IDENTIFICACION DE CULTIVARES CHILENOS DE TRIGOS DE PAN
(Triticum aestivum L.) Y TRIGOS CANDEALES (Triticum durum Def.)
BASADA EN PERFILES ELECTROFORETICOS DE GLIADINAS!

Characterization of Chilean soft wheat (Triticum aestivum L.) and durum wheat
(Triticum durum Def.) cultivars based on gliadin electrophoretic profiles

Patricio Hinrichsen R.?, Ximena Opitz B.?, Ignacio Ramirez A.?2 y Carlos Muiioz S.2

SUMMARY

it has been established A methodology for the varietal identification of bread and durum wheat has
been established based on the electrophoretic pattern of the ethanol-extracted seed proteins,
corresponding mainly to gliadins from the gluten. The gliadins were resolved in a 10% acid
polyacrylamide (PAA) gel (A-PAGE, pH 3.1), preceded by a stacking gel at 4.5% in PAA. The
electrophoretic patterns were reproducible among individual grains. Based on the comparison to a
well-characterized variety (Marquis), the gliadin groups were separated and identified. Considering
the 47 analyzed varieties, only a few showed the same protein pattern. In spite of these limitations,
but considering its simplicity, this methodology is recommend as the way to differentiate wheat
varieties, as well as to determine the uniformity in commercial seed stocks. Finally, the individual
analysis of 12 seeds per variety showed some hetereogenity at the electrophoretic pattern for some
of the analyzed varieties; this could be explained as a true case of heterozigocity, or could be the
result of mixtures produced during the mechanical handling of the grains.
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INTRODUCCION

La identificacion de variedades en especies cultiva-
das ha cobrado granrelevancia. Por una parte, exis-
te la necesidad de identificar las nuevas variedades
para defender los derechos del obtentor, a la vez
que es necesario conocer el patron de las variedades
tradicionales. Por otra parte, el usuario necesita dis-
poner de una herramienta que asegure la identidad
del producto adquirido (Staub y Meglic, 1993). Asi-
mismo, los estandares de calidad imperantes exigen
tener un producto de una homogeneidad certificada,
lo que implica determinar el grado de pureza de
cada partida de semillas. Tradicionalmente esto se
ha enfocado mediante ensayos de campo, donde se
estudian descriptores botanicos y agronémicos, en-
sayos que por su naturaleza son costosos y lentos.
Estos indicadores y métodos podrian estar influen-
ciados por condiciones ambientales, como clima,
enfermedades, estado nutricional de las plantas,
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etc. Buscando aumentar la eficiencia de estas deter-
minaciones, especialmente en términos de asertivi-
dad y tiempo requerido, en los tltimos afios se han
desarrollado enfoques analiticos alternativos,
basados en la obtencion de un «perfil molecular» o
«fingerprinting», el cual es caracteristico para cada
variedad, y no se veria modificado porlas condiciones
de crecimiento de las plantas (Morell et al., 1995). El
desarrollo de estos perfiles se basa en metodologias
que analizan directamente el genoma de los indivi-
duos, o una expresion fenotipica representativa de
este genoma, como son las proteinas de reserva de
las semillas.

En el caso del trigo y de otras especies del género
Triticum, se ha recurrido al anélisis de las proteinas
de la semilla para identificar variedades (Bushuk y
Zillman, 1978; Werner et al.,, 1994; Jones et al.,
1992; revisado por Lookhart y Bean, 1995a), para
estudiar la diversidad genética del germoplasma
(Damaniay Somaroo, 1988; Ciaffi et al., 1993; Gray-
bosch et al., 1994), o para definir las relaciones filo-
genéticas entre variedades (Cox et al., 1985).

Las proteinas mayoritarias del grano de trigo song
albiminas, globulinas y prolaminas (clasificacion|
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original de Osborne, revisado por Lookhart y Bean,
1995b). Las prolaminas conforman el gluten, y estan
constituidas por un 50% de gliadinas, un 40% de
gluteninas de bajo peso molecular (LMW-GS) y un
10% de gluteninas de alto peso molecular (HMW-
GS) (Payne et al,, 1984). En conjunto, gliadinas y
gluteninas son las proteinas mas abundantes de la
semilla, constituyendo la fuente de reserva de N del
grano. Todas estas fracciones proteicas son extrai-
das diferencialmente, usando solventes organicos,
o detergentes en solucion acuosa. Por ejemplo, al
usar etanol 70%, el extracto se enriquece en glia-
dinas, aunque se co-extraen algunas LMW-GS
(Guiraud et al., 1990), mientras que una extraccion
de gluteninas se logra en presencia de un agente
reductor y detergentes no idnicos (Weegels et al.,
1994). Para separar e identificar las prolaminas pre-
sentes en el grano, se han optimizado numerosas
tecnologias analiticas, entre las que se puede men-
cionarla electroforesis en geles de almidén (Woychik
et al., 1961), la electroforesis de poliacrilamida
(PAGE) en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE;
Du Cros et al., 1980; Marchylo et al., 1990) y la
PAGE en medio acido (A-PAGE; Bushuk y Zillman,
1978; Jones et al., 1982). Aunque las técnicas mas
empleadas para e! analisis de prolaminas han sido
las de tipo electroforético (revisado por Guiraud et
al., 1990), mas recientemente el isoelectroenfoque
(Morel y Autran, 1990), la cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) (Bietz,
1983) y la electroforesis capilar (EC) (Werner et al.,
1994) han cobrado gran relevancia, debido a su alta
capacidad resolutiva.

Las gliadinas son monémeros de 20 a 40 kDa, de las
cuales existe una gran diversidad. La variabilidad
entre genotipos estaria en parte determinada porla
existencia de familias de genes de alta homologia,
cuya expresion estaria controlada a nivel transcrip-
cional (Greene et al., 1985; Payne, 1987). Esta alta
variabilidad las convierte en buenos candidatos para
serusadas en fingerprinting de variedades. La diver-
sidad molecular que se observa entre las gliadinas
no esta afectada por las condiciones agroclimaticas
en que ha crecido la planta (Zillman y Bushuk, 1979;
Marchylo et al., 1990); sin embargo, pueden existir
cambios menores en la intensidad de las bandas, lo
que podria complicar la identificacion varietal
(Marchylo et al., 1990; revisado por Peltonen y
Virtanen, 1994).

2
El objetivo de este trabajo fue el de optimizar una
metodologia electroforética para separar e identificar
las gliadinas presentes en algunas de las variedades
de trigo mas usadas en Chile en los Giltimos 10 afios,
con el propésito de establecer un catalogo que per-
mitaidentificarlas y/o diferenciarlas. Un trabajo simi-
lar fue realizado por Barriga et al. (1983, 1985),

quienes caracterizaron las 52 variedades de trigo
que hace 20 afios eran las mas comunes en Chile.
El presente trabajo complementay actualiza la men-
cionada informacion.

MATERIALES Y METODOS
Variedades analizadas

Se analizaron 47 variedades de trigo de pan y trigo
candeal (38 y 9 variedades, respectivamente; ver
Cuadro 1). Como patrén de referencia se incluyé la
variedad Marquis, obtenida de Argentina (gentileza
de la Ing. Agrénomo Julia Laquez) y multiplicada en
Chile.

Extracciéon de las gliadinas

Las gliadinas se extrajeron del endosperma de la
semilla, modificando el protocolo de Bushuk y Zililman
(1978), como se indica a continuacién. Se pulveri-
zaron algunos granos de trigo en un mortero, sepa-
randose el pericarpio de la harina. En un microtubo
de 1,5 ml, se agregaron 240 pl de etanol al 70% a 60
mg de esta harina, se agité ocasionalmente mante-
niéndose durante 2 horas a temperatura ambiente.
Luego se dej6é extrayendo durante Ja noche, y la
mezcla resultante se centrifugé a 15.000xg durante
25 min. Después de separar el sobrenadante,. cui-
dando de no arrastrar harina, se agreg6 un volumen
igual de sacarosa al 60% en lactato de aluminio
0,25% (solucién llevada a pH 3,1 con acido lactico),
conteniendo un 1% (v/v) del indicador de migracion
Rojo de Pironina B (solucién patrén de 20 mg de
colorante en 1 m! de agua destilada).

Para determinar el grado de homogeneidad intrava-
rietal, se analizé el patron de gliadinas extraidas
individualmente de 12 granos. Para ello, se realizd
la extraccion igualmente en medio alcoholico, conser-
vando las proporciones para 20 mg de harina, o en
presencia de dimetilformamida (DMF) (Lafiandra y
Kasarda, 1985). De acuerdo a este Gltimo método,
se peso6 cada grano, se pulverizé en mortero y se
agrego 10 volumenes de DMF 1,5 M (proporcion
1:10, p/v). Estamezcla se maceré dos veces, dejando
reposar durante 5 minutos entre ambas. Luego se
traspasé a un tubo limpio, se centrifugd a 15.000xg
durante 15 miny se separd el sobrenadante cuidando
de no arrastrar polvo de harina. Se midié el volumen
extraido y se agreg6 sacarosa sélida hasta alcanzar
una concentracion de 30%, se disolvi6 y se agregé
el indicador de migracion Rojo de pironina B.

Los extractos se mantuvieron a -20 °C hasta su
andlisis.
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CUADRO 1. Variedades de trigos de pan y candeal analizadas, y su correspondiente pedigree

TABLE 1. Bread and durum wheat varieties analyzed, and their respective pedigrees

Cédigo® Variedad® Pedigree

751 ANTILHUE INIA T-19236-T-1T-4T

33 AURIFEN CH7817-3P-4P-1P-2P-1P

752 CANDELA INIA N-2432-8C-1C-2C-1C-3C

460 CANELO INIA T 3044-1T-4T-12T-500H-500H
62 CARAHUE INIA T12371-T-2P-5T

307 CHACAY INIA 76-645H-6H-5H-4H-2H, H80
104 CHASQU! INIA CM 4264-23Y-2M-0Y

P002/97 CIKO INIA CM39424-1Y-1M-5Y-2M-1Y-0B
41 CISNE INIA SWM 1430-4Y-3Y-0M

2064 COYAN INIA H-847-9h-1h-1h

749 CUNCO INIA T 13003-T-2T-8T

61 DALCAHUE INIA T 12845-T-1P1T

28441 DOMO (NIA CM62661-D-1M-1Y-3M-2Y-0M
2285 HUAYUN INIA CM.67458.4Y.2M.1Y.1M.3Y.0B.12M.0Y
677 KONA T-19538-0T-1T-1T

68 LANCERO INIA N-2989-4C-3C-3C-1C

1714 LANCO INIA T-12990-T-17-1T

892 LAUREL INIA SWO73117-3A-1P-5H-5-0C
471 LAUTARO INIA NS 2699

284 LILEN INIA CM 40038-6M-4Y-2M-1Y-2M-1Y-0B
748 LUMACO (NIA T-18598-T-2P-1T

57 MALIHUE INIA T 12535-T-3P-2T

64 MAQUI INIA H-908-0H-1H-0H

48 MILLALEU INIA CM 33027-F-12M-1Y-6M-0Y

49 NAOFEN T-2494-14T7-4T-1V

58 NOBO INIA CM 33027-F-15M-500Y-0M-107B-0M
59 ONDA INIA CM 8399-D-4M-3Y-1M-1Y-0M
687 PANKUL INIA T-23238-T-17-3T7

P0O01/97 PATAGUA INIA T6001-T-T-1T-500H-500H

747 PERQUENCO {NIA T-12200-T-16T-7T

85 PEUMO INIA H-938-0H-11H-0H

682 PUKEM INIA T-20908-2T-2T-4T

3135 QUELEN INIA SWM-7035-6Y-4C-1C-0C

348 QUILLAY INIA T 5996-T-T-3T-500H-500H

159 REIHUE INIA A-18378-5P-3P-2P

472 SAETA INIA CM69560-1M-2Y-1M-1Y-1M-0Y
274 * ALIFEN CH-3268-5P-3P-1P

210 * AROMO INIA A 13979-3P-2P-3P

276 * CANDEALFEN 4 —

277 * CANDEALFEN 5 —

279 * CAPPELL!} —

144 * CHAGUAL INIA CM 9799-126M-1M-5Y-0M

168 * CHONTA INIA CD-39620-10P-1P-3P

167 * LICAN INIA CD 22344-A-8M-1Y-1M-1Y-2Y-1M-0Y
C487/95 * QUILAFEN INIA D.14540-1C-1Y-1C

*Clasificacion usada por el Programa de Fitomejoramiento de Trigo de La Platina.
bLas Ultimas nueve variedades, marcadas con un asterisco, corresponden a trigos candeales. Las restantes variedades son trigos de pan.

Electroforesis vertical de poliacrilamida en medio
acido (A-PAGE)

Las proteinas extraidas se separaron por electro-
foresis vertical en geles de poliacrilamida (PAA) en
medio acido (A-PAGE), compuestos de una fase su-
perior (concentradora) y una fase inferior (resolutiva
o separadora). En este tipo de geles, la migracién de

las bandas a través del gel resolutivo es proporcional
al tamafio y carga de cada polipéptido. El gel
resolutivo estuvo compuesto de acrilamida 9,5%,
N,N‘-metilen-bisacrilamida 0,5%, acido ascérbico
0,024% vy sulfato ferroso 0,0002%, tamponados con
lactato de aluminio 0,25% llevado a pH 3,1 con acide
lactico (Clements, 1987). Como catalizador de la
reaccion de polimerizacion se usé peréxido de hidré-
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geno de 30 vols. (11 ul para 100 ml de gel). Parala
parte concentradora del gel, se prepar6 una matriz
de PAA al 4,5%, en las mismas condiciones del gel
separador. El amortiguador de corrida fue también
lactato de aluminio 0,25% llevado a pH 3,1 con acido
lactico. Los tampones anédico y catodico fueron
idénticos, aunque también se probé usar un tampon
catoédico ajustado a pH 2,6 con acido lactico
(Clements, 1987).

Para analizar la homogeneidad intravarietal (12 se-
millas), se usd un sistema de mini-geles de 9 x 6,5
x 0,1 cm. Estos geles se corrieron entre 10y 15 mA
(amperaje constante) por 2 a 3 horas. El volumen de
muestra cargado fue de 8 pl. Para definirlos patrones
de gliadinas propiamente tales, se prefirieron geles
de11x14x0,15cm. Eneste caso, se cargaron entre
15y 20 pl de muestra por cada pocillo. Este tipo de
gel se corrié a amperaje constante de 30 mA durante
3 a 4 horas. Estos geles fueron corridos por menos
tiempo para incluir las gliadinas de mayor velocidad
de migracién, albuminas y globulinas, las que en los
mini-geles no alcanzaron a ser incluidas.

La corrida electroforética se realizd a temperatura
ambiente, por el tiempo necesario para que el
indicador de migracion (Rojo de pironina B) recorriera
entre dos y tres veces el largo del gel. Dado que a pH
3,11a mayaoria de las gliadinas presentan una carga
neta positiva, los electrodos se conectaron con la
polaridad invertida (positivo a negativo).

Posteriormente, se fij6 y tifid en una solucién de
acido tricloroacético 12% y azul de Coomassie R-
250 0,05% (preparado al 1% en etanol 95%). Final-
mente, el gel fue lavado en metanol 20% y acido
acético 5%, para eliminar el exceso de tincién.

Para conservarlos geles, éstos fueron lavados abun-
dantemente en agua, y luego sumergidos durante
30 minutos en una solucién de 10% glicerol y 5% de
etanol, antes de ser secados a temperatura ambiente
entre dos hojas de papel celofan sujetas por marcos
de acrilico.

Los geles fueron fotografiados con pelicula B/N de
100 asa sobre un transiluminador.

RESULTADOS

Condiciones electroforéticas 6ptimas para
resolver las gliadinas mediante A-PAGE

Para obtener los perfiles proteicos de gliadinas, fue
necesario determinar las condiciones optimas para
resolver las bandas, de manera que se obtuvieran
patrones claros y reproducibles. El mejor resultado

se obtuvo al usar un gel resolutivo al 10% de PAA,
precedido de una porcién de gel concentrador de
PAA al 4,5%; esta combinacién aumento la compre-
sion (resolucion) de las bandas en el gel separador,
haciéndolas menos anchas y disminuyendo su super-
posicién. Aunque usando otros sistemas de tampo-
nes, las ventajas de usarun gel concentrador habian
sido discutidas por Brzezinski et al. (1989). Por el
contrario, el sistema de gradiente de pH entre 3,1
(tampén superior) y 2,6 (tampén inferior) descrito
por Clements (1987) no dio buenos resultados, ya
que para algunas variedades se produjo una preci-
pitacién de proteinas durante la corrida (resuttados
no mostrados). Ademas, se probd una serie de con-
diciones, que en resumen se traducen en lo siguiente:
(i) es conveniente usar tampones de corrida prepara-
dos al momento de usarse; (ii) antes de cargarel gel,
es conveniente descartar sedimentos presentes en
las muestras (probablemente agregados proteicos)
por centrifugacion; (iii) la fuerza idnica de las mues-
tras puede variar entre 25y 100 mM de KCl, sin afec-
tar el patron electroforético; y (iv) la corrida elec-
troforética no cambia si se realiza bajo refrigeracion
(4-6 °C) o a temperatura ambiente.

La reproducibilidad de la extraccién y de la separa-
cion electroforética se ilustra en la Figura 1 (ay b),
donde se han separado los extractos provenientes
de granos individuales de las variedades Quelén y
Huayun, respectivamente. En general, los patrones
obtenidos fueron equivalentes usando minigeles o
geles de 11 x 14 cm; eventuales diferencias, como
la aparicion de algunas bandas débiles, se debieron
a una mayor cantidad de proteina (mayor volumen
de muestra) cargada en los geles.

Patrones electroforéticos de gliadinas de
variedades chilenas de trigo

Se obtuvo el patrén electroforético de gliadinas para
cada unade las variedades estudiadas. Enla Figura
2 se muestran los patrones de las variedades de
trigo de pan, mientras que enla Figura 3 se muestran
los patrones correspondientes a las variedades de
trigo candeal. Al agrupar las muestras de acuerdo a
la similitud de sus patrones, se ha facilitado la
diferenciacion entre variedades. Entre los trigos de
pan se encontraron algunas variedades con un cierto
grado de heterogeneidad en las bandas cuando se
analizaron semillas individuales (Cuadro 2); los
patrones electroforéticos de estas variedades se
muestran en la Figura 4 (a y b).

Diferenciacidon de variedades basada en perfiles
de gliadinas

De las 47 muestras analizadas, casi todas fueron
diferenciables, salvo algunos grupos de muestras
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FIGURA 1. Separacion electroforética en geles de A-PAGE al 10%
de las proteinas extraidas de 12 semillas. Los perfiles electroforéticos
corresponden a las variedades Queién (gel superior) y Huayun (gel
inferior). Al costado del gel se indica la ubicacion de las familias de
bandas o, B. vy o.

FIGURE 1. Electrophoretic separation of proteins extracted from 12
seeds on 10% A-PAGE gels. Electrophoretic profiies correspond to
Quelén (upper gel) and Huaydn (lower gel) varieties. o, B, y and o
band groups are indicated at the right side.

indistinguibles, entre los que se cuentan un grupo
conteniendo 3 de las 9 variedades de trigos can-
deales (33,3%), y un grupo de trigos de pan com-
puesto por 5 variedades de un total de 38 (13,1%).
Estos grupos fueron:

a) Alifén, Cappelli y Quilafén (trigos candeales);

b) Huayun, Lilén, Millaleu, Reihue y Talhuén (trigos
de pan).

El analisis del pedigri de estas variedades permite
explicar en parte estas homologias. En el grupo de
trigos candeales (a), tanto Alifén [Cappelli/S.T. 464]
como Quilafén [YT54/N10.B//LD357/3/2*TC} tienen
a Cappelli entre sus progenitores (TC es [Caravaca

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 57 - N2 2 - 1997

1 - LD357 x Cappelli]). Respecto de las variedades
de pan (b), el estudio de pedigri es menos claro,
aunque, por ejemplo, tanto Huayan [JUP/BJY//URES]
como Lilén [BJY “S” X JUP] y Reihue [(CNO-INIA//
KREND/SON 64-INIA) CIANO X Sonka-INIA/JUP]
tienen a JUP como uno de sus progenitores. Larela-
cion de Millaleu [KVZ/Buho//KAL-BB] y Talhuén
[PCH/4/KT54 - NOR 10B/3/KT54/5/Narifio 59/Veery
“S"] conlas otras tres variedades no es clara, aunque
estas dos titimas son ambas lineas “Veery”.

Otras variedades presentaron minimas diferencias.
Entre éstas, los candeales Candealfén-4 y Candeal-
fén-5 se diferenciaron entre si por una banda de la
region o (ambas variedades provienen de la misma
cruza, [3*Cappelli x Giza]), mientras que una banda
en la zona de albuminas/globulinas las diferencié de
otros candeales. Por su parte, Lican y Chonta presen-
taron leves diferencias en las regiones a y w. De las
variedades de pan, Malihue tiene una banda y débil
y Saeta una banda a, Unicas diferencias con el men-
cionado grupo (b) de variedades indistinguibles.

Para diferenciar las variedades dentro de los grupos
(a) y (b), asi como nuevas variedades de las cuales
se requiera conocer su fingerprinting, existen varias
alternativas analiticas. En nuestras condiciones, la
primera aproximacién es el analisis de los patrones
de HMW-GS, dado que recientemente se ha comple-
tado su determinacién en numerosas variedades
chilenas (Hewstone e Hinrichsen, 1994). Sin embar-
go, las HMW-GS de estas variedades también son
homélogas. En otras palabras, bajo las condiciones
experimentales descritas, nilos perfiles electroforé-
ticos de gliadinas ni los de gluteninas son una herra-
mienta de fingerprinting eficaz. Sin embargo, existen
otras formas mas sensibles de separar y detectar
las distintas formas moleculares delas proteinas del
gluten, como la cromatografia liquida de alta resolu-
cioén (Bietz, 1983, Lookhart ef al., 1986) o la electro-
foresis capilar (Werner et al., 1994), que podrian ser
usadas para lograr la discriminacion intervarietal de
estos grupos de variedades idénticas.

En otros cultivos anuales (variedades chilenas de
arroz) los perfiles electroforéticos de las proteinas
del grano han resultado idénticos, mientras que me-
diante el analisis de fragmentos de ADN amplifica-
dos por PCR se logré una rapida diferenciacion de
las variedades (Hinrichsen et al., 1996). Existen
antecedentes de la aplicacion de estas metodologias
en trigo, tanto para fingerprinting (Joshi y Nguyen,
1993ay b; Pennery Bezte, 1994) como para el estu-
dio de genes especificos de gliadinas y gluteninas
(D'Ovidio et al., 1992, 1995; Van Campenhout et al.,
1995) por lo que a posteriori debiera implementarse
una aproximacion de este tipo para diferenciar estos
grupos de variedades, aunque el gran tamafo del
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FIGURA 2 (a, b, ¢). Electroforesis en gel de A-PAGE al 10% de las gliadinas de trigos de pan. Las muestras fueron extraidas y separadas como
se indica en el texto. Los nombres de las variedades estan indicados en el margen derecho de la figura. Los grupos de bandas o, p, Yy © se

indican en el costado inferior de cada gel.

FIGURE 2 (a, b, c). A-PAGE electrophoresis (10%) of bread wheat gliadins. The samples were extracted and separated as shown in the text.
Varietal denominations are indicated at the right side of the figure. o, f, y and o band groups are indicated at the bottom of each gel.

genoma de estas especies, dado por su dosaje
génico en multicopias (hexaploide en T. aestivum;
tetraploide en T. durum) tienda a minimizar los
polimorfismos detectables (Devos y Gale, 1992).

Finalmente, existen otros factores bioquimicos, como
algunos lipidos e hidratos de carbono, asociados a
las proteinas del giuten. Estas moléculas podrian
eventualmente ser utilizables para la diferenciacion
de variedades, ademas de ser interesantes como
marcadores para fitomejoramiento, como probables
determinantes de las caracteristicas farinologicas
de la harina (para una revisién, ver a Zawistowska
et al., 1985).

El conocimiento de estos perfiles, tanto de las varie-
dades de trigos de pan como de los candeales,
correlacionado a sus caracteristicas reologicas y
otros factores de calidad, debiera conducira la iden-
tificacion de aquellos factores proteicos que deter-
minen, positiva o negativamente, la calidad industrial
del pan. De esta forma, determinadas bandas de
gliadinas podrian usarse como marcadores para la
seleccion de segregantes de un programa de fitome-
joramiento.

ldentificacion de bandas de gliadinas especificas

Para poder comparar los patrones electroforéticos
con los de otras variedades, se usé como referencia
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FIGURA 3. Electroforesis en gel de A-PAGE al 10% de ias gliadinas
de trigos candeales. Las muestras fueron extraidas y separadas
como se indica en el texto. Sus nombres estan indicados en el
margen derecho de la figura. Los grupos de gliadinas se indican al
costado inferior del gel.

FIGURE 3. A-PAGE electrophoresis (10%) of durum wheat gliadins.
The samples were extracted and separated as shown in the text.
Varietal denominations are indicated at the right side of the figure.
The gliadin groups are indicated at the bottom.

el perfil de la variedad Marquis, con lo que se pudo
estandarizar los grupos de bandas presentes en los
trigos chilenos. Estos grupos de gliadinas son (de
mayor a menor movilidad electroforética) o, B, yy o
(Jones et al., 1959; Kasarda et al., 1976; Bushuk y
Zillman, 1978). Las bandas tuvieron un adecuado
nivel de resolucion, incluso en las zonas denomi-
nadas B y v, tradicionalmente dificiles de resoalver.
Ademas de identificar estos grupos de bandas, la
identificacion de bandas especificas es relevante,
ya que se ha sugerido que la presencia de algunas
gliadinas se correlacionaria con calidad panadera
(Sozinov y Poperelya, 1980; D’'Ovidio ef al., 1992;
Nieto-Taladriz et al., 1994), como ha sido descrito
paralas HMW-GS (Payne, 1987). De esta forma, se
pudo confirmar la ubicacién de bandas como la y-42
o lay-45, denominadas asi por su ubicacién relativa
en el gel (Arango et al., 1989).

El nimero de bandas determinado para cada varie-
dad es estimativo (Cuadro 2), ya que hay bandas
muy débiles que no se han contabilizado; estas ban-
das se aprecian mejor si se incrementa el volumen
de muestra cargado en los geles (resultado no mos-
trado), pero esto conllevaria una pérdida de reso-
lucion de las bandas de mayor intensidad. Esto hace
que el numero de bandas sea un indice poco infor-
mativo, y mas bien debiera prepararse un catastro
indicando el numero de bandas por grupo (o, B, vy
®), asi como sus caracteristicas (bandas fuertes o
débiles, anchas o discretas, etc.). Entérminos gene-
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CUADRO 2. Analisis de pureza de variedades
de trigo obtenidas de dos fuentes diferentes

TABLE 2. Analysis of mixtures in wheat varieties
obtained from two different sources

Uniformidad®
N° de {proporcién de

Variedad® Bandas® cada variante)
Alifén* . 17 P
Antilhue 17 P
Aromo* 16-18 P
Aurifén 20 P
Candealfén-4* 19 P
Candealfén-5* 20 P
Candela 20 P
Canelo 20-22 P
Cappelli* 17-18 P
Carahue 19 P
Ciko 17 P
Cisne 21 P
Coyan 17-19 M (10:1:1)
Cunco 18-19 M (6:3:2:1)
Chacay 15-17 M (6:4:2)
Chagual* 19 P
Chasqui 20 P
Chonta* 14-16 P
Dalcahue 16-18 M (11:1)
Domo 19-20 M (11:1)
Huaytin 20 P
Kona 20-21 M (6:6)
Lancero 19-20 P
Lanco 23 P
Laure! 18-20 P
Lautaro 15 P
Lican* 18-19 P
Lilén 20 P
Lumaco 21 P
Malihue 21 P
Magqui 21 P
Millaleu 20 P
Naofén 20 P
Nobo 20 P
Onda 20-21 M (11:1)
Pankul 18-19 P
Patagua 19 M (6:6)
Perquenco 17-18 M (4:4:4)
Peumo 23 P
Pukem 20 P
Quelén 15 P
Quilafén* 18 P
Quillay 22 P
Reihue 20 P
Saeta 22 P
Sauce 22 P
Talhuén 20 P

*|as variedades de trigo candeal estan indicadas con un asterisco (*).
bEl nimero de bandas fue determinado en geles de 11 x 14 cm.
°La Pureza fue determinada usando 12 granos extraidos sepa-
radamente. Las abreviaturas usadas son: M: Mezcla o Hetero-
cigocidad. P: Puro (patrones electroforéticos uniformes).
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FIGURA 4 (a, b). Variedades que muestran distinto grado de
mezcla o heterocigocidad. Cada carril contiene un patron
representativo de las distintas combinaciones alélicas encontradas.

FIGURE 4 (a, b). Varieties showing different level of mixture or
heterozigocity. Each lane contains a representative pattern for each
allelic combination.

rales, se encontré una buena correlacién con los re-
suitados obtenidos por Barriga et al. (1983), especial-
mente en lo referente a la variedad Marquis, usada
como estandar, y que muestra un patrén idéntico al
determinado en este trabajo. Otras variedades anali-
zadas por Barriga et al. (1995), como Alifén, Quilafén,
Aurifén, Chasqui, Lancero, Millaleu, Naofény Onda,
también estudiadas en este trabajo, son dificilmente
comparables, dado que alli no se mostraron los
resultados directos (geles), sino una representacion
de tipo cédigo de barras (Lookhart et al., 1983).

Nivel de heterocigocidad o mezcla en variedades
establecidas

Elandlisis de extractos preparados de semillas indi-
viduales de una misma variedad mostré que en

algunos casos existen dos o mds patrones electro-
foréticos de gliadinas. Este es un fenomeno docu-
mentado con anterioridad; por ejempio, Lookhart
et al. (1986) encontraron una segregacion de 4.6
para tres bandas de gliadinas, identificadas tanto
mediante A-PAGE como por HPLC, en la variedad
americana Newton. Por su parte, MclLendon et al.
(1993), identificaron variaciones en las proteinas
del endospermo en 5 de 22 cultivares analizados,
definiendo a cada variante alélica como un biotipo.
Considerando estos antecedentes, se realizé un ca-
tastro de todas las variedades estudiadas, analizando
separadamente 12 granos por variedad. El resultado
seresume en el Cuadro 2, donde se indica el nime-
ro estimado de bandas para cada variedad analizada,
y el grado de pureza de cada muestra analizada. En
casi todos los casos de heterocigocidad o variabi-
lidad, se encontraron dos variantes alélicas, aunque
en la variedad Cunco se encontraron hasta cuatro
combinaciones de perfiles diferentes. Algunas de
estas diferencias fueron sutiles, dadas poruna tnica
banda de baja intensidad (Domo y Kona), mientras
que en otros casos se encontraron diferencias en
varios alelos (Dalcahue y Onda). Enla Figura4 (ay
b) se muestran los perfiles electroforéticos de se-
millas individuales representativas de cada una de
las distintas formas alélicas (o biotipos) de estas
variedades «heterocigédticas». Las proporciones de
cada combinacion alélica (normalizadas para 12
semillas) se indican en el Cuadro 2.

Este polimorfismo de patrones electroforéticos tiene
dos posibles origenes: mezclas involuntarias durante
la manipulacién mecanica de los materiales (multi-
plicados hasta F7/F8 y hasta F12 antes de liberar
una variedad), o heterocigosis propia de un material
de fitomejoramiento en proceso de segregacion.
Cuando los patrones electroforéticos individuales
difirieron en una o dos bandas (alelos), conservando
el perfil general de la variedad, se podria considerar
que se trata de una variedad que no hallegado a un
estado de homocigosis total, o bien que se trata de
una variedad que se ha generado por la mezcla vo-
luntaria de varias lineas puras homocigotas, prove-
nientes de la misma cruza. Sin embargo, en aquellos
casos donde se observan patrones muy diferentes
entre granos individuales, o cuando se tienen varios
patrones electroforéticos diferentes (tres o cuatro)
para la misma variedad, es méas probable que se
trate de mezclas mecanicas. Finalmente, no se pue-
de descartar la posibilidad de que los materiales
liberados como variedades hayan sufrido posteriores
mutaciones, las que podrian manifestarse como
modificaciones de los perfiles de gliadinas. Esto fue
documentado por Cox y Worral (1987) para la varie-
dad Kharkof; esta variedad fue introducida en USA
a principios de siglo, y mantenida en diferentes loca-
lidades aisladamente. El analisis de estas «acce-
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siones» mostrd importantes modificaciones en sus
perfiles electroforéticos de gliadinas.

Las variedades que han mostrado algin grado de
heterogeneidad entre semillas, seran analizadas a
partir de granos de una espiga generadas en
condiciones de autopolinizacion. De esta forma, se
determinara si se trataba de mezclas por manipula-
cién, o por heterocigosis. En este ultimo caso, se
debera continuar la multiplicacién en condiciones
controladas de autopolinizacion, de tal forma que al
cabo de cinco a seis generaciones se obtenga mate-
rial homocigoto, y que al mismo tiempo conserve el
fenotipo de interés.

CONCLUSIONES

Se ha estudiado una metodologia para la identi-
ficacion varietal en trigos de pan y candeales, basada
en la separacion electroforética de las gliadinas del
gluten en geles acidos de PAA (A-PAGE). Mediante
A-PAGE fue posible discriminar practicamente todas
las (47) variedades analizadas, encontrandose solo
dos grupos de variedades paralos que estos patrones
electroforéticos fueron idénticos (3 variedades can-
deales y 5 variedades de pan). Asimismo, analizando
las gliadinas de granos individuales, se encontré
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que existe un cierto grado de heterocigocidad, mezcla
o polimorfismo en las semillas de algunas variedades,
cuyo origen se estudiara posteriormente.

Para obtener cada perfil electroforético, se sugiere
realizar el analisis de gliadinas extrayendo unos 20
granos con etanol al 70% y cargando 15-20 ul de
estos extractos en geles de A-PAGE al 10% (pH 3,1
en acido lactico) con una porcién de gel concentrador
preparado al 4,5%. Si este tipo de electroforesis no
permite discriminar las variedades analizadas, se
debiera recurrir a un gel tipo PAGE-SDS al 9%, para
analizar las gluteninas de alto peso molecular. Por
otra parte, para la determinacién de pureza varietal,
serecomienda analizar separadamente las gliadinas
de 10 a 20 granos de cada muestra, extrayéndolos
ya sea en DMF 1,5 M o en etanol 70%, y cargando
8 a 10 ul del extracto en minigeles de A-PAGE.

Dado que no se pudo lograr una diferenciacion total
entre todas las muestras analizadas, deberan desa-
rrollarse nuevas metodologias, basadas en el analisis
de fragmentos especificos de ADN, para mejorar los
criterios de discriminacion inter-varietal, y diferenciar
aquellas variedades que de acuerdo a los perfiles
proteicos de gliadinas y gluteninas de alto peso
molecular aparecen idénticas.

RESUMEN

Se haimplementado una metodologia para identifica-
cion varietal de trigos candeales y de pan, basada
en el perfil electroforético de las proteinas extraidas
del grano en medio alcoholico (principalmente gliadi-
nas del gluten). Las gliadinas fueron resueltas en
geles acidos (pH 3,1) de PAA al 10%, precedido de
un gel concentrador de PAA al 4,5%. Los patrones
obtenidos fueron reproducibles entre extracciones
de granos individuales. Se identificaron los grupos
de gliadinas correspondientes a las regiones «, 3, y
y o, en base a la comparaciéon con una variedad
conocida (Marquis). Delas 47 variedades analizadas,
so6lo algunos grupos menores mostraron patrones
idénticos. A pesar de estas limitaciones, por su

simpleza se recomienda como un método apropiado
para diferenciar variedades de trigo, y para determi-
nar grados de pureza de partidas de semillas. Final-
mente, cabe destacarse que el analisis indepen-
diente de 12 granos por variedad mostrd que existe
un grado variable de heterogeneidad en los perfiles
electroforéticos de algunas de ellas, lo cual puede
deberse a heterocigocidad propia de la variedad, o
a mezclas -voluntarias o no- producidas durante la
manipulacion mecanica de las semillas.

Palabras claves: A-PAGE; electroforesis de protei-
nas; gliadinas; trigo; Triticum aestivum L.; Triticum
durum.
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