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IDENTIFICACION DE CULTIVARES DE TRIGO (Triticum aestivim L.) POR SUS PA-
TRONES ELECTROFORETICOS DE GLIADINAS Y GLUTENINAS

WHEAT (Triticum aestivum L.) CULTIVARS IDENTIFICATION BY GLIADIN AND
GLUTENIN ELECTROPHORETIC PATTERNS

Juan Legaria Solano', Georgina Ponce Romero’ y Abel Muiioz Orozco’

- RESUMEN

Se caracterizaron 10 variedades de trigo (Triticum
aestivum L.) por sus patrones electroforéticos de
gliadinas y gluteninas, mostrando cada una de ellas
un perfil diferente. Los materiales presentaron mayor
variacién en su composicion de gliadinas que en la de
las subunidades de gluteninas. La caracterizacion
clectroforética de individuos integrantes de las dife-
rentes variedades permitié determinar la pureza va-
rietal en forma rapida y eficiente, empleando un ta-
mafio de muestra pequefio. Detectandose para la Co-
leccion 1748 procedente de la Mixteca Oaxaqueiia
falta de pureza genética, tanto con gliadinas como con
gluteninas y para la variedad Genaro T81 también con
respecto a las gluteninas. Temporalera M87 y la Sc-
leccion 10 mostraron una constitucidn de individuos
homogéneos para ambas proteinas.
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SUMMARY

The electrophoretic patterns of gliadins and glute-
nins were used to identify and characterize ten varie-
ties of wheat (Triricum aestivum L.). The variability
in composition was higher in gliadins than glutenin
subunits. The electrophoretic characterization of
individuals belonging to different varictics was used
to assess varietal purity. This is a rapid and efficient
methodology which takes advantage of requiring a
very small sample. Glutenins and gliadins patterns
shawed that there is a lack of varietal purity for the
Collection 1748, whereas variety Genaro T81 only
showed differences for glutenins. Variety Tempora-
lera M87 and Selection 10 had homogenity in both
proteins electrophoretic patterns.

ADDITIONAL INDEX WORDS

Triticum aestivum L., storage proteins, genetic
variability, genetic purity.

INTRODUCCION

El proceso de produccién de semillas se
inicia con los programas de mejoramiento de
plantas de interés econémico emprendidos
por las diferentes instituciones de investiga-
cién, cuyo objetivo ha sido la obtencién de
variedades mejoradas para su utilizacién por
parte de los productores en las diferentes
areas del pais.

La decision mas importante por parte de
los agricultores en la adquisicién de la semi-
lla para su sicmbra consiste en la seleccion
del cultivar mas apropiado. Esta decision
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toma en cuenta varios factores: rendimiento,
madurez, calidad, resistencia a plagas y en-
fermedades, respuesta a condiciones ecold-
gicas, aplicacién de fertilizantes, plaguicidas
y practicas culturales; asi como otras carac-

teristicas tan importantes como la pureza de
la varicdad.

Asegurar la pureza de los lotes de semilla
implica establecer programas de certifica-
cion que permitan mantener semilla de alta
calidad y genéticamente pura. Para satisfacer
este objetivo y poder diferenciar entre si los
cultivares de trigo, tradicionalmente se eva-
ltan caracteristicas morfolégicas y fisioldgi-
cas, sin embargo, algunas de ellas son alta-
mente influenciadas por el ambiente, (rayen-
do como consccuencia que varios de los
nuevos cultivares liberados scan fenotipica-
mente similares o cerradamente relaciona-
dos. Ademas, el mejoramiento continuo de
las variedades dec trigo ha conducido a la
obtencion de un gran niimero de materiales
con caracteristicas de calidad de la harina
diferente que son aprovechadas por la in-
dustria, sin embargo, estos genotipos pre-
sentan muchas veces caracteristicas morfo-
l6gicas semejantes o iguales, lo que imposi-
bilita su diferenciacién en base a dichas ca-
racleristicas. Es por esto que se hace necesa-
rio probar e implementar nuevas metodolo-
gias sencillas que aseguren la identidad y la
purcza de cada variedad y que puedan ser
ltiles para diferenciar los materiales e inclu-
so para proteger los derechos del obtentor
sobre la misma.

El presente trabajo se propuso identificar y
determinar la pureza de 10 cultivares de tri-
gos mexicanos de origen diverso por sus
patrones electroforéticos de gluteninas y
gliadinas.
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REVISION DE LITERATURA

Las proteinas de reserva gluteninas y glia-
dinas son los componentes principales del
gluten del trigo, integradas por subunidades
de diferente peso molecular. Las propieda-
des visco-eldsticas de la harina se originan
tanto de la estructura de estas proteinas co-
mo de las interacciones que se establecen
entre las mismas. La mayoria de las gliadi-
nas tienen pesos moleculares entre los 16 y
los 50 kDa y contienen cadenas polipeptidi-
cas unicas cuyas conformaciones son esta-
blecidas por enlaces disulfuro (Nielsen et al.,
1968; Beckwith et al., 1966; Jones et al.,
1961; Huebner y Rothfus, 1968). Las glute-
ninas estdn constituidas por subunidades de
peso molecular entre los 20 y 100 kDa, uni-
das entre si por puentes disulfuro para con-
formar proteinas con masa de 50 a 2000 kDa
o mds (Woychick et al., 1964; Bietz y Wall,
1972).

Las protcinas de reserva del gluten del
trigo son insolubles en agua o en soluciones
salinas diluidas, pero alrededor de la mitad
(fraccidn de gliadinas) son solubles en solu-
ciones conteniendo etanol al 70% o urea 2 M
(Bietz y Wall, 1972). La electroforesis en gel
ha mostrado que la fracciéon de gliadinas
contiene al menos 40 especies de proteinas
diferentes (Wrigley y Sheperd, 1973) que
frecuentemente muestran variacién entre
cultivares (Zillman y Bushuk, 1979).

La fraccion del gluten insoluble en ctanol
al 70% (gluteninas) puede ser de importan-
cia para determinar la calidad de la harina
dado que contiene agregados de proteinas de
alto peso molecular que pueden ser disocia-
dos en sus constituyentes por la cxtraccion
con un amortiguador a base de 2-
mercaptoetanol v el detergente aniénico do-
decil sulfato de sodio (SDS) que rompen
directa o indirectamente los enlaces disulfu-
ro y de hidrogeno e interacciones hidrofdbi-
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cas (Bietz y Wall, 1972). Luego de dichos
tratamientos, las subunidades componentes
pueden separarse por electroforesis en geles
SDS-poliacrilamida y los patrones electrofo-
reticos permiten identificar variedades de
trigo (Wrigley et al., 1982) ¢ investigar la
genética y la bioquimica del loci codificando
para esas proteinas (Mechan er al., 1978;
Shewry er al., 1978). Al respecto, Bushuk y
Zillman (1978) clasificaron variedades de
trigo de acuerdo con los patrones electrofo-
réticos de gliadinas. Obtuvieron patrones
Unicos para la mayoria de los cultivares uti-
lizados, excepto para los que provenian de
los mismos progenitores, cuyo electrofore-
grama [ue muy semejante. Por otro lado,
Bietz er al. (1975) examinaron 80 cultivares
de trigo hexaploide, encontrando que 75 de
cllos tenian patrones de subunidades de glu-
teninas idénticos o muy similares. En con-
traste, Orth y Bushuk (1973) detectaron ma-
yor variacién luego de evaluar 26 varieda-
des, también de trigo hexaploide.

MATERIALES Y METODOS

Material genético. Se evaluaron 10 culti-
vares de trigo de origen diferente y caracte-
risticas morfoldgicas contrastantes. Las co-
lecciones 1737, 1740, 1746 y 1748, mejor
conocidas como “trigos ventureros” son ori-
ginarias de la Mixteca Alta de Oaxaca (Le-
garia y Mufioz-Orozco, 1992). Genaro T8I,
Galvez M87 y Temporalera M87 son varie-
dades comerciales liberadas y las Seleccio-
nes 10, 11 y 12 provienen del Programa de
Resistencia a Sequia del Instituto de Recur-
sos Genéticos y Productividad del Colegio
de Postgraduados.

Extraccion de proteinas. Se realiz6 segiin
cl método propuesto por Lawrence y She-
perd (1980). Las gluteninas se extrajeron con
un amortiguador a base de Tris 0.125 M,
SDS al 8% (p/v), glicerol al 20% (v/v), azul
de bromofenol al 0.002% (p/v) y 30 uL de 2-
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mercaptoctanol a pll 6.8. La solucién de
extraccion de las gliadinas consistio de 2-
propanol al 50% (v/v), acido acético al 1%
(v/v) y 2-mercaptoetanol al 1% (v/v).

Los patrones clectroforéticos entre cultiva-
res se determinaron en muestras de 10 semi-
llas de cada variedad, mismas que sc disecta-
ron a la mitad, desechandose la parte que
contiene el embrién. La mitad restante (co-
rrespondiente al endospermo) se incubd en
el amortiguador de extraccion (100 uL por
unidad de grano), a temperatura ambiente
durante toda la noche.

La purcza varietal se evalud en muestras
de 4 6 5 granos individuales por cultivar,
purificandose las proteinas segin el proto-
colo antes descrito. Los experimentos y pa-
trones electroforéticos se realizaron por tri-
plicado.

Preparacién de la muestra, Para las glia-
dinas sc tomaron 15 pL del extracto y se
mezclaron con 15 pl de solucién amorti-
guadora compuesta por: Tris 1.5 M, pH 6.8;
SDS al 20 % (p/v); 2-mercaptoetanol al 10
% (v/v), azul de bromofenol al 2% (p/v) y
glicerol al 20% (v/v). Para las gluteninas, se
tomaron 30 pL del extracto y se cargaron
directamente en el gel.

Electroforesis unidimensional. Se realizé
en geles de 10 x 8 cm y 0.75 mm de espesor
con poliacrilamida al 10% (p/v), preparados
de acuerdo con el método descrito por Lae-
mmli (1970). El gel se introdujo en una ca-
mara de electroforesis vertical marca Hoefer,
conteniendo solucién amortiguadora de co-
rida: Tris base 0.025 M, glicina 0.192 M y
SDS al 0.10% (p/v).

La electroforesis se llevd a cabo a 100 V
durante 3 horas a temperatura ambiente.
Terminada la electroforesis, el gel sc tifié
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durante una hora en una solucién de azul de
Coomassie al 0.1% (p/v), metanol al 50%
(v/v) y acido acético al 10% (v/v). Una vez
teniido, el gel se destifio con una solucion de
metanol al 30% (v/v) y acido acético al 10%
(v/v) hasta eliminar el fondo azul del gel.

Analisis de los patrones de proteinas. El
indice de similitud entre los patrones de
proteinas de los diferentes cultivares se cal-
culd utilizando la féormula propuesta por Nei
y Li (1979), expresada en porcentaje: S=
2nxy/(mx + ny), donde nx y ny son el nu-
mero de bandas en cada cultivar y nxy es el
numero de bandas similares en ambos culti-
vares. Las distancias genéticas para la clabo-
racion de los dendogramas se calcularon
segun la formula d= -In S (Nei, 1978; Swo-
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ford y Olsen, 1990); donde d, es la distancia
genética entre cultivares y S es el indice de
similitud.

RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica de electroforesis en geles SDS-
poliacrilamida permitio la identificacién de
10 variedades de trigo por su variacién en
los perfiles de proteinas de reserva gliadinas
y gluteninas.

En la Figura 1 se muestran los patrones
electroforéticos de gliadinas en 10 cultivares
de trigo. El nimero de bandas presentes en
cada cultivar varié en un intervalo de 12 a
20, detectandose 10 patrones diferentes, cada
uno correspondiendo a cada variedad. El

Figura 1. Patrones electroforéticos de gliadinas en 10 cultivares de trigo.
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examen de los perfiles revelo que algunas
bandas o combinaciones de las mismas, son
mutuamente excluyentes. Los resultados
indican que existe diferencia en el nime-
ro, posicion e intensidad de las bandas en
los patrones electroforéticos de las varieda-
des, lo que sugiere que existe polimorfismo
y que la metodologia empleada es adecuada
para su identificacién y caracterizacién. En
el Cuadro 1 se muestra la matriz de los indi-
ces de similitud en porciento entre las varie-
dades de trigo por sus patrones de gliadinas.
[Los cultivares mas emparentados fucron los
“trigos ventureros” Coleccion 1746 y 1740,
originarios de la Mixteca Alta Oaxaquefia,
con un indice de similitud de 96%, lo que
significa que tienen un genotipo idéntico o
que provienen de progenilores afines. Los
materiales mas distantes fueron Temporalera
M87 vy la Coleccién 1748, de origenes dife-
rentes, con una similitud del 45%. Esta ma-
triz permitio el calculo de las distancias ge-
néticas para construir ¢l dendograma que se
muestra en la Figura 2, donde se representa
el agrupamiento de las variedades.

IDENTIFICACION DE CULTIVARES

El primer agrupamiento se dio entre las
Colecciones 1740 y 1746 a una distancia
genética de 0.04 y el ultimo ocurrio a una
distancia de 0.40. En el dendograma se apre-
cia la formacién de 3 grupos. El grupo I,
integrado por las Colecciones 1740, 1746,
S11 y Galvez M7 presento patrones elec-
troforéticos con mas bandas alines entre si
que con las otras variedades (Figuras 1 y 2).
El grupo IT se formé con la Coleccion 1748
y las Selecciones 10 y 12 y el grupo III que-
dé constituido por las variedades Temporale-
ra M87, Genaro T81 v la Coleccion 1737.

No se detectd correlacion entre el patrén
de proteinas y las caracteristicas del am-
biente donde las variedades sc cultivan nor-
malmente o las condiciones para las que
fueron liberadas. Por gjemplo, las variedades
Galvez M87 y Temporalera M87 son apro-
piadas para ambientes de secano, provienen
del mismo programa de fitomejoramiento y
muestran una similitud de solo un 67%;
mientras que Genaro T81, una variedad de
riego tuvo un 80% de similitud con Tempo-
ralera M87 (Figuras 1 y 2, Cuadro 1).

Cuadro 1. Indices de similitud (%) de gliadinas en 10 cultivares de trigo. La matriz se generd
asignando el valor numérico de 0 al evento ausencia de banda proteica y de 1 a la pre-
sencia de la misma. Los valores presentados se calcularon mediante la formula de Nei

y Li (1979).
Cultivar C1740 C1746 C1748 GT81 TEMP GAL S10 S11 S12
C1737 69 67 67 74 84 64 64 67 57
C1740 96 83 64 67 . 92 89 57
C17406 80 61 64 81 89 93 80
C1748 60 45 ] 72 72 91
GT81 80 54 82 69 60
TEMP 67 T3 80 54
GAL 71 &9 75
S10 89 83
511 72
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0.45 —
0.40 —
035 —

0.30 —

0.25 —

0.20 —

0i1s —

0.10 —

Distancias geneticas

0.05 —

0.00

TEMP

C1740
C1746
S11
GALVEZ
C1748
S12
$10
C1737
GT81

Cultivares Yy grupos

Figura 2. Agrupamiento de 10 cultivares de trigo por la similitud de sus gliadinas.

C1737
C1740

C1746

C1748

GT81

Figura 3. Patrones electroforéticos de gluteninas en 10 cultivares de trigo.
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Cuadro 2. Indices de similitud (%) de gluteninas en 10 cultivares de trigo. La matriz se generd
asignando el valor numérico de 0 al evento ausencia de banda proteica y de 1 a la pre-

sencia de la misma. Los valores presentados se calcularon mediante la férmula de Nei
y Li (1979).

Culuvar  C1740 C1746 Cl1748 GT8I TMP GAL S10 S11 S12

C1737 &l 88 88 82 70 74 88 82 87
C1740 90 90 84 61 65 88 76 89
C1746 95 95 76 79 98 87 79
C1748 90 76 79 95 88 98
G181 80 78 93 82 88
TEMP 97 79 70 78
GAL 82 74 81
S10 90 95
S 90
0.50 —
0.45 |
0.40 —
w 035 —
m
2 030 —
§ 025 —
&
g 0.20 —
E 0.15 —
@ 010 —
(=]
0.05 — L
| - [ ]
zeEsEsp gl
s ° 5 & & F %

Cultivares y grupos

Figura 4. Agrupamiento de 10 cultivares de trigo por la similitud de sus gluteninas.
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Adicionalmente, se examind la ocurrencia
de variacion en los patrones de bandeo de las
subunidades de gluteninas entre las mismas
variedades (Figura 3). El nimero de bandas
presentes varié entre 15 y 23, mostrando
cada cultivar un patrén tinico. Por el andlisis
de estos perfiles se determiné que las varie-
dades Temporalera M87 y Galvez M87 estan
muy emparentadas, con un coeficiente de
similitud del 97% y las menos relacionadas
fueron Temporalera M87 y la Coleccién
1740 con un indice de 61% (Cuadro 2).

Con los valores de las distancias genéticas
se conformaron 2 grupos, el grupo I quedd
integrado por la mayoria de los cultivares
evaluados: Seleccion 10, Coleccion 1748,
Genaro T8I, Scleccidon 12, Coleccion 1746,
Seleccion 11, y las Colecciones 1737 y
1740. Dentro de este agrupamicnto se obser-
vO un subgrupo con mas bandas afines entre
si, constituido por los cultivares Genaro T81,
las Colecciones 1746 y 1748 y las Seleccio-
nes 10 y 12. El grupo II quedé compuesto
por las variedades Galvez M87 y Tempora-
lera M87 (Figura 4).

Del anélisis conjunto de los resultados se
infiere que la caracterizacion de los cultiva-
res de trigo por sus patrones electroforéticos
de gliadinas permitié la deteccién de mayor
polimorfismo que la evaluacién de los per-
files de gluteninas.

Por otro lado, los porcentajes de similitud,
las distancias genéticas y los agrupamientos
son diferentes para los materiales, segiin si
se analiza el patron de gliadinas o el de glu-
teninas (Figuras 1, 2, 3 y 4; Cuadros 1 y 2).
Estas diferencias son comprensibles si se
considera que ambas proteinas son codifica-
das por conjuntos genéticos diferentes y que
la tasa de evolucion de los mismos en cada
cultivar pudo ocurrir también en grados y
direcciones diferentes (Galili y Feldman,
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1983; Lawrence y Sheperd, 1980; Masci er
al., 1998),

Se evalud la pureza genética a través del
analisis del patrén de protcinas gliadinas vy
gluteninas de individuos de las varicdades
Genaro T81, Coleccion 1748, Temporalera
MB87 y Seleccion 10 (Figuras 5 (By C) y 6
(B y C). Los resultados del analisis indicaron
que las muestras correspondientes a la Co-
leccion 1748 y a la variedad Genaro T81 son
genéticamente impuras, aun cuando por sus
caracteristicas morfo-fisiologicas parecieran
estar constituidas por individuos idénticos u
homogéneos. Los individuos 1, 3 y 5 de la
Coleccidon 1748 mostraron un perfil electro-
forético diferente al de los individuos 2 y 4
tanto en el patrén de gliadinas como de glu-
teninas (Figuras 5B y 6B). Para la variedad
Genaro T81, el patron de gliadinas de la
muestra de 5 individuos tomados al azar
indicé que la variedad es genéticamente pu-
ra, sin embargo, el patrén electroforético de
gluteninas del individuo ntmero 5 difiri6 del
resto de los individuos analizados (Figuras
5B y 6B). La Coleccion 1748, procedente de
la Mixteca Alta Oaxaquefia, parece estar
conformada por una mezcla de dos varieda-
des, mientras que la Genaro T81, posible-
mente pura al momento de su liberacion,
pudo contaminarse durante manipulaciones
sucesivas., Lste encuentro sugiere que du-
rante las pruebas de pureza deben evaluarse
al menos dos marcadores con el fin de de-
tectar posible polimorfismo y asegurar asi la
pureza de las muestras.

Temporalera M87 y la Seleccion 10 mos-
traron estar constituidos por individuos ho-
mogeéneos en sus patrones de gliadinas y
gluteninas por lo que pueden considerarse
genéticamente puros (Figuras 5C y 6C).

Los resultados de esta investigacion sugie-
ren que la conjuncidn futura de marcadores
morfolégico-fisioldgicos y moleculares co-
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GT81 C1748
B 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 individuo

individuo

Figura 5. Comparacion del patron de gliadinas de individuos de las variedades Genaro T81,
Coleccién 1748, Temporalera y Seleccion 10.

C1748 GT81 C  TEMP S10

Figura 6. Comparacién del patrén de gluteninas de individuos de las variedades Coleccion 1748,
Genaro T81, Temporalera y la Seleccion 10.
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mo las proteinas de reserva puede constituir
una herramienta integral y objeliva para ase-
gurar la identidad y la pureza de las varieda-
des de trigo, utilizando un tamafio de mues-
tra pequeno.

CONCLUSIONES

La metodologia empleada permitié identi-
ficar las variedades de trigo. A cada una le
asocid un patrén electroforético diferente,
tanto para glhadinas como para gluteninas.

Los materiales mostraron mayor polimor-
fismo en la composicién de gliadinas que en
la de las subunidades de gluteninas.

La caracterizacidn electroforética de los
individuos integrantes de las variedades,
permitio determinar pureza varietal de mane-
ra rapida y eficiente, empleando un tamafio
de muestra pequeio.
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