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RESTIMEN

Las nuevas herramientas biotecnolégicas ofrec€n una amplia gama de posibilidades

de desarrollo en todas las areas donde el hombre se desenvuelve. La agricultura no

esta ajena a esta posibilidad. El trigo de W¡ (Triticum aestivum L), uno de los

alimentos más importantes del mundo, puede beneficiarse significativamente al

incorporar el uso de esta nueva tecnologia dentro del proceso de creación de nuevas

variedades.

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats), marcadores genéticos

hipervariables, han demostrado ser una de las mejores alternativas para este cultivo.

Por este motivo fueron los seleccionados para llevar a cabo el objetivo de la presente

investigación, en la cual se busco asociar microsatélites a loc¡ genéticos de proteínas

de reserva y de dureza del grano, factores determinantes de la calidad panadera de

este cereal.

Para lleva¡ a cabo esta investigación se seleccionaron 80 genotipos de trigo de pan, a

los cuales se les determinó: porcentaje de proteina del grano, volumen de

sedimentación, gl uten seco, gluten húmedo, gluten índex e indice de dureza. Esta

inform¿ción fue utilizada como base para seleocionar aquellos marcadores genéticos

que estuvieran asociados con estos parametros de calidad.

De los seis microsatélites analizados cuatro estuvieron asociados con diferentes

pruebas de calidad. El marcador Xglu A3 presenló correlaciones significativas con

volumen de sedimentación (0,385), gluten seco (0j94) y gluten índex (0,377).

Xgwm 164 se asoció significativamente con sedimentación (0,235) y gluten índex

-x-



(0,233), el partidor Xgwm 135 presento correlaciones significativas con gluten seco

(0,1721y gluten index (0,221) y el SSR Xgdm 19 fue el marcador con mayor número

de pruebas asociadas: porcentaje de proteínas (0,447), sedimentación (0,408), gluten

seco (0,487), gluten index (0,391) e indice de dureza (0,483). De estos cuaffo

microsatélites, Xglu A3 y Xgdm 19, son los mrís informativos con indices de

polimorfismos (PIC) de 0,721 y 0,758 respectivamente.

Ninguno de los SSR estudiados presentó asociación con gluten húmedo. Los

ma¡cadores Xgm 498 y Xgdm 98, no se correlacionaron con ninguno de los

parií,metros de calidad.

Al analizar la distribución de las frecuencia genotipica de los marcadores

seleccionados, en los grupos de genotipos de buena, regular y mala calidad

panadera se seleccionó haplotípos promisorios para buena calidad.

A todo el germoplasma a¡alizado se le dete¡minó la presencia de secalina, proteína

de centeno, la cual existe en algunas lineas de trigo por efecto de translocaciones

cromosomales con este cereal. Treinta y tres genotipos dieron positivo para este

análisis. La mayoría de este grupo presentó bajos niveles de volumen de

sedimentación. Este resultado indica la necesidad de tener presente este factor

cuando se est¿i,n determinando criterios de selección para calidad panadera.

Paralelamente, en esta investigación se caracterizó las gluteninas de alto peso

molecular, de las 80 lineas y variedades en ensayo. Las subunidades permitieron

determinar el índice GLU-I, el que demostró ser un buen indicador de calidad

panadera, por su buena asociación con volumen de sedimentación.

-xr-



SUMMARY

The new triotechnological tools offer a wide range of chances of development in

different areas where man copes. Agriculture is not foreign to that possibility. Bread

wheat (Trilicum destivum L.), one of the most impofant lbod in the world, can

beneflrt by adding the use ofthose tools in the development ofnew varieties.

The best alternative for tlis crop has been shown to be the use of microsatellites o¡

SSR (Simple Sequence repeat). This is the re¿son why these markers have been

selected to perform this work , where microsatellites have been looked for their

associaüon to genetic /oci of storage proteins and hardness, determinant factors for

bread making quality.

A number of 80 bread wheat genotipes have been selected and used to determine

$ain protein concentration, sedimentation volume, gluten dry, gluten wet, gluten

inder and hardness index. This informatíon has been used as a basis to select those

genetics markers associated to quality parameters.

Ofthe six prímer pairs analysed , four of them were associated with different qualiqr

parameters. The Xglu A3 marker presented significant correlation with

sedimentation volume (0,385), gluten dry (0,394) and gluten index (0,377). Xgwm

164 has been associated significantly with sedimentation volume (0,235) and gluten

index (0,233). Xgwm 135 has presented significant conelation with gluten dry (0,

172) and gluten index (0,221). Xgdm 19 primer had the mayor number of trials

associated with it: grain protein conc€ntration (0,447), sedimentation volume (0,408),

_xlt-



gluten dry (0,487), gluten index (0,391) and hardness index (0,483). Xglu A3 and

Xgdm 19 was the most informative primers of the four, with a polymorphism index

(PIC) of 0,721 and 0,758 respectively.

None of the SSR studied showed association to gluten wet. The marker Xgwm 498

and Xgdm 98 did not give any correlaüon with any of the quality parameters.

When distribution of the genotype frecuencies of the selected markers was studied,

in groups of genotypes of good, regular and bread making quality, haplotypes

resulted to be preselected as promissory for good quality.

Presence of secalin, rye protein, which exists in several lines of wheat for

cromosomic translocaüon with this ce¡eal, has been analysed in all germoplasm.

Thirty- tkee genotyp€s have been found positive for that analysis. The majority of

this group has presented a low level sedimentation volume. This result has shown the

necessity of keeping in mind this factor when criteria for selection of bread making

quali§ are being determined.

On the other hand, high molecular weight glutenin subunits (HMWG) have been

characterised in 80 lines and varieües in this work. The HMWG have permitted to

determine the index GLU-I, which has shown to be a good indicator of bread making

quality for its association with sedimentation volune.
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1. INTRODUCCION

La demanda mundial de alimentos se duplicará para el año 2025. La oferta deberá

duplicarse sobre la misma base de recursos naturales, como la tierra cultivable y los

recursos hídricos los cuales se toman caü vez más escasos. Incrementar la

productiüdad es la única opción y esto requiere aurnentar la eficiencia en los trabajos de

mejoramiento genético, que son uno de los pilares que sustentan el aumento de la

productiüdad.

El trigo es el alimento miís importante del mundo y su calidad influye directamente en la

dieta de gran parte de la población mundial. Este cereal provee sobre el 20o/o de lx

calorías y proteínas en la nutrición humana, es un alimento de primera necesidad en más

de 40 países, lo que implica sobre un 35o/o de la población mundial. Es el cultivo más

amplio para alimento sembrado desde las regiones australes de Sudamérica y Australia

a las latitudes boreales de Canadá y China. Este cultivo puede crecer en un amplio

rango de alturas, condiciones climáticas y fertilidad de suelo. Es flícilmente transportado

y almacenado por largos periodos de tiempo y es consumido por humanos con un

mínimo de procesamiento (Bushuk, 1998).

El noventa y cinco por cienlo del trigo que se cotrsume actualmente en el mturdo es del



tipo alohexaploi de (Triticum oestivum L.) conocido como trigo común. Su uso principal

es para elaborar pan y otros productos homeados. Casi todo el 570 restante es trigo duro

(Triticum turgidum L.), el cual se usa principalmente para pastas.

Chile presenta una demanda anual de 18 millones de qqm de este cereal. En la

temporada 2000/2001 se sembraron 391.580 ha, con una producción de 14.927.099 de

qqm de tngo, con esta producción se abasteció w 82,9Yo del requerimiento nacional

importándose la diferencia (Banco Central de Chile, 2001).

El trigo es un culüvo estntégico, por su enofine impacto social y económico sobre Ia

población. Chile debe ser capaz de asegurar el abastecimiento de este cereal,

independientemente de Io que suceda en el extranjero.

Una variedad de trigo tiene un promedio de vida de cinco años, debido a la capacidad

que presentan los patógenos que la afectan de producir nuevas cepas. Esto implica que

constantemente deben estar generándose nuevas variedades que reemplacen a las

antiguas.

El Proyecto de Fitomejoramiento de trigo del INIA (Instituto de Investigaciones

Agropecuarias) desde hace 37 años produce aproximadamente el70Vo de las variedades

de trigo de pan y el 100% de las variedades de trigo candeal que se utilizan en nuestro

país. Entre los objetivos permanentes de dicho proyecto esta la incorporación de nuevas

tecnologías que permitan aumentar la eficiencia de sus trabajos de mejoramiento

genético. Toda nueva variedad de trigo de pan que se crea, debe cumplir con una

amplia gama de requisitos, entre estos, uno fundamental es que 1a variedad posea una



alta calidad panadera.

Factores que determinan calidad panadera

Los factores principales que determinan la calidad de paníficación son: el contenido de

proteínas del grano, la composición de las protelnas de reserva en el gtano, y la dureza

del grano. A pesar de la importancia del contenido de proteína del grano, los progresos

en mejoramiento para este caticler han sido lentos y dificiles debido al gran efecto del

ambiente y a la fuerte correlación negativa entre el porcentaje de proteínas del grano y el

rendimiento. Por estos motivos se trabaja principalmente con la composicíón de las

proteínas de almacenaje en trigo que son más fácilmente manipuladas en los progtamas

de mej oramiento.

Mejoramiento genético para calidad panadera

Tradicionalmente los trabajos de mejoramiento para calidad panadera se han basado en

el analisis fenotipico de las lineas experimentales. Mediante una serie de análisis

químicos y reologicos se analizan las características más relevantes del grano, la harina,

la masa y finalmente del pan que se produce con cada linea experimental.

Los avances científicos de los últimos años, ha permitido desarrolla¡ una serie de

herramientas moleculares, las cuales permiten analizar directamente el genotipo de las

líneas experimentales. Para incorporar estas tecnologias dentro de los trabajos

rutinarios de mejoramiento para calidad panadera, falta investigación en algunos

aspectos especificos de esta área.



Algunos de los criterios de evalu¿ción de calidad panadera, utilizados por el Laboratorio

de Farinilogía del INIA, se indican en la Tabla l.

Uno de los mejores paftímetros para evahur calidad panadera es la prueba de

sedimentación. Se ha observado que aunque este carácter es modificado por las

condiciones ambientales, las variedades clasificadas como de buena calidad siempre

van a presenl¿r valores de sediment¿ción superiores a 1as variedades clasificadas como

de mala calidad, aunque el rango de los valores varía de un año a otro o de una

localidad a otra.

Ortiz-Monasterio y col.,(1997), estudiaron los cambios que se producían en la calidad

panader¿ de diez cultivares de trigo bajo distintas condiciones de fertilización

nitrogenada. En esta investigación se encontró que el volumen de pan estuvo

consistentemente más correlacionado con sedimentación en todos los niveles de

fertilización nitrogenada aplicados, en comparación a los otros parámetros de calid¿d

estudiados (concentración de proteína del grano, concentración de proteína de la harina y

alveograma).

Existen otros análisis de calidad como el gluten índex y el índice de du¡eza del grano, en

cuyo caso, no se hace referencia a buena o mala calidad, sino a usos distintos. En general

si lo que se quiere es un trigo para elaborar pan, se busca un valor de gluten índex entre

65 y 85, que es el rango de valores donde se obtiene un gluten equilibrado, lo que

implica un equilibrio entre la capacidad de la masa de retener CO2 por un tiempo largo

y su cohesión. Si lo que se busca es la elaboración de galletas, se prefiere un valor de



gluten index entre 65 y 75 lo que produce un gluten suave, es decir un gluten que no

retiene por mucho tiempo el CO2, por lo que los productos elaborados no resultan

esponjosos.

Para la elaboración de pan se busca un trigo duro, lo que corresponde a un índice de

dureza de 21 a 25,9% o semi duro 26 a 30,9Yo. Un trigo muy duro (16 a 20,9%) es un

trigo corrector que se utiliza para mezclas con trigos blandos. Para galletas se utiliza

trigos semi blandos (31 a 35,9%) o blandos (36 a 40,9%) debido a que al elaborar

galleta no se quiere un producto esponjoso como el pa.n.

Proteínas del grano

El grano de trigo posee alrededor de un 10% de proteina, de la cual un 15% es soluble en

agua (aibúminas y globulinas) y se ericuentra¡ en el embrión y en la capa de aleurona

del grano. El 85% restante estii constituido por el gluten que representa la porción de

proteinas insoluble en agrul. El gluten constituye las proteinas de reserva del grano y se

ubica fundamentalmente en el endospermo. las proteinas de reserva del trigo no poseen

actividad enzimática, pero tienen la facultad de formar una masa que retiene gas,

generíLndose productos homeados esponjosos. En base a su contenido de sustancia seca,

el gluten aislado de la harina contiene un 80% de proteína y 8% de lípidos, con una

pequeña fracción de cenizas e hidratos de carbono.

El complejo gluten, está compuesto por dos grupos principales de proteinas; las

glutenínas (de la familia de las glutelinas) y las gliadinas (familía de prolaminas)

(Hoseney, i 991)



Las gluteninas son moléculas grandes que forman polímeros heterogéneos constituidos

por aproximadamente 20 subunidades, las que están unidas por puentes disúlfuro. Su

masa molecular oscila entre 100.000 Da y varios millones, con un promedio de 3

millones. Estas corresponden aproximadamente a un 50% de las proteinas de la harina.

Físicamente, la proteína es elástica, pero no cohesiva. La glutenina confiere a la masa

su propiedad de exensibilidad. Las subunídades del polipeptido de glutenina pueden ser

fácilmente separadas después de una reducción química de los enlaces disúlfuro

interpolipeptido por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil

sulfato de sodio. Las sutrunidades de glutenina se sepaftrn en dos grupos distintos; las

gluteninas de baja masa molecular (LMWG, low molecular weight glutenins) y las de

alta masa molecular (HMWG, high molecular weight glutenins) (Payne, 1987a;

Hoseney, l99l ; Bushuk" 1998).

Las gliadinas son un grupo amplio de proteinas monoméricas que constituyen la mayor

proporción del gluten, con propiedades similares pero muy heterogéneas en tamaño y

punto isoelectrico. Su masa molecular media es de unos 40.000 Da (moléculas

pequeñas), son de cadena simple y extremadamente adherentes cuando esfiín hidratadas.

Tienen poca o nula resistencia a la extensión y parecen ser responsables de la cohesión

de la masa (Hoseney, l99l). Las gliadinas separadas en un gel de electroforesis a bajo

pH, se diferencian en cuatro grupos: o, P, y, y ro. El análisis de las gliadinas separadas

en un gel de electroforesis de dos dimensiones, sugiere que cada variedad contiene

aproximadamente 45 polipepidos diferentes (Payne, 1987b).



Tabla 1 . Clasificación de genotipos de trigo de paí, para calidad panadera de acuerdo a

sus valores de porcentaje de proteina, volumen de sedimentación, gluten húmedo

y gluten seco. Laboratorio de Farinología , INIA.

Calidad
panadera

7o de proteína Volumen de
sedimentación

(ml)

Gluten húmedo

(o/o)

Gluten seco

(.%)

Buena >11 >7 >30 >11

Regular 10,9 a 9 6,9 a4 299 a20 10,9 a9

Mala <8,9 <jg <19,9 <8,9



Localización genómica de los genes de gluteninas y gliadinas.

Se ha realizado mucho esfuerzo para determinar las relaciones de ligamie nto entre

genes Eara proteínas de almacenaje del endosperma del trigo y su ubicación en los

mapas cromosómicos. En Tabla 2 se presenta un resumen de la información entregada

por varios investigadores. Los genes que controlan las bandas de gliadina individuales

en esos cromosomas segregan como una unidad (bloque), con ninguna o escas¡

recombinación. (Singhy Sheperd, 1988; Skenitt y Robson. 1990; Khelífr y Branlard.

1992; Graybosch y col.,l994 Felix y col.,l996).

Cada loci Glu-l (Glu-AI, Glu-B I y Glu-Dl) que codifican para HMW-GS,

consisten en dos genes estrechamente ligados desigaados como; tipo-X y tipo-Y. En

los trigos hexaploides los seis genes de HMW-GS est¿án presentes, pero sólo lBx,

lDx y lDy, son siempre expresados, mientras que lAx y lBy, se expresan algunas

veces y el gen lAy no se expresa (D'Oüdio y col., 1995).

En las partículas de harina, el polímero de glutenina comprende tres, cuatro o cinco

subunidades de alto masa molecular y aproximadamente 15 de bajo peso molecular.



Ttbla 2. Genes que codifican para proteíaas de almacenaje en trigo de pan y su

ubicación cromosómica.

Locus Proteína Cromosoma

Glu-Al HMWG
lAL

Glu-Bl
HN,{WG

lBL

GIU-D1
HMWG

1DL

Glu-A3
Gli-Al
Gl¡-45

LMW.GS
to- gliadina

1- gliadina

1AS

Glu-83
Gli- 81

LMWG
¿o - eliadina

1BS

Glu-D3
Gli-DI

LMWG
ro, y - gliadinas

1DS

Gli-42 o-gliadinas 6AS

Gli-82 p- gliadina 68S

Gli- D2 y -gliadina 6DS
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Gluteninas como marcadores moleculares

Las subunidades de glutenina, de alta y baja masa molecular, han sido informadas como

importantes marcadores de la características de la masa de harinas de trigos

hexaploides (Gupta y co1.,1989; Pape y col., 1988). Los cultivares de trigo varían en

la cantidad y tipo de subunidades de gluteninas responsables de la cantidad y

dístribución del tamaño de los polímeros de glutenina. Por 1o tanto la cuantificación de

las subunidades de las gluteninas puede proveer de un mejor entendimiento de sus roles

en determinar el uso de la harina dependiendo de su calidad.

Más de 30 subunidades diferentes de HMW han sido identificadas en el mundo en

colecciones de trigo. El número de diferentes subunidacles LMW en trigo de pan aun no

ha sido bien determinada (Bushu( 1998)

Algunas de las formas alélicas más conocidas para HMW-GS son:

Alelos Glu-Al: nul, 1, 2*.

Alelos Glu-Bl: 6+8 , 20, 7, 7+8,7+9, 17+18, 13+16

Alelos Glu-Dl: 2, 4+12, 3+12,2+12, 5+10, 2+10, 2+ll

205 cultivares de trigos de pan de origen chino fueron fraccionados por SDS-PAGE para

determinar su composición de HMWG. 17 alelos fueron identificados y los resultados

indicaron que trigos de diferentes regiones difieren en sus frecuencias de HMWG, sin

embaxgo ninguna de las subunidades puede ser relacionada con medio ambientes

especificos (Zhong-hu y col., 1992).
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Payne y col.,. (1987), informaron que la proteína del grano de 84 variedades de tngo

fueron separadas por SDS-PAGE para determinar la composición de gluteninas de

HMW. La relación entre las subunidades HMWG y la calidad panadera se hizo con la

prueba de sedimentación SDS. Se obtuvo una escala para calidad sumando cad¿ una de

las subunidades, la que fue llamada GLU-I. Los resulfados indicaron qlue un 47-6o0/o

de la variación observada para calidad en este set de variedades podía ser debida a la

variación en las subunidades de glutenina de HMWG. La presencia o ausencia en las

variedades de un cromosoma translocado con centeno, también fue evaluado, aplicando

un factor de corrección. La variación por est€ motivo en el valor GLU-I se elevo a 55-

67o/o.

A pesar de que las LMW-GS son la porción principal de las gluteninas, ellas han

recibido menor atención por dos motivos principales: en SDS-PAGE muchas LMW-GS

co-migran con las gliadinas y hasta hace poco tiempo, los métodos de extracción no

permitian una separación sin la contaminación de otras proteínas del gluten. Las nuevas

metodología han permitido exlracciones más puras de LMW-GS (Graveland y col.,

1982) y el desarrollo de SDS-PAGE en dos dimensiones (Singh y Sheperd, 1988), ha

permitido el estudio mís detallado del control genético y asociación con calidad con esas

subunidades.

Dureza del grano.

La dweza o suavidad del grano afecta fuertemente la textura del endosperma, lo que

hace que este ca¡ácter sea importante como parámetro de calidad. Los trigos duros

requieren una mayor energía durante el proceso de molienda para Eansfotmar el
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endosperma en harina, además dura¡te este proceso un número considerable de

gninulos de almidón son dañados fisicamente. Los trigos blandos en cambio producen

harinas con un bajo nivel de daño de los gni,nulos de almidón. El hecho que los

gránulos de almidón dañados absorban mas agua que los gránulos intactos, influye

directamente en la cantidad de pan que se produce a partir de una determinada cantidad

de harina. t¿ textura del endosperma también influye en la suaüdad de la miga y la

fuerza de la masa.

Las diferencias en la textura del endospermo son debido a la fuerza de adhesión entre

1os gránulos de almidón y la matr'tz proteica que los rodea. Estas fuerzas son mayores

en los trigos duros que en los trigos blandos (Hoseney y Seib, 1973).

Greenwell y Schofield (1986), indicaron que 1as proteínas adheridas a los gánulos de

almidón tienen un peso molecular entre 5 y 76 Kda aproximadamente. Existe una

pequeña proteina de 15 Kda asociada a la superficie del granulo de almidón, la cual se

detecta en bajos niveles en el endospermo de los trigos duros y en altos niveles en los

trigos suaves. Esta proteína llamada "friabilina", podría tener un rol en el üpo de

textura del endospermo.

Se cree que el locus Ha ubicado en la parte distal del cromosoma 5D controla la textura

del endosperma. En este /ocas denominado "durezd',la suavidad es el cariícter

dominante. La friabilina esta formada por proteínas relacionadas, entre las que se

incluye la puroindolina a (pinA), purindolina b (pinB) y la gran proteína de la suavidad

(GPS). GPS, pinA y pinB han sido mapeados en la parte distal del cromosoma 5DS
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completamente ligados al locus Ha. Deleciones en el gen pinA o una mutación de

glicina por serina en e1 gen pinB, han sido asociadas con dureza.

Resultados recientes han rndicado que no existe recombinación entre IIa y pinA, pinB y

GPS, lo que indica que esos tres genes están estrecharnente ligados.

Consecuentemenle, el polimorfismo de cualquiera de estos genes puede utilizarse como

marcador molecular para dureza de grano (Dubcovsky y col., 2000).

La dureza de grano medida a través del índice de tamaño de partícula (PSI) (indice

basado en la trituración del grano en un procedimiento de molienda estándar), ha

demostrado estar estrechamente relacionado con el contenido de almidón dañado

medido por tres métodos químicos. También esta relacionado con la absorción de agua

y la capacidad de retención del gas (Williams, 1967).
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Genoma del trigo

El trigo es un alopoliploide (alohexaploide natural), debido a que esta especie posee

juegos completos de cromosomas de tres especies ancestrales diferentes.

Triticum monococcum X Triticum sp
Trigo silvestre (AA.¡ no identificado (BB)
2n: 2x 14 I 2n:2* = l4

n:7A I n 7e
I
I

Ü dupl icación espontánea
14 AB -.-+ 28 AABB

Triticum turgidum sp. Dicoccoides X Triticum tausch¡¡
Trigo duro (AABB)
2n:4x:28
n: 14 AB

Pasto cabra (DD)

n:7D

21 ABD _+42 AABBDD

Triticum aestivum
Trigo panadero (AABBDD)

2n:6x:42

Translocaciones lAL/lRS y IBL/IRS

En las dos décadas pasadas, los mejoradores del tigo hexaploide {Triticum aestivum

L.), utilizaron el brazo corto del cromosoma 1R de centeno (Secale cereale L.)

mediante translocaciones cromosomales, como fuente de genes de resistencia para

plagas y enfermedades y para mejorar el comportamienlo agronómico de trigos

primaverales e invernales. Tanto las translocaciones lAL/lRS como 1BL/1RS son
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ahora comunes en los progamas de mejoramiento, produciéndose y liberándose

numerosos cultivares de este tipo en el mundo. Desafortt¡nadamente, existen marcados

defectos en varios parámetros de calidad que han sido asociados con líneas y variedades

que llevan el lRS. La disminución de la calidad panadera en tngos con IRS han sido

atribuidos a la disminución de la concentración de gluteninas y al aumento de la

concentración de proteínas solubles en solución salina (Johnson y col.,. 1999).

Marcadores moleculares genéticos

Durante los últimos años, se han desanollado una sei;r de herramientas analiticas,

basadas en la aplicación de biotecnologias para el estudio directo del ADN del genoma

de plantas. Entre estas herramientas, esüín los denominados matcadores moleculares,

cuyo estudio evita la influencia ambiental sobre el canicter estudiadc. Los marcadores

moleculares estan siendo cada yez más ímportantes en los trabajos de mejoramiento

genético, pues su aplicación masiva podría implicar un ahorro importante de tiempo y

recursos.

Algunas especies, tales como el trigo hexaploide, se caracterizan por los bajos niveles

de polimorfismo intraespecífico detectados por RFLP (Restriction Fragment Lenght

Polymorphism ) o por RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Devos y

col.,l995). l¡s marcadores basados en RFLP generalmente describen un número

limitado de alelos. Los marcadores de RAPD aunque entregan miís información

generalmente son de carácter dominante, no permitiendo detectar genotipos

heterocigotas-
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La mayoría de las publicaciones de mapas moleculares de trigo, incluyen sólo unos

pocos /oci mutantes y genes de importancia agronómica. La principal razón para esto

es que el uso de RFLPS y marcadores isoenzimáticos para mapeo ha sido ineficiente

debido al bajo nivel de variación alelica (< I0%) entre variedades cultivadas (Chao y

col., 1989).

En los genomas de plantas y animales existen miles de regiones hipervariables

denominadas microsatélites o secuencias de repetición simple (SSR), las cuales se

ca¡acterizan por la presencia de 2 a 4 pares de bases repetidas en tandem. Estos loci

pueden ser amplificados a través de la reacción de polimeración en cadena (PCR) del

ADN, utilizando partidores específicos los cuales reconocen secuencias únicas en los

flancos de las regiones hipervariables.

A diferencia de las pruebas de RFLP que requieren una gran cantidad de ADN, que

demandan gran cantidad de trabajo y que en la mayoría de los casos los métodos de

detección utilizan radioisotopos, los microsatélites sólo requieren para su análisis una

pequeña cantidad de ADN genomico (Roder y col., 1998).

El genoma de trigo contiene en promedio un bloque de (GT)n cada 704 kb y un bloque

(GA)n cada 440 kb. El promedio de distancia entre cualqüera de los dos bloques de

dinucleótidos es aproximadam erlte de 271 kb. El trigo, con 16 x 10 6 kb por genoma

haploide, tendría entonces un número aproximado de loci (GA)n de 3,6 x 104 y de 2,3

x 10 a para (GT)n (Roder y col., 1995). Estudios realízados por Plaschke y col.,

( 1995), sugieren que es posible estimar diversidad genética e identificar cultivares elite
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de trigo hexaploide utilizando sólo una pequeña fracción de estos numerosos

microsatélites. El uso de SSR esüí aumentando con distintos propósitos, entre otros

para el mapeo de genomas de plantas, debido a las siguientes ventajas: primero, los SSR

son altamente polimórficos, por lo que permiten detectar una alta variabilidad genética.

Segundo, los SSR pueden ser r.ipidamente analizados por técnicas basadas en PCR.

Tercero, los SSR son marcadores codominantes. Finalmente, los SSR esüín abundante y

uniformemente dispersos en el genoma de las plantas. El principal inconveniente sería

la dificultad técnica de su identificación y caracteización (preparación de genoteca y

secuenciación de los clones seleccionados), así como el requerimiento de técnicas

electroforéticas complejas para la resolución de bandas.

Devos y col., (1995), en lugar de aislar fragmentos de ADN que contienen secuencias

de microsatélites y de caracteizar por secuenciación sus regiones adyacentes,

realizaron la búsqueda de microsatélites en bases de datos de secuencias conocidas, de

esta manera identificaron dos microsatélites presentes en genes de proteína de

almacenaje en trigo: uno asociado a un pseudogen de y-gliadina y otro a un gen de

glutenina de bajo peso molecular. Los partidores utilizados por ellos fueron genoma

específico para ambos genes, 1A para el gen de glutenina LMW y 18 para el gen de

y -gliadina.

Los trabajos para mejorar la calidad de este cereal se han basado hasta la fecha en un

antiguo paradigma, "Miren los fenotipos" pero el avance científico de las últimas

décadas ha impuesto un nuevo paradigma, "Miren los genes".
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Hipótesis

La expresión de la mayoría de los caracteres de plantas de interés agrícola, estií

influenciada por condiciones ambientales ademis de ser regulados genéticamente. Esto

dificulta la caracterización del genotipo evaluado, lo que se resuelve parcialmente

realizando múltiples ensayos bajo distintas condiciones ambientales, aunque la

identificación de estos factores genéticos usualmente no puede ser precisada. Los

marcadores genéticos basados en el aruílisis directo del ADN, presentan la ventaja de no

verse afectados por estas variaciones ambientales.

La hipótesis que se plantea en este trabajo es: Ios genes que determinan la calidad

panadera pueden ser analiz¿dos mediante la caracterización de otros laci génicos

estrech¿metrte ligados a ellos. De esta menera, determinados alelos de

microsatélites, est¿rían asociados a los alelos de los genes de calidad panadera.

Objetivo General

Asociar marcadores moleculares tipo microsatélites a loci genéticos de proteinas de

reserva y de dureza del grano para complementar los trabajos de mejoramiento genético

para calidad panadera.
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Objetivos Especí{icos

l. Determinar la calidad panadera del germoplasma experimental mediante pruebas

farinológicas tradicionales (Sedimentación; Gluten índex y gluten seco; Porcentaje

de proteína; dureza del grano.

2. Determínar la presencia de proteínas de centeno (secalinas) en trigos con

translocaciones 1A1-/1RS y 1BL/lRS.

3. Caructetizar los mic¡osatélites elegidos en la población experimental'

4. Determina¡ los ¿lelos de microsatélites que estén asociados a calidad panadera.

5. Caracterización de las Gluteninas de alto peso molecula¡ mediante PAGE-SDS.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos y Solventes

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU) se r¡saron los siguientes productos:

Trizma-base, CTAB, aceite mineral, agarosa, acrilamida, N§'-metilen-bis-acrilamida,

nitrato de plata, SDS, ácido bórico, dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), bromuro de

etidio, urea ultrapura y formamida.

De Merck (Darmstadt, Alemania) se usó: EDTA, TEMED, APS, etanol p.a., árcido

acético glacial p.a., hidróxido de sodio, ure4 cloruro de potasio cloruro de magnesio,

cloroformo p.a., alcohol isoar¡rílico p.a., solución de formaldehido al37oA p.a.

De Promega Corp. (Madisoq WI, EEUU) se adquirieron los sistemas de tinción con

plata y de secuenciación y la Taq polimerasa.

Repel Silane EC, compuesto repelente que no permite que la poliacrilamida se adhiera a

los vidrios es de Pharmacia Biotech (Uppsala" Suecia).

Los partidores para las reacciones de PCR se sinletüaron en IDT (Integrated DNA

Technologies), Inc. Coralville, IA, EEUU.
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2.2 Material genético

El material experimental esta formado por 80 genoüpos de trigo de pan adaptadas a la

zona Centro Norte de Chile. Este germoplasma provino del Proyecto de

Fitomejoramiento Trigo del CRI (Centro Regional de Investigación) La Platina, INIA

(Instituto de Investigaciones Agropecuarias). Las lineas experimentales corresponden a

genotipos homocigotos con alta variabilidad para calidad panadera, provenientes de

distintos progenitores. En el Anexo 1 se presentan las variedades con sus respectivas

cruzas y pedigí. En el desarrollo de este trabajo se mencionan las líneas experimentales

con el número de entrada que se le asigno en el anexo 1. La siembra del cultivo se

realizó en Agosto de 1999 y la cosecha en Enero del 2000, en el centro La Platina.

2.3 Análisis de calidad panadera

La evaluación del material experimental con relación a su calidad panadera se efectúo

mediante la determinación del contenido de proteína del grano, volumen de

sedimenkción, gluten húmedo, gluten seco, gluten index y dureza del grano, de acuerdo

a la siguiente metodología:

a. Determinación del porcentaje de proteína del grano. Se utilizó el método de Kjedhal,

(método 46-13 de la American Association of Cereal Chemists (AACC), 1998).

Este método consta de tres etapas: primero una digestión ácida con ácido sulfúrico
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para eliminar la materia orgánica, se utiliza sulfato de potasio y selenio como

cafalizador, el proceso se realiza a 380oC por 75 min. Segundo se realiza una

destilación por arrastre de vapor y tercero 1a muestl.a se somete a tihtlación con ácido

sulfurico diluido. 1¿ cantidad de ácido gastado en la ti¡¡lación permite determinar

el porcentaje de p,roteína de 1a muestra. Este valor multiplicado por 5,7 corresponde

al porcentaje de proteína en e1 grano.

b. Prueba de sedimentacién SDS en 0,5 g de harina (Granger y col., 1989) Esta prueba

permit€ determínar la calidad del gluten. A medio gramo de harina se le adiciona 10

mL de una solución de azul bromofenol en agua destil¿da (el colorante permite la

posterior lectura del volumen de sedimento logrado), se agita durante 10 s y se deja

reposar 5 min. Posteriormente se agfega 6 mL de una solución de ácido láctico mrás

SDS 20% (1:8). El SDS permite que el ácido láctico, actue sobre el gluten

provocando un aumento de volumen del mismo. La muestra se agita durante 1 min y

se deja reposar 14 min, ñnalment€ se lee el volumen de sedimento' A mayor

volumen mejor gluten.

c. Gluten húmedo, gluten seco y gluten índex. Estas pruebas se basaron en la

metodologia señalada por la AACC, (1998). 10 g de harina son lavados,

elimin¿ámdole el almidón y las proteínas solubles. se colecta el gluten, el cual tiene

una consistencia pegajosa. I¿ masa de1 gluten obtenido coffesponde al gluten

húmedo. Posteriormente el gluten es sometido a un pfoceso de centrifugación

especial. En un soporte con tamiz se coloca l¿ muestra y durante el proceso de
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centrifugación parte der gruten atraüesa er tamiz. Er gluten índex corresponde ar

poroentaje del gluten que no atraviesa er tamiz. El gluten seco corresponde aI gruten

total secado a 150.C por 4 min.

d. Dureza de grano. Se calculó por el Método pearling (AACC, lggs). 20 gramos de

trigo son depositados en un perlador" que es un equipo que funciona como un

esmeril- Durante ,n minuto el grano de trigo se va gastando. se erirnina el afrecho

producido y se pesa el trigo. El índice de dureza corresponde al porcentaje del trigo

que se gasto. A menores valores se consideran trigos más duros.

2.4 Detección de translocaciones cotr centetro

Mediante las secuencias de origonucreotidos, denominadas RIS (rye-specific repetitive

element) disefrada por Koebner (1995), las cuales fueron utilizadas como partidores, se

detecto la presencia de ADN de centeno. Los trigos que poseen translocaciones con

centeno, generan üa PCR un producto simple de aproximadamente 100 pb, el cual no

est¿ presente en los trigos donde no existe la translocación. Estos partidores no permiten

dilucidar si la translocación detectada corresponde a lAL/lRS o lBL/lRS.

Las secuencia de RIS es:

Directa 5' taa ttt ctg ctt gct c&a tgc 3,

Inversa 5' act ggg glg cac tgg afi ag 3'

Las muestras fueron amplificadas de acuerdo al siguiente perfil térmico: 25 a 35 ciclos

de 15s a94oC,45sa65oC y 45 s aTSoC seguido por5 minzl2C.

Los productos de PCR fueron separados en geles de agaro sa al l%o.
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2.5 Reacciones de microsatélites.

2.5.1 Extracción de ADN

Las extracciones de ADN se basaron en el método descrito por Saghai-Maroof y col.,

(1984) con algunas modificaciones. Se pesaron aproximadamente 100 mg de tej ido

foliar juvenil, el que fue macerado con nitrógeno líquido. Se agregaron 700 pL de

solución amortiguadora de extracción (10 mM EDTA; 50 mM tris-HCl (pH 8,0), 0,7 M

NaCl; 1% CTAB y 0,2%o P-mercaptoetanol) . Se colocaron las muestras en un baño

termorregulado a 65oC durante 30 min, con agitación suave ocasional. Se enfriaron a

temperatúa ambiente durante 30 min aproximadamente. Luego, se agregaron 600 ¡rL

de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v). Se homogenizaron suavemente por

inversión hasta formar una emulsión. Se centrifugó a 12.000 rpm düante l0 min. Se

transfirió la fase acuosa superior a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL y se procedió a

precipitar el DNA con 2/3 volumen de isopropanol frío mezclado por inversión. Se dejo

precipitar el ADN t hora a -20oC o toda la noche a 4'C. Se descarto el sobrenadante y

el pellet se lavó con 700 pL de etanol frío al71o/o. Se centrifugó a 8.000 rpm por 5 min

para rescatar el pellet el cual fue secado al vacío. EI pellet se disolvió en 100 ¡rL de

agua destilada estéril. Se trató con 1 pL de RNasa por 100 ¡rL de solución de DNA y se

incubó a 37 oC por 30 min. Se cuantificó el DNA en un fluorímetro. El DNA se diluyó

50 veces y se almacenó a 4 oC.
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2.5.2 Partidores de Microsatélifes

Para los anrilisis de microsatélites se selecciona¡on 28 pmes de partidores descritos por

Devos y col., (1995); Koram y col., {1997); Roder y col., (1998); pestova y cot.,e000).

Estos partidores estáLn mapeados principalmente en los cromosomas 1 y 6, que es donde

se ubican los genes que codifican para las proteínas de reserva del trigo_

2.5.3 Reacción de PCR

La reacción de PCR fue llevada a cabo en un termociclador Perkin-Elmer, con 10 ng de

ADN templado en 20 ¡rI de reacción. La concentración final de los otros reactivos fue

Ia siguiente: 2 mM dNTPs; 8mM de dNTPs; 1,5 mM de lllgpl 2; solución

amortiguadora de PCR lX y 0,5 U de Taq polimerasa en 20 ¡.rL de volumen final. En la

Tabla 3 se indican la concentración de cada partidor de SSRs (directo y reverso), la

temperatura de alineamiento y el número de ciclos térmicos.

2.5.4 Ciclo térmico PCR

Después de una desnaturación inicial de 94"C por 5 min, las muestras fueron

amplificadas de acuerdo aJ siguiente perfil térmico: 30 ciclos de un min a 94oC

(desnaturación), un minuto de unión de partidores a 55"C ó 60.C (dependiendo del

partidor) y 2 min de extensión a 72"C. En la Tabla 3 se presentan 1os partidores

alalizados y las condiciones de PCR utilizados en cada uno de ellos.
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Tabla 3. secuencias de los partidores ssRs con su ubicación cromosomal y condiciones

de PCR utilizados.

Nombre del
Partidor y secuencias

Ubicación

cfomoso-

mal

Concen.

del

partidor.

Temperatura

de

Alineamiento

Número

de

Ciclos

Origen

Xglu A3
F 5'toccgccatgagtcaatc3'
R s'ttgggasacacattqqcc3'

250 nM 60'c 30 Devos y col., (1995)

Xgwml64
F5' ¿catttctcocccatcgtc
R 5' ttgtaaacaáatcgcatgcs3'

1A 250 nM 55"C 40 Roder y col., (1998)

Xgwm 135
F5' tgtcaacatcgttttgaaa¿gg3'
R5' acactstcaacctqscaatg 3'

1A 250 nM 60"c 30 Roder y col.,(1998)

Xgvm 498
F5' ggtggtatggactatggacact3'

R5'tttgcatggagqcacatact3'

1B 12,5 oM 55"C 40 Roder y co1.,(1998)

Xgdm 98
F5'ccatccalgaaatggcg3'

R5' scccttcactacccttcats3'

6D 15 nM 55'C 30 Pestova y co1.,(2000)

Xgdm 19
F5'gcgttcgagtgact¡ccaat3'
R5' attsacascasatsscasts3'

1D 15 nM 55.C 30 Pestova y col.,(2000)
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2,5.5 Electroforesis de geles de poliacrilamida desnaturante

Los productos del SSR se separaron en rm gel de PAA al 6Yoy 7,5Mdeweadel tipo de

secuenciación. La solución de poliacrilamida-urea se preparo a partir de una solución

acrilamida-bisacrilamida al 4oo/o. El gel de poliacrilamid¿ consta de tma solución que

contiene 70 mL de acrilamida-urea, 163 ¡rL de APS l0% y 88 pL de TEMED. A uno

de los vidrios se aplica Repel Silane de manera que impida que se adhiera el gel al

vidrio. Al otro vidrio se le agrega bind silano (l mL de etanol 95Yo,3 ¡:lde BindSilano y

5 pL de ácido acáico 10%). Una vez polimerizado, el gel se sometió a ',na diferencia de

potencial de 1800 Volt durante 30 min en rrna cámara de electroforesis con TBE 0,5X

como solución amortiguadora, sin las muestras, para que llegar a una temperatura de

50'C. Los productos de PCR se diluyeron a la mitad con solución de carga (95% de

formamid4 Xilen cianol y Azul de bromofenol lm{mL, y EDTA 10 mM) y se

calentaron du¡ante 5 minutos a 95oC. Se colocaron en hielo inmediatamente, hasta que

se cargaron en el gel. El gel se sometió a,'na diferencia de potencial de 1800 Volt

durante 1-2 horas a 70-80 W, a 50oC como temperatura óptima. Luego se procedió a la

tinción del gel con nitrato de plata.

2.5.6 Tinción de ADN con plata usando el sistema Silver SequencerM

Se fijaron los productos de PCR a1 gel dejándolo inmeño en 2 L de ácido acéttco a1 l0o/o

durante 30 minutos o hasta que el xilencianol desapareciera. El ricido acético se recuperó

para utilizarlo posteriormente en la detención del revelado. Luego se lavó el gel 2
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veces con Iüo destilada durante 5-10 min cada vez. se transfirió el gel a una bandeja

que contenía 2 Litros de solución de nitrato de plata (lglL) con 3 ml de formaldehido al

37%. Mientras se teñia el gel, se prepararon 2 L de solución de revelado, carbonato de

sodio (30gll), al que se le agregan 3 mL. de formaldehido a\ 37% y una gragea de

tiosulfato de sodio (10 mlml.). Se mantuvo refrigerado hasta usarse.

AI cabo de 30 min el gel se 1avó brevemente con I{2O destilada e inmediatamente se

sunergió el gel en Ia solución de revelado y se esperó la aparición de las primeras

bandas. Se defuvo la reacción con el ácido acético guardado y luego se lavó veces con

HzO destilada.

2.5.7 Determinacién del tam¿ño de los amplificados obfenidos por pCR

Para determinar los tamaños de los amplificados de PCR se utilizo el SILVER

SEQUENCETM DNA Sequencing System , de Promega, con el cual se realizo la

secuenciación de los fragmentos de interés del plasmido pGEM-3Zf(+).

Para cada reacción de secuenciación (G,A,T,C), en tubos eppendorf de 0,5 ml se

adiciono 2 ¡L de la correspondiente mezcla de dlddNTP. Se adiciono luego 200 pL

aceite mineral vegetal en cada muestra y se dejaron en hielo. Se preparo la siguiente

mezcla de reacción:

4,0 ¡tL

5,0 ¡.rL

3,6 Lú

1,0 pL

2,4 ¡tL

ADN control pGEM -3Zf(+)$ pg)

Amortiguador (5X) secuenciacién ADN

Partidor directo pGEM -32(+) (4,5 pmol)

Taq polimerasa

Agua libre de nucleasa
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Esta mezcla se distribuyó en los ouatro tubos de reacción.

El ciclo térmico de amplificación fue e1 siguiente: desnaturación inicial de 95.C por 2

min, 45 ciclos de 30 seg a 95oC (desnaturación), 30 seg de rmión de partidores a 42"C

y 1 min de extensión a 70'C. Finalmente 4. C por tiempo indefinido.

Los productos de secuenciación del plasmido y amplificados representativos de 1os

marcadores analizados, se sepÍr¿ron en un gel de poli acrilamida al 6%,7,5M urea del

tipo de secuenciación. Esto permitió por comparación, deúerminar el tarnaño en pares de

base de los alelos de SSR encontrados.

2.6 ldentificacién de subunidades de gluteninas de alta masa molecular

Para la extracción de las proteinas se utilizó una modificacién de la técnica descrita por

Ng y Bushuk (1987). Se molieron cinco granos por variedad, de los cuales se pesaron

12 mg de harina y se disolüeron en 300 pL de ,rn¡ solución amortiguadora compuesta

por 0,05 M de Tris-HCl (pH 8,0), 5 M de u¡ea, 0,2Vo de SDS, 3% de 2-mercaptoetanol

y 0,003% azul de bromofenol, con agitación ügorosa. Se dejo reposar una o dos horas a

temperatura ambiente.

Se analizó las muestras por electroforesis vertical, en geles de poliacrilamida-SDS

(SDS-PAGE) de 9 X 8 X 0,1 cm, según la técnica descrita por Laemmli (1970). Cada

gel contenía 10 carriles y se cargaxon 10 pL de la muestra en cada uno.

Se usó un gel concentrador y un gel separador que co¡lernzn 4,5Yo de acrilamid4 0,06%

de bisacrilamida, 0,05% de SDS, 0,125 M de Tris -HCL (pH 6,8) y 9Yo de acnlanida,
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0,12o/o de bisacrilamida, 0,05% de SDS, 0,38 M de Tris-H Cl (pH 8,S),

respectivamente. En ambos casos, la polimerización se comenzó agregando 0,044o/o de

persulfato de amonio y 0,043% de TEMED.

Las electroforesis se efectuó a 15 mA por gel, a tempemtura ambiente. La solución

amortiguadora de electroforesis usada, contenía 0,191 M de glicina, 24,7 ttñl de Tris-

HCl (pH 8,3) y 0,13% de SDS.

Los geles fueron teñidos dr¡rante toda la noche en una solución al44o/o de ácido acético

y 0,25 glL de azul de Coomasie R-250, y desteñidos en rma solución all}o/o de metanol

y 5o/o de ricido acético.

Para la identificación de las subtmidades se utilizaron variedades de perfil electroforetico

conocido como testigos (Hewstone y Hinrichsen, 1994).

En base a la composición de subunidades de HMWG, se determinó el índice de

calidad panadera llamado GLU-I. Este índice fue diseñado por payne y col. (1987) y

asigna determinados valores a cada subunidad, ,Tabla 4, Los valores obtenidos para los

distintas subunidades presentes en un genotipo se sumarl El máximo valor posible de

obtener es 10, el que esta asociado a niveles de calídad superior. Se aplica un factor de

corrección en los casos que exista translocación con cent€no; con valores de GLU-1

entre 8 y 10 se restan 3 puntos, entre 5 y 7 se restan 2 puntos y entre 3 y 4, I punto.
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Tabla 4. Valores asignados para pares o subunidades simples de gluteninas

de HMWG^

Valor Cromosoma 1A Cromosoma 18 Cromosoma lD
4 5+10
3 1 17+ l8
-) )* 7+8
2 7+9 2+12
2 3+12
1 Null 7 4+12
1 6+8



2.6 AnáIisis estadístico

Para analiza¡ las asociaciones existentes entre los ma¡cadores genéticos y los parámetros

de calidad evaluados, se utilüó la metodología descrita por Ostle (1963). Esta

metodología permite correlacionar variables cualitativas (alelos de microsatélites) con

variables cuantitativas (panámetros de calidad).

La fórmula de correlación (É-2 ) es la sigrriente:

k_-1

I n, ( Yi-Y )"
i=1

ü-

Para cada paráme1ro de calidad y cada marcador SSR, se realizó un ordenamiento de los

datos por üpo de alelo, los que se denominaron arreglos. En este análisisyr es el

promedio del i oho 
grupo consistente en ni observaciones (número de observaciones

de cada arreglo) e Y es el promedio de todas las observaciones. La tasa de correlación

E2 se compone de un numerador formado por la sumatoria de las diferencias entre el

promedio de la variable cuantitativa para una determinada variable cualitativa (alelo) y

el promedio general de la variable cu¿ntitativa, multiplicada por el número de indiüduos

que tienen ese determinado alelo. El denominador se obtiene sumando las diferencias

entre cada valor indiüdual y el promedio general de la variable cuantitativa que se esüi

analizando. Para determinar la significación est¿dística de las correlaciones obtenidas,

se utilizaron las tablas de Woo (1929).

i i 1Yu-v- f
i:1 j=1



3. RtrSULTADOS Y DISCUSTON

3.1 Análisis de calidad panadera

Los análisis de calidad realizados al germoplasma experimental se señalan en la

Tabla 5. En dicha Tabla se ordeno el germoplasma por valores descendentes de

volumen de sedimentación. El germoplasma experimental presentó un amplio rango

para sedimentación, con valores que fluctuaron ettre 4,9 y 14,5, 1o que permitió

disponer de genotipos de mala, regular y buena calidad para sedimentación. En

cambio para porcentaje de proteína de1 grano, gluten seco y gluten húmedo la

variabilidad no fue tan alta como para sedimentaciór¡ ya que para estos parámetros

no hubo variedades que pudieran considerarse de baja calidad, sino que solamente

regulares y buenas. Esto sucede porque es muy dificil que una línea de trigo que a

recibido un adecuado manejo agronómico presente bajos niveles de proteína en eI

grano, que es lo que evalúan principalmente estos aruílisis. El porcentaje de

proteína del gano fluctuó entre 11,2 y 15,9Vo, los valores para gluten seco varia¡on

entre 10,3 y 18,6Yo y los de gluten húmedo entre 31,7 y 53 %.

Para sedimentación, porcentaje de proteína del grano, gluten seco y gluten húmedo,

mayores valores implican mejor calidad. En cambio para glulen índex y dureza esto
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es distinto, ya que en estos casos no se puede hablar de buena o mala calidad sino de

usos disüntos. El germoplasma experimental presento índices de dureza que

clasifican este material como muy duros (16 a 20,9%), duros (21 a 25,9Yo) o semi

duros (26 a30,9%).
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Tabla 5. Calidad panadera del germoplasma experimental, determinada mediante el

contenido de proteína del grano, sedimentaciór¡ gluten húmedo, gluten seco, gluten

índex y dureza del grano.

Entrada
Sedimen-

tac¡ón (mL)
Proteína

P/.t
Gluten

humedo (%l
Gluten

Seco {%} Glutén índer
Dureza

fr.l
14,5 ó/,o 13,'l 79,8 24
't3,9 13,1 39 12,5 94,8 19,4

4 12.5 12,9 38,1 13 99,4 22,2
61 12,1 15 34 14,3 98,1 24
62 12 14,2 42,9 't5,2 91 ,8 21,2
41 12 12,7 12.4 17 ,7
25 11 ,9 12.1 34,3 11,7 99,7 22
13 I t,o 12.7 co.o 12,5 99,4 't9,7
3 11.6 12.6 12,6 99,2 ,^)

68 11 ,4 14,4 37 ,7 13,4 99,4 19,6
18 11,3 12.4 37 ,5 13,2 99,7 21 ,4
60 10,9 43.2 14 96,3 to
58 14,7 14,8 42,3 13,7 75.4 20,3
14 10,7 14,5 42,8 14,4 85,3 20,8
2 10,7 12,5 JO. / 12,9 99,7

54 10,4 14,9 43,3 14,5 94,4 20,7
71 10.4 13,1 38,7 13,1 90,9 2A
17 10,2 13,3 35,1 a) o 100 19,8
,|

10,1 rJ,/ 40 14,2 9'1 ,5 18,5
67 10 14.2 45,5 15,1 52,3

10 11 ,7 34,4 11,3 20,4
59 oo 15.9 48.4 16,6 56,4 27 .3
64 9,8 13,8 42,8 14,3 92,3
30 14,3 43,4 13,4 85,9 21 ,7

12,4 34,9 11,5 96,2 20,7
52 9,5 15.2 18,6 76,9 22,4

OA 14,1 14.1 85.1 18,7
76 9.4 12,3 39,3 13,3 84,9 18
lo 9,2 14.7 41 13.4 91 ,4 19,3

o, 12.5 40,8 13,4 80,5 21 ,2,)o ol 39 14.4 99,2 18,1
66 14,4 40,4 13 88,8 20,3
75 I 41,6 13.4 76,2 '19,6

80 12,7 35,7 90,2 22,8
27 8.8 43,1 14,2 96,3 19.3
65 8,8 14,1 42 14,2 9't ,6 21
70 8,8 1 3,9 37.8 12.8 99,4
77 8,8 12.4 11,8 99,4
40 8,8 '12,1 1)1 A1 7 18,5

8,7 14 41 ,2 1t ) 85,9 26,4



Continuación Tabla 5.

Entrada
Sedimen-

tación (mL)
Proteína

$l
Gluten

humedo lolo)

Gluten
Seco {%} Glutén índex

Durcza
('/.1

o 8,7 12,5 37 ,8 12,7 95,2 20,6
55 E,6 14,7 44 14,5 90 17 .8
74 8,6 12.6 36,5 '12.3 66 26,3

8,6 11,8 32 11 93,4 9)9
63 8,5 14.3 41 '13,9 óo,o ¿ó,o

8,5 11,5 28.5 10,3 99,6 22.9
51 8,4 12,4 33,6 11 .'l 93,4 18.6
,R 8,3 14,9 38,4 99,7
11 8,3 13.3 43.4 15,9 62,9

8,3 13,1 41 ,8 13,6 86,6 17 ,9
56 8,2 14.7 45,3 14,8 85,6 20,6

8,1 12,1 36,5 't2,8 81,1 23,8
45 I 13,1 40,4 13,7 76,5 20,4
5 I 't2.2 36,'f 12.1 d'7 ') 20,2

47 I 12 óó,¿ 11 ,2 95.5 'i8
lo '70 12,7 37,6 13,1 91 ,8 18
42 7,9 '11,5 31 .8 10,7 94,3 17 .5
69 7,8 13,6 42,2 14 71 ,8 21 .4
43 7,5 11,2 33,8 1 85,2 17
7 7,4 1)l 35.1 11 ,3 86,6 24,6

50 7 ,'l le o 3't ,7 12.8 do '7 17 ,5
20 6,7 13,8 39,4 13,4 90,8 18
22 6,7 '12,3 aoq 13.2 86,6 18.9
10 6,5 '13 40,3 14,1 s',t ,1 20,1
49 6,4 13,1 38,9 12.6 87 ,'l 18,4
JO 6,4 1 1,3 37,9 12,9 73.1 25.5

o,¿ 13.9 41 ,1 13,2 76,4 19,6
19 o,¿ 13 39,7 13 77 ,6 18,5

6,1 12.3 34 11 .7 96,2 18.7
ót o, I 11,8 39.4 83,5 18

5,9 12,6 38,1 12,5 u,1 19,4
34 5.9 1' ') 13,1 a¿,ó 21 ,9
48 5,9 11,7 33.9 11.5 oro 17,5

5,8 12.7 40,1 13,5 39,'1 22.5
46 5,8 12,2 11 o¿ 18
32 5,8 11,4 33,2 11.1 87 .2 18

12,3 34,7 't 1,9 88,2 18
44 1 '1,5 1?,4 80,4 18,9
I c,J 14 43,8 15,3 46,3 24,3

24 4,9 1,5 31 ,7 74,2 19,31



Al correlacionar las pruebas de calidad realizadas mediante el método de pearson,

Tabla 6, se obfuvo corelaciones estadísticamente significaüvas entre porcentaje de

proteín4 sedimentación y gluten seco. Estos resultados son similares a los obtenidos

por otros autores como Johansson y Svensson (1999)" que informaron de la

existencia de una correlación significativa entre contenido de proteína y

sedimentación para trigos primaverales. Branlard y col., (1991), por su paxte

señalaron altos niveles de correlación para las pruebas de calidad: contenido de

proteina, sedimentación, mixograma y farinograma, en e1 an¿iLlisis de 125 trigos de

habito invemal. Gluten húmedo no presentó una cor¡elación significativa con

sedimentación. En general gluten seco es tm mejor parámetro de selección para

calidad que gluten húmedo. Esto es reafirmado por el trabajo de Sip y col-, (2000),

quienes encontraron un bajo efecto del cultivar sobre el contenido de gluten húmedo

en comparación al efecto de localidad, año y maaejo agronómico.

EI índice de correlación de gluten seco con proteína (0,77) es más alto que el índice

de correlación de sedimentación con proteina (0,36). Esto ocrrrre porque el gluten

seco es principalmente un indicador de la cantidad de proteína de reserva del grano,

y sedimentación señala la calidad de la proteína de reserva del grano. Resultados

similares fueron obtenidos por Cygankiewicz (1997), qüen estudio 511 trigos de

inviemo y 71 1 trigos de primavera- A este germoplasma se les determinó distintos

parámetros de calidad (sedimentación, contenido de proteína, resistencia al amasado,

decaimiento de la mas4 volumen de pan y calidad de pan). Los resultados obtenidos

indicaron que los valores de sedimentación fueron los que presentaron las

corelaciones miis altas con calidad de gluten.
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Tabla 6. Coeficiente de correlación de Pearson, entre porcentaje de proteína del

grano, Sedimentación, gluten húmedo, gluten seco, gluten índex e índice de

dureza.

o Coeñciente de correlación estadísticamente signífrcativo al 5%.

Proteína
Sedimen-

tación
Gluten

húmedo
Gluten
seco

Gluten
índex

lndice de
dureza

Proteína 1,0*
Sed¡men-
tac¡ón 0,36. 1,0*
Gluien
húmedo 0,71* 0,16 1,0*
Gluten
seco o.77* 4,22* 0,88- 1,0*
Gluten
índex -0.05 0,37- -0,36" -0.32r 1 .0*
lndice de
dureza o,21 0,21 0,28* 1,0*
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3.2 Detección de translmaciones con cenfeno.

Un alto número de lineas en ensayo (41%), mostraron la presencia de ADN de

centeno. Los partidores utilizados amplifican un segmento de ADN especifico de

centeno, pero no permiten identificar si la translocaoión existente corresponde a

IAU1RS o lBL/lRS.

En Tabla 7 se indican con color rojo las variedades que presentan translocación con

centeno. En dicha Tabla las líneas experimentales se ordenaron por valores

ascendentes de sedimentación, lo que permite apreciar que los valores más bajos de

sedimentación, estuüeron asociados con la presencia de translocaciones. Esto

indica una disminución en la calid¿d de las proteínas de reserva en el grano por

efecto del 1RS. El efecto pe{udicial de la translocación 1BV1RS sobre

sediment¿ción fue informado por Bullrich y col.,(1998), quienes señalaron que este

efecto fue observado en todos los genotipos estudiados. En este mismo estudio la

translocación produjo una disminución del número de espigas por planta y un

aumento del peso de los granos.

La presencia de secalinas no tuvo efecto en el porcentaje de proteínas del gmno ni

en el porcentaje de gluten seco. Estos resultados son coincidentes con Johmon y col.,

(1999) quienes no detectaron efecto de la translocacíón 1BL/1RS sobre contenido de

proteína en el grano, contenído de humedad del grano, así como tampoco en las

propiedades reológicas de la masa.

Las proteínas de centeno, secalinas, provocan en el trigo rrna disminución en la

calidad de las proteínas de reserva del grano, por una disminución de la
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concentmción de gluteninas. La cantidad total de proteinas no disminuye debido a

que se produce un aumento de las proteínas solubles en soluciones salinas. El hecho

de que el porcentaje de gluten seco sea una prueba de calidad panadera que esta m¿ás

correlacionada oon la cantidad que con la calidad de la proteína de reserva del grano

explica porque no se vio afectada por la presencia de las translocaciones.

En investigaciones como la presente, donde se busca encontrar marcadores genéticos

asociados a calidad panadera, es importante considerar la presencia de

tralslocaciones, pues son factores que afectan directamente Ia calidad panadera.

No considerar esta caracferística induciría a ffear pa.trones de selección er¡ados.

Dentro de los trabajos habituales del Proyecto Trigo del CRI La Platin4 no se

realizan determinaciones de translocaciones con centeno. El alto número genotipos

que mostraron presencia de ADN de centeno en esta investigación planteó la

necesidad de realizar este tipo de prueba en forma regular, en 1os programas de

mejoramiento.
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Tabla 7. Valores de sedimentación ordenadas en forma ascendente, porcentaje de

proteína y porcentaje de gluten seco del germoplasma experimental. Las

enkadas de color rojo indicaa presencia de ADN de centeno ell esos

genotipos.

Entrada
Sed¡men-

taG¡ón Proteína {%l
GIuten

seco(%l Entrada
Sedimen-

tación Proteína (%)
Gluten

séco{%}
24 4,9 11,s 11 79 8,7 14 1L)
I 14 1 5,3 át 8,8 12.1 12.14 '11,5 12,4 77 8,8 12,4 11,8

35 12,3 11,9 70 8,8 la o 12,8
t2 5.8 11 ,4 11 ,1 65 8,8 14.1 14.2
¡16 5,8 11 27 8,8 't5.7 14,2
9 12,7 80 8,9 12,7

48 11,7 11.5 75 9 '13,5 13.4
34 5,9 .1? ) 13.1 66 14,4 IJ
21 EO 12,6 12.5 ,o 9,1 13,2 14,4

o,t 1't.8 12,8 7A o, 13.4
23 o, l 11 .7 o,) 14.7 13,4
19 o,¿ 13 ¡5 76 9,4 12,3
73 6,2 13,9 13,2 57 9,5 14.1 14,1
38 6,4 11,3 12,9 1\) 18,6
¡19 6,4 13,1 12,6 12 9,6 1'A
l0 6,5 't4,1 30 9.7 14.3 13,4
22 6.7 12.? 13.2 64 9,8 13,8 14.3
20 b./ 13,8 13,4 59 1 5,9 16,6
50 7.1 13,9 12,8 3t '10 11 .7 11,3
7 7,4 12,4 '11,3 67 '10 14.2 15.1

43 11 ,2 11 1 '10,1 13,7 1Á ',)

69 7.8 13,6 14 17 10.2 a1 d
42 7,9 1't,5 10,7 71 10.4 13,1 13,1
16 7,9 12,7 13,1 54 10,4 14,9 14,5
47 I 12 11 ,2 2 10,7 12,5 l, o
5 I 1) ') 12,1 14 10,7 14,5 14,4

45 8 13,1 13,7 58 10,7 14,8 13,7
JC 8.'1 12,1 12,8 60 10,9 tc 14
56 8,2 14.7 14,8 18 11 ,3 12.4 la a

53 8,3 'f 3.1 13,6 68 11 .4 14,4 13,4
11 8,3 15.9 3 11.6 I Z,O 12,6
28 8,3 14.9 13,5 13 1,6 12,7 12.5
5t 4,4 12,4 11 ,1 11 ,9 12,1 11 ,7
39 8,5 1.5 10,3 41 12 12,7 12.4
oó 8,5 14,3 '13.9 12 14.2

8,6 11 ,8 't1 61 12,1 15 14,3
74 8,6 12,6 12,3 4 12.9 13
55 8,6 14,7 14.5 38 l2 0 13,1 12.5
6 4,7 12,5 12,7 15 14,5 13,7 13,1
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3.3 Análisis del germoplasma mediante microsatélites

3.3.1 Caracterización de los microsatélites en la población experimental

Algunos de los marcadores utilizados en este habajo, fueron obtenidos de la

colección de Roder y col., (1998), quienes realizaron la construcción de un mapa

genético de alta densidad para trigo de pan, consistente en 279 marcadores SSR.

La totalidad de los marcadores evaluados y sus origenes se indican en los Anexos 2 y

3. Los marcadores seleccionados para esta investigación, se ubican principalmente

en los cromosomas homeólogos I y 6, que es donde estan ubicados los loci para

proteinas de reserva del grano.

Inicialmente en esta investigacién se habia planificado evaluar un alto número de

estos partidores, pero al iniciar los trabajos se encontró una seria dificultad; los

productos de amplificación obtenidos no eran los esperados. Reiteradamente y con

distintos partidores se producíal múltiples productos de arnplificación no

específicos, como los que se ilustraa en la Figura l.

En algunos casos, como con los microsatélites Xgrvm 498, Xgdm 98 y Xgdm 19,

se logró obtener un buen producto de amplificación reduciendo la concentración de

partidores en la mezcla de reacción de PCR en 15 veces aproximadamente (de 250

nM a 15 nM), en relación a la concentración usada frecuentemente. En otros casos,

a pesar de múltiples cambios en la metodología utilizada (modificaciones en los

ciclos térmicos y en la mezcla de reacción del PCR, cambios de reactivos y de rutina

de trabajo) no se obtuvieron resulfados positivos.
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De 28 marcadores evaluados, sólo siete se comportáron adecuadamente, siendo

capaces de ampliñcar segrientos específicos de ADN. Uno de estos siete, HVM4,

resulto completamente monomorñco, (Figura 2), por lo que no tiene utilidad como

maxcadof genético.

Posteriormente se dispuso de información de otros centros de investigación

nacionales (Javier Zuñig4 CRI Carillanca, INIA, comunicación personal) y

extranjeros (Stephenson et a1.,1998), los cuales habian obtenido resultados similares

a los nuestros, 1o que indicaba que parte de los microsatélites que se encuentran

publicados en distintas reüstas científicas, no son aptos paÉ ser utilizados como

marcadores genéticos, al menos en los genotipos usados en este trabajo.

Se buscó la causa de porque unos marcadores funcionabari bien, es decir

amplifícaban segrielltos específicos ADN y otros en cambio producen múltiples

productos de amplificación que no es una característica propia en un SSR Para esto

los marcado¡es evaluados fueron separados en dos grupos; los que presentan un

buen comporüamiento como marcadores genéticos, Aaexo 2, y los que no, Anexo 3.

Para ambos grupos de partidores, mediante el programa OMGA 2.0 se les

determino el% CG,la Tm (melting térmico), 1a Tm diferencial y la capacidad de

que cada partidor se hibride consigo mismo (auto-alineamiento) o con su pareja

(alineamiento primer-primer). El resumen de estos análisis se indican en la Tabla 8,

y como se observa en dicha Tabla, no se encontró ninguna diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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Una explicación probable para los SSRs que producen múltiples productos de

amplificación, es que los pafidores se estén alineando en secuencias que estián

repetidas en el genoma, produciendo un alto número de ampl'ificados.

De acuerdo a lo señalado por Victor Obreque (CRI la Platina, INLA., comunicación

personal), quien a trabajado en la elaboración de SSRs específicos para el genoma de

camelidos, al confeccionar los partidores para amplificar un determinado

microsatélite, las secuencias seleccionadas podrian no ser las más convenientes, si

estas no son especificas. Esto quiere decir que los partidores sintetizados tienen la

capacidad de alinearse en distintos segmentos del ADN, en los cuales, s'i bien no

existe un cien por ciento complementariedad, igual se producen distintos grados de

alineamiento, dependiendo de las condiciones y tipo de reactivos de la mezcla de

reacción del PCR y de los ciclos térmicos. Los partidores que presentan el este tipo

comportamiento no tienen utilidad y se descartan.
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Xgvm 232 Xgwm 259 XgwE 268 Xgwm 357

Figura l. P¡oductos de amplificación de cinco marcadores SSR en gel

de poliacrilamida desnaturante.

Figura 2. Productos de amplificación del partidor monomorfico FIVM4, en 16

entradas del germoplasma experimental.

rffi

Hl|üI4
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Tabla 8. Prueba de t para comparación de medias entre grupo de partidores SSR que

presentaron buen y mal comportamiento como ma¡cadores genéticos.

t Promedios con igual letra para cada variable medid4 no difieren

estadísticamente entre si. SegúnPrueba de t (p<0,05)

Grupo de partidores
con distinto
comportamienfo
como ma¡oadores o/oCG

Temperatura
de

desnaturación
térmica
(rm)

Auto-
alineamiento.

Máxima
puntuación

Alineamierto
primer-primer

Ir4.áxima

puntuación

Ternperatura
De

desriaturación
Té¡mica

Diferencial
(Tm ditr)

Buen
comportamiento

(n = 14)

50, 40 a* 55,90 a tl,79 a 11,86 a 1,3't a

Mal
compofiamiento

(n : 42)
50,08 a 56,15 a 12,52 a 1 I,l0 a 1,56 a
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Para los seis microsatélites que fueron capaces de amplificar segmentos específicos

( Xglu .A3, Xgwm 164, Xgwm 135, Xgwm 498, Xgdm 98 y XCdm 19), se les

determinó el tamafro de las bandas amplificadas mediante la secuenciación del

plasmido pGEM-3Zf(+). Los productos de secuenciación del plasmido se

separaron en un gel de PAA al 6Voy 7,5 M de urea del tipo de secuenciación (Figura

3). En e1 mismo gel se cargaron amplicones representativos de todos los alelos de

cada marcador, 1o que permitió determinar su tamaño por comparación. Cada alelo

de cada marcador se denominó de acuerdo a su tamaño en pares de base,

considerando la primera banda en los casos de .'slippage,, muy severo.

Los alelos obtenidos para los microsatélites: Xglu A3, Xgwm 164, Xgrum 135,

Xgrvrn 498, Xgdm 98 y Xgdm 19 en el germoplasma experimental se presentan en

Las Tablas 9, 10, 11, 12, 13 y 14 respectivamente. Fotografias de los geles

desnatuantes donde se observan las bandas obtenidas por SSR se muestran en las

Figuras 4, 5 ,6,7,8y 9 .

Como se puede observar en las Figuras anteriormente mencionadas, los productos

de PCR originan un patrón doble o una escalera de bandas (.,DNA slippage,,). Esto

ocurriría porque la ADN polimerasa agrega dATp en los extremos del producto de

PCR, generando hebras del mismo segmento de ADN con movilidad electroforética

diferente. También se ha propuesto que est¿s escaleras se formarían porque la

polimerasa no es capaz de reproducir exact¿mente el número de repeticiones en cada

evenlo replicativo (alta tasa de mutación) §arváez, 1998).
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7 E 910 tt t2 1314 15 16 17 t8 19 20 2t

Figura 3. Determinación de1 tamaño de los amplificados obtenidos con partidores de

microsatélite, por comparación de los productos de secuenciación del

plasmido pGEM-3Zf(+). Los carriles 7, 8, 9 y 10 corresponden a los

productos de secuenciacién del plasmido- Los carriles 1 al 6 son alelos del

marcador Xglu A3, los carriles 11 al 17 son alelos del marcador Xgwm 164 y

los carriles l8 al 21 son alelos del marcador Xgurn 135.

2OSb
q

Á.§.T;
.:.¡f ¡,,,

' r,lrl1

Xgwm 164

roQb
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Hancock (1999), por su parte señala que el fenómeno de..splippage,, podria ocurrir

por que la hebra naciente de ADN puede disociarse del ADN templado y al

rehibridarse ambas hebras, por el alto número de secuencias repetidas, existe una

alta probabilidad que e1 realineamiento ocurra en una zona errada, produciendo

amplificados de mayor o menor tamaño que el ADN templado.

Las variedades y líneas de trigo utilizadas en este trabajo son homocigotas producto

de más de 10 años de auto fecundación y los marcadores utilizados estrán mapeados

solamente en rm cromosoma. Por estos motivos para cada genotipo se esperaba

encontrü sólo una banda o producto de amplificación. Los resultados que se

obtuüeron sin embargo fueron diferentes. En una alta proporción se encontró

genotipos que presentaron dos o tres productos de amplificación. Este resultado es

coincidente con reportes de investigadores de1 INTA, Argentina (Manifesto y

coI.,1998).

El fenómeno anterior podría deberse a que el trigo es un alohexaploide, originado a

partir de tres especies ancestrales cercanas, las cuales poseen muchos /ocl en común,

por 1o que no es rffo suponer que los pafidores estén amplificando regiones de ADN

presentes en los tres juegos de cromosomas homeologos. En futuras

investigaciones se podría dilucida¡ esta interrogante analizatdo poblaciones

segregantes con sus respectivos progenitores, o secuenciando cada uno de los de los

fragmentos amplificados y veriñcar su diferente natumleza nucleotidica.



Tabla 9. Alelos del microsatélite Xslu A3 oresentes
en el germoplasma experiñrenlal.'

Figura 4. Se ilustra con algunas entradas, los alelos del microsatélite

Xglu A3. En cada alelo se destaca una banda principal
acompañada de bandas adicionales que no son

consideradas en el análisis.

Xglu A3 VARIEDAD Xglu A3
1 150-145 41 143-136
2 143-141 42 143-136
3 143-136 43 150-148-145
4 't 43 44 143-136
5 143-136 45 148-145
6 143 46 150-145
7 145-143 41 143-136
8 148-145 48 143-136
9 155-145 49 143-136

10 143-136 50 143-136
1 143-'t36 5f 145-'t43
12 150-145-143 152-150-145
t3 143-141 53 143-136
14 150-145 54 150-'145
't5 150-'145-143 't50-145

l6 r43-136 56 150-145
17 143-r 4'l 57 150-145
18 143 58 143-'136

f9 143-136 145-143
20 143-f 36 60 143-141
21 143-136 61 150- 145

143-136 143-141
23 143-136 63 '143-136

24 143-136 64 '143

25 143-138 65 148
26 143,141 66 143-136
27 143-141 67 f43-136
28 143-136 68 143

143-'t38 69 150-145
30 143-141 70 143
31 143-136 71 150-145
32 143-f36 72 145-143

150-148 73 150-145
143 74 150-143

143,136 75 143
36 143-136 76 148-145
37 143-136 77 143-141

152-145 78 143
143-141-r 36 79 143-136

40 143-136 80 143-'138

o



Tabla I 0. Alelos del microsatélite Xgwm 164 presentes
en el germoplasma experimental

Figura 5. Se ilustra con algunas entradas, los alelos del microsatélite
Xgwrn 164. En cada alelo se destaca una banda principal,
acompañada de bandas adicionales que no son consideradas en
el análisis.

VARIEDAD Xgwm 164 VARIEOAD Xgwm 164
118 41

2 't21 42 121
3 121 43 121
4 121 44 118

121 45 121
6 121 46 121
7 47 121
8 115 48 121
I 118 49
't0 118 50 121

118 5l 1',t8
't2 '1 18 52
13 121 53 '12'l

't4 121-113 54 118
15 136 118
16 121 56 118
17 121 18
18 12'l 58 118
19 1 '18 59 't't8
20 18 60 121
21 1 't8 6'1 118
22 121 118
23 118 63 121
24 121 64 121

121 b5 118
121 121
'121 15

)R 't21 68 121
,o 121 69 121
30 121 70 121

't21 71 12A
1'18 72 118
'125 121
12'l 74 121

35 't21 75 121

121 118
37 121 77 118

7A 121
121 79 18

40 121 80 121



Tabla I L Alelos del microsatélite Xgwm 135 presentes
en el germoplasma experimental.

Figura 6, Se ilustra con algunas entradas, los alelos del microsatélite
Xgwm 135. En cada alelo se destaca una banda principal,
acompañada de bandas adicionales que no son consideradas

en el análisis.

VARIEDAD Xqwm 135 VARIEDAD Xswm 135
1 118 41 r18
2 118 12 118

't36-118 43 l8
4 18 44 118
5 't 18 45 145- 1 't8

6 118 46 1f8
7 '18 47 18

I 136-118 48 118
141-11E 49 118

10 138-118 50 118

11 138-118 5'1 118
141-118 52 118

13 18 53 118
14 136-118 54 118

15 118 55 118
'l 18 56 118

17 18 57 118
18 '118 58 118

19 118 59 134¡'t8
20 118 60 118

21 118 61 '18

22 6? 'fi8
23 r18 63 Í8
24 118 64 145-118

t'18 65 118

26 118 66 145-118
27 1'18 67 1't8
28 118 58 145- I l8

'18 69 18

30 f18 70 14s-118
31 118 71 141-118

1t8 72 't4'1-118

118 1t8
34 18 '14 18

18 75 145- I 't 8

36 118 76 118
t8 77

38 18 78 145-118

39 18 l8
40 t'18 80 r45-118



Xgwm 498

Figura 7. Se ilusfra con algunas entradas, los alelos del microsatélite
Xgum 498. En cada alelo se destaca una banda principal,
acompañada de ba¡das adicionales que no son consideradas
en el análisis.

Tabla 12. Alelos del microsatélite Xgwm 49-8 presentes
en el gl I llu expeiimental.

VAREDAD )€wrn 4S VAREDAD .xbwrn 4 98
1 152-'tU 41 152-',tU

1A-19 42 1A-1U
3 1A-1U 152-13/.
4 1A4U 44 152-1A
5 152-13r'. 45 1il-1U
6 152-13r'' 6 152-13/.
7 1A 47 1A-1U

1A-1U I 1á2-',tu
I 152-13/. 49 152-13/.
10 152-13r'. 50 152-13/.
11 152-13/. 51 152-13/
12 1A-1U 152-13/.
13 152-13r'. 152-13/.
14 1A-19 g 152-13/

1A4U 56 152-13/
152-1U 56 1Q-|U
't52-1U 152-1y.

18 1 52-134 58 1 52- 1 34

19 152-1U 5S 1AlU
fr 152-134 m 1A4U
21 1s2-1U 6't 1524

152-1U 152-13/.
152-1U 6' 152-13r'.

24 152-134 64 152-,tU
152-13/. 65 152-13l

6 't 52-13/. 6 152-1U
27 1A-1U 67 0
n 1A/U @ 152-13/.
n 't 52-1U @ 1A-1U
30 't52-19 70 152-134
31 15¿-134 71 1A

152-1?4 72 1A4U
152 1A-19

34 152-134. 74 '152-1U
152-13r'. 1A4U

36 152-1U 76 1A-1U
152-13l. n 152-13l.

38 152-13/. 1A1U
152-13r'. 152-1

ñ 1A-\U 80 152-1U



Tabla 13. Alelos del microsatélite Xgdm 98 presentes

Figura 8. Se ilustra con algunas entradas, los alelos del microsatélite
Xgdm 98. En cada alelo se destaca una banda Principal,
acompañada de bandas adicionales que no son consideradas
en el análisis.

Xgdm 98

144
144 2 14A

150
4 4, 148

4

7 4'. 50
I I 14Í

144 49 148
50 '148

11 51 124
12 1: 124

53 144
54 144

15 144 5 14A
150 6 52-flA
148 '148

18 150 5I 144
144 I
144
148 6

22 148 62 144
14A 63 148

24 144 64 150
150 65

26 124 150
?7 124 67 148
2A '148 68 'l4a
29 144 69 14A
30 144 70 150
31 150 71 0
32 148 72 144

150 73 150
34 0 74 't50

fla 75 0
36 150 76 148
37 148 77 148

150 150
39 't50 14A

148 80



Xgdm l9

alelos +,

Entradas

Figura 9. Se ilustran con algunas entradas, los alelos del microsatélite
Xgdm 19. En cada alelo se destaca una banda principal,
acompañada de bandas adicionales que no son consideradas en el
análisis.

Tabla 14. Alelos del microsatélite Xgdm l9 presentes

XGDM-19 VARIEDAD )GDM.19
,| 176 41 't82
2 1 85-'l 70- 1 66 42 185

3 190 43 182
4 182 M 't82-176

5 182 45 182
6 182-'t76 46 182
7 182-168 47 '190

8 195-170 48 185

I 185 49 185

10 176-166 50 185

11 17&163 t1 190

12 187-176 170
142 176

14 147 54 176
15 182 176
'16 182 176

17 57 176
'18 190 58 17G166
19 185 59 185163
20 '182 60 't 85-'168

182 61 176,163
190 62 170

142-176 185-170
24 185-182 64 1A2

142-170 65 187

b 182 66 185

27 182 67 182
2A 182 68 176
29 't76 69 170
30 182-170 70 185

31 182-176 71 190

185 72 170
182

u 182 74 182
185.176

187 -182-',t76 76 147

77 1A2
38 187 182
39 187-182 142
40 182 80 170
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La variabilidad de cada locus de microsatélite fue evaluada mediante el contenido de

información polimorfica (PIC). El PIC fue calculado usando la siguienk formula

(Anderson y col ., 1993):

PIQ: t -t pi
J=1

Donde P es la frecuencia del alelo j para el marcador i.

En la Tabla 15 se presentan los PIC obtenidos para cada marcador conju[tamente

con el número de alelos por locus estudiado y el rango en pares de base en que ellos

se encuentran. Los marcadores Xglu A3 y Xgdm 19 fueron los que registraron 1o

niveles mas altos de polimorñsmo, carackrístíca deseable para un buen marcador-
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Tabla 15. Rango en tamaño de pares de base, número de alelos y contenido de

información polimorfica de cada microsatélite usado para estudiar la calidad

panadera de 80 variedades de trigos de pan.

Microsaté¡ité

Rango en
tamaño de
pares de

base

Número de
alelos

PIC

Xolu A3 136 a 155 o 0,721

Xq\ivm 164 1 13 a 136 10 0.51

Xowm135 11A a 145 6 o,203

Xswm 498 134 a 154 0,384

Xodm 98 124 a 152 5 0.504

Xgdm 19 163 a 195 10 0,758
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3.3.2 Correlación de calidad panadera y marcadores SSR

Para realizar el análisis estadístico de los resultados obtenidos, se consideró como

genotipo (unidad experimental) al alelo o banda única, o bien a la combinación de

bandas en su conjunto cuando se obtuvo más de un alelo por línea experimental. Se

siguió este procedimiento, porque no existe certeza sobre el origen de más de un

alelo por genotipo. A través de la comunicación personal con investigadores que

trabajan en esta iirea (Javier Zuñrga, CRI Ca¡illanca IMA) se nos ha informado que

las bandas dobles de algunos marcadores presentan segregación en la progenie en

cambio para otros marcadores estas bandas dobles o triples cosegregan en la

progenie.

Para determinar cu¿les microsatélites estaban asociados con calidad panadera, se

u,tllizó la metodología descrita por Ostle (1963). Este análisis permite conelacionar

variables cualitativas (alelos) con variables cuantitativas (pruebas de calidad

panadera). El nivel de signi{icancia estadística de estas correlaciones se determinó

mediante las tablas de Woo (1929) (Tabla16).

Para porcentaje de pro&ína e índice de dureza sólo se encontró asociación

signifrcativa con el marcador Xgdm 19, la prueba de sedimentación se correlacionó

con Xglu A3, Xgwm 164 y Xgdm 19, gluten seco se relacionó con Xglu A3, Xgwm

135 y Xgdm 19, gluten índex fue el panímetro con un mayor número de marcadores

asociados; Xglu A.3, Xgwm 164, Xg*m 135 y Xgdm 19. No se encontró ningún

marcador que estuüera correlacionado con gluten húmedo. I-os SSR Xgwm 498 y

Xgdm 98 no estuüeron asociados con ningún parámetro de calidad.
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Considerando que el objetivo de este trabajo es asociar marcadores moleculares a

/oci genéticos de proteínas de reserva y de dureza del grano, en los análisis

posteriores solo se incluyeron aquellos SSRs que esüán correlacionados

significativamente con algunos de los parámetros de calidad estudiados.

Para comparar las combinaciones alélicas dentro de cada marcador, en relación con

aquellos paÉmetros de calidad con los cuales estián positivamente asociados, se

realizó la prueba de Duncan. Las Tablas 17, 18, 19, 20 y 21 indican las

combinaciones alélicas de los distintos ma¡cado¡es asociados con: Porcentaje de

proteíria, sedimentaciór¡ gluten seco, gluten índex e índice de dureza

respectivamente. Estos aruilisis, para que sean de utilidad en un programa de

mejoramiento genético, deben ir acompañados de la distribución de la frecuencia

genetica que presentan dicha combinación alélica a distintos niveles de cada

panírnetro de calidacl. En las Figuras 10, 11, 12, 13 y 14 se presenta dicha

distribución para porcentaje de proteína, índice de dureza, prueba de sedimentación,

gluten seco y gluten índex respectivamente.

Para que una combinación alélica sirva como herr¿mienta de selección para calidad

panadera debe presentar un buen valor para una determinada prueba de calidad,

tomando en cuenta el promedio para dicho en todas las líneas en que este

presente y además su frecuencia genética debe ser significativamente mayor dentro

del grupo de líneas consideradas de alta calidad.
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Tabla 16. Correlación ¡82) entre los marcadores; Xglu 43, Xgwm 164, Xgwm 135,

Xgwm 498, Xgdm 98 y Xgdm 19 y las pruebas; Porcentaje de proteína,

sedimentación, gluten húmedo, gluten seco, gluten índex e lndice de dureza.

** : Significativo al lVo, * : Significativo al 2%, NS : No sigrrificativo.

Xglu A3 Xgwm 164 Xgwm 135 Xgwm 498 Xgdm 98 Xgdm 19

Porcentaje de
proteina

0,306NS 0,090NS 0,114NS 0,021NS 0, t 50NS 0,44',7 **

Sedimentación 0,385** 0,023NS 0,006NS 0,064NS 0,408*

Gluten húmedo 0,325NS 0,147NS 0,137NS 0,044NS O,l O INS 0,379NS

Gluten seco 0,394** 0,179NS 0.172* 0,037NS 0,096NS 0,487**

Gluten índex 0.3774+ 0,233+* 0.221** 0,086NS 0,029NS 0,391*

lndice de dureza 0,327NS 0,141NS 0,149NS 0,065NS 0,071NS 0,483xx
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Tabla 17. Valores de porcentaje de proteína promedio de las diferentes
combinaciones ¿lelicas asociadas sigrrificativamente con este parámetro de calidad.

Marcador y
comb¡nación
alelica

Proteína
Promedio

PruCOA

Duncan
5o/o Número de las variedades

Xgdm fg
185í63 '15,9 a 59
185 168 15 ab 60
170 166 14,8 abc 58
185 170 14.3 abcd 63
176 163 14,15 abcde 11 61

176 14.1 abcde 129535455565768
195 170 14 abcde 8

170 13,5 abcde 52 62 69 72 80
182 163 13,5 abcde 75
187 13,5 abcde 't4 38 65 76
182 170 13,2 abcde 25 30

182 13,06 bcde

451315 162021 262728
33 34 37 40 41 43 45 46 64 67
73 74 77 78 79

'176 166 13 bcde 10

185 12,89 bcde 917 193242 48 49 50 66 70
185 170 166 12,5 bcde 2

190 12,46 bcde 318 22 47 51 71

1 82 168 12,4 bcde 7

187 176 12,4 bcde 12

185 176 12,3 bcde 35
182 176 12,O2 cde 62331 44
185 182 11,5 de 24
187 182 11 ,5 de 39
187 182 176 1 1,3 36

Letras distintas indican diferencias significativas, según la Prueba de Duncan

(P<0,05)
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Tabla 18. Valores de sedimentación promedio de las diferentes combinaciones

alelicas asociadas significativamente con este pa¡ámetro de calidad.

uarcador y

rombinac¡ón
¡lelicá

Sedimentación
Promedio

Prueba Duncan
5a/. Número de las variedades

dm 19
'185 168 10,9 a 60
182170 10,8 a 25 30
187 10,7 ab 14 38 65 76
'170166 10,7 áb 58

185 170 166 10.7 ab 2
'1 76 163 10,2 abc 161
185 163 9,9 abc 59
1A7 176 9,6 abc 12
176 9,45 abc 129535455565768
190 9,4 abc 318 22 47 51 71

174 9,36 abc 52 62 69 72 EO

182163 I 75

142 8,83 abc
4 5 13 15 '16 20 21 26 27 2A 33 3437 40 41 43
45 46 64 67 7374 76 77 79

187 1A2 8,5 abc
185 170 8,5 abc 63

182 168 7,4 abc 7

185 abc 917 1932424A49506670
1a2 176 6,6 abc 6233144
176 166 6,5 abc '10

187 182176 6.4 abc 36
145 176 5,5 35
195 170 bc 8
145142 4,9 c 24

lu A3
152145 13,9 a 38
150 145 143 12,05 ab 1215
143141 10,21 abc 2131726273060ü277
143 138 9,96 abc 2529 80

143 9,62 abc ¿618346468707578
152 150 145 9,5 abc 52
150 145 9,07 bc 1 14 46 54 55 56 57 61 69 71 73
148 8,8 bc 65
150143 8,6 bc 74
145143 4,57 bc 7 515972
143141 136 8,5 bc
150 148 8,1 bc

M3 134 7.66 bc
3 5 10 1l l5 19 20 21 22 23 242A31323536
37 40 41 42 44 47 4A 49 50 53 58 63 66 67 79

148145 7,56 DC B 4576
150 148 145 7,5 bc 43

155'145 5,8 c I
gwm t64
i6 13,46 a 15 38 41

121 '113 10,7 ab 14

128 10,4 ab 71

121 8,56 b

23 4 56131617 142224 25 26 27 28 29 30 31

34 35 36 37 39 40 42 43 45 46 47 48 49 50 53 60
63 64 66 68 69 70 73 74 75 78

123 8,45 b 752

118 4,42 b
19',tO 11 12',1920212332 44 51 4 55 56 57 s8
59 61 62 65 72 76 77 79

125 8.1 b 33
'115 7,65 b 867

Letras distint¿s indican diferencias significativas, según la Prueba de Duncan
(P<0,05)
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Tabla 19. Valores de gluten seco promedio de las diferenfes combinacíones alelicas
asociadas significativamente con este palámeüo de calidad.

Mafcaclor y
comb¡nación
alelica

Gluten seco
Promedio

Prueba
Duncan 5olo Número dé las variedades

dm 19

185 163 16,6 a 59

195 170 15,3 ab 8

'176 163 15,1 ab '11 61

170 1422 526269 72 80
,6 14.14 abc 129535455565768

'1 76 166 14.1 abc 10

185 '168 14 abc 60
185 '1 70 13,9 abc
170 166 13,7 abc 58
187 13,6 abcd 14 38 65 76

13,4 abcd 75

142 12,9 bcd
451315162021 27 2A 33 34 37 40 41 43
45 46 64 67 73 74 77 7A 79

1A7 1A2 176 bcd 36

185 170 166 12,9 bcd 2

182170 12,55 bcd 25 30
182176 12.4 bcd 6233144
190 bcd 31A 22 47 5171
185 12,39 bcd 917 1932 42 4a 49 506670
185 176 1,9 bcd 35
187 176 1,5 cd 12

182 168 '1,3 cd 7

1 a5 182 11 cd 24

147 182 10,3 d 39

lu A3
152 154 U5 18,6 a 52

148 14.2 b 65
'148 145 14.1 b a 45 76

145 13,82 b I u 46 s4 5i 56 57 6'1 69 71 73

155 145 b I
143 141 13,36 bc 113 i7 26 27 30ñ 62 77

143 13,25 bc 4 6 1A 34 64 6A70 75 78

43 138 12,8 bc 25 29 80

150 148 12,4 bc 33

143 '136 12,75 bc
3 5 10 11 16 19 20 21 22 23 24 28 31 32 35 36

37 40 41 42 44 47 4A 49 50 53 58 63 66 67 79

145143 12,5 bc 7 515912
152145 12,5 bc 38
'150 't43 12,3 bc 74

50145 143 12,3 bc 12 15

150 148 145 bc 43
'143 '141 136 10,3 c 5-

gr,Ym 135
134 118 16,6 a 59

138 118 ab 1011
136 118 14,1 bc 3 814
145 118 13,28 bc 45 64 66 68 70 71 72757a 80

18 12,95 bc

12456? 13 15 ',t6 17 1419202',t 222324 25
26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
4',t 42 43 44 46 47 4A 49 50 5l 52 53 54 55 56
57 58 60 61 62 63 65 67 69 737476 77 79

141114 12 27 c T121172

Letras distintas indican diferencias sigrificativas, según la Prueba de Duncan
(P<0,05)
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Tabla 20- Valores de gluten índex promedio de las diferentes combinaoiones alelicas

asociadas sigrrificativamente con este patámetro de calidad.

Marcador y
comb¡nac¡ón
alel¡ca

Gluten índex
Promed¡o

Prueba Duncan
5'/. Número de las variedades

dm19
185 170 166 99,7 a 2

187 182 99,6 a 39

185 168 96,3 a 60

187 176 96,2 a 12

190 94,22 a 318 22 47 51 71

1A2170 92,8 a 25 30
176 91,48 ab 129535455565768
187 89,15 ab 14 38 65 76
182176 88,83 ab 62331 44
185 176 88,2 ab
82 168 86,6 ab 7

185 170 86,6 ab 63
185 86,51 ab 917 19 32 421819 50 66 70

170 84,82 abc 52 62 69 72 80

182 84,5E abc
4 513151620 21 26 27 2A 33 34 37 40 41 4? 45
16 64 67 73 7177 7879

176 163 80,5 abc 16r
185 182 7a,2 abcd 24

182 163 76,2 abcd 75

170 166 75,4 abcd 58
187 182176 73,1 abcd 36

185 163 56,4 bcd
176 166 51 cd 10

195 r70 46,3 d I
lu A3

1rt3 141 136 99,6 a
't 43 138 96,37 ab 25 29 80

143141 95,58 ab 21317 2627 30 60 6277
152145 94,8 ab 38
't43 91,6 ab 4 618 34 64 68 70 75 78
148 91,6 ab 65
'150 't45 143 88 ab 12ls
150 148 145 45,2 ab 43
150 145 84,65 ab 14 46 54 55 56 57 61 69 71 73

'r 43 136 84.41 ab
3 51011 16 1920212223 24 ?8 3',1 32353637
40 41 42 44 47 4A 49 50 53 58 63 66 67 79

145 143 82,45 ab 7 51 5972
150 148 81,1 ab
't52150 145 76.9 ab
148 145 69,23 ab 84576
150't43 b 74
155 145 39,1 c
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Continuación Tabla 20.

Mar@oor y

combinación
alelica

Gluten índex
Promedio

Prueba Dúncan
5o/o Número de las var¡edade§

gdm 135

145 118 87.91 45 64 66 68 70 71 72 75 78 80

118 87 ,82 a

1245671315 16 17 18192021 22 23
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
37 38 39 40 41 42 43 44 46 47 48 49 50
51 52 53 54 55 56 57 58 60 61 62 63 65
67 6973747677 79

u1 114 700 a 9127172
136 1 18 7A Oa ab 3 8 14

138 1 18 57 b 10 11

134 118 56,4 b 59

gdm164
128 90,9 a 71

88,91 a

2 345613 1617 18222425262728
29 30 31 34 35 36 37 39 40 42 43 45 46
47 48 49 50 53 60 63 64 66 68 69 70 73
74 75 7A

136 88,77 a 15 38 41

121 113 85,3 14

118 83,3
1 910 11 12192021 23324451 4555e
57 58 59 61 62 65 72 76 77 79

81.75 a
81 ,1 a

115 49,3 b 867

Letras distintas indican diferencias significativas, según la Prueba de Duncan
(P<0,05)
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Tabla 21. Valores de dureza promedio de las diferentes combinaciones alelicas

asociadas sigrrificativamente con este pariimetro de calidad.

Marcador y
combinación
alelica

Dureza
Promedio

Prueba
Duncan 5% Número de las variedades

gdm 19
185163 ¿t.,7 a 59
187 142 176 25,5 ab .to
182 168 24,6 abc 7
195 170 24.3 abc 8
185 170 23.6 abcd oó
176 163 23.1 abcd 1161
187 182 22,9 abcd 39
170 22 abcd 52 62 69 72 80
142 170 21,85 abcd 25 30
147 176 20,7 bcd

142 20.61 bcd

451315 162021 26272833
3437 40 41 43 45 46U67 73
7477 7479

170 166 20,3 bcd 58
t/o tor) 20,1 bcd 10
147 19,8 cd 14 3A 65 76
182 163 19,6 cd 75
190 'f 9,51 cd 318224751 71

185 170 '166 ,o a cd 2
'185 182 19.3 cd 24
185 19,13 cd 917 19 32 42 48 49 50 66 70
182 176 19,05 cd 62331 44
185 168 '19 cd 60
176 '18,98 cd 129535455565768
185 176 18 d

Letras distintas indican diferencias sigfi.ificativas, según Ia Prueba de

Duncan (P<0,05)
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La selección de las combinaciones alélioas dentro de los marcadores asociados a

calidad panadera, se realizo considera¡do el valor promedio de la combinación

alélic4 para cada parifunetro y su distribución de frecuencias genotípicas en los

distintos niveles de calidad, para esa prueba.

El ar¿ílisis de los haplotipo (conjunto de alelos de diferentes loci de w genotipo),

permite obtener una visión más amplia de la interacción de distintos genes sobre

determinadas características. EnlaTabla22 se presentaa los haplotipos de las líneas

experimentales, junfo con su calidad paaadera . En esta Tabla, se subrayan las

combinaciones alélicas asociadas a buena calidad, las cuales podrían utiliza¡se como

uoa herr¿mienta de selección en rm programa de mejoramiento. I¿s entradas en las

cuales se detecto translocaciones con centeno se señalan con cotor rojo.

Un haplotipo promisorio para buena calidad, es aquel que tiene al menos una de las

combinaciones alelicas preseleccionadas en esta investigación y que además no

posee translocaciones con centeno. El efecto adverso de las translocaciones en

calidad es fuerte, aunque existen algunos haplotipos como los que poseen los

siguientes alelos : 176 del marcador Xgdm 19, 143-l4l del marcador Xglu A3, l gS-

163 del marcador Xgdm 19 y 134-118 del marcador Xgvr.rn I35 que paxecen ser

capaces de tolerar mejor la presencia de secalinas.

El alelo 136 del marcador Xgwm 164, presente en tres entradas (15, 3g, 4l), indicó

altos niveles de catidad estando presente en tres haplotipos diferentes, por lo que es

un ma¡cador interesante de tener en cuenta. En investigaciones posteriores seria

importante comprobar el apofie que hace este alelo en un número mayor de líneas.
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La presencia de secalinas puede haber provocado la descalificación de algunos

genotipos, cuya baja calidad se deba exclusivamente a la presencia de proteínas de

centeno. Para poder subsanar esta posible fuente de error habría que analizar un

nuevo grupo de germoplasma que poseyera los mismos haplotipos de las líneas

cuestionadas pero sin lranslocaciones.



Tab1a22. Agrupación por haplotipos, calidad panadera y presencia de translocaciones con centeno del genroplasma experimental

Entrada Protefna
l%l

Sedinen-
tación fmL)

Gluten I Gluten

húrñedo ("¿) | seco (%)
Gluten
lndex

lndice dé

Dureza(%)
Xgdm 19 Xglu A3 xgwm'164 Xgwm 135 Xgdm 98 Xgwm 498

13,6
'11,8

12,70

42,2

32
37,1O

69

Promedio

7,8
8,6
8,20

14

1'l
12,60

71,8
93,4

82,60

121

1t8
21,4 !.2S.2.,2 !¡9.

21,80

't18 152-134
148 152-131

150-145

145-1,t3
118

r41-118

13,7 10,1

13,1 8,3
t4,9 10,4
14,7 8,6

14,7 8,2

14,1 9,5
113 g,tE

11,2

13,6

14,5
14,5

14,8

14,1
1t,28

18,5
17,9
20,7
17 ,8

20,6

18,7
i9,03

176

!29,
175

!I§,
1!5.
176

148 152-134
148 152-134
1,18 152-134
'148 152-131

152-14e 152-134

148 152-134

150-145
't43- 136

150- t45
150-145

150-145

150-145

1

54
55

56

57
PfoÍEdio

118
'118

'118

1t8
'118

118

40
41,8
43,3
11

45,3

33
11,23

91,5
86,6

I
90

85,6

85,1
08,87

118

121
118

118

118

118

21

18

19,5

14,1

12,3
13,2

76
Pror¡ed¡o

8,8 42 14,2 9t,6
9,4 39,3 13,3 84,9
9,10 40,65 13,75 88,25

187

r.cz. 118 't't8
148

148-145
118 1 18 124 152,134

'148 152-134

f 1,6
6,7

I
8,4

8,6E

152-134
152-134

152-1X4
152-134

12,6
12,3

12

12,4
1233

38,3
39,5

33,2
33,6

36,15

12,6
13,2

11,2
1't,1

12,03

99,2
86,6

95,5
93,40
93§8

143-136

143-136
143-136
1,15-143

136-1,l8
118
118
't 18

3
22

47
5'1

PfofiEdio

124
148

150
124

20,2 t90
18,e !99,18 §0
18,6 190

18,93

121
121

118

22,2 182
20,6 182-176
21,5 182

21,57

152-134

152-134
152-r 34

38,1

37,8
37,3

37,71

99,,t

95,2
82,3

92,30

'118

1t8
118

4
6

34
Pro¡nedio

146
150
0

143 121
143 121
143 121

12,9 12,5

12,5 8,7
12,2 5,9
12,53 9,03

12,7

13,1
12,93

22,8

21,2
21,77

150-152=irr
150 152-134
150 152-134

.l3,8

13,9
12,5

13,«)

l45.lr8
115-118
145-ll8

92,3
99,4
80,5

90,73

64
70
78

Pro¡rledio

182 143 -21
185 t43 121
182 't 43 121

8,8
9,2

9,27

42,E
37,8
10,8
10,17

14,3
12,8
't3,,1

13,5()

t1,6
10,2
9,2
8,8
8,8
9,72

r9,8
19,3
19,3
19,5

19,62

182
185
182
182
182

't2,7
r3,3
14,7

12,4
13,76

143t41

143-1al
143-111
,43-l¡ll

118
118
118
r18

99,,t
100
91,4
96,3
99,¡l
97,3

13
17
26

77
Promed¡o

148

148

36,8
35,1
41

43,1
31,2

38,04

12,5
12,9
13,,{

14,2
11,8

12,95

121
121

121
't18

124
124

m
152-134
152-134
152-134
152-134

* Variedades con color rojo indican la prcsencia de translocaciones con centeno.
Se subrayan los alelos de microsatélite seleccionados para buena calidad panadera.

-l



Continuación Tabla 22.

* Variedades con color rojo indican la presencia de translocaciones con centeno.
Se subrayan los alelos de microsatélite seleccionados para buena calidad panadera.

Entrada P¡otefna
t%t

Sedimenta-
cióo (mL)

Gluten
hlimédo

(%t

Gluten
§eco
tolol

Gluten
fndex

lndice de
duEza (o/o)

Xgdm 19 Xgtu A3 Xgwm 164 Xgwm 135 Xgdm 98 Xgwm498

62

52

80

29

68

'14

71

'11

75

30

60

12

'15

41

45

66

12

9,5

8,9

9,1

11,4

13,9

10,7

't1,3

10,4

10,7

't2,1

8,3

6,5

I
11 ,9

9,7

9,9

10,9

9,5

10,7

14,5

12

I

9't,8

76,9

90,2

99,2

99,4

94,8

85,3

99,7

90,9

75,4

98,1

62,9

51,1

76,2

99,7

85,9

56,4

96,3

s6,2

99,7

79,8

91,7

76,5

88,8
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3.4 ldentiñcacién de subunidades de gluteninas de alta masa molecular.

Se determinó las subunidades de gluteninas de alta masa molecular al germoplasma

en estudio, mediante elecüoforesis en geles de poliacrilamida al 9%o. E¡ ta Figura

15 es posible visualizar un gel donde se indican 1as HMWG enconffadas en siete

variedades de trigo, 1as que fueron utilizadas como referencia para esta investigación

( Hewstone y Himichsen, 1994). El análisis completo del germoplasma para estas

proteínas es mostrado en laTab1a23.

Es ampliamente reconocido que la electroforesis en geles de acrilamida de proteínas

de almacenaje en cereales provee rma poderosa, relativamente barata y ritpida

metodología para identificar y clasificar variedades.

La composición de las gluteninas de alto peso molecular es especifica paru cada

variedad, éstas se pueden usar como ma¡cadores genéticos moleculares, ya que su

expresión génica no estri sujeta a variaciones ambientales.

Para realizar una mejor evaluación de estos resultados, se agnrparon las entradas por

el tipo de HMWG que presentaran y por la presencia o ausencia de translocación con

centeno. Paralelamente se utilizó la escala diseñada por Paytre y co1.,(1987), donde

se le asipa un valor a cada subunidad de glutenina de alto peso molecular. La suma

de estos valores para cada línea se denomina GLU-I.

En caso de existir trarislocación al valor GLU- 1 se le realizó el siguiente ajuste: con

valores de GLU-I entre 8y l0 se le restaron 3 pmtos, entre 5 yTserestan2 puntos
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y enfoe 3 y 4, I punto. Este ajuste se ejecuto de acuerdo a las estimaciones realizadas

por Paine y col.,(l987).

Los resultados obtenidos en este ejercicio se indican en Tabla 24. Exisle una buena

asociación entte sedimentación y 1os valores Glu-I, Esto confirma que las HMWG

son una buena herramienta para la evaluación de calidad panadera.

Resultados similares fueron informados por Martin y col., (2001), quienes estudiaron

el efecto de la translocación lBL/lRS sobre la calidad panadera en trigos

hexaploides, con distintas combinaciones de HMWG Sus resultados indicaron que

no hubo efecto de la translocación sob¡e el contenido de proteína del grano, pero si

hubo efecto en el volumen de sedimentación. La magrritud del efecto de la

translocación sobre sedimentación fue diferente para el grupo de lineas que poseían

la combinación 5+10 en relación al grupo que tenía la combinación 2+12.

Si consideramos que las HMWG, sólo constituyen el l0% de las proteínas de

reserva del trigo de paa y aun asi son un buen índice de calidad, con investigaciones

posteriores que desarrollaran una metodología similar para gluteninas de bajo peso

molecular y gliadinas, se podría contáJ con una herramienta muy poderosa para la

evaluación de gennoplasma de trigo de pan.
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I ---->2 ----->

Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 9%. Subunidades de

gluteninas de alta rnasa molecula¡ en siete variedades de trigos de pan,

utilizadas como patrón de ¡eferencia para el análisis del germoplasma

experimental.
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Tabla 23. Subunidades de gluteninas de alto peso molecula¡ de las 80 entradas de

trigo de pan en evaluación.

Entrada Glu-A1 lclu-B1 lclu-Dl Entrada Glu-A'l Glu-81 Glu-D1
1 7+9 5+10 41 17+18 5+10
2 1 7+9 5+10 42 1 7+9 5+10
3 1 7+9 5+'10 43 17+18 2+12
4 2', 17+18 5+10 44 7+9 2+12
5 2- 7+9 2+12 45 7+8 2+12
6 1 17+'18 2+12 46 7+9 5+10
7 7+8 2+12 47 7+9 5+10
I 0 7 5+10 4A 1 7+9 5+10
I 7+9 0 49 1 7+8 5+10
10 0 7+8 2+12 50 1 7+9 5+10
1'l 0 7+8 2+12 5'l 7+9 5+10
12 0 7+8 2+12 52 2' 7+8 2+12
13 I 7+8 5+10 53 2. 7+9 5+10
14 7+9 2+12 54 7+9 5+10
15 7+9 5+10 55 7 5+10
16 7+9 5+10 56 7 5+10
17 1 5+10 57 7 5+10
18 7+9 5+10 58 7+8 2+12
19 '7 LO 5+'10 59 17+18 2+12
20 7+9 5+10 60 I 7+8 5+10
21 7+8 5+10 61 I 7 5+1C
22 1 7+9 5+10 62 1 7 5+10
23 7+9 5+10 63 1 7+8 5+10
24 7+9 2+12 64 17+18 2+12
25 17+18 5+10 65 1 7+9 5+'10
26 17+18 5+10 66 13+16 2+12
27 17+18 5+10 67 2+12
28 1 7+9 5+10 68 17+18 5+'10
29 13+16 5+10 69 7+9 2+12
30 1 '13+16 5+10 70 17+18 5+10
31 2. 7¿o 2+12 71 0 7 5+ 10
32 2" 7+9 5+'10 72 0 7+8 2+12
33 0 7+8 2+12 73 7 5+10
34 1 7+9 5+10 74 1 7 2+1O
35 2', 7+9 5+10 75 13+16 2+12
36 7+9 2+12 76 0 17+18 2+12
37 7+9 l+12 77 17+18 5+'10
38 17+18 5+10 78 17+18 2+12
39 1 17+18 5+10 79 0 7 5+10
40 7 2+12 80 '13+16 5+10
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Tabla 24. Agrupación de los genotipos estudiados por tipo de subunidades de

glutenina de alto peso molecular y presencia de translocación con centeno.

El valor GLU-1
( 1e87).

se determinó de acuerdo a la escala diseñada por Payne y col.,

Transloca-
ción con
Centeno

Valor
GLU-1*

Número
de

enbadas
Glu-A1 GIU-B'l G lu-D'l

Prornedio
Sed¡men-

tación

Promedio
Proteina

(%)

Prornedio
Gluten
seco
(o/r\

No '10 7 17+18 5+10 11,3 13,'1 12,5
S¡ 7(10-3) 2 2- '17+18 5+10 9,0 15,2 13,8
No '10 4 1 7+8 5+10 10,3 '13,8 tJ, ó
Si 7(1o-3) 1 1 7+8 5+10 6,4 13,1 12,6
No 9 5 2. 7+9 5+10 10,8 13,5 13,6
S¡ 6($.3) I 2. 7+9 5+10 6,8 t¿,c 12,O
No I 3 1 7+9 5+10 10,4 13,1 13,2
Si 6(s3) o 1 7+9 5+10 7,0 12,4 12,5
No I 3 7 5+10 8,8 14,5 14,5
¡t s(&3) 1 2' 7 5+10 6,2 13,9 t ó,¿
No I 2 2. 17+18 2+'12 OA 13,2 l? o
S¡ 5(&3) 2 't7+18 2+12 tJ,o 13,8
No 8 4 2. 7+8 2+12 9,6 14,3
Si 5(&3) 1 7+8 2+12 7,4 12,4 11 ,3
No 7 4 7+9 2+12 o4 13,0 13,0
S¡ 5(7-2) 4 2. 7+9 2+12 5.7 11 ,5 12,3
No o 2 0 7 5+10 9,6 tó, o 13,7
Si 4(d2\ 1 0 7 5+10 14,0
No t) 4 0 7+8 2+12 8.7 12,4 12.8
Si 4(ü2) 1 o 7+8 2+12 6,5 13,0 14,1
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4. CONCLUSIONES

El alto número de genes involucrados en la calidad panadera del trigo de pan,

explica la fuerte influencia del medio ambiente sob¡e este carércter. Este hecho

obliga a realizar evaluaciones en distintas condiciones agroecologicas, con un alto

número de repeticiones para eliminar la variación ambiental sobre este carácter.

Esto motivó a buscar nuevas altemativas de trabajo que permitari disminuir 1a

va¡iación ambiental que afecta la expresión de este carácter, y aumentar así la

eficiencia en los trabajos de mejoramiento genético_

La base para poder ¡ealiza¡ la evaluación de nuevas metodologias, ñteron algunas de

las pruebas que fiadicionalmente se han realizado en los programas de

mejoramiento; Porcentaje de proteína del grano, volumen de sedimentación, gluten

húmedo, gluten seco, gluten índex y dureza del grano. Se seleccionaron estas

pruebas por estar mrís relacionadas con las proteinas de reserva del graao y el índice

de dureza.

El germoplasma experimental señaló un amplio rango de valores para volumen de

sedimentación, los que fluctuaron entre 4,9 a 14,5. Estos valores abarcan las

categorías de mala, regular y buena calidad panadera para este par¡ímetro.

Porcentaje de proteína del grano,gluten húmedo y gluten seco no presentaron

valores considerables como bajos, si no que solamente regulares y altos, debido a
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que es dificil que lxl genotipo con un manejo agonómico adecuado presente malos

niveles para esos pará'metros.

El porcentaje de proteina del grano estuvo positivamente correlacionado con

volumen de sedimentación, gluten húmedo y gluten seco. l¿s correlaciones más altas

se observaron entre gluten seco y gluten húmedo (0,88), lo que era esperable debido

a que la diferencia entre ambos es solo un proceso de secado. El porcentaje de

proteína del grano mostró mayor correlación con gluten seco (0,77) que con

sedimentación (0,36). Este hecho es explicable debido a que el porcentaje de

proteína y el gluten seco estiin miás bien asociados a cantidad de proteína y la

sedimentación a la calidad de la proteina.

De los seis microsatélites analizados cuatro estuvieron asociados con diferentes

pruebas de calidad. El marcador Xglu 43 presento correlaciones significativas con

volumen de sedimentación (0,385), gluten seco(0,394) y gluten índex (0,377), Xgwm

164 se asocio significativamente con sedimenlación (0,235) y gluten índex (0,233),

el partidor Xgwm 135 presento correlaciones significativas con gluten seco (0,172)

y gluten índex (0,221) y el SSR Xgdm 19 fue e[ marcador con mayor número de

pruebas asociadas: porcentaje de proteínas (0,447), sedimentación (0,408), gluten

seco (0,487), gluten índex (0,391) e índice de dureza (0,483). De estos cr¡atro

microsatélites, Xglu A3 y Xgdm 19, son los más informativos con indices de

polimorlrsmos de 0,721 y 0,758 respectivamente.

Ninguno de los SSR estudiados presento asociación con gluten húmedo. Los

marcadores Xgwm 498 y Xgdm 98, no se correlacionaron con ninguno de los

parámetros de calidad.
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Las combinaciones alélicas seleccionadas como marcadores genéticos para buena

calidad pamdera, considerando porcentaje de proteín4 sedimentación y gluten seco

por marcadores es la siguiente:

Xgdm 19; 190; 187; 187-176 185-170-166; 185-168; 185-163; tB2-170; 182-1,63;

176-163- 17 6; 17 0; 17 0-166.

Xglu A3: 152-145; 152-150-145; 150-145-143 143 143-t4t 143-138.

Xgm 164: 136; l2l-l 13; 128.

Xgwm 135: 145-1 18; 138-1 18; 134-1 18.

Los valores de gluten índex que interesa que posea una variedad de trigo depende del

uso que se le quiere dar a esa variedad_ Sin embargo, no es de utilidad rma

combinacién alélica que si bien nos permite obtener una fuerza determinad4 esta

ligada a características de mala calidad.

Si se quiere seleccionar un trigo como corrector, es decir para meznlar con trigos

suaves, habría que seleccionar los siguientes genotipos:

Xgdm 19: 185-170-166; 185-168; 187-176.

XgluA3: 143-1381' 152-145.

Xgwm 164: 128.

Si se busca un trigo fuerte:

Xgdm 164: 121-113.

Para un trigo suave:

Xgdm 19: 182-163, 170-166 185-163.

XgluA3: 152-150-145.
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Xgwm 135: 138-1 18; 134-118.

Las combinaciones alélicas asociadas a trigos muy duros son las siguientes:

Xgdm 19: 176-163;, 182-170 182-163; 185-170-16ó; tB7 -t76.

Para trigos duros se asocian los siguientes alelos:

Xgdm 19: 185-168; 185-163; 170-166.

Los resultados de esta investigación indicaron que la metodología utilizada es

adecuada para los objetivos que se plantearon en este trabajo. De hecho fue posible

preseleccionar haplotipos promisorios para buena caljdad. Esta selección se hizo

considerando las distribuciones de las frecuencias genotipicas de las combinaciones

alelicas, en los grupos de genotipos de buena, regular y mala calidad panadera.

El 41o/o de las entradas estudiadas mostraron la presencia de ADN de centeno. Los

genotipos con dícha condición üeron disminuida su calidad paaadera, lo que se vio

reflejado en u¡a disminución del volumen de sedimentación. Estos resultados

señalan la necesidad de incluir est¿s determinaciones de forma rutinaria en los

trabajos de mej oramiento.

Se determinó las subunidades de gluteninas de alta masa molecular del

germoplasma experimental. Esta información permitió calcular el índice GLU-I,

diseñado por Payne y col.,(1987). Este índice fue ajustado de acuerdo a las

instrucciones del mismo autor crrzndo existía úanslocaciones con centeno. Los

valores arrojados por este índice se asociaron claramente con sedimentación, que ha

demostrado ser uno de los panámetros mrás estables para evaluar calidad panadera.
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El perfil electroforetico de las gluteninas de alto peso molecurar, es una eficiente

metodología de trabajo para ra evaluación de caridad panadera, la cual podrra

mejorarse ostensiblemente si se incorpo¡an en dichos análisis a las gluteninas de bajo

peso molecular y a las gliadinas.
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5. PROYECCIONES

La continuación de esta línea de investigación debería contemplar los siguientes

aspectos:

a) seleccionar un mayor número de marcadores ssR que estén asociados a calidad

panadera, dacla la alta disponibilidad de estos ma¡cadores.

b) Incluir en el germoplasma analizado, poblaciones segregantes F2 con sus

respectivos progenitores, para poder dilucidar en aquellos cÍ¡sos que existen más

de un producto de amplificación, si estos corresponden a dos loci contiguos o a

amplificados de distintos cromosomas homeologos.

c) Aumentar el número de genotipos analizados, debido a que muchas de las

combinaciones alélicas preseleccionadas estaban presentes en un número bajo de

líneas. Flabría que comprobar si al aumenta¡ la cantidad de genotipos con la

combinación alélica de interés esta mantiene su alta frecuencia genotípica dentro

del grupo de trigos de buena calidad.

d) Dado el alto n'imero de microsatélites publicados en reüstas cientificas que no

producen los amplificados esperados, habría que seguir buscando un criterio de

evaluación que permita dilucida¡ a priori la calidad del microsatélite como

ma¡c¿dor genético. En este estudio se consideraron varias caracteristicas de los

partidores.
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e) En este trabajo se buscaron alternativas para mejorar la calidad de los productos

de amplificacióq pero aun quedan otras alternativas que explorar, como por

ejemplo el uso del "Opü-Primeru Optimüation Kif, de Stratagene, el cual

incluye 12 amortiguadores para reacciones de PCR, los cua.les varian el pH, la

concentración de MgC12 y la concentración de KCl.
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Anexo l. Variedad, Cruza
experimentaL

y Pedigrí del germoplasma de trigo

N' VARIEDAD, CRUZA Y PEDIGREE

1

,

TIIATCIIER*6/TRANSFER
RL 6010
MILAN'S'
cM75 1 13-B-5M- 1 y-5M-2y-38-0y-0CE-0M

.]

4

KVZIODKsl/A¡KT'S'
swM1280 1 -0BW-2BV-2BV-1BV-1BV-1BV
PL1¿1O84 /3 I AZ6TAIR 7OI/CNO' S 

-

A-2379 2P.3P.1P
5 BUC/}'LK/A4\TIA/ryUL

cM91575.7Y 0M.0Y. 1M.oY
6 HUANILINIA

81-IBWSN-1822NKT"S'
A-21464-6P-3P-lP

7 TRIGO BR 35
8 NING

9 WEBSTER
10 N.LUIG

SR 31+LR 26+afR. 9
11 ER 5155
12 sA2199 (P1262660)
13 CRUZ AITA/CMH 82.493 CMBW89Y3423

Y-3423-6P-3P-1P
l4 PATO/ONIMAYA''S''/3,tsB,R.ON//MAYA''S'/5/AF/MY48/5/W/245lSI]51/3/2+FR/FM

llYl4lA,A
A-25139-0P-5P-l P-4P

15 BUC'S-/FLK'S" I3I AU NP 3OI I / GLL/SX
A:25286-0P-6P-tP¿P

16 DOYE-S'¿BUC'S"//VEE'S'/2*CHA
A-24693-2P-3P-3P

17 CRUZ ALTA/CMH 82.493 CMBW89Y3423
Y-3423-6P-1P-1P

18 YEE,/4IBBI GLL/ ICJ71iT.AEST./3 /KALIBI 5 IPL AI 67 84
A-25075-0P-3P-lP-1P

19 HT]AYUN INIA
.ILIPATECO/BL UE.IAY' S "I/URES
cM.67 4s8-4y -2M- I y- 

1 M-3 y-oB- 
1 2M-0y

20 PRL-S"/VEE 6/IKYZ-§"
A-25249-0P-TP-3P-tP
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Continuación Anexo l.

NO VARIEDAD, CRUZA Y PEDIGREE

21 JACIII R P.A.//DWL5O23/2*SMB"S*
A-26752-AP-ft-2P-lP

22 MLLALEUINIA
KVZltsUHO'S"i,KAL/BB
cM 33027-F- r 2M- I Y-6M-0Y

23 KAUZ'S-/IBOW'S "/ MILLALEU
A-26926-0P¿P-tP-2P

24 PIA
25 PLA2I084 t3 I AZ67iNR70I/CON- S'

A-23792.3P.tP.3P
26 CZY3ItsNAP//LIB/BB'S'

8W2276.0-0-0-0-6t88
27 CZY3BNAP//LIB/BB"S"

8W2276.0-0-0-0-7t88
28 PROINTAGUAZU
29 R37/GH IZII/IKALIBB

swM4257-4 lM-l Y-4M-1 Y-0M- 1P-oP
JU CEP 85126/OPATA

cMt04s93-02-0A-1A-0A
31 B-T-121-9',1

32 L-9121-31
33 ALTAR S4/AEGTLOPS SQUARROSA (TAUSyOCT

CMBV/89Y35 16-1 y-0 10M-0 10y-3M-4y-0M
34 CDP' 4 I 6 KV Z I 3iTOBlCTFN/iBBl4itsLO'S'75/TRN

cP025 10-1 1E-0E-0Y-7C-1C-OC
35 TIA.2KAUZ

cM103733 -23M-030y-020y-0 1 0M-5y-0 1 0y-0M
Jt) KAUZICI\[k177.3O8/itsAu

cMl 08805-0TOpM-2y-020y-0 1 0M-l y-0 
1 0M-8y-0M

37 BUC/}'LK/,4\fN{A/M]L
cM.91 57 5 -7Y -0M-0Y- 1M-oY

38 cI14119/2*PF8237
F 26 5 62 -68 -2F -0R- I F-0R-2F-0F

39 WDRiTC//AID"S"
ABC 5350-28-38-18-08

40* cNo79*2^{E1
cM. 903 1 3-A-4B 4y -28-0Y



96

Continuación Anexo 1.

NO VARIXDAD, CRUZA Y PIIDIGREE

4l MILLALEU//CMH 76-1 084/FLK'S"/3/ANTVETRSARIO
A-25094-0P-4P-1P-2P

42 F 1 2. 7 1 /COC//CNO79/3/2 *PSN,tsOW

Y-1.002As-2P-2P-lP

43 PATO/ONTMAYA' S'/3/tsBiR.ON/A,IAYA'S'i4/PTMTOiANA
A-25155-0P-2P-1P-3P

44 KAU Z / Ct$f17 7. 3 O8rtsAr I
cM108805-0TOpM-2y-020y-0 10M-1 y-OM

45 CHIL/2*STAR
cMl 12793-0TOpy-22M-020y-0 1 0M-3y-0 10M-0y

46 K 1 3 4(60 y4ITOB/BMANi/BB/3/CA L/s/BUC"S"p\,N"S"i 6/8Ow''S.IMTLLALE U
A-26919-0P-2P-4P-2P

47 SERI*3/IBUC " S'/BJY-S'/3/TSYVEEs'S"
A-26976-0P-2P-2P-lP

48 KAUS"S'iPLA 387
A-26292-0P -3P- 1 P-2P- tP

49 DOVE"S'//KIAT/SOREN
C\{172205-0Y A-6J-3J- 1 J-0J

50 IIJP7 3 /ZP' 5" / /COC75/3/ALDAN'S'
cM59 1 85-3J-18-0J-9J-0J

51 MN 72149AdN 72528
MN 8105

52 TOROPI
53 AGN'*T|71l2*cEN 81

cMH 83-2537-B-4B-ty-28-3y- 1B-Oy
54

5.1

LR 19

KIEIN LUCERO/6*THATCI#R
RL 6008

56 TTIATCIIER*6IRL 5406
RL 6043

57

58

THATCI{ER *6IPI 58548
RL 6058
JACUI

59

¿0

BR 14ICEP 847
83161 5 -0 A-02-1A- 12A-0A
BOWBUC//BUL'S'
cM90s26-30M-0Y-0M
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Continuación Anexo 1.

NO VARIEDAD, CRUZA Y PEDIGREE

6t Yafén
62 BO WKENYA2 69 7 -2 / N RES PRL

A-27016-0P.3P.1P. lP
63 K6661-21
64 AGENT/6*NAC 76

cM-8442 1 -A-3Y-28-1 Y-28-0Y
65 KITT/\,{N7222

MN 7663
66 CANELO INIA

7 C/RABE (H3)
T 3044- 1 T-4T-1 2T-500H-500H

67 MENFLO
68 JUP/BJY-S'

cM.39992-12M-1 Y- 1M- I Y-0M
69 coN 79*2/PRL "S"

cM 903 1 2-C-8B-8Y-l B-oY
70 AGENT/2+ NAC 76

c\[ft 82-429 -6Y- I B-2Y-2B-1 Y-3B-0Y
71 sA 463 (Pr 294994)
72 sA 1684 (P[t37739\
73 cHorxM 95

cMg 07 22 -22Y -0M-0Y-s M-OY-0MEX
74 CMÍl81A-744/SERI 82

cMH-s36-3Y-3B- 1 Y-18-0Y
75 cMH. 74A. 63o/SX/ I Z* CN 07 9 / 3 ICMH. 74A. 630/SX//TSi

cMH.89.3607-C-28- 10Y-2B-0Y
76 SITPER KAUZ" S'//BOWKENYA

2697 -2 A-27 007 -0P-2P-3P- 1 P
ALD'S'/tsOW'SY/82.P.C.HARI-6 I
A-23900-5P-2P-3P

78 MAYAA.IAC
cM.39 424 -tl||{-lM-4Y- I M-2Y- 1 M-0Y

79 IAN 8/FINK'S''
cP3409- iE-0Y-08-7Y-08

80 PF 703544,IUS"S"//PHO'S"/TMP
cM-8 1 806-6Y-05P2- l Y-6AL- 1 Y-0M
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Anexo 2. Grupo de microsatóIites eon buen comportamiento como
marcadores moleculares.

NOMBRE SECUENCIA o/ocG TM

auto- Alineardento
Melting
Terfiico

Diferencial
Tm d¡ff Or¡gen

ir¡¡tle¡rIIaento
MaxinE

puntuaciér

prfirlef-pltfrEf
MaxinE

puntuac¡én

xsdm98(F) ccatccatgaaatggcg 52,9 51,5 10 Pestova ef a¿ (2000)
Xgdrr9S(R) gcccttcactagccttcatg 56,4 10 14 0,5 Pestova ef a/. (2000)
xgdml9(F) gcgttcgagtgacttccaat 50 56,4 20 Pestova e¿ af. (2000)
xgdm19(R) attgacagcagatggcagtg 50 56,7 I 0,4 Pestova ef a¿ (2000)

Xgwnr4gS(F) ggtggtatggactatggaaact 50 57.1 12 Róder ef a/- (1 998)
Xgwrn498(R) tttgcatggaggcacatact 45 55,9 10 13 1,4 Rdder et a/ . (1 998)
Xgwml&(F) acatttctcccccat0gtc 52,6 55,3 6 R¿tder ef ar.('1998)

Xgwm164(R) ttgtaaacaaatcgcatgcg 40 s3,6 8 0,9 Róder ef a/.(1998)
HVM4 (F) agagcaactaccagtccaatggca 50 58,8 8
HVI\44(R) gtcgaaggagaagcggccctggta 65,17 12 15 5,9

Xslu A3(F) tcccgcaatgagtcaatc 55,6 51,'16 10 Devos ef a/. (1995)
xsh A3(R) ttggg¿gacacattggcc 55,6 5't,'l a) 0,1 Devos efal. (1995)

Xswm135(F) tgtcaacatcgttttgaáaagg 36,4 54,83 't4 Róder ef a/.(1998)
Xgwm135(R) acactgtcaacctggcaatg 50 58,64 11 11 0,4 Róder ef a/.(19S8)



99

Anexo 3. Grupo de mierosatélites con mal comporúamienúo
como marcadores moleculares.

NOMBRE SECUENCIA o/occ TM

auto-
alineám¡ento

Maxima
puntuación

Alineam¡ento
primer-primer

Maxima
puntuación

Melt¡ng
Termico

D¡ferenc¡al
Tm d¡tr Or¡gen

Xgwm99(O aagatggacgtatgcatcaca 42,9 56,79 14 Róder ef a¿ (1998)

xgwmgg(R) gccatatttgatgacgcata 40 52, 8 12 Roder ef a/.(1998)

Xgwm'124(F) gccatggctatcacccag 6'1 ,1 56,55 Róder ef al.('1998)
Xgwm124(R) actgttcggtgcaatttgag 45 56,17 10 11 't,3 Róder et a/- (1998)

Xgwm131(F) aatccccaccgattcttctc 50 55,76 Róder e, á¿ (1998)

Xqwm131(R) áSttggtgggfctctgatgg 55 58,71 14 14 0,2 Róder ef a/.(1998)
Xgwm140(F) atggagatatttggcctacaac 40,9 54,72 14 Róder ef a/ . (1 998)

Xgwm140(R) cttgacttcaaggcgtgaca 50 57,7 '12 11 Róder ef a/.(1998)

Xgwm153(F) gatctcgtcacccggaattc 56,91 14 Róder e, a¿ ('1998)

Xgwm153(R) tggt¿gagaaggacggagag 56,77 6 12 4,7 Róder ef á/- (1998)

Xgwm232(F) atctcaacggcaagccg 58.8 56,6 12 Róder el a/.(1998)

Xgwrn232(R) ctgatgcaagcaatccacc az,o s5,53 10 8 0,7 Róder ef aL (1998)

xgwm2s9(F) agggaaa¿gacatcttttttttc 30,4 51,99 't8 Róder ef a/.(1998)

Xgwm259(R) cgaccgacttcgggttc 64,7 57,U 1l 7 Róder ef ar.(1998)
Xgwrn268(F) aggggatatgttgtcactcca 47,6 57,98 12 Róder ef ar.(1998)
Xgwm268(R) ttatgtgattgcgtacgtaccc 45,5 58,2 24 11 0,5 Róder el a/.(1998)
Xgwm274(F) aacttgcaaaactgttctga 53,26 't4 Róder ef al.(1998)
Xg\,vm274(R) tatttgaagcggtttgattt 30 50,05 10 '16 1,5 Róder ef a/.(1998)
Xgwm357(F) tatggtcaaagttg¡gacctcg 47,6 56,97 12 Róder ef a/.(1998)

Xgwm357(R) aggctgcagctcttcttcttcag 52,2 60,61 24 1'l 3,8 Róder ef al.(1998)
Xgwrn403(F) cgacattggattcggtg 58,8 55,14 11 Róder ef al.('1998)
Xgwrn403(R) alaaaacaglgcgglccagg 50 8 11 0,2 Roder ef al.(1998)
Xgwm4'13(R tgcttgtctagattgcttggg 47,6 56,77 l6 Róder e, a/.(1998)
Xowm413(R) gatcgtclcgtccttggca 57,9 58,57 10 9 2 Róder ef a/.f 998)
Xgwm458(F) a,atggcaaif gg;aagac alagc 40,9 55,63 14 Róder el al.(1998)
Xgwrn458(R) ttcgcaatgttgatttggc 42,1 53,71 lo 10 0,3 Róder ef a/.(1998)
Xgwnt497(F) gtaggaagaca¿gggcatt 45 8 Róder ef ar.(1998)
Xgwm497(R) ccgaaagttgggtgatatac 45 51,4 9 7 0,3 Róder et al (1998)

Xgwrn642(F) acggcgagaaggtgctc 64,7 58,89 10 Róder ef ar.(1998)
Xgwrn642(R) catgaaággcaagttcgtca 45 55,44 10 13 0,2 Róder ef a/. (1998)

xgwm666(F) goacccacatcttcgacc 61,1 57,A2 10 Róder ef ar.(1998)
Xgwrn666(R) tgctgctggtctctglgc 6'f ,1 59,42 10 11 0,2 Rédere, al.(1998)
wMS 24(F) cacacaaggcaccllgc 58,8 56,32 Kurzun ef a/. (1997)

wMS 24(R) caatggacatagttgtgtgcg 47,6 57,14 .C 17 3 Kuzun ef a/.(1997)
wMS 135(F) tgtcaacatc gttttgaaaagg 36,4 53,6 '14 Kuzun ef al.(1994
wMS 135(R) acactgtcaacctggcaatg 56,8 't'l 0,4 Kurzun ef ar- (1997)

wMS 232(F) atctcaacggcaagccg 58,8 ,1, Kurzun et a/.(1997)
wMS 232(R) ctgatgcaagoaatccacc 52,6 55,53 10 0,7 Kurzun ef a/.(1997)
wMS 337(F) cctcttcctccctcacttagc 57,1 57,4 6 Kurzun et al .(1994
wMS 3s7(R) tgctaactggcctttgcc 55,6 56,5 ,ta

12 0,5 Kur¿un et al.(1994
Dxs(F) ga¿Bcctgctgcggacaag 57,9 58,33 14

Dx5(F) gcctagoaaccttcacaatc 50 s5,61 10 11 4,5


