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RESUMEN

Se determinaron las subunidades de giuteninas de alto peso molecular, por
electroforesis en geles de poliacrilamida, con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
en 25 genotipos argentinos de trigo pan. Se relacion6 su presencia con los
parametros alveograficos =fuerza total del gluten» (W) e «indice de estabilidad de
la masa~ (P/G). La mitad de los genotipos muestreados mostraron valores acepta-
bles de W y P/G.

En general, la relacién observada entre el patrén electroforético y la calidad
panadera de cada genotipo coincidié con lo indicado por la literatura (Payne et a/
1987, Branlard y Dardevet 1985). Los genotipos Buck Chamamé y Buck Bagual, a
pesar de tener una férmula electroforética 6ptima (2°:7+8:5+10) presentaron valores
alveograficos indicadores de pobre calidad panadera. Los genotipos Cargill Trigal
800 (férmula 2*:7+9:5+10), Pigaé INTA y Genaro 81 (férmula 1:7+9:5+10), también
presentaron valores alveograficos no aceptables a pesar de poseer, segun la
literatura, férmulas electroforéticas asociadas con buena calidad panadera. Estas
deficiencias predictivas de la calidad panadera que presenta laférmuia electroforética
de las gluteninas de alto peso molecular se deben, probablemente, a la influencia del
ambiente, de las gluteninas de bajo peso molecular y de las gliadinas.
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alveograma.

Relationships between high molecular weight subunit glutenin and
alveographic parameters of bread-making quality in bread wheat
(Triticum aestivum L.).

SUMMARY

The different high molecular weight (HMW) subunits of glutenin were determined
by polyacrilamide gel electrophoresis, with sodium dodecy! sulfate (SDS-PAGE) for
25 genotypes of bread wheat. The presence of the subunits was related to the
alveographic parameters :»total strenght of the giuten» (W) and «stabiiity index of the
dough=~ (P/G). Half of the genotypes sampled showed acceptable values of W and
P/G. The relationship observed between electrophoretic pattern and bread-making
quality of each genotype was generally coincident with reports from the literature
(Payne et al 1987, Branlard and Dardevet 1985). Some exceptions were observed,
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however, like the genotypes Buck Chamamé and Buck Bagual, that presented poor
alveographic values in spite of having an optimum electrophoretic formula
(2:7+8:5+10). The genotypes Cargill Trigal 800 (férmula 2*:7+9+5+10), Pigié INTA
and Genaro 81 (formula 1:7+9:5+10) also showed poor alveographic values in spite
of electrophoretic formulas that were associated with good bread-making quality in
the literature. These predictive deficiences of the bread-making quality presented by
the electrophoretic patterns of HWM glutenins were probably due to the influence of
the environment to the gliadins and to low molecular weight (LMW) glutenins.

Key words: wheat, bread-making quality, high weight molecular glutenin, electrophoresis,

alveogram.

INTRODUCCION

l.a aptitud panadera del trigo depende,
tanto del contenido total de proteinas, como de
los distintos tipos de ellas que contiene el
grano. En el endosperma, la fraccion proteica
representa del 7 al 15 % de su peso. Dentro de
esta fraccion, la parte insoluble en agua es el
gluten, que tiene gran importancia en el proce-
so de panificacion, debido a su influencia en
la viscoelasticidad de la harina. El gluten es
una mezcla compleja de dos tipos de protei-
nas: las gluteninas y las gliadinas, por lo tanto,
la descripcion del tipo y de la cantidad de estas
proteinas permite estimar la calidad panade-
ra.

Sin embargo, existen otros factores giie
intervienen en la definicién de la calidad pana-
dera de un trigo, como es la heterogeneidad
existente dentro de estos dos tipos de protei-
nas. En efecto, las gluteninas presentes en el
grano se dividen en dos grupos, de acuerdo a
su peso moiecuiar. De ellas, las mas estudia-
das son las de alto peso molecular, gue estan
codificadas por factores genéticos localiza-
dos en el locus glu-1 de los brazos largos de
los cromosomas 1A, 1B y 1D (Payne et al
1987). Existen tres alelos para el locus glu-A,
(a.byc),unodeloscuales esnulo (c), dieciseis
para el locus glu-B, (desde a hasta p), y cinco
para el locus glu-D,1 (a,b,c.d,y e) (Branlard et
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al 1990) que pueden detectarse mediante
electroforesis de la fraccion proteica total del
grano, en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Se dis-
tinguen de 3 a 5 bandas principales de protei-
nas en los geles para cada genotipo, codifica-
das dos de ellas por el locus glu-D,, una o dos
por eliocus glu-B,, y una o ninguna por el locus
glu-A, (Lawrence y Sheperd 1981, Payne etal
1981), que se denominan con numeros del 1
al 23, segun la nomenciatura propuesta por
Payne y Lawrence (1983). Se han hallado
correlaciones significativas entre calidad pa-
nadera y subunidades de gluteninas de alto
peso molecuiar en los trigos de varios paises
(Sontag et al 1986, Payne et a/ 1987, 1988,
Rogers et al 1989, Lukow et a/ 1989, Uhlen
1990). Payne et al (1987) le adjudicaron un
valorde calidad a cada subunidad de glutenina
de acuerdo a la relacion que guardaban con
la prueba reolégica de sedimentacion del
dodecilsulfato de sodio. Asi, a la formula 6pti-
ma, asociada con excelente calidad panadera
(2*:7+8:5+10 6 1:7+8:5+10) se le otorgaban
diez puntos, y a la peor férmula, asociada con
calidad panadera pobre (0:7:4+12 ¢
0:6+8:4+12), tres puntos. Branlard y Dardevet
(1985) encontraron una correlacion positiva y
significativa entre la presencia de las
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subunidades 5+10 y la subunidadd 9, con los
parametros energia (W) y tenacidad (P) del
alveograma, que es una determinacién
reociogica utilizada para estimar la calidad
panadera del trigo. También encontraron una
correlacién negativa entre estos parametros
de calidad panadera y las subunidades 2+12.
Alavez, las subunidades 1y2* correlacionaron
positivamente con los parameiros grado de
hinchazén de lamasa (G) y W, respectivamen-
te.

Sin embargo, varios estudios alertaron
acerca de las limitaciones de las subunidades
de gluteninas de alto peso molecular para
predecir la calidad panadera (Graybosch et al
1990, Khan et al 1989), a la vez que Branlard
y Dardevet {1585) observaron una interaccién
entre gliadinas y gluteninas de alto peso
molecular, que determinaba finalmente las
correlaciones con los parametros reolégicos
del alveograma.

Muchas veces se ha dicho que la cali-
dad panadera de los trigos argentinos se ha
perdido con el transcurso del tiempo, a la vez
que se ha aumentado el rendimiento. Lo cierto
es que el mejorador cuenta con una serie de
pruebas tradicionales para determinar la cali-
dad del trigo en el proceso de mejoramiento
(Peishenke, Zeleny, alveograma) que son poco
eficientes. Esto se debe a que resultan de una
interaccion entre la cantidad y la calidad de la
proteina, requieren de una gran cantidad de
grano en generaciones en que se dispone
poco de él y son destructivas. La técnica de la
identificacion y separacion de las subunidades
de gluteninas por electroforesis (PAGE) es
reproducible, versatil, requiere una muestra
pequena, no esta influida por el ambiente
(Bietz et al 1975) y esta relacionada con
parametros de calidad (Payne et al 1981,
Branlard y Dardevet 1985).

Existen pocos estudios de las relacio-
nes entre subunidades particulares de
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gluteninas y caracteristicas reoldgicas surgi-
das de un alveograma, tales como W, Py G,
criterios ampliamente usados en paises como
Francia y la Argentina. Estas caracteristicas
son importantes, porque permiten una mejor
comprension del comportamiento de la harina
durante el amasado.

En este trabajo se determinaron las
subunidades de gluteninas de alto peso
molecular de 25 genotipos argentinos de trigo
pan y se relacionaron con la calidad industrial.
Esta fue estimada por el alveograma, para asi
considerar la posibilidad de utilizar el analisis
electroforético para descartar material poco
promisorio, en cuanto a calidad panadera, en
las generaciones tempranas de un programa
de mejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

En los afios 1988 y 1989 se condujeron
dos ensayos de trigo pan, uno en la localidad
de La Dulce, provincia de Buenos Aires, y otro
en el predio central de la Unidad Integrada por
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Univer-
sidad Nacional de Mar del Plata y la Estacion
Experimental Agropecuaria del INTA en
Balcarce, provincia de Buenos Aires. Cada
uno de los ensayos constaba de 25 genotipos:
Buck Poncho, Buck Ombu, Buck Napuca, Buck
Bagual, Buck Manantial, Buck Cencerro, Buck
Pucara, Buck Chamamé, Buck Patacon, Buck
Nand, las lineas restauradoras de la fertili-
dad R-113 y R-122, las lineas n® 6629 y 1285
provenientes de cruzas primaverales x
invernales, Don Emesto INTA, Pampa INTA,
Granero INTA, LaPaz INTA, Pigué INTA, Klein
Dorado, Klein Criollo, Cooperacion Nanihue,
Bonaerense Pasuco, Cargill Trigal 800 y
Genaro 81. Cada ensayo fue dispuesto segun
undisefio en bloques completos aleatorizados
con cuatro repeticiones.
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Analisis reolégico

En el momento de la cosecha se realizé
el analisis alveografico estandar (Chopin 1927)
con 250 g de semilla de cada parcela. Se
hicieron las siguientes mediciones: altura de
la curva (H) que mide la presiéon aplicada
durante la inflacion e indica la tenacidad de la
masa (P), el trabajo mecanico o energia en
ergios/g de masa, usado para inflar la burbuja,
que indica la fuerza total del gluten (W), y el
grado de hinchazdn de la masa, dado por la
raiz cuadrada del volumen de aire, usado para
inflar la burbuja hasta su ruptura (G). Se calcu-
16, luego, el cociente P/G que indica la estabi-
lidad de la masa. Se consideraron valores
aceptables para este parametro aquéllos en-
tre 4y 6, y para W aquéllos entre 300 y 480. Un
minimo de cinco determinaciones fueron rea-
lizadas antes de aceptar los valores antes
citados.

Andlisis electroforético

Se tomé una muestra de semilla de cada
variedad y se molio en un mortero manual. Las
proteinas totales de la harina de los granos
enteros (20 mg de 8-10 granos) fueron extrai-
das por mas de 2 h, mezclando con un vértex,
a temperatura ambiente con 500 ml de buffer
de extraccion: 62,5mM Tris-HCI (pH=6,8) con
12% de glicerol (p/v), 2,5% de SDS (p/v),
0,003% de azul de bromofenol (p/v) y 5% de 2-
mercaptoetanol. Las muestras fueron calenta-
das durante 5 min y luego centrifugadas por 5
min a 12000 rpm. Las condiciones elec-
troforéticas fueron de 15 mA por gel, a tempe-
ratura ambiente, con corriente continua hasta
que el frente de la corrida alcanzo la parte
inferior del gel (alrededor de 4 h). Aproximada-
mente 15 ml de cada muestra de proteinas
totales fueron cargados en los minigeles. Las
proteinas fueron fraccionadas por electro-
foresis en geles de poliacrilamida, en presen-
ciade SDS (SDS-PAGE)de acuerdoaLaemmli
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(1970), modificado por Payne et al (1981) y
Pefa (1992). Se usaron geles concentrador y
separador, que contuvieron 4% de acrilamida,
0,1% de SDS y 0,125 M Tris- HCI (pH=6,8), y
8,7% de acrilamida, 0,3% de bisacrilamida,
0,1% de SDS y 0,38M Tris-HCI (pH=8,8) res-
pectivamente. Los minigeles fueron tenidos
con 0,13% de azul brillante de Coomasie,
metanol y acido acético durante 1 6 2 h, en
agitacion y a 50°C y destefiidos en solucion de
metanol y cido acético, hasta que la base azul
desapareciera. Las subunidades de gluteninas
de alto peso molecular, fueron identificadas y
numeradas de acuerdo a Payne y Lawrence
(1983).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan los siguien-
tes datos: los valores de los parametros
alveograficos W y P/G (promedio de los dos
anos de ensayos); la férmula electroforética
de las subunidades de gluteninas de alto peso
molecular; el valor de calidad atribuido a la
misma por Payne et al (1987) y los alelos
participantes en la determinacion de las
subunidades de gluteninas de alto peso
molecular. La frecuencia de estos alelos pue-
de observarse en la Figura 1. En la Tabla se
observa que existe una amplia dispersion de:
valores para los parametros alveograficos W
y P/G, lo que indica la variabilidad existente:
entre los cultivares para la calidad panadera.
Se destacan, por los valores de ambos para-
metros, los cultivares: Buck Cencerro, Buck
Poncho, Buck Ombu, Buck Manantial, Buck
Pucara, Buck Patacon, Buck Nandu, Buck
Napuca, Klein Criollo, Klein Dorado, Don Er-
nesto INTA, SWM 6629 y Bonaerense Pasuco.

Mas de la mitad de los 25 genotipos;
estudiados se destacan por sus parametro:;
alveograficos, indicando la buena aptitud pa-
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Tabla i: Parametros alveograficos, iormuia eiectroforética de lassubunidades de gluteninas de alto peso
molecular, valor de calidad atribuido por Payne et al (1987) y designacion de los alelos correspondientes
en los lociglu-A,, glu-B, y glu-D, en 25 genotipos de trigo pan.

Alveographic parameters, electrophoretic formula of high weight molecular glutenin subunit, score quality
given by Payne et al (1987) and name of the aleles corresponding at /oci glu-A,, glu-B, and glu-D, for 25

genotypes in bread wheat.

Genotipos Parémetros Férmula Valor Alelos '
alveogréficos electroforética de calidad
w P/G

Cooperacion Nanihue  276,0 3,48 0:7+8:2+12 6 c:ba
Buck Chamamé 270,5 4,06 2*:7+8:5+10 10 b:b:d
Buck Cencerro 360,9 4,73 2":7+9:5+10 9 b:c:d
Buck Bagual 294,0 5,80 2%:748:5+10 10 b:b:d
Buck Poncho 328,0 4,03 2°:7+8:5+10 10 b:b:d
Buck Ombu 339,0 4,94 1:7+8:5+10 10 a:b:d
Buck Manantial 322,0 6,65 2":7+48:5+10 10 b:b:d
Buck Pucara 301,2 4,80 1:7+8:5+10 10 ab:d
Buck Patacén 326,6 4,45 1:17+18:5+10 10 aci:d

Buck Nandu 386,9 4,50 1:748:5+10 10 abd
Buck Napuca 364,0 4,84 1:74+8:5+10 10 ab.d
Klein Criollo 366,6 5,40 2*:7+8:5+10 10 b:b:d
Klein Dorado 303,0 4,30 2°:7+9:5+10 9 b:c:d
Granero INTA 280,0 4.60 2°:7+49:2+12 7 b:c:a
Pampa INTA 2812 3,73 1:7+8:2+12 8 ab:a
Pigaé INTA 193,7 4,75 1:7+9:5+410 9 a:cd
Don Emesto INTA 337,0 5,10 2*:7+49:5+10 9 b:c:d
ia Paz INTA 271,0 3,58 1:7+49:2+12 7 ab:a
Genaro 8i 262,5 3,86 1:7+49:5+10 9 a:cd
SWM n? 1285 257,0 3,73 0:7+9:2+12 5 c:c:a
SWM n? 6629 325,0 4,90 0:7+8:5+10 8 c:b:d
Bonaerense Pasuco 408,7 4,60 2°:748:2412 8 b:b:a
Cargill Trigal 800 270,0 4,10 2°:749:5+10 9 b:c:d
R-122 297,0 3,40 0:7:5+10 8 c:a:d
R-113 224,0 3,27 1:7+49:5+10 9 c:c:d

'=glu-A,:glu-B,:glu-D,

nadera tradicional de los trigos argentinos. Sin
embargo, algunos cultivares como Genaro 81,
La Paz INTA, R-113, R-122, Cooperacion
Nanihue, Pampa INTA y SWM 1285, presen-
taron valores fuera de los limites aceptables
para los parametros alveograficos. Posible-
mente, si la semilla fuera producida en otras
condiciones ambientales, estos cultivares pre-
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sentarian valores diferentes.

En cuanto a la férmula electroforética,
ésta presenta de 3 a5 bandas en los genotipos
muestreados, que pueden observarse en la
Figura 2. Se encontraron todos los alelos exis-
tentes para el locus glu-A, (subunidades 0, 1
y 2*). La ausencia (alelo ¢, nulo) de la sub-
unidad codificada por el locus glu-A, aparece
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Figura 1: Frecuencia de alelos que codifican las
gluteninas de alto peso molecular en el trigo.

Frecuency of alleles that codify for glutenins of high
molecular weight in wheat.

asociada a una pobre calidad panadera (Co-
operacion Nanihue y SWM n? 1285), tal como
encontraron Payne et a/(1987). En el caso de
labanda 2*, ésta no parece estar asociada, en
este estudio, a valores aceptables de W, como
Branlard y Dardevet (1985) sugirieron, ya que
existen cultivares que presentan esta banda y
también muestran valores bajos de W: Buck
Chamamé, Granero INTA y Cargill Trigal 800.
Paraellocus B, se encontraron solo 4 de
los 16 alelos posibles (b, ¢, iy a). EI69% de los
materiales que presentaron las bandas 7+8
fueron de buena calidad panadera. La pre-
sencia de la las bandas 7+9, en cambio, estu-
vo asociada con mala calidad panadera. En
los tres casos en que estaban estas bandas
presentes y la calidad panadera fue buena
(K.Dorado, B.Cencerro y Don Ernesto |.), se
debié a las bandas 2* y 5+10. Se deduce,
entonces, que los alelos de glu-B, no parecen,
por si solos, estar asociados a buena o mala
calidad, sino que su influencia estaria modifi-
cada por el genotipo en los otros dos foci.
Para el locus glu-D, se encontraron solo
2 de los 7 alelos posibles (a y d), el alelo a
(bandas 2+12) esta asociado en general a
pobre calidad y el alelo d a valores aceptables
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Figura 2: Patrones de gluteninas de alto peso
molecular obtenidos por electroforesis. De izquier-
da a derecha: 1:Pampa INTA, 2:Buck Chamameé,
3:Klein Criollo, 4:SWM n? 1285, 5:Buck Patacén,
6:Cooperacion Nanihue, 7:Granero INTA, 8:Buck
Napuca, 9:Buck Pucara, 10:Bonaerense Pasuco,
11:Pampa INTA, 12:SWM n? 6629.

High weight molecular glutenin subunit pattems
obtained by electrophoresis. Left to right: 1:Pampa
INTA, 2:Buck Chamamé, 3:Klein Criollo, 4:SWM n?
1285, 5:Buck Patacon, 6:Cooperacién Nanihue,
7:Granero INTA, 8:Buck Napuca, 9:Buck Pucara,
10:Bonaerense Pasuco, 11:Pampa INTA, 12:SWM
n? 6629.

del alveograma, tal como sugieren Branlard y
Dardevet (1985). Las excepciones las presen-
tan los cultivares Buck Chamamé, Buck Bagual,
Pigué INTA, Genaro 81, Cargill Trigal 800, R-
122 y R-113, en los que la presencia del alelo
d esta asociada a una pobre calidad, y Bonae-
rense Pasuco, donde el alelo a esta asociado
a buena calidad.

En la Tabla 2 pueden observarse las
frecuencias de las distintas subunidades de
gluteninas de alto peso molecular en los ma-
teriales muestreados. Esto afirma el concepto
anteriormente vertido, acerca de la buena
calidad panadera de los trigos argentings, ya
que solo un 16% de ellos presenta el alelo nulo
de glu-A, asociado a mala calidad. El 24%
presenta el alelo a de glu-D,, también asocia-
do a calidad panadera pobre, y el 76% presen-
ta el alelo d de glu-D, relacionado con valores
aceptables del alveograma (las excepciones
ya han sido mencionadas).
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Tabla2: Frecuencia delas subunidades de giuteninas
de alto peso molecular y valor de calidad atribuido
a cada una de ellaspor Payne et al. (1987) en 25
genotipos de trigo pan.

Frecuency of high weight molecular glutenin subunit
and score quality given to each of them by Payne et
al. (1987) for 25 genotypes in bread wheat.

Locus  Subunidad Valorde Frecuencia
de giutenina calidad’ (%)
giu-Al i 3 40
2° 3 44
ausente 1 16
giu-B1 7 1 4
7+8 3 52
749 2 40
17+18 3 4
giu-D1 2+12 2 24
5+10 4 76

‘= Seguin Payne et a/ 1987.

CONCLUSIONES

Aunque los genotipos estudiados no
fueron numerosos, la técnica de la
electroforesis de las subunidades de
gluteninas de alto peso molecular, resulté de
valor indicativo de la calidad panadera del
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