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RESUMEN

Algunas lineas de trigo pan de alto potencial de rendimiento presentan dificultades de
registro y conservacion varietal por la aparicion de plantas fuera de tipo (PFT) en forma
recurrente. Se estudiaron tres generaciones de una linea inestable, sus parentales y dos
variedades con inestabilidad fenotipica en dos ambientes de rendimiento medio contrastante
(Cabildo, Argentina ~ 1 t ha” y Gimenells, Espafia ~ 6 t ha™"). A partir de floracién (estadio
76.5, escala de Zadoks) las PFT se identificaron por su mayor altura. Se caracterizaron los
alelos de los loci Rht-B1 y Rht-D1 de los cromosomas 4B y 4D y Rht8 del cromosoma 2D,
relacionados con altura de planta, a partir de DNA de tejido foliar. Se cultivaron en
invernaculo cinco descendientes de cada PFT y de sus respectivos controles normales para
diagnosticar aneuploidia en células madres del polen, mediante fijacion en mezcla Farmer y
tincion con orceina lactopropionica. Todos los genotipos presentaban el gen de enanismo Rht-
D1b(4D) pero la altura de planta oscil6 entre 38 y 108 cm, debido presuntamente a su fondo
genético y al ambiente. Las plantas aneuploides fueron mas altas, presentando una mayor
altura al altimo nudo, un pedinculo mas largo en todos los ambientes y acumularon mas
biomasa que las normales, especialmente en el peor ambiente. Las PFT de origen desconocido
que presentaron un comportamiento intermedio en los rasgos estudiados, podrian deberse a
una variabilidad encubierta, polinizacion cruzada, mutaciones o pérdida de informacion

genética.



INTRODUCCION

El trigo pan (Triticum aestivum L.) es una especie anual, originaria de Medio Oriente,
alopoliploide (2n = 6X = 42) con un nimero basico x = 7. Las variedades cultivadas exhiben
una meiosis estable formando so6lo bivalentes en meiosis, lo que se traduce en una completa
fertilidad. Esta normalidad en el comportamiento meidtico es esperable a nivel del
alopoliploide porque esta controlada genéticamente por la accion del gen Ph (situado en el
brazo largo del cromosoma 5 de la serie B) que evita el apareamiento homeologo. Sin
embargo, ocurren fallas en el apareamiento cromosomico durante la profase meidtica

conducentes a irregularidades diversas (Maich y Manero de Zumelza 2007).

La aneuploidia representa una categoria de mutacion donde el nimero cromosomico es
anormal. El estado aneuploide 2n — 1 se denomina monosémico porque solo esta presente una
copia de un cromosoma concreto. Debido a su naturaleza poliploide el trigo es relativamente

tolerante a las aneuploidias.

Se asume que las gametas femeninas desprovistas de un cromosoma son transmitidas en el
75% de la descendencia, es decir que no hay una selecciéon en contra de los Ovulos
monosomicos. Contrario a esto, la transmision de gametas masculinas deficientes es del 4%,
por lo cual el polen con n=21 cromosomas esta fuertemente favorecido respecto al de n=20.
En base a esta informacion, en la progenie de la autofecundacion de los monosomicos se

espera que se produzcan los siguientes nlimeros cromosémicos:

Masculino
Femenino n=96% n—1=4%
n=25% 2n=24% 2n—-1=1%
n—1=75% 2n—1=72% 2n-2=3%

Teoéricamente, la transmision del caracter monosdémico a la progenie ocurre con una

frecuencia de alrededor del 73% (Gupta 1991).

Los genes de enanismo (Rht) se han asociado con grandes incrementos en la produccion ya
que evitan el “vuelco” de la planta, siendo mas resistente al dafio causado por el viento y la

lluvia, e incrementan el indice de cosecha (peso de la espiga/peso total de la planta). Los



alelos Rht B1b y Rht DIb fueron incorporados por la “Revolucion Verde” mediante
cruzamientos con la variedad japonesa Norin 10, se localizan en los cromosomas 4B y 4D
respectivamente (Gale y Marshall 1976). Ambas mutaciones Rht-B1b y Rht-D1b reducen la
habilidad de la planta para responder al 4cido giberélico (GA). Al conferir insensibilidad al
GA, estos genes tienen efectos pleiotropicos en el crecimiento de la planta reduciendo la
longitud del coleoptile y el area foliar de la plantula. Otros genes de enanismo que no
confieren insensibilidad a las giberelinas serian mas convenientes al reducir la altura final de
la planta sin comprometer su crecimiento temprano. Entre los genes de enanismo que
responden al GA estan los genes Rht9 y RthS, este ultimo ubicado en el cromosoma 2D e
introducido en Europa mediante otra variedad japonesa, Akakomugi (Borojevic y Borojevic,
2005). Estos genes de enanismo no afectan la longitud del coleoptile ni el vigor de la plantula.
En sintesis, los alelos Rht Blb 'y Rht D1b y el gen Rht8 se utilizan para regular la altura en

trigos modernos.

Un objetivo de los programas de reproduccion y purificacion de semillas del trigo pan es el
desarrollo de cultivares uniformes. Algunas lineas de alto potencial de rendimiento presentan
dificultades de registro y conservacion varietal por la aparicion de plantas fuera de tipo (PTF)
en forma recurrente. La carencia de uniformidad podria ocurrir debido a la fecundacion
cruzada, mezclas mecénicas o aneuploidia (Storlie et al. 1996). La condicion monosdémica
para los cromosomas 4B o 4D explicaria la presencia de plantas anormalmente altas por
pérdida de los alelos Rhtlde semi-enanismo. A su vez, la expresion del caracter fuera de tipo
mas alto estaria condicionada por la calidad del ambiente. La tltima suposicion planteada es
que las plantas altas fuera de tipo euploides tendrian un patréon de expresion diferente de los

genes de enanismo que las plantas de altura normal.

Basandose en estas hipdtesis, el objetivo general del trabajo es establecer las relaciones
entre diferentes caracteres fenotipicos agronomicos, el cariotipo y caracteristicas del genotipo

de las plantas consideradas.

Objetivos especificos

e Estudiar la frecuencia y manifestacion fenotipica de plantas fuera de tipo bajo
condiciones ambientales contrastantes.

e  Efectuar recuentos cromosémicos en progenies de plantas normales y fuera de tipo, lo

que permitira diagnosticar la monosomia en la planta parental.



e Comparar la variacion alélica de plantas normales y fuera de tipo en los genes de

enanismo que principalmente determinan el caracter en las variedades de trigo pan.

Figura 1. a) Plantas de morfologia acodada. b) Vista de plantas altas fuera de tipo en el

campo experimental de Gimenells riego.

Como ya se menciond, a los fines de caracterizar las plantas en cuestion es necesario
analizar los alelos de los loci Rht-B1 y Rht-D1 de los cromosomas 4B y 4D y el gen Rht8 del
cromosoma 2D relacionados con la altura de la planta, como asi también examinar distintos
caracteres fenotipicos de interés. Por ello en este trabajo se contempla el andlisis de caracteres
morfolégicos y moleculares. Para este ultimo se utilizaron marcadores moleculares que
permiten diferenciar los alelos salvaje y mutante para los genes de semi-enanismo Rht-Bl y
Rht-D1. Estos marcadores se localizan en regiones homeologas de los cromosomas 4B y 4D
(Ellis et al. 2002). Para el estudio del gen Rht8 se utilizaron microsatélites. Ambas técnicas

involucran la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).



La reaccion de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) consiste en el acoplamiento y
extension enzimatica de un par de oligonucledtidos (pequeiias moléculas de ADN de cadena
simple) utilizados como iniciadores (“primers”) que delimitan la secuencia de ADN blanco de
la amplificacion. Dado que la multiplicacion de estas secuencias a lo largo de diversos ciclos
de desnaturalizacidon, acoplamiento y extension es de progresion geométrica, se pueden
obtener asi millones de copias de un segmento especifico a partir de una pequena cantidad de
ADN molde. Esto permite que los fragmentos de ADN sean facilmente detectados a simple
vista en el gel de electroforesis a través de colorantes especificos como el bromuro de etidio,
lo cual hace que las técnicas basadas en PCR sean efectivamente poco costosas y requieran

poco tiempo de desarrollo (Ferreira y Grattapaglia, 1996).

En particular, los microsatélites (SSR) son regiones gendmicas hipervariables constituidas
por repeticiones en tindem de secuencias de 1 a 4 nucleodtidos de largo. Estan distribuidos en
todo el genoma y son muy polimdrficos. La base genética del polimorfismo detectado se basa
en la variabilidad del nimero de repeticiones en tdndem y consecuentemente del tamafo del
microsatélite amplificado en individuos de una especie. Las regiones conteniendo secuencias
simples repetidas son amplificadas por PCR utilizdndose un par de oligonucleétidos
especifico (de 20 a 30 pares de bases) complementarios a las secuencias que flanquean al
microsatélite. El microsatélite amplificado por PCR es sometido a electroforesis en geles de
alta resolucion que permiten detectar diferencias de 2, 3 o 4 nucledtidos que corresponden al
minimo polimorfismo de longitud en un microsatélite. Por el alto polimorfismo que presentan
por locus (multialelismo) se los considera ideales para solucionar problemas de bajos niveles
de diversidad genética en el germoplasma cultivado. Estos marcadores son codominantes y
brindan un alto contenido de informacion (PIC) pero tienen la desventaja de que requieren

una gran cantidad de trabajo previo para desarrollar los marcadores (Picca et al. 2004).

MATERIALES Y METODOS

La especie en estudio

Las plantas de Triticum aestivum son anuales, de cerca de 1 m de altura, con hojas planas y
espigas densas. Las espiguillas son trifloras, solitarias, dispuestas apretadamente sobre un

raquis articulado o continuo. La raquilla estd articulada por encima de las glumas. Estas



ultimas son rigidas, carenadas, con 3 o mas nervaduras, mucronadas, dentadas o aristadas en
el apice. Presenta lemmas anchas, carenadas, multinervadas, puntiagudas o aristadas (Cabrera

1953).

Se realiz6 un estudio de tres generaciones de una linea inestable de T. aestivum (ID2144),
sus parentales (cvs. Hans Parulla y Marca) y dos variedades con inestabilidad fenotipica
(ACA 223 y cv. Calquin) las que se ensayaron en dos ambientes de rendimiento medio
contrastante (Cabildo, Argentina ~ 1 t ha” y Gimenells, Espafia ~ 6 t ha™). En estas plantas se
midieron las variables fenotipicas altura total de la planta, altura y largo del pedunculo,
cantidad de granos por espiga, peso del grano, biomasa de la planta e indice de cosecha.
También se cultivaron en invernaculo cinco descendientes de cada PFT y de sus respectivos

controles normales colectados en floracion (Cantamutto, 2006).

Los datos obtenidos para las variables fenotipicas cuantitativas fueron sometidos a analisis
de la varianza (ANOVA). Debido a la existencia de diferencias entre los valores medios, éstos

se compararon mediante la prueba de Tukey con P< 0.05.

Anélisis cariotipico

El estudio de los cromosomas meioticos se realizé a partir de inflorescencias, las cuales
fueron colectadas en el estadio de bota (cuando la espiga se visualizo en la porcion hinchada
de la vaina foliar) e inmediatamente fijadas en mezcla Farmer (etanol y acido acético glacial
3:1 v/v) durante 24 horas, a temperatura ambiente y conservadas en etanol 70% a 4° C. Para
realizar el estudio citoldgico, las espigas fueron hidratadas en dos pasos sucesivos: en etanol
40% durante 10 minutos y luego en agua destilada. Se realizaron disecciones de varias
espiculas de cada espiga hasta encontrar el estado de maduracion apropiado para la diagnosis.
Este puede ser estimado a través del tamafo de las anteras, aunque puede variar en distintos
cultivares. Los preparados se obtuvieron por aplastado de las anteras o “squash” y tincién con
orceina lactopropidnica 2% o carmin acético 1%. Finalmente, se observaron al microscopio

optico células madres del polen para determinar su cariotipo.



Analisis molecular

Se caracterizaron los alelos de los loci Rht-B1 y Rht-D1 de los cromosomas 4B y 4D y
Rht8 del cromosoma 2D, relacionados con altura de planta, a partir de DNA de tejido foliar.
Las hojas jovenes de las plantas cultivadas en el invernaculo se congelaron a —80°C. La
extraccion de ADN se realizo a partir de 100 mg del tejido foliar y fue necesario pulverizar la
muestra en un mortero de porcelana con nitrégeno liquido. Para la obtencién de ADN se
siguid un protocolo CTAB (Hoisington et al. 1994). El ADN asi extraido fue cuantificado
mediante espectrofotometro, midiendo la absorbancia a 260 nm de longitud de onda y
obteniendo la concentraciéon de ADN de la muestra mediante la expresion:

[C]= Axeo x factor de dilucion x 50 pg/ml
donde Ajg es el valor de la absorbancia a esa long. de onda y la constante 50 pg/ml es la

concentracion de ADN de doble cadena que genera un valor de absorbancia = 1.

Para evaluar la pureza de las muestras de ADN se calculd la relacion Ajzeo/Azso y se

verificd que el ADN no estuviera fragmentado mediante electroforesis en gel de agarosa 1%.

Se analizaron marcadores moleculares basados en PCR para detectar los genes de
enanismo Rht-Blb y Rht-D1b (Figura 2). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
volumen total de 20 pl, conteniendo 100 ng de ADN molde, 10 pmoles de cada primer (F y R,
30 ng) y 20 pmol de la combinacion de iniciadores DF2-WR2, 1 unidad de Taqg polimerasa
(Biotools, 5 un./ ul), 2 ul 1 Buffer 10X (Biotools) y 4 nmol ANTP. Las reacciones de PCR se
realizaron en un termociclador PTC-100 de MJ Research, Inc utilizando iniciadores disefiados
especialmente (Tabla 1) y un programa modificado del perfil de reaccion descripto por Ellis et
al. (2002). Este consiste en 5 min de desnaturalizacion inicial a 94 °C, 7 ciclos “touchdown”
de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 65 °C y 1 min 20 seg a 72 °C con 1°C de disminucion en la
temperatura de “annealing” en cada ciclo; 30 ciclos de 15 seg a 94 °C, 15 seg a 58 °C y 50 seg

a72°C.
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Figura 2: Base genética de los marcadores utilizados (tomado de Ellis et al. 2002).

Para los primers DF2-WR2 la amplificacion se realizé utilizando el siguiente programa
descripto por Ellis et al. (2002): 5 min a 95 °C, 42 ciclos de 20 seg a 94 °C, 30 seg a 58 °C,
10 seg a 72 °C y un paso final de 72 °C durante 2 min. Los productos de amplificacion se
separaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1.5% p/v preparado con buffer TAE
1X, con el agregado de 0.175 pg de bromuro de etidio por ml de gel. Se sembraron 12 pl de
producto de reaccion y 4 pl de buffer de siembra. Como marcador de peso molecular se
utiliz6 un ladder de 100 bp DNA (PBL Productos Bio-Légicos. Universidad de Quilmes). La
electroforesis se desarrolld a voltaje constante de 80 V por 150 minutos. Las bandas de los
marcadores moleculares asi logradas se visualizaron con luz UV y se registraron con camara

digital.

Tabla 1. Nombre y secuencia de bases de los iniciadores utilizados.

Iniciador Secuencia
BF 5'-GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAG-3'
DF 5'-CGCGCAATTATTGGCCAGAGATAG-3'
DF2 5'-GGCAAGCAAAAGCTTCGCG-3'
MR1 5'-CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTA-3’
WRI1 5'-CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTG-3'
MR2 5'-CCCCATGGCCATCTCGAGCTGCTA-3’
WR2 5'-GGCCATCTCGAGCTGCAC-3’

La caracterizacion del gen Rth8 ubicado en el cromosoma 2D fue realizada a través del

analisis de marcadores microsatélites (Korzun et al. 1998):

WMS261 CTCCCTGTACGCCTAAGGC /CTCGCGCTACTAGCCATTG
WMS296 AATTCAACCTACCAATCTCTG /GCCTAATAAACTGAAAACGAG
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En 20 pl finales de mezcla de reaccion PCR se colocaron 100 ng de DNA molde, 20 pmol
de cada primer (F y R) 1 unidad de polimerasa Taq (Biotools, 5 un./ pl), 2 ul Buffer 10X
(Biotools) y 4 nmol dNTP. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 45 ciclos
de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C (o variando seglin la temperatura de “annealing”), 2 min a
72°C y un paso de extension final de 10 min a 72°C. Los productos se separaron en geles de

agarosa 1,5% y visualizaron mediante tincidon con bromuro de etidio.

RESULTADOS

En el andlisis citogenético, las plantas normales exhibieron una meiosis estable formando
solo bivalentes (Figuras 3-a y 3-b) mientras que las aneuploides monosémicas presentaron
irregularidades en la misma. Algunas de las anomalias observadas fueron: univalentes en

metafase I, cromosomas rezagados en anafase [ y micronucleos en cuartetas (Figuras 3 c - h).

Una PTF fue calificada de aneuploide (A) si entre sus descendientes se hall6 al menos una

planta aneuploide; caso contrario se consideré como de genotipo desconocido.

El cariotipo de las plantas estudiadas estuvo estrechamente correlacionado a algunos
caracteres fenotipicos (tabla 2). En particular, hay una asociacion entre la condicion
aneuploide y la aparicion de plantas fuera de tipo. El anélisis estadistico de los datos mediante
ANOVA y la comparacion de medias demostrd diferencias altamente significativas en
muchas de las variables estudiadas (p<F del ANOVA y p<0,05 respectivamente) entre las
plantas normales, fuera de tipo y de cariotipo desconocido. Las plantas aneuploides fueron
mas altas, presentando una mayor altura al ultimo nudo, un pedinculo mas largo en todos los
ambientes y acumularon mas biomasa que las normales, especialmente en el peor ambiente
(Figura 1). Las espigas fueron mas largas y presentaron mayor numero de granos en las
plantas de cariotipo anormal. Las PFT de origen desconocido presentaron un comportamiento

intermedio en los rasgos estudiados.

Figura 3. Meiosis en trigo. a) Metafase y anafase normales, b) Cuartetas normales, c)
Univalente en metafase I, d) Univalente fuera de la placa metafisica, ) Cromosomas
rezagados, f) Cromosoma rezagado en anafase I, g) Microspora con micronucleo, h) Granos

de polen con microntucleos.
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Tabla 2. Caracterizacion en cosecha de plantas normales (N), fuera de tipo (ft) aneuploides
(A) y ft de cariotipo desconocido (D) en tres genotipos de trigo en dos ambientes
contrapuestos. Dentro de cada grupo se indica la p<F del ANOVA, medias con igual letra no

difieren para p<0,05 (de Poverene et al. 2007).

ALTTOT ALPED LARPED LARESP GRESP BIOMGR BIOMPL IC
cm n mg g %
Cabildo
N 38b 21b 9b 7b 4c 25b 1,16¢ 5b
ACA 223 D 46b 20b 18a 8ab 13b 28b 2,05b 28a
A 59a 28 a 20a 12a 41a 37a 3,83a 36a
kK kK kK * kok skosk kK kok
N 43b 22b 13 8b 15 23b 1,86b 21
CALQUIN D 58a 31a 16 11a 21 33a 345a 18
A
*k k% ns s ns *% k% ns
N 35b 17b 10b 8b 13b 27¢ 1,88¢c 19b
ID-2144 D 52a 26a 16a 9a 32a 30b 3,12a 30a
A 53a 28 a 16a 10a 28 a 34a 2,84b 36a
Kk Kk kK sk kok skosk kK kok
Gimenells riego
N 89b 40b  38b 10 38 30b 2,56b 40
ACA 223 D 107a 54a  43a 10 38 37a 3,16ab 41
A 108a 58a  4lab 10 44 33ab 3,282 41
kK Kk kK ns ns sk kK ns
N 79b 36b 35 8b 34b 31b 2,05b 45
CALQUIN D 94a 49a 36 9a 46a 43a 3,86a 48
A 98a 53a 37 9a 41ab 35b 2,99¢ 44
k% ko ns * ko kok ko ns
N 74b 35b 32b 8 39b 32b 2.27b 48b
ID-2144 D 87a 442 35a 8 45a 37a 3,082 50a
A 89a 454 35a 9 48a 36a 3,33a 49 ab
Kk Kk Kk ns kok Kok Kk kok

ALTTOT: altura total de la planta, ALPED: altura del pedinculo, LARPED: largo del
pedinculo, LARESP: largo de la espiga, GRESP: granos por espiga, BIOMGR: peso del
grano, BIOMPL: peso de la planta e IC: indice de cosecha.
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Al comparar las variedades en los distintos ambientes, ACA 223 en el menos favorable
presentd diferencias altamente significativas en las variables altura total de la planta, altura y
largo del pedunculo, cantidad de granos por espiga, biomasa de los granos y de la planta e
indice de cosecha entre plantas normales y aneuploides, mientras que se encontraron
diferencias significativas en el caracter longitud de la espiga. En Gimenells riego, ACA 223
se comportd diferente ya que no se hallaron diferencias en el largo de la espiga, cantidad de
granos por espiga e indice de cosecha, mientras que en el resto de los rasgos las diferencias
fueron altamente significativas. En Cabildo, Calquin mostré diferencias altamente
significativas en los caracteres altura total de la planta y del pedunculo y biomasa de los
granos y de la planta, y no se diferenciaron en varias de las variables: longitud del pedunculo
y de la espiga, cantidad de granos por espiga e indice de cosecha. En Gimenells, en cambio,
esta variedad se diferencio significativamente en la longitud de la espiga y muy
significativamente en la cantidad de granos por espiga. En Cabildo, en ID-2144 se
encontraron diferencias altamente significativas en cada una de las variables fenotipicas
analizadas, mientras que en Gimenells se hallaron estas mismas diferencias a excepcion de la

longitud de la espiga.

Analisis molecular

Se analizaron los patrones obtenidos para los genes Rht-1B y Rht-1D con siete iniciadores.
Todos los individuos produjeron patrones constantes. Tanto las plantas normales como fuera
de tipo presentaban en su genotipo el alelo normal Rht-1Ba en el cromosoma 4B y todas

amplificaron el alelo Rht-1Db que codifica el gen de enanismo del cromosoma 4D (Figuras 4

y 5).

En el analisis del microsatélite WMS261 del cromosoma 2D los materiales dieron fuerte
sefal para el gen de enanismo Rht8, con una banda principal y tres bandas secundarias

(Figura 6).

El microsatélite WMS296 dio una sefial fuerte correspondiente al cromosoma 2D en todos
los materiales. Algunos materiales mostraron una segunda sefial correspondiente al

cromosoma 2A (Figura 7).
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Todos los genotipos presentaron el gen de enanismo Rht-D1b(4D) pero la altura de planta

oscilo entre 38 y 108 cm, debido presuntamente a su fondo genético y al ambiente.

Figura 4. Analisis del gen Rht-1B en una planta normal y una fuera de tipo de los genotipos
Marca (1-2; 10-11), Hahn's Parulla (3-4; 12-13), Calquin (5-6; 13-14) y ID2144 Pos (7-8; 15-
16). De 1 a 8 se amplifico el alelo Rht-1Bb que codifica el gen de enanismo (No hubo sefial).

De 9 a 16 se amplifico el alelo normal Rht-1Ba (Todos los genotipos dieron sefial).

(=)

1234567 8 910111213141516"

Figura 5. Analisis del gen Rht-1D en una planta normal y una fuera de tipo de los genotipos
Marca (1-2), Hahn's Parulla (3-4), Calquin (5-6) y ID2144 Pos (7-8).
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Figura 6. Analisis del microsatélite WMS261 del cromosoma 2D en una planta normal y una
fuera de tipo de los genotipos Marca (1-2), Hahn's Parulla (3-4), Calquin (5-6) y ID2144 Pos
(7-8).

il 2k A S (ST

Figura 7. Analisis del microsatélite WMS296 en una planta normal y una fuera de tipo de los
genotipos Marca (1-2), Hahn's Parulla (3-4), ACA223 (5-6) y ID2144 Pos (7-8-9, esta ultima

es otra planta normal).

DISCUSION

La pureza de las semillas ha sido un requisito controlado oficialmente para el comercio en
la mayoria de los paises productores de trigo. A causa de esto, s6lo una frecuencia muy baja
de PFT se tolera en la multiplicacion de semillas. Tradicionalmente, dichas plantas se han
atribuido a la mezcla de variedades, a cruzas naturales o a plantas voluntarias (plantas nacidas
espontaneamente de las semillas caidas durante la cosecha). Sin embargo, recientemente se ha

informado que muchas variedades presentan altos porcentajes de plantas fuera de tipo
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aparentemente debido a aneuploidia. Las plantas altas han sido el fenotipo anormal mas

comun observado en variedades semi-enanas (Sudrez 1986).

La variacion de los caracteres fenotipicos en los cultivares considerados puede ser
explicada debido a los niveles de aneuploidia observados. El estudio citoloégico es una
herramienta util en la diagnosis del cariotipo de las plantas de interés. Del analisis de distintos
caracteres agronomicos se desprende que las plantas aneuploides fueron mas altas en todos
los casos y que acumularon mas biomasa que las normales, especialmente en el peor
ambiente. El comportamiento intermedio en los rasgos estudiados que presentaron las PFT de
origen desconocido, podria deberse a una variabilidad encubierta, polinizacién cruzada,

mutaciones o pérdida de informacion genética.

En el trigo, el apareamiento de los cromosomas homologos consta de tres estadios. El
primer evento que puede ser detectado en estudios de pintado de cromosomas (painting) es el
reconocimiento y asociacion de dominios de cromosomas homoélogos que sucede durante la
interfase anterior al leptoteno. El segundo paso en el proceso de apareamiento es la
organizacion de los cromosomas en “filamentos”, como se reconocen en preparaciones
tefiidas convencionalmente, y el alineamiento de secuencias homoélogas durante el leptoteno y
el temprano zigoteno. En el tercer estadio de apareamiento, los cromosomas homologos
establecen sinapsis y se forma un complejo sinaptonémico tripartito durante el zigoteno. En

muchos casos, la sinapsis comienza en la region telomérica (Schwarzacher 1997).

En la meiosis de plantas monosdmicas el univalente no puede alinearse en la placa
metafasica debido a la ausencia de co-orientacion proporcionada por el cromosoma
homologo. Por este motivo, el cromosoma queda rezagado en anafase I, dando lugar a la
formacion de un micronticleo en las cuartetas de las microsporas hijas (Gupta 1991). En
algunos casos, los microntcleos no pueden ser detectados debido a la presencia de DNAsas

citoplasmaticas que digieren el DNA.

Una de las hipotesis que se plantearon fue que las plantas altas fuera de tipo eran
monosoémicas para alguno de los cromosomas portadores de genes de enanismo, 4B, 4D o 2D.
En los analisis moleculares efectuados se pudo determinar que tanto las plantas normales
como fuera de tipo presentaban en su genotipo el alelo normal Rht-1Ba en el cromosoma 4B y

el alelo Rht-1Db que codifica el gen de enanismo del cromosoma 4D vy, a pesar de ello, la
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altura de las plantas oscilé entre 38 y 108 cm. Esta falta de concordancia puede deberse al
fondo genético de las mismas y al ambiente. Los resultados sugieren que la condicion
monosoémica del cromosoma 4D que contiene el alelo mutante Rht-1Db conduciria a plantas
anormalmente altas. En este caso, la expresion molecular tanto de plantas de fenotipo normal
como monosomicas no difiere ya que ambas originan una banda electroforética, en las
primeras producto de dos fragmentos del mismo tamafio molecular. En las plantas
nulisomicas no aparecerian bandas debido a que carecen de las dos copias del alelo Rht-1Db
(Tabla 3). Sin embargo, estas plantas se presentan en proporciones muy bajas
(aproximadamente 3%). Es por esta razon que se deberian evaluar molecularmente un nimero
de muestras muy elevado para identificar plantas nulisomicas. Ademas, las plantas altas fuera
de tipo euploides pueden poseer un patroén de expresion de los genes de enanismo diferente de

las plantas de altura normal, por ejemplo a causa de mutaciones.

Tabla 3. Resultados moleculares esperados en base al cariotipo de los ejemplares en estudio.

Fenotipo Numero cromosomico Expresion molecular
Normal 2n =42 1 banda (homocigota).
disémico
Fuera de tipo 2n=41 1 banda (hemicigota).
monosdmico
Fuera de tipo 2n =40 No se observan bandas.
nulisdmico

En base a las observaciones realizadas de las células madres de las micrésporas se
encontraron menos monosomicos que las proporciones esperadas (73%). De 178
descendientes analizados, se hallaron 71 normales y 73 aneuploides. A pesar de que se
recolectaron botones de varios tamaifios a partir de cada planta, en varios casos no se encontro
ninguno en un estadio adecuado: o bien la microsporogénesis ain no habia comenzado, o bien
el polen de pared muy resistente ya se habia formado. Por ello, en 34 plantas no se pudo

evaluar la meiosis.

La aptitud bioldgica de la mayoria de los monosdmicos es aproximadamente la misma que
las plantas euploides o aun mayor. Las plantas altas fuera de tipo persisten en cada generacion
a pesar de los esfuerzos de eliminarlas ya que la condicion aneuploide ocurre al azar y
algunos monosémicos surgen "de novo”. El uso preferencial de lineas Rht2Rht2 minimizaria

la frecuencia de aneuploides que inducen PFT (Storlie 1996).
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Tanto en Gimenells riego como en Cabildo, en las tres variedades analizadas se
encontraron diferencias altamente significativas entre plantas normales y aneuploides en los
rasgos altura total de la planta, altura del pedinculo y biomasa de los granos y de la planta.
Por lo tanto, estas variables fueron mas indicativas de la condicion aneuploide. El cromosoma
ausente probablemente contiene los genes de enanismo que afectan los caracteres fenotipicos

mencionados anteriormente.

En general, los caracteres fenotipicos resultaron significativamente asociados al nimero
cromosomico en el ambiente mas pobre mientras que en el ambiente mas rico esta asociacion
fue menos estrecha. Esto indicaria que el ambiente puede determinar una expresion
diferencial de la aneuploidia en el fenotipo. Cabe sefialar que en el cultivar Calquin solamente
se pudieron observar plantas aneuploides en el ambiente bajo condiciones de riego lo cual
coincide con lo informado en la bibliografia. La expresion del caracter fuera de tipo mas alto
esta condicionada por la calidad del ambiente. Asi, las irregularidades meidticas resultarian

altamente influenciadas (Maich y Manero de Zumelza 2007).

La proporcion de plantas fuera de tipo fue mas elevada en el mejor ambiente, posiblemente
porque existieron menos limitantes para la expresion del potencial de crecimiento del cultivo
y los rasgos distintivos fueron mas marcados (Cantamutto 2006). En este sentido, las plantas

anormales fueron identificadas mas claramente en el ambiente de mayor rendimiento.

Las PTF aparecen en forma recurrente en ciertas variedades de trigo. Los mejoradores
deberian considerar la utilizacion de genes de enanismo alternativos o educar a los
productores y agencias de certificacion de semillas de que las plantas fuera de tipo serian una

caracteristica inherente e inevitable de ciertas variedades de trigo semienano (Storlie 1993).
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