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1. El Trigo

El trigo es una especie de la sub-tribu Triticinae dentro de la tribu Triticeae,
perteneciente a la familia de gramineas Poaceae. La sub-tribu triticinae es de origen
reciente, y contiene aproximadamente 35 géneros incluidos Triticum, Aegilops,
Thinopyrum, Dasypyrum, Lophopyrum y Secale. Los trigos cultivados pertenecen a
cuatro especies del genero Triticum, todas las cuales tienen un multiplo del juego
basico haploide (x) de siete cromosomas por gameto. La especie de numero
cromosoémico mas bajo, T. monococcum es normalmente diploide (2n=2x=14). Otras
dos especies, como T. turgidum y T. timopheevi, son tetraploides (2n=4x=28). La
especie cultivada de Triticum con numero cromosémico mas elevado, T. aestivum, es
hexaploide (2n=6x=42).

De los cuatro trigos cultivados, T. aestivum es el de mayor importancia econémica. La
mayoria de sus variedades modernas caen bajo la denominacién general de trigo
comun, cuya harina es la mas adecuada para la elaboracién de pan. La especie T.
aestivum incluye mas de 20.000 cultivares (variedades cultivadas), que se adaptan a
un amplio rango de ambientes. El trigo pan se cultiva en todo el mundo. Del mismo
modo, el trigo tetraploide T. turgidum, y en particular su principal variedad moderna T.
turgidum L. var durum (trigo duro o trigo candeal) se cosecha ampliamente en areas
relativamente secas del mundo, tales como la cuenca mediterranea, India, Rusia y
otras republicas ex-soviéticas, las zonas de escasa pluviometria de las grandes
llanuras de Norteamérica y Australia. En cambio, el cultivo de T. timopheevi y el
diploide T. monococcum es bastante limitado. T. timopheevi se cultiva solo en algunos
lugares de la region transcaucasica de la Federacion Rusa y T. monococcum,
unicamente en algunas regiones montafosas de la ex-Yugoslavia y de Turquia,

donde se utiliza sobre todo para alimentacion animal (Feldman & Sears, 1981).

Aunque las especies silvestres diploides descienden de un antepasado comun, han
divergido bastante unas de otras, no sélo en su morfologia, sino también ecoldgica y
geograficamente. Casi todas las especies diploides tienen un genoma diferente. Las
especies poliploides de Triticum constituyen un ejemplo clasico de evolucidon por
anfiploidia y aunque su comportamiento es el de un alopoliploide, sus cromosomas se
aparean como en un diploide, formando solamente bivalentes en la meiosis y su modo
de herencia es disdmico. Las especies tetraploides pueden haberse originado de la
hibridacion de dos especies diploides, seguida de una duplicacién espontanea de sus

cromosomas. Del mismo modo, toda especie hexaploide es producto de la hibridacion



de una especie tetraploide, y otra diploide, seguida de duplicacién cromosémica. Los
estudios citogenéticos sugieren que T. turgidum (genoma AABB) derivé del
cruzamiento entre T. monococcum (genoma AA) y T. searsii (genoma S°S®) o una
especie silvestre préxima a esta ultima, que habria aportado el genoma B (Feldman &
Sears, 1981). Por otro lado, el trigo hexaploide (genoma AABBDD) se originé sin duda
a partir de un hibrido entre T. turgidum (probablemente la variedad cultivada T.

turgidum dicoccum o escana) y Aegilops squarrosa (T. tauschii, genoma DD).

Otros autores sugieren que Aegilops spelltoides (T. spelltoides) (genoma BB) habria
contribuido al genoma B de T. turgidum. También se ha sugerido que el genoma A
habria sido aportado por la especie diploide Triticum urartu Tum (genoma AA)
(Johnson & Dhaliwal, 1978). En coincidencia con esto, Dvorak et al. (1993) sugieren
que el trigo tetraploide se habria originado por hibridacion del trigo diploide salvaje
“einkorn” o T. urartu (genoma AA), con una especie muy emparentada a Aegilops
speltoides, que habria aportado cromosomas de tipo B al genoma de trigo (Sarkar &
Stebbins, 1956). De manera que, el genoma A de todos los trigos poliploides

provendria de T. urartu y no de T. monococcum (genoma A ™A ™).

Ae. tauschii (Ae. Squarrosa) y Ae. speltoides, han demostrado ser excelentes fuentes
de resistencia a enfermedades en trigo (Dvorak 1977; Gill et al., 1986). Los
antecesores diploides del trigo son un recurso muy valioso para realizar estudios de la
estructura gendémica del trigo y su evolucion. (Akhunov et al.,, 2005). Los estudios
comparativos de secuencias de ADN indican que T. urartu y T. monococcum

divergieron entre 0,5 y 1,0 millones de afios atras (Huang et al., 2002).

La estructura genética de las especies poliploides de Triticum permite una generacion
rapida de diversidad. La mayoria de los loci génicos estan presentes en cuatro o seis
copias, y la acumulacion de variacion genética mediante mutacion o hibridacién se
tolera mas facilmente que en el caso de un organismo diploide. La poliploidia facilita
asi la diploidizacion genética, proceso a través del cual los genes presentes en copias
multiples y pares pueden divergir hacia nuevas funciones. Los poliploides de Triticum
son verdaderos alopoliploides y muestran una heterosis (vigor hibrido) permanente,
efecto resultante de la interaccion entre ciertos genes situados en loci homdélogos de

diferentes genomas.

El centro de origen y el principal nucleo de diversidad del género Triticum se encuentra

en el sudoeste de Asia. La parte sudoeste del creciente fértil (noroeste de lIsrael,



sudoeste de Siria y sudeste de Libano) es el centro de distribucién del trigo tetraploide
silvestre T. turgidum dicoccoides y también el area donde se originaron las primeras
variedades cultivadas de esta especie (T. turgidum dicoccum). Una hibridacién
espontanea entre T. turgidum dicoccum y T. tauschii, debié dar origen a T. aestivum,
en tierras del oeste de Iran hace mas de 8000 anos, que fue cuando el trigo cultivado

se introdujo en el area del silvestre (Feldman & Sears, 1981).

Si bien la variabilidad genética de los trigos domesticados ha ido acumulandose en el
transcurso de 10.000 afos de cultivo, se ha visto disminuida por la puesta en practica
de técnicas de mejoramiento modernas, responsables también de la elevada
productividad del trigo. Las nuevas variedades, han ido remplazando continuamente a

las “variedades locales” tradicionales.

2. Trigo candeal en la Argentina

2.1 Historia

La primer referencia de Triticum turgidum L. var. durum en Argentina proviene de
1527, durante la expedicién de Sebastian Gaboto (Goni, 1968) en la actual provincia
de Santa Fe. Los trigos candeales cultivados fueron poblaciones o “variedades”
traidas por los inmigrantes desde sus paises y en otros casos introducidos desde Chile
(Di Salvo, 1969). A través de los afos, se impuso el nombre comun de candeal, al
referirse a toda clase de T. durum. En muchas ocasiones, variedades seleccionadas
en diferentes paises fueron introducidas y probadas. Las provenientes de USA no
tuvieron demasiado éxito. Desde lItalia fueron introducidas las variedades Cappelli y
Stampelli que, a pesar de su buena calidad, no lograron ser extensamente cultivadas.
La variedad rusa “Taganrog” fue también incorporada, siendo muy apreciada durante

varios afos por diferentes paises debido a su buena calidad.

Los primeros intentos de mejorar el cultivo fueron realizados a partir de 1912 por el
mejorador G. Backhouse y desarrollados en la Chacra Experimental La Prevision
(actual INTA-CEI Barrow). A partir de poblaciones de candeal, V. Brunini propagé una
variedad llamada Candeal La Prevision, oficialmente reconocida en 1939 y que llego a
tener cierta importancia hacia 1957. En 1955, se registré la variedad Durumbuck
obtenida por el mejorador privado José Buck en la estacion experimental de La Dulce

(Prov. de Buenos Aires), derivada de la cruza de Candeal x Taganrog seleccion.



En 1961, el mismo mejorador presento la variedad Taganrog seleccién Buck
(seleccionada de una poblacion Taganrog) superior a la original. Ese mismo afo, la
empresa Vilela lanzé al mercado la variedad Taganrog Vilela Fideos, de muy buena
calidad, desarrollada por el mejorador H. Olsen. En 1963, se lanzé la nueva variedad
Taganrog Buck Balcarce, con un pedigri bastante complicado, en el cual se incluyeron
selecciones de Candeal y Taganrog mas una seleccion del trigo italiano Cappelli.
Debido a sus altos rendimientos y calidad, estas dos ultimas variedades, cubrieron en

aquellos afios la mayor parte del area dedicada a este cultivo.

Posteriormente, la estacion experimental La Prevision obtuvo otra variedad, Candeal
Bonaerense 202, resistente a la roya del tallo y originada de la cruza entre Candeal La
Prevision y Tremes molle, una vieja variedad portuguesa. Las primeras variedades
argentinas tuvieron un origen comun en el famoso trigo candeal ruso Taganrog, desde
el cual evidentemente deben haber heredado la baja extensibilidad del gluten y la

buena calidad de coccion (Vallega, 1974).

En las ultimas décadas fueron desarrolladas las variedades: Balcarcefio INTA (1974),
Buck Mechongue (1979), Bonaerense Valverde (1979), Buck Candisur (1982),
Thomas Ventania (1984), Bonaerense Quilaco (1987), Buck Cristal (1987),
Bonaerense INTA Cumenay (1995), Buck Ambar (1995), Bonaerense INTA Facon
(1997), Buck Topacio (1998), Buck Esmeralda (2000), Bonaerense INTA Carilo (2002),
Buck Platino (2002) y recientemente ACA 1801 F (2007).

2.2 Areas de Cultivo y Produccion

La produccién global de trigo candeal en el periodo 1994-2005 fue estimada en
23,76-33,09 millones de toneladas por afno, con un rendimiento de 1,64-2,33
toneladas por hectarea (Patil et al.,, 2008). Histéricamente, el rendimiento del trigo
candeal es un 80% en relacion al del trigo pan. Esto se atribuye, en parte, a ambientes
de cultivo menos favorables y practicas de manejo. El trigo candeal s6lo representa

aproximadamente 6—8% de la produccion mundial de trigo.

La produccién de granos (cereales y oleaginosas) en la Argentina evoluciond, en los
ultimos 15 anos, de 40 a 96 millones de toneladas por afio en la cosecha 2007/08. El
nuevo esquema productivo de la zona pampeana argentina se basa en una agricultura

intensiva, con sistemas de siembra directa continua, donde el cultivo de trigo junto al



de la soja y el del maiz forman parte de la secuencia de cultivos preponderantes
(J.T.C. 2005). La produccioén nacional de trigo fue de aproximadamente 14,5 millones

de toneladas en la ultima década (Figura 1).

El cultivo de trigo candeal tuvo poca o ninguna importancia en nuestro pais hasta fines
de la década del 50, registrandose una produccion maxima de 760.000 toneladas
(419.700 hectareas) en la campafa 1969/70. En aquellos afios, la produccion era
destinada mayormente a la exportacién, siendo lItalia nuestro principal comprador
hasta 1974, con volumenes de compra entre 240.535 y 521.044 toneladas (Vallega,
1974). Iltalia se abastecia en la Argentina debido a la excelente calidad de gluten de
nuestras producciones, derivada del uso de las variedades Taganrog selecciéon Buck,
Taganrog Buck Balcarce, Capella seleccién y en menor medida Taganrog Vilela

Fideos.
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Figura 1: Siembra y produccion de trigo (pan y candeal) en la Argentina. Fuente:
SAGPYA.

La proporcion de trigo candeal, como cultivo en Argentina, en el total de trigo fue
disminuyendo progresivamente. En la década del 60 representaba entre un 59 y
10,8% del total de trigo producido, y en las décadas del 70 y 80 no superaba el 1%,
manteniéndose en ese valor en la actualidad. Esta drastica disminucién de la
superficie sembrada se debid principalmente a la sensibilidad del cultivo a la fusariosis
de la espiga. Por otro lado, el mejoramiento genético permitié obtener cultivares de

trigo pan de ciclo corto y alto rendimiento, haciendo a este cultivo aun mas rentable en



detrimento del candeal.

Argentina perdio6 asi su tercer lugar como pais exportador en el comercio internacional
de trigo candeal. En ese periodo, las fabricas productoras de fideos, que son las
demandantes de este producto, se vieron en la necesidad de importar materia prima.
La escasez de una oferta estable en el tiempo y que reuniera los parametros de
calidad requeridos en el mercado interno, llevéd a las industrias fideeras a procurarse
otra via de abastecimiento, a través del contrato directo con la produccion primaria
(Demarie et al, 1999).

El area de cultivo del trigo candeal se extiende sobre las subregiones trigueras IV y V

sur (Sudeste y Sudoeste de Buenos Aires y parte de La Pampa), alrededor del

paralelo 38° (Figura 2).
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Figura 2: Zona de produccion del trigo candeal en las subregiones trigueras de la

Argentina

Esta region tiene como principal desventaja las lluvias que, frecuentemente antes o
durante el periodo de cosecha, afectan la calidad de los granos por lavado. Esta
situacion provoca frecuentes variaciones en la calidad del grano, no habiendo

consistencia en los diferentes embarques de candeal destinados a la exportacion.

En los ultimos diez anos la produccién en nuestro pais se ha mantenido entre las
100.000 y 180.000 toneladas, representando una opcién tradicional para un grupo
interesante de productores. Durante las ultimas dos décadas, la superficie sembrada

con candeal fue cambiante, pasando de un minimo de 22.700 hectareas en 1985/86 a



un maximo de 83.200 hectareas en 1996/97 y las actuales 78.155 hectareas en
2008/09 (Tabla 1).

Tabla 1: Produccion de trigo candeal en la Argentina en las ultimas diez campafas.

~ Al Al Produccion | Rendimiento
Campana Sembrada Cosechada (tn) (kg/ha)
(ha) (ha)
2008/09 78155 71540 135564 1895
2007/08 59417 57717 138810 2405
2006/07 48955 48825 114985 2355
2005/06 53245 52220 128580 2462
2004/05 57000 56940 179590 3154
2003/04 46900 46780 147220 3147
2002/03 42800 39420 97600 2476
2001/02 47650 47250 136160 2882
2000/01 67800 67650 187270 2768
1999/00 69800 69540 176100 2532
1998/99 73700 72780 157600 2165

Fuente: SAGPyA

El rendimiento promedio de este cultivo varia segun las regiones. En las zonas Centro
y Sur bonaerenses es de aproximadamente 2.360 kg/ha y en el Sudeste ronda los
4.710 Kg/ha Si bien los rendimientos favorecen notablemente a la zona del Sudeste,
los altos rindes no permiten alcanzar niveles aceptables de proteina y vitreosidad
(Demarie et al., 1999). La mayor parte de la produccion de candeal se concentra en un

pequeno grupo de partidos de la provincia de Buenos Aires (Figura 3).

Produccion
Campana 2005/06

41,560

2 \a
& F F & S o

& S N 7
§F & & F & L §F L & F O Partido
L N N -

o i A, & &

& o & %

& &L o c

Figura 3: Produccion de trigo candeal (Tn) por partido de la Prov. de Buenos Aires.



En general, los productores de candeal cuentan con un alto nivel de adopcién
tecnoldégica y un buen conocimiento de mercado, permitiéndoles optar por un cultivo
exigente en la utilizacién de insumos. La produccién de trigo candeal a través de la
agricultura de contrato esta ligada actualmente a las necesidades de la industria, la
cual planifica la cantidad de hectareas que requerira contratar en cada campana. Al
no existir un mercado de trigo candeal el productor no puede sembrar sin previamente

vincularse con alguna de las fabricas fideeras.

El precio del trigo candeal se determina en base al precio pizarra del trigo pan grado
dos, mas un porcentaje de bonificaciones por calidad. A enero de 2009, el trigo
argentino cotizaba segun precios FOB oficial (US$ / Ton.) 208,90 u$d/ton, sobre un
precio de 99,29 u$d/ton a enero del 2000 y un maximo alcanzado de 353,67 u$d/ton

sobre el mismo mes de 2006 (http://www.cotrisa.cl/mercado/trigo). Para cada venta, si la

muestra analizada presenta un porcentaje de proteinas que va entre un 10 y 11% el
productor esta exento de bonificaciones y rebajas. A partir del 12% por cada punto de
aumento de proteina se bonifica entre un 2 a 3%. Cada firma, basada en el estandar de
comercializacion para trigo candeal establece el castigo o bonificacién segun el grado

de vitreosidad que presenta la muestra (Demarie et al, 1999).

2.3 Usos

El trigo duro o candeal (Triticum turgidum L. var. durum) es utilizado principalmente
para la elaboraciéon de productos de pasta secas (vermicelli, spaghetti y macaroni) y
frescas, particularmente en los paises europeos y de América del Norte, mientras que
en otras regiones (Medio Oriente y norte de Africa) se utiliza como couscous o burgol.
En los paises mediterraneos una gran parte de la cosecha es dedicada a la
preparacion de pan (Quaglia et al., 1988) y de postres (Seghezzo & Molfese, 1999). La
pasta, en sus diferentes formas es el producto mas apreciado en todo el mundo
(Figura 4).

Segun informes oficiales, el consumo de pastas secas por habitante/afio en la
Argentina es de 6 Kg, incluyendo todos los tipos de pastas de origen industrial
elaborados tanto con trigo candeal como trigo pan. Italia encabeza el ranking mundial
con 28 Kg/hab/afio, seguido por Venezuela con 13 Kg. Argentina se ubica en octavo
lugar en consumo per capita y ocupa la posicion 14 en el ranking de produccion

mundial de pastas.
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En Kg

28
N\
7\
i iz 101 ! !
; 9 84 83 ! \
I ¢ 1 57
I 1
I 1
1 I
r T T T T T T |I l'l = 1
5 i) “w o = o e} —
T ¢ ¢ 5 % &5 E'E 8
= " 3 I o O 1 5 5 m
@ =
c \ 2y
; \"’:I
N

Figura 4: Consumo anual de pastas per capita en los principales paises consumidores

De un total de 110 empresas dedicadas a la elaboracion de pastas secas en nuestro
pais, solo tres concentran el 65 % de la produccion (Kraft, Manera y Molinos del Rio
de la Plata), empleando en total de 2.200 personas, con una facturacién anual de 300
millones de pesos. Un 8% de la harina (trigo pan) producida en nuestro pais es
destinada a la elaboracion de pastas secas, exportandose solo el 6% de la produccion,
mayoritariamente a otos paises del MERCOSUR (Figura 5). La produccion de pastas
secas (300.000-350.000 Tn/afo) representa la mayor parte (76%) de la produccion de

pastas del pais (Cadena de Trigo en la Region Pampeana, 2005).

Festo
Cuba 9%

Paraguay 2%
I

Chile
Uruguay 3%

5%

EE.LILI.

9 9,5 US$

millones

Angala
15%

Brasil
2T%

Figura 5: Exportacién de pastas secas por destino, expresado en % del volumen de
ventas en délares americanos (2004)
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La produccion mundial de pasta es de aproximadamente 9 millones de toneladas/afo,
encabezada por ltalia con 2,9 millones de toneladas y seguida en segundo lugar por
EE.UU. con 1,15 millones. En tercer lugar se encuentra Brasil con un millon de
toneladas. Dentro de Latinoamérica, el mayor productor es Brasil (10% mundial),
seguido por México (4%), Venezuela (3,5%) y Argentina (3%)

(http://www.alimentosargentinos.gov.ar/farinaceos/default.asp).

3. Lacalidad del trigo candeal

El trigo candeal posee caracteristicas superiores para la elaboraciéon de pasta de
buena calidad. La dureza de su endosperma facilita la separacion del germen de las
capas externas del grano, incrementando el rendimiento de sémola. Las condiciones
de la molienda tienen ademas marcados efectos en las propiedades de la harina y
sémola (Feillet et al., 2000).

Los fideos hechos con sémola de trigo candeal tienen numerosas ventajas en el
proceso de elaboracién con respecto a los fabricados con trigo pan. En primer lugar se
requiere menos agua para formar la masa, facilitando el secado y volviendo el
producto mas econémico. Ademas, presenta mayor estabilidad en la coccién, debido
fundamentalmente a la calidad del complejo de proteinas de reserva denominado
gluten, en cuanto a elasticidad, adhesién y apariencia general. El contenido de
pigmentos carotenoides (CPC) es mayor en trigo candeal, otorgando el color amarillo

caracteristico a los fideos, muy apreciado por los consumidores.

El concepto de calidad en trigo candeal es complejo y esta en permanente evolucion
en respuesta a avances tecnoldgicos de la molienda, a procesos secundarios y a las
preferencias del mercado (Dexter & Marchylo, 2001). La calidad puede ser definida
como la habilidad de los granos de trigo o sémola para satisfacer los requerimientos
especificos de los usuarios, que seran diferentes de acuerdo al lugar que ocupen en la

cadena productiva (Tabla 2).

En general, se considera que el contenido de proteina en el grano, la fuerza y
elasticidad del gluten y el color son los principales factores involucrados en la calidad
de la sémola de trigo candeal vy que, en definitiva, redundan en las cualidades
reologicas de la masa. El porcentaje de vitreosidad de los granos es también una

caracteristica importante (Troccoli et al., 2000).
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Tabla 2: Criterios de calidad en trigo candeal segun el sector demandante de la
cadena de valor

Calidad de Trigo Candeal para:

Semilleros Comercializadores Agricultores Industria Industria Consumidores
de granos molinera Fideera
Pureza varietal Contenido de Rendimiento Rendimiento de Contenido de Calidad de coccion
Proteina sémola Proteina

Rendimiento de

Germinacion Peso Hectolitrico  granos/ calidady  Contenido de Calidad de Aspecto visual
estabilidad ceniza Gluten
Humedad del
grano Uniformidad de Granulacion y Estandar de calidad
granos tamafo de particulas del producto de
Sanidad de sémola pasta

Peso Hectolitrico

Relacion
Humedad del indice de amarillo precio/calidad
grano
Impurezas

(Modificado de Troccoli et al., 2000)

La industria fideera prefiere los granos vitreos debido a su correlacion positiva con el
porcentaje de proteina, el rendimiento de sémola y la calidad de coccion. Mientras que
la calidad del gluten, color de la sémola y cualidades reolégicas de la masa estan
determinadas fundamentalmente por el genotipo, el contenido de proteina y la
vitreosidad, resultan mas afectadas por la localidad, afio de cosecha y condiciones de

manejo (www.alimentosargentinos.gov.ar). Del grano de trigo candeal puede

obtenerse semolin 0 sémola y esta ultima puede ser gruesa, fina o mezcla.

Los principales paises exportadores de trigo candeal, como Canada y Australia,
poseen fuertes programas de mejoramiento de la calidad, asociados a una importante
estrategia de marketing para sus productos. Asimismo, los paises mediterraneos han
intentado garantizar la calidad de su produccion, promoviendo la exportacion varietal y
la utilizacion de estandares minimos de calidad para el contenido de proteina, indice

de gluten y color amarillo.

En nuestro pais, no existen subclases de trigo candeal y para su comercializacion se

lo divide en tres grados de calidad (Tabla 3).
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Tabla 3: Estandar de clasificacion de trigo candeal segun grados de calidad (Res. ex -
S.A.G.yP. 1075/94 Norma XXI)

G GRANOS
R Peso . DANADOS Granos Granos
Hectolitrico Mater|~as . Quebrados con
A Extrafias Ardidos Total |
D k,g/_hl. % ylo Dafiados ylo cohuzos Cagbon
o Minimo Darfiados % %
Calor
Ll I | % Maximo I I |
[1]] 7800 || o075 || o050 || 100 | 1,50 ([ 010 |
[2]] 7600 || 150 || 100 || 200 | 3,00 [ 020 |
[3])] 7200 || 300 || 150 || 300 | 5,00 [[ 030 |

Por otro lado, se establece una bonificacion o rebaja por el contenido de granos
vitreos, a efectuarse sobre el precio del grado dos (2), sobre la base de un valor del
cincuenta por cien (50%) libre de bonificaciones y rebajas. Ademas, se aplican

bonificaciones y rebajas por proteinas, en funcién de una escala predeterminada.

El trigo pan se comercializa segun estandares de calidad disefiados por la S.A.G.P.yA.
(Resolucion 1262/2004), existiendo también tres grados de calidad. Se ha elaborado
una propuesta de clasificacion no obligatoria para el trigo pan, consensuada por
distintos sectores oficiales y privados, incluso por molinos de Brasil, que es promovida
por la Asociacion Argentina de Productores de Trigos (AAPROTRIGO) y el INTA, y

que contempla tres clases de trigo (Tabla 4).

Tabla 4: Propuesta de clasificacién de trigo para pan segun criterios de calidad.

TDA 1 Superior TDA 2 Especial TDA 3 Standard
(Trigo Duro Argentino 1 (Trigo Duro Argentino 2 (Trigo Duro Argentino 3
Superior) Especial) Standard)

Se define como ésta clase
al grupo | de variedades.
En 3 bandas de proteina
entre 10.5%-11.5%, 11.6%-
12.5% y mas de 12%.

Se define como ésta clase
a variedades del grupo | y
Il. Bandas de proteina 10%
a11%/11% a 12% / y mas
de 12%.

Se define como ésta clase
a variedades del grupo llI.
Tiene dos bandas de
proteina 10-11% /11- 12%.

Fuente: SAGPyA

Altos valores de contenido de proteina y vitreosidad en los granos son bonificados en
la comercializacion. Nuestro pais ha colocado histéricamente sus exportaciones de
trigo a bajos precios, sin segregar su produccion por calidad. Por el contrario, los

principales paises exportadores y competidores de Argentina (Canada, EE.UU.,
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Australia y la Unién Europea), clasifican su produccion en diferentes tipos de calidad

segun su aptitud de uso y por ello, obtienen mejores precios en la comercializacion.

Estados Unidos por ejemplo, posee ocho clases de trigo: Durum Wheat, Hard Red
Spring Wheat, Hard Red Winter Wheat, Soft Red Winter Wheat, Hard White Wheat,
Soft White Wheat, Trigo sin clase, y trigo mixto. Durum Wheat, incluye todas las
variedades de Triticum turgidum L. var. durum y se utiliza para fabricar macarrones y

tallarines. Esta clase esta dividida en tres subclases (Tabla 5).

Tabla 5: Subclases de Durum Wheat en USA (trigo candeal) (Fuente: Celentano y
Montero, 2004)

Hard Amber Durum Wheat Amber Durum Wheat Durum Wheat
( HADW) (ADW) (DW)

Trigo duro con 75% o mas | Trigo duro con 60 - 75% de | Trigo duro con menos de
de grano vitreo y duro de| grano duro y vitreo de color| 60% de grano duro y vitreo
color ambar. ambar. de color &mbar.

La dureza del grano de trigo determina su comportamiento en la molienda. El trigo
candeal posee un endosperma muy duro que posibilita un rendimiento mayor de
sémola en la molienda. Por otro lado, el trigo pan tiene un rango mas amplio en la

dureza de sus granos.

La fractura del grano de trigo candeal al molerse produce un tamafo de particula
grande y uniforme, mientras que la harina obtenida de trigos blandos genera un
tamafo de particula bimodal, debido a que la ruptura del contenido celular libera
granulos de almidon intactos. La dureza del grano, asociada a otros caracteres de

calidad (% proteina, etc.), determina el uso final de los granos de trigo (Figura 6).

En la evaluacién de la calidad del trigo candeal se utilizan los mismos items que en
trigo pan, pero ademas se agregan las determinaciones de vitreosidad, % de molienda
de sémola, Falling Number, % Gluten y Gluten Index, Color y Farinograma.

(www.trigoargentino.com.ar).
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16-

Extraccion de Gluten y Almidon
Trigo
14- | Pasta candeal
Pan
Trigo pan
12- | Crackers dura

Noodles Chinos

10- | Panes chatos
Noodles Japoneses

Proteina en Grano (%)

8- | Masas Trigo pan
Tortas hlando
Galletitas

6-

Figura 6: Destinos del trigo segun el contenido de proteina de sus granos. Fuente: La
Calidad del grano del Trigo. Cuaderno de Actualizaciéon Técnica N° 63. CREA, ano
2000 (modificado)

En Argentina, la pasta seca se fabrica con sémola de trigo candeal, semolado de trigo,
harina de trigo o harina integral. Con sémola de trigo candeal se obtiene un producto
de mayor calidad culinaria. Por el contrario, la harina de trigo pan contiene mas
almidon y menos gluten, siendo los fideos elaborados con esta harina, mas
quebradizos en seco y pegajosos en el hervor. La escasa disponibilidad de sémola de
candeal, el alto precio y la baja calidad del trigo candeal durante los ultimos afos

derivaron en el agregado de harina de trigo pan en la industria de pasta seca.

Para obtener una produccién de fideos secos que garantice una calidad estable, la
industria fideera requiere una sémola de trigo candeal con ciertos atributos minimos:
proteina: 12-13%, fuerza de la masa (W): 180, resistencia al estiramiento (P): 110-120,
extensibilidad de la masa (L): 10, relacion P/L: 1.2 (W, P, L, P/L del alveograma),
cenizas: menor a 1,6% en trigo 6 menor a 0,75% en harina, gluten humedo: 28-34%,
color: mayor a 28 y falling number: superior a 300. Para semolines comunes de trigo
pan destinados a las fabricas de fideos secos y pastas frescas sélo se requiere una

humedad maxima del 14,5% y cenizas maximas del 0,44%.

En fideos secos elaborados con harina cuatro ceros, los requerimientos de calidad son
los siguientes: humedad inferior al 15%, gluten humedo 24-26%, cenizas inferior a
0,45%, falling number 300 segundos, P 100-120, L 70-85, P/L 1,3-1,8 y W 240-280.

(http://www.alimentosargentinos.gov.ar/farinaceos). El desafio actual es desarrollar
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variedades de trigo candeal de buen rendimiento y alta calidad, para satisfacer las

exigentes demandas de los mercados internacionales.

4. Color, un factor de calidad

El desarrollo de cultivares con alto CPC (contenido de pigmentos carotenoides) es un
objetivo importante en los programas de mejoramiento de trigo candeal (He et al.,
2008). El color se ha vuelto importante con el incremento de la competencia mundial
en el marketing de los diferentes productos, siendo la pasta amarilla preferida por los
consumidores (Troccoli et al., 2000; Dexter & Marchylo, 2001). El trigo candeal tiene
normalmente un grano ambar vitroso, que produce sémola amarilla y confiere, en

consecuencia, un color amarillo brillante a la pasta (Elouafi et al., 2001).

El color de la pasta resulta de la combinacion de dos procesos: amarillamiento y
amarronamiento. Los pigmentos carotenoides, principalmente xantofilas y compuestos
flavonoides, son los responsables del color amarillo del grano de trigo y sus productos
de molienda (sémola o harina) (Lepage & Sims, 1968; Miskelly, 1984). Sin embargo, el
color amarillo no s6lo depende de la presencia de pigmentos carotenoides, sino que es
influenciado por factores como la tasa de extraccion de sémola o harina (Matsuo &
Dexter, 1980), las condiciones de procesado (Borrelli et al., 2003) y la degradacion
oxidativa de pigmentos por enzimas lipoxigenasas (LPX) durante el amasado (Irvine &
Winkler, 1950; Irvine & Anderson, 1953; Manna et al., 1998; Borrelli et al., 1999). El
indeseable proceso de amarronamiento es atribuido a la accibn de enzimas
peroxidasas (POD) y polifenol oxidasas (PPO) (Laignelet et al., 1972), presentes en el
grano (Kobrehel et al., 1972).

El color amarillo en la pasta puede incrementarse a través del mejoramiento genético,
seleccionando genotipos portadores de genes para alto CPC y baja actividad de
enzimas oxidativas, aunque también puede lograrse por el agregado de otras
sustancias. La incorporacién de yemas de huevo a la sémola, harina o sus mezclas,
da lugar a los denominados fideos con huevo o al huevo. En muchos casos se
refuerza el color con el agregado de azafran, B-caroteno natural o de sintesis, rocu o

curcuma (www.alimentosargentinos.gov.ar).

El color amarillo en la sémola y en la pasta es una marca de calidad tradicional, mas
que funcional, ya que en los comienzos de la industria de la pasta, los consumidores

asumieron que el color amarillo provenia del uso de trigo candeal. Recientemente este
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concepto ha cambiado y no solo el color amarillo es apreciado por su aspecto
puramente visual, sino que también es de importancia por el valor nutricional y

beneficios para la salud de los pigmentos carotenoides que lo producen.

Por otro lado, la industria del pan prefiere
especificamente harinas con un color blanco
brillante (Black & Panozzo, 2004). Una harina
blanca, con una baja pigmentacién, es considerada
un pre-requisito para la produccion de pan, por lo
que la harina es frecuentemente blanqueada con
bezoyl perdoxido antes de usarse para eliminar
defectos de color (Kruger & Reed 1988).

En Japon y sudeste de Asia, se requiere una harina coloreada cremosa para la
elaboracion de noodles a partir de trigo hexaploide (Mares & Campbell, 2001). En la
produccion tradicional de esta clase de fideos (noodles) se utiliza una mezcla de sales
alcalinas llamada Kansui, que favorece la disociacion de flavonas desde los
polisacaridos, aumentando la pigmentacion amarilla y mejorando la textura del
producto final (Kruger et al., 1992). Sin embargo, en la produccién comercial se utiliza
una solucién de hidréxido de sodio para incrementar el color amarillo que produce
pérdida de elasticidad del gluten, resultando en una indeseable textura blanda (Terada
et al.,, 1981). Por esta razén, los programas de mejoramiento de noodles japoneses
buscan incrementar los niveles de pigmento en la harina para disminuir la
concentracién de alcali requerida (Parker et al., 1998). Por el contrario, en China los
noodles se prefieren de color blanco brillante o cremoso, lo que direcciona el

mejoramiento hacia la disminucién del CPC en grano (He et al., 2004).

Aproximadamente, el 40% de la produccion china de trigo pan es usada para
manufacturar distintas clases de noodles (ej., frescos, blancos secos, instantaneos, y
frisados). Los noodles blancos frescos son los mas populares (He, 1999), pero los
noodles blancos secos y noodles instantdaneos, manufacturados en lineas de
ensamblado mecanizadas, tienen un mayor valor comercial.

La clase de productos elaborados para los cuales se destina el trigo (candeal o pan)

determina entonces la necesidad de contar con alto o bajo contenido de pigmentos.
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5. Pigmentos carotenoides

5.1 Biosintesis, composicion quimicay funcion metabdlica

Entre los pigmentos mas comunes e importantes encontrados en la naturaleza estan
los carotenoides, compuestos liposolubles sintetizados por organismos fotosintéticos
(bacterias, algas, plantas) y no fotosintéticos (bacterias, hongos). Hasta el momento se
han identificado mas de 600 carotenoides naturales (Ong & Tee, 1992). Los
vertebrados no tienen la capacidad de sintetizarlos, por lo que deben incorporarlos a
través de la dieta. El principal precursor de carotenoides esenciales como el retinal,
retinol (vitamina A) y acido retinoico (Ong & Tee, 1992; Britton et al., 1995) es el B-
caroteno (Rosati et al., 2000; Ronen et al., 2000; Naik et al., 2003).

Los carotenoides se clasifican en hidrocarbonos (carotenos) y sus derivados
oxigenados (xantofilas). Se forman de 8 unidades de isoprenos agrupados de tal
manera que la posicién de las unidades de isopreno es inversa en el centro de la
molécula por lo que los dos grupos metilo centrales estan en una posicién 1,6 y los
restantes grupos metilo no-terminales estan en una posicién 1,5. Los carotenoides
son responsables de muchos colores rojos, naranjas y amarillos de hojas, frutos, y
flores.

Las xantofilas y sus ésteres son los principales pigmentos presentes en trigo candeal
(Markley & Bailey, 1935), y se encuentran como luteina libre (84,8%), monoéster
(9,8%) y diéster (5,3%) (Lepage & Sims, 1968). También se observaron trazas de
zeaxantina y B-cryptoxantina en granos (Hentschel et al., 2002; Abdel-Aal et al., 2002;
Adom et al.,, 2003; Panfili et al., 2004; Fratianni et al.,, 2005) (Figura 7). Los
contenidos relativos de cada uno de estos pigmentos varian entre cultivares (Adom et
al., 2003, Borrelli et al., 2008).

En trigo pan, la cantidad de carotenoides es significativamente menor que en candeal,
siendo la luteina el principal pigmento carotenoide junto a trazas de zeaxantina, a. y B-
caroteno, segun el cultivar (Hidalgo et al., 2006; Leenhardt et al., 2006). También se
ha sugerido la presencia de otros pigmentos carotenoides, aun no caracterizados, en

trigo candeal (Hentschel et al., 2002).
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Figura 7: Estructura molecular de algunos pigmentos carotenoides (Abdel-aal et al.,
2007)

La funcion primaria del B-caroteno y la zeaxantina en las plantas es la proteccion
contra la foto-oxidacion y la disipacion del exceso de energia luminica. La luteina es el
carotenoide predominante en la captacion de luz, presente en los cloroplastos de la

mayoria de las plantas verdes (Cunningham & Gantt, 2001).

Aunque el esquema general de la biosintesis de carotenoides se conoce desde hace
mas de tres décadas, la descripcién molecular solo fue posible con la identificacion y
clonacion de los genes de las enzimas involucradas (Hirschberg, 2001). La mayoria de
los genes que codifican para enzimas criticas involucradas en esta via en plantas han
sido clonados (Fraser & Bramley, 2004). También se los conoce en levaduras,
bacterias y algas (Yan et al., 2005). La principal via metabdlica es comun para la
mayoria de las especies carotenogénicas e involucra mas de diez pasos (Yan et al.,
2005).La primera enzima involucrada es la fitoeno sintasa (PSY), que une dos

moléculas de geranil-geranil pirofosfato para formar fitoeno (Cunningham & Gantt,
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1998), seguida por la fitoeno desaturasa (PDS) que produce (-caroteno y la {-caroteno
desaturasa (ZDS), cuyo producto es el licopeno (Albrecht et al., 1995, Bartley et al.,
1999). El licopeno es el sustrato de dos ciclasas, la licopeno-¢-ciclasa (LCYe) y la
licopeno-B-ciclasa (LCYB), que catalizan la formacién de diferentes carotenoides que,
a través de subsecuentes modificaciones, dan lugar a la formacion de luteina y/o
carotenos (Fraser & Bramley, 2004) (Figura 8).
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Figura 8: Esquema de la via de biosintesis de carotenoides en plantas. IPP,
isopentenyl pyrophosphate; IPI, IPP isomerase; GGPP, geranylgeranyl pyrophosphate;
GGPS, GGPP synthase; PSY, phytoene synthase; PDS, phytoene desaturase; ZDS, (-
carotene desaturase; CRTISO, carotenoid isomerase; LCYE, lycopene e-cyclase;
LCYB, lycopene b-cyclase; (Yamamizo et al., 2009)

Este esquema se mantiene en todos los organismos que producen este tipo de
pigmentos, con algunas modificaciones (Sun et al., 1998; Arrach et al., 2001; Rosati
et al.,, 2000). La enzima PSY seria el paso limitante (Lindgren et al., 2003;
Cunningham & Gantt, 2001; Cunningham, 2002; Naik et al., 2003). Recientemente,
fueron identificados en arroz (Oryza sativa L.), maiz (Zea mays L.) y trigo pan (Triticum
aestivum L.) dos genes funcionales para esta enzima, Psy-1 y Psy-2 (Gallagher et al.,

2004). Sin embargo, solo Psy-1 estaria relacionado con la acumulacién de

20



carotenoides durante la etapa de llenado de los granos. En el endosperma de maices
amarillos se han detectado mayores niveles de transcriptos de Psy-1 que en el

endosperma de arroz blanco (Gallagher et al., 2004).

La identificacion de los genes involucrados en la sintesis de carotenoides ha
posibilitado la manipulacion genética de esta via en plantas (Ye et al., 2000; Dongliang
et al.,, 2007). A pesar de que se han realizado varios ensayos exitosos en la ingenieria
metabdlica de carotenos en plantas cultivadas, el mayor problema aun sin resolver es
como incrementar el flujo de precursores metabdlicos hacia la sintesis de los
carotenoides, sin afectar otras vias metabdlicas relacionadas (Botella-Pavia et al.,
2004).

5.2 Valor nutricional y efectos sobre la salud

Existe un renovado interés en el estudio de los pigmentos en plantas por razones
nutricionales relacionadas con sus propiedades antioxidantes (Miller et al., 1996) y su
actividad pro-vitamina A (Graham & Rosser, 2000). La vitamina A es un factor esencial
en procesos como la reproduccién celular, el normal desarrollo del embrion y de los
organos de la vision (Zile, 1998) y su deficiencia es la mayor causa de muerte
prematura en las naciones en desarrollo. Esta puede producirse a partir del B-caroteno
dietario, obtenido de las frutas y vegetales (Mangels et al., 1993). Otros carotenoides

pro-vitamina A incluyen el a-caroteno y la criptoxantina.

Los carotenoides reducen el dafio oxidativo sobre las membranas biolégicas. Los
simples y dobles enlaces repetidos en la cadena poliénica determinan sus propiedades
antioxidantes, mientras que la presencia de grupos polares influencian su interaccion
con membranas celulares (Britton, 1995). Actuan secuestrando radicales peroxido que
estan involucrados en ciertas enfermedades humanas y en los procesos de
envejecimiento (Olson & Kobayashi, 1992, Rousseau et al., 1992, Van Poppel et al.,
1993). La luteina prevendria la degeneracion de la region macular de la retina por
envejecimiento, que es causa importante de ceguera irreversible en personas
ancianas, y cataratas (Landrum & Bone, 2001; Olmedilla et al., 2001). Otras acciones
benéficas incluyen el aumento de la respuesta inmune, la inhibicion de algunos
canceres (Fullmer & Shao, 2001; Hughes 2001) y la prevencién de enfermedades
degenerativas y cardiovasculares (Krinsky, 1994; Van den Berg et al., 2000). Ademas,

los carotenoides protegen a las células y organismos de los efectos perjudiciales de la
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luz y el aire (Krinsky, 1987). Estas propiedades ayudarian también a mantener la

calidad de los alimentos (Frankel, 1989).

El trigo es un alimento humano basico que aporta cantidades significativas de proteina
y carbohidratos dietarios, y es también un recurso valioso de compuestos
antioxidantes (Andlauer & Furst, 1998; Baublis et al,. 2000; Miller et al., 2000). La
concentracién de carotenoides en trigo pan es baja (desde 0,1 a 2,4 mg/g), pero es
mas abundante en trigo candeal (1,5 a 4,0 mg/g), donde el color amarillo de la sémola
y la pasta es percibido como un caracter de calidad (Hidalgo et al., 2006). Por lo tanto,
un aumento en la cantidad de estos compuestos en los granos de trigo aumentaria el
valor nutricional de sus productos. Como ejemplo, puede citarse la incorporacion de
tres genes de la sintesis de B-caroteno al arroz, por transgénesis, dando origen al
llamado arroz dorado que cuenta con mejores propiedades nutricionales (Ye et al.,
2000).

5.3 Distribucion en el grano

Aunque el embrion es el lugar de mayor concentracion de carotenoides en el grano de
trigo, éste sbélo comprende el 3-5% de la harina integral (Panfili et al., 2004). El
endosperma almidonoso posee una concentracibn menor de carotenoides pero
representa el 80% del grano (Chen & Geddes, 1945; Kruger & Reed, 1988). En
consecuencia, la concentracion de carotenoides en el endosperma posee la mayor

influencia sobre el valor total.

El tipo de pigmento también difiere en los distintos sectores del grano. El a- y B-
caroteno y la zeaxantina estan principalmente localizados en el embridn mientras la
luteina, el pigmento mas abundante, estd igualmente distribuido a través del grano
(Panfili et al., 2004).

En los paises menos desarrollados, la molienda a mano reemplaza a la molienda
industrial y esto produce que partes del embrién se incluyan en la harina,
incrementando la concentracion de carotenoides. Sin embargo, el contenido de aceite
de este tejido acelera el enranciamiento e incrementa el contenido de enzimas
oxidantes, reduciendo el tiempo potencial de almacenamiento de la harina (Humphries
et al., 2003).
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6. Genética del caracter

El color de los trigos cultivados es una caracteristica cuantitativa (Moss, 1967) y, por lo
tanto, dificil de manipular en los programas de mejoramiento debido a la influencia
ambiental que sufre. Existe una gran diversidad genética para el color de la harina,
donde las variaciones en el brillo se deben principalmente a factores ambientales,
mientras que el amarillamiento es afectado predominantemente por el genotipo (Irvine

& Anderson, 1953; http://www.ag.ndsu.nodak.edu)

El nimero y tipo de relacion entre los genes involucrados en el CPC no ha sido
completamente dilucidado. Uno de los primeros estudios encontré en algunas cruzas
la participaciéon de mas de tres genes (Braaten et al., 1962). Otros, informaron la
presencia de uno o dos pares de genes mayores involucrados en la expresion del CPC
en la harina (Bhatt & Mcmaster, 1976). Mas recientemente, Clarke et al. (2006)
informaron que el numero de genes involucrados en el CPC varié entre 3 y 27, segun
los progenitores usados en los cruzamientos y los ambientes en que se llevé a cabo el
analisis. Santra et al. (2005) concluyeron que la herencia del contenido de p-caroteno
esta gobernada por al menos dos genes mayores y dos o tres genes menores con
efectos modificatorios, observandose interacciones epistaticas aditiva x aditiva, aditiva
x dominante y dominante x dominante en una de las cruzas. Sin embargo, otros
autores no encontraron evidencias de efectos génicos epistaticos (Lee et al., 1976;
Johnston et al.,, 1983). Todos estos estudios sugieren que la concentracion de

pigmentos es controlada en forma poligénica.

Los valores de heredabilidad informados para el CPC y el color amarillo (Minolta CIE
b*) son moderados a altos (Braaten et al., 1962; Bhatt & Mcmaster, 1976; Johnston et
al., 1983; Nachit et al., 1995; Parker et al., 1998; Mares & Campbell, 2001; Elouafi et
al., 2001; Santra et al., 2005; Clarke et al., 2006). Se han hallado evidencias de
interaccion genotipo x ambiente (Braaten et al., 1962; Lee et al., 1976; Johnston et al.,
1983). Aunque existe una leve preponderancia de efectos génicos aditivos (Elouafi et
al., 2001; Clarke et al., 2006), se observaron también efectos no aditivos sobre la
concentracion de pigmentos (Lee et al., 1976). Algunos estudios sugieren la presencia
de genes mayores sobre los cromosomas 2A y 2B (Joppa & Williams, 1988). Por otro
lado, un bajo CPC fue heredado como caracter dominante en numerosas cruzas
(Braaten et al., 1962; Bhatt & Mcmaster, 1976; Matuz & Beke, 1996; Santra et al.,
2005).
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El analisis de la distribucién de frecuencias para color amarillo (CIE b*) y el CPC en las
cruzas, facilita la identificacion de genotipos destacados y es de utilidad en la
seleccion fenotipica. La herencia del CPC y el color amarillo demostré ser transgresiva
bidireccional en trigo candeal (Bhatt & Mcmaster, 1976; Johnston et al., 1983; Clarke
et al., 2006) y trigo pan (Parker et al., 1998; Mares & Campbell, 2001). También se
observé herencia transgresiva negativa en ambientes estresantes (Elouafi et al., 2001;
Santra et al., 2005; Clarke et al., 2006). La segregacion transgresiva se explica por la
presencia de genes/QTL de efecto antagdnico en ambos parentales. Se observé que
el numero de individuos transgresivos varia entre ambientes (Clarke et al., 2006). En
las cruzas donde se analizé un numero elevado de descendientes se observo mayor
cantidad de individuos transgresivos que en aquellas cruzas donde el numero de
individuos fue pequeno. Sin embargo, no esta claro que estas observaciones sean

debidas al tamario de las poblaciones o a la genética de las cruzas.

Segun informaron Santra et al. (2005), la distribucién de frecuencias para el CPC en
poblaciones F, no fue normal y estuvo orientada hacia el padre con menor valor para
el caracter. Por otro lado, Clarke et al. (2006) identificaron cruzas que exhibieron una
distribucion normal. En trigo hexaploide, se encontré que la distribucion del color de la
harina (CIE b*) en una poblacién de RILs fue bimodal en un ensayo y normal otros dos
(Parker et al., 1998). Esto indicaria que el comportamiento de estos dos caracteres
depende de las cruzas y los ambientes evaluados, por lo que sera necesario

profundizar su estudio para lograr comprender su complejidad.

7. Efectos del ambiente

El ambiente de cultivo afecta en gran medida el CPC, los factores involucrados son
muchos y por ello, algunas publicaciones son contradictorias. Se han observado
mayores concentraciones en el grano en estaciones frias con alta humedad que en
condiciones calidas y secas (Mangels, 1932). También se han obtenido contenidos
mas elevados de pigmentos en cultivos bajo riego que en cultivos de secano (Gller,
2003). El estrés ambiental, causado por déficit hidrico o altas temperaturas durante
diferentes etapas del llenado del grano podria afectar la concentracion y composicion
de los pigmentos. Sin embargo, en otros estudios se observé que la concentracion de
pigmentos durante el periodo de llenado del grano tiene una correlacién positiva débil
con la temperatura media, y negativa con la precipitaciéon (Clarke et al., 2006). Las

heladas ocurridas antes de la etapa de madurez fisiolégica afectarian el contenido de
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pigmentos, probablemente debido a una menor actividad de las enzimas que

intervienen en la sintesis de los mismos (Clarke et al., 2006).

En general, existe una correlacion negativa entre el peso hectolitrico (PH) y el peso de
mil granos (PMG) con la concentracion de pigmentos (Whiteside et al., 1934; Markley,
1937; Worzella, 1942; Alvarez et al., 1999), probablemente, debido a un efecto de
dilucion por el incremento de otros constituyentes del grano, como el almidén (Clarke
et al.,, 2006). De hecho, la reducciéon en la concentracion de pigmentos ha sido
asociada a un locus ubicado en el cromosoma 5A, que esta relacionado con el tamafio
de los granos. Sin embargo, la pequena correlacion negativa de este estudio indica
que otros factores, ademas del PH y PMG, también afectarian la concentraciéon de
pigmentos (Hessler et al.,, 2002). Ambientes altamente productivos incrementan el

tamano de los granos, lo cual afectaria indirectamente el contenido de carotenoides.

La correlacion entre localidades dentro del mismo afio o en las mismas localidades
pero en diferentes afios, ha demostrado que el ambiente afecta diferencialmente la
concentracion de pigmentos (Clarke et al., 2006). Sin embargo, este mismo estudio
informd que la concentracién relativa de pigmentos entre los genotipos y para las
diferentes cruzas analizadas fue similar en cada ambiente, por lo que no existiria
interaccion cruzada genotipo x ambiente. Por el contrario, Lee et al. (1976) si hallaron

interaccion cruzada para la concentracion de pigmentos a través de ambientes.

8. Pérdida del color por degradacidén enzimatica de pigmentos

Un elevado contenido de carotenoides en la sémola no garantiza un buen color de la
pasta. Durante el procesamiento se produce la pérdida de pigmentos y, por
consiguiente, del color amarillo de la pasta, debido a la accion de enzimas oxidativas
como las lipoxigenasas (Irvine & Winkler, 1950; Irvine & Anderson, 1953), peroxidasas
y polifenol oxidasas (Kobrehel et al., 1972, 1974; Taha & Sagi, 1987). Otros factores
relacionados con la pérdida de color son el contenido de proteina, que produce
amarronamiento de la sémola (Walsh & Gilles, 1971; Matsuo et al., 1972; Dexter &
Matsuo, 1977; Taha & Sagi, 1986) y el contenido de cenizas (Kobrehel et al., 1974;

Taha & Sagi, 1987), aunque su efecto es secundario (Borrelli et al., 1999).
Se ha demostrado que existe una distribucion desigual en el grano de las enzimas

oxidativas que afectan el color de la sémola (Rani et al., 2001). Los procesos

tecnoldgicos de eliminacion del salvado tienen un gran impacto sobre las actividades
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LPX, POD y PPO, principalmente localizadas en las capas externas del grano (Borrelli
et al., 2008).

8.1 Lipoxigenasas

En las plantas, la via de lipoxigenasas es uno de los cuatro sistemas enzimaticos de
modificacion oxidativa de acidos grasos (Wu et al., 1997). Estan involucradas en la
sintesis de varias moléculas reguladoras tales como acido abscisico, acido jasmaonico
y acido traumatico (Leach & Mares, 2003). Estas enzimas catalizan la adicién de
moléculas de oxigeno a acidos grasos poliinsaturados que contienen el sistema cis,
cis-1,4 pentadieno, produciendo hidroperoxidos conjugados cis, trans-dieno. Los
lipidos de los cereales son altamente insaturados y contienen acido linoleico, acido
graso esencial usado en la produccién de prostaglandinas (Hessler et al., 2002). Los
radicales generados a partir de los acidos grasos en los pasos intermedios de la
peroxidacion son responsables de la degradacion oxidativa de pigmentos tales como

-caroteno, xantofilas y clorofilas (Siedow, 1991).

Existen diferencias significativas en la actividad LPX entre diferentes especies de trigo.
El trigo pan posee una actividad 2,5 veces mayor que el trigo candeal, la que a su vez
es tres veces mayor que la observada en el trigo Einkorn (T. monococcum ssp.
monococcum L.) (Leenhardt et al., 2006). La actividad LPX en la sémola de trigo
candeal se relaciona con la pérdida del contenido de B-caroteno en los productos de
pasta (Borrelli et al., 1999). Esta relaciéon también se observé en trigo pan y einkorn
(Leenhardt et al., 2006). El procesado de la pasta es la principal fase responsable de
la pérdida de pigmentos, registrandose disminuciones del 16,3% en sémola, mientras
que un 7,9% se pierde inicialmente en la molienda. Una alta actividad LPX también
puede afectar negativamente el aroma de los productos finales. Los hidroperéxidos
producidos durante el amasado se transforman en compuestos volatiles, que alteran el

sabor y el olor de la pasta (Siedow, 1991).

Muchos compuestos que actian como antioxidantes fisiolégicos son capaces de
inhibir la actividad LPX (Lomniski et al., 1993). En sémola de trigo candeal el j-
caroteno (Trono et al., 1999), a-tocopherol y el L-ascorbato (McDonald, 1979; Frankel,
1989; Pastore et al., 2000) inhiben la hidroperoxidacion del acido linoleico y el
blanqueo del B-caroteno. Adicionalmente, la pérdida de carotenoides se relaciona de

manera inversa con su contenido inicial en sémola (Trono et al., 1999). También en
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soja el B-caroteno evita la formacion de hidroperdxidos del acido linoleico (Serpen &
Gokmen, 2006; 2007). Este pigmento interrumpe la cadena de reaccién en la etapa de
comienzo de la hidroperoxidacion del acido linoleico, manteniendo a la enzima en su
forma inactiva. Por lo tanto, un incremento de la cantidad de dichos antioxidantes, por
agregado externo o a través de estrategias de mejoramiento, podria ser util para
reducir la pérdida de pigmentos que se produce durante el procesado de la pasta y
mejorar asi su calidad (Trono et al., 1999). También se produce una degradacion de
carotenoides en las etapas de secado de la pasta, evitable a través de modificaciones

en los procesos tecnolégicos de secado (Taha & Sagi, 1987; Borrelli et al., 2003).

Tres isoenzimas de LPX han sido aisladas y caracterizadas bioquimicamente en trigo,
LPX-1, LPX-2 y LPX-3. Los primeros estudios identificaron a las isoenzimas LPX-2 y
LPX-3, activas al pH de la masa (pH~ 6,0), como las responsables primarias de la
pérdida de carotenoides durante el procesado de la pasta, mientras que LPX-1
presenta actividad de blanqueo a pH alcalino (McDonald, 1979; Hsieh & McDonald,
1984). Utilizando lineas nuli-tetrasdmicas, las mismas fueron asignadas a los
cromosomas 4A (Lpx-Al), 4B (Lpx-B1), 4D (Lpx-D1), 5A (Lpx-A2), 5B (Lpx-B2), y 5D
(Lpx-D2) (Hart & Langston, 1977). Estudios posteriores de mapeo en trigo tetraploide
(Nachit et al., 2001) y hexaploide (Li et al., 1999) confirmaron estas localizaciones y
demostraron que los genes Lpx estan localizados en regiones colineares de trigo y
cebada, sugiriendo que son ortélogos. En cebada, la isoenzima de lipoxigenasa LOX-1
es codificada por el gen Lox-A, localizado en el brazo cromosémico 4HS, mientras que
LOX-2 es codificada por el gen Lox-C mapeado sobre el brazo cromosémico 5HL y un
tercer cDNA de LOX, Lox-B, cuyo producto no fue identificado, mapedé a 1-cM del
locus Lox-A (van Mechelen et al., 1999). Los loci Lpx-1, Lpx-2 y Lpx-3 son ortélogos a
los genes Lox-A, Lox C y Lox B de cebada, respectivamente (Nachit et al., 2001;
Hessler et al., 2002, Carrera et al., 2007).

En granos en desarrollo de cebada, se encontré un mayor nivel de transcriptos de Lox-
Ay Lox-C en relacién a Lox-B que presenta mayor actividad en granos germinados
(Schmitt & van Mechelen, 1997; van Mechelen et al., 1999). En trigo candeal, el nivel
de mRNA de Lpx-1 mostré una correlacion positiva con la actividad de LPX a pH
alcalino y negativa con el contenido de B-caroteno y el CIE b* (Manna et al., 1998). En
cultivares que presentan una alta actividad LPX, la expresion de mRNA de Lpx-1y
Lpx-3 se mantiene practicamente invariable durante el desarrollo del grano. Por otro
lado, la expresion de Lpx-1 es nula en los primeros estadios y la de Lpx-3 disminuye

en los estadios tardios del grano, en aquellos cultivares con baja actividad LPX. No se
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observaron diferencias de expresion de Lpx-2 entre cultivares, expresandose en todos

los casos, de forma temprana en el desarrollo del grano (De Simone et al., 2008).

La actividad LPX fue asociada al locus Lpx-1 ubicado en el brazo corto del cromosoma
4B, no observandose correlacion entre el color de harina y actividad lipoxigenasa
atribuible a dicho locus (Hessler et al., 2002). Un estudio posterior realizado en nuestro
laboratorio utilizando una poblacién de RILs (Recombinat Inbreed Lines — RILS)
obtenida de la cruza Kofa/UC1113, permiti6 establecer que el locus Lpx-B1l se
encuentra duplicado en UC1113 (Lpx-B1.1 y Lpx-B1.2). Lpx-B1.1 se encuentra
delecionado en Kofa, variedad que presenta mejor color de sémola. La actividad de
LPX en las RILs que portaban el alelo delecionado de Kofa fue 4,5 veces menor que la
observada en las que portaban el alelo de UC1113, asociandose la delecién con una
menor actividad LPX observada en Kofa (Carrera et al., 2007; Picca et al., 2008). Este
mismo estudio demostré que las lineas portadoras del alelo de UC1113 del gen Lpx-
A3 mostraron mayor color de sémola que aquellas que portaban el alelo de Kofa. La
combinacion de alelos positivos Lpx-A3-UC1113/Lpx-B1.1-Kofa se asocié con un
incremento relativo del 10% en los valores de CIE b* en pasta seca, respecto de la
combinacion Lpx-A3-Kofa/Lpx-B1.1-UC1113. Esto demostré que las LPX disminuyen

el color amarillo de la sémola y pasta (Carrera et al., 2007).

En trigo pan, la actividad de LOX fue asociada al brazo corto del cromosoma 4B
(QLpx.ipk-4B) y, en menor medida, al cromosoma 7B (QLpx.ipk-7B) en una poblacion
de RILs ITMI, derivadas de la cruza Opata-85 x linea sintética W7984 (Pshenichnikova
et al., 2008)

8.2 Peroxidasas

Las peroxidasas, junto con las LPX, estan involucradas en la degradacion de
pigmentos, especialmente B-caroteno y luteina (lori et al., 1995; Fraignier et al., 2000).
Las PODs oxidan un gran numero de compuestos a expensas del peroxido de
hidrogeno (Dunford & Stillman, 1976). Estdan ampliamente distribuidas en plantas
superiores e involucradas en muchas funciones fisiolégicas (Espelie et al., 1986). En
los alimentos, su actividad causa un deterioro del sabor, textura y valor nutricional
(Burnette, 1977), ademas del amarronamiento de la pasta (Fraignier et al., 2000). En
trigo candeal existen grandes diferencias varietales respecto de la composicion y el
nivel de actividad POD (Fraignier et al., 2000).
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La actividad POD es mayor en la fraccion de salvado que en la harina del trigo pan y
es muy estable durante las fases de extrusion y amasado de la pasta (Icard-Verniére &
Feillet, 1999; Borrelli et al., 2003). Adicionalmente, la actividad POD de trigo candeal
se incrementa con el avance en el proceso de molienda, desde 1° al 3° quebrado de la
sémola hasta la etapa de salvado fino y mediano. Estos datos sugieren que la capa de
aleurona es particularmente rica en peroxidasas y muchas otras enzimas (Feillet et al.,
2000; Borrelli et al., 2008). No esta completamente esclarecida la participacion de las
POD en el color final de la pasta, fundamentalmente debido a que durante el
procesado el contenido de perdxido de hidrégeno es escaso (Delcros et al., 1998;
Icard-Verniere & Feillet, 1999). No obstante esto, las PODs podrian tener una
interesante participacidon en la expresion de color, al ser capaces de oxidar los

pigmentos carotenoides (Borrelli et al., 2003; 2008).

8.3 Polifenol oxidasas

Las polifenol oxidasas (PPO) catalizan la oxidacion de compuestos fendlicos en
presencia de oxigeno molecular. La actividad PPO del trigo candeal es mas baja que
la de otros tipos de trigo. Las enzimas PPO se encuentran activas durante el
procesamiento de la pasta (Feillet et al., 2000) y su actividad se incrementa con el
aumento de contaminacién con salvado en la molienda. Se les adjudica un rol en el
amarronamiento de la pasta, particularmente cuando la sémola se encuentra
contaminada con las regiones mas externas del grano (Feillet et al., 2000). Numerosos
estudios indican que elevados niveles de PPO en el endosperma de trigo pan tienen
efectos perjudiciales, causando decoloracion de chapatis y noodles (Mares & Panozzo,
1999).

La actividad PPO es afectada tanto por el genotipo como por el ambiente. El analisis
de este caracter reveld ser poligénica en dos poblaciones de RILs de trigo pan y
monogénica en una tercera poblacion (Demeke et al., 2001). En trigo pan se localizd
un gen para PPO sobre el grupo cromosémico 2 (Udall, 1997; Jimenez & Dubcovsky,
1999; Anderson & Morris, 2001). Posteriormente se sugirio la presencia de al menos 6
genes Ppo (Jukanti et al., 2004). Dos genes Ppo, localizados sobre los cromosomas
2A 'y 2D fueron identificados y clonados y sus variantes alélicas fueron caracterizadas
in silico y validadas experimentalmente. Un gen Ppo fue mapeado sobre el cromosoma
2DL (He et al., 2007). Otros estudios sugieren la existencia de al menos cinco genes
Ppo asociados al grano en trigo hexaploide, tres en el candeal (cv. Langdon) y tres en

T. monococcum (cv. DV92) (Massa et al., 2007). La homologia de secuencias de los
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genes Ppo ubicados sobre los cromosomas 2A y 2D fue mas elevada (Massa et al.,
2007). Los niveles de transcriptos Ppo en granos en desarrollo de varios cultivares de
trigo pan fueron positivamente correlacionados con actividad PPO de granos maduros
(Anderson et al., 2006; Jukanti et al., 2006).

Existen marcadores basados en informacion de secuencias (STS), asociados a los
genes Ppo (cromosomas 2A y 2D) que se han utilizado con éxito en programas de
mejoramiento asistido de trigo para noodles (Sun et al., 2005; He et al., 2007). En trigo
tetraploide, se mapeo un gen en el brazo largo del cromosoma 2A que confiere
elevada actividad PPO (Simeone et al., 2002; Watanabe et al., 2006).

9. Introgresion de nuevos genes

Las preferencias de los consumidores en cuanto a color de la pasta han llevado a los
investigadores a buscar e identificar nuevos genes capaces de incrementar el CPC o
proporcionar bajos niveles de actividad de las enzimas que los degradan. Los
antecesores del trigo y las especies relacionadas de la tribu Triticeae constituyen una

interesante fuente de genes para mejorar el CPC en trigo candeal.

La especie diploide Hordeum chilense Roem (2n=2x=14), extremadamente
polimérfica, a nivel morfolégico y bioquimico, posee un gran potencial para el
mejoramiento de cereales cultivados por su alta tasa de hibridacion con otros
miembros de la tribu Triticeae (Martin et al., 2000). Esta especie es nativa de América
del Sur y encontrada solo en Chile y Argentina. También es una fuente de genes de
resistencia a estreses bidticos y abidticos y de calidad para el mejoramiento de trigo.
El alto CPC depende de genes localizados sobre el brazo alfa del cromosoma 7H®", de

especial interés para ser transferidos al trigo candeal.

Los tritordeos son lineas amfiploides derivadas de la cruza entre H. chilense Roem. et
Schult. y T. turgidum Desf. o T. aestivum (Martin & Sanchez-Monge Laguna, 1982). La
linea HT621, de origen reciente y que deriva de una cruza multiple, posee elevados
niveles de carotenoides en el grano. Esta linea duplica los valores promedio
encontrados en trigo candeal, con una media de 19 mg/kg (Ballesteros et al., 2005),
demostrando su alto potencial para el mejoramiento de este cereal a través de cruzas

interespecificas.
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Una estrategia que posibilitara la transferencia del brazo alfa del cromosoma 7 de H.
chilense al trigo tetraploide es el desarrollo de un marcador CAP (basado en
amplificacién y corte por restriccién) diagnéstico para la enzima PSY1, que permite
distinguir el gen de H. chilense del de trigo candeal (Atienza et al., 2007a, b). Es
posible que Psyl no sea el Unico gen responsable de las diferencias de color entre las
distintas accesiones de H. chilense. Sin embargo, la co-localizacion sobre los
cromosomas 7A/7B/7Hch de Psyl y los QTL para contenido de pigmento amarillo,
sugieren que Psyl jugaria un rol importante en el contenido de carotenoides en

semillas de tritordeos.

Otra especie emparentada de reciente interés ha sido el trigo emmer (Triticum
dicoccon Schrank.), con altos niveles de variabilidad, siendo util para ampliar la base
genética de los programas de mejoramiento de trigo tetraploide a través de cruzas
interespecificas emmer x trigo candeal (Terzi et al.,, 2007). Debe considerase, sin
embargo que poblaciones naturales evaluadas en ltalia mostraron algunas fallas de
calidad a diferentes niveles (agricultores, molienda e industria de la pasta) (Galterio et
al.,, 1994). No obstante ello, luego de caracterizar extensivamente la variacion de
subunidades de glutenina de alto peso molecular (HMW) de 205 accesiones de emmer
cultivado, Li et al. (2006) concluyeron que este es un recurso genético de gran valor

para el mejoramiento de la calidad, aun en trigo hexaploide.

Lophopyrum ponticum es otra fuente de genes asociados a pigmentos carotenoides de
utilidad en los programas de mejoramiento de trigo candeal. El segmento 7D.7E#1 de
esta especie fue transferido a su homedlogo de trigo. Adicionalmente, el cromosoma
7E de L. ponticum porta un gen de resistencia a roya de la hoja (Lr19) ligado al gen Y
de pigmento amarillo, que otorga elevados niveles de pigmentos. Todas las lineas que
portan el segmento terminal 7EL mostraron incrementos relativos de pigmentos
amarillos (52-56%) con respecto a lineas hermanas carentes del mismo. Andlisis de
los pigmentos carotenoides, a través de HPLC, demostraron que la presencia del
segmento distal 7EL que porta el gen Y no causa la aparicion de nuevos pigmentos
pero si un incremento de la abundancia de los pigmentos encontrados en trigo
candeal. El gen Y codificaria una enzima mas eficiente en las etapas tempranas de la
via de biosintesis de los carotenoides o un factor regulador que afecta varios pasos de
la misma (Zhang et al., 2005). Las nuevas lineas de trigo candeal que poseen el
segmento recombinante 7EL seran utiles como parentales en los programas de

mejoramiento para incrementar el color amarillo.
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Einkorn es un ancestro diploide del trigo que contiene elevados niveles de proteina y
pigmentos amarillos (D’Egidio et al., 1993; Borghi et al., 1996; Corbellini et al., 1999;
Abdel-Aal et al., 2002). Antes de ser remplazado por los trigos poliploides mas
productivos, fue fundamental en la extension de la agricultura y como recurso
alimenticio importante por cientos de afios (Nesbitt & Samuel, 1996). Turquia es el
centro de origen del einkorn, pero actualmente se lo encuentra en muchos paises del
sur y sureste europeo (Abdel-Aal et al., 2002). Un estudio comparativo del contenido
de carotenoides en diferentes especies del género Triticum demostré que Einkorn
posee el mas alto nivel de luteina, con pequefias cantidades de zeaxantina, isdmeros
de cis-luteina y B-caroteno (Abdel-Aal et al., 2007), seguido por Khorasan (T. turgidum
ssp. turanicum), Kamut (T. turgidum ssp. turanicum), trigo candeal, Emmer (Triticum
turgidum ssp. dicoccum), mientras que el trigo pan presentd el menor contenido.
Hidalgo et al. (2006) informaron el contenido de carotenoides de accesiones de
einkorn. EI CPC varié entre 5,33 y 13,64 mg/kg, con una media de 8,41 mg/kg, siendo
la luteina el componente mas comun (91% en promedio), pero varios einkorns tuvieron
mas de 25-33% de a+p-carotenos. Einkorn también, puede ser un interesante recurso
de resistencia a enfermedades y es una excelente fuente de pigmentos amarillos para

trigo candeal.

10. Marcadores moleculares

Un marcador puede ser definido como cualquier caracteristica heredable segun las
leyes de Mendel en una poblacion segregante. Los primeros marcadores utilizados en
estudios de genética y mejoramiento fueron los marcadores morfolégicos, siendo en
general, de facil identificacién visual. La construccion de los primeros mapas genéticos
fue realizada utilizando esta clase de marcadores, aunque fueron relegados por su
bajo numero. Otra clase de marcadores son los marcadores bioquimicos o
isoenzimaticos, que existen en mayor numero. Las isoenzimas son un grupo de
multiples formas moleculares de la misma enzima presentes en una especie, como
resultado de mas de un gen codificando para cada una de las enzimas. El uso de
marcadores isoenzimaticos se difundid ampliamente hace algunos afios, pero con la

aparicion de los marcadores de ADN (o moleculares) su uso pas6 a un segundo plano.

La deteccién de polimorfismos genéticos es usada para caracterizar y comparar
secuencias de ADN de cualquier organismo vivo (Winter & Kahl, 1995; Jones et al.,
1997). El nivel de polimorfismos de estos marcadores es generalmente alto para cada

locus (secuencia parcial de ADN con una ubicacién especifica dentro de un
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cromosoma) y sus alelos pueden ser estudiados en poblaciones segregantes
derivadas de cruzamientos especificos, lo cual posibilita la construccion de mapas
genéticos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estos polimorfismos segregan la mayoria de
las veces, de manera mendeliana, por lo que los principios basicos de recombinacién y
ligamiento pueden ser usados para construir mapas genéticos (Varshney et al., 2004).
Los marcadores moleculares son selectivamente neutros porque estan usualmente
localizados en regiones no codificantes de ADN y son muy utiles para revelar
diferencias entre individuos de la misma o diferentes especies (marcadores
polimérficos). Los marcadores polimorficos pueden separarse en dominantes o
codominantes, pudiendo estos ultimos discriminar entre homocigotos y heterocigotos,
respectivamente. Los marcadores codominantes muestran los alelos de dos
parentales como diferencias en tamano de fragmento de ADN, pudiendo identificarse
individuos heterocigotos, mientras que los dominantes muestran los alelos de dos
parentales como presencia y ausencia de fragmento de ADN, no pudiendo
diferenciarse individuos heterocigotos. Las diferentes formas (secuencias) de un

marcador de ADN son llamadas “alelos” (Collard et al., 2005).

En las ultimas dos décadas la disponibilidad de marcadores de ADN crecio
exponencialmente (Tabla 6) de la mano del desarrollo de las técnicas de biologia
molecular. En la actualidad existen varios tipos de marcadores, como los basados en
(1) hibridacion, tales como los polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion (restriction fragment length polymorphisms - RFLPs); (2) marcadores de
PCR (polymerase chain reaction) generados por la amplificacion en cadena de la ADN
polimerasa, que incluyen los polimorfismos de ADN amplificado al azar (random
amplified polymorphic DNAs - RAPDs), los polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados (amplified fragment length polymorphisms - AFLPs); y los microsatélites o
secuencias simples repetidas (simple sequence repeats - SSRs); (3)
retrotransposones en plantas; (4) los polimorfismos de un nucleoétido (single nucleotide
polymorphisms - SNPs), (5) marcadores derivados de micro arreglos (Diversity array
technology - DArT) y otros (Landjeva et al., 2007). DArT es una modificacion del
procedimiento de AFLP que utiliza una plataforma de micro arreglos (Jaccoud et al.,
2001) que incrementa enormemente la deteccion de polimorfismos. En un marcador
DArT, fragmentos de ADN de una muestra son mezclados al azar y usados para
detectar polimorfismos en fragmentos de otras muestras por hibridacién diferencial
(Wenzl et al., 2004).

Todos estos marcadores moleculares detectan polimorfismos de ADN (mutaciones) a

nivel de secuencia (SNPs), y/o tamafio del ADN (inserciones y/o deleciones), los
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cuales son muy difundidos y abundantes en todos los organismos vivos.

Tabla 6: Clases de marcadores moleculares usados en vegetales

Nombre Cantidad Uso de
Tipo de Nivel de Enzimas Cebadores . N
del de ADN . ) . Producto Visualizacion
marcador . polimorfismos de (Primers)
marcador requerido ey
restriccion
Electroforesis e
hibridacion de
Fragmentos de fragmentos con
RFLP Codominante Alta Medio Si No rag . secuencias
distinta longitud
homologas
marcadas
) radiactivamente
Unico, corto Fragmentos de Electroforesis en
RAPD Dominante Baja Alto No (10 bases) y
: ADN al azar geles de agarosa
aleatorio
Electroforesis en
Aiapt:?g;es Subpoblacién de geles de
AFLP Dominante Media Alto Sl r?mers fragmentos de poliacrilamida /
primel distinta longitud capilaridad
especificos
Par de .
. . Electroforesis en
primers Secuencias
especificos repetidas en geles de
SSR Codominante Baja Alto No P P poliacrilamida /
(20-30 tandem de cailaridad
bases) diferente longitud P
Alelo
STS Codominante Baja Alto No especificos F_ra_gmentos_ de Electroforesis en
basados en distinta longitud  geles de agarosa
secuencias
Electroforesis en
SNP Codominante Baja Alto No AIe’Ic_) Hebras_ de cadena geles de
especificos simple

poliacrilamida

RFLPs: restriction fragment length polymorphisms, RAPD: random amplified polymorphic
DNAs, AFLPs: amplified fragment length polymorphisms, SSRs: simple sequence repeats,
STS: sequence tagged sites SNPs: single nucleotide polymorphisms.

Los marcadores moleculares que han sido mas utilizados en la construccion de mapas
genéticos en cereales pueden ser clasificados en tres grupos, de primera generacion
(RFLPs y RAPDs), de segunda generacion (SSRs y AFLPs) y de tercera generacion
(SNPs, marcadores InDels (insercién-deleciéon) y marcadores derivados de micro
arreglos - DArT®). Ademas de los nombrados, existen otras clases de marcadores
moleculares derivados de los RFLPs, SSRs, AFLPs, como los sitios marcados por
secuencias (sequence tagged sites - STS), los ISSRs (inter simple sequence repeats)
y los SAMPL (selective amplification of microsatellite polymorphic loci), que también
son utilizados con frecuencia. Mas recientemente se han desarrollado marcadores
basados en secuencias expresadas (expressed sequence tag - EST) (EST-SSRs e

EST-SNPs), en los principales cereales (Sreenivasulu et al., 2002).
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Las diferentes clases de marcadores han sido utilizadas para la construccion de
mapas genéticos de alta definicidn, y actualmente los esfuerzos se concentran en la
construccion mapas de SNP (Zhang et al.,, 2008), caracterizados por ser los
marcadores mas abundantes del genoma y de sencilla implementacion por métodos
de genotipado automatico, y marcadores del tipo DArT (Wenzl et al., 2006; Semagn et
al., 2006; Hearnden et al., 2007; Crossa et al., 2007; Mantovani et al., 2008; Peleg et
al., 2008), que son generados bajo licencia por Triticarte Pty. Ltd. (Canberra, Australia;

http://www_triticarte.com.au ).

11. Introduccion al mapeo de QTL

11.1 Caracteres cuantitativos

Muchas de las caracteristicas de importancia agronémica presentan una distribucion
continua de valores, esto es, dentro de una poblacion determinada no existe una clara
distincién en clases fenotipicas. La base genética de estas caracteristicas fue
esclarecida poco después del redescubrimiento de las leyes de Mendel, cuando Yule
en 1902 propuso que esa variacidn era la consecuencia de la accion aditiva de
muchos genes. Entre éstos se suele identificar a genes de efectos pronunciados,
denominados genes mayores y genes con pequenos efectos que fueron inicialmente
denominados poligenes. Sin embargo, la distincién entre poligenes y genes mayores
(también llamados oligogenes) no resultd satisfactoria ya que el efecto de un gen
depende del entorno genético, el ambiente y del alelo presente en el locus del gen.
Geldermann (1975) propuso denominar a estos loci controladores de caracteristicas
cuantitativas como QTLs (QTLs por Quanitative Traits Loci). Esta nomenclatura resulté
mas adecuada ya que no asocia al gen con la magnitud de su efecto. Caracteres
importantes como el rendimiento, factores de calidad y algunas formas de resistencia a

enfermedades son caracteres cuantitativos (Collard et al., 2005).

Si bien la genética cuantitativa ha propuesto y utilizado modelos biométricos con gran
éxito a lo largo de la historia del mejoramiento de plantas y animales, estos modelos
se basan en la estimacion de los efectos génicos y no tanto en el numero de genes
involucrados. Utilizando marcadores moleculares ligados a los QTLs, es posible
estimar el genotipo, los efectos genéticos y tener una aproximacion menos sesgada
del numero de genes/QTLs determinantes del caracter. La metodologia de marcadores
moleculares es la base de los estudios de mapeo de genes/QTL utilizando marcadores

moleculares.
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11.2 Poblaciones de mapeo

Los marcadores moleculares son utilizados para construir mapas genéticos sobre una
poblaciéon de mapeo. Pueden obtenerse muchas clases diferentes de poblaciones de
mapeo a partir de cruzas que involucren a dos padres divergentes. Una poblacion de
mapeo 0 segregante es una mezcla de genotipos parentales y recombinantes. Una
poblaciéon F, (filial 2) o una poblacién retrocruzada pueden obtenerse a partir de
plantas F4 a través de autopolinizacion o retrocruzamiento con uno de los padres. Por
otro lado, las denominadas lineas recombinantes endocriadas (Recombinant Inbred
Lines - RILs) pueden obtenerse mediante descendencia de una sola semilla (Single
seeds descent - SSD) (Brim 1966), por al menos cinco o mas generaciones. Las
poblaciones de haploides duplicados (Double Haploide - DH) se construyen a partir de
haploides obtenidos de plantas F; por cultivo de anteras, células huevo o hibridacion
interespecifica seguida de un rescate de embriones y una posterior duplicaciéon con
colchicina (Figura 9). Las mas simples de estas poblaciones de mapeo son las
poblaciones F, o las poblaciones retrocruzadas (Back Cross - BC) (Varshney et al.,
2004).

Para la mayoria de las especies de cereales, esta clase de poblaciones son faciles de
construir. En algunos casos, la presencia de esterilidad en algunos hibridos tal vez
limita la combinacion de padres, particularmente en F; de cruzas amplias. La mayor
desventaja de usar F, y poblaciones retrocruzadas es que ellas son efimeras, esto es,
semillas derivas por auto-polinizaciéon de estos individuos no seran verdaderas lineas,
ya que contindan segregando sus genes (Young, 2001). En cambio las RILs y las
poblaciones DH son consideradas inmortales y pueden ser permanentemente

mantenidas y evaluadas en experimentos repetidos.

Las RILs tienen la ventaja adicional de ser el producto de varias meiosis, por lo que
cada RIL contiene una combinacion diferente de bloques de ligamiento a partir de los
padres. Sin embargo, la generacion de RILs requiere de varios afios, y algunas
regiones del genoma tienden a mantenerse heterocigotas mas tiempo del
teéricamente esperado (Burr & Burr, 1991). Por lo tanto, en muchos proyectos de
mapeo se prefiere poblaciones DH, dado que pueden ser usadas en analisis de
ligamiento y mapeo con muchas de las mismas ventajas de las RILs y su produccion

toma menor tiempo (Heun et al., 1991).
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Figura 9: Método de obtencion de diferentes poblaciones de mapeo: F,, retrocruzas
(BC1, BC1F2), RILs y DHs (Modificado de Collard et al., 2005).

11.3 Construccién de un mapa genético y mapeo de QTL

Ademas del uso en mejoramiento vegetal, los mapas genéticos y fisicos son utilizados
para adquirir conocimientos sobre varios aspectos de la genémica. Este tipo de mapas
se han utilizado extensamente para estudios de gendmica comparativa (Chen et al.,
1997; Dubscovsky et al., 1998; Gale & Devos, 1998; Ramakrishna et al., 2002;
Paterson et al., 2003a; Bowers et al., 2003; Sorrells et al., 2003; Paterson A.H., 2004;
Yu et al., 2004; Zhang L.Y. et al., 2005; Varshney et al., 2005; Tang et al., 2006; Yu et
al., 2006; Feltus et al., 2006; Gupta et al., 2008).

Los mismos han permitido esclarecer la organizacion del genoma en las gramineas en
general, y en los cereales en particular, a través de mapas consenso (Karakousis et
al., 2003; Somers et al., 2004; Sawkins et al., 2004; Diab A.A., 2006; Wenzl et al.,
2006; Varshney et al.,, 2007; Clarke et al.,, 2008). Una gran ventaja del mapeo
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molecular es la posibilidad de analizar un gran numero de marcadores de ADN sobre
una unica poblacién de mapeo. Sin embargo, la construccién sistematica de estos
mapas requiere de la generacién de poblaciones de mapeo y programas de
computacién que faciliten el analisis del elevado numero de datos que se producen
(Varshney et al., 2004).

El proceso de construccion de mapas de ligamiento y el analisis de QTL para
identificar regiones gendmicas asociadas con un caracter es conocido como mapeo de
QTL (“mapeo genético”, “mapeo de genes” o “mapeo del genoma”) (Lander & Botstein,
1989; McCouch & Doerge 1995; Paterson 1996 a,b; Mohan et al.,, 1997). Para
confeccionar un mapa de ligamiento es necesario amplificar un elevado niamero de
marcadores moleculares segregantes, dependiendo este numero de la utilidad que se
le dara al mapa. Por lo general, un numero de marcadores que generen intervalos
genéticos de 7-10 cM es suficiente para su uso en el auxilio de programas de
mejoramiento vegetal o MAS (Marker assisted selection - MAS). Por el contrario, para
la construccién de un mapa destinado a estudios funcionales de genes/QTLs la
saturacion de marcadores debe ser mucho mayor, obteniéndose intervalos menores a

1 cM, siendo necesaria la posterior identificacion fisica del gen/QTL.

La frecuencia de genotipos recombinantes (r) en una poblacion de mapeo estimada
entre todos los pares de marcadores es utilizada para obtener el orden inicial del grupo
de ligamiento (GL). Finalmente, en el mapa genético se informa el orden final de los
marcadores habiendo transformado el valor de r en distancia genética (centiMorgan —
cM) mediante alguna funcién de mapeo (Griffiths et al., 1998). |dealmente se espera
obtener un grupo de ligamiento por cromosoma, aunque esto a veces no sucede por la
falta de polimorfismos en algunas regiones dentro de los mismos. En algunos casos se
obtiene mas de un grupo de ligamiento por cromosoma y para lograr unirlos es
necesario incluir un mayor numero de marcadores. Los marcadores con una

frecuencia de recombinacion de 50% se describen como “no ligados”.

Los mapas genéticos moleculares son usados en la identificacién de QTL para un gran
numero de caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y econdmicas de los cultivos. Se
han conducido estudios de QTL en todos los principales cereales, por ejemplo: arroz
(Huang et al., 1997; Pinson et al., 2005; Steele et al., 2007), maiz (Schon et al., 1994;
Melchinger et al., 1998; Jampatong et el., 2002; Wong et al., 2004;), trigo (Joppa et
al., 1997; Kato et al., 1999; Sourdille et al., 2000; Campbell et al., 2004; Kumar et al.,
2006; Kuchel et al., 2007; Leonova et al., 2007; Fofana et al., 2008), cebada (Teulat et
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al., 2001; Li, et al., 2005; Li et al., 2006), sorgo (Lijavetzky et al., 2000), soja (Brummer
et al.,, 1997), algoddén (Paterson et al., 2003b), y muchas otras especies vegetales:
tomate (Mutschler et al., 1996; Causse et al., 2002; Foolad et al., 2007), kiwi (Testolin
et al., 2001), poroto (Timmerman et al., 1996; Timmerman-Vaughan et al., 2002),
pimiento (Pflieger et al., 1999), pino (Claire et al., 2007), castafa (Casasoli et al.,
2004). También se han realizado en animales, como ovinos (Siwek et al., 2003), entre
otros. Los QTL ayudan al mejoramiento genético utilizando marcadores ligados a
QTLs de interés, pero también facilitan el estudio de los cambios que experimenta el
genoma durante el mejoramiento y la seleccion. El analisis de QTL sobre diferentes
mapas puede ser utilizado también en la identificacion de genes candidatos para QTL
especificos (Liu et al., 2003; Causse et al., 2004; Teng et al., 2006; Pozniak et al.,
2007).

La gendmica comparativa y los mapas de marcadores moleculares han generado
mucha informacién acerca de la localizacion, la funcion, el nUmero y en algunos casos
la identidad de genes que controlan caracteristicas importantes en el genoma de trigo,
facilitando y acelerando su mejoramiento genético (Sorrells et al., 2003; Varshney et
al., 2004).

11.3.1 Funciones de Mapeo
En la construccién de un mapa de ligamiento se requiere de funciones de mapeo para
convertir las frecuencias de recombinacién en centiMorgans (cM). La relacion entre la
frecuencia de recombinacion y la frecuencia de entrecruzamientos (crossing-over) no
es lineal (Kearsey & Pooni, 1996). Una unidad de mapa genético (u.m. o centiMorgan)
se define como la distancia entre genes que permite obtener un producto
recombinante de cada 100 meiosis. Una frecuencia de recombinacion de 0,01 (o 1 por

100) se define como 1 u.m. o centimorgan (cM) (Griffiths et al., 1998).

Las distancias de mapa pequenas (<10cM) son equivalentes a la frecuencia de
recombinacion. Esto cambia cuando consideramos distancias mayores a 10 cM (Hartl
& Jones, 2001). Las funciones de mapeo mas frecuentemente usadas son la Kosambi
(1944) y Haldane (1919). La diferencia basica entre ellas es el supuesto de considerar
interferencia nula (I=0) en la funcién de Haldane. Por el contrario, la funcién de
Kosambi estima el valor de | basandose en los dobles recombinantes observados y

esperados.

No siempre la distancia en un mapa de ligamiento se corresponde con la distancia
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fisica del ADN entre marcadores porque esto también depende del tamano del

genoma de la especie (Tanksley et al., 1992; Paterson, 1996a; Kunzel et al., 2000).

11.3.2 Métodos de Mapeo de QTL
Los tres métodos mas ampliamente utilizados para detectar QTL son el analisis por
marcador simple (Single marker analysis - SMA), el mapeo por intervalo simple
(Simple interval mapping - SIM) y el mapeo por intervalo compuesto (Composite
interval mapping - CIM) (Tanksley, 1993; Liu, 1998). El analisis por marcador simple,
también llamado “analisis de punto simple” es el método mas sencillo para detectar
QTL asociados con un marcador molecular (Collard et al., 2005). Para esto se puede
utilizar el test-t, el analisis de la varianza (ANOVA) y la regresion lineal simple y
multiple. La regresion lineal es el método mas comunmente utilizado, generando un
valor de coeficiente de determinacion (R?) para el marcador que explica la variacion
fenotipica debida al QTL ligado al mismo. Los programas QGene y MapManager QTX
son comunmente utilizados para realizar estos analisis (Nelson, 1997; Manly et al.,
2001). En muchos casos se utilizan los programas MapMaker/QTL (Lincoln et al.,

1993b) y Qgene (Nelson, 1997), para el analisis por SIM.

Mas recientemente, el CIM se transformé en el método mas utilizado para el mapeo
de QTL. Este método debe su nombre a la combinacion de los métodos de estimacion
de parametros de maxima verosimilitud y regresion multiple. La diferencia basica entre
el CIM y el SIM es que el primero permite incorporar, como informacién adicional,
marcadores asociados al caracter por fuera del intervalo genético que se analiza.
(Jansen, 1993; Zeng, 1993, 1994; Jansen & Stam, 1994). El método CIM resulta ser
mas preciso en el mapeo de QTLs que los métodos de marcador simple y SIM,
especialmente cuando se analizan regiones gendmicas con QTL ligados. El programa
QTLCartographer (Basten et al., 1994, 2001) es muy utilizado para realizar el CIM y
también el MapManager QTX (Manly et al., 2001) o el PLABQTL (Utz & Melchinger,
1996).

11.3.3 Significancia estadistica
El ligamiento entre dos marcadores se calcula utilizando la razén de las probabilidades
entre la hipoétesis alternativa (Ha) y la nula (Ho) de ligamiento e independencia,
respectivamente. Esta razon se expresa comunmente como el logaritmo en base 10
de la razon de las probabilidades o LOD score (Risch, 1992). Valores de LOD >3 son
usados normalmente para construir mapas de ligamiento. Un valor de LOD= 3 entre

dos marcadores indica que el ligamiento es 1000 veces mas probable que la
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segregacion independiente. Un estadistico alternativo al LOD score es el LR (likelihood
ratio — LR) cuya relaciéon matematica con el LOD score es: 4,6 x LOD score. Los
programas de computacion Mapmaker/EXP (Lander et al., 1987; Lincoln et al., 1993a),
MapManager QTX (Manly et al., 2001) y JoinMap (Stam, 1993) son algunos de

programas usados en la confeccion de mapas.

Los estadisticos LR o LOD score pueden ser utilizados indistintamente en el mapeo de
QTLs (Liu, 1998). El mayor valor de LOD o LR a lo largo del cromosoma indica la
posicion mas probable del QTL. La determinacion del umbral (thresholds value) de
significancia estadistica es comiunmente realizada utilizando el test de permutaciones
(Churchill & Doerge, 1994). Mientras los valores de los marcadores genéticos se
mantienen constantes para cada individuo, los valores fenotipicos de los individuos de
la poblacion se asignan al azar en cada permutacion. Para cada permutacion, usando
SIM o CIM, es simulada la posicién del QTL en el genoma, almacenandose el mayor
LOD score. Este proceso se repite 1.000 o 10.000 veces para establecer el nivel de
corte de 5 y 1% de significancia. Estas significancias corresponden a los valores 950 y
9.500 de los valores de LOD o LR ordenados en forma decreciente, respectivamente,
los cuales minimizan la razén de falsos positivos o asociacién espuria entre marcador-
QTL (Churchill & Doerge, 1994; Hackett, 2002; Haley & Andersson, 1997). Antes de
difundirse el test de permutaciones, un valor de LOD entre 2 y 3 era comunmente
elegido y aceptado como umbral significativo. Un QTL es considerado “real’
(estadisticamente significativo), cuando el mayor valor de LOD supera el umbral

establecido por el test de permutaciones.

En funcion de la variacién fenotipica explicada a través del R, un QTL se describe
como de efecto “mayor” o “menor”. Valores mayores al 10% indican la presencia de
QTLs de efecto mayor, en caso contrario los QTL se consideran de efecto menor. Sin
embargo, algunas veces aquellos QTL que son estables a través de los distintos

ambientes, son considerados mayores.

11.4 Seleccidn asistida por marcadores (MAS)

El uso de MAS (del ingles, Marker assisted selection) en los programas modernos de
seleccion esta principalmente restringido a loci marcadores ligados a genes/QTL de

efecto mayor en fase de ligamiento consistentes a lo largo de numerosas poblaciones.

La MAS aun no se utiliza masivamente para el mejoramiento de caracteres poligénicos
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porque las técnicas de mapeo de QTL resultan insuficientemente precisas y porque la
informacién de los QTL no puede ser facilmente validada desde una poblacién de
mapeo hacia otras poblaciones mejoradas o bancos de germoplasma. La precision del
mapeo de QTL puede mejorarse incrementando el tamafo de las poblaciones vy el
numero de ambientes evaluados. Por lo tanto, la MAS para caracteres poligénicos se
restringe a situaciones donde la seleccion fenotipica no puede ser faciimente
implementada. La MAS es una herramienta de amplio uso en mejoramiento genético
en el mundo, como ejemplo pueden citarse los emprendimientos en trigo de Estados
Unidos (MASwheat Project, http://maswheat.ucdavis.edu) y Australia (Australian
National Wheat Molecular Marker Program- NWMMP).

Como técnica complementaria al mapeo de genes/QTL ha surgido recientemente el
mapeo por asociacion (MA). Este se basa en el desequilibrio de ligamiento y es
conducido directamente sobre el material mejorado (colecciones de germoplasma,
filiales mejoradas, etc.), evitando el tiempo necesario en generar las poblaciones de
mapeo mencionadas. MA tiene la ventaja de ser aplicado en poblaciones de individuos
no relacionados, encontrando un gran numero de alelos por locus (Breseghello &
Sorrells 2006b; Crossa et al., 2007). Si bien el poder de resolucién es menor, el MA

podria tener en el futuro una gran aplicacién en la seleccion asistida por marcadores.

12. Antecedentes de mapeo de QTL para color amarillo y
pigmentos carotenoides

Los estudios del color en trigo y sus productos derivados han crecido en complejidad
en los ultimos afios. El uso de marcadores moleculares y estrategias de mapeo de
QTL han facilitado el estudio de la herencia y la forma en que el ambiente influye sobre
estos caracteres. La seleccién indirecta, MAS, es una alternativa que evita multiples

evaluaciones de ensayos replicados en afios y localidades.

Al menos una decena de trabajos de mapeo de QTL asociados a color han sido
publicados hasta la fecha, la mayoria de ellos relacionados a trigo pan. En estos
primeros trabajos Parker et al. (1998) utilizaron una poblacién de 150 lineas F4
derivada de trigo hexaploide (“Schomburgk” x “Yarralinka”) para el analisis del caracter
color de harina, expresado como valor b*. Usando regresion simple estos autores
informaron tres loci asociados a color de harina, dos de ellos localizados en el
cromosoma 7A (Marcadores SSR Xcdo347-7A y Xwg232-7A.1) y el restante en el 3A

(Xbcd828-3A). Individualmente, estos marcadores explicaron una media de 37% y 9%
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de la variacion fenotipica observada para color de la harina. Sin embargo, el mapeo
por intervalos permitid detectar sélo el QTL ubicado sobre el 7A. El marcador mas
cercano al pico de mayor significancia estadistica del QTL fue el AFLP Xwual6-7A.5
(0,7 cM). La varianza fenotipica explicada por este QTL fue del 41%, correspondiente
al 60% de la varianza genética basada en la estimacion de heredabilidad, indicando
que este QTL controla una gran proporcion de la expresiébn del caracter.
Posteriormente, un marcador AFLP ligado a este locus fue secuenciado y convertido
en un marcador funcional (STS), adecuado para su uso en MAS (Parker & Langridge,
2000). Este marcador, designado FC7 fue validado en otras poblaciones de DH
(“Krichauff” x “Roblin” y "Krichauff” x “Sun245A”) y actualmente es muy Uutil para

seleccionar por color de la harina.

Un gran numero de QTL asociados al color de la harina y de noodles ha sido
identificado en 3 poblaciones de DH de trigo pan, Cranbrook x Halberd, Sunco x
Tasman y CD87 x Katepwa (Mares & Campbell, 2001). En la primera poblacion se
detectaron QTL para CIE b* en harina sobre los cromosomas 3B, 5D, 7A, mientras que
en la segunda, dichos QTL se localizaron sobre los cromosomas 3B, 4B, 5B y 7A,
explicando 20, 7, 12, y 27% de la variacién fenotipica respectivamente. Las regiones
identificadas sobre los cromosomas 3B y 7A en ambas poblaciones presentaron efecto
aditivo y posicion cromosémica similar. Segun Mares & Campbell (2001), el QTL del
7A es probablemente el mismo que fuera localizado previamente por Parker et al.,
(1998). Los QTL para CIE b* en harina identificados en la poblacion CD8 x Katepwa
estuvieron localizados sobre los cromosomas 2D, 3A, 6A 'y 7B y explicaron 12, 17, 13,
y 10% de la variacion fenotipica, respectivamente. Aunque no se encontraron QTLs en
el 7A fue mapeado un QTL en una region homeodloga del cromosoma 7B. Dos QTL
fueron mapeados sobre los cromosomas 3B y 7A asociados al contenido de xantofilas
en la poblacion Cranbrook x Halberd, estos dos QTL coinciden posicionalmente con
los informados para CIE b* (Mares & Campbell, 2001).

Schmidt et al. (2004) identificaron dos marcadores SSR ligados a color amarillo (valor
b*) utilizando un analisis de regresién simple y en una poblacién DH de trigo pan
australiano (Kukri x Janz). EI SSR Xgwm192 en el cromosoma 4B y el Xgdm3 en el
cromosoma 3A explicaron el 1y el 5% de la variacion fenotipica, respectivamente. El
brillo (valor CIE L* del Minolta) fue asociado al SSR barc20 el cual explico un 5 % de la
variacion fenotipica. Mas recientemente, Kuchel et al. (2006) identificaron un QTL
mayor para CIE b* sobre el cromosoma 7B en una poblacion DH derivada de la cruza

de los cultivares hexaploides australianos ‘Trident’ y ‘Molineux’. Este QTL explicd 61 y
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48% de la variacion fenotipica evaluada en dos afos. Esta misma region tuvo un
efecto significativo sobre los valores CIE L* y CIE a* del Minolta. El caracter mostro

ademas estar correlacionado con el contenido de proteina en la harina.

También se identificaron QTL asociados a los parametros de color CIE L* y CIE b* de
noodles alcalinos amarillos, utilizando una poblacion DH de trigo pan (RL4452 x AC
Domain) (McCartney et al., 2006). Los QTL para CIE L* se mapearon en regiones
homeologas de los cromosomas 5B y 5D. Un QTL mayor fue hallado para el CIE b* en
el brazo largo del cromosoma 7A (7AL), coincidiendo posicionalmente con los QTL
previamente informados para valor b* y CPC en poblaciones de trigo pan (Mares &
Campbell, 2001).

El primer estudio de mapeo de QTL para caracteres relacionados al color en trigo
candeal se realizé utilizando una poblaciéon de 114 RILs obtenida de la cruza entre
Omrabi5 y Triticum dicoccoides600545, retrocruzada con Omrabi5 (Elouafi et al.,
2001). Este ensayo permitié identificar tres QTL en los cromosomas 7A y 7B
asociados al CPC que explicaron el 62% de la variacion fenotipica total con un efecto
ambiental débil. La localizacion de QTL sobre el grupo cromosémico 7 coincide con la
obtenida en trigo pan para el caracter color amarillo (Parker et al., 1998) y CPC en
Hordeum chilense (Alvarez et al., 1998). Los QTL para CPC detectados por Elouafi et
al. (2001), mostraron que los alelos que incrementan el color fueron aportados por el

progenitor Omrabi5.

Regiones gendmicas asociadas a tres de las enzimas involucradas en la via de
biosintesis de carotenoides PSY, PSD y ZDS también fueron identificadas (Cenci et
al., 2004). En el afio 2007, Pozniak et al. localizaron el gen Psy-1 en los cromosomas
7A (Psy-1.7A), 7B (Psy-1.7B) y el Psy-2 en los cromosomas 5A y 5B. Sobre un mapa
genético de 155 DH derivadas de la cruza W9262-260D3/Kofa asociaron el locus Psy-
1.7B con la variacion del color en el endosperma. El locus Psy-1.7A no se hallo
asociado al color del endosperma y podria corresponder al QTL para color amarillo
identificados por otros investigadores (Elouafi et al., 2001; Cervigni et al., 2005).
Pozniak et al. (2007) identificaron cuatro QTL asociados al color del endosperma sobre
los cromosomas 2A, 4B, 6B, y 7B, hallando que el locus Psy-1.7B co-segrego con el
QTL 7B. El rol que cumple la enzima PSY en la biosintesis de carotenoides y su efecto
sobre el CPC en el grano fue posteriormente confirmado en seis publicaciones, tres
realizadas en trigo candeal (Zhang et al., 2008; Zhang & Dubcovsky, 2008; Patil et al.,
2008) y tres sobre trigo pan (He et al., 2008; He et al., 2009; Zhang et al., 2009). El
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alelo de Psy-1.7A no mostré ser polimérfico en una poblacién de RILs derivada del
cruzamiento de UC1113 x Kofa. Sin embargo, un marcador funcional co-dominante fue
desarrollado usando el polimorfismo del Psy-1.7B (Zhang & Dubcovsky, 2008). Los
resultados de este trabajo sugieren la existencia de un locus adicional para el CPC en

la regidn distal del cromosoma 7BL, ligado al marcador Xbarc340-7B.

Patil et al. (2008) mapearon 5 QTL para CPC en una poblacién de 140 RILs (PDW 233
x Bhalegaon 4) sobre los cromosomas 1A, 3B, 5B, 7A y 7B en 5 ambientes diferentes.
El QTL localizado sobre la parte distal del brazo largo del cromosoma 7A (QYp.macs-
7A) explicé 55,22% de la variacion del caracter, mientras que, los 4 QTL restantes
explicaron entre 5 — 8,75% de la variacion fenotipica. Los marcadores SSR y AFLP
ligados al QTL QYp.macs-7A fueron convertidos en marcador SCAR, posteriormente

validado en otra poblacion de mapeo y en 38 cultivares.

También en trigo hexaploide fue desarrollado un marcador funcional para el gen Psy-
1.7A denominado YP7A (He et al, 2008). El gen Psy-1.7A fue secuenciado
completamente, caracterizado in silico y validado experimentalmente. EI marcador
YP7A fue mapeado sobre el cromosoma 7AL utilizando una poblacion de RIL (PH82-
2/Neixing 188), un grupo de lineas de Chinese Spring nuli-tetrasomicas y una linea
ditelosémica 7AS. Este marcador explicé entre el 20—-28% de la varianza fenotipica
para CPC y fue validado sobre 217 lineas avanzadas y cultivares chinos, demostrando
su utilidad en MAS. Posteriormente estos autores desarrollaron marcadores STS para
el gen Psy-1.7B de trigo pan, los cuales se validaron sobre las 217 lineas avanzadas y
cultivares chinos y 342 cultivares adicionales de trigo primaveral del CIMMYT (He et
al., 2009). También dos QTL mayores fueron detectados para el contenido de
pigmentos, CIE b* en harina y CIE b* en noodles sobre los cromosomas 1B y 7A (Psy-
1) (Zhang et al., 2009).

45



Hipotesis

El color amarillo de los granos de trigo esta determinado por un numero elevado de
regiones gendmicas, entre las que se encuentran las que codifican para la sintesis de

pigmentos carotenoides.

Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue mapear QTL asociados al contenido de pigmentos
carotenoides y color amarillo en trigo candeal y encontrar marcadores moleculares

ligados a los mismos.
En funcién de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1. Caracterizar fenotipicamente la poblacion de RILs derivada de la cruza
UC1113 x Kofa para color amarillo (CIE b*), rojo (CIE a*), luminosidad (CIE L*)
y contenido de pigmentos carotenoides (CPC).

2. Obtener parametros genéticos a partir de los valores fenotipicos de la
poblacion de RILs en estudio.
Mapear QTL asociados al CPC y color amarillo (CIE b*) en trigo candeal.
Determinar la utilidad de los QTL mapeados para la seleccion indirecta.
Identificar genotipos superiores que resulten utiles de incorporar en los

programas de mejoramiento.
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