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RESUMEN

105 cultivares de trigo pan (Triticum aestivum L), liberados
comercialmente en Argentina entre 1932 y 1995, fueron caracterizados
utilizando marcadores genéticos de tino morfol6gico y molecular (microsatélites
y AFLP) para obtener una estimacién cuantitativa de la diversidad genética y su
evolucion a lo largo del tiempo, programas de mejoramiento. Un subgrupo de
10 diez SSR (microsatélites) altamente informativos fue seleccionado y
utilizado para la construccion de la Matriz de Identificacién, aue permitio la
discriminacién de todos los cultivares estudiados aqui. Los datos moleculares
fueron comparados con los datos morfolégicos. Se observaron valores de
correlacién significativos, aunque bajos, para las distintas técnicas comparadas
con los datos fenotipicos, presentando valores de correlacion mavores losAFLP
y SSR (r=0.1334) siguiéndole el de coeficientes de parentesco (r=0.12239).

ILos datos obtenidos mediante los marcadores SSR se complementaron
con la informacién de datos de AFLP a fin de evaluar las relaciones genéticas
entre cultivares_La correlaciéon entre las matrices de similitud de datos
combinados de SSR con AFLP y la matriz de coeficientes de parentesco fue
estadisticamente significativa (test de Mantel, P<0 01), aunaue baja (r= 0 34)
Los datos moleculares fueron usados para cuantificar la diversidad genética a
través de los criaderos y para evaluar la erosién genética. No se hallaron
diferencias significativas en la diversidad genética entre los principales
programas de mejoramiento privados y publicos. Sélo se hallaron diferencias
significativas entre los principales criaderos y los menores, tanto con SSR como
con AFLP Un resultado interesante es que no se hallaron diferencias
significativas en los valores de diversidad genética de los grupos de cultivares
liberados antes de 1960 y aquellos liberados en las siquientes tres décadas.
Los valores de diversidad promedio basados en marcadores SSR fueron casi
idénticos para los cuatro periodos analizados | a diversidad genética estimada
basada en datos de AFLP fue similar, pero diferencias levemente significativas
fueron halladas entre cultivares liberados en los '70 (PIC= 0.28) y en los 80's
(PIC= 0.34). Estos resultados contradicen la visién generalizada de la erosién
genética de los cultivares modernos y muestran que el germoplasma Argentino
de trigo pan ha mantenido relativamente constante el nivel de diversidad
genética durante la iltima mitad del siglo

Se corroboré la factibilidad de la aplicacién de microsatélites en dos
aspectos: a) el estudio de caracteres cuantitativos de interés agronémico, como
es la calidad panadera, en poblaciones segregantes y b) su aplicacion en la
caracterizacion de germopiasma.

a) Flmicrosatélite Xgwm3000 ubicado dentro del locus dei gen de las v-
gliadinas (Xps2(Gli-1)) se hall6 completamente ligado al locus de
RFLP XGli-B1y estrechamente ligado (1 6 cM) a XG/u-B3 en la
poblacion segregante Chinese Spring-Klein 32. La presencia del alelo
252 pb detectado en Klein 32 se correlacioné con los aumentos
detectados en los parametros de calidad.

I_os microsatélites Xgwm2999 y Xgwm3000 ubicados dentro de los loci
de y-gliadinas y gluteninas de bajo peso molecular, respectivamente fueron
(tiles en la caracterizacién de la variacion alélica de los loci de proteinas de
reserva en 105 cultivares de Argentina y 90 de California



ABSTRACT

in this study, 105 Argentine cultivars of bread wheat (Triticum aestivum
L.) reieased between 1932 and 1995 were characterized using SSR, AFLP
markers and morphological characters to obtain a quantitative genetic diversity
estimation, its evolution along time and different breeding programs. A selected
subset of ten highly informative microsatellites was used to construct an
Identification Matrix that allowed the discrimination of all the cultivars included in
this study. Molecular data was compared with morphological data. Significant
correlation values, although low, were obtained for morphological data matrix
and molecular data matrix. AFLP and SSR showing highest values of
correlation (r = 0.1334), followed by kinship data (r = 0.1224)

Data obtained from SSR markers was complemented by information
derived from AFLPs, to evaluate genetic relationships among cultivars. The
correlation between a combined SSR and AFLP similarity matrix and a kinship
coefficients matrix was highly significant (Mantel test, P<0.01), but low (r= 0.34)

Molecular data were used to quantify genetic diversity across the wheat
breeding programs and to evaluate genetic erosion. No significant differences in
genetic diversity were found between the largest private and public breeding
programs. Significant differences were found only between the large and smallest
breeding programs for both SSR and AFLP An interesting result from this study
was that no significant differences in genetic diversity were found between the
group of cultivars released before 1960 and those released in each of the
following three decades. Average diversity values based on SSR markers were
almost identical for the four analyzed periods Genetic diversity estimates based
on AFLP data were also very similar but slightly significant differences were
found between bread wheat cultivars released in the 70's (PIC= 0.28) and those
released in the 80's (PIC= 0.34). These results contradict the general vision of
significant genetic erosion in modern cultivars and showed the Argentine bread
wheat germplasm has maintained a relatively constant level of genetic diversity
during the last half century.

Microsatellite application was corroborated in both aspects: a) studies of
qualitative chiaracters of agronomic interest, as bread making quality, in
segregating populations and b) germplasm characterisation.

a) SSR located within the /-gliadin gene (Xps2(Gli- 1)) was completely
tinked to RFLP locus XGi-B 7 and ciesely linked (1.6 cM) te XGiu-B3
in Chinese Spring-Klein 32 segregating population. Allele 252 pb at
this loci detected in Klein 32 variety, was associated with significant
increment in bread making quality parameters.

b) SSR loci Xpsp2999 and Xpsp3000 located within a low molecular
weight glutenin gene and gamima-gliadin gene, respectively are useful
to characterize allelic variation at these two storage protein loci in 105
bread wheat cuitivars from Argentina and SC from Caiifornia.
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INTRODUCCION

El nombre de trigo lo recibe un numero de especies dentro del género
Triticum (familia Poaceae, sin. Gramineae). Este género es clasificado dentro
de la tribu Triticeae Dumort (sin. Hordeae Benth.) la cual incluye, entre otros
géneros, al centeno (Secale) y la cebada (Hordeum). Esta tribu esta divida en
sub-tribus y Triticum, Secale, Aegilops, Agropyron, Emmeropyron y Haynaldia

que constituyen la sub-tribu Triticinae.

Las especies cultivadas se agrupan segun el nivel de ploidia en: diploi-
des, con 14 cromosomas, tetraploides, con 28 cromosomas y hexaploides, con
42 cromosomas. Existen cuatro grupos de 14 cromosomas que pueden pre-

sentar estas especies, que se designan A; B, Dy G. (Miller1987).

Los trigos cultivados diploides, tetraploides y hexaploides contienen los
genomas AA, AABB y AABBDD respectivamente. Las excepciones son
T.timopheevi Zhuk. (AAGG) y T.zhukovskyi Men y Er (AAAAGG).

La evolucién del trigo cultivado se supone que comenzé con la seleccion de un
diploide salvaje T.boeticum ssp.aegilopoides, que generé la forma cultivada de
T.monococcum, L., (comunmente ilamado “einkorn wheat”, en inglés) y el tetra-
ploide salvaje T.dicoccoides, que dio origen a la forma cultivada de T.dicoccum,
Shulb., (llamado vulgarmente “emmer wheat”). Se acepta que esto ocurrié en
los valles de las cadenas montafiosas que rodean las planicies de la Mesopo-
tamia y del desierto de Siria, como asi también en la zona de Anatolia en los
Balcanes. Las formas cultivadas mas antiguas de estos trigos datan de hace
9500 afios en la zona de Ali Kosh, Iran (Evans, 1993).

El grupo AABB esta presente en las especies cultivadas de trigo duro,
T.durum Desf. E| origen del genoma B ha recibido un trato especial en la inves-
tigacion cientifica sin tener actualmente una conclusién definitiva. Evidencias
morfolégicas, geograficas y citolégicas proponen a Aegilops speltoides Tausch

como el candidato mas probable como especie originaria de este genoma.

El origen del genoma D es, seguramente, Aegilops squarrosa L. y su
adicion al tetraploide AABB para formar el hexaploide AABBDD ha tenido el
mayor impacto sobre la utilizacién y la distribucion geografica del trigo. Aegilops



squarrosa parece tener un rango mayor de adaptabilidad ambiental en compa-
racién con el resto de las especies propuestas como donantes de los genomas
Ay B, lo cual se evidencia por su amplia distribucién. Su rol en el origen filoge-
nético de los trigos hexaploides junto con el esfuerzo de los mejoradores con-

tribuyé a la amplia distribucién de los trigos hexaploides cultivados.

El hexaploide cultivado mas antiguo se cree que es T.spelta L. Su cultivo
aun se practica en algunas regiones de Espaiia. Otro hexaploide que se cultiva
en algunas regiones de Estados Unidos es T.compactum Host. Hexaploides
cultivados en Oriente Medio y Asia incluyen T.vavilovi (Tum.) Jacobz. (Arme-

nia), T.macha Dek and Men. y T.sphaerococcum Perc.

Pero sin duda, el hexaploide de mayor importancia (por su vasta difu-
sién) es el trigo comun o trigo pan, T.aestivum L. syn T.vulgare Host. La mag-
nitud de su difusién es debida a la gran plasticidad de requerimientos agroeco-

I6gicas y a la importancia de su utilizacién industrial.

El trigo en nuestro pais se siembra en otofio-invierno, utilizandose varie-
dades de habito primaveral. El ciclo del mismo oscila entre 130 y 210 dias, se-

gun la variedad y época de siembra.

El trigo con las caracteristicas sefaladas se siembra en una extensa re-
gién, subdividida en las siguientes siete subregiones ecolégicas, que se mues-
tran en la figura N°1. Cada una de estas subregiones comprende areas de

condiciones de suelo y clima similares. Estas son:
Subregién ecolégica |
Subregion ecoldgica lI- Norte
Subregién ecolégica II- Sud
Subregién ecolégica ill
Subregién ecolégica IV
Subregién ecol6gica V- Norte

Subregién ecolégica V- Sud



Ademas de estas subregiones establecidas por el Ministerio de Agricul-
tura de la Nacién hay zonas marginales pequefias en las Provincias del No-
roeste (NOA) y Provincias del Noreste (NEA)

Cabe destacar que la distribucién del cultivo no es uniforme en toda la
Regién Triguera. La siembra se concentra en las subregiones V- Sud, |I- Norte,
IV y en la Il- Sud. Estas zonas abarcan las zonas Central Norte (que compren-
den centro-sud de la provincia de Santa Fe, este de Cérdoba y norte de Bue-
nos Aires), la zona Oeste (que comprenden sud de Cérdoba, este de La Pam-
pa, oeste de Buenos Aires y sud de Buenos Aires), la zona Sudeste (queda
incluida aqui la region atlantica del sudeste de la provincia de Buenos Aires) y
la zona Mesopotamica (correspondiente a un pequefio nucleo aislado en la

provincia de Entre Rios).



Figura N°1. Mapa de las Regiones Trigueras de Argentina
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Historia del trigo en la Argentina

La primera siembra documentada de trigo en la Argentina se realiza en
1527, hace casi quinientos afios atrés. En ese entonces, cuando Sebastian
Gaboto construye el fuerte de Sancti Spiritu en la desembocadura del rio Car-
carand, se siembran los primeros cincuenta granos de trigo traidos desde Es-

pafa por los conquistadores.

Luego, aunque en forma incipiente, el cultivo del trigo comienza en el
pais desde el mismo momento que comienza la conquista. En esa época, en
las costas de los rios, se construyen fuertes; alrededor de los cuales se acre-
cientan las parcelas sembradas con este cereal. Sin embargo, la evolucién del

cultivo es lenta y la carne constituye el principal alimento de la poblacién.

Durante la ¢poca del Virreinato, el trigo se sembré en las zonas com-
prendidas desde Quilmes hasta Lujan. Era, en consecuencia, un cultivo subur-
bano y no difundido a pleno campo. Los sembradios de trigo tropiezan con mu-
chos inconvenientes ocasionados por incendios intencionales y la depredacién
del ganado. Debido a estas circunstancias, Argentina importa harina durante

mucho tiempo.

Desde 1810 hasta 1852, las autoridades se preocupan por fomentar la
agricultura. Ceden tierras, traen agricuitores, crean una Escuela de Agricultura
y destinan fondos a la colonizacién, pero ninguna de estas iniciativas tiene éxi-
to.Recién a partir de 1880 se inicia el verdadero incremento del cultivo, cuando
las colonias agricolas comienzan a difundirse por las provincias de Santa Fe,
La Pampa, Cérdoba y Entre Rios, y las areas trigueras se desplazan a lo largo

de las lineas férreas.

La informacion sobre produccién y rendimiento en el siglo pasado es es-
poradica, comenzando recién hacia fines del siglo XIX, los relevamientos y es-
tadisticas en forma regular. La superficie en 1888 alcanza a 800.000 hectareas,
en 1895 a 2.000.000 hectareas y en 1912 a 7.000.000 de hectareas. Para esta
época se consolida la produccién nacional, circunstancia que coincide con el
auge de la inmigracién y la mas intensa colonizacion. Hacia 1940 continua la
expansién constituyendo en ese momento a nuestro pais en un gran exporta-

dor. Desde los comienzos de siglo hasta nuestros dias los avances en rendi-



miento y produccion fueron graduales. A principios de siglo la produccién era
de 2 millones de toneladas, con un rendimiento por hectarea de 850 kg. En la
campana 98/99 la produccién se ubicé en 10,75 millones de toneladas, con un
rendimiento promedio de 2530 kg/ha alcanzando, la produccion mundial, valo-
res de 586,2 millones de toneladas (Tombetta y Nisi, 1997).

El impulso dado por el mejoramiento genético fue responsable, en gran
medida, de los niveles de rendimiento y calidad alcanzados;, asistido por la
mecanizacion, la evolucién de métodos de labranza y aplicacién de tecnologia

de herbicidas, insecticidas y fertilizantes.

El mejoramiento vegetal y la identificaciéon varietal han sido llevados a
cabo por el hombre desde hace ya mucho tiempo atras. A través de cruza-
mientos de plantas individuales que presentaban mayor rendimiento o bien
mejor calidad, el hombre traté de obtener variedades que fueran mas atractivas

para el consumo.

En nuestro pais el mejoramiento genético de trigo ha sido llevado a cabo
desde hace mucho tiempo atras. Criaderos privados como José Buck SA vy
Klein (entre otros) e instituciones estatales como INTA han dedicado su esfuer-
20 a mejorar las caracteristicas de adaptabilidad, calidad industrial y calidad

fitosanataria del cultivo.

El aprovechamiento de ia variabilidad genética presente en el germo-
plasma argentino y la evaluacién de fuentes exégenas de germoplasma, como
asi también el fortalecimiento del sistema de proteccién de obtenciones vege-

tales son indispensables para el progreso dinamico del mejoramiento del trigo.

Identificacion

La identificacién y el registro de las variedades de trigo (Triticum aestivum) se
basa, actualmente, en caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas. Aunque estos
descriptores son utiles, son limitados en nimero y se ven afectados por factores
ambientales. Los marcadores moleculares se presentan como herramienta promisoria
para tal fin. La gran ventaja de los polimorfismos ADN, ademas de su alta frecuencia,
es que son estrictamente genéticos, esto significa que son neutros al efecto ambiental.

Otra de sus ventajas es que no se requiere de la expresién y por lo tanto su analisis



puede realizarse a partir de cualquier 6rgano y estadio de desarrollo de la planta. La

identificacién de los cultivares en etapas tempranas del desarrollo de la planta.

Smith (1992) cita algunos requisitos previos necesarios para un sistema
de referencia. Para generar un sistema practico, confiable y con validez legal
para la identificacién varietal, las técnicas de marcadores seleccionados deben

satisfacer ciertos criterios:
1) Los descriptores deben mostrar alto poder de discriminacién
2) Deben presentar minima o ninguna interaccién con el ambiente.

3) Deben posibilitar el desarrollo de criterios objetivos para el registro
preciso y repetible de los perfiles de cada variedad y para traducir éstos en
informacién de un banco de datos, de manera de poder realizar compara-

ciones validas entre distintos perfiles.

4) Los mismos descriptores deben ser capaces de generar resulta-

dos equivalentes entre distintos laboratorios.

5) Deben permitir la estimacién de distancias entre genotipos con-
sistentes con otros datos como los de pedigri. Esto es importante pues la
distancia entre cultivares es un componente integral para la evaluacion de la
novedad y el grado de esfuerzo necesario para la obtencién de un nuevo

genotipo.

6) La localizacién cromosémica es una caracteristica deseable.
Cuando la localizacién es conocida, los marcadores moleculares pueden

seleccionarse de manera de proveer una mejor cobertura del genoma.

7) Las metodologias para la generacién de perfiles de bandas en
identificadores discretos deben ser de dominio publico, no s6lo empleadas

en investigacién sino también para su uso como rutina y de amplia difusion.
8) Se prefieren metodologias que puedan ser automatizadas.

9) Deben tener una relacion costo/beneficio adecuado.

El organismo internacional encargado de armonizar y acordar nuevos

criterios para la proteccion de la propiedad intelectual en lo referente a la ob-



tencién de variedades es la Unién para la Proteccién de Obtenciones Vegetales
(UPQV). Por la ley N°24736/94, la Argentina adhiere a dicha Convencién Inter-
nacional y es, en Argentina, el Instituto Nacional de Semillas (INASE) el res-
ponsable de la aplicacion de la ley de semillas (ley n® 20247) y del Registro
Nacional de Variedades, donde se inscriben todas las variedades con titulo de
propiedad. Asi también, es este organismo el que brinda el marco legal para el
registro y comercializacién de variedades, cuenta con la Lista Nacional de Cul-

tivares, donde figuran todos los cultivares comercializados en nuestro pais.

La Unién Internacional para la proteccion de Obtenciones Vegetales
(UPQV) define, en su Acta de 1991, Articulo 1.vi), el concepto de “variedad”.

Variedad es un conjunto de plantas dentro de unico taxén del rango mas

bajo conocido, el cual puede ser

- definido por la expresién de caracteristicas resultantes de un genotipo

dado o la combinacién de genotipos,

- distinguible de otro grupo de plantas por la expresiéon de por lo menos

una de dicha caracteristicas y

- considerada como una unidad en referencia a su capacidad de propa-

gacion de modo invariable.

En resumen, puede definirse el término "variedad" como un conjunto ve-

getal distinto, homogéneo y estable.

El Acta de la UPOV de 1991 explicita las condiciones de proteccion de
una variedad. Los derechos de propiedad del obtentor, sobre la variedad desa-

rrollada, son garantizados cuando cumpla con los requisitos de:
) novedad,
(i)  distinguibilidad
(iii)  uniformidad

(iv)  estabilidad



(i) Se considera novedosa, si en el momento de ser registrada
en el Registro de Propiedad el material de propagacion o el material co-
sechado no ha sido vendido o disponible por terceros, con el consenti-

miento del obtentor para su explotacién (articulo 6).

(i)  Se considera distinta si es claramente de otras variedades
cuya existencia es de publico conocimiento en el momento de ser regis-

trada (articulo 7).

(i  Se considera uniforme cuando, sujeta a variaciones parti-
culares de algun caracter que son esperables debido a su propagacién,
es lo suficientemente uniforme en cuanto a sus caracteristicas relevan-

tes (articulo 8).

(iv)  Se considera estable cuando sus caracteristicas relevantes
se mantienen sin cambios a través de repetidos ciclos de multiplicacién,
en caso de ciclos de propagacién particulares, al finalizar cada uno de

estos ciclos. (Articulo 9)

La distincién, en la actualidad, se establece sobre la base de caracteres
que tienen o no una relacién con el valor agronémico o tecnolégico de la varie-
dad. Basta con una diferencia relativa a un caracter (calificado como de “im-
portancia”) para llegar a la conclusién que hay distincién de una variedad en
relaciéon con otras (UPOV/QUI/96/15, 1996).

Toda diferencia entre organismos vivientes, esta determinada por dife-
rencias en las secuencias nucleotidicas del genoma, por lo tanto con la apari-
cion de técnicas moleculares que permiten detectar esas diferencias, surge el
interrogante que las mismas sean utilizadas no séio para identificar, sino tam-
bién para diferenciar variedades. En este contexto, con frecuencia, los obtento-
res preguntan si las técnicas moleculares y sus resultados pueden ser utiliza-

dos para los exdmenes DEH (distinguibilidad, estabilidad y homogeneidad).

En 1993 se cred un Grupo de trabajo para la evaluacién técnicas bio-
quimicas y moleculares, formando parte de la UPOV. Este grupo menciona en
sus documentos algunas de las ventajas y consecuencias para la proteccién de

especies vegetales que presentan las técnicas moleculares con respecto a los



examenes de distinguibilidad, estabilidad y homogeneidad conocidos como
"DEH tests".

Algunas de las principales dificultades que los descriptores morfolégicos

y fenolégicos presentan son:

a) Bajos niveles de variabilidad observada en algunas especies. Esta
caracteristica puede deberse a la estrecha base genética utilizada por el

obtentor.

b) Efecto ambiental sobre la expresién de los caracteres. Debido a
este efecto es necesario realizar sucesivas observaciones de la variedad a
registrar con las variedades de la coleccién de referencia. La influencia am-

biental dificulta la comparacién descripciones establecidas en otros paises.

¢) Tamarfo de la coleccion de referencia. El nUmero cada vez mayor
de variedades que deben incluirse en la coleccion de referencia a fin de
evaluar la caracteristica de distinguibilidad, requisito que debe cumplir una
obtencién vegetal para ser registrada como variedad. Las bases de datos
son la unica manera de contar con una cobertura mundial de las coleccio-

nes de referencia.

Con respecto a las consecuencias probables de la utilizaciéon de los mar-
cadores moleculares en la protecciéon de obtenciones vegetales, éstas son las

siguientes:

a) Cada técnica molecular puede crear un gran numero de caracteres. Ca-
da sonda, SSR o “primer” puede revelar potencialmente una diferencia
entre dos variedades y el numero de estos instrumentos resulta, a priori,
incontable. Una decision arbitraria para introducir estas técnicas modifi-
caria totalmente la capacidad de discriminar entre variedades y por lo
tanto reduciria las distancias minimas entre las mismas. En otras pala-
bras, significa que la proteccién de obtenciones vegetales se debilitaria
debido a la posibilidad de que una o mas variedades estuvieran muy
cercanas a una variedad inicial con ligeras diferencias entre ellas. Es
muy frecuente, con las técnicas avanzadas de mejoramiento, encontrar-
se con variedades cuasi-isogénicas entre si, cuya principal diferencia

estriba en algun caracter morfolégico. Un ejemplo extremo de esta ten-



dencia es el de variedades transgénicas que se obtienen por retrocruza
asistida por marcadores moleculares que llevan a una introgresion casi
totalmente precisa del transgén en el fondo genético de la variedad recu-

rrente.

El resultado seria mas drastico si se aceptara que se puede utilizar cual-

quier caracteristica, sin perjuicio de la expresion fenotipica.

b) Otro punto de gran importancia es la posibilidad de obtencién de nuevas
variedades a partir de una variedad protegida mediante la utilizacién de
técnicas moleculares, debido a una mayor sensibilidad de dichas técni-

cas.

En la reunién del grupo de Técnicas Biomoleculares (BMT/UPQV) reali-
zada en marzo de 1997, se plantearon algunos interrogantes sobre la utiliza-
cion de las técnicas moleculares en la diferenciacién de variedades
(BMT/4/21,1997). En esta reuniéon se plante6 la importancia de las técnicas
moleculares, explican la relacién existente entre variedades, brindando infor-
macién sobre el genoma de las variedades y enfatizando su utilidad en la iden-

tificacién de variedades.

La postura de la Asociacion Internacional de los Seleccionadores para la
Protecciéon de las Obtenciones Vegetales (ASSINSEL), considera que las re-
glas DHE fueron disefiadas para describir el fenotipo de la variedad y para veri-

ficar la minima distancia con el fin de obtener la proteccién de variedades.

Ademas, en el marco de la convencién de UPQOV (1991), se introdujo un
nuevo concepto de “variedades esencialmente derivadas”, por los avances en
la utilizacién de las técnicas de la ingenieria genética. Estas nuevas variedades
se caracterizan por tener un alto grado de semejanza entre una de las varieda-
des parentales (la “variedad inicial”) y la variedad derivada. De esta manera
casi la totalidad de su genoma es semejante a un parental, modificando un solo
caracter que la hace distinta de la que le dio origen. Por lo tanto, sugieren que
la distincion se asocie con el fenotipo, mientras que el concepto de “esencial-
mente derivada” se asocie con el genotipo. Con la aparicion de éste nuevo
concepto surge el debate sobre la determinacién de las distancias genéticas

entre variedades.



Resumiendo, la posicién actual trata no dafiar el sistema de proteccion
actual. El uso de marcadores moleculares podria considerarse como un siste-
ma complementario del sistema basado en descriptores morfolégicos, asistien-
do a las dificultades que surgen de la utilizacién de este ultimo. Caracteres
moleculares bien distribuidos a lo largo del genoma, podrian complementar y
compararse con algunas caracteristicas fenotipicas en corriente uso e incre-
mentar, mas que disminuir, la tan discutida “distancia minima”, pasando a con-
siderarse, entonces, como un sistema capaz de complementar y subsanar los

problemas de la utilizacién de los datos morfolégicos.

En la actualidad el sistema que se utiliza es el morfolégico y como sis-
temas complementarios al mismo, la utilizacién de técnicas bioquimicas tradi-
cionales (electroforesis en geles de poliacrilamida de proteinas de reserva e
isoenzimas) ya estandarizadas por el Organismo Internacional de Testeo de
Semillas (ISTA), en el cual la Argentina tiene representantes en el Comité Eje-
cutivo de la Organizacién mencionada. Este tipo de tecnologias presenta el
inconveniente de no evidenciar un alto grado de polimorfismo, fundamental-

mente en especies cuyas variedades mantiene una estrecha base genética.

Identificacion y Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares constituyen un método de mayor sensibili-
dad para la identificacion genética de los materiales directamente a nivel de
ADN, y probablemente ayude a subsanar eventuales conflictos y limitaciones
que se presentan con el empleo de descriptores vulnerables al efecto ambiental

y dependientes del estadio de desarrollo de la planta.

Todos los métodos para la deteccién de variaciones (“polimorfismos”) en
el ambito de ADN se basan en patrones de bandas electroforéticas diferencia-
les. Estos son el resultado de diferencias en el tamario visualizado de los frag-
mentos de ADN. Dichos fragmentos pueden generarse por (i) digestion del
ADN con enzimas de restriccion, (ii) amplificacién via técnica de Cadena de

Polimerasa (PCR) o bien (iii) la combinacion de ambos métodos.

Dentro del primer grupo mencionado (i) se encuentran los RFLP. La utili-

zacion de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion, RFLP,



(Botstein et al. 1980). Los RFLPs se basan en variantes de fragmentos de diges-
tion con endonucleasas detectados por la hibridacién con fragmentos de ADN

marcado llamados sondas (Bostein 1980), figura N°2.

Estos marcadores son de naturaleza co-dominante, esto significa que las
distintas variantes alélicas para un mismo locus pueden ser visualizadas. Las va-
riantes alélicas que se detectan por esta técnica pueden tener su origen en una

unica mutacion puntual, sustituciones, inserciones y deleciones.

Entre sus ventajas cabe mencionar la robustez en cuanto a su reproducibi-
lidad, el alto numero de muestras que pueden ser analizadas simultineamente y
la interpretacién de los resultados relativamente sencilla. Los pasos generales

que involucra esta técnica son:
a) generaciéon de las sondas
b) generaciéon de poblacién de mapeo.

c¢) identificacion de polimorfismos entre los individuos parentales de la

poblacién de mapeo o individuos de interés.

d) Determinacién de genotipos de los individuos en la poblacién se-
gregante, utilizando las sondas que detectaron variantes alélicas entre los pa-

dres.

e) Analisis de los datos segregantes para la confeccién de un mapa

genético.

Algunos de estos pasos son eliminados (b, d y e) si el objetivo del trabajo
no consiste en el mapeo, como por ejemplo el estudio de la diversidad genética

en una poblacion.

Su utilidad en el estudio de genomas vegetales es ampliamente reconoci-
da y ha sido aplicada a un vasto numero de especies, entre ellas el trigo. Para el
trigo el uso de sondas heter6logas ha pemitido realizar estudios de sintenia entre
genomas de especies relacionadas (Devos y Gale 1993; Van Dynze et al. 1995).
Mapas detallados de ligamiento de RFLPs en trigo (Chao et a/.1989; Devos y
Gale 1993; Xie et al.1993; Nelson et a.1995%, b, ¢; Van Dynze et al. 1995; Marino
et al. 1996) y mapas fisicos (Gill et al.1933; Kota et a/.1993. Hohmann et al. 1994,
Ogihara et al. 1994, Delaney et al. 1995 a,b; Michelson-Young et a/. 1995, Gill et



al. 1996) han sido publicados para los siete grupos de cromosomas homélogos y
se hallan disponibles en el sitio http:/ars-genome.cornell.edu/. Sin embargo su
empleo se ha visto limitado como en otras especies autdgamas (Russell et al.
1997), también en el trigo (Chao et al. 1989; Cadalen 1997) por una estrecha ba-

se genética que determina niveles insuficientes de polimorfismo.

La técnica de RFLP fue la primer técnica de marcadores de ADN utilizada
en la caracterizacion de cultivares de trigo (Vaccino et al., 1993) y en el analisis
de su diversidad genética (Kim and Ward, 1997; Paull et al. 1998). Sin embar-
go, el empleo como técnica de rutina para la identificaciéon de cultivares se ha
visto limitada por el costo y complejidad de la técnica como asi también por el
bajo nivel relativo de polimorfismo observado con esta técnica entre cultivares
élite (Bryan et al. 1999).



Figura N°2. Representacién esquematica de la deteccion de polimorfismo me-
diante la técnica de RFLP.
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Dentro del segundo grupo mencionado (i) se encuentran los RAPDs (Random
Amplified Polymorphsm) y los microsatélites o SSR (secuencias repetidas sim-

ples).

Los primeros marcadores basados en la técnica de Reaccion de Polimera-
sa fueron los RAPDs (Random Amplified Polymorphism Detection), (Williams et
al. 1990). Esta técnica se basa en la amplificacién de secuencias al azar utili-
zando como iniciadores de la cadena de polimerasa olinucle6tidos de 10 pares

de bases, figura N°3.

La ventaja de la técnica reside en que los olinucleétidos iniciadores de la
reaccién pueden ser construidos sin el conocimiento previo de la secuencia
blanco de ADN a amplificar. Estos “primers” se utilizan preferentemente uno a la
vez. Otras ventajas adicionales son la posibilidad de automatizacién, poca
cantidad de ADN templado requerido, su deteccion sin isétopos radiactivos, por
lo cual los resultados pueden visualizarse en corto tiempo y los requiere de

equipamiento costoso de laboratorio.

Sin embargo, su baja reproducibilidad limita su aplicacion en Ila
caracterizacién varietal. Esta técnica es sumamente sensible a variaciones
técnicas como son: la utilizacién de diferentes termocicladores, diferentes fuentes
de enzima polimerasa, grosor de la pared de los tubos de reaccién, grado de
pureza del ADN, etc. por lo que los resultados transferidos a otros laboratorios se
presentan ambiguos. Estas caracteristicas limitan la estandarizacién y su validez
en cuestiones legales.Otra de sus desventajas es la localizacién cromosémica
generalmente desconocida y su caracter de marcador “alélicamente dominante”
(los individuos heterocigotas no pueden ser detectados).El empleo de
marcadores RAPDs y sus limitaciones en trigo ha sido analizado por Devos y
Gale (1992).
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Dentro del segundo grupo mencionado se encuentran los microsatélites o

SSR, secuencias repetidas simples (SSR, simple sequence repeats).

En los genomas de plantas y animales existen numerosas regiones hi-
pervariables llamadas microsatélites o secuencias repetidas simples (SSR), las
cuales se cara;terizan por repeticiones de 2 a 4 pares de bases flanqueadas
por regiones conservadas. Estos loci pueden ser amplificadas mediante la
Reacciéon de Cadena de Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) utili-
zando primers especificos (de 18 a 20 pares de bases de longitud) los cuales
reconocen la secuencias unicas flanqueantes de estas regiones hipervariables,
figura N°4.

La alta variacion en el nimero de repeticiones presente en cada locus,
determina la gran capacidad de esta metodologia en la discriminacién de geno-
tipos, siendo especialmente util para especies autdgamas donde el nivel de
variabilidad genética es bajo.

La existencia de repeticiones de di nucleétidos fue documentada por
primera vez hace aproximadamente 15 afios atras por Hamada (1982). Estu-
dios posteriores de Tautz y Renz (1984) confirmaron su abundancia y su ubi-
cuidad en eucariotas. Estas secuencias repetidas en “tandem” fueron clasifica-
das en minisatélites (Jeffrey 1985) y microsatélites (Litt y Luty 1989) depen-
diendo de la longitud de pares de bases que conforma el motivo, siendo los
motivos de estos ultimos menores a cuatro pares de bases. Se ha demostrado
la alta variacion del niumero de repeticiones y la forma de herencia codomi-
nante, (esto significa que para un individuo heterocigota es posible la visualiza-
cion de los alelos paternos y de los alelos maternos) (Litt y Luty 1989). La de-
teccion de las distintas variantes alélicas de los microsatélites se basa en la
diferencia en longitud de fas repeticiones que es detectada mediante la reac-
cion de PCR (Reacciéon de la cadena polimerasa) de la amplificacién a partir de
DNA genémico total, utilizando dos oligonucleétidos iniciadores (“primers”), que
flanquean las repeticiones y definen el locus. Se ha demostrado el potencial de
los microsatélites para el mapeo genémico (Dietrich et al. 1992; Hazan et al.
1992), diagnéstico de enfermedades (Fu et al.1991) y estudios evolutivos (Bu-
chanan et al 1994; Schéetterer et al 1991).



Figura N° 4. Representacion esquematica de la deteccion de polimorfismos
mediante la técnica de microsatélites.
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Las secuencias de los microsatélites pueden obtenerse de dos maneras:

a) mediante la busqueda en bases de datos como GenBank (Weber
1990, Roder 1995) o EMBL

b) mediante la busqueda en genotecas hibridando con oligonucleé-

tidos. Este ultimo método involucra los siguientes pasos:
1) Creacién de una genotecas de insertos pequenos.
2) Hibridacion de la genotecas con oligonucleétidos.
3) Secuenciacién de los clones positivos

4) Diseflo de los oligonucleétidos a ser usados como iniciadores de
la recccion de PCR

5) Identificacion de las variantes alélicas.

6) Mapeo de en poblaciones segregantes.

En la figura N°5 se muestra los pasos del aislamiento de los microsaté-

lites.



Figura N°5. Obtencién de microsatélites.
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Los primeros microsatélites en plantas fueron aislados en arboles tropi-
cales (Condit y Hubbell 1991).

En plantas se han reportado microsatélites en Arabidopsis thaliana (Bell
and Ecker 1994), cebada (Shagai-Marooff etal. 1994), Brassica (Lagerkrantz et
al. 1993), maiz (Zea mays L., Senior and Heun 1993; Taramino y Tingey 1996),
arroz (Oryza sativa L., Wu and Tanskley 1993), soja (Glycine max, (L.) Merr.,
Akkaya et al 1992 y 1995; Morgante and Olivieri 1994), arveja (Sharma et a/.
1999%), vid (Thomas et al. 1993), roble ( Dow et al 1995), Paspalum (Liu et al
1995), rabano (Kresovich et al., 1995), papa (Provan 1996),. remolacha (Beta
vulgaris, Mérchen et al., 1996), batata (/pomea sp, Jarret y Bowen, 1994) entre

otras.

Estas regiones hipervariables estan distribuidas a lo largo del genoma y
poseen caracteristicas particulares que los hace valiosas herramientas molecula-

res. Ellas son:

o Naturaleza multialélica. Presentan altos valores de Contenido de
informacién polimérfica. (PIC), lo cual seflala un mayor poder de discrimina-
cién respecto a los RFLP (Réder 1995), especialmente dentro de cultivares
de especies autbgamas que presentan bajos niveles de variabilidad genéti-

ca.
e Son altamente reproducibles, en base a la técnica de PCR.
¢ Visualizacién de naturaleza co-dominant.

¢ Permiten el analisis de un unico locus entre loci homélogos de es-

pecies poliploides.
e Deteccién por métodos sencillos.
¢ Relativamente abundantes
o Extensa cobertura del genoma.

e Pequeia cantidad de ADN requerida como templado. Baja exi-

gencia en cuanto a la calidad del mismo.

¢ Herencia mendeliana.



e Estabilidad somatica.

¢ Informacién intercambiable entre laboratorios consistente en se-

cuencias de ADN (no clones).

Los motivos poly(A-C) y poly(A-G) se han detectados con una frecuencia
de 5 x 10° y 3 x 10° respectivamente. Ha sido estimada, en promedio, la pre-
sencia de una repeticion de 20 pares de bases de longitud cada 33 kpb en los
genomas nucleares de las plantas. Esta técnica ha sido particularmente util en
especies autbgamas como la soja (Rongwen et al., 1995) y el arroz (Yang et al.,

1994) con bajos niveles de variabilidad genética.

Réder et al. (1995) y Devos et al. (1995) fueron los primeros autores en
describir este tipo de marcador molecular en trigo. Actualmente existen mas de
trescientos primers de microsatélites publicos disponibles que han sido aislados
por diferentes grupos, Plaskncke & Devos (1995) Roder (1995), Sorrells (1995),
Bryan et al (1997) Roder (1998), Stephenson (1998).

El genoma de trigo contiene en promedio un bloque (GT)n cada 704 Kb
y un bloque (GA)n cada 440 Kb. La distancia promedio entre dos bloques es

aproximadamente 271 Kb.

Con un genoma de tamafio de 16 x 10° pares de bases por genoma ha-
ploide de trigo (Bennett, 1976), el numero total de loci de microsatélites es 3,6
x 10* (GA)n y 2,3 x 10* (GT)n (Roder 1995).

Los microsatélites del trigo hexaploide se encuentran distribuidos de
manera bastante uniforme a lo largo del genoma, a excepcién de algunas zo-
nas centroméricas de los cromosomas 2A, 3A, 3B,4B,5B y 6B. (Roeder et
al.1998a), siendo asi utiles para una cobertura completa del genoma de trigo al
igual que los RFLPs. Datos obtenidos a partir del mapeo fisico de microsatéli-
tes utilizando lineas con deleciones del grupo 2 de cromosomas (Réeder et
al.1998b) confirman que los microsatélites no se hallan agrupados en regiones
especificas del genoma. Esta situacién coincide con lo que se observa en otras
gramineas a diferencia de lo que ocurre en otras especies como remolacha y
tomate, donde los microsatélites esta, concentrados en la zona de los centr6-
meros (Schmit y Heslop-Harrison, 1996; Roder, 1998)



Dentro del ultimo grupo la técnica que combina digestion del ADN con
enzimas de restriccion y la amplificacién via técnica de Cadena de Polimerasa
(PCR) es la de AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism) (Vos et al
1995). Figura N°. Esta técnica detecta la presencia o ausencia de sitios de
restriccion en combinacién con variantes en la secuencia adyacente a estos
sitios. Se basa en la amplificacion de fragmentos cortos de ADN genémico ge-
nerados por la digestiéon con endonucleasas, a los cuales se les a agregado en
cada extremos secuencias adaptadoras Los oligonucleétidos utilizados como
iniciadores de la cadena de polimerasa que son complementarios a dichos
adaptadores poseen en su extremo 3' uno a cuatro nucleétidos para que la
reaccion de amplificacion sea selectiva. La presencia o ausencia de estos nu-
cleétidos selectivos en los fragmentos de ADN genémico al ser amplificados
revelan las distintas variantes o polimorfismo. Este tipo de marcador es de na-
turaleza co-dominante y reproducibles. Aunque la técnica de AFLPs es poten-
cialmente muy informativa para el analisis del genoma, las relaciones alélicas
entre bandas polimérficas no son obvias y no pueden inferirse directamente.
Involucra numerosos pasos que demandan reactivos de alto costo y personal
entrenado. Ademas requiere cantidad considerable de ADN que debe ser de

alta calidad, libre de contaminantes, como inhibidores de enzimas.

Esta técnica ha resultado exitosa en la evaluacién de diversidad y de las
relaciones genéticas en trigo (Barrett and Kidwell, 1998), arveja (Tohme et al.
1996), arroz (Mackill et al. 1996), te (Paul et al. 1997), cebada (Qi and Lindhout,
1997), soja (Maughan et al., 1996).



FiguraN°® 6. Representacién esquematica de la deteccién polimorfismos con la
técnica de AFLPs
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En la tabla N°1 se muestran las distintos marcadores moleculares, con

sus ventajas y desventajas:

Tabla N° 1.Comparacién entre distintos sistemas de marcadores moleculares

RFLP RAPD AFLP SSR
Principio Restriccion con | Amplificacion con| Restriccion Amplificacion con
endonucleasas, oligonucleétidos al|con endonu- | oligonucledtidos de
Transferencia azar (10 pb de|cleasas liga-|secuencia conoci-
(Southern blotting), | longitud) cion de|da especifica (20
Hibridacion adaptadores, | pb de longitud)
amplificacion
selectiva con
oligonucleoti-
dos de se-
cuencia co-
nocida
Tipo de polimor-|Cambio en una|Cambio en una|Cambio en|Numero de repet-
fismo unica ba- | Unica ba- | una unica | ciones
se,insersiones, se,insersiones, base, inser-
deleciones deleciones siones, dele-
ciones
Nivel de polimor-| Medio Medio Medio/Alto Alto
fismo
Visualizacion Co-dominante Dominante Dominante Co-dominante
Cantidad de ADN |10 ug / calle del|10-25 ng/reaccion |1 ug/ amplifi- | 25-35 ng/ reaccion
requerido gel cacion inicial
Calidad de ADN | Alta Mediana Alta Mediana
Informacion de la [ No se requiere No se requiere No se requie- | Se requiere
secuencia re
Deteccion con | si/no No si/no Si/no
radioisotopos
Desarrolio complejo simple simple Complejo
Costo de aplica- | Medio/alto Bajo Alto Bajo
cion
Complejidad Medio/alto Bajo Bajo Medio/alto
Costos iniciales |Alto Bajo Medio Medio/alto
Tiempo de tra-|Laborioso Rapido Laborioso Rapido
bajo
Reproduccion Media/alta Baja, extremada-| Media/alta Alta
mente influenciada
por  condiciones

experimentales




Por sus ventajosas caracteristicas sobre los demas marcadores mole-
culares, los microsatélites han sido los marcadores elegidos para el analisis de
identificacion. El potencial de los microsatélites en la identificacion de cultivares
fue sefialado por el grupo por el Working Group on Biochemical and Molecular
Techniques and DNA-Profiling in Particular (UPOV, 1995), aunque aun no son

aceptados como criterio unico para la determinacion de la identidad varietal.

La primera aplicaciéon de los microsatélites en plantas fue la identifica-
cioén de cultivares de vid (Vitis vinifera, Thomas and Scott 1993). La utilidad de
los microsateélites para la identificacion genotipica en vegetales ha sido reporta-
da para soja (Glicine max L. Rongwen et al.1995), arroz (Yang et al.1994), y en
la determinacién de relaciones genéticas en cebada (Davila 1998) y maiz
(Smith 1997).

Los microsatélites poseen un nivel intra especifico de polimorfismo mas
alto comparado con los RFLP (Roder 1995, Plaschke 1995). Las
caracteristicas de los motivos de los microsatélites en el genoma de trigo ha
sido investigada y su potencial relacién entre la informaciéon que proporciona
cada locus de acuerdo a las caracteristicas de su secuencia fue analizada por
Ma (1996).

Plaschke (1995) hallé un numero relativamente pequefio para la
estimacién de la diversidad genética y la identificacion de cultivares elites y en

lineas de trigos hexaploides.

Los microsatélites también han sido utilizados para la caracterizacién de
ocho cultivares Europeos (Devos, 1995) y once Canadienses (Lee, 1995) de

trigo pan.

La caracterizacion del germoplasma de trigo utilizando técnicas de “hue-
llas dactilares de ADN", comunmente llamados “fingerprinting” provee informa-
cion para el uso racional de la diversidad genética en ambos aspectos de la

investigaciéon basica y de aspectos practicos como el mejoramiento.

Uno de los usos mas comunes del “fingerprinting” es en el plano legal
para la proteccién de los mejoradores que desarrollan variedades o bien en

litigios de comercializacién de semillas. La identificacion con técnicas molecula-



res de un gran numero de variedades agilizaria el registro de propiedad de las
variedades y brindaria mejor protecciéon legal a los obtentores de nuevas varie-

dades.

Si bien este aspecto legal es de gran importancia existen otros aspectos
que son valiosos y que cabe destacar como lo es el estudio de al diversidad

genética.
Marcadores moleculares y diversidad genética

El valor de la conservacion de los recursos genéticos depende en gran
medida de la fidelidad y exactitud con que se identifican y conservan los mate-
riales en los bancos de germoplasma. A través del tiempo existe la posibilidad
de acumular errores de documentacién que llevarian a duplicaciones sin senti-
do e incluso la erosiéon de dentro de las accesiones. La utilizacién de caracteres
morfolégicos es una de las aproximaciones mas simple para detectar errores
de documentacion y evaluar la diversidad. Esta estrategia si bien es util se ve
afectada por factores ambientales, la evaluacion se torna dificultosa en colec-
ciones de gran tamafio y muestras con una relaciéon de parentesco muy cerca-

na son dificilmente distinguibles.

La caracterizacion genotipica mediante marcadores moleculares o “fin-
gerprinting” en bancos de germoplasma a modo de hacer mas eficiente los cri-
terios de conservacién. La identificacion adecuada y la caracterizaciéon genoti-
pica permiten la detecciéon de duplicaciones y la definicién de una “core collec-
tion” o coleccién nucleo que maximice la diversidad genética de modo optimizar

la conservacion de los recursos.

Los marcadores moleculares pueden ser utilizados para la cuantificacién
de la diversidad genética, para el estudio de su variacién a través del tiempo,
de los cultivares modernos respecto de sus progenitores y la contribucién de

éstos a su descendencia.

También posibilitan el entendimiento del proceso de domesticacién in-
volucrado en la evoluciéon de especies cultivadas y la determinaciéon de la efi-
ciencia del mejoramiento en el aprovechamiento de la variacién pre-existente.

La variabilidad genética debe ser conservada en especies domesticadas a fin



de disminuir la vulnerabilidad a adversidades causadas por agentes biéticos y

abioticos.

El estudio de la variabilidad genética en poblaciones naturales y germo-
plasma muy antiguo sirve como fuente de caracteres de interés. Su caracteri-
zacién posibilita el estudio de la distribucién de un determinado caracter de in-
terés, de hallarse ligado a alguno de los marcadores usados como descripto-
res.

La caracterizacion de germoplasma mediante “fingerprinting” permite la
verificacién de pedigri y de las relaciones genéticas entre variedades facilitando
la seleccién precisa de materiales para ser empleados en los programas de
mejoramiento. La verificaciéon de los criterios de uniformidad y estabilidad en
lineas avanzadas luego de sucesivos ciclos de cruzamientos recurrentes por un
progenitor (“retrocruzas”) es de suma importancia dado que dicho proceso in-
volucra gran inversién de tiempo y materiales. La disponibilidad de semilla uni-
forme y correctamente identificada es esencial tanto en los programas de mejo-
ramiento como asi también el manejo de distintas variedades para estudios de

investigacién basica.

Aplicacion de los microsatélites en caracterizacion de genes de importan-

cia agronomica y evaluacion de germoplasma

Algunos microsatélites han sido utilizados para la caracterizacién de
variantes alélicas, constituyendo marcadores utiles de genes de importancia
agronémica y de caracteres de herencia cualitativa. Ejemplos de ello son el
uso de microsatélites ligados al gen de enanismo Rth8 (Korzun 1998 y
Worland 1998). El microsatélite ligado a este gen se utiliza comercialmente
como diagnéstico y su dispersion a través del mundo ha sido evaluada en 100
variedades provenientes de distintas regiones, (Worland 1998). También ha
sido identificado un microsatélite asociado con la tolerancia al brotado
precosecha (Roy 1999) y otro microsatélite asociado con un loci de herencia
cuantitativa (QTL, quantitative trait loci) para el contenido de proteina (Prasad
1999).



La existencia de factores genéticos adicionales a las HMW-GS en la

determinacion de la calidad panadera queda también demostrada en la presen-

cia de diferencias en el volumen de pan desde 685 cm® hasta 810 cm® en un
conjunto de 18 cultivares argentinos con el indice maximo Glu-1= 10 (Tom-
betta, 1990).

Estudios recientes han demostrado que la variacion alélica en las LMW-
GS esta correlacionada con las diferencias encontradas en la viscoelasticidad
del gluten tanto en trigos pan como en trigos pasta (Pogna 1990), (Gupta 1991,
b), (Pogna 1994). A pesar de que las LMW-GS son de 2 a 4 veces mas abun-
dantes que las HMW-GS son mas dificiles de estudiar pues se solapan con las
gliadinas en SDS-PAGE unidimensionales. Aun con la introduccién de proce-
dimientos secuenciales de extraccién (Singh, 1991), (Gupta, 1991, a) que per-
miten estudiar las LMW-GS en un fondo libre de gliadinas la discriminacién de
los diferentes alelos es compleja por lo que no existe hasta el momento una
nomenclatura internacional aceptada equivalente a la descripta para las HMW-
GS.

El estrecho ligamiento genético que existe entre los loci de gliadinas Gli-
1y LMW-GS G/u-3 (Van Deynze, 1995) determina que los loci de gliadinas
también se encuentren correlacionados con parametros de calidad (Singh,
1988), (Dubcovsky,1995b), (Jackson, 1983). Sin embargo, los estudios en que
se separaron por recombinaciéon los efectos de gliadinas y LMW-GS demostra-
ron que estas ultimas son las responsables de la asociacién con factores de
calidad panadera (Pogna 1990; Metakovsky 1990). La variacién alélica en los
loci de las LMW-GS puede tener efectos similares a los de las HMW-GS sobre
calidad (Gupta et a/.1991; Khelifi y Branlard 1992; Gupta y MacRichtie 1994;
Gupta et a/.1994; Pogna et a/.1994).

En este trabajo se investigé la correlacién entre LMW-GS vy los loci de
gliadinas sobre los parametros de calidad panadera en variedades con idénti-
cas subunidades de HMW-GS vy calidad contrastante. Muchas de las varieda-
des argentinas de trigo pan, a las cuales se les ha asignado un indice HMW-
GS 6ptimo presentan diferencias en cuanto a su calidad panadera. Se estudié
ademas la posibilidad de utilizar marcadores SSR (secuencias repetidas sim-

ples) ubicados dentro de los loci de las proteinas de reserva a fin de evaluar la



Particularmente importantes son dos loci de microsatélites que han sido
localizados dentro de la region codificante de las proteinas de reserva del
grano, las gluteninas de bajo peso molecular (LMW) (XG/u-A3) y de las gamma
gliadinas (XG/i-B1) (Roder et al. 1995).

En este trabajo, se analiza la posibilidad de utilizar la técnica de
microsatélites como marcadores asociados con caracteristicas cuantitativas
como parametros de calidad panadera y evaluacion de germoplasma

relacionados con este caracter.

La producciéon de trigo y su utilizacién ha estado ligada intimamente con
el desarrollo de la agricultura y de la civilizacion desde hace por lo menos
12,000 afios (Harlan 1981). Puede decirse que el impacto de su domesticacion
y explotacion ha trascendido regiones y preferencias de grupos étnicos. El trigo
provee la mayor fuente de energia, proteinas y fibras en la dieta humana. Se
cree que los primitivos panes sin levar datan de la era Neolitica y que desde
temprano los egipcios desarrollaron procesos fermentativos para realizar dis-
tintos tipos de panes (Dukes1995). Desde entonces estos productos continian
formando una parte importante de la dieta del hombre actual, aportando la mi-
tad de los requerimientos caléricos de una dieta balanceada (Dukes 1995). Ei
trigo es unico entre los cultivos alimenticios en términos de la produccion de
granos por afio, aventajando al Maiz y al Arroz (FAO, ¢77). Se ha estimado
que del total de grano producido el 65% es utilizado para consumo humano
directo, 21% como alimento para el ganado, 8% como semilla y el 6% destina-
do a uso industrial (Orth y Shellenberger, 1988).

El éxito del trigo como cultivo para alimento no solo deriva de su plastici-
dad en cuanto al amplio rango geografico de climas y tolerancia de suelos, sino
también de la versatilidad del grano y harina como fuente para la confeccién de

diferentes productos alimenticios (Faridi y Faubion, 1995).

La cantidad y composicion de las proteinas de reserva del grano; gliadi-
nas y gluteninas, hacen al trigo Unico entre los cereales. Estas proteinas son
las mas importantes en la determinacién de la calidad panadera debido a que
son las responsables de las propiedades visco-elasticas de la masa. Las gliadi-
nas son proteinas monomeéricas mientras que las gluteninas son proteinas po-

liméricas de alto peso molecular cuyos componentes polipeptidicos se hallan



ligados entre si mediante enlaces disulfuro. Esta estructura polimérica es res-
ponsable de la capacidad de retencién de CO, de la masa y en consecuencia
del marcado efecto de las gluteninas sobre la calidad panadera (Schofield,
1994).

Las gluteninas se han dividido de acuerdo a su movilidad en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en gluteninas de aito
peso molecular (HMW-GS high-molecular-weight glutenin subunits) y gluteni-
nas de bajo peso molecular (LMW-GS Jow-molecular-weight glutenin subunits).
Las HMW-GS se hallan codificadas por los loci Glu-A1, Glu-B1, y Glu-D1 locali-
zados en el brazo largo de los cromosomas 1A, 1By 1D (10 a 30 cM del cen-
trémero) y las LMW-GS por los loci Glu-A3, Glu-B3, y Glu-D3 localizados en la
regiéon distal de los brazos cortos de los mismos cromosomas (Fig. 1) (Singh,
1988), (Dubcovsky, 1995)

Los primeros estudios realizados sobre las gluteninas con relaciéon a su
funcionalidad centraron su atencién en la composicién de subunidades de
HMW. Numerosos son los estudios realizados en distintas colecciones de culti-
vares provenientes de diferentes regiones, en la progenie de cruzamientos en-
tre cultivares y en lineas isogénicas (Schofield,1994) (Payne, 1987a), (Wee-
gels,1996) acerca de la correlacion entre HMW-GS especificas y donde se evi-
dencia la importancia cuali y cuantitativa de las subunidades de HMW sobre la
calidad panadera (Kolster et al., 1992; Kolster & Vereijken, 1993; Marchylo et
al. 1992; Ng et al.,, 1989; Payne et al., 1979, Sutton et al. 1989)

La correlacién de la composicion subunidades de las gluteninas de alto
peso molecular con el potencial sobre calidad panadera ha sido abordada es-
tadisticamente de dos maneras. Payne (1987) asign6 valores a cada uno de las
subunidades basandose en los valores de los test de sedimentacion con SDS.
Construy6 con la sumatoria de los valores individuales de cada uno de los ale-
los un indicador de calidad que denominé Indice Glu-1 y cuyo maximo valor
posible 10. Ng & Bushuk (1988) desarrollaron una ecuacién con el objeto de
predecir la unidad de volumen de pan (volumen por 1% de contenido de protei-
na) en los cultivares de trigo pan. Varias colecciones de diversos lugares del
mundo han sido analizadas en su composicion alélica de los loci de HMW
(Morgunov et al.1993).



En los cultivares europeos de trigo el indice de calidad Glu-1 pudo expli-
car el 55% de la variacion observada en valores de sedimentacion en SDS en
cultivares ingleses (Payne 1987), el 54% de la variacion observada en cultiva-
res alemanes (Rogers, 1989) y el 43% de la variacién de valores en la prueba

de Zeleny en cultivares espafioles (Payne, 1988).

En los cultivares argentinos analizados por nuestro grupo de trabajo
(Premio Academia Nacional de Agronomia y Veterinaria: Molinos Briining edi-
cion 1995-1996) los porcentajes de variacion en la sedimentacién en SDS ex-
plicados por la variacién en el indice GLU-1 fueron relativamente menores a los
encontrados entre cultivares europeos. Los bajos valores de correlacion entre
el indice GLU-1 y el valor de sedimentacién en SDS son similares a los encon-
trados entre el indice GLU-1 y otros parametros de calidad. Estos resultados
son similares a los hallados por Luquez (1995) donde la correlacion entre el
indice GLU-1 y los parametros alveograficos, fuerza total del gluten (W, r=0.32)
y estabilidad de la masa (P/G, r=0.55) explican una proporcién de la variacién
(10% y 28% respectivamente). Por el contrario la variacién en HMW-GS en las
lineas isogénicas con y sin la translocacién 1BL/1RS de centeno explicé una
proporcién de la variacién compatible con la que se encuentra en cultivares
europeos debido a la mayor variabilidad en indices GLU-1 dentro de este con-

junto de muestras.

Estos resultados no deben ser interpretados como una falta de impor-
tancia de las HMW-GS en la determinacién de la calidad panadera. En todos
los casos analizados las correlaciones fueron positivas indicando una correcta
valoracion del efecto de los diferentes alelos a través del indice GLU-1. Por otra
parte, el efecto significativo de los diferentes alelos de HMW-GS sobre la cali-
dad panadera se demostr6é en las lineas homocigotas de recombinacién entre
Chinese Spring y Cheyenne. La presencia de los alelos 1y 2* en Glu1-1A, 7+8
6 17+18 6 13+16 en G/lu-B1y 5+10 en Glu-D1 (Blackman, 1987) sigue siendo
un objetivo importante para la obtencién de cultivares con una alta calidad pa-
nadera. Si bien las HMW-GS cumplen un rol importante en la determinacién de
la calidad panadera, la variacién alélica en estos loci explica generalmente me-
nos del 50% de la variacién observada entre cultivares (Payne, 1987a), (Payne,
1988), (Rogers, 1989).



variaciéon alélica de estos loci en variedades de Argentina de trigo y de Califo-
nia.
Para aprovechar la variabilidad genética en calidad panadera presente

en el germoplasma tradicional es necesario una eficiente manipulacién de los

determinantes genéticos de calidad en los programas de mejoramiento.

Los nuevos conocimientos sobre el efecto de diferentes variantes gené-
ticas de proteinas de reserva sobre la calidad panadera unidos a la disponibili-
dad de nuevas tecnologias de marcadores moleculares para manipular dichas
variantes, tienen el potencial necesario para acelerar el mejoramiento de la ca-

lidad panadera de los cultivares argentinos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Dada la importancia del conocimiento de la variabilidad genética para su
aplicacion en el ambito de investigacién como asi también como en su aspecto
aplicado, como objetivo general se plantea la caracterizacién y cuantificacion
de la diversidad genética del germoplasma argentino trigo pan (Triticum aesti-
vum) mediante el uso de marcadores moleculares en muestras representativas

del mismo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Como estrategia para alcanzar el objetivo general de este trabajo se

plantearon los siguientes objetivos particulares:

a) Establecer la distancia genética entre cultivares y cuantificar la di-
versidad genética de los cultivares tradicionales y modernos, como asi tam-
bién el grado de “erosién” genética del germopiasma de trigo pan de Argen-

tina.

b) Establecer un Documento Unico de Identidad Genética para cada

variedad de trigo pan de Argentina.



c¢) Corroborar la factibilidad de la aplicacién de microsatélites en el
estudio de caracteres cuantitativos de interés agronémico en poblaciones

segregantes y la caracterizacién de germoplasma.



MATERIALES
Y METODOS



MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

1.1.Variedades de Triticum aestivum de Argentina

Para la caracterizacion del germoplasma argentino de trigo pan (T.aestivum
L. syn T.vulgare Host) se utilizdé un conjunto de 105 cultivares argentinos
seleccionados a partir del Registro de Inscripcién de Cultivares de trigo del
Instituto Nacional de Semillas (INASE), perteneciente a la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacién, Ministerio de Economia y Obras

y Servicios Publicos.

Las variedades seleccionadas para este trabajo corresponden a variedades
de amplia difusién en nuestro pais, que han sido liberadas desde 1932 hasta
1995. Se incluyé la variedad Chinese Spring como referencia, ya que ésta ha
sido la utilizada en el desarrollo de los microsatélites. En la tabla 2 se detallan
las variedades de trigo utilizadas y el cédigo de entrada en el Banco Base de

Germoplasma de INTA Castelar.

Tabla 2 Variedades argentinas de trigo pan (Triticum aestivum)

Variedad Abreviatura Numero de Ano de
Entrada Banco liberacion
Base Castelar

38 MA (Ministerio de Agricultura) 38MA BBC 836 1937
Bonaerense Pasuco BPAS 93-861 1987
Bonaerense Pericén BPER 93-860 1988
Bordenave Puan SAG BDVP BBC 772 1966
Buck Atlantico BATL BBC 773 1956
Buck Bagual BBAG Antonelli 1988
Buck Candil BDIL Chacra Barrow 1994

Buck Catriel BCAT __ 94-465 1992




Buck Cencerro BCEN BBC 841 1973
Buck Cimarrén BCIM BBC 776 1970
Buck Charrua BCHA BBC 777 1989
Buck Fogén BFOG 93-865 1989
Buck Guarani BGUA 94-464 1993
Buck Manantial BMAN BBC 779 1965
Buck Mapuche BMAP BBC 886 1984
Buck Nambucura BNAM BBC 780 1971
Buck Naposta BNAP 93-898 1972
Buck Nandu BNDU BBC 781 1975
Buck Napuca BNPU 94-320 1987
Buck Ombu BOMB 93-869 1984
Buck Palenque BPAL 94-467 1990
Buck Pampero BPAM BBC 775 1955
Buck Pangaré BPAN BBC 783 1979
Buck Patacén BPAT 93-870 1983
Buck Poncho BPON 93-871 1987
Buck Pucara BPUC 93-919 1980
Buck Yapeyu BYAP 93-914 1992
Ciano 67 CNO 93-422 1974
Cochicé INTA CCHI BBC 788 1984
Cooperacién Bahia COBA BBC 847 1983
Cooperacién Cabildo COCA 93-1053 1980
Cooperacién Calquin COCAL 93-876 1989
Cooperacién Liquen CcOoLIQ 93-910 1988
Cooperacién Maipun COMN BBC 848 1993
Cooperacion Millan CMIL BBC 849 1972
Cooperacién Nanihue CNAN 93-907 1987
Cruz Alta INTA CZI 94-313 1986
Chaquefio INTA CHQ 93-873 1974
Chasicé INTA CHAS 93-874 1980
Dekalb Chafar DKBCH BBC 850 1978
Dekalb Lapacho DKBL BBC 790 1973
Dekalb Quebracho DKBQ BBC 791 1978
Dekalb Tala DKBT BBC 851 1973
Diamante INTA DTI 93-921 1973
Don Ernesto INTA DERN 94-317 1987
Granero INTA GRAI 93-877 1987
Klein 32 KLO32 BBC 811 1932
Klein Atalaya KLATY 93-923 1982
Klein Atlas KLAT BBC 796 1967
Klein Cacique KLCQ 94-50 1991
Klein Cartucho KLCAR 93-879 1983
Klein Centauro KLCEN BBC 797 1989 .
Klein Cobre KLCOB 93-885 1987
Klein Criollo KCRI BBC 852 1984
Klein Chamaco KCHA BBC 800 1978
Klein Dorado KLDOR 93-881 1987




Klein Dragén KLDR 94-325 1992
Klein Fortin KLFT BBC 801 1974
Klein Granador KLGR BBC 853 1976
Klein Impacto KLIM BBC 802 1966
Klein Orién KLOR BBC 883 1988
Klein Petiso KLPE 94-461 1953
Klein Rendidor KLRE BBC 808 1954
Klein Salado KLSL 93-926 1985
Klein Sendero KLSEN BBC 809 1971
Klein Toledo KLTO BBC 810 1972
La Paz INTA LPI BBC 855 1982
Labrador INTA LAB BBC 854 1979
Las Rosas INTA LRI 94-460 1983
Leones INTA LNI 94-489 1973
Marcos Juarez INTA MJI 94-484 1971
Norkin Caburé NKC BBC 856 1984
Norkin Churinche NKCH BBC 857 1984
Norkin lrupé NKI BBC 858 1984
Norkin Lider NKL 93-890 1984
Norkin T-82 NKN82 BBC 859 1982
Norkin pan 70 NKP BBC 860 1978
Olaeta Attillero OA BBC 822 1959
Oncativo INTA ONC BBC 861 1964
Pampa INTA PPA BBC 823 1984
Pergamino Gaboto MAG PGTO BBC 824 1960
Pionero INTA PION 93-892 1986
Precoz Parana INTA PPI 93-929 1971
Prointa Bonaerense Redomén PBRD BBC 826 1993
Prointa Don Alberto PIDA 93-916 1988
Prointa Guazu PIGU 93-930 1991
Prointa Imperial PIlP 93-911 1992
Prointa Isla Verde PllV 93-893 1988
Prointa Oasis PIOS BBC 869 1989
Prointa Pigue PIPG 93-895 1988
Prointa Pincén PIIC 93-915 1992
Prointa Puntal PIPT BBC 862 1994
Prointa Querandi PIQR BBC 831 1989
Prointa Quintal PIQN 94-331 1993
Prointa Super PISR 93-662 1993
Retacén INTA RTNI BBC 863 1984
Saira INTA SAIR 93-931 1979
San Agustin INTA SAUI BBC 864 1979
Sinvalocho MA SCHOMA  94-291 1939
Surgentes INTA SGE BBC 865 1975
Thomas Aconcagua TACO BBC-866 1984
Thomas Catedral TCAT BBC 867 1984
Thomas Tronador TTRO 93-9537 1989
Victoria INTA VTI BBC 868 1978




Se sembraron cinco semillas de cada una de las variedades de trigo pan
(T. aestivum) a analizar. Las plantas fueron crecidas en el invernaculo del
Instituto de Recursos Biol6gicos, CIRN, INTA Castelar. Bajo condiciones de
cultivo controladas en macetas plasticas (medidas 30 cm x 25 cm diametro) en

una mezcla de 3/4 tierra 1/4 arena, autoclavada y tamizada).

1.2. Variedades de T. aestivum de California (Estados Unidos de

Ameérica)

Con el objeto de comparar la variabilidad genética del germoplasma
nacional analizado en esta tesis con una referencia del exterior, se analizaron
105 variedades de trigo pan de California de amplia difusion, para los foci de
proteinas de reserva gamma-gliadinas y gluteninas de bajo peso molecular
mediante dos microsatélites, Xpsp2999 y Xpsp3000, ubicados dentro de la
region codificante de los respectivos genes Xgfu-A1y Xgl/i-B1. En la tabla 3 se
detallan las variedades analizadas.

Tabla 3. Variedades de California de trigo pan (Triticum aestivum)

Variedad \Variedad Variedad

ACCORD LAMBERT ~ [SHASTA

ALPOWA LEN ISIETE CERROS 66
ANDREWS  |LERMA ROJO 64 SONORA 64

ANZA MAC VICAR SPILLMAN B
BAKER MADSEN STEPHENS -
BARBEE MALCOLM STOA

BIGCLUB60  [MARQUIS SUNSTAR ||

BLANCA MARSHALL SUNSTAR PROMISE
BONNEVILLE  [MERIDIAN TADINIA

BROOKS ~~ NAINARI 60 TAMMY

CAJEME 71 NEWTON TANORI 71

CALORWA NUGAINES  ITANORI 87W

CANTHACH OWENS TASCOSA

CAVALLIER PACIFIC PRIDE | TREASURE

CENTENIAL PENAWAWA TRES ]




CHALLENGER PHOENIX TRIUMPH 64
COLT PITIC 62 TURKEY
COPPER POCORED  TWIN
CUYAMA POMERELLE = :VANNA
DELANO _IPORTOLA WADUEL 94
DIRKWIN POSO 48 WAWAWA|
ELTAN PROBAND 755 'WESTBRED 911
EXPRESS PROBRED WESTBRED 926
FIELDWIN PROMONTORY WESTBRED 936
GARLAND RAMONA 50 WHITEBIRD
GENE RED CHIEF YAMHILL
HILL 81 RICH ~_IYAQUI 54 o
HOFF IROD YECORA BLANCO 87W
HYAK 'ROHDE YECORA BLANCO 90W
INIA 66R |RSIS YECORA ROJO
KLASIC 'RULO YECORA ROJO 87W
KMOR |SERRA
1.3. Material Vegetal de Poblaciones segregantes

cruzamiento de Chinese Spring y Klein32

Se utilizaron las poblaciones F3,2 homogéneas para las HMW-GS
(Feingold, 1990). Estas poblaciones permiten medir con mayor precisiéon el
efecto de /oci diferentes a los de las HMW-GS sobre la calidad. Se
seleccionaron los cultivares Klein32 y Chinese Spring que presentan idénticas
HMW-GS (Glu-Af1= Glu-B1= 7+8, Glu-D1= 2+12)
significativamente en su calidad panadera (Feingold,1990). Se compararon 96

nulo, y difieren

familias F3,2 en un disefio de bloques al azar con dos repeticiones.

2. MICROSATELITES

A fin de seleccionar un grupo de microsatélites cuyas caracteristicas
facilitaran la descripcion de cada variedad se hizo una primer evaluacién de
aquellos que se detallan en la tabla 4. Fueron seleccionados aquellos
microsatélites que mostraron un alto contenido polimérfico o bien un patrén de

bandas sencillo y faciimente identificable.



Para la construccion de la Matriz de ldentificacion se utilizaron secuencias
de pares de primers de los microsatélites localizados en los brazos
cromosémicos 1AS: XGlu3, 1BS: XG/i1 (Devos et al., 1995), 1AL: Xcni5, Xcnli3.
(Sorrells, GrainGenes Database, Internet Gopher, host
greengenes.cit.cornell.edu, port 70), 7BS: Xwms46, 7DS: Xwmsd44, 3AS:
Xwms5 , Xwms2, Xwms18, Xwms33 (Roder et al., 1995).



Tabla 4. Microsatélites de trigo

Microsatélite Localizacién Motivo

Tamano en

Chinese Condiciones

de reaccioén
Xcnl1 7BS (TG)n 157 pb (en Geneva) 52°C 2.5 mM
Xcnl2 3DL (TG)n (Tn 376 pb (en Geneva) 56°C 3 mM
Xcni3 6BS (TC)n (ACn 139 pb (en Geneva) 50°C 3 mM
Xcnl4 7AS/4BS _(TG)n (GA)n 350 pb (en Geneva) 60°C
Xcnl5 1AL 60°C
Xpsp3000 1AS (CAA) 285 pb 55°C
Xpsp2999 1BS (CAGN(CAA) 133/142 pb 55°C
Xwmc42 __ desconocido (GT)n 50°C
Xwmce47 4B (CA)n 50°C
Xwms5 3AS (TChn_ (GT)n 172 pb 50°C
Xwms6 4BL/4DL/4  (GA) 205 (en Cheyene) 50°C
Xwms11 1BL (TAN (CAn _ 196 pb 60°C
Xwms18 4BS (CAIn(TAn 186 pb 60°C
Xwms2 2AS (CAn 132 pb 50°C
Xwms24 1BL (AC)Nn 172 pb 60°C
Xwms3 3DL (CA)n 84pb (en Cheyene) 50°C
Xwms30 2DL (ATn (GT)n 206 pb 60°C
Xwms33 1A. 1B, 1D (GA)n 123 pb 60°C
Xwms37 7DL (AG)n 193 pb 60°C
Xwms43 7BL (CAN 180 pb 60°C
Xwms44 7D0S (GA)n 182 pb 60°C
Xwms46 7BS (GAn 187 pb 60°C
Xwms47 2B (CT)n 166 pb 60°C
Xwms122 2A (CTn(CA)n 147 pb (en Opata) 60°C
Xwms132 6B (GAIN(GAAN 118 pb (en Opata) 60°C
Xwms494 6A (CAn 194 pb (en Opata) 60°C
Xwms595 5A (GAIn(imp) - 60°C
Xwms617 SA/6A (GA)n 133 pb (en Opata) 60°C
Xwms635 7TA/7D (CAIN(GAN 99 pb (en Opata) 60°C
Xwms261 2D (CT)n 164 pb (en Opata) 55°C .
Xwms356 2A (GA)n 216 pb (en Opata) 55°C
Xwms304 S5A (CTn 202 pb (en Opata) 55°C
Xwms518 68 (CAN 166 pb (en Opata) 55°C
3. METODOS
3.1. Extraccion de ADN total

Se utilizaron 400 mg de hojas liofilizadas y molidas provenientes de grupos de

cinco plantas. La liofilizacién se realizé con tejido congelado secado en vacio en

un liofilizador Labconco (EUA), durante 72 horas. EI material liofilizado fue

molido en un molinillo ciclénico tipo Udy (Tecator Ciclotech, Suecia)

La extraccion se llevé a cabo segun Shangai-Maroof et al. (1984).



3.1.1. Protocolo de extraccion de ADN total

Se incubaron 300-400 mg de tejido liofilizado y molido, con 9 ml de Buffer
de extraccién CTAB (100mM Tris-HCI, pH7,5; 10mM EDTA, pH8; 700mM NaCl;
140mM 2-mecaptoetanol; 2% p/v bromuro de bromuro? de cetiltrimetil amonio)
en un tubo de 15 ml. Se mezcl6 invirtiendo suavemente el tubo hasta lograr
completa homogeneizacién. La incubacién se realizé durante 90 min a 65 °C

con agitacién suave y continua.

Luego del agregado de 4,5 ml de cloroformo:octanol (24:1), agitando
suavemente para mezclar las fases, se centrifugé 10 min a 1300-1500 xg a
temperatura ambiente. Se trasvasé la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo

de 15 ml. Este paso se repitié una vez mas.

Se incubaron por 30 min a temperatura ambiente o durante 15 min a 37°C
con 50 ul de RNAasa A (10 mg/ ml). El DNA precipitado se recogié con el
gancho de una varilla de vidrio. Luego fue lavado en una solucién de etanol al
76%, NaOAc 0,2 M durante 20 min. El segundo lavado se realizé6 en una
solucién de Etanol 76% y NH,OAc 10mM. Se resuspendié en TE 10:1 (Tris-HCI
10mM pH=8, EDTA 1mM pH=8). Las muestras de ADN asi obtenidas fueron

almacenadas a 4°C hasta su posterior utilizacién

3.1.2. Micrométodo de extraccion de ADN

Para hacer el seguimiento de la incorporacién del alelo de interés durante
las retrocruzas se emple6 el micrométodo de extraccion de DNA con SDS.
Este método consiste en el macerado de 1cm? de tejido en 70 wl de buffer de
extraccion compuesto por SDS 10% (dodecil sulfato de sodio), EDTA (pH 8)
10mM, Tris-HCI 50mM pH 8 y pB-mercaptoetanol 10mM (agregado fresco).
Incubar por 10 min a 65°C. Se agrega 200 1l de solucién de acetato de potasio
pH 4,8. Dejar en hielo 20 min. Centrifugar 20 min a 13000 xg a 4°C. Pasar el
sobrenadante a un microtubo limpio. Agregar 1 volumen (aprox 450 wl de 2-
propanol . Incubar 10 min a —20°C. Centrifugar 2min a 13.000 xg. Descartar

cuidadosamente el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol 70%.



Centrifugar 2 min Repetir el [avado. Dejar secar el precipitado y resuspender en
50 ul de TE.

3.1.3. Cuantificacion del ADN

El ADN fue cuantificado por fluorometria de [uz ultravioleta (260 nm) en un
fluorometro Hoefer modelo TKO100 (Hoeffer Scientific Instruments, San
Francisco, EUA).

3.14. Protocolo de cuantificacion del ADN

Para la cuantificacién fluorimétrica se utilizaron 2 ul de la muestra de DNA
en 2 mi de la Solucién de tincién (TNE 1X [10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA
pH=8, 100mM NaCl], colorante de Hoechst 33258 0,1 ng/mi de solucién). La
estructura del colorante se intercala en el surco mayor de la doble hélice del

ADN vy le confiere fluorescencia.

3.1.5. Control de calidad y cantidad del ADN

Para el control de la integridad del ADN extraido se sembraron 2 1l de cada
una de las muestras en geles de agarosa 0,8 % con bromuro de etidio
(0,1ug/ul), TAE 1X. La electroforesis se llevé a cabo a 4,5 Vicm (corriente
constante) durante 1 h. Se visualizaron en un transiluminador de luz UV y
fotografiaron. Para control de la cantidad de ADN se incluy6, en el gel, el
estandar de masa de DNA High DNA Mass™ Ladder (Life Technologies -Gibco
BRL-, EUA).

3.2 Microsatélites

Las reacciones de amplificacion (PCR) se llevaron a cabo en una
termocicladora Perkin Elmer (modelo 480, EUA), con las siguientes
temperaturas de apareamiento (“annealing”): para los microsatelites XG/u3 y
XGli1 a 55°C 2 min, Xwms46, Xwms44 y Xcnl5 : 60°C 2 min, Xwms2, Xwms5
Xwms18 y Xcni3*: 50°C 2 min y Xwms33: 60°C disminuyendo la temperatura 1



grado por ciclo (“touch down”) hasta 46°C finales.Volumen de reaccién de 12
ul, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM Mg** (3 mM), 100 nM de cada primer, 0,5 U Tag-
polimerasa, y 25 ng de ADN como templado.

3.21. Analisis en geles de poliacrilamida

Los productos de amplificacion obtenidos mediante la técnica de
microsatélites, se separaron en geles desnaturalizantes de policrialamida 6%
(19:1 acrilamida: bis-acrilamida) con separadores de 0,4 mm, a 40 Watts
constantes hasta que el xilen cianol alcanza los 7 cm del borde inferior del gel.
La deteccion se llevo acabo mediante tincién con nitrato de plata. De acuerdo
al protocolo de Tincién con Plata para Secuenciacibn de Promega Biotech
(EUA)

3.3. AFLP

3.3.1. Digestion con endonucleasas de restriccion y
ligacion
Se utiliz6 el protocolo de Milbourne et al. (1997) (Keygene N.V,

Wageningen, Holanda), con algunas modificaciones (Marcucci, 1998)

Se realizé la digestion y la ligacion en forma simultanea de 500 ug de ADN
gendémico en un volumen final de reaccién de 30 pl. Las muestras se incubaron
a 37°C durante 5 hs. La digestion se llevé a cabo con las enzimas de
restriccion Msel (con alta frecuencia de corte) y Pst/ (de corte poco frecuente),
en reemplazo de EcoR/ (que se usa habitualmente para otras especies de

plantas).

El volumen final de reaccion fue de 30 1, con un buffer RL (restriccion-
ligacion) 1X, 5 pmol adaptadores Pst/ y 50 pmol de adaptadores Mse/ , ATPasa
10mM, 1 U T4 DNA ligasa (Life Technologies -Gibco-BRL-, EUA), Pstl y Mse/
2,5uy 12 pmol ATP.



(Buffer RL 1x [10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10 mM MgOAc, 50 mM K,0Ac, 5mM
DTT, 50 ng/pl BSA]). Se controlaron las digestiones sembrando 5 1l de las

reacciones en geles de agarosa al 0,8%.

Adaptador para los sitios Msel:

5"  GACGATGAGTCCTTGAG
5" TACTCAGGAACTCAT

Adaptador para los sitios Pst!:

5" CTC GTAGAC TGCBGTA CAT GCA
5 TGT ACG CAG TCT AC

3.3.2. Reacciones de preamplificacion

Las reacciones de preamplificacién se llevaron a cabo en un volumen de
reaccion de 25 1, Buffer LD 1X, 1,5 mM MgCl;, 0,2 mM dNTPs, 75 ng de
iniciadores (“primers”) con un nucleétido selectivo P01 y MO1 (Pst/ (+1)=, PO1=
‘5GACTGCGTACATGCAGA'3 y Msel (+1)=, MO1=
5'GATGAGTCCTTGAGTAAA 3°), 1 u de Ampli Tag LD DNA Polimerasa
(Perkin Elmer, EUA), producto de restriccion ligacién S 1l como templado.

El programa de preamplificacién usado fue: 30 ciclos con 94°C 30 seg, 60°C
30 seg, 72°C 60 seg. La reaccion se llevé a cabo en un ciclador térmico Perkin
Eimer 480 (EUA). Los productos de amplificacién fueron controlados en
electroforesis analitica de agarosa al 0,8% (Sambrook, 1989).



3.33. Reacciones de amplificacion final

Las reacciones de amplicacién final con 3 nucleétidos selectivos se llevaron
a cabo en un volumen final de 20 (, buffer Taq Polimerasa 1X, MgCl, 1,5 mM,
0,2 mM dNTPs, 30 ng de cada primer con tres nucle6tidos selectivos (Pst/ (+3)
y Msel (+3), 0,5 u Taq DNA polimerasa (Perkin Elmer, EUA), como templado
producto de preamplificaciéon 1,2 1.

Se utilizaron 4 combinaciones de primers con la siguiente secuencia:

S'GAC TGC GTACAT GCAGA... S'GATGAGTCCTTGAGTAAA...

P36: ACC'3  M44: ATC'3
P40: AGC'3  M39: AGA'3
P31: AAA'3 M41: AGG'3
P41: AGG'3  M40: AGC'3

Las condiciones de amplificacién fueron las mismas que en Vos et al.
(1995).

El programa de amplificacién usado fue:

94°C 30 seg, 65°C 30 seg, 72°C 60 seg,1 ciclo, reduciendo la
temperatura de hibridacién un grado por ciclo (“touch down”) hasta una

temperatura de 56°C

Finalizada la reaccién se afadieron 10 l de buffer de siembra (98%
formamida, 10mM EDTA pH 8, 0,05 % azul de bromo fenol y 0,05 % xilen
cianol) para su desnaturalizacién a 95°C 4 min. Para su analisis se sembraron
7 W en geles de poliacrilamida 6%. La electroforesis fue llevada cabo a 45
Watt durante 5 hs, utilizando buffer TBE 0.5X en el anodo y buffer NaAcO 1M

en el catodo a fin de mejorar la definicion de los fragmentos amplificados.



3.3.4. Protocolo de tincién con nitrato de plata

Los vidrios se lavaron y se enjuagaron meticulosamente a fin de eliminar
todo resto posible de detergentes e impurezas las cuales resultan en geles con
fondos amarillentos que dificultan la lectura de los resultados. Luego del

enjuague final con agua deionizada se los enjuagé con etanol al 96%.

Con el fin de mantener el gel adherido al vidrio durante la tincion se trat6é
al vidrio de menor longitud con 3ul de la soluciéon de pegado (solucién de
binding) Bind Silane® -Sigma-Aldrich, EUA- en 1 ml de etanol al 95%, acido
acético glacial al 0,5%) preparada fresca, a fin de retener al gel adherido al
vidrio durante la tincién. Luego de S min se retir6 el exceso de esta solucion

con 2 ml de etanol 95%, tres veces empleando papel tisi muy suave.

El vidrio de mayor longitud puede tratarse con solucion de siliconas
(Repel Silane® -Sigma-Aldrich, EUA- a fin de facilitar la separacién de los
vidrios, pero debe retirarse el exceso con etanol 95%, ya que la tincién puede

inhibirse.

Finalizada la corrida electroforética se fijo el gel en solucion fijadora
(a4cido acético glacial 10%), durante 30 min o hasta que el xilen cianol haya
desaparecido. Luego se realizaron 3 lavados de 2 min en agua deionizada. Se
tind con la solucién de nitrato de plata (2 g de AgNO;, 3ml de formaldehido al
37% en 2! de agua deionizada) durante 30 min. Luego de un breve(no mayor
que 7 seg) lavado con agua deionizada fria se procedié al revelado. Se
enjuagaron dos veces durante 2 min con solucién reveladora fria (60 g Na,COs
en 2| de agua deionizada a la que se le agregan inmediatamente antes de usar
3 ml de formaldehido al 37% y 400 ul de tiosulfato de sodio (10 mg/ml).
Terminado el revelado se fijé durante 2 min con agitacién en solucién fijadora
(acido acético glacial 10%). Luego se enjuagaron 2 veces por 2 min en agua
bidestilada. Se dej6é secar a temperatura ambiente. Se utilizé transiluminador
de luz blanca o un fondo blanco brillante contrastante para la visualizacién de

los resultados.



3.4. Evaluacion de los microsatélites y AFLPs

La evaluacion de los resultados se llevé a cabo manualmente, colocando
fos vidrios sobre un transiluminador de luz blanca. Para la determinacién del
tamafo de los fragmentos amplificados se utilizaron como estandares el
marcador de tamafio molecular 25 pb DNA Ladder (Life Technologies -Gibco
BRL- EUA) y la secuencia nucleotidica de M13ssDNA obtenida mediante la
Secuenciacién GATC con el sistema Silver Sequence™ DNA Sequencing
Reagents Kit de Promega Biotech (EUA) adaptado para revelado con nitrato de
plata. El célculo del tamafio molecular de las bandas se realiz6 mediante
comparacién de la migracién relativa con los marcadores por medio del método
de los reciprocos (Elder y Southern, 1987), empleado el programa de

computacioén ad hoc creado en el laboratorio por el Dr. Jorge Dubcovsky.

3.5. RFLPs

3.5.1. Digestion con endonucleasas de restriccon

Chinese Spring y Klein 32 fueron analizados en la busqueda de
variantes alélicas de los fragmentos de restriccion (“polimorfismos”) utilizando
las siguientes enzimas de restriccion: BamH|, Bglll, Dral, EcoRI; EcoRYV,
Hindill, Sstl, y Xbal, con sus correspondientes “buffers” de reaccién. Se
digirieron 16 1ig de ADN de cada una de las muestras con endonucleasas de
restriccién (3 u de enzima por 1ig de ADN) durante 3-4 hs. Las digestiones se
llevaron a cabo en un volumen final de 70 w con el agregado de 0,01 mg/ml de

BSA (Seroalbumina bovina) acetilada para asegurar una digestion completa.

Los productos de digestion fueron sometidos a electroforesis en geles de

agarosa 1% durante 18 hs a 1,25 volts/cm constantes en TAE 2X.



3.5.2. Transferencia a membranas de nylon

La transferencia de los productos de digestién fue realizada por
capilaridad a membranas de nylon (Hybond N+) mediante la técnica de
"Southern blot" (Sambrook et al., 1989) utilizando como buffer de transferencia
SSC10X (Solucién de citrato de sodio: 300mM NaCl; 30mM citrato de sodio; pH

7,4) previo tratamiento de los geles con HCI 0,5N durante no mas de 15 min.

Finalizada la transferencia (aprox. 17 hs) el ADN fue fijado mediante
radiacion UV utilizando un UV crosslinker (Stratagene, EUA) a 120.000

pjoule's./cm2 (5 min) y/o posterior horneado a 80°C, durante 2 horas, segun los
protocolos de los fabricantes de membranas (Hybond -Amersham, Inglaterra-,
Nytran -Schleicher & Schuell, Alemania-, Magna Charge -Micron Separations,
Inc, EUA).

3.5.3. Marcado de sondas

Las sondas utilizadas fueron marcadas con [o*?P] dCTP (New England
Nuclear, EUA) por el método de hexameros iniciadores al azar (“random
hexamer primer method)" segtin las especificaciones de los fabricantes (Gibco-
BRL, EUA; Pharmacia, Suecia y New England Biolabs, EUA). Los clones

utilizados se muestran en la tabla N° 5.

Tabla N°5. Loci de RFLP evaluados y sus respectivas sondas

Loci de RFLP _Referencia | Clones

XGlit | Forde (1985) | pcP387 L
XGli2 D'Ovidio (1992) pTul B
XGlui Anderson (1989) pDY10A/Ks

XGlu3 Cassidy (1991) pTdUCD1

Xbdc Anderson (1992) . BCD (cebada cDNAs)

Xcdo Anderson (1992) 1 CDO (avena cDNAs) B
Xwg |Anderson (1992) WG (trigo genémico )

Xksu Gill (1991) KSU (T.tauschii genémico)
Xmsu433 (Lec) Reikel (1987) pNVR20 B

Xpsr (Cpx) Baulcombe (1987) 2473

XcsiH Lagudah (1991) CSIH (T .tauschii genémico)




3.5.4. Hibridacion

Las membranas fueron pre-hibridadas en solucion PAES (SSPE
2,5X, SDS 1%, PAES 0,1%, pirofosfato de sodio 0,01%). La hibridacion con las
sondas se realizé en la misma solucién en un horno de hibridaciéon rotatorio a
65°C. Luego de la hibridacién las membranas se enjuagaron a 65°C durante 30
min en 2X SSC, 30 min en 1X SSC y 30 min en 0.5X SSC.

Las membranas se reutilizaron despegando las sondas de las

mismas incubando con agitacién en una solucién de SSC 0,1X; SDS 0,1% a

100°C. Promedio de reuso: 3 veces.

Las membranas expusieron a -80°C con peliculas autoradiograficas

Kodak X-Omat (EUA) o similares y pantallas intensificadoras.

3.6. Analisis de caracteristicas morfologicas

Se utilizaron los descriptores estipulados por la Unién Internacional
para la Proteccion de Obtenciones Vegetales (UPOV), en su documento de
referencia (TG/80/3, Guidelines fo the Conduct of tests for Distinctness,
Homogeneity and Stability, 1983) y que han sido adoptados en Argentina y
utilizados por el Registro de Propiedad de Cultivares del Instituto Nacional de
Semillas (INASE).

Los datos de los mismos fueron cedidos gentilmente por el Director

del Registro de Cultivares de INASE, Ing Raimundo Lavignole.

Estos datos fueron obtenidos siguiendo protocolos internacionales
donde se analizan 200 plantas con dos o mas repeticiones. El tamafio de las
parcelas utilizado en tales ensayos, es tal que cada planta o partes de la misma
puedan ser removidas para su caracterizacién sin perjudicar la observacién de

las restantes, aun en estadios avanzados de crecimiento.

El Registro de cultivares utiliza, para la inscripcién, los mismos
caracteres morfolégicos, los cuales estan relacionados con el ciclo,
comportamiento sanitario y comportamiento frente a factores estresantes

bioticos o abidticos. Se consideran caracteres principales y otros adicionales



los cuales se indican con un asterisco, en caso de ser los primeros insuficientes

para la diferenciacion del cultivar.

A fin de realizar la comparacion entre los distintos materiales se

utilizaron las siguientes caracteristicas como descriptores:

1. Descripcién botanica
1.2 Plantula
a. Color del coleoptilo
b. Pigmentacién antocianica
1.3 Planta
a. Porte vegetativo juvenil
b. Color (en espigazén)
c. Altura a la madurez
d. Macollaje
14 Tallo
a. Color ala madurez.
b. Pubescencia en el nudo superior.
c. Forma del nudo
d. Numero de nudos
e. Cerosidad
f.  Pigmentacién antocianica

g. Entrenudos

1.5 Hoja
a. *Vaina basal de la primera hoja color
b. Pubescencia

c. *Auriculas coloracion antocianica



d. Pubescencia

e. *Lamina de la hoja inmediatamente inferior a la hoja
bandera.

Ancho

Largo

f. Color

g. *Hoja bandera
Posicién

Cerosidad en la [Amina

1.6 Espiga

a. Posicién ala madurez

b. Color
c. Longitud
d. Forma

e. Numero de artejos por raquis
f.  Densidad
g. Numero de granos

h. Cerosidad

1.7 Espiguilla
a. *Glumas
b. Color
c. Largo

d. Ancho



1.8 Cariépside

g.

Hombro

Diente

Quilla

*Glumela inferior (lemma)
Color de las aristas

*Flor

Color de las anteras

Largo

Peso de mil
Forma
Textura
Color

Surco Ancho

Surco Profundidad

h. Reaccién al fenol (Método Repnikov).

i. Dimension del escudete.

j. Forma del escudete.

k. Bordes del escudete.

|. Posicién del escudete (angulo con I).

m. Relieve dorsal del escudete.

n. Vista lateral del escudete.

o. Tamafio del cepillo.

p. Largo de los pelos.



2. Ciclo

2.1 Epoca de siembra

a. Mes
b. Periodo
22 Dias de emergencia a espigazén plena
2.3 Dias desde emergencia a madurez de cosecha
24 Respuesta al fotoperiodo
25 Requerimientos de frio

3. Comportamiento fitosanitario

4.1 Enfermedades

a.

b.

3.2

*Puccinia recondita
*Puccinia graminis
*Puccinia striiformis
Erisiphe graminis
Fusarium spp.
Ustilago tritici
Septoria tritici
Septoria nodorum

Tilletia spp.

Plagas
Schizaphis graminum

Metopolophium dirhodum



4.

1.2.b Pigmetacion antocianica del coleoptile

Se describieron tres genes que determinan la presencia de
pigmentacion antocianica del coleoptilo Rc1, en el cromosoma 7A, Re2 en el
cromosoma 7BS y Rc3 en el cromosoma 7DS. Tahir y Tsunewaki (1969) en
T.spelta var duhamelianum (hexaploide) publicaron la presencia de genes que
promueven la pigmentacién, localizados en los cromosomas 7Ay 7D, y genes
supresores de la coloracién en los cromosomas 2A, 2B, 2D, 3B y 6A. Sutka

(1977) describié un cuarto factor en el cromosoma 6B y supresores en los

c. Sitobium avenae
d  Pseudaletia adultera

e. Faronta albilinea

Adversidades
51 Vuelco
42 Heladas

*periodo juvenil

*periodo adulto

43 Sequia
44 Desgrane
4.5 Arrebatamiento

cromosomas 2A, 2B, 2D, 4By 6B.

Las variedades analizadas en este trabajo no presentan coloracién

antocianica del coleoptilo.

1.3.a Porte vegetativo juvenil

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:

1.

Rastrero



2. Semirrastrero
3. Semierecto

4. Erecto

1.3.b. Color en espigazon espigazon

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:
1 Verde claro

2 Verde gris

3 Verde amarillo

4 Verde oscuro

1.3.c Altura a la madurez

Se define como la altura de la planta de trigo desde el suelo hasta
la punta de la espiga en la madurez, medida en centimetros (sin incluir las

aristas).

La altura de planta es un caracter complejo en cuanto a su control
génico y estd determinado por varios genes localizados en diferentes
cromosomas. Hasta el momento se hallan descriptos 21 genes de efecto mayor
sobre la altura de planta a los cuales se les ha asignado el simbolo Rht Los
genes de efecto mayor que determinan la altura de planta se clasifican en dos
grandes grupos segun la reaccién que presentan al agregado de acido
giberélico (GAs) exégeno (Bérner, 1996). Los genes de enanismo que confieren
insensibilidad de respuesta al agregado de acido giberélico se presentan en
dos series alélicas homélogas localizadas en los brazos cortos de los
cromosomas 4B y 4D (McVittie, 1978). Los genes identificados como
participantes en la codificacion de enzimas involucradas en la biosintesis de

giberelinas cuya mutacién produce un enanismo en plantas reversible por



agregado de acido giberélico se hallan localizados en el cromosoma 2Ay 7BS
(Worland et a/., 1980), 2DS (Worland y Law, 1986), y 5A (Sutka y Kovacs,
1987). La reduccién de la altura determinada por los genes de enanismo, a su
vez, puede estar modulada, incrementando la potencia de los alelos de
supresién de altura (cromosoma 4B y 4D, genes GA insensibles Rth12),
reduciendo la potencia de alelos promotores de altura (Rht7, Rht8) o bien
acortando el ciclo de vida (efectos pleiotropicos de los genes Pp1, Pp2 y Pp3,

involucrados en la respuesta al fotoperiodo).

Rango de altura puede variar entre 65 a 120 cm.

1.3.d Macollaje

Las variantes que presenta esta caracteristica son:
1. Escaso (entre 1y 3)

2. Regular (entre 4y 6)

3. Abundante (entre 7 y 10)

La inhibicién del macollaje esta controlada por un gen recesivo ftin

localizado en el brazo corto del cromosoma 1A. (Richards 1988)

1.4.a. Color del tallo a la madurez

Esta caracteristica presenta cuatro variantes y se evalua en plantas

sanas a la madurez:

1.Blanco
2 .Blanco-amarillento
3 Amarillo

4.Rojo



3.6. 1.4.b. Pubescencia de nudo superior
Esta caracteristica es evaluada al comienzo de la espigazén.

La herencia de nudo superior pubescente versus nudo superior sin
pubescencia ha sido atribuida a una unica diferencia en un gen dominante
(Love, 1924; Gaines, 1926) y el locus Hn/hn esta ligado a B71 own; own
inhibidor. Esta localizacion fue confirmada con estudios en material trisomico
para el cromosoma SA y en pruebas utilizando telosémicos de Chinese Spring.

La presencia de Hn en el brazo SAL se describié en las variedades
Aurore (Koppinen, 1941), Extra-Kolben Il, Marquis (Matsumra, 1936), mientras
que el alelo recesivo hn en las variedades Garnet, Kimmo, Pika yTimantii
(Koppinen, 1941).

1.4.c Forma del nudo

Esta caracteristica presenta tres variantes de acuerdo a la

proporcion que guarde su eje transversal respecto al longitudinal:
1. Ancho mayor, altura menor
2. Ancho igual que altura

3. Ancho menor, altura mayor

1.4.d Numero de nudos

Se presentan variedades con: 3, 4 0 5 nudos

1.4.e.,1.5.h,,1.6. h. Cerosidad

Se trata de un caracter complejo. La expresién de la cerosidad
depende del arreglo de los depésitos de cera y no de la cantidad de cera.(
Jonhson, 1983) En un principio se consideré6 que este fenotipo estaba
controlado por una serie de genes de “produccién de cera” (Matsmura, 1951,
Tsunewaki, 1966) y otra serie de genes independientes de inhibidores

(Stuckey). Trabajos posteriores indicaron que los genes de produccion de cera



y los genes inhibidores son alélicos. Por lo tanto alelos recesivos y dominantes
determinan la ausencia de cerosidad. Se describieron foci ortélogos en el
cromosoma 2H de cebada (gs1, gs6, gs8) (Graner 1991), en el cromosoma
7RL de centeno (wa1) (Korzun 1997) y en maiz (gl2) (Coe 1993).

En trigo se han descripto:

W1.2BS (Driscoll, 1966) en la variedad Chinese Spring (Tsunewaki,
1966) y en las lineas cuasi-isogénicas LD222*/T. turgidum var. pyramidale
recognitum (Watanabe, 1994).

w1.2BS Alelo recesivo para cerosidad reducida, en las variedades
Mentana (Stucky), Salmén (Tsunewaki, 1966).

W2 con sus variantes alélicas W2a en genotipos (“stocks”) diploides
de T.tauschii que no presentan cerosidad y W2b en la variedad de trigo
Chinese Spring. (Stucky).

A su vez se han descripto como inhibidores epistaticos de la
cerosidad los foci W1' (Tsunewaki, 1966)en el cromosoma 2BS (Driscoll, 19686;
Driscoll, 1964) del trigo hexaploide Cornell Selection 5075 (Jensen, 1962) como
asi también en trigos tetraploides y diploides (Driscoll, 1965). Los genes w2'y
W3' sélo se encontraron en trigos diploides. Cada inhibidor anularia el efecto de

ambos genes que determinan cerosidad.

El caracter de cerosidad se evalia como presencia o ausencia en

distintas partes de la planta:
1.Cerosidad en el tallo.
2.Cerosidad en la hoja bandera

3.Cerosidad de la espiga

1.4.f. Pigmentacion en el tallo

La coloracién presente en el tallo esta controla por Pc1 y Pc2, y

estaria muy influencia da por el ambiente y el fondo genético. Existirian



posibles relaciones pleiotrépicas entre genes que afectan la pigmentacién pero

no se conocen en detalle. Las variantes que se presentan son:

1 Presencia

2.Ausencia

1.4.g Entrenudos

Para este descriptor s6lo se presenté (en los materiales analizados)

la caracteristica de entrenudos huecos.

1.5.b. Pubescencia en la primer hoja
Se presentan dos variantes:
1.Presencia.

2.Ausencia.

La presencia de pubescencia en la primer hoja estad determinada

por el gen H/.

HI fue descripto por primera vez por (Maistrenko, 1976) y localizado
en el cromosoma 4BL en el cultivar ruso Saratovskaya. El alelo recesivo

correspondiente h/ fue descripto en Chinese Spring.

1.5.a Color de vaina basal de la primera hoja en macollaje

Esta caracteristica presenta dos variantes:

1 Verde Claro

2 Verde Oscuro



1.5.b Pigmentacion antocianica de las auriculas
Las variantes son:
1.Ausencia

2.Presencia

Melz y Thiele (1990) describieron el fenotipo de base de la hoja
coloreado donde la pigmentacién antocidnica se extiende desde la base de la
hoja hacia las auriculas. La presencia de coloracion es debida a los genes Ra?
en el cromosoma 1D, descripto en el cultivar Gulyeeva (Melz, 1990) localizado
en el cromosoma 2D en la variedad Kenya58. Otros genes relacionados, como
el Ra2 se encuentran localizados en el cromosoma 4B, Ra3 en el cromosoma
6B, AnS en el cromosoma SR (Meiz, 1990).

1.5.c. Pubescencia en las auriculas

Esta caracteristica fue descripta y localizada en el cromosoma 4BS
(Arbuzova, 1996) mediante lineas de sustitucion cromosémicas de
Saratovskaya29*9/Yanetzkis Probat y confirmada su presencia en las

variedades Magali, Pirotrix, Shabati Sonora, Siete Cerros, Ulyanvka?.

Las variantes observadas son presencia o ausencia de pubescencia

en las auriculas.

1.5.e Lamina de la hoja inmediatamente inferior a la hoja
bandera- Largo

Rango encm

11 16

16,1 21
21,1 26
26,1 31
31,1 35

1.5.e Lamina de la hoja inmediatamente inferior a la hoja bandera- Ancho



Rango en cm

5 10

10,1 15
15.1 20

1.5.f. Color de la hoja en espigazon

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:
1.Verde Claro

2.Verde Amarillo

3.Verde Gris

4 Verde Oscuro

1.5.g Posicion de la hoja bandera
Esta caracteristica presenta dos alternativas
1 Erecta

2 Curvada

1.6.e Numero de artejos por raquis

Este descriptor equivale al numero de espiguillas por espigas basada en

el promedio de cien espigas.

Rango: puede variar entre 12 a 26 artejos

1.6.g Numero promedio de granos de 100 espigas

Puede variar entre 21 a 82 artejos



1.6.a Posicion de la espiga

Esta caracteristica presenta tres alternativas
1. Erguida

2. Inclinada

3. Muy inclinada

1.6.b. Color de la espiga a la madurez

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:
1. Blanca

2. Amarilla

4. Roja

5. Castana

1.6.c Longitud de la espiga a la madurez

Se presentan cuatro tipos de espiga segun su longitud
1. Corta (74 mm)

2. Semicorta (75-84 mm)

3. Semi-larga (85-84 mm)

4. Larga (mas 95 mm)

1.6.d Forma de la espiga a la madurez
La espiga puede presentar dos formas:
1. Fusiforme

2. Oblonga



La diferencia entre ambas variantes esta dada por la longitud del eje

longitudinal con respecto al eje transversal.

1.6.f Densidad de la espiga a la madurez

Se presentaron tres tipos de espiga con respecto a su densidad en

estadios de madurez.
1. Laxa (artejos mayores de 3,2 mm)
2. Densa (artejos entre 2,5y 3,2 mm)

3. Compacta (artejos menores de 2,5 mm)

1.7.a. Color de la espiguilla

Las variantes que se presentan para esta caracteristica son:

1. Blanca
2. Coloreada

La evaluacién se realizé a la madurez en la 72 espiguilla fértil partiendo

de la base de la espiga).

Para la presencia de coloracién rojiza, la mayoria de los trabajos sefalan
un solo gen dominante que determina el color de las glumas, y algunos sefialan
la presencia de dos factores (Miczynski, 1938). Los genes involucrados
llamados Rg son: Rg1 en el brazo corto del cromosoma 1B, Rg2 localizado en
brazo largo y en el brazo corto del cromosoma 1D, respectivamente y Rg3,
localizado en el brazo corto del cromosoma 1A. Otros genes que confieren
coloracion negra a castafia se describieron como Bga y Bgb. Los mismos estan
localizados en el cromosoma 1A. También se describié el gen Pbc ubicado en
en el cromosoma 3B. Ademas,se ha reportado un inhibidor de la coloracién de

las glumas localizado en el cromosoma 3A (Bhowal, 1969)



Otro gen que determina glumas color castafio es cc localizado en el
brazo corto del cromosoma 7BS. El fenotipo determinado por este gen es

suprimido por uno o varios genes localizados en el cromosoma 7D.

1.7.a. Color de aristas

La literatura sobre el color de aristas no es demasiado clara. En general,
el color de las aristas esta asociado con el color de las glumas. De acuerdo con
Panin y Netsvataev (1986) la caracteristica de aristas castaflas esta
determinada por tres genes complementarios que se designan Bla1, B/a2, Bla3,

los cuales han sido ubicados en el cromosoma 1A ligados con G/d 1Ay Hg.

Las variantes que presentan para las variedades estudiadas son:

1. Blanca
2. Amarilla

3. Castafia

1.7.b Largo de la espiguilla

Las espiguillas pueden ser, de acuerdo a su longitud:
1. Cortas (7Tmm)
2. Medias (8 mm)

3. Largas (9 mm)

1.7.c Ancho de la espiguilla

Las espiguillas pueden ser, de acuerdo a su ancho:

1. Angostas (3 mm)



2. Medianas (3.5 mm)

3. Anchas (4 mm)

1.7.i Color de las anteras

El caracter puede tener dos variantes. Sin embargo,las variedades
analizadas en este trabajo presentaron anteras amarillas, por lo cual este

caracter no fue utilizado en los analisis.

1.7.e Hombro

Las variantes que presenta esta caracteristica son:
1. Faltante

2. Inclinado

3. Redondeado

4. Recto

S. Elevado

6. Escalonado

1.7.f Diente

Las variantes que presenta esta caracteristica son:
1. Corto

2. Semicorto

3. Semilargo

4. Largo

1.7.g Quilla
Las variantes que presenta esta caracteristica son:

1. Recta



2. Curvada
3. Inflexiona
4. Aserrada

Sélo se presentan las tres primeras

1.7.h Lemma (Glumela inferior)

Solo se presenta la variante aristada para las variedades de este trabajo,

por lo cual este caracter no fue considerado en el analisis de los datos.

1.8.a Largo del cariopse

Rango en cm: 3.3 hasta 8

1.8 a Ancho del cariopse

Rango en cm: 2 hasta 4

1.8 b Peso de 1000 granos

El peso de mil granos se basa en el peso del grano de cinco espigas
expresado como el peso de mil granos. Recientemente se ha identificado un
marcador en ocho cromosomas y un microsatélite sobre el cromosoma 1AS

asociado con un QTL de peso de grano en trigo pan (Varshney, 2000).

Rango en gramos: puede variar entre 36 y 47.

1.8.c Forma del cariopse
Las variantes que presenta esta caracteristica son:
1. Ovalado

2. Ovoide



3. Eliptico

1.8.d Textura del cariopse
El cariopse puede tener caracteristica de vitreo o no vitreo.
1.Vitreo

2. No Vitreo

1.8.e Color del cariopse
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son:
1. Ambar

2. Rojo

El color rojo es dominante sobre color blanco.

El color del grano esta determinado por tres foci R-A1 localizado en el
brazo largo del cromosoma 3A, R-Bf localizado en el brazo largo del
cromosoma 3B y R-D1 (Heyne, 1953) localizado en el brazo largo del
cromosoma 3D; para cada locus se le asigna la letra a al alelo blanco y b al
alelo rojo. Los trigos T. aestivum con granos color blanco son portadores de los

alelos recesivos en cada uno de estos loci.

1.8.f Surco ancho
Se evalla en corte transversal de la cariépside

Puede presentar tres variantes:

1. Angosto (2/3 del ancho de la cariépside)
2. Mediano (4/5 del ancho de la cariépside)



3. Ancho (coincide con el ancho de la cariépside)

1.8.g Surco profundidad

Puede presentar tres variantes:

1. Playo (menos del 20% del espesor del cariopside)
2. Medianamente profundo (del 20 al 35%)

3. Profundo (mas del 35%)

1.8.h Reaccion al fenol (Método Repnikov).

La reaccién al fenol de los granos ha sido utilizada como importante
caracter diagnéstico por diverso autores extranjeros y también del pais
(Belmonte,1936; Frasser, 1935; Hirschonn, 1934; Voss, 1933). Los
métodos propuestos son varios difiiendo uno de otro en detalles, pero

todos conducen a resultados practicos.

El método consiste en sumergir 100 granos en una solucién de fenol
0.5% durante una hora; luego la solucién se descarta y los granos se
colocan sobre papel de filtro en cajas de Petri de 10 cm de diametro,
agregandoles 3 cm3 de la misma solucién. Dos horas mas tarde se
realiza la observacién, cuando se ha trabajo entre 25 y 30 °C; con
temperaturas mayores de 40°C, el proceso se reduce a menos de una
hora. Todos los autores que han utilizado la reaccién al fenol para
diferenciar variedades estan de acuerdo en que es un caracter
constante, no variando con el clima, calidad del suelo, etc. Repnikov
(1936) comprobd que variedades cultivadas en distintas partes de Asia
Central, y atin en zonas de regadio mantienen constante el resultado de
la reaccion. Kugle (1945) observa en un ensayo geografico morfolégico

en la Republica Argentina, la misma reaccién caracteristica de cada



variedad en Rafaela, Pergamino y Guatraché durante los cinco afios que

duré el ensayo.

Se presentan las siguientes variantes
1. Granos pardos claros

Granos pardos

Granos pardos oscuros

A LN

No coloreados

1.8.i Dimension del escudete.

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:
1. Chico
2. Mediano

3. Grande

1.8.j Forma del escudete.

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:

1. Eliptico

2. Oval

3. Redondo

4. Cuadrangular

1.8.k Bordes del escudete.

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:

1. Poco pronunciado



2. Medio Pronunciado

3. Muy pronunciado

1.8. Posicion del escudete (angulo con l).

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:
1. Menos agudo.
2. Agudo

3. Mas agudo

1.8.m Relieve dorsal del escudete.

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:
1. Punta lanza
2. Estrangulado
3. Escalonado

4. Oval-Eliptico

1.8.n Vista lateral del escudete.

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:
1. Recto

2. Quebrada
3. Céncava

4. Convexo



1.8.0 Tamaiio del cepillo.

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:
1. Pequefio
2. Mediano
3. Grande

4. Collar

1.8.p Largo de los pelos.

Las variantes que presenta este caracter en el grupo de variedades

estudiadas son:
1. Cortos
2. Medianos

3. Largos

2.1.a. Epoca de siembra
1. Mayo
2. Junio
3. Julio

4. Agosto

2.1.b Ciclo del periodo

1. Principios (del 1 al 10)

2. Mediados (del 11 al 20)
3. Final (del 21 en adelante)



2.2 Dias de emergencia a espigazon plena

Se define como el numero de dias desde que es sembrado, hasta 50%

de emergencia de las espigas fuera de la vaina.

Rango en dias

70-91
92 -111
112-140

2.3 Dias de emergencia a madurez de cosecha

Rango en dias

105 -126
127 - 148
149-170
171 -186

2.4 Respuesta al fotoperiodo
Se diferencian dos tipos de comportamiento:
1. Sensibilidad al fotoperiodo

2. Insensibilidad

Las variedades que presentan sensibilidad al fotoperiodo son aquelias
que, para desencadenar la etapa de desarrollo de espigas, requieren superar

un umbral de horas de luz. El caracter de insensibilidad es dominante.

Se han descripto uno (Pugsley, 1965) y dos genes (Pugsley, 1966;
Piech, 1969; Knott 1989) en estudios de heredabilidad que determinan este
caracter. En lineas de sustitucion Chinese/Hope se ha encontrado mayor
sensibilidad a fotoperiodos cortos para los cromosomas 1A, 4B y 6B mientras
que lineas de sustitucion de los cromosomas 3B y 7D son menos sensibles.

Los genes descriptos son ppd1, localizado en el brazo largo del cromosoma



2D, ppd2 localizado en el brazo corto del cromosoma 2B (Scarth, 1983) y ppd3
localizado en el brazo largo del cromosoma 2A (Pirateh, 1975).

2.5 Requerimiento de frio

Entre las variedades analizadas algunas presentan requerimiento de frio,
mientras que otras no lo presentan. Este requerimiento hace referencia al
periodo de frio necesario (temperaturas debajo de10°C) previo al inicio del
desarrollo de los primordios florales. Los genes de vernalizacion determinan la
sensibilidad a bajas temperaturas. Este es un caracter complejo determinado
por varios genes. Exiten varios grupos de genes involucrados en este caracter
de vernalizacién (ver Mcintosh 1998). Vrn-1 series ortélogas en los brazos
largos del grupo S de cromosomas homeélogos, e involucran a los genes Vrn-
A1, Vm-B1 y Vnr-D1 localizados en los cromosomas 5A, SB y 5D,
respectivamente. (citado en Mcintosh 1898). Los cultivares que poseen Vrn-A1
son insensibles a vernalizacion. Vrm-A1 es epistatico sobre otros genes,

aunqgue segun Roberts (1985) no siempre es totaimente dominante y epistatico.
Vrn-2 series ortélogas en el grupo 4 de cromosomas homélogos.

Vrn-3 series ortélogas en el grupo 1 de cromosomas homoblogos,

ortologia con Vrn-H3 (Sh3) en el cromosoma 1H de cebada.

Vrn-4 Hasta el momento sélo se ha descripto un solo gen, V-84,

situado en la regién distal del cromosoma 7BS.

Los cultivares invernales llevan alelos recesivos para todos los /oci de
vernalizacién Vrn. Las diferencias presentes entre cultivares invernales rspecto
a los requerimientos de vernalizacién pareceria ser debida a mulitples alelos
recesivos (Pugsley, 1973). Dos genes pueden determinar diferencias entre dos
trigos invernales con requerimientos de 20 dias y 60-65 dias de vernalizacion
(Gotoh, 1980)

3.1.a Resistencia a Puccinia recondita

El patégeno Puccinia recondita vulgarmente conocida como roya de la

hoja o roya anaranjada es causante de grandes pérdidas en el rendimiento de



la planta. Se hallan descriptos alrededor de 50 genes de resistencia raza -
especifica a este patégeno los cuales se denominan con las letras Lr
(Mcintosh, 1998).

3.1.b Resistencia a Puccinia graminis

Se han descripto alrededor de 50 genes de resistencia al patégeno
Puccinia graminis, conocida como rayo negra a roya del tallo. Los mismos se

denominan con las letras Sr (Mcintosh, 1998).

3.1.c Resistencia a Puccinia striiformis

Se han descripto alrededor de 45 genes de resistencia a Puccinia
striiformis, conocida vulgarmente como roya estriada o roya amarilla. Se

denominan con las letras Yr (Mcintosh, 1998).

3.1.d Resistencia a Erisiphe graminis

Se describieron 8 genes que confieren resistencia al patégeno Erisiphe
graminis, conocido como oidio. Se denominan con las letras Pm. También se

hallan descriptos supresores (Mcintosh, 1998).

3.1.e Resistencia a Fusarium spp.

Este patégeno causa severas pérdidas en el rendimiento y dafios en la
calidad del grano. Los granos infectados contienen altos niveles de

micotoxinas, volviéndolos no aptos para el consumo.

Se describieron dos genes que confieren resistencia a Fusarium
denominados Fhs1y Fhs2. (Mcintosh, 1998).



3.1.f Resistencia a Ustilago tritici

Se hallan descriptos cinco genes que confieren resistencia a Ustilago
tritici, denominados Ut1, Ut2, Ut3, Ut4y Ut-x (Mcintosh, 1998).

3.1.g Resistencia a Septoria tritici

Llamada mancha de la hoja, esta enfermadad es causada por el hongo
Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schoeter, también llamdo Septoria tritici .
Se caracteriza por la presencia de manchas alargadas de color verde claro o
amarillo entre las nervaduras. Las manchas adquieren luego color castafio
claro y el tejido muere. Las manchas alargadas pueden hacerse confluentes..
Por ultimo, aparece el signo de la enfermedad constituido por puntos negros

visibles a ojo desnudo.

Se hallan descriptos cuatro genes Stb1, Stb2, Stb3 (Wilson 1985) y Stb4
(Somasco 1990). Stb4 segrega en forma independiente de Stb1 pero su

relacién con Stb2 y Stb3 se desconoce.

3.1.h Resistencia a Septoria nodorum

Esta enfermedad causada por el hongo Phaeosphaeria nodorum
también denominado Septoria nodorum es conocida como mancha del nudo y
de la gluma. Afecta la parte aérea de la planta. Las lesiones sobre las hojas
son al comienzo pequeras amarillentas y mas tarde se tornan castafio dorado.
La forma de las manchas puede ser muy variada. Predominan las elipticas
rodeadas por un margen mas oscuro que puede llegar a ser purpura. Estas
manchas destruyen gran parte de los tejidos y sobre ellas se producen las
fructificaciones del hongo que se visualizan como puntuaciones castafo
oscuro. Las espigas afectadas se caracterizan por presentar, en la parte
superior de la gluma, manchas castafio violaceas. Una sintomatologia similar
puede observarse sobre los nudos que sufren el estrangulamiento de los

tejidos tomando el aspecto de nudo carretel.

Se han descripto los genes Snb7 en el cromosoma 3AL, Snb2 en el

cromosoma 2AL, Snb3 en el cromosoma SDL. Otro gen descripto es el



temporariamente designado como SnbTM, localizado en el cromosoma 3AL,
derivado de T.timopheevii (Ma 1995).

3.1.i Resistencia a Tilletia spp.

Se hallan descriptos diez genes que confieren resistencia a Tilletia spp,
denominados con las letras Bt. Se localizan en los cromosomas 2B, 2D y 1B
(Mclntosh, 1998).

3.1.j Resistencia a Schizaphis graminum Rond. (Toxoptera

graminum) (pulgon verde de los cereales)

En nuestro pais fue identificado por primera vez en 1914, Ataca a los
cultivos en los primeros estadios de desarrollo, desde el estado de plantula
hasta antes de la encafazén. Intoxica los tejidos vegetales, al extremo de
causar la muerte de los mismos. Las plantas comienzan por presentar un

marcado amarillamiento y terminan con la muerte.

Se han descripto seis genes que confieren resistencia al pulgén verde.
Se denominan con letras Gb y se hallan localizados en los cromosomas 1A y
7D. (Mcintosh 1998).

3.2.a Resistencia a Metopolophium dirhodum

La presencia de Metopolophium dirhodum, conocido como pulgén
amarillo de los cereales, se generalizé en el pais en el cultivo de trigo y cebada
a partir del ano 1968. Ataca al trigo en los estadios de macollaje avanzado a
encaffazén hasta la espigazén. También se encuentra en espigas. Su
importancia radica en afectar el rendimiento de trigo y ser el vector de

transmision del virus del enanismo amarillento de la cebada (BYDV).

3.2.b Resistencia a Sitobium avenae

Sitobium avenae, conocido como pulgén de la espiga o de los granos fue

identificado en el pais en 1971. Tiene preferencia por las espigas, provocando



el llenado incompleto de los granos vulgarmente conocido como
“achuzamiento”. Ataca al grano indirectamente, posicionandose en las raquillas

dificultando la llegada de la savia.

3.2.c Resistencia a Pseudoaletia adultera

Pseudoaletia adultera u oruga militar, ataca las hojas de los cultivos
provocando intensa defoliacion. Cortan los tallos debajo de las espigas,

provocando importantes dafios.

3.2.d Resistencia a Faronta albilinea

Faronta albilinea u oruga desgranadora, se alimenta de granos lechosos

y pastosos.

4.1 Vuelco

El caracter presenta dos alternativas

1. Susceptibilidad

2. Resistencia.

.2 Resistencia a heladas

El caracter de resistencia a heladas se halla determinado por el gen Fr?
(Sutka, 1989). Este ha sido mapeado en la mitad de la region del cromosoma
5AL, a 2,1 cM en direccion distal desde los marcadores Xcdo 504-5A y
Xwg644-5A y proximal a Xpsr-5A (Galiba, 1995).

Heladas en estado juvenil y Heladas adulto

Ambos estados presentan dos alternativas: susceptibilidad y resistencia.



4.3 Sequia

El caracter presenta dos alternativas

1. Susceptibilidad

2. Resistencia

4.4 Desgrane

El caracter presenta dos alternativas

1. Susceptibilidad

2. Resistencia

4.5 Arrebatamiento

El caracter presenta dos alternativas
1. Susceptibilidad

2. Resistencia

3.7. Analisis de Datos

3.7.1. Cuantificacion del polimorfismo

Para calcular el contenido de informacién polimoérfica (PIC) se utiliz6 la
formula de Anderson (1993):

PIC, =1-3"  p;

donde p es la frecuencia del alelo j para el marcador /.



3.7.2. Estimacion de la diversidad genética

Una medida de la variacién genética es la llamada diversidad
genética. Esta esta formada por la suma de cuadrados de las frecuencias de

los alelos.

La misma fue estimada utilizando la férmula de Weir (1996):

1
[):1—2‘;2: P,

en promedio para L Joc/, donde p es la frecuencia del alelo i en el locus /

3.7.3. Analisis estadisticos

El programa informatico Statistica/w™ versién X para Windows (Stat Soft,
1993) fue utilizado para la realizacion de los analisis estadisticos de ANOVAYy los
contrastes en la evaluacion de la fluctuacion de la diversidad genética a través de las

décadas, los /oci y los criaderos.

Los analisis de varianza y de correlacién entre alelos y parametros
de calidad fueron realizados mediante el programa STATISTICA/w™ (Stat Soft
1993). Las distancias genéticas se calcularon utilizando la funcién de Kosambi
y el programa de computacion Mapmaker/EXP 3.0 y MAPMAKER-QTL
(Lander, 1987; Lincoln, 1992).

374 Matriz basica de datos (MBD)
Pasos elementales para la construccién de la matriz basica de datos

a) Eleccién de las unidades: se eligen los organismos a
estudiar se definen las unidades a clasificar denominadas “Unidades
Taxonémicas Operativas” (OTUs). En este trabajo se definieron como un

OTU a cada una de las variedades de trigo.

b) Eleccién de los caracteres. Caracter: puede definirse
como cualquier propiedad que varia entre las OTUs. Los posibles

valores que ese caracter pueda presentarse los considera sus estados



(Sneath y Sokal, 1973) describiran las OTUs y se registran los estados.
En este caso los caracteres son los /oci de microsatélites, AFLPs o
descriptores morfologicos y los estados posibles son los alelos. Por regla
general todos los estados de un mismo caracter deben ser homoélogos.
Sneath y Sokal (1973) proponen la “homologia operativa”. Dos estados
son homélogos cuando se corresponden en su composicion y estructura.
Por correspondencia se entiende la similitud cualitativa, desde el punto
de vista biolégico y/o quimico de sus constituyentes. Por
correspondencia estructural se entiende la similitud, en cuanto a orden
de sus partes u orden espacio-temporales, o en la estructura de sus
fenémenos bioquimicos, o en el orden secuencial de sus estructuras

organizadas.

c) A partir del registro de los datos del paso anterior se
construye la matriz basica de datos. Los datos utilizados en este trabajo
son considerados doble estado o binarios. Pueden indicar presencia
ausencia y estados excluyentes. Se expresan numéricamente como 1

(presencia) y O (ausencia).

d) Obtencién de un coeficiente de similitud para cada
par posible de OTU. Este coeficiente es una forma de cuantificar el
parecido o similitud. Coeficientes de asociacion. Miden las diferencias y
coincidencias entre la s OTUs. Esta medicién exige datos del tipo doble
estado. Si se comparan dos OTUs, j y k, para un caracter doble estado
(presencia/ ausencia) se tienen cuatro posibilidades: A, que ambas OTU
tengan presente el caracter comparado (1,1) B, que ambas OTU tengan
ausente el caracter comparado (0,0) C, que la primera de ellas tenga
presente el caracter y la segunda tenga ausente el caracter comparado
(1,0) D, que la primera de ellas tenga ausente el caracter y la segunda
tenga presente el caracter comparado (0,1). El resultado de la suma de
a, b, ¢, y d es el numero total de caracteres utilizado. Sobre la base de
estas posibilidades se calcula el coeficiente adecuado (similitud,

distancia, etc).



Se utilizé el coeficiente de Dice que confiere mayor peso a las
coincidencias. Los valores de este coeficiente varian entre 0 y 1, que equivalen

a los valores de minima y méaxima similitud respectivamente.

Los indices de similitud se calcularon usando el indice de Dice, mediante

el programa NTSyS pc, v 2.0 (méduio SimQual)

e) Conformacién de grupos. Se dispone de una gran variedad
de técnicas de analisis de matrices de similitud (Sneath y Sokal, 1973),
cuyo objeto es sintetizar la informacién de la matriz de similitud a fin de
permitir el reconocimiento de las relaciones de la totalidad de las OTUs.
En este trabajo se utilizé para el analisis de agrupamientos la técnica de
ligamiento promedio que utiliza la media aritmética no ponderada
también llamada UPGMA (unweighted pair-group method using
arithmetic averages). En este caso se considera que el valor de similitud
entre la OTU candidato a incorporarse y el grupo nucleo es igual a una
similitud promedio resultante de los valores de similitud entre el

candidato y cada uno de los integrantes del grupo o nucleo.

f) La estructura obtenida a través del andlisis de
agrupamiento puede representarse graficamente mediante un dibujo
arborescente o dendrograma que muestra la relacién de similitud entre
las OTUs.

La figura N°7 muestra los pasos para el analisis de agrupamientos.



3.7.5. Coeficientes de parentesco

El coeficiente de parentesco (f) también llamado de co-ancestralidad es
calculado de la informacién de los datos de pedigri a fin de estimar la relacion
genética. El primero en referirse a este coeficiente fue Malecdt (1948), r estima
la probabilidad que dos alelos de un locus sea idéntico en la descendencia.
Este estadistico puede calcularse asumiendo la herencia diploide de las
gametas producidas por la segregacion Mendeliana y asumiendo d que los
ancestros de pedigri desconocidos no estan relacionados. Haciendo una
extensiéon de esto St Martin (1982) describe el método para el calculo de f
lineas endocriadas de especies autégamas. Este método requiere asunciones
adicionales como que todas las lineas del pedigri son homocigotas y la
frecuencia alélica de cada /ocus no es afectada por la seleccion durante las
generaciones de autofecundaciéon. Este método ha sido utilizado para la
caracterizacion de germoplasma de colza (Lefort-Buson et al, 1987), mani
(Knauft y Gobet, 1989, arroz (Dilday, 1990), trigo (Cox y Murphy, 1990;
Mercado et a/.,1996), soja (Cox et al., 1985a), avena (Souza y Sorrells, 1989;
Bohn 1999) y cebada (Martin et a/., 1991; Tinker et a/., 1993; Davila, 1998).

Se incluyeron en el andlisis sélo aquellas variedades con que se
contaban con datos de pedigri. Dichos datos se extrajeron de la Base de Datos
de CIMMYT (México). Los coeficientes de parentesco se calcularon utilizando
el programa IWIS (Fox, 1996) que emplea el algoritmo de Cox (1986).

Los coeficientes de parentesco (f) fueron calculados con las siguientes
asunciones: 1) los ancestros, las lineas y los cultivares son homocigotas y
homogéneos; 2) ancestros de pedigri desconocido son considerados como no
emparentados (f = 0); una linea derivada de un cruzamiento obtiene la misma
muestra de alelos de cada uno de los padres. Se realizé una excepcién a la
primera regla al considerar multiples lineas seleccionadas de un antecesor
heterogéneo. Cox (1985b) asume para este caso que el coeficiente de

parentesco entre la linea seleccionada y su ancestro es f = 0.75



3.7.6. Testde Mantel

Dada la distribucion normal de los valores de las matrices de
coeficientes de parentesco y de indices de similitud generada a partir de los
datos de descriptores morfoldgicos, microsatélites y AFLP fueron
correlacionadas mediante el momento producto de Pearson. La significancia de

la correlacion fue estimada mediante el test de Mantel.

La comparacién de las matrices de similitud generada con los alelos de
microsatélites y la matriz de coeficientes de parentescos fue comparada
utilizando el programa NTSyS v. 2.0 pc, médulo MXCOMP.

El programa toma dos matrices simétricas de similitud o disimilitud y
compara una contra otra, elemento a elemento (pero los elementos de la
diagonal son ignorados). El programa computa la correlacion momento -
producto, r y el estadistico de Mantel (1967), Z, para medir el grado de relaciéon

entre las dos matrices.

El test de Mantel (Mantel 1967) es una regresién en la cual las variables

son matrices de similitud o distancia.

El estadistico de Mantel se basa en un simple término de momento

producto cruzado:

n n
2= 2y

Y es normalizado:




donde x e y son variables (o un conjunto de variables) medidas para los
dos métodos empleados o localidades a comparar y n es el numero de
elementos en la matriz de distancia, y sxy s, son las desviaciones estandar
para las variables x e y. Esta estandarizacién permite considerar variables de

distinta unidad de medida en el mismo marco.

El test de significancia para la prueba de Mantel se realiza comparando
el valor observado de Z como una distribucién permutacional. Esta es la
permutacion que uno obtiene si compara una matriz, llamada X' con todas las
matrices posibles en las cuales el orden de los objetos (o variables) en la otra

matriz, Y°, ha sido permutado.

3.8. Analisis de poblaciones segregantes

Para cada una de las 96 familias F3,2 se determin6é la constitucién
alélica de 12 Joci: 9 mediante RFLP y 3 mediante microsatélites. Los /oci de
proteina de reserva que se analizaron fueron: XG/i1 con el clon pcP387 (Forde
et al.1985), XGI/i2 con el clon pTU1 (D'Ovidio 1992), XGlu1 con el clon
pDY10A/KS (Anderson et al.1989), y XG/u3 con el clon ptdUCD1 (Cassidy y
Dvorak 1991). Otros clones de RFLP ligados a los /oci de las proteinas de
reserva con funciones conocidas y desconocidas del grupo homoeélogo 1
fueron descriptos previamente por Dubcovsky et al. (1995a y b,1996). En el
grupo homoeélogo 6 (Gli-2) fue estudiado mediante la sonda PSR10
(Baulcombe, 1987).

La digestién con endonucieasas de restriccion, electroforesis en geles de
agarosa Y transferencia por Southern-blot, se realiz6 de acuerdo a Dubcovsky
et al. (1996). Se describe anteriormente en el punto 3.5 de Materiales y
Métodos.

Los microsatélites empleados en el analisis se hallan localizados dentro
del locus de LMW Xpsp 2999, G/u-A3 y del locus v-gliadinas Xpsp 3000, G/i-B1
(Devos et al.1995) y un microsatélite localizado en el cromosoma 1AL, Xcni5-

1A, M.Sorrells, GrainGenes Databases, utilizando los protocolos de



amplificacion y analisis descriptos anteriormente en el punto 3.2 de Materiales y
Métodos.

3.9. Determinaciones de calidad

Para cada una de las familias F3,2 homogéneas para las HMW-GS se
realizé el test de sedimentacion en SDS y se determiné el contenido de
proteina (micro-Kjeldahl) en cada repeticién y se promediaron los valores. Los
test de sedimentacién en Acido Acético y los mixogramas se realizaron en
una mezcla de semillas de las dos repeticiones. Los valores de sedimentacion
y mixogramas se correlacionan significativamente con el contenido de
proteina (p <0.05), por lo cual el mismo fue utilizado como covariable en el

analisis de covarianza para cada locus.

Contenido de proteina

El contenido de proteina se midié6 mediante el método de micro-Kjeldahi.
Las determinaciones de sedimentacién en dodecil sulfato de sodio (SDS) se
realizaran de acuerdo al método de Axford (1979). .Los estudios de
sedimentacién en acido acético, mixogramas y alveogramas se realizaron en el
Laboratorio de Calidad Industrial de Trigo y Soja E.E.A. INTA Marcos Juarez
utilizando procedimientos estandarizados AACC (1983).

3.9.1. Sedimentacion en dodecil sulfato de sodio
(SDSS)

En este test, la harina integral es mezclada con una solucién de acido
lactico y SDS, y luego de un periodo de reposo, se mide el volumen de
sedimentacién resultante, el cual se correlaciona con el volumen de pan. En
este trabajo se utilizé una modificacién del protocolo original (Pena, 1990). Esta

modificacion consiste en el empleo de 1g de harina (en lugar de 6g) y un



cilindro graduado de 25 ml (en reemplazo de 100ml). El test de sedimentacion
con SDS fue seleccionado como método de medicién indirecta en la evaluacion
de calidad panadera pues muestra una correlacién positiva y significativa con el
volumen de pan Axford (1979).

3.9.3.Sedimentacion en acido acético

Esta determinacién 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 agitacién manual vigorosa
durante 5 a 8 segundos para asegurar una correcta suspension.
Posteriormente, se somete a la mezcla a una agitacién mecéanica utilizando un
agitador tipo Zeleny, durante 22 a 25 segundos, de tal manera que el tiempo
total de agitacién sea de 30 segundos. Luego de S minutos de reposo se toma

la lectura dei sedimento en ml y se multiplica este valor por 10.

3.9.2. Mixografia

Esta determinacién de calidad fue realizada utilizando el mixégrafo 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 accion mecénica en funciéon del tiempo. La
amasadora posee un conjunto de vastagos (“planetary pins") fijos y otros
méviles que giran accionados por un motor. La resistencia al amasado produce
un par sobre el recipiente que posee vastagos fijos que se transmite a un brazo
oscilante conectado a una aguja graficadora que imprime su registro sobre una
cinta de papel que se mueve accionada por un mecanismo de relojeria 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).

La forma de la curva refleja la calidad panadera. Parametros asociados
positivamente son: el tiempo de desarrollo o “mixing time” (el tiempo en minutos
hasta alcanzar la maxima altura de la curva), también llamado punto de
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 maximo y el area total debajo de la curva. Basandose en los
parametros mencionados, personal entrenado deriva los valores de clase
mixografica. Este es un indice creciente que generalmente varia entre 2y 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 desarrolio (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, 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 la curva. La clase mixografica fue determinada a partir de las
curvas, por la Ing. M. Cuniberti del laboratorio de calidad de Trigo y Soja de la
EEA Marcos Juéarez del INTA. La integral de la curva mixogréafica fue estimada
como el area en cm? debajo de una curva de ajuste promedio dibujada sobre el

mixograma.



APENDICE

SOLUCIONES

Solucion de extraccion de DNA (CTAB)
Tris-HCIpH 7,50,1 M

NaCl 0,7 M

EDTA (pH 8,0) 0,01 M

CTAB 1 % (p/v)

-mercaptoetanol 1 % (v/v)

Nota: Utilizar soluciones frescas

CTAB = mezcla de bromuros de alquiltrimetilamonio

Agregar el 3-mercaptoetanol al buffer CTAB de extraccion previamente

calentada a 65°C en el momento de uso).

Solucion 1 de lavado para la extraccion de ADN
Etanol 76%
NaOAc 0,2 M

Solucion 2 de lavado para la extraccion de ADN
Etanol 76%
NH4OAc 10mM



TE 10:1
Tris-HCl 10mM pH=8
EDTA 1mM pH=8

Solucidn de tincién para cuantificacion fluorimétrica de ADN

TNE 1X (10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA pH=8, 100mM NaCl).

Hoechst 33258 0,1 ug/ml de solucién.

Buffer TAE1X

Tris-Acetato 48,4g

Acido Acético Glacial 1,4 ml
EDTA 0,5 mM pH=8 20 ml

Completar 1 It.

Buffer para micrométodo de extraccion de ADN

Stock  Final 100ml|
Tris-HCI (pH 8) 1M 50mM Sml
EDTA (pH8) O05M 10mM 2 mi
NaCl SM 100mM 2mi
SDS 10 % 10g
§B-mercaptoetanol 10mM  0,07ml

§ Agregar antes de usar

Solucion de Acetato de Potasio pH 4.8

Stock . Para 100 ml
| |
'KOAc 5M 60 ml i
' Acido Acético Glacial B 11,5mi
HO ‘ 285 _4

Ajustar a pH 4,8 con acido acético glacial.



Buffer de siembra para geles de agarosa
Azul de Bromofenol 2 mg/mi

Glicerol 40% (v/v)

Solucion de Acrilamida (19:1)
para 1| de solucién al 6%
Acrilamida 60 g

NN-Metil bisacrilamida 3 g
Urea 450g

Filtrar y mantener a 4°C en botella protegida de la luz

Gel de Acrilamida 6%

Para la preparaciéon de un gel de dimensiones 40 cm x 35 cm x 0.05
cm utilizar 60ml de solucién de acrilamida 19:1, agregando 330 ul de APS
10% y 33wl de TEMED.

APS 10% 10 g Persulfato de Amonio en 100ml de dd H;O

TEMED

N, N, N', N',- Tetrametil etilen diamina

Buffer de siembra para geles de poliacrilamida
98% formamida

EDTA pH 8,0 10 mM



Azul de Bromofenol 0,05%
Xilen Cianol 0,05%

Glicerol 40% (v/v)

TBE 5X
Tris-borato 0,45 M
EDTA 10 mM pH=8

Llevar a pH 8,0 con acido acético glacial.

AcONa 3M

Disolver xx g de Acetato de Sodio en 1 It de agua destilada

Solucion Fijadora y de Detencion de Reaccion (“Stop”) para Tincion

con Plata

10% Acido Acético glacial

Solucién de Tincion con Plata
1 g/l nitrato de plata (AgNO3)
0,056% formaldehido (1,5ml de 37% HCOH /I)

Solucion Reveladora
30 g/l carbonato de sodio (Na,CO»)
0,056% Formaldehido (1,5ml de 37% HCOH/I)

2 mg/L tiosulfato de sodio



Buffer de transferencia SSC20X
NaCl 174g
Citrato de Sodio pH 7 88,2¢g

Completar volumen 1 [t

SDS20%

Solucion de hibridacion PAES

SSPE 2,5X

SDS 1%

PAES 0,1%

pirofosfato de sodio 0,01%



RESULTADOS



1. CARACTERIZACION DE GERMOPLASMA ARGENTINO DE TRIGO
MEDIANTE CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Tradicionalmente, las variedades se describen en base a caracteres
fenotipicos (morfologicos, fenoldgicos, fisiolégicos, resistencia a enfermedades,
etc.). Con el objeto de establecer una comparacién con los datos moleculares y
ajuste a la genealogia, se analizaron estos datos y se construyeron matrices de
datos. Los caracteres morfolégicos que sirven para caracterizar, en el Registro
Nacional de Semillas del INASE, cada uno de los materiales estudiados se
muestran en la tabla N°5, sin embargo, para el analisis de datos s6lo se
incluyeron aquellos caracteres que presentaron variabilidad. Los datos de los
mismos fueron cedidos gentilmente por el Director del Registro de Cultivares de

INASE. Se incluye el listado completo de descriptores.

1.1.a Color coleoptile
Cédigo: 1= blanco

Las variedades analizadas en este trabajo no presentan variaci'on para

este caracter, por lo cual no fue incluido en el analisis

1.2.b Pigmetacion antocianica del coleoptile
Codigo: 1= ausente

Las variedades analizadas en este trabajo no presentan coloracién

antocianica del coleoptile, por lo cual no fue incluido en el analisis.

1.3.a Porte vegetativo juvenil
Cédigo: PORTEJUV.

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:

Rastrero
Semirrastrero
Semierecto
Erecto

W=

60



Tabla N°5. Listado de variedades analizadas y sus descriptores fenotipicos. Se utilizaron los descriptores estipulados
por la Unién Intemacional para la Proteccién de Obtenciones Vegetales (UPOV)

colorcoleop antocoleop poretjuv coloresp altmadurez llaje tallocoler pubnudoesup ma © ceratailo talicantoc entrenudes colorihoja
cm
BATL £ sd 4 sd sd 3 sd sd sd sd sd sd sd sd
BBAG 1 2 2 2 105 3 2 2 1 4 1 2 1 2
BCAT 1 2 1 a 92 3 ? 2 3 4 1 2 1 2
BCEN 1 2 2 3 110 2 3 2 2 4 1 2 1 2
BCIM 1 2 2 3 120 3 2 2 2 4 1 2 1 1
BCHA 1 2 2 4 115 3 2 2 3 4 2 2 1 2
BDIL 1 2 2 4 101 3 2 2 2 4 1 2 1 1
8F0G 1 2 2 2 107 3 2 2 1 4 2 2 ! 1
BGUA 1 2 4 2 98 2 1 2 1 4 1 2 1 2
BMAN sd sd sd sd sd 3 sd sd sa sd sa sd sd sd
BMAP 1 2 3 1 99 3 3 2 2 a4 1 2 1 1
BNAM 1 2 1 2 120 3 2 2 4 1 2 1 2
BNDU 1 2 3 1 83 2 2 2 4 1 2 1 2
BNPU ) 2 2 2 9% 3 2 2 4 2 2 1 1
aome 1 2 2 84 2 2 2 4 1 2 1 1
BPAL 1 2 2 93 3 3 2 4 2 1 1
BPAN 1 2 3 90 3 2 2 a 1 1 |
BPAS 1 2 4 S9 2 2 2 4 1 1 1
BPAT 1 2 4 84 2 2 4 1 1 1
BPER | 2 4 98 3 2 $ 2 1 1
BPON t 2 4 90 3 2 4 2 1 1
8PUC 1 2 2 99 2 2 4 2 1 2
BRDM 1 2 4 100 2 5 1 1 1
8vPv 1 2 4 110 2 4 2 t 1
BYAP 1 2 4 85 2 3 1 2
CCHI 1 2 1 90 2 4 1 1
cMmIL 1 2 2 73 2 4 1 1
CORA 1 2 2 10 2 4 1 2
COCAL 1 2 2 91 2 5 1 1
cou 1 2 2 69 3 4 1 1
COMN 1 2 2 79 3 sd 1 1
CON 1 2 4 92 i 4 1 2
CONA 1 2 1 88 3 4 1 1
ca 1 2 2 75 2 4 1 1
CHQ 1 2 4 S0 3 5 1 1
DKBC 1 2 1 82 3 4 1 2
DKBQ 1 2 2 73 1 4 1 t
DKBT 1 2 2 84 2 3 1 2
'] 1 2 4 82 2 4 1 '
GRAI 1 2 2 77 1 4 1 2
KLAT 1 2 4 105 2 4 1 1
KLCAO 1 2 1 102 2 5 1 sd
KLCAR 1 2 4 a0 2 4 1 1
KLcoe 1 2 § 91 3 4 1 1
KLCR! 1 2 1 100 3 4 1 2
KLCHA 1 2 2 93 2 a 1 1
KLDOR 1 2 3 89 3 4 1 1
KLDR sd 2 2 98 2 4 1 sd
KLFY 1 2 4 90 2 4 1 1
KLOR 1 2 4 104 2 4 1 1
KUM t 2 4 103 2 E) 1 i
KLOR 1 2 4 97 2 4 1 sd
KLSAL t 2 1 99 2 4 1 1
KLSEN 1 2 4 1" 2 E} 1 1
KLTO 1 2 4 91 2 4 1 1
LAB 1 3 85 2 4 1 1
LNI i 1 65 ? 4 1 1
LPI 1 2 80 2 4 1 1
LRI 1 1 76 2 5 1 2
MJl 1 ! 65 2 4 1 2
NKC 1 2 81 2 4 1 1
NKCH 1 2 85 2 4 1 1
NKI 1 2 80 2 4 1 1
NKL i 4 95 2 4 1 |
NKP70 1 3 75 1 4 1 1
NKT82 1 2 82 2 4 1 1
OA sa 3a sd sd sd sd
PGTO 1 110 4 4 1 2
PIDA 1 83 2 4 1 1
PIGU 1 83 3 4 1 1
PUP 1 75 2 4 1 1
PV sd sd sd sd sd 3d
PION 1 79 3 3 1 1
PIOS 1 75 2 4 1 1
PIPG 1 90 2 4 1 i
PIPT 1 85 1 3 1 2
PIQN 1 95 2 4 1 1
PISP 1 a3 3 3 1 2
PPA 1 79 3 4 1 1
PP! 1 91 2 4 1 1
RTNI 1 75 2 4 1 2
SAIR 1 70 3 4 1 i
SAUI 1 90 3 3 1 2
BGTE sd 0 sd sd sd 3d
TACO 1 80 2 4 1 1
TCAT 1 75 1 4 1 1
TTRO 1 101 2 E] 1 1
TUCGR 1 95 3 4 1 2
vn 1 81 2 4 1 1
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1.3.b. Color en espigazén

Codigo: COLOESP

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:

1 Verde claro

2 Verde gris

3 Verde amarillo
4 Verde oscuro

1.3.c Altura a la madurez

La altura de la planta de trigo medida desde el suelo hasta la punta de la

espiga en la madurez, medida en centimetros (sin incluir las aristas) presenta el

siguiente rango en las variedades estudiadas:

| altura Rango en cm codigo
| promedio desvest 65 - 89,5 Alt1
89,75 12,42 89,6 114,1 A2
114,1120 Alt3
30
25 T~
20 | |
t I
15 -J |
10 F [
N ! L]
gf R 'J IL~—1 Altura
0 - i ~ Expect
5060l 7080 90 10 11 12~—~43_ Norm
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1.3.d Macollaje
Cédigo: MACOLLA

Las variantes que presenta esta caracteristica son:
1. Escaso (entre 1y 3).

2. Regular (entre 4y 6).

3. Abundante (entre 7y 10)

1.4.a. Color del tallo a la madurez

Cédigo: TALLOCO
Esta caracteristica presenta cuatro variantes y se evalta en plantas sanas a la
madurez:

. Blanco
Blancoamarillento
. Amarillo

Rojo

N

1.4.b. Pubescencia de nudo superior
Cédigo: PUBNUDSP

Esta caracteristica es evaluada al comienzo de la espigazén. Las alternativas a
esta caracteristicas son presencia o ausencia.

1. Presencia

2. Ausencia

1.4.c Forma del nudo
Codigo: NUDFORM

Esta caracteristica presenta tres variantes de acuerdo a la proporcién que
guarde su eje transversal respecto al longitudinal:

1. Ancho mayor, altura menor

2. Ancho igual que altura
3. Ancho menor, altura mayor
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1.4.d Numero de nudos
Codigo: NUDONUM

Se presentan variedades con: 3, 4 0 5 nudos

1.4.e.,1.5.h,1.6. h. Cerosidad

El caracter de cerosidad se evalua como presencia o0 ausencia en distintas
partes de la planta:

a.Cerosidad en el tallo: tallocera
b.Cerosidad en la hoja bandera: hbandcera
c.Cerosidad de la espiga: espicera

1. Presencia
2. Ausencia

1.4.f. Pigmentacion en el tallo
Codigo: TALLOANTO
Las variantes que se presentan son:

1. Presencia

2. Ausencia

1.4.g Entrenudos

Para este descriptor sélo se present6 la caracteristica de entrenudos huecos.
Cédigo: 1= HUECOS

1.5.b. Pubescencia en la primera hoja

Cédigo: PUB1HOJ

Se presentan dos variantes:

1. Presencia.
2. Ausencia.
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1.5.a Color de vaina basal de la primera hoja en macollaje

Cédigo: COLOR1THOJA.

Esta caracteristica presenta dos variantes:

1. Verde Claro

2. Verde Oscuro

1.5.b Pigmentacion antocianica de las auriculas
Cédigo: ANTIAURI

Las variantes son:

1. Ausencia

2. Presencia

1.5.c. Pubescencia en las auriculas

Cédigo: PUBAURICUL

Las variantes observadas son presencia o ausencia de pubescencia en las

auriculas.
1. Presencia
2. Ausencia

1.5.e Lamina de la hoja inmediatamente inferior a la hoja bandera- Largo

Cédigo: LARGOHOJ

largohoja Rango en cm codigo
promedio desvest 11,0 16 1
22,78 475 16,1 21 2
211 26 3
26,1 31 4
31,1 35 5

Large de la hoja inmediatamente infenor a |13 hoja bandera

No of obs

— Expected
Normal
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1.5.e Lamina de la hoja inmediatamente inferior a la hoja bandera- Ancho

Cédigo: ANCHOHOJ

Ancho de la hoja Rango en codigo
mm
promedio desvest 5 10 1
12,93373 2.879460 |10.1 15 2
15,1 20 3

Ancho de la lamina de la hoja inmecdiatamente inf enor a la hoja bandera

Mo of obs
Py

1.5.f. Color de la hoja en espigazon

Cédigo: CESPIG

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:

1.Verde Claro

2 Verde Amarillo
3.Verde Gris

4 Verde Oscuro

1.5.g Posicion de la hoja bandera

Cédigo: HBANPOS

Esta caracteristica presenta dos alternativas

1 Erecta
2 Curvada

— Expected
Normal
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1.6.e Numero de artejos por raquis
Cédigo: ARTJNUM.

Rango: puede variar entre 12 a 26 artejos

1.6.g Numero de granos promedio de 100 ep

Cédigo: NUMGRA

Puede variar entre 21 a 82 artejos

1.6.a Posicion de la espiga

Coédigo: POSESP.

Esta caracteristica presenta tres alternativas
1. Erguida

2. Inclinada
3. Muy inclinada

1.6.b. Color de la espiga a la madurez

Cédigo: COLESP.

Esta caracteristica presenta cuatro variantes:

1.Blanca
2 Amarilla
4.Roja
5.Castafia

1.6.c Longitud de la espiga a la madurez

Codigo: ESPLONG

Se presentan cuatro tipos de espiga segun su longitud

1. Corta (74 mm)

2. Semicorta (75-84 mm)
3. Semilarga (85-94 mm)
4. Larga (mas 95 mm)

71



1.6.d Forma de la espiga a la madurez
Cédigo: ESPFORM

La espiga puede presentar dos formas:

1. Fusiforme

2. Oblonga

1.6.f Densidad de la espiga a la madurez

Cédigo: DENESPS.

Se presentaron tres tipos de espiga con respecto a su densidad en estadios de
madurez:

1. Laxa (artejos mayores de 3,2 mm)

2. Densa (artejos entre 2,5y 3,2 mm)

3. Compacta (artejos menores de 2,5 mm)
1.7.a. Color de la espiguilla

Cédigo: COLESP.

Las variantes que se presentan para esta caracteristica son:

1. Blanca
2. Coloreada

La evaluacion se realiza a la madurez en la 72 espiguilla fértil partiendo de la

base de la espiga).

1.7.a. Color de aristas

Cédigo: COLARIS.
Las variantes que presentan para las variedades estudiadas son:
1. Blanca

2. Amarilla
3. Castafa



1.7.b Largo de la espiguilla
Cédigo: ESPLONG.
Las espiguillas pueden ser de acuerdo a su longitud:

1. Cortas (7mm)
2. Medias (8 mm)
3. Largas (9 mm)

1.7.c Ancho de la espiguilla

Codigo: ANCHELL.

Las espiguillas pueden ser de acuerdo a su ancho:
1. Angostas (3 mm)

2. Medianas (3,5 mm)

3. Anchas (4 mm)

1.7.i Color de las anteras

Codigo: COLORANTER.

El caracter puede tener dos variantes

Las variedades analizadas en este trabajo presentaron anteras amarillas, por lo
cual este caracter no fue utilizado en los analisis.

1.7.e Hombro
Cédigo: HOMBRO.
Las variantes que presenta esta caracteristica son:

1. Faltante

2. Inclinado

3. Redondeado
4. Recto

5. Elevado

6. Escalonado



1.7.f Diente

Cédigo: DIENTE.

Las variantes que presenta esta caracteristica son:
1. Corto

2. Semi-corto

3. Semi-largo
4. Largo

1.7.g Quilla

Cédigo: QUILLA.

Las variantes que presenta esta caracteristica son:
Recta

Curvada

Inflexiona

Serrada

Sélo se presentan las tres primeras

1.7.h Lemma (Glumela inferior)
Cédigo: LEMMA.

Solo se presenta la variante aristada para las variedades de este trabajo,

por lo cual este caréacter no fue considerado en el andlisis de los datos.

1.8.a Largo del cariopse

Cédigo: CARIOLARG.
Rango en cm: 3,3 hasta 8

altura Rango en cm codigo
promedio | desvest 3-5 ] 1
641 | 0,69 51-7,1 2

Max. 8 7.1-9,1 3

Min. 3,3 |
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By T

Largo caropside

s
40
s
15
10
:, —  Expected
2 3 4 Nomal
cm
1.8 a Ancho del cariopse
Cédigo: ANCHOCARIO
Rango en mm: 2 hasta 4
ancho cariopside Rango en codigo
mm
promedio 3,10 2-3 1
desvest 0,52 3,1-41 2
A max 5 4,1-5,1 3
l min 2
Ancho canopside
60
: I — Expected
05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 4S Norma
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)00 0000000000808 00000000000000000000000000000 o

1.8 b Peso de 1000 granos

Cédigo: P1000.
Rango en gramos: variaron entre 36 y 47.

peso de mil Rango en cm| codigo
min 30 |promedio| desvest 30-33 1
max 47| 36,14 3,7 33,1-35
35,1- 38
38,1- 41
41,1 - 43
| | 431-47 |

(SRR RN

| _]‘4

Peso de mil granos

No of obs

— Expected
Norma

qramos

1.8.c Forma del cariopse

Cédigo: FORMCARIO.

Las variantes que presenta esta caracteristica son:
1. Ovalado

2. Ovoide

3. Eliptico

1.8.d Textura del cariopse

Cédigo: TEXTCARIO.

El cariopse puede tener caracteristica de vitreo o no vitreo.

1. Vitreo
2. No Vitreo
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1.8.e Color del cariopse

Cédigo: COLORCARIO.
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son:

1. Ambar
2. Rojo

1.8.f Reaccion fenol (Método Repnikov)

Cédigo: R'fenol
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son:

Pardo claro
Pardo Claro
Pardo Oscuro
No colorea

PN~

1.8.g Dimension escudete

Codigo: dimesc

Las variantes que se presentan para esta caracteristica son:

Chico
Mediano
Grande

hadi S S

1.8.h Forma escudete

Cédigo: formaesc
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son

Eliptico

Oval
Redondo
Cuadrangular

hob=

1.8.i Bordes escudete

Cédigo: bordeesc
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son

1. <Pronunciado
2. Medio Pronunciado
3. >Pronunciado
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1.8.j Posicion escudete

Cédigo: posesc
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son

[y

< Agudo
Agudo
>Agudo

W

1.8.k Relieve dorsal escudete

Cédigo: reldoresc
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son:

Punta lanza
Estrangulado
Escalonado
Oval-Elliptico

hwon -

1.8.1 Vista lateral escudete

Codigo: vlatesc
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son

Recta
Quebrada
Cédncava
Convexa

hbON=

1.8.m Tamano cepillo

Cédigo: tamcepillo
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son

1:Pequefio
2:Mediano
3:Grande
4:Collar

1.8.n Largo pelos
Cédigo: peloslargo
Las variantes que se presentan para esta caracteristica son

1. Cortos
2. Medianos
3. Largos
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1.8.f Surco ancho

Cédigo: SURCOANCHO.

1. Angosto (2/3 del ancho del cariopside)

2. Mediano (4/5 del ancho del cariopside)

3. Ancho (coincide con el ancho del cariopside)
1.8.g Surco profundidad

Cédigo: SURCOPROF.

Puede presentar tres variantes:

1. Playo (menos del 20% del espesor del cariopside)

2. Medianamente profundo (del 20 al 35%)
4. Profundo (mas del 35%)

2.1.a Epoca de siembra

Cédigo: CICLOMES.

1. Mayo
® 2. Junio
3. Julio
( 4. Agosto

2.1.b Ciclo periodo
Cédigo: CICLOPERIO.
1. Principios (del 1 al 10)

2. Mediados (del 11 al 20)
3. Final (del 21 en adelante)

NN
-

Expectle
Normail
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2.2 Dias de emergencia a espigazon plena

Codigo: DIASEMESP.

No of obs

|

altura Rango en dias | codigo
promedio| desvest 70 - 91 1
98,63218(21,32479 92 - 111 2
112 -140 3

Dias a espigazgon plena

80 80 100

10 120 130 140

dias

2.3 Dias de emergencia a madurez de cosecha

Cédigo: DIASEMEMAD

Rango en dias

— Expected

Normal

altura Rango en dias | codigo
promedio| desvest 105- 126 1
|143,9545|21,50109 127 - 148 2
' f 149 - 170 3
{ | 171- 186 4

2.4 Respuesta al fotoperiodo

Cédigo: RESPFOTO.

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad al fotoperiodo

2. Insensibilidad
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2.5 Requerimiento de frio

Cédigo: REQFRIO.

Entre las variedades analizadas algunas presentan requerimiento de mientras
que otros no lo presentan.

3.1.a Resistencia a Puccinia recondita
Cédigo: PRECOND

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad

2. Resistencia

3.1.b Resistencia a Puccinia graminis
Cédigo: PGRAMIS

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
3. Resistencia

3.1.c Resistencia a Puccinia striiformis
Cédigo: PSTRIIF

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad

2. Resistencia

3.1.d Resistencia a Erisiphe graminis
Cédigo: ERISIPH

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
2. Resistencia
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3.1.e Resistencia a Fusarium spp
Cédigo: FUSARIUM

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
2. Resistencia

3.1.f Resistencia a Ustilago tritici
Cédigo: USTILA

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
2. Resistencia

3.1.g Resistencia a Septoria tritici
Codigo: SEPTORT

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
2. Resistencia

3.1.h Resistencia a Septoria nodorum

Cadigo: SEPTNOD

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
2. Resistencia

3.1.i Resistencia a Tilletia spp
Cédigo: TILLETIA

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
2. Resistencia
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3.1.j Resistencia a Schizaphis graminum ( Toxoptera graminum)
Cadigo: PLASCHIZ

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad

2. Resistencia

3.2.a Resistencia a Metopolophium dirhodum
Cédigo: PLAMETOL

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad

2. Resistencia

3.2.b Resistencia a Sitobium avenae

Cédigo: SITAVE

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad
2. Resistencia

3.2.c Resistencia a Pseudoaletia adultera
Codigo: PATELIA

Dos tipos de comportamiento:

1. Susceptibilidad a la enfermedad

2. Resistencia

3.2.d Resistencia a Faronta albilinea
Cédigo: FARABI

Dos tipos de comportamiento:

1.Susceptibilidad a la enfermedad
2 Resistencia
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4.1 Vuelco

Cédigo: VUELCO.

El caracter presenta dos alternativas
1. Susceptibilidad

2. Resistencia.

4.2 Resistencia a heladas

Codigo: HELJUV y HELADU.

Heladas en estado juvenil y Heladas adulto
Ambos estados presentan dos alternativas: Susceptibilidad y resistencia.
4.3 Sequia

Codigo: SEQUIA.

El caracter presenta dos alternativas

1. Susceptibilidad

2. Resistencia

4.4 Desgrane

Codigo: DESGR.

El caracter presenta dos alternativas

1. Susceptibilidad

2. Resistencia

4.5 Arrebatamiento

Codigo: ARREB.

El caracter presenta dos alternativas

1. Susceptibilidad
2. Resistencia



La Tabla N°6 muestra la Matriz de similitud construida a partir de los
descriptores morfolégicos correspondientes a las variedades de T.aestivum
analizadas en el presente trabajo.

El promedio de similitud basado en descriptores morfolégicos presenta
un amplio rango, variando desde 0,323 para los pares de cultivares Olaeta
Artillero / Buck Nandu y Olaeta Artillero / Norkinpan70, hasta 0.889 para los

pares de cultivares Buck Atlantico y Cooperaciéon Maipun. El promedio es de
0,669 + 0,063.

La figura N°® 8 muestra el dendrograma de los cultivares de T.aestivum

utilizando los descriptores morfolégicos.

La correlacion entre variables morfolégicas fue analizada resuitando un
valor promedio de 0.001 + 0.136. Presenta valor maximo 1 para los caracteres
morfolégicos: color castafio de aristas y color rojo de tallo. ElI valor minimo
observado es de —1. La figura N°9 muestra el dendrograma de las variables

morfolégicas.

2. CARACTERIZACION DE GERMOPLASMA ARGENTINO DE
TRIGO MEDIANTE MICROSATELITES

Se realizé una evaluacion preliminar de iniciadores (“primers”) de
microsatélites a fin de seleccionar aquellos de alto contenido polimérfico y/o
claridad en el patrén de sus bandas. Los indices de polimorfismo obtenidos

para los microsatélites evaluados figuran en la tabla N°7.
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Cont. Tabla N° 6 Matriz de similitud basada en descriptores fenotipicos construida uitilizando el

coeficiente de Dice, mediante el programa NTSyS v2.0 pc.



Tabla N° 7 Grado de polimorfismo observado para los microsatélites
evaluados. Se indican: focus, localizacién cromosémica, tamafio en pares de
bases del fragmento amplificado en la variedad donde han sido desarrollados,
variedad donde han sido desarrollados entre paréntesis, contenido de

informacién polimérfica (PIC).

Microsatélite | Loc. cromosémica | Tamato en Chinese Spring PIC Observaclones
Xenil 7BS 157 pb (en Geneva) 0.33 -

Xenl2 iDL 376 pb (en Geneva) -

Xenl3 6BS 139 pb (en Geneva) 0.69

Xenld TAS/4BS 350 pb (en Geneva)

Xenls 1AL

XGli-B1 1BS 133/142 pb 0.70 -
Xglu-A3 1AS 285 pb 0.70 1 locus, 2 fragmentos
Xwmce42 desconocido 0.24 -
Xowmed7 4B 0.21

XowmsS 3AS 172 pb 0.70 -
Xwms6 4BL/4DL/4DL 205 (en Cheyenne) 0.50 3 loci
Xwmsll 1BL 196 pb -
XwmslS 4BS 186 pb 0.63 -
Xwms2 2AS 132 pb 0.70 Polimérfico
Xwms24 1BL 172 pb - Monomofico
Xwms3 iDL 84 (en Cheyenne) Monomofico
Xwms30 2DL 206 pb Polimoérfico
Xwms33 1A, 1B, 1D 123 pb 0.70 3 Joci
Xwms37 7DL 193 pb - Muchas bandas
Xwms43 7BL 180 pb 0.625 -
Xwmsd4 7DS 182 pb 0.8459

Xowms46 7BS 187 pb 033 -
Xwmsd7 2B 166 pb - Baja reproducibilidad
Xwms122 2A 147 pb - Sin amplificacion
Xwmsl32 6B 118 (en Opata) 0375 Patron complejo
Xwmsd 94 6A 194 pb 0.5 Muchas bandas
Xowms595 5A 146 (en Opata) 0.5 -
Xwms617 SA/6A 133 (en Opata) 0.77375 2 loci
Xwms635 TA/TD 99 (en Opata) 0.469 -
Xwms261 2D 164 (en Opata) 0.49

Xwms356 2A 216 (en Opata) 0.8

Xwms304 S5A 202 (en Opata) 0.6914

Xwms518 6B 166 (en Opata) 0.5715 -
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2.1. Matriz de Identidad

Para la construccién de la Matriz de Identidad de los cultivares de trigo
pan registrados, de una forma tal que permita una identificacion inequivoca de
cada variedad, se seleccioné un subgrupo de diez (10) microsatélites. Estos
microsatélites presentan un alto contenido polimérfico y patrones de bandas

bien definidos.

Las caracteristicas de cada microsatélite utilizado para la construcciéon
de la Matriz de Identidad y los resultados obtenidos con cada iniciador
(“primer”), incluyendo el numero de alelos y su indice de contenido polimérfico,

se muestran en la tabla N° 8.

Tabla N° 8. Microsatélites utilizados para la construccion de la Matriz de
Identidad.

Se indica el Jocus, localizacion cromosémica, rango de tamafio y numero de
alelos presente en las variedades analizadas y contenido de informacién
polimérfico (PIC).

| Locus Localizacion cromosdmica | Rango de tamafio | N° de alelos | PIC
Xpsp2900 1AS 133 a 157 10+ 1nulo | 0.84
Xpsp3000 1BS 2132285 12+1nulo 1084
Xenls 1AL i 115a129 5 | 0.40
Xcni3 6BS 117 a 151 9+1nulo | 063
Xgwm46 7BS 159 a 187 1 0.76
| Xgwm44 7DS 160 a 180 9 +1 nulo 0.85
| Xgwm2 2AS 140 a 164 7+1nulo | 073
i Xgwm18 4BS ) 184 a 196 5 0.67
. Xgwm33 1A, 1B, 1D 138 a 206 12+ 1 nulo | 0.81
| Xgwm5 3AS 167 a 173 8 0.70 |

Las figuras N° 10, 11,12, 13y 14 ] muestran los patrones de bandas de
cada microsatélite en distintas variedades de trigo pan argentinas. Cada alelo
esta representado por una banda principal y bandas adicionales, las cuales

caracterizan cada microsatélite.

El numero de alelos correspondiente a cada focus SSR del subgrupo
seleccionado se encuentra comprendido en un rango entre 5 a 13. En promedio

se detectaron 8.7 alelos por focus.
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Figura N° 11, Electrofaresis en gel de poliacrilamida de microsatélites de

trigo. Se realizé la amplificacion de los SSR, Xenl5 y Xgwm46, en ADN extraido de variedades
de trigo. Los preductos de la PCR se sometieron a electroforesis seguida de fijacion y visualizacién
del gel con nitrato de plata. La banda de referencia de cada microsatélite se sefiala con una flecha
o asterisco, su tamafo (en pares de bases) se encuentra detallada al pie cada fiaura.
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Figura N°12. Electroforesis en gel de poliacrilamida de microsatélites de

trigo. Se realizé la amplificacion de los SSR, Xgwm44 y Xgwm5, en ADN extraido de
variedades de trigo. Los preductos de la PCR se sometieron a electroforesis seguida de fijacién y
visualizacion del gel con nitrato de plata. La banda de referencia de cada microsatélite se sefiala
con una flecha o asterisco, su tamafio (en pares de bases) se encuentra detallada al pie cada

figura.
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Figura N913, E!ectroforesis en gel de poliacrilamida de microsatélites de
trigo. Se realizé la amplificacion de los SSR, Xen/3 y Xgwm2, en ADN extraido de variedades
de trigo. Los p'cduc*os de la PCR se sometieron a electroferesis sequida de fijacién y visualizacion

del gel con nitrato de plata. La banda de referencia de cada microsatélite se sefiala con una flecha
o asterisco, su tamafo (en pares de bases) se encuentra detallada al pie cada figura.




Los valores del contenido polimérfico (PIC) varian entre 0.84 (para los
microsatélites Xpsp2999 (locus XGlu-A3) y Xpsp3000 (focus XGli-B1) a 0.40
(para el microsatélite Xcn/5; este ultimo seleccionado por su localizacién en el
brazo largo del cromosoma 1A y posterior aplicacién en la busqueda de
marcadores asociados a buena calidad panadera). El valor promedio fue de
0.723 + 0.1369 (de desvio estandar). Dicho valor fue comparado con el
obtenido para el mismo grupo de variedades en los /oci de gluteninas de alto
peso molecular HMW-GS mediante la técnica de RFLP (Dubcovsky et al.,
1997). El valor promedio de PIC obtenido con RFLP fue de 0.46 J] La tabla N°9
muestra la matriz de los alelos de RFLP del Jocus Xglu correspondiente a las

gluteninas de alto peso molecular HMW-GS.

La matriz de indices de similitud obtenidos empleando los alelos de
RFLP se muestra en la tabla N° 10. EI dendrograma correspondiente se

muestra en la figura N°15.

Los microsatélites Xpsp2900 y Xpsp3000 se hallan ubicados dentro de
las regiones codificantes de los /oc/ de proteinas de reserva del grano,
gluteninas de bajo peso molecular XG/u-A3 (LMW-GS) y XG/i-B1 (; -gliadinas),
respectivamente. El alelo nulo para XG/u-A3 se corresponde con la
translocaciéon de centeno 1AL/1RS, dato confirmado por electroforesis de -
gliadinas. Los cultivares que presentan esta translocacién son ProINTA Puntal
y ProiNTA Super.

El alelo nulo en XGli-B1 corresponde a la translocacién de centeno
1BL/1RS, confirmado por citologia (Bullrich, 1996) mediante la técnica
citolégica basada en Zeller (1973). Esta técnica permite detectar la presencia
del brazo 1RS de centeno en trigo mediante estudios citogenéticos. En
preparados citolégicos se observa la desaparicién del organizador nucleolar del
cromosoma 1B y del satélite caracteristico del brazo corto 1BS. A nivel de
proteinas la translocacién de centeno se detecta por la presencia de bandas de

secalinas caracteristicas en geles de gliadinas (A-PAGE).

Los cultivares que presentan esta translocaciéon son Cooperacion
Calquin, Don Ernesto INTA, Klein Cacique, Klein Dragén, ProINTA Guazu,
Tucumano Granivo, Cooperacion Milan, ProINTA Oasis, ProINTA Querandi,
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Cruz Alta INTA, ProINTA Pigté, ProINTA Pincén, Tomas Catedral, Buck
CharrUa..

A fin de evaluar la interrelacion entre los distintos alelos de microsatélites
se analiz6 la correlacion de dichos caracteres utilizando la denominada técnica
Q (Crisci, 1982). La figura N°16 .muestra el dendrograma de los alelos de los
Joci utilizados para la construcciéon de la Matriz de identidad. Los valores de
correlaciéon oscilan entre -0,7782 y uno. Este ultimo valor corresponde al par de
alelos “183 pb" del Jocus Xgmw46 y “115 pb" del Jocus Xcnl5, los cuales son
especificos de la variedad Buck Pampero. Los bajos valores de correlaciéon
observados (valor promedio -0,0058) y la completa ramificacién del arbol indica
gue los marcadores utilizados son independientes y brindan una informacién no

redundante.

A su vez las matrices de similitud generadas por cada microsatélite
fueron correlacionadas y la significancia de dicha correlacion fue testada con el
test de Mantel. Los valores de los coeficientes de correlacion entre Joci se

muestran en la tabla N° 11. Todos ellos fueron no significativos (P>0,05).
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El valor promedio del coeficiente de similitud entre las variedades, basado en
datos de microsatélites, es de 0,292 + 0,14. El coeficiente de similitud calculado a
partir de 91 alelos muestra un amplio rango, desde 0,9 para las variedades Diamante
INTA/Leones INTA y ProINTA Bonaerense Redomén/ Klein Dorado, hasta 0 para
116 pares de variedades. La tabla N°12 muestra la matriz de similitud obtenida a

partir de los datos de microsatélites.

La figura N° 17 muestra un dendrograma consenso de los 105 cultivares
de trigo pan de Argentina analizados en este trabajo. Como resultado del
analisis de agrupamiento no se observan agrupamientos particulares en cuanto
afo de liberacion cada variedad como tal. Se observa una tendencia a
agruparse por criadero, pero ésta division no es neta. Los cultivares

pertenecientes al mismo grupo comparten ascendientes comunes.

El arbol consenso obtenido por el método de UPGMA se muestra
totalmente bifurcado, lo cual indica una efectiva discriminacion de las OTUs
(variedades de trigo) con los caracteres (en este caso los microsatélites)

seleccionados.

Las variedades con un alto grado de parentesco pudieron ser
discriminadas utilizando el grupo de microsatélites elegidos. Tal es el caso de
lineas hermanas para las que el coeficiente de parentesco no se pudo calcular
con el programa de computacién empleado en este trabajo. Por ejemplo las
variedades Don Ernesto INTA y Cooperacién Calquin tienen los mismos alelos
en los Joci XGlu3 (alelo “133/142 pb”), XGli1 (alelo nulo), Xwms 46 (alelo “159
pb"), Xcnl5 (alelo “121 pb") Xcnl3-6BS (alelo “121 pb”) y, Xgwm33-1AS/BL/DL
(alelo “150 pb”); difieren en los Joci Xgwm5-3A (alelos “171pb" y “168 pb”),
Xgwmd44-7DS (alelos “186 pb” y “178 pb”), Xgwm18-4BS (alelos “186 pb"y
“190 pb"), Xgwm2-AS (alelos “164 pb” y “160 pb"). Su coeficiente de similitud

calculado sobre la base de estos datos es 0,3.

Otro par de lineas hermanas que puede ser discriminado utilizando
microsatélites esta formado por las variedades ProlNTA Piglié y ProiINTA
Querandi. Ambas comparten los mismos alelos para los Joci Xgwm5-3A (alelo
“169 pb"), Xgwmd44-7DS (alelo “178 pb”) y Xgwm33-1AS/BL/DL (alelo “138 pb").
Difieren en los Joci Xg/u3 (alelos “139/142 y 142/145 pb”), XGli1 (alelo nulo y
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alelo “237 pb”), Xwms 46 (alelo “159 pb"y “177 pb"), Xcnl/5 (alelo “117 pb”" y
“121 pb”), Xgwm18-4BS (alelo “190 pb"y “196 pb"), Xgwm2-AS (alelo “160 pb" y
"156 pb") y Xcn/3-6BS (alelo "151 pb”y "143 pb"). El valor de su coeficiente de

similitud es de 0,6.

El subgrupo de microsatélites seleccionados posibilité la construccion de
la Matriz de Identificacion y la diferenciacién de cada una de las variedades,

que a continuacion se presenta.

La tabla N°13 corresponde a la Matriz de Identificacién confeccionada a
partir de alelos e microsatélites, de las 105 variedades de trigo de Argentina
analizadas en este trabajo. Los tamafos se indican en pares de bases, en la

parte superior, asi como el correspondiente /ocus analizado.

3. CARACTERIZACION DE GERMOPLASMA ARGENTINO DE
TRIGO MEDIANTE AFLPs.

Se emplearon cuatro combinaciones de iniciadores (“primers”) para la
generacion de los patrones de bandas de AFLP. Como es habitual para esta
técnica, se asumié que cada banda corresponde a un /ocus independiente y se
computé las variaciones alélicas exclusivamente como presencia/ausencia de
bandas. El numero de bandas y el indice de Contenido Polimérfico se muestran
en la tabla N° 14,

Tabla N° 14 Combinacién de iniciadores, numero de bandas polimérficas
detectadas y Indice de Contenido Polimérfico correspondiente a cada
combinacion de iniciadores de AFLP

Combinacion de N" bandas polimorficas PIC

.. Iniciadores R
P36/M44 15 0.382998
P40/M39 27 0.315234
P31/M41 20 0.263106
P41/M40 9 0.309687
Promedio 17,75 0,314+ 0,15
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El numero de /oci polimérficos promedio fue de 17,75 por combinacién
de iniciadores (“primers”), siendo el numero total de bandas polimérficas 71. El
numero de bandas totales promedio por cada combinacion de par de

iniciadores fue de 97 bandas.

Los valores del indice de Contenido Polimérfico variaron entre 0.383
para la combinacién de iniciadores P36/M44 y 0.263106 para la combinacién
P31/M41, siendo su promedio de 0,314 = 0,15. La tabla N° 15 muestra los

valores de los indices de similitud de AFLPs.

Las figuras N°18, 19, 20 y 21 muestran una representacién de los

patrones de bandas obtenidas mediante la técnica de AFLPs.

Se analiz6 la correlacion entre los distintos alelos de AFLPs a fin de
evaluar la interrelacion de dichos caracteres. La figura N° 22 muestra el
dendrograma de los alelos de /oci de AFLP. Los valores de correlacion entre
dichos alelos oscilan entre 0,812 y -0,845. El iniciador (“primer”) valor
corresponde al par de alelos “270 pb” y “452 pb” obtenidos mediante
amplificaciéon con la combinacién de los “primers” P36/M44, estos dos alelos
son poco frecuentes y se hallan presentes conjuntamente. El segundo valor
corresponde a la minima correlacién existente entre los alelos “350 pb”y “336
pb" obtenidos también mediante amplificacion con la combinacién de “primers”
mencionada. Estos alelos son ‘complementarios’, cuando uno esta presente no
se halla presente el otro y viceversa, para la mayoria de los cultivares excepto
dos, Klein Rendidor y Prointa Piglié, donde estan ambas presentes. Los bajos
valores de correlacién observados (valor promedio 0,005 + 0,129) y la completa
ramificacién del arbol indica que, salvo excepciones como las mencionadas, los
marcadores utilizados son independientes y brindan una informacién no

redundante.

El valor promedio del coeficiente de similitud entre las variedades,
basado en datos de AFLPs, es de 0,55 + 0,095 desv est. El coeficiente de
similitud calculado a partir de 71 alelos muestra un amplio rango, desde 0,91

para las variedades Victoria INTA/Saira INTA hasta 0,24 para Prointa

Bonaerense Redomén/ Prointa Pincén.
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Chinese Spring
Buck Pampero
Buck Atlantico
Buck Cencerro
Buck Naposta
Buck Manantial
Cooperacion Bahia
Buck Namuncura
Bonaerense Pasuco
Buck Catedral
Chasico INTA
Diamante INTA
Buck Nandu
Chaqueiio INTA
Thomas Catedra!
Bonaerense Pericon
Buck Cimarrén
Buck Patacon
Cooperacion Nanihué
Cooperacion Cabildo
Buck Candil

Buck Napuca

Buck Pucara

Buck Chamia

Buck Poncho

Buck Ombu

Klein Atlas

Klein Petiso

Klein Rendidor
Klein Fortin

Klein Toledo
Norkin Caburé
Klein Granador
Klein Criollo
ProiNTA imperiai
Ciano

Granero INTA
Dekalb Quebracho
Kiein Atalaya
Dekalb Chafar
Dekalb Lapacho
Klein Chamaco
Klein Cartucho
Norkin T82

H’%‘I’l‘\ﬁ% Guazu

Bonaerense Redomén
ProlNTA Don Alberto
Klein Dorado

Klein Salado
Pionero INTA

Saira INTA

Victoria INTA
Thomas Tronador
Labradar inta
Leones Inta

La Paz Inta

ProiNTA Querandi
Buck Yapeyu

Klein Cobre

Klein Centauro

Klein Onon

Norkin Lider

Klein Impacto
Retacon INTA

San Agustin INTA
Oncativo INTA
Fergamino Gabolo
ProINTA Isla Verde
Olaeta Artillero
Cochicé INTA
Pampa INTA
Cooperacion Liquén
Precoz Parana INTA
Surgentes INTA
Thomas Aconcagua
Buck Guarani
Coaperacdn iiaipun
Cooperacion Millan
Dekalb Tala
Cooperacién Calguin
Don Emesto INTA
Cruz Alta INTA
Buck Palengue
Buck Fogon

Buck Mapuche
Klein Dragén
ProiNTA Sdper
ProINTA Querandi
ProlNTA Pincén
ProiNTA Puntal
ProINTA Oasis
ProINTA Pigué
Tucumano Granivo
Sinvalocho
Bordenave Puan
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Figura N°  Dendrograma de SSR+AFI.P de 71 variedades Argentinas de trigo pan
Construido mediante método UPGMA a partir de coeficientes de similitud de Dice.
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3.1.Matriz de Identidad de AFLPs]j}

En la tabla N°16 se presenta la matriz de identidad confeccionada a
partir de los “alelos” de AFLP. Los tamafios se indican en pares de bases, en la
parte superior, asi como el correspondiente par de oligonucleétidos utilizados

en la amplificacién final.

4. EVALUACION COMPARATIVA DE LOS DATOS
MOLECULARES, FENOTIPICOS Y DE GENEALOGIA

4.1. COMPARACION DE LA CORRELACION ENTRE MICROSATELITES,
AFLPs, RFLPs, COEFICIENTES DE PARENTESCO Y DESCRIPTORES
MORFOLOGICOS.

Para la comparacion de las correlaciones entre los distintos marcadores
moleculares, coeficientes de parentesco y los descriptores morfolégicos, se
utilizaron datos de 67 cultivares, para los cuales se disponia de informacién

comparativa completa entre las distintas técnicas evaluadas.

Las matrices de indices de similitud calculadas sobre la base de los
datos de microsatélites, AFLPs, RFLPs, de coeficientes de parentesco fueron
correlacionadas con la matriz de similitud generada a partir de los datos
fenotipicos, y su significancia fue evaluada utilizando el test de Mantel (Mantel,
1967). Los datos de coeficientes de parentesco y de indices de similitud

presentaron un buen ajuste a la distribucion normal.

Se observan valores de correlacion muy bajos, aunque significativos
para las distintas técnicas comparadas con los datos fenotipicos, presentando
valores de correlacién entre 0,1334 para AFLP+SSR y ~ 0,0127 para RFLP, (

este ultimo no significativo).

La técnica de AFLP y microsatélites (SSR) utilizada en conjunto
(AFLP+SSR) muestra la correlacién mas alta con los descriptores morfoloégicos
en comparacion a las demas técnicas. La diferencia de los valores de rde

AFLP+SSR y las demas técnicas no son significativas, excepto para RFLP.
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Luego de las técnicas de AFLP+SSR, los coeficientes de parentesco
muestran valores de correlacion mayores que ambas técnicas consideradas
separadamente y las diferencias entre sus coeficientes de correlacién r no son

significativas.

La técnica de RFLP muestra el valor menor de correlacién, siendo éste
muy bajo (r = -0,013) y significativamente distinto a los provenientes de la

correlaciéon de descriptores morfologicos y las demas técnicas moleculares.

La tabla N°17 muestra los coeficientes de correlacion de las matrices de
similitud generadas a partir de cada una de las técnicas moleculares y matriz
de coeficientes de parentesco y la matriz de similitud originada en los datos

fenotipicos.

Tabla N° 17. Valores de coeficientes de correlaciéon entre matrices de similitud
de SSR (Microsatélites), AFLP, RFLP, matriz de coeficientes de parentesco (f)
con matriz de similitud de datos fenotipicos.

T
(m1) o (m1vs ts/ AFLP l RFLP SSR | AFLP+SSR
o enotipicos) |
AFLP 0.10559 AFLP —
RFLP -0.01271 RFLP s* — !
SSR 0.10628 SSR NS s —
AFLP+SSR| 0.13340 AFLP+SSR NS s NS | -
 f | 012239 | KS | NS | s NS | Ns |

|
-

N = 2211 *significativo (P<0.05)

4.2. COMPARACION DE LA CORRELACION ENTRE MICROSATELITES,
AFLPs, RFLPs Y DESCRIPTORES MORFOLOGICOS CON COEFICIENTES
DE PARENTESCO.

Al igual que para el punto 4.1, para la comparacién de las correlaciones
entre los distintos marcadores moleculares, coeficientes de parentesco y los
descriptores morfolégicos, se utilizaron datos de 67 cultivares, para los cuales
se disponia de informacién comparativa completa entre las distintas técnicas

evaluadas.

Se calcularon los coeficientes de parentesco (f) utilizando el programa

IWIS (Fox, 1996) segun se detalla en la seccién Materiales y Métodos de este
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trabajo. Se incluyeron en el analisis s6lo aquellas variedades con que se
contaban con datos de pedigri. Dichos datos se extrajeron de la Base de Datos
de CIMMYT (México).

Los valores hallados para los coeficientes de parentesco tienen un
maximo de 0,64 y un minimo de O, siendo el valor promedio 0,082 £+ 0,13
(desvio estandar). Los pares de cultivares con bajos valores de coeficientes de
parentesco (f< 0,1) representan un 63% del total de los pares comparados.

Se computaron las correlaciones entre las matrices de similitud
generadas a partir de datos de microsatélites, de AFLPs, RFLPs y datos

fenotipicos.

La tabla N° 18 Muestra los valores de los coeficientes de correlacion
entre matrices de similitud basadas en 2211 pares de cultivares y generadas

con datos moleculares y fenotipicos y la matriz de coeficientes de parentesco.

Tabla N° 18 Valores de coeficientes de correlacién entre matrices de similitud
de SSR (Microsatélites), AFLP, RFLP, datos fenotipicos con matriz de
coeficientes de parentesco (f). Los valores de correlacién son significativos y
fueron testados mediante test de Mantel (P<0.05). Columnas 2, 3 y 4:
significancia de la correlacion entre matriz de coeficientes de parentesco con
matrices de similitud de las distintas técnicas.

1

() r(m1vs f) Ts/ AFLP RFLP SSR AFLP+SSR |
| AFLP | 030301* | AFLP | e
RFLP -0.0576 RFLP N
. SSR 0.25659* | SSR NS s |
| AFLP+SSR | 0.3369" |AFLP+SSR NS s NS

_ Fenotipicos | 0.12239* | Fenotipicos|

ﬁ
w
O]
wn
w

N =221 Psignificativo P<0.05

Los valores correspondientes a la correlaciéon (r) de los indices de
similitud generados a partir de cada una de las técnicas moleculares con los
coeficientes de parentesco oscilan entre 0,3369 y 0,12239. E| coeficiente de
correlacion de la matriz de coeficientes de parentesco y la matriz de similitud de
RFLP es no significativo. Los valores mas altos de correlacion corresponden,
en primer lugar, a las dos técnicas (AFLP + SSR) analizadas conjuntamente,

luego a la técnica de AFLP, seguida por los SSR y finalmente por los datos



fenotipicos, es decir, los descriptores morfolégicos. Las diferencias halladas
entre los valores de indices de correlacién con marcadores moleculares indices
no son significativas. La diferencia es significativa entre estos indices y el

correspondiente a la correlacién con la matriz de coeficientes de parentesco.

Siguiendo la recomendacion de Plaschke (1995), de sélo considerar los
pares de cultivares emparentados, se calcularon las correlaciones de matrices

de similitud generadas a partir de datos moleculares y de datos fenotipicos con

los pares de cultivares con f > 0.1. Los valores de correlacion (r) se muestran
en la tabla N° 19

Tabla N° 19. Valores de coeficientes de correlacion entre matrices de
similitud de microsatélites, AFLP, RFLP y de datos fenotipicos con matriz de
coeficientes de parentesco(f) (f > 0.1). Los valores de correlacion resultan
significativos al ser testeados mediante test de Mantel (P<0.05). La
significancia de las diferencias entre coeficientes de correlacién se indica en la
tabla.

(m1) }rr (m1vs f con ts/ AFLP RFLP SSR AFLP+SSR
‘: f=01) ]
AFLP . 0.34290 AFLP
RFLP ! 0.15 RFLP s*
SSR ‘ 0.18207 SSR *(2=3.3896) NS
AFLP+SSR 0.3347 AFLP+SSR NS i S St ‘
Fenotipicos| 0.00987(NS) | Fenotipicos Ss* NS 1 Ns(z=0.6745) ! S*

{ N =690 ’significativo P<0.05

La tabla N° 20 muestra los coeficientes de correlaciéon resultante de la
comparacién de las matrices de similitud obtenidas con las distintas técnicas
moleculares y datos fenotipicos y las matrices de coeficientes de parentesco

utilizando todos los pares de datos (f) y sélo considerando los pares de

cultivares emparentados (f > 0.1).
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Tabla N° 20. Coeficientes de correlacién provenientes de la comparacién
de los distintos sistemas y la matriz de coeficientes de parentesco (f)
considerando todos los pares de cultivares y sélo los emparentados (f > 0.1).

(m1) r(mlvsf) r(m1vs f con f>0.1) Significancia entre r
AFLP 0.30301 0.34290 Ns (p = 0.1540) z=1.0194
RFLP -0.0576 0.15 Signif (p = 0.0005) z=2.1084
SSR 0.25659 0.18207 Ns (p = 0.0365) z=1.7928
AFLP+SSR 0.3369 | 0.3347 NS
Fenotipicos 0.11239 | 0.00987 Signif (p = 0.0175) z= 2.1084
N = 2211 N =690 P<0.05 ]

Distancias minimas

Se calcularon las distancias maximas y minimas correspondientes a los
descriptores fenotipicos, coeficientes de parentesco, AFLP y microsatélites
(SSR). Los valores de las distancias minimas se encuentran en un rango de
0.36 (para los coeficientes de parentesco) y de 0.09 (para las AFLP), siendo el
valor promedio 0.20675. La tabla N°21 muestra las distancias minimas

correspondientes a los distintos descriptores evaluados.

Tabla N°21. Distancias minimas correspondientes a los distintos descriptores
evaluados.

Distancia

(1 - coef similitud) Fenotipicos Parentesco AFLP SSR
| Maxima 0,677 1 0,76 1
' Minima 0,111 0,36 0,09 0,1

La distancia minima determinada con descriptores fenotipicos presenté

un valor de 0.111 para el par de variedades Buck Atlantico y Coooperacion

Maipun. Para el mismo par de cultivares se observé un valor de distancia

minima de 0,74 para microsatélites, 0,72 para AFLP y 1 para coeficientes de

parentesco.
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Coeficientes de parentesco

coeficientes de parentesco y descriptores

]

Figura N° Distribucion de la similitud estimada por medio de marcadores

moleculatres SSR y AFLP
morfoldgicos utilizando el coeficiente de Dice.
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43.

COMPARACION

DE

MICROSATELITES,

AFLPs,

RFLPs,

COEFICIENTES DE PARENTESCO y DESCRIPTORES MORFOLOGICOS
CON SUS RESPECTIVAS MATRICES COFENETICAS

A fin de evaluar la distorsién existente en la representacion de la matriz

de similitud por medio del dendrograma, se correlacioné cada matriz de

similitud que dio origen a cada dendrograma con su respectiva matriz

cofenética (generada a partir del dendrograma). Una alta correlacién entre ellas

es sefal de escasa distorsion de la representacion bidimensional de la matriz

de similitud

Los valores de correlacién entre cada una de las matrices de similitud

basadas en datos moleculares, fenotipicos y la matriz de coeficientes de

parentesco con su respectiva matriz cofenética, oscilan entre 0,60 para datos

fenotipicos y 0,79788 para SSRs, siendo todas las correlaciones significativas
(Mantel, P<0,05), se muestran en la tabla N°22

Tabla N° 22 Coeficientes de correlacion entre cada una de las matrices de
similitud originada con cada técnica y su respectiva matriz cofenética.

r AFLP RFLP SSR KS
AFLP 064708 |

RFLP | 066162 stpz%Zcz.ggz "

o om BB ORI ETe
Ferotipeos | 060002 | "2 55000 1B G onca) | peoozsn | Peoooos)

;'significat__[yo P<0.05

______ —

La figura N°23 muestra la correlacion entre matrices de similtud obtenida a
partir de microsatélites, AFLP, descriptores fenotipicos y coeficienes de
parentesco con su respectiva matriz cofenética.
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Figura N® 23 . Correlaciones entre matrices de similitud de microsatélites,
AFLP, descriptores fenotipicos y coeficentes de parentesco y sus respectivas

matrices cofenéticas. (Test de Mantel, p< 0.05)
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4.4. CORRELACION ENTRE LA MATRIZ DE SIMILITUD DE AFLP Y LA
MATRIZ DE SIMILITUD DE MICROSATELITES (SSR)

Las matrices de indices de similitud calculadas sobre la base de los
datos de microsatélites (SSR) y de AFLP fueron correlacionadas y su
significacion fue evaluada utilizando el test de Mantel (Mantel, 1967). Las
matrices de similitud fueron calculadas para 97 cultivares (cultivares de los que
se disponia informacién sobre ambos tipos de marcadores). El coeficiente de
similitud resulté bajo (r = 0,27), pero altamente significativo (Test de Mantel,
P<0,01)

45. CORRELACION ENTRE COEFICIENTES DE PARENTESCO E
INDICES DE SIMILITUD BASADOS EN DATOS DE MICROSATELITES

El coeficiente de parentesco se calculé para 91 variedades. Sélo se
incluyeron aquellas variedades para las cuales los datos respectivos estan
disponibles en la Base de Datos IWIS (IWIS version 1, Fox et a/.,, 1996).

El valor promedio del coeficiente de parentesco calculado para el grupo
de variedades analizadas fue de 0,075 (+ 0,10).

Las matrices de indices de similitud calculadas sobre la base de los
datos de microsatélites y de coeficientes de parentesco fueron correlacionadas
y su significacion fue evaluada utilizando el test de Mantel (Mantel, 1967). E|
estadistico estandarizado de Mantel ry; entre ambas matrices fue estimado en
0.20559. Esta correlacién estimada entre los valores de similitud generados a
partir de los datos de microsatélites y los datos de pedigries es baja, pero

estadisticamente significativa. (Test de Mantel, P<0,01)

La tabla N° 23 presenta los valores de indices de coeficientes de parentesco
(sobre la diagonal en color verde) y los valores de similitud basados en
microsatélites (por debajo de la diagonal, en color rojo) correspondientes a los pares

de variedades analizadas.
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4.5. VALIDACION DE PEDIGRIES MEDIANTE MICROSATELITES

En la mayoria de los casos, la relacidon entre las variedades, basadas en los
datos de los microsatélites, refleja las relaciones de parentesco entre las mismas
basadas en datos de pedigri. Como ejemplo cabe citar el pedigri del cultivar Norkin
T82. Este cultivar heredé el alelo “139/142 pb” del Jocus Xpsp2999 de su antecesor
Ciano67. Marcos Juarez presenta el alelo "145/151 pb” para este mismo /ocus, el

cual proviene de Sinvalocho MA a través de Klein Rendidor.

Para el Jocus Xpsp3000 (XGli B1) Sinvalocho MA doné el alelo “246 pb” a
Klein Rendidor. El alelo de “270 pb” para este mismo /ocus en el cultivar (NorkinT82)
proviene, en cambio, de Sonora 64 a través de Ciano67 o el cuitivar Marcos Juarez,
ambos portadores de este alelo. NorkinT82 recibié el alelo de “117 pb” del Jocus
Xgwm 46 de su antecesor Ciano 67 y Marcos Juarez el alelo “125 pb” de Klein

Rendidor para dicho /locus.

Otro ejemplo donde puede seguirse la genealogia a través de los alelos es en
el cultivar San Agustin INTA. Este recibi6 el alelo “133/142 pb” del Jocus Xpsp 2999
del cultivar Sonora 64 y el alelo “213 pb” del focus Xpsp 3000 del cultivar Nainari60.

El alelo 252 de Xpsp3000 presente en Klein 32 y responsable del incremento
en los parametros de calidad observados en el cruzamiento con Chinese Spring (ver
mas adelante seccion mapeo de QTLs) se halla presente también en otros cultivares
de reconocida calidad panadera como Buck Manantial, Buck Cencerro (Luquez,
1995) y Buck Pangaré (Tombetta, 1990). El seguimiento de este alelo puede
seguirse en la genealogia comun a todas las variedades portadoras de este alelo.

En la figura N° 24 se ilustran los arboles genealégicos de las variedades

arriba citadas y los alelos de microsatélites para los distintos /oci.
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5. ANALISIS COMPARATIVO DE LA VARIABILIDAD GENETICA
DE GERMOPLASMA ARGENTINO DE TRIGO MEDIANTE
MARCADORES MOLECULARES

5.1.EVALUACION Y CUANTIFICACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA
USANDO MICROSATELITES

5.1.1. CUANTIFICACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE LOS
DISTINTOS LOC/ DE MICROSATELITES

Los valores de diversidad obtenidos para cada uno de los /oci de
microsatélites tienen un valor maximo de 0,797, correspondiente al locus
Xpsp3000 y un valor minimo de 0,473, correspondiente al Jocus Xcni5, siendo

el vaior promedio de 0,699.

Con el fin de evaluar la variabilidad genética de los distintos /oci de
microsatélites se realizé el analisis ANOVA. Del resultado de este analisis se
desprende que las diferencias que presentan cada uno de los /oci de
microsatéiites, en cuanto a vaiores de diversidad, son significativas. Las
comparaciones a posteriori (Tabla N° 24) indican que estas diferencias estan
dadas entre el Jocus Xcni5 y el resto del conjunto (este focus que presenta
menor variabilidad genética comparado con los demas Joci analizados y fue
elegido para su utilizacion -mas tarde- en Ia caracterizacion aiélica de Ia
poblacién segregante por pertenecer al grupo 1 de cromosomas homeélogos).
Los /oci restantes no presentan diferencias significativas entre si y presentan

alta diversidad.
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Figura N° 25 Loci de microstélites y sus correspondientes indices de Contenido Polimérfico
(PIC). Loci de microsatélites: 1. Xpsp2999, 2. Xpsp3000, 3. Xwgm46, 4. Xcni5, 5. Xgwm18, 6.
Xwgm2, 7. Xwgm44, 8. Xwgm5, 9. Xenl3y 10. Xwgm33.
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Tabla N°24 Comparacién a posteriori de los loci. Test de Tukey. Los resutos de
color rojo indican diferencias significativas

LOC/

Xpsp2999 Xpsp3000 Xwgm46 Xenl5 Xgwm18  Xwgm2Xwgmd44 Xwgm5Xeni3 [Xwgm33
promedio |,7560000 | 7970000 |6675000,4732|,7360000 [78225 |6215000,71650 6717 |689750
Xpsp2999 999151  |857257 |00101999998 | 99997 | 378643 99936 |, 8884 (972186
Xpsp3000 | 999151 429674 |0002|,983796 [1,0000 (101775 91221 4752 676552
Xwgm46 | 857257 | 429674 0497965693 |,59266 997902 |,99659 |[1,000 999995
Xcnl5 001011 000265 [049143 002435 | 00038 |.256541 |.00586 [0412|019276
Xgwm18 |999998 983796 |965693 0024 99781 [ 595488 |.99999 | 9771 997814
Xwgm2 999978 |1.000000 |592662 | 0003997814 171764 | 97350 |.6405 824126
Xwgmd4 | 378643 101775 |997902 [2565|595488 [17176 .80167 9958 | 966464
Xwgmb 999367 [912216 996595 |0058|999998 |97350 801678 .9983 989975
Xcni3 888401 475274 [1.000000.04712|977161 |64053 (995884 | 99830 999999
Xwgm33 |972186 |676552 |999995 |07192|997814 |82412 | 966464 | 99997 [ 9999
Significant P<0.05

5.1.2.EVOLUCION DE LA VARIABILIDAD GENETICA A TRAVES DEL
TIEMPO, ANALISIS MEDIANTE MICROSATELITES

A fin de evaluar una posible erosién genética en el germoplasma de los

trigos de Argentina, las variedades fueron agrupadas por décadas segun el afio

de liberaciéon de las mismas como tal. Las variedades liberadas antes de 1969

fueron agrupadas en una Unica clase, a fin de compensar el bajo nimero de

variedades disponibles para ese periodo. Dadas las diferencias en los valores

de diversidad que presentan los diferentes /oci de microsatélites, los /oci fueron

utilizados como bloques en el analisis de ANOVA para aumentar ia

sensibilidad.

Los valores de diversidad promedio calculado con microsatélites para los

cuatro periodos considerados (década del '60, década del '70, década del '80 y

década del '90) pueden considerarse casi idénticos dado que las diferencias

son no significativas (P = 0,95). Se observé un vaior minimo de 0,681 en ia

década del 90 y un valor maximo en la década del '60 y '80, siendo el valor
promedio de 0,691.

La figura N° 26 muestra la diversidad genética en las distintas décadas

evaluadas mediante microsatélites.
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