlaces
disulfuro. Esta caracteristica sugiere que las mismas pueden estar
involucradas en la determinacién de las propiedades fisicas de la

harina, como fue demostrado en trigo candeal (Payne et al., 1984a).
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Sin embargo, esta fracciéon proteica no ha sido bien caracterizada ya
que, una vez reducidas, las subunidades se superponen a las
gliadinas de mayor peso en SDS-PAGE unidimensional. Utilizando
electroforesis en dos dimensiones fue posible determinar las
ubicaciones cromosdémicas de los genes que controlan las gluteninas
LMW (Jackson et al.,, 1983), sin embargo la dificultad que esta
técnica presenta junto con la imposibilidad de analizar un gran
numero de muestras simultaneamente, limité el estudio de
asociaciones con caracteristicas de calidad.

El desarrollo de un procedimiento de electroforesis unidimensional
en dos pasos .(.Singh y Shepherd, 1988) permiti6é una mejor
separacion de las subunidades proteicas y facilitd el andlisis de una
mayor cantidad de muestras. Utilizando esta técnica, Gupta y
Shepherd (1988) distinguieron dos grupos dentro de las gluteninas
de LMW de acuerdo a su movilidad (B y C de menor y mayor
movilidad, respectivamente) y detectaron, analizando mas de 200
genotipos, gran variabilidad en el patron de bandas de las
subunidades B, que eran las de mejor resolucién en el sistema
utilizado.

Posteriormente, Gupta et al. (1989) encontraron variaciones alélicas
significativamente asociadas a variaciones en componentes de
calidad panadera (extensibilidad, dada por el farindgrafo de
Brabender) en dos localidades diferentes. Alguno de estos efectos
fueron cuantitativamente madas importantes que los debidos a

variaciones en gluteninas de alto peso molecular.
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Estos estudios realzan la importancia de otros componentes
proteicos en la determinacién de la calidad panadera, y que una vez

identificados, podrian ser utilizados en planes de mejoramiento.

4.-Caracterizacién de las secuencias asociadas a la calidad panadera.

La estructura de las gluteninas HMW, deducida a partir de los genes
correspondientes aislados de genotecas, esta conformada por tres
dominios estructurales i) un extremo amino-terminal no repetitivo,
ii) una regién central altamente repetitiva de hexameros (PGQGQQ) y
nonameros (Gy/hYPt/aSp/IQQ) vy iii) un extremo carboxi-terminal no
repetitivo (Greene.et al., 1988; Flavell et al., 1989). Estas proteinas
poseen varios residuos de cisteinas, mayoritariamente confinados
en las regiones no repetitivas, responsables de las uniones disulfuro
intermoleculares que producen agregados multiméricos (Tatham et
al., 1985). Estudios estructurales (segin Chou y Fasman, 1978)
basados en la secuencia aminoacidica de la regién repetitiva ha

evidenciado una aita predisposicion a formar configuraciones de tipo

giro-B en la cual la cadena aminoacidica gira 180 grados (Greene et
al., 1988, Flavell et al.,, 1989). Tatham et al. (1985) han propuesto
que sucesivos giros pueden formar una espiral de giros B,
estabilizada por puentes hidrégeno e interacciones hidrofébicas, que
seria la responsable de las propiedades viscoeldsticas de la harina
del trigo. Las variaciones en secuencia entre subunidades de
gluteninas HMW, ya sean i) tipos “x" e "y" ii) homeoalelos vy iii)

alelos verdaderos, es reducida y estd mayormente restringida a la

region repetitiva central (Flavell et al., 1989). En comparaciones de
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subunidades de tipo “y” de los distintos genomas la mayoria de las
variaciones fueron debidas a eventos de tipo insercién/delecion de
hexameros y nonameros (Halford et al., 1987), mientras que entre
variantes alélicas de un mismo locus son mas frecuentes
mutaciones puntuales que producen cambios de aminodacidos dentro
de unidades repetitivas (Flavell et al., 1989). Estas variaciones
interrumpen una serie regular de giros f, disminuyendo la
probabilidad de formacién de wuna espiral pB, influyendo
negativamente en la elasticidad de las harinas que posean las
subunidades con hexdameros y/o nonameros que difieran de las

secuencias consenso (Greene et al., 1988; Flavell et al.,, 1989).

5.-La_calidad panadera en Argentina

El mejoramiento de trigo en Argentina comenzd a principios de siglo
teniendo como objetivos la resistencia a enfermedades, tolerancia a
estreses ambientales, y rendimiento en grano (Slafer y Andrade, 1989).
Posteriormente, a partir de 1935, comenzé a tener importancia la
calidad panadera (Klein, 1953). La calidad de los trigos argentinos ha
sido tradicionalmente alta, hecho que determiné que fueran exportados
para utilizarse como harinas correctoras para las variedades cultivadas
en los paises europeos y latinoamericanos. Sin embargo, repetidas veces
se ha mencionado que la calidad de los cultivares modernos es menor que
los utilizados antiguamente. Utilizando cultivares argentinos generados
entre 1912 a 1984, Slafer et al. (1990) demostraron que el contenido
relativo de nitrégeno de los granos ha ido disminuyendo a lo largo del

proceso de mejoramiento en Argentina y puede ser explicado por un
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aumento no proporcional de la biomasa en granos con respecto al
aumento en la acumulaciéon de compuestos nitrogenados. Esta reduccion
neta de la concentraciéon proteica puede haber inducido a la idea
manifestada anteriormente y sugiere que la calidad panadera de los
trigos argentinos actuales deberia estar sustentada en el tipo de
proteinas presentes y no en el contenido de las mismas. Por otro lado, en
un estudio con nueve variedades de trigo utilizadas entre 1912 y 1984 no
pudo establecerse ninguna tendencia de la calidad en funcién del tiempo
(Feingold, 1993).

Sin embargo, si bien no puede afirmarse que la calidad panadera ha
variado durante eln mejoramiento de trigo en la Argentina, la
composicion de gluteninas de alto peso molecular en los cultivares
modernos difiere de la de los cultivares antiguos. Feingold (1993) reveld
que los cultivares mas modernos presentan subunidades que fueron
asociadas positivamente con la calidad panadera y ha atribuido este
hecho a la incorporacién de los genes de enanismo en la década del 60,
proveniente del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT). Este germoplasma ha sido ampliamente distribuido en todo el
mundo, y tambien en Argentina (Nisi y Legasa, 1986), y ésta podria ser
una de las causas que contribuyen a la presencia limitada de variantes

alélicas en los genotipos actuales.

6.-Mejoramiento de la calidad panadera

La calidad panadera puede ser mejorada mediante un aumento en la
cantidad de proteinas y/o por seleccion del tipo de proteinas de reserva

presentes en el grano.
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La factibilidad de aumentar el contenido relativo de proteinas,
paralelamente con un alto rendimiento, ha sido cuestionado por. la
conocida asociacién negativa que presentan estos caracteres (Gupta et
al., 1989). Sin embargo, ha sido sugerido que es posible mejorar la
concentracion de proteinas, independientemente del rendimiento, a
través de una mayor absorcién y mds eficiente removilizaciéon del
nitrégeno (Slafer et al, 1990). Si bien han sido identificados
determinantes genéticos sobre el contenido relativo de proteinas de
reserva en trigo tetraploide (Blanco et al., 1996; Joppa et al., 1997), y en
trigo pan (Kuspira y Unrau, 1957; Morris et al., 1978: Law et al, 1978;
Snape et al.,, 1995) éste es un caracter con una marcada influencia de la
disponibilidad de nitrégeno en el suelo y las condiciones ambientales
durante el periodo de crecimiento de los granos. La variabilidad genética
observada en este caracter es generalmente de menor magnitud que la
variabilidad ambiental (Blackman y Payne, 1987), implicando que la
seleccion de este caracter cuantitativo es de baja heredabilidad.

Por otro lado, Flavell et al. (1984), sugirieron que la modificaciéon del
tipo de gluteninas HMW seria una alternativa valida en el mejoramiento
de la calidad panadera, manteniendo el tenor proteico de los granos.

Mas recientemente, Gupta et al. (1989) obtuvieron resultados que indlcan
que la seleccion de alelos asociados positivamente a la calidad panadera,
mejoran esta caracteristica independientemente del nivel de proteinas.
Si bien el rol de las gluteninas en la determinaciéon de la calidad
panadera no esta suficientemente entendido a nivel molecular, se sabe
que la presencia de residuos de cisteinas en las regiones no repetitivas

(tanto carboxi- como amino-terminal) juegan un papel determinante en
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la formacién de los polimeros que contituyen la red del gluten a través
de puentes disulfuro (Tatham et al., 1985; Vasil y Anderson, 1997).
Asimismo, existen evidencias de que el numero de genes activos de HMW
gluteninas se correlaciona de manera lineal y positiva con la calidad
panadera (Vasil y Anderson, 1997).

Estos indicios, junto con la reciente posibilidad de transformar
genéticamente al trigo (Vasil et al.,, 1993; Weeks et al.,, 1993), han
determinado que se considere a la ingenieria genética como un camino
alternativo para mejorar las caracteristicas reolégicas de las harinas.
D’Ovidio et al. (1997) han propuesto que genes de proteinas modificadas
tanto en el tipo y Ioﬁéitud de las secuencias repetitivas centrales como
en el numero de residuos de cisteinas en las regiones terminales, pueden
ser construidos y expresados en E. coli para determinar su efecto en la
calidad panadera. Posteriormente, este conocimiento puede ser aplicado
a la contruccién de genes sintéticos para la transformacién plantas de
trigo de alta calidad panadera. Se han reportado simultdneamente
transformacién de trigo con los genes de HMW gluteninas Dy10-Dy5
(Blechl y Anderson., 1996) y Ax1 (Altpeter et al., 1996) sobre genotipos
que carecen esos alelos y se ha demostrado que la expresién de. los
transgenes es aditiva a la de los genes nativos, incrementando asi el
nivel de proteinas totales. Estos resultados permiten suponer que el
mejoramiento de la calidad panadera a través de la bioingenieria es
posible.

Se ha indicado que las variedades modernas de trigo presentan un fondo
genético estrecho (Blum et al.,, 1987) y se ha recurrido a especies afines

al trigo con el objeto de identificar fuentes de calidad distintas a las ya
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utilizadas (Blum et al.,, 1987; Ciaffi et al., 1992; Rogers et al.,, 1997). La
utilizacion de estas fuentes, sin embargo, dependera del comportamiento
de los alelos de las especies relacionadas (generalmente di o
tetraploides) en un fondo genético hexaploide y en condiciones distintas
de dosaje. La identificacion de fuentes de calidad en genotipos
hexaploides, proveeria variantes de utilizacion mas directa que las

mencionadas anteriormente.

Los marcadores genéticos en el mejoramiento vegetal

1.- Caracteres cuantitativos, heredabilidad y seleccién
Muchos de los caracteres que revisten mayor importancia en el
mejoramiento vegetal, tales como rendimiento o factores de calidad,
presentan herencia cuantitativa (Falconer, 1989). Esto es, que el
caracter en cuestidon presenta una variaciéon continua en una poblacion
segregante.

Este tipo de herencia, que contrapone la variacién discreta y mendeliana
de factores genéticos a una variacién fenotipica continua, puede
responder a dos modelos: i) un gen con alta influencia ambiental o ii) a
varios genes de pequefo efecto (Falconer, 1989).

La heredabilidad (h2) es la proporcidon de la varianza fenotipica (Vp) que
es atribuible a efectos genéticos (Vg), y es expresada mediante la
ecuacion: h2= Vg/Vp. En sentido estricto, sélo la componente genética
aditiva (Va) es considerada y se enuncia h2= Va/Vp.

De estas ecuaciones se desprende que los caracteres cuantitativos

presentan baja heredabilidad, ya sea por una alta varianza ambiental
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(varianza fenotipica= varianza genética + varianza ambiental) (modelo i)
o por un efecto génico individual pequefio (modelo ii).

El éxito en el mejoramiento genético consiste en seleccionar en una
poblacion segregante los individuos que posean la mejor combinacion
genética para el caracter que se desea mejorar. Una medida de esto
puede estimarse a través de la comparacién de la media fenotipica de la
progenie del individuo selecto y la media fenotipica de la poblacion de la
cual provino ese individuo. Cuanto mayor sea la diferencia (S) entre
estos dos valores (en el sentido deseado) mayor sera la respuesta a la
selecciéon (R). Este parametro, como puéde suponerse, esta
estrechamente ligado a la heredabilidad del caracter (R= h2 S) (Falconer,
1989).

Por consiguiente, puede decirse que la seleccion de caracteres
cuantitativos mediante evaluacion fenotipica es un proceso dificultoso

debido a la baja heredabilidad de tales caracteres.

2.- Marcadores Genéticos

La utilidad de los marcadores genéticos reside en el ligamiento de los
mismos con un caracter de interés agrondmico. Si este grado de
ligamiento es estrecho (~5-10 cM), se puede realizar una seleccion
indirecta del caracter a través de la presencia de su marcador. Si el
marcador se localiza a una mayor distancia genética se corre el riesgo
de ocurrencia de un evento de recombinacién (cross-over) entre el
marcador y el gen responsable del efecto fenotipico, haciendo asi poco

exitosa la seleccion a través del uso del marcador genético.
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Un marcador genético ideal debe ademds, cumplir con los siguientes
requisitos: 1) ser polimérfico, de ser posible altamente polimérfico y
multialélico. 2) ser de alta heredabilidad, o sea, altamente reproducible
en la progenie 3) presentar segregacién mendeliana y comportamiento
co-dominante, esto es, la factibilidad de identificar las tres clases
alélicas (AA, Aa y aa) 4) ser abundantes y dispersos por todo el genoma
5) fenotipicamente neutros y 6) detectables en cualquier momento del
desarrollo del individuo (Tanskley et al.,, 1989; Paterson et al.,, 1991;
Bretting y Widrlechner, 1995).

Existen tres tipos de marcadores genéticos: morfoldégicos, bioquimicos
(o proteicos) vy molecdlares. Todos los marcadores detectan variaciones
en el ADN, sin embargo lo hacen a niveles diferentes. Los morfoldgicos
evaluan el efecto final de un gen a través de un fenotipo (una coloracién
o morfologia distintiva). Los marcadores proteicos (considerados por
algunos autores dentro de los marcadores moleculares), se centran en
polimorfismos (de tamafio o carga) del producto de traduccién del gen vy
los marcadores moleculares detectan variaciones directamente sobre el
ADN .

Marcadores morfoldqgicos

La idea de utilizar métodos genéticos para inferir la presencia o
ausencia de un gen o grupo de genes no es nueva. Sax (1923) fue el
primero en sugerir la utilizacion del patrones de pigmentacion de la
semilla del poroto como marcadores de su tamafo.

Los marcadores morfoldégicos presentan la desventaja de ser muy
escasos y de causar cambios fenotipicos notables, no siempre deseados

(Tanskley, 1983). Su gran utilidad, sin embargo, consiste en la simpleza
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de su evaluacién. Existen muchos marcadores morfolégicos que se
utilizan con fines filogenéticos (como el nimero de filas en el marlo de
maiz; Zea mais, L.), pero pocos son los que presentan ligamiento a
caracteres de interés en el mejoramiento vegetal. Uno de ellos es el
ligamiento de la coloracion rojiza del hipocétile y la esterilidad nuclear
masculina del girasol (Leclerq, 1966).

Marcadores proteicos

El descubrimiento de variantes alélicas de proteinas de reserva y de
enzimas de igual funcién bioquimica, pero de distinta composicion
molecular (llamadas isoenzimas) proveyé un tipo de marcador molecular
sin los efectos epistaticos mencionados de los marcadores morfolégicos
(Markert y Moller, 1959). El polimorfismo en las isoenzimas esta dado
por un cambio en el punto isoeléctrico de las mismas causado por
cambios en su composiciéon aminoacidica y que se revela después de su
fraccionamiento en geles de almidéon en presencia de sustratos
coloreados especificos (Tanskley, 1983), mientras que las proteinas de
reserva presentan un polimorfismo en su peso molecular relativo '(Mr)
que se revela por separacion electroforética en geles de poliacrilamida vy
tincion total de proteinas. Tanto las isoenzimas como las proteinas de
reserva han sido utilizadas para identificacion varietal y estudios
evolutivos (Gepts, 1990; Wendel y Weeden, 1989) en los ultimos 25 o 30
anos.

Las isoenzimas y variantes alélicas de las proteinas de reserva son mas
abundantes que los marcadores morfoldégicos (en trigo existen 65 loci
identificados entre isoenzimas y proteinas de reserva; Hart, 1996), son

altamente heredables y presentan un nivel aceptable de polimorfismo en
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germoplasma silvestre (Bretting y Widlechner, 1995). Sin embargo,
cuando se trata de genotipos utilizados en mejoramiento, y por lo tanto
de base genética mas estrecha, el nivel de polimorfismo presente -en
este tipo de marcadores puede ser limitante (Serre et al., 1998) y
carecen de la posibilidad de generar mapas de alta saturacién (De Verna
y Alpert, 1990). Sin embargo, las isoenzimas constituyen quizas el tipo
de marcador mas utilizado en manejo de germoplasma (Simpson y
Withers, 1986) y como se ha mencionado anteriormente, las proteinas de
reserva de trigo han sido asociadas a caracteres de calidad, y existen
ejemplos de isoenzi‘mas ligadas a resistencia a enfermedades en
Aegilops (McMillin et al., 1986) y a caracteres cuantitativos en tomate
(Tanskley et al., 1982).

Marcadores moleculares

Los marcadores a nivel de ADN son quizas los que mas se acercan a la
descripcion ideal de un marcador genético. La secuencia de ADN de los
organismos sufre a lo largo de su evolucién un gran numero de
mutaciones puntuales, deleciones y/o rearreglos de fragmentos
cromosomicos. Dada la dispersion y dilucién de secuencias codificantes
en el genoma de los organismos superiores y a la falta de presion de
seleccion, la mayoria de estos cambios se acumulan en las regiones no
codificantes. Es interesante remarcar que el ADN tanto de plantas como
de animales presenta una gran cantidad de secuencias no codificantes,
llamada por algunos autores ADN “basura” (Ohno, 1972) por no poseer
funcién conocida. Sin embargo, desde el punto de vista de los
marcadores genéticos este ADN es de suma utilidad. Esto se debe a que

los cambios ocurridos en el transcurso de la evolucién, en secuencias
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codificantes estdan sujetos a presion de seleccion. Un cambio
nucleotidico que provoque la aparicidn de un codén de terminacion en una
proteina vital para la supervivencia de un organismo, el cambio en
secuencias reguladoras de genes importantes y hasta la inclusiéon de una
mutacion silenciosa pero que no esté en coincidencia con el uso de
codones de un organismo puede tener efectos letales o deletéreos vy
habra de ser seleccionado en contra. Esto nos lleva a una acumulacion de
variantes a nivel ADN que por ser selectivamente neutras, han ido
acumulandose estocastiamente en las regiones no codificantes de los
organismos superiores.

Los marcadores a n~i.vel ADN tratan de explotar esa variabilidad de
diferentes maneras.

Existen dos maneras basicas de revelar polimorfismos entre genotipos:
i) mediante el corte de ADN con enzimas de restriccidn.

i) mediante amplificaciéon de ADN.

Diferentes técnicas utilizan uno u otro método y algunas mas novedosas
que utilizan ambos.

Los polimorfismos de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) se
ubican dentro del primer grupo.

RFLPs

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs) se
basan en separar mediante electroforesis los fragmentos de ADN
obtenidos por digestion con una enzima de restriccion, y detectar
mediante hibridacion con fragmentos de ADN marcados (sondas),
correspondientes a secuencias Unicas o de bajo numero de copias

(Tanskley et al., 1989), que determinara la generacién de un patrén
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simple de hibridacion. Un RFLP ocurrird cuando existan variaciones en la
secuencia de ADN que involucren cambios en la distancia entre sitios de
corte de la enzima, en fragmentos que incluyan la secuencia
correspondiente a la sonda utilizada (figura 2). Los RFLPs detectan tanto
mutaciones puntuales que afecten sitios de restriccion, como rearreglos
cromosomicos (inversiones, deleciones e inserciones) en la vecindad de
sitios de corte, siendo éstos ultimos las causas mas frecuentes de
polimorfismos en vegetales superiores.

Los RFLPs son alta y establemente heredables, de efecto fenotipico
neutro, no influenciables ambientalmente, de segregacién mendeliana,
multialélicos vy fueron‘.los primeros marcadores que se desarrollaron con
posibilidad de saturar un mapa (De Verna y Alpert, 1990). Si bien esto es
tedricamente irrefutable, en la practica existen dos limitaciones: el
nimero de sondas desarrolladas y la falta de polimorfismo encontrado en
ciertos organismos.

El desarrollo de sondas para RFLP incluye el aislamiento, clonado y
seleccion de fragmentos de ADN y requiere una extensiva evaluacién para
identificar secuencias de bajo numero de copias (0 ADN de secuencia
unica).

Existen evidencias de bajo nivel de polimorfismos en tomate
(Helentjaris et al.,, 1985), soja (Keim et al., 1992) y trigo (Liu et al.,
1990).
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Figura 2: Deteccion de polimorfismos en fragmentos de restriccion
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Otra desventaja inherente a los RFLPs es que son técnicamente
complejos (requieren cierta infraestuctura), de alto costo e involucran

mucho trabajo. Ademas, la cantidad de ADN necesario ( un minimo de 10
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ng por dato) hace impracticable detectar RFLPs para un gran numero de
sondas partiendo de plantulas.

En el segundo grupo de marcadores, aquellos que utilizan la
amplificacion de ADN como método para detectar variabilidad, estan
incluidos, entre otros, los RAPDs (ADN polimérfico amplificado al azar),
y los microsatélites o SSRs (repeticiones de secuencia simple).

RAPDs

Los RAPDs son productos de amplificacién cuyo unico proceso azaroso
consiste en la eleccidn del iniciador o “primer” (oligonucledtido
sintético, ~10 nt) de secuencia arbitraria, que se utiliza en la reaciéon en
cadena de la polimerasa (PCR). Estos productos se generan por la
existencia de secuencias complementarias al “primer” en una cadena vy
la reversa de la complementaria en la otra cadena a una distancia no
mayor de 2 6 3 kb. Los fragmentos amplificados son posteriormente
separados mediante electroforesis y visualizados en tinciones con
bromuro de etidio.

Los polimorfismos en RAPDs son en general de tipo dominante (presencia
vs. ausencia) y se producen cuando el arreglo espacial de secuencias
enunciado no se produce, ya sea por falta de alguna de las secuencias
complementarias al “primer” o por una excesiva distancia entre las
mismas.

Los microsatélites

El origen del término microsatélite proviene de los estudios iniciales de
sedimentaciéon del ADN en gradientes de cloruro de cesio, donde se
visualizaba una banda definida de ADN y otra banda extra de densidad

diferente. Esto era causado por regiones con un porcentaje de GC (GC%)
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distinto a la media del organismo estudiado. Regiones con mayor GC%
presentan mayor densidad dada por la mayor compactacion del ADN ya
que estos pares estan unidos por tres puentes hidrégeno mientras que los
pares AT solo por dos. Estudios posteriores revelaron que estas bandas
extras o satélites estaban conformadas por secuencias de ADN repetitivo
localizadas en la mayoria de los casos en regiones centroméricas o
heterocromaticas (Pardue y Gall, 1970).

La técnica de huellas dactilares de ADN (DNA fingerprinting)
desarrollada por Jeffreys y colaboradores, consiste en secuencias de
alrededor de 50 pares de bases (pb) de longitud, repetidas en tandem de
numero de copias vari-ables (tambien denominadas VNTRs). Debido a su
caracter repetitivo pero de motivos de longitud pequedia, Jeffreys (1985)
se refiere a ellas como minisatélites por homologia con al ADN
repetitivo de los experimentos de sedimentacion.

El término de microsatélites fue introducido por Litt y Luty (1989) para
describir repeticiones cuyos motivos van de 1 a 6 pb.

Los microsatélites (tambien denominados repeticiones de secuencia
simple, SSRs) fueron identificados primeramente en humanos (Miesfeld
et al., 1981) y se evidencidé la presencia de distintos motivos a través
de busquedas en base de datos genéticos (i.e. EMBL y GenBank) (Tautz et
al.,, 1989). Estos estudios revelaron que la presencia de motivos de di y
trinucledtidos era de 5 a 10 veces mas abundante de lo que se esperaria
en una distribucién arbitraria. En animales la secuencia mas abundante
es (AC)n mientras que en vegetales lo es (AT)n, y en menor medida (AG)n.
Se propuso que la diferencia encontrada en distintos individuos en el

numero de repeticiones del motivo central era debido a entrecruzamiento
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desigual y/o a deslizamientos de la polimerasa durante la replicacion
del ADN, junto con una deficiencia en la correcciéon de errores, dada la
naturaleza repetitiva del segmento (Tautz et al, 1989). La
hipervariabilidad encontrada junto con la alta presencia de
microsatelites llevd a que se propusiera su uso como marcadores
moleculares (Beckman y Soller, 1990; Morgante y Olivieri, 1993).

Los polimorfismos son detectados a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando “primers” complementarios a regiones
unicas que flanquean a los microsatélites (Brown et al., 1996). Estos
productos son luego separados por electroforesis en agarosa o0 en
poliacrilamida y tefidos con bromuro de etidio en el primer caso y
radioactivamente o con plata en el segundo.

La ventaja que ofrecen estos marcadores es que a partir del uso de la
PCR son técnicamente simples, econdmicos y automatizables. Ademas
utilizan muy poca cantidad de ADN, lo que permite multiples
determinaciones aun partiendo de una pequena porcién de tejido.

La mayor desventaja que presentan los microsatélites es el alto costo
que implica su desarrollo. Brown et al., (1986) han propuesto tres
alternativas de desarrollo de SSRs. Las dos primeras consisten en buscar
en bancos de datos secuencias de la especie en estudio o de especies
relacionadas, en caso de no existir suficiente informacién de las
primeras. La tercera alternativa es la construccion de una biblioteca
gendémica para identificar clones que contengan SSRs.

La disponibilidad actual de secuencias en base de datos es aun limitada,
inclusive incluyendo en la busqueda especies afines a la de estudio.

Ademas, en su gran mayoria los bancos de datos presentan secuencias
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codificantes correspondientes a genes. Asimismo el nivel de variacion
que es posible encontrar puede estar limitado por un proceso de
seleccion en contra de las mutaciones que afecten adaptativamente a los
individuos. Existen evidencias en humanos de enfermedades relacionadas
a variaciones en la longitud de microsatélites (en general
trinucledtidos) como el sindrome de fragilidad del cromosoma X (Kremer
et al. 1991) o la distrofia miotdnica muscular (Fu et al., 1992).

Por lo tanto, si bien los bancos de datos de secuencia pueden constituir
una aproximacion a la obtencion de microsatélites, la tercera
alternativa parece la mas razonable para la obtencién de un gran numero
de marcadores con aifa variabilidad. Recientemente, han sido propuestos
distintos métodos de construccion de bibliotecas gendmicas de tal
manera que resultan enriquecidas en secuencias que contienen
microsatélites (Karagyozov et al.,, 1993; Kandpal et al., 1994, Prochazka,
1996; Edwards et al.,, 1997)

AFLPs

Recientemente se ha desarrollado una nueva técnica que utiliza ambos
métodos para detectar variabilidad. Se la denomina polimorfismo de
longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y combina la presencia o
ausencia de sitios de restriccion y la existencia de polimorfismos de
secuencia adyacente a esos sitios. Los AFLPs consisten en la digestion
de ADN con una o mas enzimas de restriccion. Los fragmentos de
restriccion son ligados posteriormente a oligonucledtidos especificos
(adaptadores) y se los utiliza como templado de una reacciéon de PCR con
“primers” de secuencias complementarias a los adaptadores con el

agregado de una o mas bases en su extremo 3' (bases discriminativas).
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De esta manera sélo los fragmentos de ADN ligados a los adaptadores que
presenten bases complementarias a las bases discriminativas generaran
producto. Estos productos se separan posteriormente en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida y se tifien con Ag*+, o se revelan en
placas autorradiograficas en caso marcarse los primers o los
nucledtidos radioactivamente.

Los AFLPs tienen la ventaja de que no se necesita conocimiento previo de
secuencia para su uso, y con una sola reacciéon se evaluan varias regiones
del genoma simultaneamente. Asimismo, el uso de AFLPs ha evidenciado
gran utilidad en especies que han presentado bajo nivel de polimorfismo
con RFLPs y RAPDs, (Maughan et al., 1996).

Las desventajas inherentes al método es que requiere ADN de alta
calidad, y genera marcadores dominantes (aunque es posible identificar
heterocigotas en base a intensidad de sefal mediante el uso de
programas de computacion especificos y radioactividad; KeyGene Inc.
comunicacion personal). Otro aspecto a tener en cuenta es que ésta
metodologia esta protegida por una patente y que es necesario un
licenciamiento para utilizarla con fines distintos a la investigacion

(Zabeau y Vos, 1993).

3.- Métodos estadisticos para determinar asociaciones entre

marcadores genéticos y caracteres fenotipicos.

Ligamiento y recombinacion

La construccion de mapas genéticos se basa en el principio de

cosegregcion o ligamiento genético descubierto por Morgan (1911). En
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ellos se representa el orden en que los marcadores se encuentran y la
distancia relativa entre ellos.

La constitucion genética de un individuo diploide es producto de la suma
de dos gametas haploides parentales. Durante la meiosis, los
cromosomas homodlogos se alinean y existe la probabilidad de
entrecruzamiento entre cromatidas no hermanas, produciéndose asi la
recombinacion de un fragmento de ADN, que se transmitird a las
gametas.

Dos loci que se encuentren cerca en un cromosoma tendran menor
probabilidad de recombinacion que otros que se encuentren mas alejados
sobre el mismo cromosoma o en cromosomas diferentes. Por ese motivo,
los alelos de regiones cromosdmicas cercanas tenderan a permanecer
juntos en la mayoria de los individuos de la progenie y se dice que
cosegregan o que estan ligados.

E! grado de ligamiento entre dos loci estda en relacién inversa con la

distancia entre ellos, y se define como:

grado de ligamiento= (1 -p ) .100

siendo p la fraccién de recombinacion:

p= numero de individuos recombinantes/numero total de individuos

La probabilidad de ocurrencia de cosegregaciéon entre dos loci

cualesquiera es de 1/2. Por lo tanto para dos loci no ligados el numero de
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plantas recombinantes sera aproximadamente igual al niumero de plantas
no recombinantes. p~= 0,5 y el grado de ligamiento sera 50%.

Si por el contrario el nimero de plantas recombinantes es menor al
esperado entonces: 0 < p < 0,5. Para dos loci totalmente ligados p=0 y el

grado de ligamiento es 100%.

Construccion _de mapas _genéticos

Los mapas genéticos se construyen asignando la posicion mas probable
de los marcadores, en base a la cosegregacion de los mismos. Para poder
determinar esto, es necesario que los alelos que llevan los cromosomas
homélogos sean diferentes en un numero suficiente de loci. Este proceso
se realiza en dos etapas: En la primera, se agrupan los marcadores en
“grupos de ligamiento” (que deberian corresponder al niumero haploide de
cromosomas si se cuenta con un numero suficientes de marcadores), y en
la segunda se asigna el orden mas probable dentro de cada grupo.

Como se vié anteriormente, la presencia de ligamiento entre marcadores

[{ g ) ]

puede ser detectada cuando “p” es significativamente menor que 0,5.
Esto puede ser testeado mediante la pruebas de contingencia (X 2) o de
maxima verosimilitud, entre todos los pares de marcadores posibles.

Entre el gran numero de programas de computacion disefhados para
construir mapas genéticos a partir de datos de segregaciéon de
marcadores, MAPMAKER 3.0 (Lander et al.,, 1987) es el mas utilizado.
Este programa agrupa los marcadores mediante analisis de dos puntos, y
posteriormente calcula el orden mas probable de los marcadores

utilizando analisis de tres puntos.
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El ligamiento es determinado calculando el valor LOD para cada par
posible de marcadores utilizando maxima verosimilitud. Este proceso es
realizado iterativamente mediante el algoritmo EM de dos etapas. La
primera etapa de “expectativa” (E) estima la distancia para cada
intervalo entre marcadores (a través de la fraccion de recombinacion
“p”) que podria haber dado lugar a una poblacién como la evaluada. La
segunda etapa consiste en la “maximizacion” (M) que utiliza los datos de
la primera etapa, para calcular las fracciones de recombinacion que
estos producirian. De esta manera las etapas E y M son repetidas
iterativamente hasta que se logra maxima verosimilitud, la que es
convertida luego a valores LOD.

El valor LOD (Ott, 1985) esta definido como el logaritmo en base 10 del
cociente de la probabilidad que dos marcadores estén ligados sobre la
probabilidad de que no lo estén. Usualmente se utilizan LODs de 3.0 (la
probablidad de que marcadores no ligados generen los datos en estudio es
0,001) para determinar ligamiento entre marcadores.

Los valores de recombinaciéon son convertidos posteriormente en
distancias genéticas (dadas en centiMorgans; cM) utilizando las
funciones de Haldane (1919) o Kosambi (1944). Estas funciones toman en
cuenta la probabilidad de occurrencia de recombinaciones dobles
partiendo de dos supuestos distintos con respecto a la interferencia.
Interferencia es la disminuciéon de la probabilidad de que ocurra un
entrecruzamiento en un segmento de ADN cuando se produce otro en la
vecindad del primero. Haldane asume interferencia nula, mientras que
Kosambi asume interferencia total. El valor real de interferencia estara

pues en algun lugar en medio de estos dos supuestos.
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Localizacién de regiones de ADN responsables de caracteres fenotipicos.

Los caracteres monogénicos pueden ser medidos en clases discretas y su
localizacién en un mapa es factible de realizar determinando las clases
genéticas del caracter (dos, si el caracter se ajusta al modelo
dominante/recesivo) y tomandolo como un marcador mas.

En el caso de caracteres cuantitativos los fenotipos no pueden ser
clasificados de manera discreta ya que su variaciéon es continua dentro
de una poblacion segregante. El mapeo de los QTLs es posible mediante el
uso de marcadores genéticos y varios métodos pueden ser utilizados.

El método mas simple estd basado en marcadores individuales. Este
analisis parte del sﬁ'puesto que el QTL se encuentra en la misma
localizacién que el marcador genético. Esta hipotesis se prueba para
cada marcador agrupando a los integrantes de una poblacion segregante
de acuerdo a su genotipo. Mediante un analisis de varianza (ANOVA) entre
las medias fenotipicas de cada una de las tres clases genotipicas (cada
homocigota parental y el heterocigota) se acepta o se rechaza la
hipétesis. Un valor F se obtiene para cada marcador al comparar las
diferencias de las medias de cada clase genotipica. Un valor de F indica
asociacion entre el QTL y el marcador. El valor de F esta asociado a un
nivel de significancia “p”. En general, cuando la densidad de marcadores
es baja, se acostumbra a fijar el valor de P en 5%. Si la cantidad de
marcadores es mayor, es necesario bajar el nivel de significancia.

Este método de analisis no precisa de la existencia de un orden
predeterminado de marcadores, aunque un mapa genético ayuda a la
interpretacion de los resultados. La localizacion exacta y el efecto real

del QTL no pueden ser inferidos mediante el método de marcadores
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individuales. Esto se debe a que el efecto aditivo del marcador (a)
depende del efecto aditivo del QTL (a) afectado por la distancia o grado
de ligamiento (r) entre el marcador y el QTL (Lander y Botstein, 1989),
segun la siguiente expresion:

a=(1-2r)a
De esta manera, un marcador fuertemente ligado a un QTL de bajo efecto
puede presentar el mismo nivel de significancia que un marcador
debilmente ligado a un QTL de gran efecto.
Sin embargo la posicion del QTL puede inferirse si existen varios
marcadores, ya que el marcador mas cercano aI. QTL sera el de mayor
valor de F o menor p.
Esta interpretacion es valida siempre que no haya mas de un QTL por
cromosoma. E| efecto combinado de QTLs ligados puede llevar a una
localizacidn inexacta de los mismos, infiriendose la ocurrencia de un

sélo QTL (Martinez y Curnow, 1992).

Maxima verosimilitud

La idea de maxima verosimilitud es relativamente simple, aunque sus
detalles tedricos sean complejos (ver Cox y Hinley, 1974). La
verosimilitud es una medida de el ajuste de los datos a una distribucion
o modelo estadistico establecido previamente, y puede ser expresado
como una funcién de las variables del modelo. La estimadores de maxima
verosimilitud son los valores de las variables que maximizan la funcién
de verosimilitud y que por lo tanto presentan el mejor ajuste a los

datos, el cual es alcanzado a través de un proceso iterativo.
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La maxima verosimilitud puede ser utilizada para estimar tanto el
efecto de un QTL como el grado de ligamiento entre el QTL y el marcador
utilizado (Simpson, 1989). El modelo parte del supuesto que los valores
del caracter fenotipico deben distribuirse normalmente dentro de cada
clase genotipica, pudiendo las varianzas ser diferente entre grupos. Para
cada clase genotipica la media del caracter fenotipico depende se los
parametros de aditividad, dominancia y del grado de recombinacién entre
el QTL y el marcador utilizado. Cuando la distancia entre el marcador y
el QTL es cero, el modelo se asemeja al andlisis de varianza
anteriormente presentado.

Este método, presentado originalmente para un marcador individual
(Weller, 1986) fué rapidamente adaptado al uso con dos marcadores

flanqueantes.

Mapeo de intervalos

Lander y Botstein (1989) en un trabajo pionero, presentaron un método
basado en maxima verosimilitud sobre un intervalo de un mapa de
recombinacién, flanqueado por marcadores. Como la distancia entre los
marcadores es conocida, el modelo calcula para cada punto del intervalo,
la verosimilitud de que un determinado QTL esté o no en ese punto,
utilizando un modelo de regresion lineal. El logaritmo en base 10 del
cociente entre estos valores constituye el valor de LOD. El punto de
mayor LOD dentro de un determinado intervalo es evidencia de la
existencia de un QTL, cuando este valor de LOD excede determinado nivel
umbral que en general de fija en 2 (1% de probabilidad que la

determinacién de un QTL sea producto del azar). La localizaciéon se asume
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dentro de un intervalo de confianza de un LOD de 1, alrededor del pico de
maximo LOD.

Es posible graficar los valores de LOD en funcién de la posicion en un
mapa de recombinacién conformando un mapa de verosimilitud (ver
figura 15 en resultados). Se han disefiado programas de computacion que
resuelven y grafican los valores de maxima verosimilitud y de LOD, como

Mapamaker/QTL 1.1 (Lincoln et al., 1992).

Marcadores para la calidad panadera

La calidad panadera es una caracter complejo 'que presenta una gran
variabilidad ambienta‘l., pero que sin embargo es susceptible de ser
analizado particionandolo en componentes mas simples.

Como se ha mencionado, el contenido proteico es un factor con alta
influencia sobre la calidad panadera de una harina y el mismo presenta
componentes genéticas y ambientales. Por otro lado, el tipo de proteinas
de reserva, tanto las gluteninas de alto y bajo peso molecular como las
gliadinas, han sido asociadas a efectos en la calidad panadera. A estos
aspectos se le agregan a textura del endosperma (la distribucion vy
tamano de los granulos de almidén en la matriz proteica), que influye en
la eficiencia del proceso de molienda, y que estad determinada
genéticamente y la activdad endégena de a-amilasa, la cual tiene
efectos negativos sobre la panificacion (Blackman y Payne., 1987).

De este modo, la calidad o aptitud panadera de una harina es un caracter
complejo de suma importancia que esta determinado sobre el cual
inciden aspectos genéticos localizados en diversas regiones del genoma

y que presenta influencia ambiental en cuanto a la concentracién
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proteica. Esto determina que la calidad panadera constituye un modelo
experimental ideal para el estudio de la utilizacién de marcadores
moleculares para la identificacion de QTLs.

La asociacion de alelos de subunidades de gluteninas de alto peso
molecular (Payne et al.,, 1981a; Payne et al., 1987) gluteninas de bajo
peso molecular y gliadinas (Metakovsky et al., 1990) con parémetros de
alta calidad panadera ha posibilitado su utilizacién en la seleccion de
genotipos con el objeto de mejorar este caracter. La identificacion de
los alelos presentes en un determinado genotipo se realiza a nivel
proteico comparando la migracién relativa de las subunidades proteicas
en geles de poliacriiémida. Si bien este método permite una rapida
identificacion alélica, presenta la desventaja de que debe realizarse una
vez que los granos han sido cosechados en la planta a analizar. Mas aun,
Anderson y Green (1989), encontraron subunidades de dos genotipos que
diferian en su estructura, pero que fueron catalogadas como la misma en
base a su migracién en geles de poliacrilamida. Similarmente, algunos
genes de gluteninas de alto peso molecular presentan discrepancias
entre los pesos moleculares derivados de su secuencia nucleotidica y su
migracion es SDS-PAGE (Goldsbrough et al., 1989; Shewry et al.,, 1992) y
las gluteninas de bajo peso molecular presentan superposicién con las
gliadinas en este tipo de sistemas.

Alternativamente, otros métodos han sido propuestos para la
identificacion de subunidades proteicas asociadas a calidad panadera y
su posterior seleccion en programas de mejoramiento. Sutton y Bietz
(1997) utilizaron electroforesis capilar para distinguir variantes

alélicas de gluteninas de alto peso molecular. Andrews y Skerrit (1996)
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propusieron el uso anticuerpos monoclonales anti-gluteninas de bajo
peso molecular para diseflar un método a escala para programas de
mejoramiento. Estas metodologias, si bien tecnolégicamente
innovativas, deben realizarse después de la cosecha de los granos.

Otra aproxmacién es el uso de los marcadores moleculares que detectan
el estado del gen sin necesidad de que éste se exprese.

A partir de la secuenciacién del gen 1D5x, que codifica para la subunidad
de glutenina 5x del cromosoma homedlogo 1D, asociada a alta calidad
panadera, D'Ovidio y Anderson (1994) disefiaron “primers” que mediante
PCR amplifican especificamente un producto de péso esperado de 450 pb
en aquellos genotipos que poseen la subunidad 5x y no en aquellos que
poseen cualquiera de las variantes alélicas posibles (marcador
dominante). La utilizacion de este marcador permite identificar
genotipos de alta calidad panadera al estado de plantula y evita los
problemas mencionados en la seleccion mediante SDS-PAGE.
Posteriormente, Devos et al., (1995) disefaron primers flanqueantes a
secuencias repetitivas encontradas en genes de proteinas reserva de
trigo presentes en bases de datos genéticos. Los “primers” disefiados a
partir de los genes de una y-gliadina (Rafalski, 1986) y de una glutenina
de bajo peso molecular (Pitts et al.,, 1988) mostraron una alta
variabilidad en los productos obtenidos por PCR (marcadores
codominantes). Este tipo de marcador molecular presenta la ventaja
sobre el descripto por D'Ovidio y Anderson (1994) de permitir identificar
las distintas variantes alélicas, asi como individuos al estado

homocigota. La existencia de informacion sobre la contribucion de cada
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variante a la calidad panadera posibilitara su uso para la identificacion

de genotipos de mayor aptitud panadera u otros fines industriales.

Objetivos de este estudio

El objetivo general de este trabajo consiste en la evaluaciéon de los
marcadores moleculares como herramientas que permiten diseccionar a
un caracter complejo modelo (como la calidad panadera) en componentes
mas simples que permitan un mejor entendimiento de las bases
genéticas del mismo y la seleccion de mejores genotipos en programas
de mejoramiento.

En particular, este trabajo intenta identificar factores determinantes de
la calidad panadera que no hayan sido descriptos previamente, y la
asociacion de esos factores a un marcador molecular que facilite su
seleccion en planes de mejoramiento.

En concordancia a lo enunciado anteriormente, se parte de la hipotesis de
que la calidad panadera de un cultivar de trigo no sdlo esta explicada a
través de su composicion de gluteninas de alto peso molecular.

Klein 32 (K32), un trigo cultivado en Argentina durante los afios 30 y 40
y Chinese Spring (CS) presentan la misma composicion de gluteninas de
alto peso molecular (analizadas en electroforesis en dos dimensiones,
Feingold, 1993). Sin embargo, K32 posee una calidad panadera
significativamente mayor que CS. Estos genotipos proporcionan un
modelo en el cual seria factible identificar los factores proteicos que
determinan la mayor calidad de K32, independientemente de las

gluteninas de alto peso molecular.
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Asimismo, la identificacion de nuevos componentes responsables de la
calidad panadera permitird entender mejor las bases bioquimicas de este
caracter e identificar variantes que se hayan perdido por deriva génica
mediante el proceso de seleccién a lo largo de los afios y puedan ser

incorporadas en planes de mejoramiento modernos.



Materiales

Klein 32 es un cultivar de trigo argentino proveniente de un cruzamiento
entre Klein Récord y Arditto (figura 3) del criadero Kilein de
comercializacion y cultivo en la década del 30, que se ha destacado por

su buena aptitud panadera.

Figura 3: Pedigree de K32

Americano 25e Americano 26n

Arditto Klein Record

Klein 32
(1932)

Chinese Spring (CS) es un genotipo de origen chino, que a partir del
desarrollo de lineas aneuploides (Sears, 1954) es la linea modelo en
estudios genéticos de trigo, siendo de pobre aptitud panadera (Vasil y
Anderson, 1997).

Para este estudio se construyé una poblacion F2:3 generada a partir del
cruzamiento de Chinese Spring y Klein 32 con posterior autofecundacion
de la filial 1 (F1) y de cada una de las plantas de la filial 2 (F2)
resultantes.

Cada familia F2:3 consiste en la progenie de la planta F2 , y que

analizada en conjunto representa a la planta F2 madre.
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Asimismo se utilizaron lineas ditelosémicas (dt) para los cromosomas
homedlogos de los grupos 1 y 6. Estas lineas presentan doble dotacién de
un brazo cromosémico (por ejemplo 1BL) y ausencia del brazo opuesto
(1BS) y se lo denomina dt1BL. Siendo el trigo hexaploide, con 3
cromosomas homedlogos por grupo se utilizaron un total de 6 lineas
ditelosémicas para cada uno de los grupos 1 y 6 (una por cada brazo
cromosomico).

Las lineas ditelosémicas de CS fueron facilitadas por el Ing. Agr. Enrique
Y. Suarez del Instituto de Recursos Biolégicos y fueron utilizadas en
cruzamientos con K32 descriptos previamente (Féingold, 1993)

Los productos quimicos utilizados en el trabajo de laboratorio fueron de
calidad analitica o biologia molecular producidos y/o comercializados
por las compahias Sigma Chemical Co., Merck Biochemica, Mallinkrodt,
Sintorgan, Fluka, Aldrich, Carlo Erba y Riedel van Haen.

El uracilo conjugado con digoxigenina (DIG-UTP), el anticuerpo (anti-
digoxigenina), y el agente bloqueante utilizados en la deteccidon no
isotépica fueron producidos por Boehringer Mannheim (Alemania), y el
sustrato quimioluminiscente de Tropix (EEUU).

Los isétopos radioactivos fueron adquiridos a NEN-DuPont (EEUU).

Las enzimas de restriccion, la Taq polimerasa y la ARNasa fueron de

Gibco-BRL (EEUU).

42



Métodos

Ensayo a campo

Ciento cincuenta familias F2:3 provenientes de un cruzamiento de CS vy
K32 fueron sembradas en un ensayo siguiendo un disefio completamente
aleatorizado con dos repeticiones.

Un minimo de 20 semillas F3 provenientes de cada planta F2 fueron
sembradas en un surco de 1m de longitud con una distancia entre surcos
de 50 cm. Cada 5 surcos de familias F2:3 se intercalaron los padres con
el objeto de evaluar la variabilidad inherente al lote (figura 4). La
siembra se realizé entre el 29 y el 30 de Julio de 1993. Durante el mes
de Septiembre se realizé la cosecha de hojas para la obtencion de ADN de
cada una de las familias. En la misma se cuidd de representar por igual a
cada una de las plantas F3 de cada familia. El tejido fue inmediatamente
congelado utilizando nitrégeno liquido y liofilizado durante 72 horas.
Adicionalmente, se tomo registro de la floraciéon de cada una de las
familias, ocurriendo la misma entre el 28 de Octubre para las mas
tempranas y el 22 de Noviembre las mas tardias. La cosecha de granos se
realizd depués de madurez fisiolégica cuando el cultivo no presentaba
vestigios de coloracién verde. Los granos cosechados fueron
almacenados en ambientes de temperatura y humedad controlados hasta

sSu procesamiento.

Datos fenoldgicos

Se registré el periodo de siembra a espigazén y de cada parcela,
tomandose como dia de espigazén cuando aproximadamente el 50% de las

plantas presentaban espigas visibles.
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Figura 4: disefio del ensayo bioldgico.
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Analogamente, el periodo a floracion, fue tomado de siembra hasta el dia

en que el 50% de los estambres de las espigas visibles, estaban exertos.

Determinacién del contenido de humedad

Se realizé en un numero limitado de muestras (40) con el objeto de
determinar la existencia de diferencias entre familias, ya que este
parametro puede influir en la determinacion de caracteres de calidad. La
determinacion consistié en la diferencia entre peso humedo y peso seco
(despues de someterse a secado en estufa a 105 °C) de una muestra de

10g.

Determinacién de la concentracion_de proteinas

La determinacién del contenido proteico de las muestras fue realizado
mediante el método de radiacion infrarroja cercana (NIR). Las lecturas
fueron estandarizadas tomando como referencia 10 muestras con
contenidos proteicos contrastantes, determinados por el método de

digestion acida de Kjeldahl.

Determinacién _de la Calidad Panadera

Prueba de sedimentacion en dodecil sulfato de sodio (SDSS)

La calidad panadera fue evaluada utilizando una modificacion de
la prueba de sedimentacion en dodecil sulfato de sodio (SDSS),
segun Axford et al. (1978) (Pefia et al., 1990). Para la misma,
muestras de granos de cada una de las variedades fueron molidas en
un molinillo ciclénico tipo Udy (Tecator Ciclotec , Suecia), y pasada

por un tamiz de 0,2 mm.
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Brevemente, el método consiste en la suspensién de 1 g de harina
integral en 6 ml de dH,0 mediante el agitado por 5 segundos en un
vortex, repitiéndose esta operacion a los 2 minutos 40 segundos y a
los 4 minutos 40 segundos de la primera agitacion. A los 4 minutos
45 segundos se agregan 19 ml de una solucion SDS-lactico (0,2%
acido lactico; 2% SDS). Inmediatamente se incuba 1 minuto en un
agitador oscilante (tipo Zeleny) y al finalizar el mismo se deja
reposar 20 minutos a temperatura ambiente (20- 23 ©C) y se
registra la lectura del volumen sedimentado en ml (Figura 5).

Estas determinaciones se realizaron por duplicado en cada una de
las repeticiones de campo, repitiéndose la determinacién cuando la

diferencia de los valores para cada muestra era mayor que el 10%.

Figura 5: Estimacion de la calidad panadera mediante la prueba de
sedimentacion en SDS.
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Prueba de sedimentaciéon en acido acético

Esta determinacion fue realizada en el Laboratorio de Calidad de
Trigo y Soja de la Estacion Experimental de Marcos Juarez, del
INTA, siguiendo el método propuesto por Pumpiasky del Instituto
Vavilov de Rusia. La misma consiste en el agregado de 10 ml de
solucién de acido acético (2%) a 0,5 g de harina en una probeta de
10 ml, seguido de una agitacion manual vigorosa durante 5 a 8
segundos para asegurar una correcta suspension. Posteriormente,
se somete a la mezcla a una agitaciéon mecanica utilizando un
agitador tipo Zeleny, durante 22 a 25 segundos, de tal manera que
el tiempo total de agitacion sea de 30 segundos. Luego de 5
minutos de reposo se toma la lectura del sedimento en ml y se

multiplica este valor por 10.

Mixogramas

Esta determinacion de calidad fue realizada utilizando el
mixografo de Swanson (Swanson y Working, 1933) siguiendo la
metodologia aprobada por la AACC (1983) y evaluada por
Tombetta y Cuniberti (1994) en el INTA Marcos Juarez.

El mixégrafo mide y grafica en forma automatica el desarrollo y
la resistencia de la masa a la accién mecanica en funcién del
tiempo. La amasadora posee un conjunto de vastagos fijos y otros
moéviles que giran accionados por un motor. La resistencia al
amasado produce un par sobre el recipiente que posee los
vdstagos fijos que se transmite a un brazo oscilante conectado a

una aguja graficadora que imprime su registro sobre una cinta de
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papel que se mueve accionada por un mecanismo de relojeria
(figura 7, en resultados).

En los mixogramas pueden identificarse tres areas definidas a)
un periodo inicial de resistencias crecientes (desarrollo de la
masa) b) un periodo de resistencia maxima al amasado (desarrollo
pleno) y c) un periodo de resistencia decreciente al amasado
(ruptura de la masa) (figura 7).

La forma de la curva refleja la calidad panadera. Parametros
asociados positivamente son: el tiempo de desarrollo (el tiempo
en minutos hasta alcanzar la maxima altura de la curva), tambien
llamado punto c‘i'e movilidad minima; lenta ruptura de la masa
(baja pendiente de caida); el angulo entre las porciones
ascendentes y descendentes de la curva en la proximidad del
méaximo y el area total debajo de la curva (figura 7).

En base a los parametros mencionados, personal entrenado deriva
los valores de clase mixografica. Este es un indice creciente que
generalmente varia entre 2 y 7. A mayor indice, mejor calidad..
Las clases 2 y 3 son tipicas de curvas con tiempo de desarrollo
menores a 2 min., pendientes iniciales altas, desarrollo pleno
corto (baja estabilidad) y rapida ruptura de la masa. Las clases 6
y 7 por el contrario corresponden a curvas con lento tiempo de
desarrollo (mayores a 3 min. 30"), alta estabilidad y lenta ruptura
de masa. Consecuentemente, clases intermedias presentan valores
intermedios.

Las clases 2 y 3 corresponden a trigos blandos, no panificables. La

clase 4 a trigos semiduros y las clases 5 y 6 a trigos duros,
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panificables. La clase 7 o mayor corresponden a trigos de alta
tenacidad llamados correctores.

Se determinaron los siguientes parametros:

1.- tiempo de desarrollo

2.- clase de desarrollo

3.- integral de la curva (area debajo de la curva)

El tiempo de desarrollo se tomé como el tiempo en minutos hasta
la altura maxima de fa curva. La clase mixografica fue
determinada a partir de las curvas, por la Ihg. M. Cuniberti del
laboratorio de c‘élidad de Trigo y Soja de la EEA Marcos Juarez del
INTA. La integral de la curva mixografica fue estimada como el
area en cm2 debajo de una curva de ajuste promedio dibujada

sobre el mixograma.

Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN fué realizada utilizando un método derivado de
Saghai-Maroof et al. (1984) (Hoisington et al., 1994).

El ADN fué extraido de hojas sanas, cosechadas en el periodo de
macollaje, e inmediatamente puestas en frio en una conservadora con
hielo. Posteriormente, el tejido se rocié con nitrégeno liquido para
lograr un descenso inmediato a bajas temperaturas que imidieran la
degradacion enzimatica del ADN.

El tejido congelado fue sometido a secado en vacio en un liofilizador

LABCONCO (EEUU), durante 72 horas.

49



En un tubo de polipropileno de 15ml se pesaron de 300 a 400 mg del
tejido liofilizado molido en un molinillo ciclénico tipo Udy (Tecator
Ciclotec, Suecia) al cual se agregaron 9 ml de solucién de extraccion
CTAB (100mM Tris-HCI, pH7,5; 10mM EDTA, pH8; 700mM NaCl; 140mM 2-
mecaptoetanol; 1% p/v bromuro de cetiltrimetil amonio) a 65°C. Se
homogenizé la muestra mediante inversiones suaves. A continuacién se
incubé durante 60 - 90 minutos a 65°C con movimiento continuo. Se
agregaron posteriormente 4,5 ml de cloroformo:octanol (24:1) seguido
de varias inversiones suaves de los tubos (1 a 2 minutos). La separacioén
de la fase acuosa fue realizada despues de centrifugar los tubos por 10
minutos en una centrifuga de mesa a 1300 xg y se la transvasd a nuevos
tubos. Se repitié la extraccion con cloroformo:octanol una segunda vez.
El ARN de la muestra fue eliminado con el agregado de 50 ul de ARNasa
(10 mg/ml) e incubado 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente,
el ADN fue precipitado con el agregado de 6 ml de isopropanol (2-
propanol) a temperatura ambiente y el ADN rescatado con un capilar de
vidrio en forma de gancho. El ADN asi obtenido fue resuspendido en 1 ml
de TE 1X (10mM Tris-HCI, pH8; 1mM EDTA, pH8)

Adicionalmente, el ADN fue reprecipitado agregando 50 ul de NaCl 5M y
2,5 ml de etanol frio. Nuevamente se rescaté el ADN precipitado
utilizando un capilar de vidrio y después de lavarlo con etanol 70% fue

resuspendido en 1 ml de TE 1X.

Determinacion de la concentracion de ADN.

La concentracion de ADN fue calculada utilizando un

espectrofotometro, a partir de la absorbancia a 260nm (OD2gg) de
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diluciones 1:20 (en agua o TE 1X) de las muestras y utilizando la

siguiente ecuacion:

Concentracion de ADN (ug/ul)= OD2gg x Factor de dilucién x 50ug/ml x 10-3

Adicionalmente se calculé la relacién OD2g0/OD2go ¥y se consideré al
ADN suficientemente puro cuando este valor se ubicé entre 1,8 y 2.

La concentracion de ADN se ajusté a 0,25 ug/ul con el agregado de TE 1X.
Las muestras de ADN asi obtenidas fueron almacenadas a 4°C hasta su

posterior utilizacién.

Anadlisis de polimorfismos de longitud en fragmentos de restriccion

(RFLP)

Sondas

Se utilizaron en este estudio sondas de trigo genémicas (WGs),
pertenecientes a genes de proteinas de reserva (tabla 2), de cADN de
cebada (BCDs), de avena (CDOs) y genémicas de T. taushii (KSU, CSIH).
Estas sondas fueron escogidas por presentar homologia con regiones

localizadas en los cromosomas homedlogos del grupo 1 y 6.

Corte de ADN con enzimas de restriccion

Se realizaron digestiones con las siguientes enzimas de restriccién:
EcoRl, EcoRV, Hindlll, BamH]I, Dral y Xbal.

Se utilizaron 2,5 unidades de enzima por microgramo de ADN en el buffer
correspondiente a cada enzima (1X concentracion final) con el agregado

de espermidina (100 mM concentracién final). Se incubé a 37°C desde 4
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hs a 16 hs. La reaccion se detuvo con el agregado de NaCl para lograr una

concentracion final de 250mM. Posteriormente, se precipitd el ADN

digerido con 2,5 volumenes de etanol en frio (30 min. a -80°C 6 12-16hs

a -20°C).

Tabla 2: Sondas utilizadas, su

y referencia.

localizacion cromosodmica, polimorfismo

sonda localizacion |locus [polimorfismo | mapeado? referencia

BCD |22 1L monoméorfico Heun et al., 1991;
98 1S Hindlll/BamHI si Anderson et al, 1992 y
115 1L monomérfico Kleinhofs et al. 1993
200 1L monomaorfico "
249 1 monomérfico "
371 1S monomaorfico
442 1L monomadrfico
592 1L monomdrfico
921 1L monomorfico
1434 1S Dral no "

@O |534 1S monoméorfico Heun et al., 1991
572 1L EcoRV no Anderson et al, 1992
836 1L monomarfico "
1173 1S monomarfico "

IPSR |8 6S EcoRI/Xbal si Gale et al.,, 1995
10 6S Gli2 |Dral no "
161 1S monomaorfico
162 1L monomaorfico

KSU |[D003 monomédrfico Gill et al., 1991
D0014 EcoRI si "
E18 18 Hindlll si "
Go monom©rfico "

WG (180 1L monomorfico Heun et al.,, 1991 y
241 1H monoméoérfico Anderson et al., 1992
920 Dral no "
983 1L Hindlli si "

otras |pcP387 Gli1 |Xbal si Forde et al., 1985
pTul 6S Gli2 |Dral si D'Ovidio et al., 1992
pDY10A/KS- 1L Glu1 |Xbal si Anderson et al., 1989
pTdUCDH1 1S Glu3 |Xbal si Cassidy y Dvorak, 1991
pNVR20 1S Lec Dral no Reikhel y Wilkins, 1987
CSIH69 monomorfico Lagudah, et al. 1991
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El ADN precipitado fue secado y resuspendido en 1X TE a una

concentracion final de 0,75 ug/ul para facilitar la carga en geles de

agarosa.

Separaciéon de fragmentos de ADN en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN digeridos fueron separados de acuerdo a su peso
molecular sometiéndose las muestras a electroforesis en geles de
agarosa de 0,7%. Estos geles de 20 x 25 cm con 2 6 4 peines de 30 calles
cada uno fueron cargados con 12 ug de ADN digerido por calle (16ul) a los
que se les agregé 4ul de buffer de corrida (50mM Tris-HC!, pH8; 5mM
EDTA, pH8; 0,5% SDSW;. 50% glicerol; 0,0015% azul de bromo fenol;
0,0015% xilene cyanol) y se los corrid a una corriente constante del5
mA en buffer de corrida TAE 1x (40mM Tris-acético, pH8; 5mM NaOAc;
0,77 mM Na4EDTA) hasta antes que el azul de bromofenol llegara al nivel
de las celdas de siembra siguientes.

Una vez finalizada la corrida los geles se tiferon en bromuro de etidio
(1pg/ml) en agitacién por 20 min. con posterior destefiido en agua de
igual manera, se visualizé en un transiluminador de UV (300 nm de
longitud de onda) para confirmar la digestion y se fotografié con filtros

uv.

Transferencia de fragmentos de ADN a membranas de nylon (Southern
Blotting)
El ADN de los geles fue desnaturalizado en 1| de solucién de

desnaturalizacién (0,4N NaOH, 0,6M NaCl) durante 30 min. con agitacion,
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seguido de una neutralizacion en solucién de neutralizacion (0,5M Tris-
HCI pH 7,5, 1,5M NaCl) durante 30 min. con agitacién.

La transferencia se realizé6 en una bandeja plastica con 2| de buffer de
tranferencia (25mM NaPO4, pH 6,5) en la cual se sumergié una esponja
sobre la que se construyd el aparato de transferencia capilar. El mismo
consistio en depositar sobre la esponja una hoja de papel secante grueso
de 20 x 25 cm sobre la cual se depositd el gel boca abajo, seguido de una
membrana no cargada de nylon (MSI Magnagraph, EEUU) junto con varias
hojas de papel secante grueso (Sigma, catalogo: P4556), finalizando con
una cantidad de toallas de papel secas (Valot, Argentina) formando un
espesor de 10 a 15 cm. Cada una de las hojas de papel secante y la
membrana de nylon fueron previamente remojadas en buffer de
transferencia y se las ubicé cuidando que no quedaran burbujas de aire
atrapadas entre el gel y el papel, que interrumpirian la capilaridad del
sistema. Un peso de 1kg dispuesto sobre una placa de acrilico para lograr
una buena distribucién, fue puesto en el tope de la pila de toallas. Se
dejé proseguir la transferencia durante la noche (14-16hs).

Una vez finalizada la misma, se retiré la membrana y se la sometié a un
lavado en 2X SSC (300mM NaCl; 30mM citrato de sodio; pH 7,4) durante
15 min. EI ADN fue fijado mediante radiacién UV utilizando un UV
crosslinker (Stratagene, EEUU) a 120,000 pjoules/cm2 y posterior

horneado a 90°C, durante 2 horas.
Marcado de sondas

Las sondas fueron marcadas no radiactivamente mediante la

incorporacion por PCR de uracilos covalentemente ligados a digoxigenina
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(Digoxigenin-11dUTP; Boehringer Mannheim, Alemania) en una proporcién
de 5% con respecto a dTTPs incorporados.

La PCR se realizé a partir de lisados de bacterias conteniendo los
pladsmidos transformados. De un cultivo de bacterias se picé una colonia
con un palillo estéril y se la resuspendié en 50ul de TTE (1% Triton X-
100; 20mM Tris-HCI pH 8,5; 2mM EDTA) en un microtubo de 0,5ml. Se
incubd el tubo a 95°C durante 10 min. y previa centrifugacion se tomaron
2,5 ul del sobrenadante que se utilizaron como templado en una reaccion

de 100ul como se detalla a continuacién:

[final] reaccion de 100l (ul)

10X PCR Buffer 1X 10
25mM MgCl, 2mM 8
10mM dNTPs (- dTTPs) 50uM 0,5
10mM dTTPs 47,5uM 0,475
1mM Dig-dUTP 2,5uM 0,25
2uM primer cv72 0,2uM 10
2uM primer cv76 0,2uM 10
5u/ul Taq Polimerasa 2u 0,4
ddH,O - 57,875
Templado ? 2,5




Las reacciones de PCR fueron realizadas a una temperatura de

apareamiento de 55°C, y se utilizé el siguiente programa:

paso 1: 1 min. a 94°C
paso 2: 1 min. a 94°C
paso 3: 2 min. a 55°C
paso 4: 2 min. a 72°C
paso 5: repite pasos 2 a 4, 25 veces

paso 6: 4 min. a 72°C

Secuencias de los primers utilizados
Los primers utilizados corresponden a secuencias universales de los
vectores derivados del tipo pUC y M13 que flanquean el sitio de

insercion.

CV72: 5°-ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC CAG T-3
CV76: 5'-AAA CAG CTA TGA CCA TGA TTA CGC C-3'

Los productos de PCR (5ul por reaccién) fueron posteriormente
sometidos a electroforesis en un minigel de agarosa al 1% con el objeto
de determinar el éxito de la amplificacién y la coincidencia entre los
tamanos esperados y observados de los amplicones. La cuantificacion del
producto fue determinada visualmente en el gel por comparaciéon con
muestras o estandares de concentracion conocida o utilizando un
fluorometro TKO 100 (Hoéffer, EEUU) previamente calibrado.

Las sondas asi marcadas fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.
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Hibridacion de ADN (Southern)

La hibridacion se llevd a cabo en un horno de hibridacidon rotativo tipo
Hybaid (Reino Unido). Se utilizaron tubos Falcon (EEUU) de 50ml para
membranas pequeias (7x7 cm) y botellas siliconadas (Robbins

Scientific, EEUU) de 30 cm de largo para la evaluacion de la poblacion -
(membranas de 20 x 25cm).

Las membranas fueron prehibridadas por 1 a 3 hs a 65°C en solucion de
hibridacién (5X SSC; 0,01% laurilsarcosina; 0,02% SDS; 0,2% reactivo de
bloqueo; Boeringher Mannheim, Alemania) en un volumen de 3 ml cada
100 cm2de membrana. Las membranas fueron enrolladas dentro de los
tubos cuidando que no.quedaran atrapadas burbujas de aire, para lo cual
se humedecié la membrana en solucion de hibridacién previamente a su
introduccién en los tubos.

La sonda fue desnaturalizada en un bafo de agua hirviendo durante 10
min. y puesta en hielo inmediatamente después, para evitar la
renaturalizacién de las cadenas complementarias.

La hibridacién se llevo a cabo durante 15 a 18 hs con 50-100ng de sonda
por ml de solucién de hibridacion.

El principio de detecciéon no radiactiva se basa en el marcado de la sonda
con un antigeno (Digoxigenina, DIG, patente Boehringer Mannheim) que
luego es detectado por un anticuerpo (Anti-DIG) que esta unido
covalentemente a un molécula de fosfatasa alcalina (AP) que al
desfosforilar un sustrato fotolitico (AMPPD o CSPD; Tropix, EEUU) emite

luz a 470nm.
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El siguiente cuadro resume los pasos realizados en

posterior deteccion de la sonda.

la hibridacion vy

pasos tiempo temperatura | objetivo

hibridacion 15-18 hs 65°C pegado de sonda

lavado en 2 X 5 min. temperatura | eliminacién del

0,15 X SSC, 0,1% SDS ambiente excedente de sonda

lavado en 3 x 15 min. 65°C eliminacion de sonda

0,15 X SSC, 0,1% SDS pegada

inespecificamente

Enjuague en Buffer1 1 x 5 min. temperatura |lavar SDS

(10mM Tris-HCI pH 7,5; ambiente

150mM NaCl)

Incubacion en Buffer 2 1 x 30 min. temperatura |evitar pegado

(idem Buffer 1 + 0,1% de ambiente inespecifico de

reactivo de bloqueo) anticuerpo

Incubacion en Anti-DIG 1 X 30 min. temperatura |pegar anticuerpo

(idem buffer 2 + 1:15000 ambiente

anti-dig)

Lavado en Buffer 1 3 x 10 min. temperatura |lavar exceso de
ambiente anticuerpo

Lavado en Buffer 3 1x 5 min. temperatura |equilibrar la

(10mM Tris-HCI pH 9,5; ambiente membrana a pH

100mM NaCl; 50mM adecuado para la

MgCl2) accion de la AP

Incubacion en sustrato 1 x 20 min. temperatura

quimioluminiscente ambiente

(idem buffer 3 + 15ul/ml
de AMPPD)

58




Exposicion y revelado de los resultados

La exposicion se realizd con peliculas autorradiograficas durante 15-18
hs (durante la noche) a temperatura ambiente. Ocasionalmente, se incubd
previamente a 37°C por 1 -2 hs para incrementar la actividad inicial de

la enzima.

Los films se revelaron y fijaron utilizando reactivos KodaK GBX (EEUU).

Tabla 3: Microsatélites utilizados, su localizacion cromosomica,
temperatura de alineamiento, polimorfismo presentado entre K32 y CS vy

su fuente de obtencidn.

. . . temperatura de . . . .
microsatélite localizacién . \ polimorfismo referencia comentarios
alineamiento
Cnl5 1AL 60 polimérlico 1
psp3003 1AL 63 polimdrfico 2
psp2999 1AS 55 monomérfico 3 (G/lu-A3 locus)
psp3151 1AS 61 polimérlico 1
psp3100 1BL 61 polimérfico 1
psp3000 1BS 55 polimérfico 2,3 (G/i-B1 locus)
psp3004 1D 61 monomdrfico 3
psp3071 6A 61 polimérfico 3
psp31562 6A 61 polimérfico 3
psp3029 GA * 58 No amplifico en K32 2,3
psp3070 6AS 61 polimérfico 3
psp3009 6B 63 monomdrfico 3
psp3131 68 61 monomdrlico 3
psp3139 6BS 63 polimérfico 3
psp3058 6D 61 monomérlico 3
psp3200 6DS 61 polimérfico 3

Referencias 1: Sorrells, 1996
2: Stephenson et al., 1998
3: Devos et al., 1995
*: banda secundaria



Microsatélites o SSRs

ADN gendmico de K32 y CS fue amplificado con “primers”
correspondientes a 16 microsatélites de los cromosomas homedlogos de
los grupos 1 y 6 (tabla 3).

Los “primers” fueron sintetizados a partir de secuencias publicadas
(Devos et al.,, 1996; Sorrells, 1996) o gentilmente provistos por el
Instituto John Innes de Inglaterra (Stephenson et al.,, 1997). La secuencia
de éstos ultimos es confidencial, pero los mismos estan disponibles
bajo pedido para fines de investigacion (Pauline Stephenson,
comunicacién personal)

En algunas oportunidades se determind la localizacién cromosdémica
mediante el uso de lineas ditelosémicas de CS (figura 13, en resultados).
Los microsatélites que presentaron polimorfismo entre los padres
fueron utilizados luego para determinar el genotipo de los individuos F2
de la poblacién segregante mediante el analisis a partir de ADN de su

progenie F3.

Amplificaciéon de ADN por PCR

Utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificé a
partir de ADN gendémico extraido como se menciond anteriormente.

La reaccion de PCR fue realizada bajo las condiciones que se muestran

en el cuadro adjunto:
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concentraciéon final | reaccién de 25ul

50mM MgCl, 1,5mM 0,75ul
10X PCR buffer 1X 2,5ul
10mM dNTPs 0,2mM 0,5ul
10uM primer izquierdo 0,2um 0,5ul
10uM primer derecho 0,2uM 0,5ul
5u/pl Taq polimerasa 1u/reaccidén 0,2ul
ddH,0 15,05ul
10ng/ul templado .. 50ng Sul

Se utilizé el siguiente programa en el ciclador térmico (MJ Research,

EEUU).

1 desnaturalizacion inicial 90°C 3 min.
2 desnaturalizacion 90°C 20 seq.
3 apareamiento* 55-63°C 1 min.
4 extension 72°C 1 min.
5 extensidon final 72°C 5 min.

los pasos 2 a 4 fueron repetidos por 35 ciclos.

* dependiendo de los primers utilizados (tabla 3)

Separacién en geles de poliacrilamida
Luego de comprobarse la amplificaciéon de un fragmento de ADN de

tamafio esperado mediante corrida electroforética en geles de agarosa
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se procedié a la separacion en geles de poliacrilamida al 4% de mayor
resolucion.

Se utilizaron vidrios de 30 x 40 cm previamente tratados de tal manera
que en uno de ellos se adhiriera el gel, mientras que el otro lo repeliera.
Esto se logrd utilizando un producto hidrofilico (bind silane,Sigma; 3ul
en 1ml de &acido acético) y otro hidrofébico (Sigmacote, Sigma SL-2 o
Rain-X, EEUU).

Los vidrios fueron ensamblados utilizando espaciadores de 4mm de
espesor, y posteriormente se introdujo entre ellos 50 ml de solucién de
poliacrilamida al 4% (7M urea; 1X TBE; 4% acrlamida:bisacrilamida, 19:1;
0,1% v/v TEMED; 0,1% persulfato de amonio). Se dej6 polimerizar al
menos una hora.

Los geles fueron pre-corridos en 1X TBE durante una hora a 60W o hasta
que alcanzaron una temperatura de 50°C. Durante ese periodo las
muestras se prepararon mediante agregado de 2ul de buffer de corrida
(10mM NaOH; 95% formamida; 0,05% azul de bromofenol; 0,05% Cyan de
xileno) a 4ul de reaccion de PCR. Las muestras fueron calentadas a 90°C
durante 2 min. e inmediatamente puestas en hielo, para evitar la

renaturalizacion de los fragmentos de ADN.

Las muestras se sembraron en el gel (6ul/muestra) y se corri6 a 60W
durante 1,5 horas o hasta que el azul de bromofenol salié por la parte

inferior del gel.
Revelado de los geles por tefiido no radioactivo en nitrato plata

El ADN amplificado fue tefiido con plata utilizando reactivos de Promega

(EEUU, catdlogo n? Q4132). E! método consiste en la reduccién en medio
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alcalino de los iones Ag++ que se depositan sobre el ADN, en presencia de
formaldehido.

Despues de finalizada la corrida electroforética, los geles fueron
fijados en acido acético al 10% durante 20 min. para prevenir la difusion
de los fragmentos de ADN. Posteriormente, se removid el exceso de urea
y buffer Tris Borato mediante 3 lavados con dH;0 de 2 min. cada uno. El
gel se incubd en solucion de tincion (1g/l de AgNOg3; 0,15% v/v
formaldehido 37%) durante 30 min. El exceso de plata fue removido
mediante un breve enjuague en dH,O (10 segundos) y posteriormente se
revelé por precipitado de la plata en solucién de revelado (30g/l NaCOg;
0,15% vl/v formaldehl'd~c~> 37%; 2mg/l NaS203.5H,0) a baja temperatura
inicial (10°C) ya que la velocidad de la reaccion es dependiente de la
temperatura. La reaccion de tincion fué detenida por el agregado de 1
volumen de &cido acético 10%. Finalmente, después de enjuagar con dH»0,
el gel se seco al aire durante la noche. Los resultados fueron evaluados
directamente en el gel o despues de hacer una copia positiva en papel
fotografico compatible con procesadores automaticos (APC film,
Promega Biotech, EEUU).

La metodologia detallada fue ensayada primeramente en los genotipos
parentales y las lineas ditelosémicas de CS para los cromosomas
homedlogos de los grupos 1 y 6 segun correspondiera en base a
informaciones previas, tal como se hizo con las sondas de RFLPs.
Primeramente se determind la existencia de polimorfismos y la
localizaciéon genética correspondiente de los alelos variables. Una vez
corroborada la existencia de polimorfismos en las regiones de interés,

se procedio al analisis de la poblacidon segregante.
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Anaélisis estadistico de los datos

La diferencia entre medias de clases de valores fenotipicos (%humedad,
%proteina, SDSS) fue realizada mediante ANOVA vy diferencia
significativa minima, o alternativamente mediante la prueba de t para
varianzas desiguales cuando la dispersion de los datos asi lo requirieron.
La relacion entre variables fue realizada mediante regresion de la
variable dependiente sobre la independiente o mediante correlacion
entre variables cuando no habia relaciéon de dependencia entre ellas.

Los datos de calidad de las familias F2:3, estimados por la prueba de
sedimentaciéon en SDE‘;. (SDSS) fueron transformados en datos corregidos
sustrayendo su valor del promedio de los genotipos parentales mas
cercanos geograficamente en el ensayo a campo (figura 4) mediante la

siguiente formula:

SDSS corregido= SDSS (F2:3)-[SDSS(K32) + SDSS (CS)]
2

Test de normalidad para los datos fenotipicos

El ajuste de los datos a una distribucion normal se evalué mediante la
prueba del coeficiente de correlaciéon del grafico de probabilidad
(Fillben, 1975).

Esta prueba se realiza ordenando los datos de manera creciente segun su
valor y asignando un valor “X” a cada uno de ellos de acuerdo a la

siguiente féormula:

X=(i-0,5)/n
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donde i es el numero de orden y n el numero total de individuos
evaluados.

Posteriormente se grafican los datos fenotipicos originales para cada
individuo en funcién de la inversa de la distribucién normal acumulada
de X. EIl coeficiente de regresion entre las variables es comparado luego
con los valores de tabla de la prueba de Schapiro-Wilk para normalidad.
Cuanto mejor sea el ajuste de estas variables a una funcién lineal mejor

serd el ajuste de los datos a una distribucién normal.

Analisis de covarianza

Cuando la regresidon entre variables presentd valores significativos, el
efecto de la variable independiente se removié mediante el uso de la
misma como covariable. Para esto se sustituyeron los valores de la
variable dependiente por los valores residuales en funcion al modelo
establecido entre ambas covariables. Este fue el caso de la calidad
estimada por SDSS y el contenido proteico, y estas dos con el periodo a

floracion.

Evaluacion de los datos genotipicos

Los datos genotipicos de los individuos segregantes fueron registrados
como homocigotas tipo CS (B), tipo K32 (A) o heterocigotas (H) cuando
los marcadores presentaron codominancia. Alternativamente, para los
marcadores dominantes, los individuos fueron registrados como A o C
cuando la presencia del marcador estaba asociada al alelo de CS, y como

B o D cuando lo estaba con el alelo de K32.
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La segregacion mendeliana de los datos genotipicos (1:2:1 ¢ 3:1 para
marcadores codominantes y dominantes, respectivamente) fue analizada

mediante la prueba de ¥-cuadrado.

Ordenamiento de los marcadores en un _mapa

El ordenamiento de los marcadores en un mapa fue realizado en base a su
segregacion utilizando el programa MAPMAKER 3.0 (Lander et al., 1987).
Los marcadores fueron inicialmente agrupados en base al analisis de
ligamiento de dos puntos. Se consideraron dos marcadores ligados
cuando el valor de verosimilitud (LOD) fue mayor o igual a 3.00 y la
distancia de ligamiento menor a 50 cM.

Una vez reunidos los marcadores en grupos de ligamiento, se determind
el orden mas probable entre ellos en base a andlisis de tres puntos
(comando “order”) y multipunto a continuacion (comando “ripple”)

Los valores de recombinacion fueron convertidos a distancias en cM
utilizando al funcion de Haldane (Haldane, 1919, citado por Lander et al.,

1987).

Asociacion _entre caracteres fenotipicos y marcadores

Analisis de varianza (ANOVA)

Para este analisis se agruparon los datos fenotipicos de las familias
F2:3 segun clases genotipicas para cada marcador. (A/B/H; para
marcadores codominantes y A/C 6 B/D para marcadores dominantes). Los
valores medios de los grupos asi formados fueron analizados mediante

ANOVA. Se consideré6 como asociado a los marcadores que generaran
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grupos genotipicos de medias fenotipicas significativamente diferentes
al 5%.

La proporcion de la varianza poblacional explicada por cada marcador con
asociacion significativa fue estimada mediante el valor de r2 (suma de
cuadrados entre grupos/suma de cuadrados total) proveniente de los
datos del ANOVA.

El efecto de interaccidon entre marcadores no ligados genéticamente,
sobre un caracter fenotipico, fue realizado mediante ANOVA para dos
factores.

Los analisis de varianza para uno y dos factores fueron realizados
mediante el uso de los programas Excel (Windows’95) y SAS

(Massachusetts Institute of Technology).

Aditividad y dominancia

Los efectos de aditividad y dominancia se calcularon para cada marcador
asociado a los caracteres de calidad segun las siguientes formulas
(Mather y Jinks, 1977)
aditividad (a) = AA - (AA+BB)/2
dominan’cia (d) = AB - (AA+BB)/2
siendo AA: la media de los individuos homocigotas tipo K32

BB: la media de los individuos homocigotas tipo CS

AB: la media de los individuos heterocigotas
el cociente d/a resultante varia entre 0 y 1; denotando O aditividad total
y 1 dominancia total. Valores intermedios denotan dominancia parcial o

incompleta. Los valores de las medias se tomaron en valor absoluto.
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Mapeo de intervalo

Se determind la localizaciéon de QTLs en regiones donde se encontraron
efectos significativos entre parametros de calidad y marcadores que
determinaran un intervalo.

Se utiliz6 el programa MAPMAKER/QTL 1.1 (Lincoln et al.,, 1992b) que
calcula el ajuste de los datos a un modelo de regresion lineal entre el
caracter fenotipico y cada uno de los puntos del intervalo a distancias
de 1cM entre si (comando “scan”) utilizando el método de maxima
verosimilitud. El programa calcula la proporcion de varianza fenotipica
explicada por el QTL mediante la disminucion del valor de la varianza
cuando se considera al putativo QTL controlando parte del caracter
fenotipico. Este numero es equivalente al valor del coeficiente de

correlacion r2 de una regresién lineal.



Resultados

Datos fenotipicos

Fenologia

Tanto Chinese Spring como Klein 32 presentaron un periodo a floracion
de 96 dias a través de 28 y 31 repeticiones respectivamente.

Sin embargo, las familias Fo.3 presentaron un rango de dias a floracion
entre 83 dias para las familias mas precoces y 111 dias para las mas
tardias. los datos no ajustaron a una distribucién normal y presentaron
un gran numero de familias con periodo a floracién similar al de los
genotipos parentales (figura 6a).

En la mayoria de los casos las repeticiones a campo presentaron valores
similares. Sin embargo, 16 familias (11%) evidenciaron diferencias
marcadas entre repeticiones (> a 10 dias). Estas diferencias no son
esperables ya que el tiempo a floracion depende de la acumulacion de
temperaturas sobre un valor base (suma térmica) y del fotoperiodo. Esto
puede responder a que los individuos presentan segregacion dentro de las
familias Fp.3 y como la evaluacién de floracién se hizo en base a un
promedid de al menos 20 individuos, la diferente proporcién de
individuos precoces y tardios en distintas repeticiones de una familia
F2:3 que presente segregacion podria haber determinado distintos

periodos a floracion entre las mismas.
Humedad

El contenido de humedad promedio presentado por 25 muestras tomadas

al azar fue de 12,4 (+/- 0,04), variando entre 12,0 y 12,8% no
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existiendo diferencias significativas entre los valores individuales de

acuerdo con el valor de diferencia significativa minima de 2,05 (DSM »s.

0,05)-

Contenido Proteico

Las 36 parcelas de cada uno de los genotipos parentales fueron
analizadas en su contenido proteico. Chinese Spring (CS) presenté un
contenido proteico promedio de 12,9% mientras que el de Kiein 32 (K32)
fue de 12,2%. Estos valores medios correspondieron a rangos de
variacion de 11,5 a 14,5 para CS y de 11,6 a 12,8 para K32.

Se determind que ambas medias mostraron diferencias significativas,
mediante la prueba de t de Student para variancias desiguales, ya que
este parametro fue de 0,35 para CS y de 0,09 para K32.

El contenido proteico de las familias Fp.3 varié entre un 11,7% y 14.5%,
presentando una media general de 12,7% (figura 6b).

Los datos poblacionales presentaron una distribuciéon normal para este
caracter con una probabilidad del 95% (figura 6b).

4

Calidad panadera

La calidad panadera fue estimada mediante los siguientes métodos:

Sedimentacion en dodecil suifato de sodio (SDSS)

Los genotipos parentales presentaron valores medios (n=36) para este
parametro de 9,72 ml para CS y de 13,44 m| para K32 (figura 6c). Estas
medias fueron significativamente diferentes entre si mediante el

analisis de varianza con una diferencia minima significativa de 0,67.
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Figura 6: Distribucion de los caracteres fenotipicos de la poblacion
Fo.3. Las flechas indican los valores parentales y se incluye ajuste
normal cuando los valores de r son significativos.

ns, +; * ** indican distribuciones no normales, normales significativas al 10%, 5% y 1%,

respectivamente
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Figura 6: continuacion
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Los valores de la poblacién F».3 resultaron transgresivos a los de los
padres variando entre un minimo de 7,13 ml y un maximo de 17,0 ml con
un valor promedio de 12,03 ml (figura 6c).

La distribucién poblacional de la calidad panadera estimada mediante la
prueba de SDSS en la poblacién segregante se ajustd a un modelo normal

(figura 6¢) con una probabilidad mayor a 99%.

Sedimentacién en acido acético

Los valores de las familias Fp.3 presentaron una media general de 30 ml
variando entre 20 y 44 ml. La distribucion poblacional se ajusté a un

modelo normal significativo al 5% (figura 6d)

Mixogramas
Tiempo de desarrollo y clase mixografica

De las pruebas mixograficas se evaluaron el tiempo de desarrollo de la
masa (en minutos) y se clasific6 segun el tipo de curva presentada.

Los genotipos parentales presentaron diferencias en ambos parametros
evaluados. En once repeticiones tomadas al azar de CS, éste presentd un
promedio de 1min. 44 seg. de tiempo de desarrollo, con una curva tipica
de clase 3; mientras que K32 necesitd mayor tiempo de desarrollo (2
min. 51 seg., promedio de 17 repeticiones) y mostré una curva tipica de
clase 5. (figura 7)

Asimismo, se realizaron mixogramas para cada una de las familias Fa.3 .
El valor medio poblacional para el tiempo de desarrollo fue de 2 min.
variando entre 1,3 y 3 minutos, mientras que la clase de mixograma

promedio fue de 3,7 variando entre clase 2 y clase 6 (figuras 6e y 6f).
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Estos parametros no se ajustaron significativamente a una distribucion

normal.

Figura 7: Mixogramas tipo de los genotipos parentales

Chinese Spring Klein 32

I-SI()

P
VA A
LAV VA

(il
VA
AV

area: ~15¢cm 2 area: ~25 cm 2
T.des.: 1min. 50 seg T.des.: 3 min.
clase: 3 clase: 5

Integral de la curva mixografica (area)

Chinese Spring y Klein 32 presentaron valores promedios de 12,9 y 23,2
cm?2, respectivamente. Estos valores presentaron una gran variacion
dentro de cada genotipo, especialmente en CS, debido, probablemente a
la determinacion de curvas con tiempos muy reducidos y a que el area
debajo de la curva presenta una disminucion que responde a un modelo

logaritmico.
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Las curvas tipicas de los padres presentaron valores de 15 cm? y de 25
cm?2 para CS y K32, respectivamente (figura 7).
Las familias segregantes presentaron una media general de 22,3 cm?

variando entre 13,7 y 34,1 cm?2 ajustandose a una distribucién normal

significativa al 10% (figura 6g).

Relacion entre la calidad panadera y el contenido de proteinas

Se realizaron regresiones de la calidad panadera estimada por SDSS
sobre el contenido de proteina de CS y K32.

Para cada genotipo se evidencié una tendencia positiva en el aumento de
la calidad en funcién de la concentracion de proteinas (figura 8).

Los datos para ambos genotipos ajustaron a un modelo lineal

representado por la siguientes ecuaciones:
SDSScs =0,95 (%proteina) -2,5

SDSSk32 =2,37 (%proteina) -15,5

La regresion entre ambos parametros fue de 0,51 y de 0,75 para CS y
K32 resgectivamente, ambos valores significativos al 1%.

En las familias Fo.3 la regresion de la calidad por SDSS sobre la
concentracion de proteinas ajusté a un modelo lineal con una pendiente
positiva de 2,9 y un r=0,67 (p< 0,01) (tabla 4). La concentracién de
proteinas explicé un 42% de la variacion en la calidad panadera estimada

por SDSS (figura 9).
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Figura 8: Relacion entre el contenido relati

vo de proteinas del grano y

la calidad panadera estimada por la prueba de SDSS en los genotipos

parentales. Se grafica la recta de ajuste y su ecuacién.
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La prueba de sedimentacién en acido acético evidencié tambien una

relacion significativa y postiva con el tenor proteico (r=0,56 p< 0,01)

aunque la porcion de varianza explicada de

(31%)

este caracter fue menor

Otros parametros de calidad no mostraron el mismo grado de asociacion,

evidenciando menor influencia

mismos.

del contenido proteico relativo sobre los

El tiempo de desarrollo se asocié negativamente al tenor de proteinas

(r=-0,23 p<0,05), explicando el modelo un 5% de la variacion total (tabla

4).
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Figura 9: Relacién entre el contenido relativo de proteinas del grano y
la calidad panadera estimada por la prueba de SDSS en la poblacion Fo.3.

Se grafica la recta de ajuste y su ecuacion.
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El contenido relativo de proteinas no pudo explicar los valores de clase y
de area mixografica (r=0,14; n.s. y r=0,19; n.s., respectivamente) (tabla

4).

Variacion _espacial en el contenido proteico y la calidad panadera

Un anadlisis de varianza realizado para los genotipos parentales incluidos
como controles internos en el disefio del ensayo a campo (figura 4)
evidencié efectos significativos en el contenido proteico (% proteinas)

y la calidad panadera estimada por SDSS (SDSS) en funcién de la posicion
en el campo.

El modelo que incluyé a los genotipos, filas y columnas, presenté valores
significativos en ambos caracteres para cada una de las fuentes de



Tabla 4 Correlaciones entre los caracteres fenotipicos evaluados en la
poblacién F2.3 proveniente de CS x K32.

dias a % Sedim. en SDSS  Sedim.en drea tiempo individuos
floracién proteina SDS corregido Acético. desarrollo
dias a flor. 1 98
%proteina 0,41** 1 98
Sed.SDS 0,38°‘* 0,65°*° 1 98
SDSS corr. 0,37 0,60°** 0,96*° 1 98
S. Ac. 0,17 ns 0,56** 0,73** 0,67"" 1 98
area -0,06 ns 020ns 0,36** 0,33** 0,53°*° 1 84
T. des. -0,23" -0,23* 0,08 ns 0,11 ns 0,28 0,83*" 1 83
clase -0,02ns 0,13 ns 0,39°** 0,39°* 0,56*" 0,83** 0,81°" 83

*, **, ns: correlaciones significativas al 5%, 1% y no significativas, respectivamente.
variacién, y no se detectaron interacciones significativas entre filas vy
columnas. Cuando se realizd el analisis para cada genotipo, CS presentd
valores significativos para filas y columnas tanto para el % proteinas
como para SDSS. K32 en cambio solo evidencio efectos significativos al
tomar filas como fuente de variacion para ambos caracteres.

La figura 10 muestra el gradiente de variacion espacial en el contenido
proteico los valores de SDSS de CS y K32. Cada uno de los genotipos
parentales presenté un gradiente unico de variacion en el contenido
proteico, que guarda una estrecha relacién con los valores de SDSS. La
variabilidad detectada de esta forma evidencié una interaccion

genotipo-ambiente y justificé la modificacion de los datos de SDSS en
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Figura 10: Variacion espacial del contenido proteico y la calidad
panadera estimada por SDSS para Chinese Spring y Klein 32.
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relacion a los controles internos (SDSS corregido) y a la covarianza con

el contenido proteico.

Correlacion _entre parametros de calidad vy fenologia

El tiempo a floracién, un estimador de las condiciones ambientales a las
que esta sometido el cultivo durante el periodo de llenado de grano,

mostré asociaciones significativas con el contenido relativo de
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proteinas, las pruebas de sedimentacion en SDS y en acido acético y con
el tiempo de desarrollo, no asi con la clase y el area mixografica (tabla
4).

El coeficiente de regresién del porcentaje de proteinas sobre los dias a
floracion fue altamente significativo (r=0,41; p < 0,01), y explicé el 17%
de la variacidn de este caracter (figura 11a). En cuanto a la calidad
estimada por SDSS, ésta fue explicada en un 14% por la variacion en el
periodo a floracion (r=0,38; p < 0,01) (figura 11b). Sin embargo, la
calidad panadera corregida por el contenido proteico no presentd
asociacion alguna con los dias a floracién (r=0,04 ns; figura 11b)

El tiempo de desarrollo mixografico presentd una asociacion

significativa y negativa (r= -0,23; p < 0,05), y explico el 5% de la
variacion observada en este caracter. Los otros parametros mixograficos

no presentaron asociacion alguna.

Correlaciones entre distintos estimadores de la calidad panadera

La calidad panadera estimada por la prueba de sedimentacion en SDS
(SDSS) presentd asociaciones positivas y significativas con la
sedimentacion en dacido acético (S. Ac.) y la clase y area mixografica, no
asi con el tiempo de desarrollo (TD) (tabla 4).

Los valores derivados de SDSS (corregido y residual) presentaron el
mismo tipo de asociaciones.

Todos los parametros de los mixogramas (TD, clase y area) se
presentaron asociados significativamente a S. Ac. La clase y el area
mixografica lo hicieron de manera altamente significativa (p< 0,01)

mientras que TD fue significativo al 5%.
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Figura 11: Efecto del periodo a floraciéon sobre: a.- el contenido
proteico (e), b.- la calidad panadera (m) y la calidad panadera corregida
por el contenido proteico (A).

**, ns; valores de regresion estadisticamente significativos al 1% y no significativos,

respectivamente.
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Dentro de los parametros mixograficos, todos se relacionaron positiva y

significativamente con valores de correlacion mayores a 0,8 (tabla 4).

Marcadores moleculares

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLPs)

Treinta y cinco sondas de RFLP fueron utilizadas para determinar la
existencia de polimorfismo entre los genotipos parentales y corroborar
la ubicacion cromosémica de fragmento polimérfico mediante el uso de

lineas ditelosémicas de CS (figura 12).

Figura 12: Evaluacién de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLPs) entre Chinese Spring (CS) y Klein 32 (K32) utilizando
5 enzimas de restriccion. (a) WG180 monomérfico; (b) BCD98

polimérfico con Hindlll y BamHI.

a. sonda WG180 b. sonda BCD98
-
b.. ,,i '!
4
CSK32 CSK32 CSK32 CSK32 CSK32 CS K32 cs K32 CSK32 CSK32 CSK32
EcoRI EcoRV  Hindll BamHI  Dral EcoRl EcoRV Hindll BamHl  Dral

Trece sondas revelaron polimorfismos con al menos una de las cinco
enzimas de restriccion utilizadas, determinando 15 loci posibles de ser
mapeados. La distribucion de los mismos estuvo preferentemente

concentrada en cromosoma 1B.
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De esta manera, 6 sondas revelaron polimorfismos en el 1BS, 3 en el
1BL, 1 en el 1AL y 1DS, y ninguna en 1AS y 1DL. En los cromosomas
homeodlogos del grupo 6, 3 loci polimorficos se localizaron en el 6AS, 1
en el 6BS y ninguno en el 6DS.

Del total de las sondas que evidenciaron polimorfismos, se mapearon 10
loci, descartando aquellas que hubieren presentado un alto nivel de

ligamiento con algun locus mapeado previamente.

Figura 13: Localizacion de marcadores mediante el uso de aneuploides.
Se indican los brazos cromosdmicos faltantes en las lineas
ditelosomicas de CS. (a) sonda de RFLP BCD98; (b) microsatélite
psp3000.

a. sonda BCD98 b. SSR psp3000

-

- - - -
- 23 3}
-

1AS 1AL 1BS 1BL 1DS 1DL CS K32 1AS 1AL 1BS 1BL 1DS 1DL

Microsatélites (SSRs)

Siete microsatélites que detectan loci del grupo 1 fueron evaluados para
determinar polimorfismo entre CS y K32. De ellos, 5 (3 en el cromosoma
1A'y 2 en el 1B) revelaron polimorfismos.

De los 9 microsatélites evaluados para los cromosomas homedlogos del

grupo 6, 5 detectaron polimorfismos entre los padres (tres en 6A, uno en
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6B y uno en 6D). Los microsatélites polimorficos de los grupos 1y 6
fueron mapeados en las familias F2.3 , confirmando su localizacién

mediante el uso de lineas aneuploides (figura 13)

Mapeo v seqgreqgacion de los marcadores moleculares

El analisis de segregacion de los marcadores en la poblacion Fa.3
demostré que los mismos presentan una segregacion mendeliana, en la
gran mayoria de los casos. (tabla 5; figura 14)

De los 19 marcadores ensayados, 15 ajustaron a una segregacion
mendeliana esperada. (tabla 5). Los marcadores psp3151, psr8-6B y
psp3139 no ajustaron a la relacion 1:2:1 esperada para marcadores
codominantes, mientras que gli2 presenté una distorsion en la
segregacion 3:1, con menor numero de individuos C de los esperados

(tabla 5).

Figura 14: Segregacion del marcador psp3152 en la poblacion F2:3
derivada de Chinese Spring (C) y Klein 32 (K). Se catalogaron los
individuos como A (homocigota Klein 32), B (homocigota Chinese Spring)
y H (heterocigota). - simboliza dato perdido.

H HH_AAHHBHAHH_BAHH_B_HAAABBHHHIB_CK
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De los marcadores que presentaron una segregacion distorsionada, dos de
ellos (psp3151 y psp3139) mostraron un menor numero de homocigotas
del alelo de CS, mientras que el restante (psr8-6B) evidencido un menor

numero de individuos heterocigotas. Estos casos se correspondieron con

Tabla 5: Segregaciéon de los marcadores ensayados. En negrita aquellos
que se apartan de la segregacién mendeliana esperada.

marcador x-cuadrado Prob. segregacion n(A) n(H) n(B) n(C) n(D) Total
esperada K32 CS
bcd98 0,39 0,82 1:2:1 13 21 12 3 10 59
cnls 3,52 0,17 1:2:1 15 42 12 1 0 70
ksuE19-1B 1,44 0,49 1:2:1 34 54 26 0 0 114
ksuE19-1D 1,65 0,44 1:2:1 29 57 21 6 1 115
pDY10A/KS- 1,80 0,41 1:2:1 20 54 21 16 3 114
psp3000 0,32 0,85 1:2:1 30 58 26 0 0 114
psp3003 3,42 0,18 1:2:1 19 37 10 0 1 67
psp3070 0,61 0,74 1:2:1 22 38 23 0 0 83
psp3071 1,76 0,41 1:2:1 12 25 18 0 0 55
psp3100 1,42 0,49 1:2:1 16 41 15 0 0 72
psp3139 9,23 0,01 1:2:1 19 51 9 0 0 79
psp3151 8,97 0,01 1:2:1 22 43 7 0 0o 72
psp3152 ' 1,52 0,47 1:2:1 14 23 17 0 0 54
psp3200 2,77 0,25 1:2:1 19 46 14 0 0 79
psrio0 18,36 0,00 3:1 29 0 0 30 0 59
psr8-6A 0,58 0,75 1:2:1 26 61 27 0 0 114
psr8-6B 7,42 0,02 1:2:1 28 29 15 38 0 110
psr8-6B 0,01 0,91 3:1 28 0 0 82 0 110
pTdUCD1 1,20 0,55 1:2:1 30 59 23 0 0 112
wg983 0,66 0,72 1:2:1 31 55 25 0 0 111
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la existencia de genotipos evaluados “C” (no A) y “D” (no B) generados
por una toma de datos conservadora, que se adoptd para evitar errores. El
test de ( -cuadrado fue realizado sin tomar en cuenta tales valores.
Cuando se evalué al marcador psr8 correspondiente al cromosoma 6B
como dominante, este ajusté a la segregacion 3:1 esperada.

E! mapa genetico obtenido a partir de los datos de segregacion se
presenta en la figura 15.

El mapa agrupa a los marcadores en cuatro grupos de ligamiento
definidos de 47 cM y de 31 cM localizados en los cromosomas 1A y 1B,
respectivamente y de 12,2 cM y 34,3 cM localizados en el cromosoma 6A
y no ligados entre si. Marcadores individuales (no ligados al resto ni
entre si) fueron localizados en los brazos cromosémicos 6BS (psp3139,
psr8.2), 6DS (psp3200) 1BL (psp3100 y HMW) y 1DS (KsuE18), en base al
a bibliografia existente (Stephenson et al., agregar). Los pares de
marcadores psp3100, HMW y psp3139, psr8.2; no se encontraron
asociados (LOD 3.00, 50cM) a pesar de encontrarse en el mismo brazo
cromosomico. Sin embargo, al realizar el andlisis en condiciones menos
estrictas, los marcadores del cromosoma 6BS se localizaron a una
distancia ~de 35,4 cM (LOD: 2.84). Sin embargo los marcadores del 1BL no
presentaron asociacion alguna.

Debido a la falta de polimorfismos, no se localizaron marcadores en la
porcion distal del brazo corto del cromosoma 1A.

La figura 15 muestra el ordenamiento mas probable de los marcadores
dentro de cada grupo de ligamiento definidos segun los datos de
segregacion de la poblacion analizada. Sin embargo, existen

ordenamientos alternativos que no difieren significativamente del
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Figura 15: Mapa de ligamiento de los cromosomas homeodlogos del grupo
1 y 6 de la poblacion Fo.3 proveniente de CS x K32

Xpsp3100 -1—|—-
Xwg983
>50 cM
8,7 cM I |
Xenls XpDY 10A/KS- l I
5,6 cM (Glu-B1)
Xpsp3151 | | >50cm
.9
9
Xbcd98 2.0 cM
XksuE18
32.7cM XKSUE 18
27,5cM
—_—> 1D
Xpsp3003
XpTdUCD1 (Glu-B3) 1.5 cM
1A Xpsp3000 (Glu-B1) '
1B
Xpsp3152
9.2 cM o
Xpsp3071
_> 3.0 cM
XpSp3070 —>
Xpsp3139
: : >50 cM
XpT1
(Gli-AZl 35,4 cM
34,3 cM
Xpsr8
Xpsp3200
Xpsré 6B
6D
6A

Los marcadores se indican a la izquierda y las distancias entre ellos a la derecha.
Marcadores no ligados se ubicaron sobre lineas punteadas, y ordenados en base a
localizacion mediante lineas ditelosdmicas de CS o mapas publicados. Las flechas
indican posicion aproximada del centromero. El brazo largo se encuentra por
sobre el centrémero y el corto por debajo del mismo.
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presentado. Este hecho se evidencia en el grupo de ligamiento
correspondiente al 1BS, y esta debido a marcadores que se presentan
ligados entre si a una corta distancia.

La tabla 6 muestra ordenamientos alternativos del grupo de marcadores
del cromosoma 1BS con los respectivos valores del logaritmo de maxima

verosimilitud relativo, asignandole valor cero al ordenamiento mas

probable.

Tabla 6: Los seis ordenamientos mas probables de los loci del 1BS con
su valor de probablidad relativa (cociente de los logaritmos de maxima
verosimilitud de cada orden relativo al orden de mayor probabilidad)
realizado mediante MAPMAKER Exp. 3.0

orden loci prob. relativa
1 Gli-B1 Glu-B3 XksuE18 Xbcd98 0,00
2 Gli-B1 Glu-B3 Xbcd98 XksuE18 -0,30
3 Glu-B3 Gli-B1 XksuE18 Xbcd98 -1,08
4 Glu-B3 Gli-B1 Xbcd98 XksuE18 -1,37
5 XksuE18 Glu-B3 Gli-B1 Xbcd9s -12,67
6 XksuE18 Gli-B1 Glu-B3 Xbcd98 -13,283

Asociacion entre marcadores y caracteres fenotipicos
Se analizé la asociacion entre los marcadores mapeados y los caracteres
fenotipicos evaluados en las familias Fo.3 mediante analisis de varianza

(ANOVA). Estos resuitados se presentan en las tablas 7 y 8.
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Dias a floracion y contenido proteico

Ninguno de los marcadores del grupo 1 de cromosomas homeodlogos
mostraron asociacién significativa con el periodo de siembra a
floracién. Unicamente el microsatélite psp3139 (del grupo 6) evidencio
una asociacién significativa (p<0,05) con este caracter. La presencia de
los alelos de CS determinaron floraciones mas tempranas que los alelos
de K32.

Ninguno de los marcadores mapeados mostré una asociacion

significativa con el contenido proteico.

Calidad Panadera

La calidad panadera, estimada por la prueba de sedimentacion en SDS
(SDSS), resulté asociada significativamente a marcadores
correspondientes al brazo corto del cromosoma 1B (psp3000, pTdUCD1 y
KsuE18) con probabilidades < 5%. Estos marcadores, ligados a los loci
Glu-3B y GIi-1B, presentan mayores valores de SDSS asociados a los
alelos de K32. Asimismo, se evidenciaron asociaciones significativas
con marcadores del cromosoma 6A (psr8-6A) con una probabilidad
menor al 5%. Este marcador estd asociado a loci de gliadinas de bajo
peso molecular (o y B). Sorpresivamente, los datos indican que en este
locus la presencia de los alelos de CS, cultivar de menor calidad que
K32, incrementaron los valores de SDSS.

El marcador pTul (Gli-2) ligado a Xpsr8 evidencio la misma tendencia,
aunque esta sélo fue significativa con un valor de rechazo de hipdtesis
del 8%.

El porcentaje de variacion en este caracter explicada por estos
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marcadores y calculado mediante el valor de 2, fue de 9% y 7%, para los
marcadores del cromosoma 1BS y el del 6A, respectivamente (tablas 7 y
8).

Los mismos marcadores mostraron asociacién cuando se analizé la
calidad panadera evaluada mediante el método de sedimentacién en acido
acético. los loci Gli1, Glu3 y XksuE18 estuvieron significativamente
asociados con valores de p<0,4%; 3,2% y 4,9 %, respectivamente. Los
mayores valores de sedimentacion en acido acético estuvieron asociados
a los alelos de K32. Los valores de r2 fueron de 11% para Gli1, 7% para
LMW y 6% para KsuE19a (tabla 7).

El locus Xpsr8 del cromosoma 6AS evidencié una asociacion

significativa (p<1%) y pudo explicar el 10% de la variacion en este
parametro. La mayor calidad estuvo nuevamente asociada a la presencia
de los alelos de CS (tabla 8).

Coincidentemente, los valores mixograficos de tiempo de desarrollo y de
clase se mostraron asociados a los marcadores de gliadinas y de
gluteninas de bajo peso molecular del brazo corto del cromosoma 1B.
Asimismo, el locus XKsuE18 presentd valores de asociacion
significativos con la clase mixografica, perc si bien presenté la misma
tendencia para el tiempo de desarrolio, el valor de F fue sdlo
significativo al 6,5% (tabla 7).

Los marcadores pudieron explicar el 11% y 10% (psp3000 y pTdUCD1) de
la variacion observada en el tiempo de desarrollo, y el 14%, 11% y 10%
(psp3000, pTdUCD1 y ksuE18) de la variabilidad en la clase mixografica.
Ninguno de estos parametros evidencido asociaciones significativas con

los marcadores del brazo corto del cromosoma 6A (tabla 8)
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De los marcadores asociados previamente, sélo psp3000 (Gli1) resultd
asociado significativamente al area mixografica (p< 0,03), siendo el
efecto alélico el mismo detectado anteriormente. Sorprendentemente, se
evidencio la asociacién marginal (p<0,06) del marcador psp3139
localizado con el cromosoma 6BS, cuyo efecto no habia sido detectado en
ningunc de los otros parametros estimadores de la calidad panadera. La
mayor calidad se presenta asociada a los alelos de CS. Sin embargo, esta
asociacién podria estar relacionada con el bajo nimerc de individuos

homocigotas tipo CS (tabla 5).

El contenido de proteinas como cofactor de la calidad panadera

En base a la identificacion de la interaccion del contenido relativo de
proteinas con la calidad panadera, se realizd una transformacién de los

resultados de SDSS segun dos criterios:

1) segun la posicién de la familia en el ensayo, utilizando como
referente a los genotipos parentales mas proximos (SDSS corregido, ver
M&M).

La modificacién de los valores de SDSS, cuando se los hizc relativa a los
valores medios de los genotipos parentales de mayor cercania en el
ensayo a campo, mostraron que otros marcadores localizados en el brazo
corto del cromosoma 1B se encontraron asociados con mayores valores
de F que los datos sin transformar (tabla 7). Los marcadores
correspondientes a los loci Gli1, Glu3y XKsuE18 presentaron mayores
valores de p< 0,1%; 1,5% y 0,3%, respectivamente. Consecuentemente,

aumentd la proporcion de variacion del caracter fenotipico explicada,
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que fue de 13% para psp3000, de 9% para pTdUCD1 y de 12% para KsuE18.
Los valores corregidos de SDSS no modificaron sustancialmente la
asociacion de los marcadcres del cromosoma 6A (tabla 8). El locus Xpsr8
presenté valores de F apenas superiores al caracter sin modificar y GIli2
si bien presentd la misma tendencia, no se asocid significativamente al
5%.

Como era de esperar, el efecto alélico en ambas regiones fue en el

mismo sentido que el reportado anteriormente.

2) segun la funcién que relaciona ambas variables en este estudio.

Se utilizd un modelo lineal de la siguiente formula:
SDSSdep= 2,9 (%proteinas) -24,6

derivado de la recta de ajuste a los datos poblacionales obtenidos en el
ensayo a campo (figura 9).

Se calcul6 el valor de SDSSqep para cada una de las familias y el mismo
se sustrajo al valor observado de SDSS. El valor obtenido fue el residual
del parérﬁetro de calidad (SDSS;es).

El analisis de varianza utilizando como valor fenotipico los residuales
de calidad sobre el contenido relativo de proteina evidencié asociacién
de todos los marcadores del 1BS y 6AS previamente asociados pero con
mayores valores de F (y consecuentemente menores valores de
probabilidad). Del mismo modo, los mayores valores de calidad
estuvieron asociados a la presencia de las regiones 1BS de K32 y de 6AS

de CS. Los valores de r2 fueron de 11 a 12% para la region del 1BS y de
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9% para la del 6AS (tablas 7 y 8).

Accién_e interaccidon _génica

La tabla 9 muestra que los efectos de los loci Gli-B1 y Gli-B3 fueron
mayoritariamente aditivos para SDSS, SDSSc y SAc. El locus XksuE19
mostré el mismo tipo de herencia para SDSS y SDSSc, sin embargo
evidencié subdominancia casi completa para SAc, ya que el valor medio
de de los individuos heterocigotas fue igual al de los homocigotas CS.
Los mismos marcadores presentarocn dominancia incompleta para los
parametros mixograficos , mientras que Xpsr8 (6AS) presentd distintos
grados de dominancia incompleta para todos los caracteres a los que

estuvo asociado, con valores d/a desde 0,25 a 0,86.

Tabla 9: Efectos de aditividad (A) y dominancia (D) de locs marcadocres

asociados a la calidad panadera.

SDSS SDSSc SDSSres Acélico desarrollo Clase area
(ml) (ml) (ml) (mil) (minutos) (UA) (cm?)
locus A D A D A D A D A D A D A D

Gli-B1-18S 086 007 | 099 010 | 069 059 | 250 0.10 | 020 0.06 | 042 013 | 182 -0.19

Glu-83-1BS 069 009 | 084 004 | 064 059 | 205 0.11 | 019 004 | 0.38 0.10

XksuE 19-18S 078 -007| 089 001 | 087 0.00 | 1.31 -1.72 029 -0.15

Xpsr8-6AS 087 -031(-088 -022]|-063 038 | -227 -1.95

El analisis de varianza utilizando a los loci Gli-1B y Xpsr8-6A como
factores demostré la ausencia de interaccién entre los mismos para la
calidad panadera estimada por SDSS (F=0,42) y sus valores corregidos

(F=0,56) y residual (F=0,72).
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En conjunto, estas dos regiones pudieron explicar el 20% de la variacién
de la calidad panadera estimada por SDSS, y mas del 60% si se toma en
cuanta la proporcién de varianza explicada por el contenido proteico
relativo.

Mapeo de intervalo

En el brazo corto del cromosoma 1B se evalué la asociacién de los
parametros de calidad panadera mediante el método de mapeo por
intervalos. Los marcadores utilizados se muestran en la figura 15. Este
segmento evidencid asociaciones significativas con parametros de
calidad panadera mediante analisis de varianza (tabla 7). Los cuatro
marcadores abarcan 31 cM, encontrandose dos marcadores cercanos en
cada extremo (figura 15).

Los valores de SDSS se encontraron asociados a una regién a 18cM de
LMW, con valores de LOD apenas superando el umbral (LODmax = 2,1)
(Figura 16a). La proporcién de varianza del caracter explicada por este
QTL fue de 13,6% (figura 17).

Cuando se tomaron los valores de SDSS corregidos por localizacion en el
campo, o utilizando el contenido proteico como covariante, se detectaron
QTLs cor; mayores valores de LOD, localizados en la misma region que el
anterior (figura 16a). SDSScorr mostré un pico de LOD= 3,14 a 16¢cM,
mientras que SDSSres los hizo a 22cM con un valor de LODpax = 3,9.

Se evidencié, consecuentemente, un aumento en la proporcién de
varianza explicada, 19% para SDSScorr y de 22% para SDSSres (figura
17).
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Figura 16: Localizacion de QTLs en el brazo corto del cromosoma 1B
mediante mapeo de intervalo.para los caracteres fenotipicos evaluados
en la poblacion Fo.3 derivada de CS x K32.
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Figura 17: Proporcion de varianza explicada por los QTLs del
cromosoma 1BS de los caracteres fenotipicos evaluados.
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La sedimentacidon en acido acético no mostré valores significativos de
LOD para el intervalo, con la excepcién del locus G/i-B3 cuyo LOD fue de
2,43 (figura 16b).

La clase derivada de los mixogramas, presenté valores mayores al
umbral en casi todo el intervalo, con un pico de LOD de 2,66 a 12 cM de
Glu-B3 (figura 16b). Este QTL explico un 20,5% de la varianza de este
caracter (figura 17).

El tiempoc de desarrollo y el area mixografica no mostraron QTLs
significativos dentro del intervalo analizado, y sd6loc mostraron alguna
tendencia en la regidon de G/i-3B (Figura 16b) coincidiendo con los

analisis de varianza previos.



Discusion

Factores que influyen sobre la calidad panadera

El contenido proteico

La influencia del contenido proteico en los parametros de calidad
panadera tiene larga data (Finney y Barmore, 1948; Bushuk et al, 1969).
La pendiente de la recta de ajuste de la regresiéon de la calidad sobre el
contenido proteico ha sido tomado como un indicador de la calidad
intrinseca de las proteinas de! gluten de cada variedad (Finney y
Barmore, 1948; Bushuk et al, 1969; Simmonds, 1989). La figura 8
muestra que la calidad panadera estimada por SDSS y contenido proteico
guarda una relacién positiva y significativa, tanto para CS como para

K32. Sin embargo, la pendiente que presenta K32 es significativamente
mayor que la de CS. Asimismo, la calidad panadera de K32 es siempre
mayor que la de CS a igual tenor proteico. Estos hechos estarian .
determinando que tomadas en conjunto, las proteinas de reserva de K32
presentan mejores propiedades reoldgicas que las de CS. La variacién en

el contenido proteico de los genotipos parentales es adjudicable a la
posicion de las distintas repeticiones en el lote del ensayo, ya que el
tiempo a floracion para ambos genotipos fue similar. Sin embargo fue
detectada mayor variacién en la cantidad relativa de proteinas de

reserva en CS que en K32 (figura 8). Esto evidencié una marcada

interaccidon genotipo-ambiente. Klein 32 presenta una mayor estabilidad
en su contenido proteico con una alta calidad panadera, mientras que CS

muestra una mayor influencia del ambiente sobre la acumulacién de

proteinas, y por consiguiente sobre su calidad panadera.



En el analisis de la poblacién derivada de K32 y CS, pueden observarse
tambien asociaciones positivas y significativas con los métodos de
sedimentacion en SDS y en acido acético (tabla 4).

Por otro lado los parametros mixograficos estudiados, si bien el tiempo
de desarrollo presenta una asociacion significativa, parecen estar menos
influenciados por la concentracion de proteinas. Esto puede responder a
que en estas determinaciones de mayor complejidad, entren en juego
otros factores como la la actividad a-amilasa endégena o la textura de
los granulos de almidén dentro de la matriz proteica (Blackman y Payne,
1987)

Khan et al. (1989) y éraybosch et al (1996) reportaron resultados
similares. Los primeros encontraron una alta asociacion entre el
contenido relativo de proteinas y el volumen de pan (r=0,67, p<0,01) en
un grupo de 44 variedades de buena calidad panadera, mientras que los
segundos reportaron correlaciones entre el contenido relativo de
proteinas y los valores SDSS en un grupo de 30 lineas de r=0,48
(p<0,01). Ambos trabajos encontraron relaciones negativas entre el
contenido proteico y el tiempo de desarrollo (-0,15 y -0,23,
respectivamente) aunque estos valores no fueron estadisticamente
significativos, talvez debido al bajo nimero de muestras analizadas.
Sin embargo, Quick y Donnelly (1980) no encontraron asociaciones
significativas entre el contenido relativo de proteinas con SDSS vy la

clase mixografica en Triticum durum.
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Dias de siembra a floracion

El cultivo de trigo incorpora la mayor cantidad de nitrégeno en el periodo
que va de emergencia a floracién. La acumulacién y depdsito de hidratos
de carbonc en los granos depende altamente de las condiciones durante
el llenado de los mismos. De esta manera, condiciones de postfioracion
que favorezcan un periodo largo de llenado (i.e. temperaturas moderadas,
ausencia de enfermedades foliares y particularmente buena
disponibilidad hidrica) determinaran un bajo contenido relativo de
proteinas; mientras que condiciones opuestas tendran como
consecuencia un alto_ tenor proteico (Slafer et al., 1990).

Si bien se ha mencionado que la calidad panadera esta relacionada con el
tenor proteico, un menor periodo de llenado de granos (con una mayor
contenido relativo de proteinas) no determina per se alta calidad.
Estudios pioneros de Mangels (1925) determinaron que las condiciones
climaticas que producen trigo de alto contenido proteico, no producen
gluten de alta calidad. Esto se debe a que la sintesis de proteinas en los
granos de trigo produce en primer orden las proteinas metabdlicas
(albuminas y globulinas) mas simples y luego las mas complejas
proteinas de reserva (gliadinas y gluteninas) (Gupta et al., 1996) siendo
estas Ultimas las responsables de la calidad panadera.

CS y K32 presentaron igual periodo a floracion lo que determina que las
condiciones ambientales para el llenado de los granos fueron las mismas
para ambos genotipos. Sin embargo, las familias F2:3 al presentar un
rango de variacién entre 83 y 111 dias, estuvieron sometidas a periodos
postfloracion de caracteristicas diversas. Los valores de regresion tanto

del contenido proteico como de la calidad estimada por SDSS estuvieron
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asociados significativamente con los dias a floracion (r=0,41 p< 0,001,
r=0,38 p< 0,001; para proteinas y SDSS respectivamente). Como era
esperado, el contenido de proteinas estuvo positivamente asociado a la
cantidad de dias a floracién (figura 11a), ya que esto determind que el de
llenado de los granos se produjera bajo temperaturas mayores. La altas
temperaturas provocaron un acortamiento en el periodo de acumulacién
de carbohidratos que resultaron en un mayor contenido proteico relativo.
Sin embargo, los valores de calidad panadera estuvieron también
positivamente asociados al periodo a floracion. Esto puede deberse a que
el acortamiento del periodo de llenado no fue lo suficientemente severo
para alterar o interrurﬁpir la sintesis de proteinas de reserva. El hecho
de haber asegurado la disponibilidad de agua mediante riego y que las
temperaturas medias y maximas medias de noviembre y diciembre de
1993 (donde se produjo el llenado de grano de la mayoria de las familias
F2:3 hayan menores al promedio de las series 1971/80 y 1981/90 puede
haber influenciado favorablemente en este sentido. (anexo A)

Como ya ha sido mencionado el contenido proteico relativo incide
positivamente sobre la calidad panadera. Con el objeto de analizar el
efecto de los dias a floracién sobre la calidad de proteinas
independientemente del cantidad, se realizé un andlisis de los residuales
de SDSS sobre el contenido proteico en funcién de los dias a floracion. La
figura 11b muestra las curvas de regresién de SDSS en funcién al
periodo de desarrollo de los granos. La curva superior indica la relacion
entre las variables sin modificacién, mientras que la inferior representa
los valores de SDSS una vez removidos los efectos del tenor de

proteinas. La ausencia de una relacion definida en la curva de residuales
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sugiere que el efecto de los dias a floraciéon sobre la calidad panadera
estd determinada, en este caso, mayoritariamente a través de su efecto
en el contenido proteico (figura 11a). Esto refuerza la idea de que las
temperaturas que ocurrieron durante los diferentes periodos de llenado
de grano, no afectaron de manera sensible la sintesis de proteinas
complejas asociadas con la calidad panadera. Estos datos coinciden con
lo manifestado por Wrigley et al. (1994) quienes observaron una
asociacion positiva entre la calidad panadera y la temperatura durante
el llenado de grano cuando ésta variaba dentro de limites moderados (15
a 35°C) en ausencia de estresses térmicos severo's, mediando en esta
asociacién el contenido relativo de proteinas.

De esta manera, la variacion observada en las familias F2:3 fue
independiente del periodo a floracién y estuvo relacionada con el tenor
proteico y con el tipo de proteinas de reserva (gliadinas y gluteninas de
bajo peso molecular) presentes en CS y K32. El efecto de la cantidad de
proteinas sobre la calidad puede ser removido mediante el uso de los

residuales de la funcidon que relaciona a ambas variables.

Distintos métodos de evaluacion de calidad

Tres métodos de estimacion de la calidad panadera fueron utilizados:
Sedimentaciéon en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDSS) (Axford
et al.,, 1979); sedimentacion en acido acético (SAc) y mixogramas.
Mientras que los métodos de sedimentacion producen sdlo el valor de
volumen sedimentado, los mixogramas permiten un analisis mayor de sus
resultados. En este estudio se evaluaron el tiempo de desarrollo, el tipo

de curva presentado por los mixogramas y el drea debajo de esa curva. El
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primer parametro refleja la resistencia de la masa al amasado mecanico
inicial (resistencia a la extensién). La tipo de curva trata de integrar el
tiempo de desarrolio con la parte decreciente de la curva (aflojamiento
de la masa, o estabilidad) y la altura general de la curva

(extensibilidad). El area debajo de la curva es una manera gobal de
analizar los mismos factores que analiza el tipo de curva.

Los valores de calidad panadera estimados mediante SDSS y mixogramas
presentaron diferencias significativas entre los genotipos parentales
(figura 6). Los datos presentados por las familias segregantes fueron
transgresivos con respecto a los de los padres. Por ejemplo, los valores
de SDSS fueron de 9,%2 m! para CS y de 13,44 ml para K32 (promedio de
36 repeticiones c/u), mientras que las familas F2:3 variaron entre 7,13
y 16,25 ml (figura 6). La consistencia en estos datos sugiere la
existencia de factores de CS que pueden mejorar la calidad panadera de
K32. La importancia de este hecho se realza ya que las diferencias en
calidad entre esos genotipos no pueden ser atribuidas a diferencias en el
contenido proteico (CS presenta valores levemente mayores a K32) ni a
su composicién en gluteninas de alto peso molecular, ya que ambos

cultivares poseen la mismas subunidades (Feingold, 1993).

Marcadores moleculares

Polimorfismos_y diferencias genéticas

El trigo cultivado (Triticum aestivum L.) es una especie alohexaploide
que consiste en tres genomas homedlogos: A B y D. La alta homologia de
secuencia que presentan los cromosomas homedlogos, determina que las

sondas de RFLP detecten secuencias complementarias a través de
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genomas. Cada sonda, por lo tanto, tiene la posibilidad de detectar
diferencias en los cromosomas de los genomas A, B 6 D.

Trece de las 35 sondas utilizadas (3?°/o) revelaron polimorfismos entre
K32 y CS con al menos una de las enzimas de restriccion utilizadas.
Este porcentaje contrasta con el de otros trabajos donde se encontraron
menores valores. Liu et al. (1990) encontraron que soélo el 20% de las
sondas ensayadas detectaban RFLPs. En el presente trabajo, sélo se
utilizaron sondas localizadas en los cromosomas homedlogos de los
grupos 1 y 6, y esta preseleccion puede estar influyendo en el alto nivel
de polimorfismos encontrados.

Diez de los 18 SSRs estudiados (56%) detectaron polimorfismos entre
K32 y CS. El mayor poder de deteccion de polimorfismos mediante el uso
de microsatélites coincide con el reportado en soja (Akkaya et al.,
1992), arroz (Wu y Tanskley, 1993) y trigo (Roder et al.,, 1995). Roder et
al. (1995) encontraron que solo uno de 15 microstélites no detectd
polimorfismos a través de 12 lineas de trigo, presentando un indice de
polimorfismo de 0,54 y un nimero medio de alelos de 3,2. Las mismas
lineas evaluadas con 14 sondas de RFLP presentaron un polimorfismo
significativamente menor (indice de polimorfismoc menor a 0,30).

De las 6 sondas que revelaron polimorfismos en el brazo corto de los
cromosomas homedlogos del grupo 1, sélo una de ellas (Ksu E18) detectd
polimorfismo en el genoma D. Ninguna pudo detectarlos en el genoma A y
todas ellas lo hicieron en el genoma B. Andlogamente, de las cuatro
sondas pertenecientes al brazo largo del grupo 1, sélo una detectd
diferencias en el 1AL, ninguna en el 1DL y tres en el 1BL. Estos

resultados permiten inferir que CS y K32 presentan una alta homologia
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de secuencia (sitios de corte conservados) tanto en el cromosoma 1A
como en el 1D. Sin embargo, mayores diferencias pueden atribuirse a
cromosoma 1B.

De los cromosomas homedlogos del grupo 6, un bajo nivel de
polimorfismo pudo atribuirse al genoma D, ya que ninguna de las tres
sondas que presentaron polimorfismos detectaron RFLPs en el
cromosoma 6D. Sin embargo, no ocurrié lo mismo para el cromosoma 6A,
que present6 polimorfismos con las tres sondas, mientras que un RFLP
pudo ser detectado en el 6B.

Los microsatélites, a diferencia de los RFLPs, son especificos para cada
genoma (tabla 3) debido a la variabilidad de las secuencias flanqueantes
a los microsatélites. Los tres microsatélites especificos del cromosoma
1B utilizados detectaron polimorfismos en el numero de repeticiones.
Sélo tres de los cinco microsatélites del 1A presentaron polimorfismos
y el unico del 1D fue monomodrfico.

De la misma manera, todos los microsatélites del cromosoma 6A
resultaron polimérficos, mientras que sdlo uno fue polimorfico para los
cromosomas 6B y 6D.

Estos resultados coinciden con los presentados con RFLPs, ya que
evidencian mayores diferencias a nivel secuencia entre K32 y CS en los
cromosomas 1B y 6A. Ambos tipos de marcadores exploran un distinto
tipo de polimorfismo, ya que los RFLPs evidencian cambios en la
distancia entre secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion
del ADN, mientras que los microsatélites detectan cambios en la
longitud de unidades de repeticion de motivos simples. Por lo tanto, las

conclusiones derivadas de los resultados son complementarias.
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La falta de polimorfismo en el genoma D, ha sido observada tambien por
otros autores (Chao et al., 1989; Liu y Tsunewaki, 1991). Cadalen et al.
(1997) encontraron que en un mapa generado a partir de una poblacion de
doble haploides proveniente de un cruzamiento de CS por Courtot, sélo el
12% de los marcadores estuvieron localizados en el genoma D, cubriendo
el 8% del total del mapa. Por otro lado, datos extraidos de Korzun et al.
(1997) sobre 45 microsatélites, evidenciaron que 5 de 13 marcadores
correspondientes al genoma D resultaron monomérficos en lineas de
sustitucién “Capelle-Desprez (Bezostaya 1)", mientras que la
proporcion de microsatélites monomérficos de los 'genomas Ay B fue
sensiblemente menor (1/14 y 4/18, repectivamente).

Estos resultados apoyan lo sostenido por Lagudah et al. (1991) que
adjudicaron la falta de polimorfismo en el genoma D a la reciente
incorporacion del mismo (constituyendo al trigo hexaploide) a partir de
una fuente de variabilidad restringida (monofilética).

Es importante destacar que los genotipos utilizados fueron
seleccionados por presentar igual composiciéon en las gluteninas de alto
peso molecular (HMW gluteninas). Estas proteinas estan codificadas en
los brazos largos de los cromosomas homedlogos del grupo 1 (Lawrence
y Sheperd, 1981) y la composicién alélica de ambos genotipos para las
HMW gluteninas es de los siguientes alelos: nulo en el 1A, 7+8 en el 1B y
2+12 en el 1D. Por este motivo no resulté sorpresivo no encontrar
polimorfismos en el brazo largo del cromosoma 1D. Sin embargo, tanto
en el cromosoma 1A como en el 1B, se detectaron variaciones a nivel del
ADN en la regién de locus XGlu (con las sonda pDY10A/KS- en el 1B y la

sonda wg983 y el microsatélite cnl5 en el 1A). Estos polimorfismos

107



indican el mayor poder de deteccion que presentan los marcadores
moleculares sobre los proteicos, ya que pueden evidenciar variaciones en
la secuencia nucleotidica en la vecindad del gen y que no se ven
reflejadas en los productos de traduccion génica, o que pueden haber
ocurrido a través de variaciones en secuencias no codificantes del gen
(intrones, o regiones flanqueantes no reguladoras) o mutaciones neutras

a través de cambios en codones redundantes para el mismo aminoacido.

Segregacién

Mas del 80% de los marcadores polimorficos presentaron la segregacion
mendeliana esperada”(1:2:1 para los codominantes y 3:1 para el
dominante).

Cuatro de los marcadores (20%) presentaron segregacion distorsionada
(p < 0,02) (tabla 5). resultados similares han sido reportados en trigo y
en otros cultivos. Liu y Tsunewaki (1991) encontraron que un 10% de
RFLPs no se ajustaban a una segregacion mendeliana, mientras que
Brummer et al. (1993) mostraron que el 48% de los marcadores
ensayados en un cruzamiento interespecifico de alfalfa se encontraban
en las mismas condiciones.

La segregacion distorsionada puede responder a errores en el muestreo,
a datos perdidos (Heun et al.,, 1991), o a una seleccién involuntaria
durante la construccién de la poblacién segregante, causada por una
seleccion gamética preferencial (Grant et al.,, 1975).

Cadalen et al. (1997) encontraron una segregacién distorsionada del
marcador psr8-6B, en una poblacién de doble haploides derivada de CS y

Courtot. Sin embargo, en este trabajo, la causa puede estar dada por el
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numero de plantas evaluadas con genotipos “C” y “D". El test de -
cuadrado no toma en cuenta estos valores. Probabilisticamente, del total
de las plantas catalogadas como “C” (no A), la proporciéon esperada de
heterocigotas es de 2/3 y de homocigotas “B” es de 1/3. Si se
distribuyen los individuos C, utilizando este criterio, en las clases B y
H, se reestablece una segregacion mendeliana (28:54:28). Como
confirmacion de esta hipdtesis, cuando el marcador se evalué como
dominante (presencia vs. ausencia de la banda de CS) la segregacion no
se apartd significativamente de la relacién 3:1 esperada.

EL marcador del locus XGJ/i-A2, presenté una desviacion significativa de
la segregacion esperada. La evaluacién de este marcador presentd
dificultades y el numero total de individuos con genotipo cierto fue bajo
(59). Sin embargo, Felix et al. (1996), analizando una poblacién de 206
individuos doble haploides encontraron una segregacion distinta a la
esperada para este mismo locus, sugiriendo que este marcador proteico
estuvo asociado a la eficiencia de produccion de embriones durante la
androgénesis in vitro.

Los marcadores psp3151 y psp 3139 no presentaron genotipos C o0 D, y la
captura de datos no presentdé problema alguno. Aunque estos dos
marcadores presentan un tipo de distorsion de segregacién similar (baja
cantidad de genotipos homocigotas CS), no se encuentran ligados entre
si. Otros autores han encontrado regiones cromosdmicas con segregacion
distorsionada en cebada (Heun et al., 1991), Brassica napus (Landry et
al.,, 1991) y poroto (Vallejos et al.,, 1992) entre otros. Estas regiones han
sido asociadas a selecciones involuntarias dadas por la presencia de /oci

de autoincopatibilidad (Gebhart et al.,, 1991; Pillen et al., 1992).
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Otra posibilidad es la ocurrencia de una seleccion en la generacion de la
poblacién segregante. El avance de la filial 2 fue realizado en verano en
un invernaculo refrigerado, donde no es de descartar que se hayan
registrado temperaturas mayores a las que ocurren en el periodo normal
de crecimiento del trigo, y bajo un régimen de fotoperiodo distinto. .
Aunque tanto CS como K32 aparecen como poco sensibles a la duracidn
del dia cuando son cultivados en épocas normales de siembra, y
presentan un periodo a floracidon similar; se encontré que las familias
F2:3 presentaban segregacién para este caracter y se evidenciaron
familias que debido a su tardia floracién no llegaron a producir grano.
El mapeo comparativo en cereales (trigo, cebada, centeno) muestra que el orden de los
marcadores esta conservado a través de segmentos de cromosomas homedlogos (Devos et al.,
1993), esto permite construir un mapa de los cereales en los cuales los cromosomas de los
tres genomas del trigo (A, B y D) se alinean con los de cebada (H) y centeno (R). Este hecho
permite localizar QTLs en cebada (diploide) e inferir su localizacion en el trigo hexaploide.
Bezant et al. (1996) localizaron regiones que afectan significativamente el periodo a
floracién en cebada en los cromosomas 1H y 6H entre otros. Anteriormente, Takahashi y
Yahuda (1971) identificaron genes de respuesta a la vernalizacion en cebada en los
cromosomas 1H, 4H y 5H. Sin embargo, si bien la localizacién de genes en los cromosomas 4H
y 5H fueron descriptas posteriormente en cebada (Laurie et al., 1995; Bezant et al., 1996) y
el cromosoma 5A de trigo (Korzun et al., 1997; Galiba et al., 1995) no ocurrié lo mismo
para el cromosoma homedlogo 1.

Asimismo, regiones que afectan al periodo a floraciéon independientemente de las condiciones
ambientales (genes de precocidad per se) fueron identificadas por Laurie et al. (1995) en el
cromosoma 6 de cebada. Coincidentemente Bezant et al. (1996) localizaron un QTL afectando

dias a floracion en la misma region.



Por lo tanto, la existencia de genes que regulen tiempo a floracion o respuesta a la
vernalizacion en los cromosomas homedlogos 1y 6 puede ser la causa de la segregacién
distorsionada de los marcadores psp3151 (1A) y psp3139 (6A).

Esta posibilidad esta apoyada por el hecho de que la poblacién F2:3 presentd una gran
variacién en el caracter de dias a floracién aunque los padres no difirieron en este caracter.
Esto indica que el tiempo a floracién de K32 y CS puede estar determinado por distintos genes
cuyos alelos al combinarse producen la variacion observada en la poblacién segregante y que
haya ocurrido una seleccion en contra de los genotipos mas tardios.

Mas aun, el marcador psp3139, localizado en el brazo cromosémico 6BS presenté una
asociacion altamente significativa (P< 0,01) con los dias a floracién cuando se realizé un
analisis de varianza entre tados los marcadores y este caracter fenotipico, concordando con lo
encontrado por Bezant et al. (1996) en cebada. La mayor cantidad de dias a floracién estuvo
asociada con la presencia del alelo de K32 (tabla 8)

Este marcador por si solo pudo explicar el 8% de la varianza total. Sin embargo, la
segregacion esta distorsionada en favor de la presencia de genotipos heterocigotas y en
detrimento, principalmente de genotipos homocigotas CS, cuyos alelos estarian asociado a
periodos a floracién menores. Una explicacion posible a esta aparente contradiccion seria que
CS posee alelos en esa region que determinan requerimientos de vernalizacién. Estos alelos se
habrian seleccionado en contra en la poblacién F2 (realizada fuera de época) al no florecer las
plantas homocigotas CS. Esta posibilidad esta sustentada por la observacién de plantas en
estado vegetativo durante la cosecha de las plantas F2.

Estas evidencias sugieren la existencia de regiones de los cromosomas
homedlogos 1 y 6 relacionadas con efectos sobre la fenologia del

cultivo de trigo y permiten suponer la ocurrencia de una seleccion
involuntaria durante la generacién de la poblaciéon causando distorsion

en la segregacion esperada.



El mapa genético

El mapa logrado a través del anaiisis de los resultados de segregacion de
los marcadores polimérficos en la poblacién Fa.3 proveniente del
cruzamiento de CS y K32 abarca 167 cM distribuidos en 5 grupos de
ligamiento (considerando el perteneciente a 6BS) mas 4 marcadores no
ligados, dos localizados en el1BL, uno en el 1DS y uno en el 6DS.

La utilizacién de lineas ditelocéntricas de CS (Sears y Sears, 1979) y la
localizacién de algunos marcadores en otros mapas mas completos
(Stephenson et al., 1998; Dubcovsky et al., 1995; ‘Cadalen et al., 1997 vy
Marino et al., 1996) han permitido construir la figura 15.

De esta manera se ha intentado cubrir las regiones cromosdémicas en las
cuales estan codificados los genes de proteinas de reserva que han sido
asociados previamente a la calidad panadera (Payne et al., 1979; 1981;
Campbell et al., 1987; Metakovsky et al., 1990; Gupta et al., 1989)

No se han encontrado polimorfismos para los marcadores ensayados con
homologia con regiones de los brazos cromosémicos 1AS y 1DL. El brazo
1DL posee los loci que codifican para gluteninas de alto peso molecular
(Lawrence y Shepherd, 1981; Payne et al.,, 1982) y el 1AS posee los loci
complejos de gliadinas y LMW gluteninas (Vasil y Anderson, 1997)

La falta de asociacién entre los marcadores HMW y psp3100, ambos
localizados mediante andlisis de lineas aneuploides en el brazo
cromosoémico 1BL, puede estar explicado por la longitud de este
segmento. La longitud del brazo 1BL es de aprox. 100cM (Cadalen et al.,
1997). El marcador psp 3100 esta localizado en la zona distal del mismo

(Stephenson et al., 1997) y el locus de HMW esta localizado proximal al



centromero (Payne et al., 1982), por lo que se deduce que ambos estan a
una distancia de recombinacién mayor a 50cM.

Los loci Glu-3By Gli-1B se encontraron ligados a una distancia de
1,5cM, distancia similar a la encontrada por otros autores: 1,7cM (Singh
y Shepherd, 1988); 2,6cM (Khelifi y Branlard, 1994); mientras que otros
encontraron a estos loci completamente ligados (Cadalen et al., 1997).
El orden de los marcadores dentro de los grupos de ligamiento ha sido
establecido segun la recombinacion existente entre los mismos a través
de los individuos de la poblaciéon segregante, y convertida a distancia en
centimorgans (cM) mediante la funcién de Haldane (1919).

Cuando dos marcadores presentan un estrecho grado de ligamiento, el
orden relativo de los mismos dentro del grupo de ligamiento no provoca
grandes variaciones en valor del logaritmo de maéaxima verosimilitud.
Esto es, los dos d6rdenes alternativos son igualmente probables
estadisticamente para haber generado una poblacion como la de estudio.
Los lociXksuE18 y Xbcd98 se encuentran a una distancia de 2,3 cM
mientras que 1,5 cM separan a G/lu-3B de Gli-1B En este caso, dos
pares de marcadores estrechamente ligados generan cuatro mapas
posibles, a través de la permutacion de estos marcadores. (tabla 6)

Los valores de la tabla 6 son relativos al mejor orden de marcadores de
manera que los ordenes alternativos siguientes surgen de la resta de
éstos con repecto al orden de mayor (menos negativo) logaritmo de
verosimilitud. Un valor de verosimilitud de -1, indica que el orden es 10
veces menos probable que el mejor orden, al que se le asignha valor cero
(Lincoln et al., 1992a). De esta manera, la inversion del orden entre los

loci XksuE18 y Xbcd98 en el extremo proximal del 1BS es 3 veces menos



probable que la que figura en el mapa (tabla 6 y figura 15) mientras que
el orden alternativo de G/u-3By Gli-1B es 10 veces menos probable
(tabla 6 y figura 15). En términos estadisticos estas diferencias no son
significativas, sin embargo, el orden mdas probable encontrado en este
mapa coincide con otros mapas publicados.

El tamafio de la poblacion analizada influye en estos valores, ya que el
orden relativo entre dos marcadores se establece en base a eventos de
entrecruzamiento entre ellos, y ésta posibilidad aumenta con el numero

de individuos analizados.

Asociacion entre marcadores y calidad

Contenido relativo de proteinas

Ninguno de los marcadores estudiados presentaron asociaciéon con el
contenido proteico relativo. Estudios realizados en trigo duro han
reportado QTLs para este caracter localizados en los cromosomas 6AS y
6BS entre otros (Blanco et al., 1996), y cercano al centromero del 6B
(Joppa et al.,, 1997). Estos trabajos partieron de cruzamientos
intervarietales de durum por dicoccoides, y el mayor contenido proteico
estuvo asociado a los alelos de dicoccoides, uno de los progenitores del
trigo hexaploide. Krugman et al. (1997) reportaron colinearidad entre los
cromosomas 6B de Triticum aestivum L.y T.dicoccoides Kérn, por lo
cual es posible inferir la presencia de gen/es (QTLs) que afecten el
contenido proteico en esta region del genoma del trigo pan. La falta de
asociacion de los marcadores del cromosoma 6 puede estar dada por la
falta de variabilidad alélica entre K32 y CS.

Calidad panadera




Como se ha mencionado, las subunidades de gluteninas de alto peso
molecular de K32 y CS presentaron en trabajos previos idéntico patron
electroforético en una y dos dimensiones (Feingold, 1993). A partir de
estos resultados se asumié que ambos genotipos poseen los mismos
alelos para estos loci. Sin embargo, se encontraron polimorfismos entre
ambos padres con sondas de RFLP y microsatélites de los cromosomas
1AL y 1BL (figura 15), dado el mayor poder de deteccion de estos
marcadores moleculares sobre los proteicos. Ninguno de estas regiones
mostré asociacion alguna con los parametros de calidad (tabla 7), lo que
permite asegurar que la diferencia en calidad panadera evidenciada por
ambos genotipos no se debe a diferencias en su composicion de
gluteninas de alto peso molecular, las cuales pudieron explicar mas de la
mitad de la variacion en calidad de un conjunto de variedades inglesas
(Payne et al., 1987) y alemanas (Rogers et al., 1989).

Existe un marcado efecto de asociacion del brazo corto del cromosoma
1B a través de las distintas determinaciones de calidad panadera.
Asociaciones estadisticamente significativas fueron encontradas entre
marcadores de este brazo cromosdmico con los valores de sedimentacion
por SDS Y las modificaciones del mismo (SDSScorr Yy SDSSres). Estas
ultimas mostraron incrementos en los valores de F del ANOVA (tabla 7),
y los mayores valores fueron encontrados con la inclusidén del contenido
relativo de proteinas con la calidad panadera estimada por SDSS. Entre
el 7% y el 9% de la variacion observada en los valores de SDSS fueron
explicados por los marcadores del cromosoma 1BS. Este porcentaje
varié entre el 9% y el 13% cuando se corrigieron los valores de SDSS por

la posicion en el campo (SDSScor) y entre el 10% y 16% para SDSSyes.



Esto evidencia que las modificaciones de los valores de SDSS en funcion
de su posicién en el ensayo (SDSScorr), resulta una aproximacion a la
utilizacion del contenido proteico como covariante. La variabilidad en el
contenido proteico observada para cada uno de los genotipos parentales
segun su localizacion en el lote del ensayo (figura10) refuerza esta idea.
Consecuentemente, esta region tambien resulté asociada a la calidad
panadera estimada por la prueba de sedimentacion en acido acético y por
los parametros mixograficos, cuyos valores mayores valores fueron 11%
para TD, 14% para clase y 9% para area. Si se asume que el 10% de
varianza de la clase mixografica explicada por el locus XksuE19

es independiente al locus complejo G/i-B1/Glu-B3 , como sugiere el
mapeo de intervalo, entonces todo el segmento cromosdémico explicaria
mas del 20% de la variacion en este carécter.

En el brazo corto del cromososma 1B estan localizados los genes que
codifican para las gluteninas LMW (Shepherd, 1988) y las gliadinas vy o
(Jackson et al., 1983 ; Lafiandra et al., 1984).

Las primeras evidencias de asociacion entre caracteristicas de calidad y
loci de y gliadinas reportadas por Damidaux et al. (1978) en trigo
tetraploid;a. Posteriormente, sin embargo, este efecto fue adjudicado a
las gluteninas de bajo peso molecular ligadas a las gliadinas (Payne et
al.,, 1984a; Pogna et al.,, 1988 y 1990).

En trigo pan, Nieto-Taladriz et al. (1994) encontraron efectos asociados
a la variacién alélica en los loci Gli-B1/ Glu-B3 para los parametros
reologicos de tenacidad (T), extensibilidad (L) y fuerza de la masa (W) de
las pruebas alveograficas, explicando el 10%, 3% y 8% de T, Ly W,

respectivamente. Asimismo, variaciones en los loci homedlogos de los



cromosomas 1A y 1D no tuvieron influencia significativa en estos
parametros. Estos resultados coinciden con lo presentado en este
trabajo y con reportes de Sozinov y Poperelya (1980). Asimismo, Gupta
et al. (1994) encontraron que las proteinas codificadas en el brazo
cromosémico 1BS presentaban mayor importancia que las de los brazos
cromosémicos 1AS y 1DS.

Un estudio previo independiente a éste (Feingold, 1993), permitié
detectar efectos positivos en la sustitucion de los cromosomas 1B y 1D
de CS por los de K32 en un fondo genético heterogéneo (75% CS; 25%
K32), coincidiendo asimismo con los resuitados presentados para el
cromosoma 1BS. Sin embargo, no pudieron detectarse efectos del 1D en
este estudio, posiblemente por la falta de polimorfismo en esa region
cromosomica. Por otro lado, Benedetelli et al. (1991) encontraron
efectos significativos de la variacién alélica en los loci Gli-B1y Gli-D1,
sobre la calidad panadera estimada por SDSS en una poblacién F4
proveniente de un cruzamiento de las variedades Wichita y Cheyenne. Sin
embrago, los mayores efectos estuvieron asociados al locus G/i-D1.
Generalmente, se han identificado a las LMW giuteninas como
responsables de los efectos de los loci Gli-1/Glu-3 sobre la calidad
panadera, por la posibilidad de formar puentes disulfuro inter e
intramoleculares, mientras que las gliadinas © y v carecen de residuos
azufrados y su contribucion a la calidad panadera estd menos clara. El
alto grado de ligamiento existente entre los genes codificantes de estos
grupos proteicos (Pogna et al.,, 1990; Metakovsky et al., 1990; este

trabajo), y la superposicion que presentan sus subunidades en



electroforesis unidimensionales ha influido en la dificultad para
estudiar sus efectos por separado (Gupta et al., 1994).

Sin embargo, G/i-B1 pudo explicar mayor proporcion de varianza en
todos los parametros de calidad que G/u-B3 (tabla 7).
Coincidentemente, Khelifi y Brantard (1992) encontraron efectos de los
loci Gli-1 y Glu-3 sobre la calidad panadera, y a partir de la frecuencia
de recombinacion encontrada entre ambos loci pudieron identificar
efectos de las gliadinas independientemente de las LMW gluteninas.

El locus Xpsr8 (Cxp3) , localizado en el brazo cromosdémico 6AS, resultd
significativamente asociado a la calidad panadera. Los mayores valores
de calidad estuvieron asociados a la presencia de los alelos de CS, y
explicaron el 8% y 10% de la variacién en SDSS y SAc, respectivamente.
Variaciones en la region del 6AS no se presentaron asociadas a los
parametros mixograficos, y la dependencia con el contenido proteico no
fue signicativa (clase y area) o muy baja (tiempo de desarrollo),
evidenciando que en estas pruebas de mayor complejidad tienen
influencia otros componentes como lipidos, o hidratos de carbono.
Asimismo, la inclusién del contenido relativo de proteinas como
covariable aumenté sélo levemente la proporcién de varianza explicada
de SDSS (tabla 8).

Llama la atencién, sin embargo, la asociacion marginal del locus Gli-A2
a los parametros de calidad panadera. Este locus fue encontrado ligado a
Xpsr8 (Cxp3) a una distancia de 1,9cM (Cadalen et al., 1997) y de 15cM,
Marino et al. (1996), las que son significativamente mayores a la
encontrada en este estudio (figura 15). La dificultad en la evaluacion de

los datos de la sonda pT1 y el consiguiente bajo numero de individuos



que pudieron analizarse sugieren que la distancia entre estos loci puede
estar afectada por errores en las determinacién genotipica de los
individuos, y que Xpsr8 (Cxp3) (cuya evaluacion fue mas clara) esta
evidenciando el efectos de las proteinas coificadas en GIli-A2.

La importancia del cromosoma 6A de CS fue evidenciada en el estudio
mencionado previamente (Feingold, 1993), donde la presencia del
cromosoma 6A de CS, en sustitucion del de K32 incrementd los valores
de sedimentacion en SDS en mas de un 50%.

Asimismo, Rogers et al. (1990) usando aneuploides de CS encontraron
efectos importantes sobre la calidad panadera estimada por SDSS en los
cromosomas del grupo 6 y el mayor efecto fue adjudicado al 6A.
Coincidentemente, Metakovsky et al (1990) encontraron relaciones
significativas entre gliadinas del 6A y la resistencia al amasado (Rmax)
utilizando el extensografo de Brabender, mientras que la extensibilidad
fue asociada a variacion alélica en el 6B y 6D.

El rol de las gliadinas en la calidad panadera no esta del todo claro. Fido
et al.(1997) postularon que la hidrofobicidad de las distintas fracciones
de gliadinas podrian influenciar los parametros reoldgicos, siendo las
mas hidréfébicas, las mas beneficiosas. Las gliadinas w (de mayor
hidrofobicidad) poseen secuencias repetidas y son ricas en glutaminas,
lo que les permite formar puentes hidrégeno con el agua, otras
proteinas, almidon y otros componentes de la masa. Estas
caracteristicas no son compartidas con las otras fracciones de gliadinas
(a/B y v). Sin embargo, no se sabe si existen variantes alélicas para

estas proteinas que puedan explicar los efectos del 1BS, y estos



argumentos no sustentarian el efecto del 6AS que posee loci que
codifican para las gliadinas o/p.

Existen evidencias que ciertas LMW gluteninas han evolucionado por
mutacién de gliadinas del brazo corto de los cromosomas homedlogos del
grupo 1 (Metakovsky et al., 1997). El alto grado de ligamiento presentado
por estos loci y similitudes a nivel de secuencia aminoacidica sustentan
esta hipotesis donde la generacion de aminoacidos azufrados posibilito a
las LMW gluteninas la formacién de enlaces disulfuro (Tao y Kasarda,
1989; Lew et al.,, 1992).

Ruiz y Carrillo (1993) encontraron en el cromosoma 1B de trigo candeal,
un locus no descripto previamente que codifica para una LMW glutenina
(denominado posteriormente Gl/u-B2; Liu, 1995) ligado a un locus de
gliadinas designado G/i-B3 a 19 cM del complejo Gli-B1/Glu-B3 , aunque
posteriormente no encontraron efectos de este locus sobre la calidad
para hacer pasta (Ruiz y Carrillo, 1996).

Coincidentemente, Metakovsky et al. (1997) encontraron un locus de una
gliadina w en el 1BS a 24cM del complejo G/i-B1/Glu-B3 en Triticum
aestivum . Estos autores sugieren nombrar a este locus G/i-B3 en
coincidenc‘:ia con el locus de Triticum durum y postulan que esta
proteina guarda identidad con las encontradas por en otros trabajos
(B30: Galili y Feldman, 1984; #3; Metakovsky et al.,, 1986 y N6
Dachkevitch et al., 1993)

Estos resultados permiten inferir que la asociacion del locus XksuE19 ,
localizado a 27,5cM de Gl/u-3 (figura 15), con los parametros de calidad
estudiados (tabla 7) puede deberse a la presencia de un locus que

codifique para una gliadina w o una LMW glutenina, generada por mutacion
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de la primera, como fuera postulado por Tao y Kasarda (1989) y Lew et
al. (1992).

Recientemente, Metakovsky et al. (1997) encontraron una LMW giutenina
localizada en el cromosoma 6B controlada por Gli-2 (o por un locus
fuertemente ligado), lo que plantea la duda si el locus Xpsr8 (Cxp3),

asociado a parametros de calidad, no codificara para una LMW glutenina.

Efectos génicos

Los marcadores moleculares de los cromosomas 1BS y 6AS presentaron
efectos alélicos mayoritariamente aditivos sobre la calidad panadera,
indicando la ausencia de interaccion entre alelos de un mismo locus.
Algunos autores han resaltado la importancia de las interacciones entre
gliadinas y gluteninas (Benedetelli et al., 1992) Nieto-Taladriz et al.
(1994) encontraron que efectos significativos de interaccion entre loci
de gluteninas de alto peso molecular y el complejo gliadinas/LMW
gluteninas. En particular, el 11% de la variacion en tenacidad y el 10%
de la de extensibilidad de las pruebas alveograficas pudieron ser
explicadas por la interaccidon entre Gli-B1 y Gli-A1/Glu-A3

Sin embérgo, en este trabajo no se detectaron efectos de interaccion
entre las regiones del 1BS y del 6AS , y la variacion alélica en estos loci
explico el 17% de la variacion fenotipica observada en SDSS y el 22% de
SDSSc. Si se toma en cuenta la proporcion de varianza atribuida al
contenido proteico relativo, el 60% de la varianza en la calidad estimada
por SDSS pudo ser explicada conjuntamente por ésta y los marcadores

moleculares.
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La ocurrencia de efectos principalmente aditivos de los marcadores
sobre los factores de calidad y la ausencia de interaccién entre los
marcadores de los cromosomas 1BS y 6AS permite suponer que la
seleccion de los mejores alelos en ambas regiones es posible.

La figura 18 grafica la relacion SDSS sobre el contenido proteico
relativo para los individuos que presentaron los alelos mas favorables
en el 1BS (alelos K32) y 6A (alelos CS). Si bien el numero de individuos
en cada clase es bajo (responde a la proporcion mendeliana esperada de
1/16), las curvas de ajuste presentan similar pendiente y distinta
ordenada al origen, sugiriendo que la seleccion conjunta de estos alelos
proporcionard aproximadamente una mejora del 30% en la calidad

panadera estimada por SDSS a igualdad de contenido proteico.

Figura 18: Relacion entre la calidad panadera estimada por
sediemntacion en SDS y el contenido proteico para genotipos con
combinaciones de alelos favorables (m) y desfavorables (¢) en los
cromosomas 1BS y 6AS.
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Asimismo, los valores medios de los individuos de “peor’composicion
alélica fue de 10,6 ml, mientras que en los de "mejor” composicion
genética fue de 14,1 ml, implicando una mejora del 33%, coincidiendo

con el modelo presentado en la figura 18.

Mapeo de intervalo

El analisis de los datos mediante el método de mapeo de intervalo
permitié evidenciar mayores efectos sobre el caracter SDSS que los
identificados por analisis de varianza, tomando a los marcadores
individualmente.

Los valores de SDSS sin transformar presentaron un pico apenas sobre el
valor critico de LOD (LOD: 2 ) a 18 cM de XG/u-B3. Las modificaciones de
este caracter, ya sean en funcién a su posicion en el ensayo o al
contenido proteico, determinaron una mayor significancia (mayores
valores de LOD) en el intervalo descripto, en oincidencia con lo
observado en los marcadores tomados por separado. La mayor proporcion
de varianza explicada por el segmento, confirma la relacién del
contenido proteico y la calidad panadera y sugiere que el tipo de
proteinas’ codificadas en el mismo explican una proporcién de varianza
del caracter distinta del contenido proteico

Los mayores picos de LOD no se producen sobre los loci que codifican
para las gluteninas de bajo peso molecular (XGlu-B3) y gliadinas (XGli-
B1), sino que se localizan en el extremo izquierdo del grafico (figura
16). Este efecto evidencia la influencia de XksuE19 mencionada

anteriormente.
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Dada la baja densidad de marcadores en el intervalo analizado del
cromosoma 1BS, no es posible diferenciar los efectos separados del
complejo Gli-B1/Glu-B3 y de XksuE19 .

El método de mapeo de intervalo asume la presencia de sélo un QTL por
intervalo. La presencia de mas de un QTL en el mismo intervalo o de QTLs
ligados puede manifestarse como un sdélo QTL cuya localizacién y valor
depende del efecto relativo de ambos QTLs y de la distancia de éstos a
los marcadores utilizados. Este efecto puede dar lugar a la localizacion
inexacta de un QTL y fue denominado QTL “fantasma” por Martinez y
Curnow (1992). Mas aun, dos QTLs ligados y de efectos opuestos pueden
minimizar o anular la importancia de una region sobre una caracter
fenotipico. Pogna et al. (1995) y Metakovsky et al. (1997) postulan que
los loci de LMW gluteninas y de gliadinas estan interdispersos en los
brazos cortos de los cromosomas homedlogos del grupo 1, lo que
complica el analisis genético de las LMW gluteninas y su efecto directo
sobre la calidad. El trabajo aqui presentado no permite determinar si los
efectos del 1BS de K32 sobre la calidad estdn debidos a las gliadinas o a
las LMW gluteninas. Sin embargo, permite delimitar el estudio sobre
esta region y la identificacién y posterior mapeo de marcadores
moleculares posibilitara un mayor entendimiento de las bases

bioguimicas y genéticas de la calidad panadera.
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Consideraciones finales y perspectivas futuras

Este estudio permitié identificar regiones en los brazos cortos de los
cromosomas 1B y 6A de K32 y CS, respectivamente, asociadas
positivamente a la calidad panadera. Asimismo, se comprobd la utilidad
de los marcadores moleculares para el analisis de caracteres de
herencia cuantitativa, permitiendo separar efectos asociados como la
fenologia del cultivo (tiempo a floracién) y el contenido proteico
relativo. Mas del 60% de la variacidn observada en la calidad panadera
pudo ser explicada a través del contenido proteico y de la variacién
alélica de las dos regiones mencionadas. De acuerdo a la figura 16, una
mejora de aproximadamente 30% sobre la calidad panadera puede ser
lograda mediane la seleccidon conjunta de los alelos de efecto positivo de
las regiones de los cromosomas 1BS y 6AS, para un mismo nivel de tenor
proteico..

Se han propuesto diversas técnicas para ser utilizadas en planes de
mejoramiento para seleccionar genotipos de mejor aptitud panadera,
como la prueba de SDSS, electroforesis de proteinas de reserva, o
técnicas de mayor complejidad como SE-HPLC, electroforesis capilar o
ELISA con anticuerpos monoclonales.

Los marcadores moleculares presentaron ventajas sobre estos sistemas,
ya que permitieron identificar regiones con efectos positivos en CS (de
pobre calidad panadera), caracteristica no detectable mediante SDSS.
Las LMW gluteninas presentan superposicion con gliadinas
contaminantes en electroforesis unidimensionales, que pueden

resolverse mediante electroforesis en dos dimensiones. Mientras que las
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gliadinas precisan sistemas especiales de separacion en geles acidos
(A-PAGE). En todos estos casos, para detectar el producto de expresion
de los genes que se quieren seleccionar, es necesario realizar la
seleccién una vez cosechados los granos.

Los marcadores moleculares permiten la seleccion en etapas tempranas,
ya que la deteccion de la presencia de las regiones de interés se realiza
sobre el ADN. En el caso de los microsatélites, esta seleccion puede ser
aun mas temprana ya que la cantidad de ADN necesaria para su
determinacién es muy baja, al ser una técnica basada en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).

El alelo de K32 del locus GIli-1B , asociado a la calidad panadera, estuvo
presente en un 7% de 110 lineas argentinas (Manifesto et al.,, 1996) y en
ninguna de 80 lineas californianas analizadas en un estudio posterior
(Dubcovsky et al., no publicado). Este hecho, permite suponer que la
incorporacion de esta region en nuevas variedades posibilitara un
incremento en la calidad de los trigos argentinos actuales. Asimismo,
seria interesante evaluar el efecto de esta region en un fondo genético
diferente, ya que tanto CS como K32 presentan alelos de HMW gluteninas
asociados negativamente con la calidad.

Este trabajo no permitié discernir cual/les fracciones proteicas del
locus complejo Gli-B1/Glu-B3 son causales de los efectos observados
sobre la calidad. Sin embargo, fueron identificados individuos que
presentaron eventos de recombinacion entre ambos loci. La utilizacion
de tales individuos para generar poblaciones de estudio, podria

responder a este interrogante.

126



Por otro lado, estudios a nivel proteico podrian ser realizados para
determinar si el locus XksuE19 del 1BS evidencia el efecto de una
proteina de reserva ligada al mismo y/o si la region del 6AS de CS
codifica para una gliadina o una LMW glutenina producida por mutacion,
como fuera postulado anteriormente.

Finalmente, el estudio de la calidad panadera con el uso de marcadores
moleculares ha provisto de una herramienta de aplicacion inmediata para
la seleccion en planes de mejoramiento, y ha permitido también un
mejor entendimiento de las bases genéticas y ambientales de tan

importante y complejo caracter.

-
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Anexo A: Datos térmicos del aiio del ensayo comparados con una serie historica

Periodo 1971-1981

MESES OCT NOV DIC ENE
temperatura media (°¢C) 16.5 19.2 22.4 23.7
temperatura media maxima (*C) 219 24.8 28.4 29.5
temperatura media minima (°C) 11 12.8 16.3 17.8

Periodo 1981-1990

MESES OCT NOV DIC ENE
temperatura media (°C) 16.7 19.6 22 24.4
temperatura media maxima (°C) 22.2 25.1 28 30.3

11.3 14.3 16.6 18.7

10
O

temperatura media minima (

ano 1993/94 OoCT NOV DIC ENE

temperatura media (¢C) 16.5 18.5 21.0 21.9
temperatura media maxima (°C) 222 24.0 27.0 28.2
temperatura media minima °C) 115 13.8 15.8 16.5
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