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RESUMEN

Las propiedades viscoelasticas y de fuerza de la masa de trigo, se encuentran principalmente
relacionadas con la composicién de gluteninas, las cuales, permiten sugerir una clasificacion de los
trigos en base a las caracteristicas de tales proteinas. Los patrones genéticos que estas biomoléculas
presentan, se han relacionado con diversos aspectos de la calidad panadera y del uso industrial de
los materiales. Igualmente, estas proteinas han permitido clasificaciones de calidad, propuestas por
Payne et al., (1983) y Gupta y Shepherd, (1992). Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
estudiar dos variedades de trigo (Triticum aestivum L.) Matchett F-2011 y RSM-Norman F-2008, para
identificar la distribuciéon de los loci Glu-1 y Glu-3 (gluteninas de alto y bajo peso molecular,
respectivamente) relacionados con calidad panadera y sugerir su vocacion industrial. Se identificaron
13 alelos diferentes en ambas variedades. Para el locus Glu A1 (GAPM) los alelos encontrados fueron
2* (Glu A1b) y 1 (Glu Ata). Para Glu-B1 (GBPM), 7+9 (Glu-B1b) y 17+18 (Glu-B1i) y del locus Glu
D1d, 5+10. Para GBPM del locus Glu A3, se encontraron los alelos ¢ y d; para el locus Glu B3 los
alelos gy hy el alelo b, para Glu D3. Los patrones genéticos formados para RSM-Norman F-2008
(Glu A1b, Glu-B1c, glu-D1d; Glu-A3c, Glu-B3g, Glu- D3b) y Matchett F-2011 (Glu A1a, Glu-B1i, glu-
D1d; Glu-A3d, Glu-B3h, Glu- D3b) se han reportado para masas de gluten fuerte, excelente
extensibilidad y aptas para la industria panadera mecanizada, principalmente por alelo Glu-B3h,
indicado como un mejorador de masas débiles. Tales combinaciones, son reportadas con
puntuaciones de 9 y 10 y de calidad moderada y alta. Asi, se identificaron y analizaron los perfiles
alélicos de GAPM y GBPM relacionados con calidad panadera en RSM-Norman F2008 y Matchett

F2011 y se sugieren como trigos de gluten fuerte aptos para la industria panadera.

Palabras clave: Gluteninas, patron genético, calidad panadera, trigo.



ABSTRACT

Viscoelastic and Strength wheat dough are mainly related to glutenin composition, which suggests a
wheat classification based on those proteins. These genetic patterns present several bakery quality
and industrial uses alleles. Then, these proteins allowed quality classification proposed by Payne et
al., (1983) and Gupta and Shepherd (1992). Therefore, the main objective of the present research was
to study two advanced wheat lines (Triticum aestivum L.), Matchett F-2011 and RSM-Norman F-2008
to identify bakery quality of Glu-1 and Glu- 3 (HMWG and LMWG glutenins, respectively) alleles
distribution in order to suggest their possible industrial use. Thirteen different alleles were identified in
both varieties. For Glu A1 locus, 2 * (Glu A1b) and 1 (Glu A1a) alleles were found and for Glu-B1 loci,
7+9 (Glu-B1b) and 17+18 (Glu-B1i) were also found together with Glu D1d locus (5+10). For GBPM,
Glu A3 locus, the alleles ¢ and d were found; as well as for the Glu B3, the alleles g and h, and the
allele b, for Glu D3 were found. RSM-Norman (Glu A1b, Glu-B1c, glu-D1d; Glu-A3c, Glu-B3g, Glu-
D3b) and Matchett F-2011 (Glu Afa, Glu-B1i, glu-D1d; Glu-A3d, Glu-B3h, Glu- D3b) genetic patterns
have been reported for strong gluten, high extensibility and suitability for industrial bakery, especially
for Glu-B3h allele presence well as a weak dough improvement. These allele combinations are reported
with 9 and 10 score and high and moderate quality classes. Finally, HMWG and LMWG alleles related
to bakery quality were identified and analyzed in RSM Norman F2008 and Matchett F2011 wheat

varieties, which are suggested as strong gluten and good candidates for industrial bakery.

Key words: Glutenin, genetic patters, bakery quality, wheat.



. INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L) es el cereal de mayor importancia y el segundo grano basico para la
alimentacion mundial. Se produce extensivamente en el mundo por su importancia social y
economica (Mondragon, 2006). En la actualidad en México, el trigo es el tercer cultivo de mayor
importancia, después del maiz y el frijol. Este cereal se cultiva en mas de 20 Estados de la
Republica Mexicana. La calidad de grano es importante para los productores por las
caracteristicas que demanda el mercado. Por estas razones, la calidad adquiere mayor
importancia en los programas de mejoramiento del trigo. Sobre todo en estos tiempos, en que
México ha adoptado una economia de libre mercado y existe una demanda real de variedades de
trigo que ofrecen la calidad requerida por la industria de alimentos de este cereal. Incrementar el
potencial de rendimiento sin afectar la calidad de procesamiento es dificil, particularmente, por el
hecho de que los aumentos en el rendimiento van acompafiados generalmente por una
disminucidn de contenido de proteina y consecuentemente, por una reduccion de la calidad de
panificacion. Sin embargo, la produccion global del trigo, se ha visto amenazada tanto por el
cambio climatico, como por el aumento en la demanda de las empresas harineras, debido al
crecimiento de la poblacién (Pefa et al., 2007). La parte proteica de este grano se denomina
gluten y esta compuesto principalmente por gliadinas y gluteninas. Diversos estudios han
demostrado que las propiedades viscoelasticas de la masa de trigo se relacionan con la
composicion de estas proteinas. De las cuales, las gluteninas se consideran como las que tienen
mayor inferencia sobre dichas caracteristicas. Por lo tanto, el presente proyecto propone
caracterizar y analizar el perfil polimérfico de gluteninas presentes dos lineas avanzadas
sembradas en el Valle de Toluca. Para lo cual, se siguié el método de Singh et al., (1991) y Pefia

et al. (2004) basados en la diferente solubilidad de dichas proteinas. Para lograr visualizar estas



proteinas, se usO la electroforesis en condiciones disociantes (SDS-PAGE) en geles de

poliacrilamida.



Il. OBJETIVOS
Objetivo general
Analizar los polimorfismos de gluteninas (Glu) de variedades de trigo Matchet F-2011 y RSM-Norman

F-2008, como marcadores bioquimicos de calidad panadera.

Objetivos especificos
Identificar los alelos de gluteninas presentes en las lineas Avanzadas de trigo mediante electroforesis

SDA-PAGE.

Analizar los polimorfismos de gluteninas encontrados en las lineas avanzadas de trigo y relacionarlos

con la calidad panadera o su posible uso industrial.



lll. HIPOTESIS
En las dos variedades de trigos Matchett F-2011 y RSM-Norman F-2008 sembrados en San Miguel

Chapultepec, se encuentran los alelos Glu-A1, Glu-B1 'y Glu-D1, relacionados con pardmetros de

calidad panadera.



IV. JUSTIFICACION

El trigo es uno de los tres cereales mas producidos globalmente, junto con el maiz y el arroz, es el
mas ampliamente consumido por el hombre desde la antigiiedad. Este grano, es utilizado para una
gran variedad de productos alimenticios y su cultivo puede producirse en diferentes regiones del pais,
debido a la gran diversidad de sus variedades, adaptables a climas templados y frios. Lo cual, es una
de las mayores ventajas para aumentar la produccion en el Valle de Toluca.

La calidad del trigo es uno de los caracteres mas complejos y es controlado principalmente por factores
genéticos, junto con los factores ambientales, tales como el suelo, el clima, las técnicas de cultivo y
almacenamiento. Los genes o variaciones genéticas (alélicas) de las proteinas del gluten, se han
utilizado como marcadores moleculares o bioquimicos, para desarrollar genotipos que posean
caracteristicas de procesamiento y calidad de panificacion més especifica a la demanda de la
industria.

La produccion de trigo harinero en México no cubre la demanda interna, por lo que es necesario recurrir
a la importacion de mas del 50% del trigo utilizado por la industria para elaborar alimentos. Por lo
consecuente, el utilizar marcadores bioquimicos para calidad panadera puede ayudar a caracterizar
lineas avanzadas e incrementar su produccién. Por lo tanto, estas herramientas pueden fortalecer las
evaluaciones agronomicas, con el fin de asistir en la seleccién de presuntos genotipos que puedan

satisfacer las necesidades agronomicas del Estado de México.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1 Eltrigo y su cultivo en el mundo

Trigo (Triticum spp.) es el término que designa al conjunto de cereales, tanto cultivados como
silvestres, que pertenecen al género Triticum. Son plantas anuales de la familia de las Gramineas,
ampliamente cultivadas en todo el mundo. Triticum aestivum L. (variedad mejor conocida como
trigo harinero) es la especie més cultivada a nivel mundial. A partir de éste, se elaboran harinas
con caracteristicas apropiadas para la elaboracién de pan. Este trigo, comprende diferentes
variedades que son adaptadas a una amplia variedad de ambientes agroecoldgicos, lo cual es

una caracteristica favorable para esta variedad (Riquelme y Espitia, 2010).

5.2 Origen y distribucion

El trigo es uno de los cereales que méas aparecen en la literatura occidental, incluso en la biblia es
citado hasta 40 veces, como en la parabola del sembrador donde se hace alusion a sus bondades.
Su origen, se remonta a la antigua Mesopotamia: las evidencias mas antiguas provienen de Siria,
Iraq, Turquia y Jordania. Existen hallazgos de restos de grano de trigo que datan del afio 6700 a.
C. Fue introducido en México por los espafioles en el afio 1520 y llevado a las colonias (Gémez
et al., 2007). El trigo comenz6 a domesticarse alrededor de los 10,000-15,000 afios antes de
Cristo en el Oriente Proximo, en la region comprendida entre el Tigris y el Eufrates. De lo cual,
resulté de los primeros asentamientos de grupos humanos y determind la evolucién de los

hombres de la fase cazador-recolector a la de agricultor (Bozzini, 1988).


http://es.wikipedia.org/wiki/Cereal

5.3 El trigo en México

El cultivo de trigo en México alcanza un valor de 12 mil mdp, cifra que lo coloca como el 10° cultivo
mas importante, al contribuir con el 2.9% del valor de la produccién agricola. Después de la crisis
alimentaria mundial de 2007 y 2008, tanto los precios como la produccion en México disminuyeron,
motivados por esta crisis. Entre 2011 y 2013, la superficie promedio dedicada a este cereal, alcanz6
660 mil hectareas, con un volumen de produccion de 3.4 millones de toneladas anuales. Este cereal
se cultiva en 23 estados de la Republica concentrandose en la zona norte y noreste del pais,
principalmente Sonora, Baja California, Guanajuato, Michoacan, Chihuahua y Tlaxcala con el 89% del
volumen. Los precios internacionales del trigo se incrementaron en 2012, debido a las sequias en
Australia y EEUU. Asi como al peor invierno que se vivié en Rusia en dos décadas, que provocaron
una caida en la oferta mundial. Debido a lo anterior, el precio en México aumenté en cerca del 40%
entre julio de 2011 y noviembre de 2012. Hacia 2013, una produccion mundial més abundante
disminuyé la presion sobre las cotizaciones, que cayeron entre 20-30%. Al mes de marzo de 2014, los
precios se han mostrado volatiles y al alza, debido entre otras cosas, a la crisis en Ucrania y a factores
climaticos adversos en algunas regiones productoras, aunque no se han disparado a los niveles
mostrados en 2012 (Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero,
2014).

5.3.1 Clasificacion de los trigos en México

En México, los trigos se clasifican en cinco grupos de acuerdo al tipo de gluten y sus usos, los cuales
se muestran en el Cuadro 1. Esta clasificacion, permite comercializar la produccién nacional de
acuerdo con los diferentes tipos de trigo que requiere el molinero. Una empresa puede preparar sus
mezclas a partir de diferentes variedades, para producir harinas con usos industriales especificos y
asi, satisfacer las caracteristicas de procesamiento necesarias en la fabricacion de pan, galletas,

pasteles y tortillas (Salazar, 2000).



Cuadro 1. Clasficacion de trigo segun el contenido de gluten

Textura de grano

Trigo Tipo de gluten Usos
endospermo

Grupo 1  Fuerte (muy elastico) y extensible Duro a semi duro  Industria mecanizada, mejoradol
de trigos debiles

Grupo2  Medio fuerte (elastico) extensible Duro a semiduro  Semi mecanizado, mejorador de
trigos con gluten muy fuerte.

Grupo 3  Débil (Ligeramente elastico) y extendible ~ Suave (blando)  Para la panificacién artesanal.

Grupo4  Medio y tenaz (no extensible) Duro a semiduro  No es panificable por su alte
tenacidad, es utilizado para le
industria pastelera

Grupo5  Fuerte, tenaz y corto (no extensible) Grano cristalino  No es panificable, industria de

pastas alimenticias

CANIMOLT, 2014.

5.4 Planta de trigo

La planta de trigo requiere de ciertos aspectos para su desarrollo, tales como:

o Clima: Requiere un rango de temperatura 3 - 33 °C, y una temperatura éptima entre 10y 25 °C.

e Humedad: Requiere una humedad relativa entre 40 y 70%, desde el espigamiento hasta la

cosecha es la época que tiene mayores requerimientos en este aspecto, ya que exige una

humedad relativa entre el 50 y 60% y un clima seco para su maduracién.

o Agua: Este cereal tiene bajos requerimientos de agua, ya que se puede cultivar en zonas donde

se registran precipitaciones entre 25 y 2800 mm? anuales. Aunque el 75% del trigo crece entre

375-800 mm3 al afio. La cantidad 6ptima para este cultivo es de 400-500 mm3/ciclo.


http://es.wikipedia.org/wiki/Clima
http://es.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://es.wikipedia.org/wiki/Humedad
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Precipitaci%C3%B3n_(meteorolog%C3%ADa)

o Suelo: Los suelos 6ptimos para su crecimiento son profundos, fértiles, y con un pHentre 6.0y 7.5

(SAGARPA, 2010).

5.4.1 Morfologia

Las partes de la planta de trigo se pueden describir de la siguiente manera:

Raiz. El trigo posee una raiz fasciculada o raiz en cabellera, es decir, con numerosas ramificaciones,
alcanzan en su mayoria una profundidad de 25 cm. Algunas de ellas alcanzan hasta un metro de
profundidad.

Tallo: El tallo del trigo es de tipo herbaceo. Es una cafia hueca con 6 nudos que se alargan hacia la
parte superior, entre 0.5 a 2 m de altura y es poco ramificado.

Hojas: Las hojas del trigo tienen una forma linear-lanceolada (alargadas, rectas y terminadas en punta)
con vaina, ligula y auriculas bien definidas.

Inflorescencia: La inflorescencia es una espiga compuesta por un raquis (eje escalonado) o tallo
central de entrenudos cortos. Sobre el cual, van dispuestas de 20 a 30 espiguillas en forma alterna y
laxa 0 compacta. Cada una contiene nueve flores, la mayoria de las cuales abortan, rodeadas por
glumas, glumillas o glumelas, lodiculos o glomélulas.

Granos: Los granos son cariopsides que presentan forma ovalada con sus extremos redondeados. El
germen sobresale en uno de ellos y en el otro hay un mechédn de pelos finos. El resto del grano,
denominado endospermo, es un deposito de alimentos para el embrion, que representa el 82% del
peso del grano (SAGARPA, 2010).

5.4.2 Fenologia del cultivo de trigo

El crecimiento de las plantas de trigo se mide en etapas, mismas que son afectadas por factores como
el estrés y la sequia, de manera distinta. El desarrollo vegetal se puede definir como la secuencia de

acontecimientos fenoldgicos, controlados por factores genéticos, ambientales y por el manejo


http://es.wikipedia.org/wiki/Ra%C3%ADz_(bot%C3%A1nica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
http://es.wikipedia.org/wiki/Alto_dimensional
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Vaina
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADgula
http://es.wikipedia.org/wiki/Aur%C3%ADcula_(bot%C3%A1nica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Inflorescencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Gluma
http://es.wikipedia.org/wiki/Cari%C3%B3pside
http://es.wikipedia.org/wiki/Embri%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Endospermo

agronémico, mismos que determinan los cambios morfolégicos y funcionales de la planta y que
conducen a la acumulacion de biomasa y formacion de los componentes del rendimiento (Adams y
Tazenda, 2013).

5.5 Calidad industrial

La calidad de trigo es un tema muy complejo, depende de caracteristicas del grano de los cuales los
mas importantes son la dureza del endospermo, la composicién de la proteina de almacenamiento
(proteina del gluten) y la composicion del almidon. Las variaciones en estos factores resultan en
diferentes combinaciones y desempefios durante la molienda para obtener harinas y el procesamiento
de estas ultimas durante la elaboracion de alimentos (Martinez et al., 2012).

Las gluteninas de alto peso molecular (GAPM) y de bajo peso molecular (GBPM) son proteinas
solubles en soluciones diluidas de &cido. Las gluteninas, comprenden aproximadamente del 35 al 45%
de las proteinas del endospermo. Las gluteninas de APM representan el 20% aproximadamente del
total de las mismas, y las de BPM el 80% restante. Las primeras, tienen pesos moleculares entre 90

y 150 kDa. Las segundas, tienen pesos moleculares entre 45y 51 kDa (Martinez-Cruz et al., 2014).

5.5.1 Calidad panadera

La cohesividad, viscosidad y elasticidad de la masa del trigo harinero (Triticum aestivum L.) son
propiedades reoldgicas que le confieren la fuerza y extensibilidad de la masa y, consecuentemente,
determinan la calidad del producto final a obtener; panes, galletas, tortillas y pasteles. Estas
caracteristicas reoldgicas del gluten son controladas parcialmente por diversos alelos que codifican
subunidades de proteinas (gluteninas y gliadinas). Se ha demostrado que las gluteninas de alto peso
molecular, las gluteninas de bajo peso molecular y las gliadinas tienen efecto sobre la fuerza y

extensibilidad de la masa del trigo harinero (Martinez et al., 2012).
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5.5.2 Dureza del grano

La dureza o textura del grano es el factor mas importante que define el uso del trigo, con base
principalmente en la capacidad de absorcion de agua de las harinas que se producen. El trigo
semiduro a duro es apropiado en la panificacion, ya que la masa de sus harinas presenta alta
absorcién, lo cual es fundamental para un buen desempefio durante el desarrollo de la masa y alta
retencion de humedad de los productos de panificacion. Por el contrario, el trigo suave es mas apto
para la produccion de galletas ya que la baja absorcion de agua de sus masas, permite una expansion

simétrica de las galletas, las cuales a la vez deben retener baja humedad (Martinez-Cruz et al., 2014).

5.5.3 Proteina
La cantidad de proteina en el grano de trigo, es controlada en gran medida por factores ambientales,
como las condiciones de disponibilidad de agua durante la maduracion, el contenido de nitrogeno en

el suelo, manejo del cultivo y aplicacién de fertilizantes nitrogenados (Martinez-Cruz et al., 2014).

El contenido de esta biomolécula en el grano de trigo, varia de 8 a 20 % (en base seca), del total del
contenido de esta proteina, del 78 al 85 % corresponde a las gluteninas de alto y bajo peso molecular,
y a las gliadinas (alfa a, beta 3, gamma vy, omega ). Las cuales, se clasifican como insolubles en
agua y solubles en soluciones salinas. Las albuminas y globulinas representan del 15 al 18 % restante

(Pefia et al., 2002).

Las proteinas de reserva del trigo (glutenias y gliadinas), son unicas porque son también proteinas
funcionales. La complejidad del sistema proteico expresado en este cereal se incrementa aun mas por
efecto del medio ambiente, pues la composicion de prolaminas es afectada tanto por el clima, como
por la composicién del suelo (contenido de azufre, nitrogeno, fésforo, entre otros factores). Esto

determina variaciones sutiles en las fracciones proteicas dentro de una misma variedad (Hoseney,
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1991). Ambos tipos de proteinas, gliadinas y gluteninas, son producidos (codificados) por genes
nombrados como polimérficos del griego poli, que significa muchos y morfos, forma. Por lo tanto, de
cada una de estas proteinas, existen variantes proteicas codificadas por el mismo gen. Cada una de
las variantes, difieren entre si, a nivel de proteina, por el contenido de aminoacidos dentro de su
estructura primaria. Las proteinas del trigo son deficientes principalmente en tres aminoacidos: lisina,
treonina y metionina. El aminoacido lisina que es el mas limitante, solamente puede ser incrementado
mediante la manipulacion genética. Los aminoacidos en mayor cantidad dentro de las proteinas del

trigo son el acido glutamico y la prolina (Espi, 2013).

5.5.4 Gluten

El conjunto de proteinas de reserva del endospermo es conocido como gluten. El cual, forma una red
proteica al realizar el amasado de la harina con agua, asi le confiere las propiedades visco-elasticas
(elasticidad o fuerza y extensibilidad). EI gluten es el principal componente que define la calidad de
panificacion o el tipo de pan que se puede producir de una variedad, con base en dichas propiedades
visco-elasticas. A su vez, define el desempefio de una masa durante su desarrollo. En los procesos
mecanizados, se requieren harinas con gluten muy elasticos, mientras que en la producciéon semi-
mecanizada o manual del pan, se requieren trigos con menor elasticidad. Sin embargo, para la
produccion de cualquier tipo de pan, el trigo a utilizarse debe de poseer gluten extensible para obtener
una textura y forma de pan aceptables (Branlard et al., 2003).

La influencia de algunas combinaciones de gluteninas de alto y bajo peso molecular (GAPM y GBPM)
sobre la calidad de panificacion en lineas derivadas de cruzas entre variedades mexicanas, ha sido
estudiada ampliamente bajo diversos grupos de investigacion. Asi, se han identificado varios alelos y

sus combinaciones adecuadas para obtener nuevas variedades con niveles deseables de fuerza y
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extensibilidad (Martinez et al., 2012). En el Cuadro 2, se muestra el control genético de las gluteninas

de alto peso molecular y bajo peso molecular (GAPM y GBPM) (Espi, 2013).

Cuadro 2. Control genético de las gluteninas (GAPM y GBPM)

Gluteninas Loci
Glu-A1

GAPM Glu-B1

Glu-D1

Glu-A3

GBPM Glu-B3

Glu-D3

GAPM= Gluteninas alto peso molecular, GBPM= Gluteninas bajo peso molecular (Pefia, 2002).

5.6. Clasificacion de las proteinas del gluten de trigo con base en su solubilidad y funcionalidad

Las proteinas de trigo pueden clasificarse con base en su solubilidad y funcionalidad.

5.6.1. Clasificacion de las proteinas con base en su solubilidad

Esta clasificacion fue desarrollada por Osborne (1924) y consiste en una serie de extracciones con:
agua, solucion de sal diluida, solucion de alcohol y solucion de acidos o alcalis diluidos. Esta secuencia
se utiliza para la separacion de proteinas y a éstas se les pueden clasificar en albuminas, globulinas,

gliadinas y gluteninas, respectivamente (Cuadro 3) (Goesaert et al., 2005).
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Cuadro 3. Clasificacién de las proteinas del gluten con base en su solubilidad y funcionalidad.

Fraccion =~ Comportamiento L o .
- Composicion Papel biolégico Papel funcional
Osborne en Solubilidad
Proteinas no del gluten Proteinas
Albiminas  Extraibles en agua (principalmente estructurales y Variable
monoméricas) metabolicas
) Proteinas no del gluten Proteinas
. Extraibles en sales o _
Globulinas . (principalmente estructurales y Variable
diluidas . .
monomeéricas) metabolicas
Proteinas del gluten (principal Proteinas de
Extraibles en . . o
o . mente monoméricas y almacenamiento de la Viscosidad a la
Gliadinas soluciones de ) . o o
polimeros de bajo peso semilla tipo masa/extensibilidad
alcohol .
molecular) prolaminas
) Proteinas de
) o Proteinas del gluten _ o
_ Extraibles en &cido o ] almacenamiento de la Elasticidad a la
Gluteninas o (principalmente polimeros de o .
acético diluido semilla tipo masa/tenacidad
alto peso molecular) .
prolaminas
Proteinas de
Proteinas del gluten almacenamiento de la
_ . (polimeros de alto peso semilla, tipo _
Residuo Sin extraer Variable

molecular) y proteinas no del

gluten poliméricas (Titricinas)

prolaminas (gluten) y
tipo globulinas

(Titricinas)

Fuente: Goesaert et al., (2005).

5.6.2 Clasificacién de las proteinas con base en su funcionalidad

Desde el punto de vista de la funcionalidad de las proteinas, se pueden distinguir dos grupos de

proteinas de trigo. Proteinas pertenecientes al gluten con un desempefioc muy importante en la

elaboracion del pan y proteinas no pertenecientes al gluten, con un desempefio secundario en la
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elaboracion del pan. Las proteinas no pertenecientes al gluten, representan entre un 15-20% del total
de las proteina del trigo, principalmente, se encuentran en las capas externas del grano de trigo y en
bajas concentraciones en el endospermo. Estas proteinas son extraidas en soluciones de sales
diluidas y por lo tanto se encuentran en las fracciones de Osborne de albuminas y globulinas. En su
mayor parte son proteinas monoméricas, estructurales o fisiolégicamente activas (enzimas). No
obstante, a estas proteinas también pertenecen un grupo secundario de proteinas poliméricas de
almacenamiento, llamadas ftriticinas, que pertenecen a la clase globulinas de las proteinas de
almacenamiento de la semilla. Estan relacionadas con la mayoria de las proteinas de almacenamiento
de legumbres y en otros cereales, como la avena y el arroz. Las proteinas del gluten representan entre
un 80-85 % del total de las proteinas del trigo y representan la mayor parte de las proteinas de
almacenamiento. Estas moléculas, pertenecen a la clase de prolaminas (Shewry y Halford, 2002). En

el Cuadro 4, se muestra la clasificacion de las proteinas del gluten, con base en su funcionalidad.
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Cuadro 4. Clasificacién de las proteinas del trigo con base en su funcionalidad.

Clasificacion de Composicion
Proteinas Proteinas
acuerdo a su Ubicacién en el grano. en la harina
monoméricas  poliméricas
funcionalidad de trigo %
Principalmente en las capas
Proteinas no
externas del grano de trigo, y Albuminas
pertenecientes al 15-20 Triticinas
muy bajas concentraciones en Globulinas
gluten
el endospermo
Proteinas
En el endospermo del grano
pertenecientes al 80-85 Gliadinas Gluteninas

gluten

del trigo

Fuente: Shewry y Halford (2002).

Por otra parte, las gluteninas son una mezcla heterogénea de polimeros con pesos moleculares que

varian desde aproximadamente 80,000 hasta varios millones de kDa. Las gluteninas estan entre las

proteinas mas grandes encontradas en la naturaleza y estan constituidas por subunidades que estan

unidas a través de enlaces disulfuro. Estas subunidades de gluteninas pueden liberarse reduciendo

enlaces disulfuro con agentes tales como el B-mercaptoetanol o ditiotreitol. Las subunidades de

gluteninas estan bioquimicamente relacionadas con las gliadinas y son solubles en soluciones de

alcohol en agua (Shewry y Halford, 2002).
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5.6.3 Gluteninas

Las gluteninas de alto y bajo peso molecular comprenden aproximadamente del 35 al 45% de las
proteinas del endospermo. Las primeras tienen pesos moleculares entre 90 y 150 kDa y las segundas,

entre 45y 51 kDa (Martinez et al., 2012; Martinez-Cruz et al., 2014).

La funcién de las gluteninas dentro del gluten, se relacionan con su peso molecular. Las de GAPM,
contribuyen principalmente a la elasticidad del gluten, mientras que las de BPM tienen su mayor efecto
en la extensibilidad (Martinez et al., 2012; Martinez-Cruz et al., 2014). Dicha caracteristica de las
gluteninas, es derivada principalmente por los puentes disulfuro que forman una red proteica extensa
o polimérica. La existencia de los puentes disulfuro (S-S) intermoleculares y grupos sulfihidrilo (SH),
permiten entrecruzamientos con otros polimeros para formar agregados moleculares de gran tamafio
(2 a 3 millones de Da). El tamario del polimero y su fuerza, varia de acuerdo a la capacidad de las
subunidades para interactuar. Lo cual, es producido por los residuos de cisteina en su estructura
primaria, produciendo uniones covalentes intra o intercatenarias, mediante dichos puentes para
establecer extensas mallas poliméricas de polipéptidos (Shewry y Halford; MacRitchie, 1994). La
contribucion de las gluteninas de GAPM y BPM es de mayor relevancia en asociacion, ya que se

resalta en el tamario de la red polimérica, fuerza y extensibilidad del gluten.

5.7 Marcadores bioquimicos

Para las caracteristicas reoldgicas del gluten, existen métodos bioquimicos que permiten estimar el
comportamiento del trigo en relacion a estas caracteristicas, de acuerdo a la composiciéon de
gluteninas y gliadinas con la calidad panadera. Por ello, se han desarrollado varios métodos para
identificar las subunidades de las proteinas (Martinez-Cruz et al., 2014). El uso de proteinas de

almacenamiento en sistematica y diversidad genética se basa en el hecho que las proteinas de
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diferentes individuos, poblaciones y especies son homologas, y que al separarse en un gel produciran
bandas similares o diferentes, debido a la presencia de diversos alelos originados por el polimorfismo
de las mismas.

Las proteinas de reserva son caracterizadas en geles, por medio de técnicas generales de tefiido. El
polimorfismo de las proteinas de reserva en semillas, ha sido utilizado para identificar y distinguir
genotipos cultivados y silvestres en numerosas especies, tales como: frijoles (Phaseolus vulgaris),
trigo (Triticum aestivum), cebada (Hordeum vulgare), arveja (Pisum sativum) y maiz (Zea mays)

(Martinez-Cruz et al., 2014).

5.7.1 Marcadores bioquimicos para calidad panadera

Un gen polimérfico como su nombre indica, proviene del poli= muchos y morfos= formas. Por o tanto,
|la literatura indica que un gel polimérfico es aquel gen que presenta variantes, cada variante de dicho
gen, se le llama alelo. Por lo tanto, una proteina polimérfica es aquella que es codificada por genes
polimérficos, por lo que ese gen se expresa con diferentes proteinas como variantes de esa misma
proteina polimérfica (diferentes alelos). Un locus, es un lugar en un cromosoma, donde se encuentra
un gen polimoérfico o genes de interés, como serian los Marcadores Moleculares. El término "Loci" es
el plural de locus, es decir, un Loci alberga o se refiere a diferentes genes en un cromosoma, es decir,
varios locus (Pefia et al., 2004). Las Gluteninas, son proteinas polimérficas que codifican para varias
subunidades proteicas, varios alelos, algunos de éstos se han reportado como relacionados
fuertemente con la calidad panadera (Pefia et al., Martinez et al., 2014).

Martinez et al. (2012) analiz6 98 lineas recombinantes utilizando como progenitores a “Bacanora T88"
y “Salamanca S75”, como progenie derivada de su cruza se obtuvieron 98 lineas recombinantes, en
los cuales se encontraron las combinaciones 2*, 7+9, 5+10, ¢, g, b, la cual present6 un gluten fuerte y

de excelente extensibilidad apto para la panificacion.
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DelaOetal., (2010) reportd que para mejorar la cantidad de proteina del gluten es necesario encontrar

|las siguientes combinaciones de alelos 2, 17+18, 5+10 Glu -A3c, Glu-B3g, Glu-D3by 1,17+18, 5+10
Glu-A3e, Glu-B3g, Glu-D3b. de igual manera también reporto a las siguientes combinaciones 1,
17+18, 5+10, Glu-A3c, Glu-B3g, Glu-D3b, 1, 17+18, 5+10, Glu-A3c, Glu-B3h, Glu-D3b; y 2*,
17+18, 5+10, Glu-A3c, Glu-B3g, Glu-D3b con valores elevados en tiempo de amasado la cual es

una de las variables mas evaluadas para determinar el destino final del trigo. En el Cuadro 5 se
presentan los alelos que se han encontrado tienen relacion con la calidad panadera.

Cuadro 5. Alelos relacionados con calidad panadera.

Buena
Caracteristicas de calidad Referencias

Glu A1 Glu B1 Glu D1

17+18

Excelente calidad [brahim et al., 2013

17+18 Fuerza de la masa Gao et al., 2016

Gluten fuerte y excelente
2" 7+9 5+10 Martinez et al., 2012
extensibilidad

Mejorar cantidad de proteina
1 17+18 5+10 DelaOetal, 2010
del gluten

| Melacaidad Buena calidad | Excelentecalidad |
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion del sitio experimental

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Calidad de los Productos Agropecuarios, Facultad de
Ciencias Agricolas, Universidad Autonoma del Estado de México; mismo que se ubica en el Campus
Universitario “El Cerrillo”, Piedras Blancas, Municipio de Toluca, Estado de México. Parte de la
elaboracion e interpretacion de los geles se realizo en el Laboratorio de Quimica y Calidad de Trigo,
del Centro de Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) ubicado en el km 45, carretera

México-Veracruz, El Batan, Estado de México.

6.2 Material vegetativo

Se evaluaron dos variedades de trigo Matchett F-2011 y RSM-Norman F-2008 del Programa de
Mejoramiento Genético de la Empresa “Resource Seeds International S. A. de C. V.”. Durante el ciclo
otofo-invierno 2015, en la localidad de San Miguel Chapultepec, Municipio de Toluca, Estado de
México.

6.3 Extraccion de proteinas (Gluteninas)

Para la extraccion de las gluteninas, se procedié mediante el protocolo de Singh et al., 1991 y Pefia
et al., 2004. Para lo cual, los granos de cada una de las variedades se molieron en un molino de
laboratorio (Nixtamatic NCMI, INMEZA, México) y se hicieron pasar por un Tamiz Nim. 80. Para la
extraccion de gluteninas, se procedié a separar primeramente a las gliadinas, las cuales, por su
solubilidad son removidas al inicio de la metodologia utilizada (Figura 1). Una vez extraidas las
gluteninas, las muestras se guardaron a —20 °C, hasta su proceso. Las soluciones para la extracién

se muestran en los cuadros 6 al 9.
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Cuadro 6. Buffer TRIS-HCI 0.08M, pH 8.0 (500 mL).

Reactivo Cantidad
Tris base 484 g
SDS 20g

Cuadro 7. Solucién muestra para extraccion de

gluteninas, pH 6.8.

SDS 20%
Glicerol (p/v) 40%
Azul de Bromofenol 0.02%

Cuadro 8. Solucion de muestra para extraccion de

gluteninas, pH 8.0.

SDS 20%
Glicerol (p/v) 40%

Azul de Bromofenol 0.02%




Cuadro 9. Buffer de fosfatos 0.05M, pH 7.0.

Solucion Stock 1.
39 mL 27.2 g KH2POs en 1 L de agua
(0.2 M)
Solucion Stock 2.
61 mL 45.6 g K2HPO4 en 1 L de agua

(0.2 M)

Soluciones para la extraccion de proteinas por el método de Singh et al., (1991).

Solucion A: Propanol 50 %

Solucion B: Propanol 50 %, Tris-HCI pH 8.0, M 0.08M 50%

Solucién C: SDS 2% (p/v), Glicerol 40 % (p/v).

Solucién de Vinilpiridina (VP4) (preparar en fresco): 1.4 % (v/v) en Solucién B.

Solucion de Ditiotrietol (preparar en fresco): 1% (p/v) en solucién B.
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Colocar 20 mg de muestra en un tubo

Agregar 0.75 mL de propanol 50%

Agitar por 30 min, 65 °C, 1400 rpm

Centrifugar 5 min, 10000 rpm

Conservar el precipitado Descartar el

Gluteninas sobrenadante

Agregar 0.1 mL Dithiothreitol (DTT) al 1.5%, incubar 30 min, 65 °C,
14,000 rpm.

Centrifugar 2 min, 100,000 rpm

Agregar 0.1 mL Vinil piridina al 1.4% e incubar 15 min a 65 °C
con 14,000 rpm.

Centrifugar 5 min, 13,000 rpm

Extraer 180 pL de sobrenadante y agregar 180 pl
de solucién de extraccion pH 6.8

Incubar 5 min a 90 °C con 14,000 rpm

Centrifugar 5 min, 13,000 rpm

Figura 1. Diagrama de flujo para la extraccion de gluteninas (Singh et al., 1991; Pefia et al., 2004).



6.4 Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry et al., (1951).

Una vez extraidas las gluteninas, se procedié a determinar la concentracion de cada una de las
muestras obtenidas, mediante el Método de Lowry et al. (1951). Lo anterior, con la finalidad de poder
colocar en los pozos de los geles de electroforesis SDS-PAGE, la misma masa de gluteninas. Asi
como, el rectificar el método de tincion mas adecuado para la concentracion de las muestras y la
correcta visualizacion de las bandas de las subunidades proteicas. EI método de Lowry et al. (1951),
es una técnica espectrofotométrica que se basa en la cuantificacion de proteinas a partir de la medicion
del color originado por la reduccidn del reactivo Folin-Ciocalteu, por un complejo proteina—cobre. Para
esta determinacion, se utilizé una curva patron de albimina bovina sérica (1 mg/mL). La concentracién
final de la muestra, se determind mediante una ecuacion de regresion lineal en la curva patron como
muestra la Figura 2. La cuantificacion de proteinas se realizd para confirmar la concentracion de las
muestras para tefiirlas mediante el colorante de Azul de Coomassie R250.

0.45

0.4 y =0.3068x + 0.1217

R?=0.9764
0.35

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Absorbancias

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracién (mg/mL)

Figura 2. Curva estandar de la solucién patrén de albumina sérica de Bovino (1 mg/mL)
para la cuantificacion de gluteninas
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6.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE)

Para visualizar el perfil polimérfico de las gluteninas, se emplearon geles de 20 x 22.3 c¢m, con
separadores de 1 mm de grosor. Para el gel separador, se utilizé una solucion de poliacrilamida al
15% y para el gel concentrador, se utilizd a una concentracion del 4.8% de poliacrilamida. Los cuadros

10 y 11 presentan las formulaciones para los genes de corrimiento y de aplicacion.

Cuadro 10. Gel de corrimiento 15%.

TrispH 8.5 741 mL
Stock acrilamida 73.15mL
SDS al 10% 1.95mL

Aguan destilada 41.90 mL
Persulfato de amonio 3.90 mL

TEMED 0.09 mL

Cuadro 11. Gel de aplicacion 4.8%.

TrispH 6.8 3.2mL
Stock acrilamida 3.15mL
SDS al 10% 0.26 mL
Aguan destilada 18.35 mL
Persulfato de amonio  1.14 mL

TEMED 0.03 mL
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6.5.1 Electroforesis

Los geles 20 x 22.3 cm con 1 mm de grosor se corrieron en una camara de electroforesis (PROTEAN
I xiand XL Cells, Biorad), por 20 h con una carga de 12.5 mA por gel. Una vez corridos los geles, se
desmoldaron y se colocaron en la solucion de tefiido por 4 h. La solucién de tefiido se prepar6 al
mezclar 400 mL de metanol con 100 mL de &cido acético glacial y 500 mL de agua destilada.
Transcurrido este tiempo, los geles se retiraron de la solucion de tefiido y se colocaron en un recipiente
con agua destilada, en agitacion constante por 24 h, con tres o cuatro cambios de agua (Pefia et al.,
2004).

6.5.2 Reactivos para los geles de Electroforesis SDS-PAGE de gluteninas

Para la elaboracidn de los geles, se prepararon las siguientes soluciones y se colocaron en recipientes
ambar. Las soluciones se almacenaron temperaturas de 3 a 4 °C, por no mas de 30 dias.

Buffer Tris-HCI 1M, pH 8.8. Disolver 30.75 g de TRIS en 220 mL de agua destilada. Ajustar pH a 8.8
con HCI concentrado y almacenar en refrigeracion.

Buffer Tris-HCI 1M, pH 6.8. Disolver 12.11 g de TRIS en 80 mL de agua destilada. Ajustar pH a 6.8
con HCI concentrado.

Solucién de SDS 10%. Disolver 5 g de SDS en 40 mL de agua destilada. Almacenar a una
temperatura de 15 a 30 °C.

Solucion Stock de Acrilamida para geles de corrimiento y de aplicacion. Pesar 0.52 g de bis-
Acrilamida y 39.48 g de Acrilamida. Disolver en 70 mL de agua destilada, homogenizar y filtrar antes
de usar.

Buffer de extraccion pH 6.8. Disolver 12 g de glicerol en 36 ml de agua destilada. Adicionar 0.757 g
de TRIS, 4g de SDS, 750 mg de DTT (Ditiotreitol) y 6 mg de azul de bromofenol. Determinar el pH,

ajustar pH a 6.8 con una solucién 1 M de HCI concentrado.
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Buffer de corrida Tris-glicina. Agregar 30 g de Tris en un vaso de precipitado de 1000 mL. Adicionar
887 mL de agua destilada y agitar. Mientras la solucion esta en agitacion, adicionar 144 g de glicina 'y
10 g de SDS. El pH de la solucidn debera ser de 8.3. Si el pH es més alto no ajustarlo con HCI.

La elaboracion de las soluciones, geles y corridas electroforéticas se realizaron con el uso de guantes

de nitrilo, mascarilla y bata, en todo momento.

6.5.3 Elaboracion del gel separador
Este gel se prepard a 15%, para lo cual, se emplearon los siguientes reactivos en las proporciones y

orden mostrados a continuacion:

1. 24.67mLde TRISpHa8.8

N

24.39 mL de Acrilamida Stock para gel de corrimiento
3. 0.65mL de SDS al 10 %

4. 13.97 mL de agua destilada.

La mezcla se degasifico con un sifén conectado a un grifo de agua de 2 a 4 min. Posteriormente, se
adicion6 1.3mL de persulfato de amonio a 1.5% (Preparado en fresco). Finalmente, se adiciond 30 uL
de TEMED a la mezcla preparada se homogenizd suavemente por 5 seg. Posteriormente, la mezcla
se colocd en el molde para el montaje del gel previamente ensamblado. Para un gel de 20 x 22.3 cm
de 1 mm de grosor, se necesitaron aproximadamente 38 mL de solucion por gel. Inmediatamente, se
afiadio 1 mL de alcohol butilico en el borde del gel, para evitar la formacion de burbujas (el alcohol se

aplicé lentamente con una jeringa).

6.5.5 Elaboraciéon del gel concentrador

Para la formulacién del gel concentrador se mezclaron los siguientes reactivos, respetando el orden

presentado, la concentracion final fue de 4.8%:
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1. 6.12 mL de agua destilada.

2. 1.10 mL de TRIS stock pH a 6.8.

3. 1.05 mL de Acrilamida stock para el gel de aplicacién.
4. 0.09 mL de SDS al 10 %.

5. 0.38 mL de 1.5 % persulfato de amonio (Preparado inmediatamente antes de usarse).

Una vez mezclados los reactivos anteriores en el orden y proporcion mencionada, se adicion6 0.1 mL
de TEMED. Previo a colocar esta solucion, se removi6 el alcohol butilico del borde del gel separador.
Una vez hecho esto, se coloc6 encima del gel separador la solucion previa mencionada y se colocd el
peine que generd una vez seca la solucién los pocillos del gel. Se dejo secar de 30-60 min (Pefia et
al., 2004).

6.5.6 Corrida del gel SDS-PAGE

Para correr los geles se retir6 el peine, se agregd el buffer de corrida y se colocaron los geles dentro
de la camara de electroforesis. Se cargaron 8 uL de cada muestra en cada uno los pocillos del gel.
Posteriormente, se cubrieron los pocillos con la buffer de corrida para colocar la tapa de la camara.
Una vez armada la camara, se conectaron las mangueras para el agua del enfriador, ya que por el
tiempo de corrida se evita el sobrecalentamiento de ésta misma, asi la temperatura se mantuvo a 15
°C. Los geles se corrieron con una carga de 12.5 mA por gel, en un tiempo aproximado de 20 h (Pefia

et al., 2004).
6.5.7 Tefiido y destefido del gel

La solucion de tefido se prepard a partir de 400 mL de metanol mas 100 mL de &cido acético glacial,
0.1 g azul de Coomassie R250 y 500 mL de agua destilada. Esta solucién, se no se almacend por mas

de 8 dias. Previo al tefiido, los geles se sumergieron en una solucién de acido tricloroacético al 12%
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(Cuadro 12) durante 5 min. Posteriormente, se colocaron los geles en la solucién de tincién por 4 h

con agitacion constante.

Cuadro 12. Solucién acido tricloroacético.

Acido tricloroacético 120 g

Agua 1L

Para destefiir los geles, se usd agua destilada por 24 h, con cambios frecuentes. Una vez realizadas
las corridas electroforéticas se procedié a conservar los geles mediante dos procedimientos. El
primero, consistio en prensar los geles en papel celofan y colocarlos en una corriente de aire suave
durante 5 a 6 h para retirar el exceso de humedad (Pefia et al., 2004) y se almacenaron a temperatura
ambiente. En el segundo procedimiento, los geles se resguardaron en protectores de hojas de
acetatos, con aproximadamente 1 mL del buffer de corrida y se resguardaron a 4 °C.

6.6 Andlisis de los geles

Para la identificacion de los alelos relacionados con calidad panadera en las Lineas Avanzadas RSM-
Norman F-2008 y Matchett F-2011, se identificaron las bandas correspondientes con las
nomenclaturas propuestas por Payne y Lowrence (1983) para las subunidades de gluteninas de alto
peso molecular y para las subunidades de bajo peso molecular, por Jackson et al. (1996) y Branlard
et al. (2003). Para lo cual, se emplearon como marcador de peso molecular, tres variedades donadas
por el CIMMYT, mismas que han sido caracterizadas exhaustivamente en cuanto a la identificacion de
los diversos alelos reportados con calidad panadera. De las cuales, la variedad Pitic 62 contiene los
alelos 1, 7+18, 7+12, para el locus Glu-1y ¢, b, d para el locus Glu-3. La variedad Opata M 85 contiene
los alelos 2*, 17+18, 2+12 del locus Glu-1, asi como para el Glu-3, los alelos b, iy a, la tercera variedad,

Pavon 76, con los alelos 2¥, 17+18 y 5+10 para el locus Glu-1y b, h, b del locus Glu-3.
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A continuacion en el Cuadro 13 se presentan los alelos correspondientes al loci Glu 1y Glu 3, de las

variedades utilizadas como Marcador Molecular.

Cuadro 13. Alelos correspondientes al loci Glu 1y Glu 3, de las variedades utilizadas como Marcador

Molecular.
Loci Glu 1 Loci Glu 3
Variedades testigo
Glu-A1 Glu-B1 Glu-D1 Glu-A3  Glu-B3  Glu-D3
Opata M85 2" 13+16 2+12 b i a
Pitic 62 1 7+8 7+12 c b d
Pavon 76 2* 17+18 5+10 b h b

6.7 Disefio experimental

Se estudiaron dos Lineas Avanzadas de trigo (Matchett F-2011 y RSM Norman F-2008) y el trabajo
se dividi6 en dos partes. La primera parte consistié hasta la cuantificacion de las gluteninas. Para esta
parte, se ocupé estadistica descriptiva para analizar los resultados de la cuantificacion de proteina y
se us6 a la media, como medida de tendencia central y a la desviacion estandar, como medida de
variabilidad. La segunda parte del trabajo, se determind bajo el criterio de presencia o ausencia del
patrén de bandeo para la identificacion de los alelos relacionados con calidad panadera (Cuadro 6).

En Ambos casos, las muestras se procesaron por duplicado.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Cuantificacion de proteinas (gluteninas)

El resultado de la cuantificacion de proteinas por el método de Lowry et al. (1951) permitié colocar en
cada pocillo del gel, la misma cantidad de masa de gluteninas por cada muestra y su duplicado.
Igualmente, dichos resultados rectificaron la eleccion del método de tincion para los geles SDS-PAGE
por Coomassie R250 (Cuadro 14). Los resultados obtenidos de dicho analisis mostraron una
concentracion de 2.51 - 3.09 mg/mL de gluteninas en las variedades evaluadas, RMS-Norman F-2008
y Matchett F-2011, respectivamente. El contenido de gluteninas resulté mas alto en la variedad RSM-

Norman F2008.

Cuadro 14. Concentracion media de las muestras de proteina (gluteninas).

Concentracion media Desviacion
Variedad Absorbancias 660 nm
mg/mL gluteninas estandar
RSM-Norman F-2008 0.35 3.09 0.01
Matchett F-2011 0.31 2.51 0.00

Debido a que la concentracion de gluteninas obtenida en las dos variedades, se encontr6 dentro de
un rango mayor de 0.5 ug, se sugirié utilizar como técnica de tincidn el azul de Coomassie (R205) y

no otra tincion con mayor sensibilidad (Pinzon, 2011).

7.2 Caracterizacion de GAPM y GBPM
Como resultado de las corridas de electroforesis en condiciones no disociantes, se obtuvieron los

geles correspondientes. En los cuales, se identificaron las bandas de los alelos correspondientes para
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GAPM y GBPM relacionados con calidad panadera, mediante la comparacion con las variedades

testigo (Figura 3).
1 2 3 4 5 6 7 87 9 10 11 12
1 1 1 - . 1 1
2% o 2% e — Z*- 2% 2% Q em— ___;2* _-2*
Glu1  — 2T s m— s 2 5 5 3 e
— 13T 17— L w—13 3 177 R Jp 17
—16 8 Tt : ) g —16 3 ot ] . —1s g s
L ey gy L0 1Ol ) 10 g1, O
B _C‘é _ _‘eegs ‘e ‘W
_ - - :
| veste | —
Glu-3 — >
-_— _— e - -
d a r
[
- b b b b b c b p p

Carril 1-12: Carril 1: Opata M85, carril 2: Pitic 62, carril: 3 Pavon 76, carril: 4 RSM-Norman F-2008, carril 5:
Matchtett F-2011, carril 6: Opata M 85, carril 7: Pitic 62, carril 8: Pavon 76, carril 9; RSM-Norman F-2008, carril

10: Matchett F-2011, carril 11: Pitic 62, carril 12: Pavon 76. Alelos correspondientes al loci Glu 1 (1, 2%, 7+9,
17+18, 5+10, 13+16, 17+18, 7+8)-y Glu 3 (a, b, ¢, y d, respectivamente)

Figura 3. Patrén de Bandeo de geles en SDS-PAGE para subunidades de GAPM y GBPM en las
variedades RSM-Norman F-2008 y Matchett F-2011.
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En el Cuadro 15, se muestran los patrones genéticos que se formaron para las dos variedades, una
vez identificados los alelos visualizados en el gel. Se identificaron 13 alelos diferentes para las 2
variedades. Para el locus Glu A1, de las GAPM los alelos encontrados fueron 2* y 1. Para el locus Glu
B1, los alelos encontrados fueron 7+9y 17+18 y el locus Glu D1, 5+10. Para las subunidades de bajo
peso molecular correspondientes al locus Glu A3, se encontraron los alelos ¢y d; asi como para el

locus Glu B3 alos alelos gy hy el alelo b, para Glu D3.

Cuadro 15. Alelos y patrones genéticos de las subunidades de GAPM y GBPM en las variedades de

trigo y en los testigos.

. . Gluteninas de bajo peso
Variedades Gluteninas de alto peso molecular
molecular

Glu-A1 Glu-B1 Glu-D1 Glu-A3  Glu-B3  Glu-D3

RSM-Norman F-

2" 7+9 5+10 c g b
2008

Matchett F-2011 1 17+18 5+10 d h b

7.3 Efecto en la calidad panadera por alelo y por combinacion

El alelo 17+18 que presenta la variedad Matchett F-2011 ha sido relacionado con conferir fuerza a la
masa (Gao et al., 2016). Los alelos encontrados en RSM Norman F-2008 para el locus Glu-B1y Glu-
D1, a 7+9 y 5+10, respectivamente, son asociados con caracteristicas que favorecen a la
extensibilidad y fuerza de la masa. El alelo g que pertenece al locus Glu-B3, de la variedad RSM-
Norman F-2008, ha sido reportado con una con excelente extensibilidad y con valores de gluten fuerte

(Martinez et al., 2012).
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Ibrahim (2013), clasifico a las combinaciones de los alelos de GAPM y GBPM de las variedades de un
banco de Gemoplasmas, al utilizar los puntajes y clases de calidad para los Loci Glu-1y Loci Glu-3,
respectivamente, propuestos por Payne et al. (1983) y Gupta y Sheperd (1992). En el cual, los
patrones genéticos encontrados en la variedad Matchett F-2011 de 1, 17+18 y 5+10 junto con Glu-
A3d, Glu-B3h 'y Glu-D3b, asi como en RSM Norman F-2008, de 2%, 7+9 y 5+10 y Glu-A3c, Glu-B3g y
Glu-D3b contienen alelos reportados como fortalezas (aptos para panificacién) en otros materiales,
tales como Rebeca F200 y Bacanora T88. El patron genético de la variedad RSM Norman F-2008, fue
reportada por otros autores en otros materiales (Rebeca F200 y Bacanora T88), en los cuales se
relaciond con trigos de gluten fuerte (Martinez et al., 2012; Bellil et al., 2014). Por lo que esta variedad,
es propuesta como apta para la industria mecanizada o para correccién de masas débiles (Martinez
et al., 2012; Bellil et al., 2014). Las puntuaciones encontradas para Matchett F2011, para los alelos
del patron del Loci Glu-1 en esta variedad, han sido reportados con una calidad de 10 y de acuerdo,
a la puntuacién de Payne et al.(1983) y Gupta y Sheperd (1992), ésta valor corresponde a la
puntuacion mas alta, en un rango de 0-10. Lo cual, pudiera proponer a dicho material vegetativo con
alta calidad panadera. El patron observado en RSM Norman F2008 (Glu-A1b, Glu-B1c, Glu-D1d)
también se ha indicado con una alta calidad panadera. Debido a la combinacion de los alelos Glu-D1d
(5+10), Glu-B1c (7+9), junto con Glu-A1b (2*), que se han relacionado con alta extensibilidad y fuerza
de la masa. La combinacién de RSM-Norman F2008 para las GBPM (GluA3c, Glu-B3g, Glu-D3b) y la
de la variedad Marchet F2011 (Glu-A3d, Glu-B3h, Glu-D3b) contienen alelos que en otros reportes se
han citado con una alta calidad o de gran fuerza para la masa, principalmente el alelo Glu-B3h,
indicada como un mejorador en la calidad del trigo (Izadi et al., 2012; Zhang et al., 2012; Jin et al.,
2013; Gulia y Khatkar, 2014; Bellil et al., 2014). Por lo tanto, si las variedades analizadas en el presente

trabajo se sugieren con excelente extensibilidad y fuerza en la masa, éstas mismas pudieran
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clasificarse dentro del grupo de trigos de gluten fuerte y apto para panificacion mecanizada, mismas

que hasta el momento no han sido citadas con vocacién industrial (CANIMOLT, 2014).

35



VIl CONCLUSION
e Se identificaron los alelos de las los loci Glu-A1, Glu-B1y Glu-D1 para las GAPM y para las
GBPM, de Glu-A3, Glu-B3, Glu-D3, relacionados con calidad panadera en las dos variedades

estudiadas. Lo cual, las propone como trigos de gluten fuerte aptos para la industria panadera.
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IX SUGERENCIAS

Los patrones genéticos encontrados en los materiales estudiados, los sugieren aptos para panaderia,
por lo que el realizar pruebas de calidad de textura del pan, altura de la masa o pruebas de
fermentacién de las masas, podrian resultar o relevantes para corroborar los resultados obtenidos.
Igualmente, el utilizarlos como mejoradores de masas con otros tipos de cereales, para establecer un

esquema alternativo para obtencion de panes funcionales.
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