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RESUMEN 
 

 

El trigo es uno de los cultivos de granos más importantes del mundo y las 

perspectivas del mercado mundial marcan un aumento sostenido de la demanda, por lo 

que debe continuar incrementándose el rendimiento por unidad de superficie. Sin 

embargo, el rendimiento de un cultivo es un carácter complejo, controlado por un 

elevado número de genes de fuerte interacción con el ambiente. Por lo tanto, para 

enfrentar el desafío de continuar mejorando sostenidamente el rendimiento es 

necesario identificar cómo están controlados los caracteres asociados al mismo.  

En los últimos años se ha producido un dramático progreso en el conocimiento de 

las bases genéticas de caracteres asociados con el rendimiento en especies modelo; 

sin embargo, dicho progreso no se ha producido en igual magnitud en el cultivo de 

trigo. Esto se debe a que es un alohexaploide formado recientemente, lo que se 

traduce en que muchos de los genes homeólogos son aún funcionales. Además, el 

gran tamaño de su genoma y la poca cantidad de marcadores moleculares existentes 

con respecto a otros cultivos dificultan el clonado de genes. Sin embargo, estas 

mismas características, sumadas al modo de reproducción, convierten al trigo en una 

especie adecuada para la aplicación de mapeo de asociación. Éste puede combinarse 

con el empleo de marcadores diseñados a partir de genes asociados a los caracteres 

de interés provenientes de especies relacionadas gracias a que existe un alto grado de 

conservación entre las regiones génicas.  

En este sentido, el objetivo del proyecto fue identificar genes candidatos que 

eventualmente puedan ser utilizados en el mapeo de caracteres relacionados con el 

rendimiento en trigo pan. Para ello se utilizaron dos enfoques de genómica 

comparativa. En el primero se seleccionaron 25 genes candidatos relacionados con 

caracteres que afectan el rendimiento en arroz, cebada y Brachypodium distachyon. 

Estos genes fueron comparados con EST/ADNc de trigo, y se seleccionaron 13 no 

caracterizados previamente en trigo, que cumplieron condiciones preestablecidas. En 

el segundo enfoque se seleccionaron 11 QTLs de rendimiento identificados en trigo y 

se determinó la colinealidad de marcadores flanqueantes en las especies mencionadas 

anteriormente con el objetivo de identificar genes candidatos. No fue posible 

seleccionar ningún gen por esta metodología. 
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Los genes identificados por el primer enfoque fueron alineados globalmente con 

secuencias homólogas pertenecientes a las tres especies modelo. Luego se 

identificaron regiones conservadas a partir de las que se diseñaron iniciadores 

específicos, y se predijo in silico el tamaño aproximado de los productos esperados. 

Para 12 de los 13 genes se obtuvieron productos de amplificación por PCR, y 11 

tuvieron un tamaño cercano al esperado. 

Los resultados obtenidos indican que es posible identificar genes candidatos a 

través de herramientas de genómica comparativa in silico y diseñar iniciadores 

específicos de forma rápida y sencilla. Aunque aún es necesario establecer si los 

genes seleccionados están asociados al rendimiento en trigo, este trabajo constituye 

un primer paso hacia la identificación de polimorfismos en dichos genes candidatos y 

su eventual asociación con el fenotipo de diferentes cultivares. 

Palabras clave: caracteres asociados al rendimiento, genes candidatos, in silico. 
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ABSTRACT 
 

PROSPECTION OF CANDIDATE GENES FOR YIELD-RELATED TR AITS 

IN BREAD WHEAT THROUGH THE APPLICATION OF COMPARATI VE 

GENOMICS TOOLS 

 

Bread wheat is one of the world’s most important crops. Current and future 

prospects indicate that its demand will continue to increase; hence, wheat production 

will have to increase as well, and raising yields per area unit appears to be the best 

strategy to tackle this challenge. Grain yield is a complex trait controlled by multiple 

genes and highly influenced by the environment. To overcome this situation, it is 

necessary to gain insight into the genetic and molecular basis of yield and related-yield 

traits. 

Recently, a remarkable advance in the elucidation of the genetic and molecular basis 

underlying-yield related traits has occurred in model organisms, but such progress has 

not been yet fully evidenced in bread wheat. The reason is that bread wheat is a 

recently formed hexaploid species, in which most homeologous genes retain their 

functionality. Its extremely large genome and the limited number of molecular markers 

available, compared to other crops, hampers the map-based cloning of genes. 

However, these obstacles can be overcome by combining association mapping with 

molecular markers designed on the basis of information available from related species. 

This is possible because genic regions are highly conserved among grasses. 

The aim of this study was to identify candidate genes that may be used for mapping 

yield-related traits in bread wheat. For this purpose, two approaches were 

systematized. In the first approach, 25 genes identified as controlling yield-related traits 

were selected from rice, barley and Brachypodium distachyon. These genes were 

aligned and compared with ESTs and cDNAs from wheat. As a result, 13 

uncharacterized sequences were selected in wheat, which met a series of 

preestablished criteria. In the second approach, 11 QTLs for yield-related traits were 

selected from wheat, and colinearity of flanking markers was determined in the related 

species mentioned above, in order to identify candidate genes in colinear regions. It 

was not possible to select genes by this methodology. 
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Genes identified by the first approach were compared with homologous sequences 

from related species by global alignment. Conserved regions within each gene were 

identified and used for primer design. Expected length for the PCR products was 

predicted in silico. Twelve out of 13 genes yielded conspicuous PCR products and 11 of 

them were close to the expected size.  

The results obtained in this study show that it is possible to identify candidate genes 

and design specific primers in a simple and rapid manner by using a comparative 

genomics approach. Although it is still necessary to establish whether the selected 

genes are associated with yield in wheat, this study constitutes a first step towards the 

identification of polymorphisms in these candidate genes and their possible association 

with the phenotype of different cultivars. 

 

Keywords: yield related traits, candidate genes, in silico 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
El trigo pan (Triticum aestivum) es uno de los cultivos de granos más importantes 

del mundo; ocupa más del 15% de las tierras cultivadas y es el alimento básico para el 

35% de la población mundial (Dixon et al., 2009). En Argentina, según datos de los 

últimos diez años del Ministerio de Agricultura Ganadería y Pesca (MAGyP, 2013), la 

superficie sembrada anualmente es de alrededor de 5.400.000 ha, con un rendimiento 

promedio de 2600 kg/ha; esto se traduce en una producción anual de 

aproximadamente 14.000.000 tn de grano, lo que representa un valor cercano a los 

1.300 millones de dólares. Las perspectivas del mercado mundial de trigo estiman, 

basados en los cambios de producción y stock, una demanda de 760 millones de tn 

para el año 2020. Esto se traduciría en la necesidad de un incremento de 1,6% anual 

en la producción (Dixon et al., 2009). Sin embargo, parece poco factible que la 

respuesta a esta demanda se logre por un aumento en la superficie sembrada ya que 

el trigo compite con otros cultivos de gran valor económico. Por esta razón la estrategia 

más factible es continuar incrementando el rendimiento por unidad de superficie. 

El incremento del rendimiento ha sido y es uno de los principales objetivos de los 

programas de mejoramiento genético de trigo en todo el mundo (Rajaram, 2005; Dixon 

et al., 2009). A lo largo de los últimos 40 años se consiguió un aumento muy importante 

en el potencial de rendimiento del cultivo casi exclusivamente a través del 

mejoramiento genético convencional (Rajaram, 2005). Este progreso se ha logrado a 

una tasa de 2% anual en países en desarrollo durante las tres décadas previas a 1995. 

Sin embargo, actualmente es de 1,1% anual; es decir, es inferior al valor necesario 

para cubrir las demandas estimadas para el año 2020 (Dixon et al., 2009). Esto ha 

llevado a varios investigadores a proponer, en los últimos años, la implementación de 

una estrategia interdisciplinaria que posibilite incorporar al mejoramiento una mejor y 

más eficiente evaluación y selección de caracteres a través del uso de las diversas 

herramientas de genómica, ecofisiología, biotecnología, estadística y bioinformática 

disponibles (Landjeva et al., 2007; Andrade et al., 2009; Reynolds; Eaton, 2009; 

Reynolds et al., 2011) para enfrentar el desafío de continuar mejorando 

sostenidamente el rendimiento. 

El rendimiento de un cultivo es el resultado del efecto directo y complejas 

interacciones de procesos de crecimiento y desarrollo controlados por un elevado 
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número de genes (loci de caracteres cuantitativos, o QTL) de fuerte interacción con el 

ambiente. En este sentido, si bien en los últimos años se han realizado numerosos 

trabajos sobre la identificación de QTLs de rendimiento y/o atributos relacionados a 

éste (Börner et al., 2002; Li et al., 2002; Suenaga; Khairallah, 2005; Marza et al., 2006; 

Quarrie et al., 2006; Ma et al., 2007; ver McIntyre et al., 2010 entre otros), existen 

pocas evidencias de que hayan sido transferidos con éxito a un fondo genético 

diferente a aquellos en los que fueron identificados, o bien que hayan sido efectivos en 

diversos ambientes (Slafer, 2005; Paux et al., 2012). Por lo tanto, para superar este 

obstáculo deben realizarse estudios exhaustivos en los que se determinen una serie de 

caracteres ecofisiológicos involucrados en el control del rendimiento, en varios 

ambientes y utilizando materiales genéticos de origen diverso, que incluyan 

germoplasma adaptado a las condiciones de cultivo de nuestro país, junto con 

herramientas moleculares que permitan avanzar en el conocimiento de las bases 

genéticas de estos caracteres involucrados en la determinación del rendimiento. 

Entre los atributos más estrechamente asociados con el progreso genético en el 

rendimiento de trigo a lo largo de los últimos 30-40 años se encuentra el incremento en 

el número de granos por m2 (Fischer, 2007). Según un esquema propuesto por Fischer 

(1984), en ausencia de limitaciones hídricas o nutricionales el número de granos por m2 

puede considerarse como el producto de: (1) la duración del período de crecimiento de 

las espigas, previo al llenado de los granos, (2) la tasa de crecimiento del cultivo 

durante ese período, (3) la partición del peso seco a espigas durante ese período, y (4) 

el número de granos por unidad de peso de espiga producido (es decir, un factor de 

fertilidad de las espigas).  

Se ha propuesto que el incremento en el número de granos debería 

complementarse con un aumento en el peso por grano (Foulkes et al., 2007). Fischer 

(2011), entre otros autores, señala que estos caracteres están correlacionados 

negativamente a través de mecanismos compensatorios, en tanto que Calderini et al. 

(2013) observaron una asociación curvilínea entre ambos, lo que permite hipotetizar 

que es posible mejorar simultáneamente los dos caracteres. Para romper esta 

interacción, Ugarte et al. (2007) propone seleccionar a través de tamaño de grano, que 

se encuentra correlacionado de forma positiva con el peso del grano. Para esto se 

vuelve necesario avanzar en el conocimiento de las bases genéticas del peso y del 

tamaño de grano (Calderini et al., 2013). Al respecto, si bien se han descripto 
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numerosos QTLs sólo se han identificado unos pocos genes asociados a estos 

caracteres, por lo que el conocimiento de las bases genéticas es aun fragmentario (Su 

et al., 2011). 

A partir de los años 60 el aumento de los rendimientos se produjo en gran medida a 

través del incremento de la partición del peso seco a espigas en detrimento de los 

tallos durante el período de crecimiento de las inflorescencias (Brooking; Kirby, 1981; 

Fischer; Stockman, 1986; Youssefian et al., 1992; Foulkes et al., 2011). Sin embargo, 

no ha habido un intento sistemático en incrementar el índice de cosecha desde 1990 

(Abbate et al., 1998; Foulkes et al., 2012). En este sentido se ha propuesto aumentar la 

partición a espiga reduciendo la competencia por destinos alternativos, principalmente 

macollos estériles. Sin embargo, aún quedan por identificar las bases moleculares de 

los mecanismos, distintos de los genes de enanismo, que determinan la variación 

genética para la partición a espiga y desarrollar los marcadores que permitan utilizar 

dicha variabilidad en programas de mejoramiento (Foulkes et al., 2012). 

El peso seco de espigas alrededor de antesis ha sido considerado un buen 

indicador de la disponibilidad de fotosintatos destinados a la generación de órganos 

reproductivos, que determinaría la viabilidad de las flores diferenciadas y, en 

consecuencia, el número de granos por m2 (Fischer, 1984; Abbate et al., 1997). La 

manipulación de la duración del período de crecimiento de las espigas y de la tasa de 

crecimiento del cultivo durante dicho período con fines de mejoramiento genético 

también ha sido abordada por diversos grupos de investigación, con resultados 

variables (ver revisiones de Fischer, 2007; Fischer, 2011). Slafer et al. (2012) proponen 

que aumentos en la duración de esta etapa permitirían un mayor crecimiento de las 

espigas durante las etapas previas a antesis, aumentando el número de flores fértiles y 

en consecuencia el número de granos. Sin embargo, se han realizado pocos trabajos 

intentando determinar la variabilidad existente para esta etapa del desarrollo del cultivo 

(González et al., 2011) y no se ha logrado aún la identificación de sus bases genéticas 

(ver Foulkes et al., 2011).  

La fertilidad de la espiga (FE) ha sido estudiada profusamente desde el punto de 

vista ecofisiológico (Abbate et al., 1998, 2007; Miralles et al., 1998; González et al., 

2005; Serrago et al., 2008, entre otros) pero sólo recientemente ha comenzado a 

abordarse desde el punto de vista genético-molecular, como una vía para aumentar el 

rendimiento (Ghiglione et al., 2008; Slafer et al., 2009; Sylvester-Bradley et al., 2009 en 
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Reynolds; Eaton, 2009; Mirabella et al., 2010; Martino et al., 2011, 2012; Deperi et al., 

2012; Abbate et al., 2012). En este sentido, al analizar las diferencias de rendimiento 

entre cultivares argentinos, Abbate et al. (1998) encontraron que la fertilidad de la 

espiga explicó la mayor parte de esas diferencias con un amplio rango de variación 

entre cultivares. Shearman et al. (2005) también observaron diferencias importantes en 

la fertilidad de la espiga entre cultivares del Reino Unido. Acreche et al. (2008), al 

estudiar las bases fisiológicas de la ganancia genética en el rendimiento de trigos del 

Mediterráneo en España, concluyeron que uno de los principales factores responsables 

fue el incremento de la fertilidad de la espiga. Más aún, Abbate et al. (2007, 2010, 

2012) encontraron que las diferencias en la FE de un grupo de cultivares argentinos 

resultaron ser estables entre ambientes, inclusive aquellos sub-potenciales. Pontaroli et 

al. (2012) observaron que la FE parece ser un carácter de mediana heredabilidad, 

controlado por varios genes, pero hasta el momento no se conocen los mecanismos 

moleculares subyacentes. 

Otros caracteres que guardan estrecha relación con la determinación del 

rendimiento en trigo y que están comenzando a ser estudiados desde el punto de vista 

molecular y/o genético son la capacidad fotosintética, conductancia estomática y 

fluorescencia de hoja (Reynolds; Eaton, 2009; Parry et al., 2011). Parry et al. (2011) 

sugieren que el aumento en el rendimiento potencial a través del mejoramiento por la 

capacidad fotosintética podría ser de 50%, mientras que otros autores sostienen que el 

rendimiento potencial está asociado a la conductancia estomática (Fischer; Edmeades, 

2010). La utilización de estos y otros caracteres fisiológicos en el mejoramiento de trigo 

fue impulsada por el CIMMYT a partir del estudio de Fischer at al. (1981), y esto ha 

dado como fruto un porcentaje significativo de líneas seleccionadas con esos criterios, 

además de su difusión a programas de mejoramiento de países como España y 

Australia. Poco se conoce, sin embargo, sobre las bases genéticas subyacentes y las 

posibilidades de manipular dichos atributos a nivel molecular (Furbank et al., 2012). 

Se ha propuesto que la dinámica de acumulación de reservas de carbohidratos 

solubles en tallos en antesis puede tener influencia tanto en la determinación del 

número de granos como durante el período del llenado de los mismos (Fischer, 2007; 

Dreccer et al., 2009). De hecho, Dreccer et al. (2013) observaron que podría explicar 

hasta en un 50% el rendimiento en condiciones de estrés severo. Se han publicado 

pocos trabajos sobre la identificación de QTLs asociados al carácter (Rebetzke et al., 
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2007; Yang et al., 2007; en McIntyre et al., 2010), en tanto que Xue et al. (2008) 

realizaron un exhaustivo análisis de microarreglos y propusieron una serie de genes 

putativamente responsables del mismo; sin embargo, aún es necesario identificar 

bases genéticas que controlan este carácter (McIntyre et al., 2012; Dreccer et al., 

2013). 

La ocurrencia de vuelco afecta negativamente el rendimiento (Berry et al., 2009 en 

Reynolds; Eaton, 2009), puede generar pérdidas superiores al 80% (Foulkes et al., 

2011). La tolerancia al vuelco está aparentemente definida por un conjunto de variables 

como la altura de planta, volumen y compacidad de la masa radicular, grosor de la 

pared del tallo y plasticidad del tallo, entre otras (Berry et al., 2003). Se han realizado 

varios trabajos de mapeo de QTLs, particularmente de la firmeza del tallo (por ejemplo, 

Keller et al., 1999; Börner et al., 2002), pero aún resta conocer con mayor detalle las 

bases genéticas de la tolerancia al vuelco. 

En los últimos años se ha producido un gran progreso en el conocimiento de las 

bases genéticas y moleculares de caracteres asociados con el rendimiento en especies 

modelo como Arabidopsis thaliana, arroz, maíz y Brachypodium distachyon. Por el 

contrario, si bien se dispone de vasta información a nivel de mapas genéticos 

(Lehmensiek et al., 2009), se ha realizado un considerable esfuerzo en la construcción 

de mapas físicos (http://www.wheatgenome.org/Projects/IWGSC-Bread-Wheat-

Projects/Physical-mapping) y varios genes y QTLs de importancia agronómica ya han 

sido clonados (Laurie, 2009), dicho progreso no se ha producido en igual magnitud en 

trigo y especies de la tribu Triticeae, en especial para caracteres agronómicos 

complejos (Fischer, 2011; Paux et al., 2012), debido principalmente al tamaño y la 

complejidad de sus genomas (Feuillet et al., 2012). 

El trigo pan es un alohexaploide (2n=6x=42) cuyo genoma nuclear está compuesto 

por tres juegos de cromosomas homeólogos (AABBDD). El hecho de que su 

constitución ocurrió hace tan sólo ~8000 años (Killian et al., 2009) se traduce en que 

muchos de los genes homeólogos son aún funcionales y no han sufrido un proceso 

masivo de pseudogenización, a diferencia de los poliploides ancestrales como el maíz 

(Bennetzen, 2009; Paux et al., 2012). Esto resulta en la existencia de relaciones 

complejas entre loci homeólogos. Además, el gran tamaño de su genoma (17 Gpb), el 

hecho de que más del 85% del mismo está compuesto por transposones, y la poca 

cantidad de marcadores moleculares existentes en comparación con otros cultivos 
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importantes, dificultan el clonado de genes en base a mapas y el clonado posicional 

(Feuillet et al., 2012; Paux et al., 2012). Al mismo tiempo, si bien se han generado 

diversas iniciativas de secuenciación del genoma completo de trigo, como el Consorcio 

Internacional de Secuenciación del Genoma de Trigo (http://www.wheatgenome.org/), 

el Consocio de Trigo del Reino Unido (http://www.cerealsdb.uk.net/Index_Home.html), 

y el Proyecto Europeo TriticeaeGenome FP7 

(http://www.triticeaegenome.eu/index.php) (Feuillet et al., 2012), la ausencia de la 

secuencia del genoma de la especie en estudio dificulta el desarrollo de nuevos 

marcadores basados en la tecnología de PCR (Krattinger et al., 2009).  

La secuenciación de los ARN mensajeros surge como una posibilidad para acceder 

al menos a parte de la información genética (Paux et al., 2012). Existen en bases de 

datos públicas como las del NCBI y GrainGenes más de 400.000 secuencias de ADNc 

y ARNm y más de un millón de “expressed sequence tags1” (EST). Estas secuencias 

pueden ser alineadas y comparadas con secuencias de genes asociados a los 

caracteres de interés (Mayer et al., 2011; Zhang et al., 2011; Su et al., 2011) 

provenientes de otras gramíneas relacionadas con trigo de las que se cuenta con más 

información, como arroz, cebada y Brachypodium distachyon (Figura 1), gracias a que 

existe un alto grado de conservación entre las regiones génicas (Devos, 2005; Castillo 

et al., 2010; Rustenholz et al., 2010). De esta manera la identificación de secuencias 

con un alto grado de similitud (Figura 2) puede utilizarse para inferir homologias 

(Pearson, 1999; Imelfort, 2009, Feuillet et al., 2011) y asignar así una función putativa a 

las secuencias. 

                                                           
1
 Expressed sequence tag: Secuencia de ADN de 200-800 nucleótidos de longitud, complementaria a un 

segmento de un ADNc obtenido por transcripción inversa de un ARNm. 
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Figura 1.  Relaciones filogenéticas entre algunos cereales. El tiempo de divergencia a partir del ancestro 
común se indica en los nodos en millones de años. Adaptada de Feuillet; Salse (2009). 

A su vez, se dispone de mapas genéticos comparativos (ver 

http://www.gramene.org) con los que establecer relaciones entre QTLs ya mapeados 

en trigo y regiones ortólogas en especies relacionadas cuyo genoma se ha 

secuenciado. Así, si bien en trigo se han diseñado marcadores en base a secuencias 

consenso en regiones ortólogas (“COS markers”) que abarcan el genoma completo y, 

de esta manera, se han identificado genes asociados a caracteres como calidad 

panadera (Quraishi et al., 2009), existe poca información sobre el grado de colinealidad 

o conservación de secuencias a través de especies para el caso particular de regiones 

involucradas en el control de caracteres relacionados con el rendimiento (Zeida et al., 

2010). 
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Figura 2. Alineamiento múltiple de citocininas oxidasas/deshidrogenasas 2 (exones 1 y 2) de cebada (Hv), 
trigo (Ta), Brachypodium distachyon (Bd), arroz, (Os), maíz (Zm) y moha (Si). Los puntos indican 
coincidencia con la secuencia consenso. Adaptado de Mameaux et al. (2012). 

 

Este enfoque de genómica comparativa permitiría, a través de la utilización de 

herramientas bioinformáticas adecuadas, analizar la creciente cantidad de secuencias 

de trigo disponibles en forma pública cuya función es desconocida. De esta manera se 

podrían identificar genes candidatos asociados al rendimiento, conservados entre 

especies relacionadas. Una vez seleccionados dichos genes, las regiones conservadas 

de su secuencia pueden ser utilizadas para desarrollar iniciadores específicos y 

obtener así productos de PCR de diferentes individuos. Posteriormente estos 

productos pueden ser secuenciados para determinar la variación alélica y desarrollar 

marcadores funcionales para los mismos que pueden ser validados siguiendo una 

estrategia de mapeo por asociación. De esta manera se avanzaría en el conocimiento 

de las bases genéticas de caracteres asociados al rendimiento y se generarían 

marcadores moleculares que permitirían asistir a los programas de mejoramiento 

genético de trigo.  

 

Hipótesis 
 
1) Al menos un gen asociado al rendimiento en (i) Oryza sativa (arroz), (ii) Hordeum 

vulgare (cebada), (iii) Brachypodium distachyon, cumple con una o más de las 

siguientes condiciones:  

a) está conservado en otra/s de las especies mencionadas;  

b) tiene homología con EST/ADNc de trigo pan (Triticum aestivum);  

c) está flanqueado por marcadores que en trigo pan son colineales y están 

ligados a un QTL asociado con el rendimiento. 

 



9 

 

2) Al menos un QTL asociado con el rendimiento en trigo pan está ubicado en una 

región que exhibe colinealidad de marcadores con una región perteneciente a una o 

más de las especies mencionadas en (1), en la que se ha detectado un gen que afecta 

el rendimiento.  

 

3) A partir de al menos un marcador diseñado a través de aquellos genes 

seleccionados en (1) y (2) se obtiene/n (un) producto/s de amplificación en trigo pan 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

 

Objetivo general 
 
Identificar, mediante la aplicación de herramientas de genómica comparativa, genes 

candidatos a utilizar eventualmente en el mapeo de caracteres relacionados con el 

rendimiento en trigo pan. 

 
Objetivos particulares 
 
1) Seleccionar genes que estén relacionados con caracteres que afectan el 

rendimiento en arroz, cebada y Brachypodium distachyon.  

2) Determinar la homología entre dichos genes y EST/ADNc de trigo.  

3) Identificar secuencias conservadas en otra/s de las especies mencionadas.  

4) Determinar la colinealidad de marcadores moleculares que flanquean genes 

candidatos en dichas especies en comparación con mapas genéticos de trigo.  

5) Seleccionar QTLs de rendimiento identificados en trigo. 

6) Establecer si los marcadores moleculares ligados a QTLs de rendimiento 

identificados en trigo están presentes en las especies mencionadas y si se 

encuentran físicamente cerca de genes candidatos para el carácter. 

7) Amplificar fragmentos de aquellos genes candidatos seleccionados en trigo, 

por PCR a partir de individuos de una población de mapeo de asociación. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1. Selección de genes que controlan caracteres as ociados al rendimiento en 
especies relacionadas al trigo 

 

2.1.1. Búsqueda bibliográfica de genes asociados al  rendimiento 

 
Utilizando las especies arroz, cebada y Brachypodium distachyon como modelos, se 

realizó una exhaustiva búsqueda en la bibliografía y en las bases de datos de 

secuencias públicas del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), JCVI (http://www.jcvi.org), 

RGAP (http://rice.plantbiology.msu.edu), CerealsDB (http://www.cerealsdb.uk.net), 

GRAMENE (http://www.gramene.org/) y GrainGenes (http://wheat.pw.usda.gov) con el 

fin de hallar genes asociados a caracteres que controlan el rendimiento, haciendo 

énfasis en los siguientes:  

1) En antesis, a) fluorescencia de hoja, b) fotosíntesis neta de hoja, c) conductancia 

estomática, d) índice de verdor foliar, e) contenido de reservas de carbohidratos 

solubles en tallos, f) biomasa total;  

2) En madurez, g) índice de vuelco, h) índice de cosecha, i) peso por grano, j) 

número de granos por unidad de superficie, k) fertilidad de la inflorescencia, l) biomasa 

total. 

Utilizando el programa Microsoft Excel 2007 se generó una base de datos (Figura 3) 

que contenía para cada uno de los genes seleccionados la información sobre la 

especie en la que había sido identificado y el carácter al que había sido asociado. 

Además, se incluyeron hipervínculos para acceder a la publicación en la que había sido 

descripto el gen y a la secuencia nucleotídica y peptídica del mismo (almacenadas en 

formato FASTA). Esta información se utilizó como punto de partida para la 

identificación de genes candidatos asociados al rendimiento en trigo. 
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Figura 3. Captura de pantalla donde se muestra la base de datos generada como punto de partida para la 
identificación de genes candidatos asociados al rendimiento en trigo. 

 

2.1.2. Análisis preliminar de las secuencias peptíd icas 

 

Cada secuencia peptídica fue comparada consigo misma mediante un análisis “dot-

plot” utilizando la herramienta DOTLET (http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/dotlet). Este 

análisis permite identificar repeticiones en tándem y/o regiones de baja complejidad2 

(Figura 4) que pueden dificultar las búsquedas por alineamientos locales en las bases 

de datos si no son tenidas en cuenta. 

 

 

Figura 4. Resultado del análisis de una secuencia peptídica comparada consigo misma por “dot-plot” 
donde se muestran situaciones que dificultarían los análisis posteriores. a) repeticiones en tándem y b) 
regiones de baja complejidad.  

  

                                                           
2
 Región de baja complejidad: segmento de una secuencia peptídica que presenta un aminoácido o un 

motivo pequeño repetido varias veces. 

(a) (b) 
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2.1.3. Búsqueda por alineamientos locales 

 

Las secuencias peptídicas incluidas en la base de datos se usaron para identificar 

secuencias similares en trigo que no hubieran sido caracterizadas previamente. Las 

búsquedas se realizaron usando dos variantes de alineamientos locales que permite 

realizar el algoritmo BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”; Altschul et al., 1990) 

del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/):  

 

2.1.3.1. Búsqueda por BLASTp 

 

Este procedimiento permitió realizar una búsqueda en una base de datos de 

proteínas identificando aquellas secuencias que tuvieron regiones similares con 

respecto a la secuencia peptídica proporcionada (“query”). Como resultado de cada 

búsqueda se obtuvo una lista de secuencias (“hits”) ordenadas en forma decreciente 

por un puntaje que dependió de la longitud y de la calidad del alineamiento. Las 

búsquedas se realizaron utilizando parámetros estándar y la matriz de sustitución 

BLOSUM62 (Menlove et al., 2009). 

Cada secuencia peptídica fue utilizada como “query” para realizar una búsqueda en 

la base de datos de proteínas denominada “Non-redundant protein sequences” de 

trigo. Se agregó a la base de datos propia la secuencia peptídica (“hit”) de trigo de 

mayor puntaje (“score”) siempre que tuviera una probabilidad de ocurrencia (“expected 

value”3 o valor e ≤10-10), una longitud de al menos 2/3 de la secuencia proporcionada 

(Semple, 2007) y una coincidencia (“Max identity”4) superior al 50% (Claverie; 

Notredame, 2006) (Figura 5).  

 

2.1.3.2. Búsqueda por tBLASTn 

 

Este procedimiento permitió realizar una búsqueda en una base de datos de 

nucleótidos traduciendo una secuencia peptídica (“query”), en los seis marcos de 
                                                           
3
 Expected value o valor e: Valor que estima la probabilidad de que el alineamiento suceda por azar. Valores 

más cercanos a cero indican que la probabilidad de que se haya producido ese alineamiento por azar es 

menor. 
4
 Max identity: Porcentaje de residuos o nucleótidos que coinciden entre dos secuencias que fueron 

alineadas. 
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lectura posibles. Como resultado de cada búsqueda se obtuvo una lista de secuencias 

(“hits”) ordenadas en forma decreciente por un puntaje que dependió de la longitud y 

de la calidad del alineamiento. Las búsquedas se realizaron utilizando parámetros 

estándar y la matriz de sustitución BLOSUM62 (Menlove et al., 2009). 

Aquellas secuencias (“queries”) cuyos “hits” no cumplieron con las condiciones 

establecidas en el punto anterior fueron comparadas utilizando tBLASTn y la base de 

datos de nucleótidos denominada “Nucleotide collection (nr/nt)” de trigo. Se seleccionó 

el mejor “hit” (ADNc o ARNm) utilizando las condiciones establecidas en la búsqueda 

por BLASTp (Figura 5). 

Aquellas secuencias (“queries”) cuyos “hits” no cumplieron con las condiciones 

establecidas fueron comparadas nuevamente utilizando tBLASTn pero utilizando la 

base de datos de fragmentos de secuencias expresadas o “Expressed sequence tags 

(est)” de trigo. Se seleccionaron los “hits” (ESTs) que tuvieron un valor e ≤10-10 y una 

coincidencia superior al 50% (“Max identity”) (Claverie; Notredame, 2006) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Fragmento de una captura de pantalla obtenida como resultado de una búsqueda realizada por 

BLAST donde se observan los parámetros utilizados: Valor e (“E value”), longitud respecto a la secuencia 

proporcionada (“Query coverage”) y coincidencia (“Max identity”). 

 

Todas las secuencias seleccionadas a través de tBLASTn fueron analizadas con 

VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html). Esta herramienta 

permitió identificar y eliminar de las secuencias nucleotídicas los fragmentos 

pertenecientes a vectores de clonación. Posteriormente las secuencias provenientes 

de ESTs fueron ensambladas utilizando la herramienta CAP3 (Huang; Madan, 1999). 

Todas las secuencias nucleotídicas (ADNc, ARNm y ESTs ensamblados o “contigs”) 

fueron traducidas en los marcos de lectura establecidos por tBLASTn utilizando la 

herramienta Translate (http://web.expasy.org/translate/) de ExPASy. 
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Se incorporaron a la base de datos original las secuencias nucleotídicas y 

peptídicas identificadas por BLASTp y tBLASTn en trigo (Figura 6). 

 

Figura 6. Captura de pantalla de la base de datos actualizada con la incorporación de las secuencias de 

trigo detectadas en los alineamientos locales. 

 

2.1.4. Análisis de similitud 

 

Se realizó un alineamiento global entre las secuencias peptídicas de las especies 

utilizadas como modelo y las de trigo obtenidas por alineamientos locales, utilizando la 

herramienta LALIGN (Huang; Miller, 1991). Se utilizaron las condiciones por defecto del 

programa y la matriz de sustitución BLOSUM62. Se seleccionaron aquellas secuencias 

de trigo que presentaron un porcentaje de identidad superior al 60%. 

En aquellos casos en los que se generaron “contigs”, estos debieron cumplir con la 

condición de comprender al menos 2/3 de la secuencia utilizada como “query”. 

 

2.1.5. Análisis de dominios proteicos 

 

Utilizando la base de datos de Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) se identificaron los 

dominios proteicos de cada “query” y su respectivo “hit” y se eliminaron aquellas 

secuencias que no estaban conservadas en estas regiones.  

 

2.1.6. Determinación de la colinealidad de marcador es flanqueantes a genes 
candidatos 

 

Utilizando la herramienta Genomes de GRAMENE (http://www.gramene.org/) se 

identificaron, en los mapas genéticos preexistentes de las especies modelo, los 

marcadores moleculares más cercanos que flanqueaban a ambos lados a cada uno de 

los genes selectos. A partir de la ubicación de dichos marcadores y utilizando la 
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herramienta Comparative Maps (CMap) de GRAMENE, se alinearon y compararon los 

mapas de las especies modelo con los mapas disponibles para trigo.  

Se identificó como posible ubicación de los genes de trigo a aquellos cromosomas 

en los que coincidieron al menos dos de los marcadores con los de la región del gen en 

la especie modelo. 

En aquellos casos en los que no hubo suficientes marcadores en común entre la 

especie modelo y trigo se utilizó una especie intermedia como puente. 

Partiendo de las ubicaciones propuestas para los genes de trigo se buscaron QTLs 

descriptos en dichas regiones y se compararon los caracteres a los que habían sido 

asociados con la función de los genes en las especies modelo.  

A partir de mayo de 2012 se tuvo acceso a la secuencia genómica de trigo 

almacenada en la base de datos del “International Wheat Genome Sequencing 

Consortium” (IWGSC), y a las herramientas proporcionadas por la “Unité de Recherche 

Génomique Info” (URGI). 

Utilizando las secuencias nucleotídicas de los genes de trigo se realizó una 

búsqueda por BLASTn en las secuencias disponibles del genoma. Las ubicaciones 

cromosómicas obtenidas por este método se compararon con las propuestas en el 

punto anterior. 

 

2.2. Búsqueda bibliográfica de QTLs asociados al re ndimiento en trigo pan 

 

A través de una búsqueda bibliográfica se seleccionaron QTLs de trigo asociados a 

diferentes caracteres asociados al rendimiento y por medio de la base de datos 

UniSTS del NCBI se identificaron las regiones cromosómicas en las que se 

encontraban los marcadores moleculares flanqueantes. 

Utilizando los mapas de la base de datos de GRAMENE y los marcadores 

moleculares de la región a los que pertenecía cada QTL se generaron mapas 

comparativos entre trigo y las especies modelo. Se seleccionaron las regiones de las 

especies modelo que tuvieron al menos dos marcadores en común con trigo y se 

identificaron los genes que se encontraban entre estos marcadores. Para cada uno de 

los genes se buscaron las funciones propuestas en las bases de datos de GRAMENE y 

NCBI y se seleccionaron aquellos cuya función coincidía con el carácter del QTL 

descripto en trigo. 
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2.3. Amplificación de fragmentos de genes candidato s 

 

Con el fin de avanzar en el conocimiento de los genes selectos en trigo y validar una 

metodología para la identificación de genes candidatos in silico se propuso la 

amplificación de un fragmento de cada uno de los genes candidatos por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). Para lograr este objetivo, por un lado se alinearon e 

identificaron las regiones conservadas entre las secuencias nucleotídicas de arroz, 

Brachypodium distachyon, cebada y trigo, y por el otro se identificaron las ubicaciones 

y longitudes de los intrones de los genes de B. distachyon y se asumieron similares 

para trigo. 

 

2.3.1. Alineamiento global múltiple y diseño de ini ciadores específicos 

 

Para cada uno de los genes candidatos propuestos se generó una nueva base de 

datos utilizando el programa Microsoft Excel 2007. Ésta contenía la siguiente 

información: 

 

1) Secuencias del gen y ARNm de arroz. 

2) Secuencias del gen y ARNm de B. distachyon. 

3) Secuencia del ARNm de cebada. 

4) Secuencia (ARNm, ADNc o “contig de ESTs”) de trigo. 

 

Las secuencias de la base de datos se identificaron utilizando la herramienta 

tBLASTn del NCBI, para las especies B. distachyon y cebada, y del Rice Genome 

Annotation Project (RGAP) para arroz. Las búsquedas se realizaron utilizando 

parámetros estándar y la matriz de sustitución BLOSUM62. Las bases de datos 

consultadas fueron Nucleotide collection (nr/nt), Reference genomic sequences 

(refseq_genomic) del NCBI y Genomic sequences del RGAP. 
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Figura 7. Captura de pantalla donde se muestra la base de datos utilizada para la compilación de 

secuencias de genes candidatos asociados al rendimiento. En azul se observan los hipervínculos que 

permiten acceder a las secuencias almacenadas en formato FASTA. 

 

Para cada uno de los genes se realizó un alineamiento global múltiple (Figura 8) 

utilizando la herramienta clustalW del programa MEGA (Tamura et al., 2011). Cada 

alineamiento fue inspeccionado y corregido manualmente y se identificaron las zonas 

más conservadas entre las cuatro especies. Posteriormente, utilizando la secuencia del 

gen de B. distachyon como referencia se identificaron las regiones de cada gen donde 

se encontraba la mayor cantidad de intrones. Teniendo en cuenta estas características 

se seleccionaron los segmentos de las secuencias de trigo que luego se utilizaron para 

diseñar los iniciadores. 

 

 

Figura 8. Captura de pantalla de un alineamiento global múltiple para el gen DWARF4 utilizando el 
programa MEGA. 

 

Los iniciadores se diseñaron con la herramienta PrimerBLAST del NCBI y se 

estableció que debían cumplir con las siguientes condiciones: 1) longitud entre 18 y 25 

nucleótidos, 2) contenido de G-C entre 40 y 60%, 3) temperatura de fusión entre 55 y 

65 ºC, 4) terminaciones 3' no complementarias entre pares de iniciadores, 5) sin 

secuencias auto-complementarias. Las condiciones 4) y 5) fueron evaluadas con la 



18 

 

herramienta OligoAnalyzer3.1 del sitio Integrated DNA Technology 

(http://www.idtdna.com/site).  

En cada caso se eligió el par de iniciadores que, además de cumplir las condiciones 

mencionadas previamente, amplificaba in silico en B. distachyon un fragmento de entre 

500 y 1000 pb incluyendo la mayor cantidad de intrones posibles. 

Los iniciadores fueron clasificados en dos grupos de acuerdo a la longitud del 

producto esperado: (1) fragmentos de longitud menor a 600 pb, y (2) fragmentos de 

longitud mayor a 600 pb. 

Dado que a partir de mayo de 2012 fue posible acceder a la base de datos del 

IWGSC, los iniciadores diseñados se contrastaron con la misma utilizando la 

herramienta BLAST del URGI, y se detectaron in silico los posibles productos de 

amplificación. Se estimó nuevamente la longitud y el número de intrones que debían 

tener los productos de la amplificación y se compararon con los predichos a través de 

B. distachyon. 

 

2.3.2. Extracción de ADN genómico 

 

Se utilizaron diez cultivares de trigo (BIOINTA 3005, BSY 300, INIA Torcaza, KLEIN 

Chajá, PROINTA Isla Verde, SRM Nogal, LE 2330, BIOINTA 1005, Baguette 18, Klein 

Tigre) pertenecientes a una población de mapeo de asociación (Vanzetti et al., 2013). 

Para la extracción de ADN se utilizaron aproximadamente 50 mg de tejido fresco de la 

región apical de las hojas jóvenes de tres plantas, siguiendo el protocolo de Haymes 

(1996). Se analizó la calidad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa 0,7% y 

buffer TBE 1X (Tris-HCl 89mM, ácido bórico 89mM, EDTA 2mM) durante 40 minutos a 

80 V. Previamente a que solidificaran los geles se incluyó 0,01 µl.ml-1 de GelRed® 

(Biotium) para la tinción del ADN.  

 

2.3.3. Amplificación por PCR 

 

La solución utilizada para la reacción de PCR consistió en 14,6 µl de agua ultra 

pura, 2 µl de buffer de reacción 10X (Invitrogen), 0,6 µl de MgCl2 (50 mM), 1 µl de 

dNTPs (25 mM de cada uno), 0,25 µl (100 pmol.µl-1) de los iniciadores “forward” y 
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“reverse”, 1,5 U (0,3 µl) de Taq ADN Polimerasa (Invitrogen), y 1 µl de ADN (100 

ng.µl-1). El volumen final por reacción fue de 20 µl. 

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Veriti de Applied Biosystems®. 

En el caso de aquellos fragmentos de longitud esperada menor a 600 pb, las 

condiciones de reacción utilizadas fueron: desnaturalización inicial a 95 °C (3 min), 35 

ciclos de: 95 °C (30 seg), 60 °C (30 seg) y 72 °C (1 min), y extensión final a 72 °C (5 

min).  

Aquellos fragmentos de longitud mayor a 600 pb fueron amplificados bajo las 

siguientes condiciones de reacción: desnaturalización inicial a 95 °C (3 min), 35 ciclos 

de: 95 °C (30 seg), 58 °C (30 seg) y 72 °C (1 min), y extensión final a 72 °C (5 min).  

Para los fragmentos de los que no se obtuvo producto de amplificación con los 

programas anteriores se utilizó un tercer programa. El mismo consistió en: 

desnaturalización inicial a 95 °C (3 min), 35 ciclos de: 95 °C (30 seg), 50 °C (30 seg) y 

72 °C (1 min), y extensión final a 72 °C (5 min). 

Una vez finalizado el programa, en los tres casos las muestras se mantuvieron a 4 

°C hasta extraerlas del termociclador. 

Los productos de la amplificación se revelaron mediante electroforesis horizontal en 

geles de agarosa 1% en “buffer” TBE 1X teñidos con GelRed®. Se sembraron, para los 

10 genotipos y el control negativo, 5 µl del producto de PCR más 1 µl de “buffer” de 

carga (azul de bromofenol – naranja G) junto a un marcador de peso molecular que 

contenía fragmentos de ADN de doble cadena de 500 pb a 10500 pb en incrementos 

de 1000 pb (MilMarker, 40 ng. µl-1,Biodynamics) utilizado como control positivo. La 

electroforesis se realizó a 80 V durante aproximadamente 40 minutos. La longitud de 

las bandas amplificadas se estimó por comparación con un marcador de peso 

molecular que contenía fragmentos de ADN de doble cadena de 100 pb a 1000 pb en 

incrementos de 100 pb (CienMarker, 50 ng. µl-1, Biodynamics). Para ello se realizó una 

nueva siembra, utilizando sólo cuatro genotipos, en geles de agarosa 2% en “buffer” 

TBE 1X teñidos con GelRed®. Las siembras y la electroforesis se realizaron utilizando 

las condiciones mencionadas anteriormente. 

La visualización se realizó con luz UV en un transiluminador ImageQuant 400 (GE 

Healthcare®) y la imagen resultante se capturó con el programa ImageQuant Capture. 

Se controló que el tamaño de banda del producto de amplificación coincidiera 
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aproximadamente con el esperado para cada par de iniciadores y que el control 

negativo no amplificara. 
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3. RESULTADOS 
 

3.1. Selección de genes que controlan caracteres as ociados al rendimiento en 
especies relacionadas al trigo 
 

3.1.1. Búsqueda bibliográfica de genes asociados al  rendimiento 

 

A partir de la búsqueda bibliográfica utilizando como especies modelo a arroz, 

cebada y Brachypodium distachyon se seleccionaron 25 genes asociados al 

rendimiento (Tabla 1), de los cuales dos fueron descriptos en arroz y cebada, 22 sólo 

en arroz, uno sólo en cebada y ninguno en B. distachyon. 

Tabla 1. Genes que controlan caracteres asociados al rendimiento en especies emparentadas al trigo, 
selectos a partir de la búsqueda bibliográfica. 

Gen Referencia  Especie  Carácter que controla  
SD-1 Ashikari et al., 2005 Arroz Altura 

PROG1 Tan et al., 2008 Arroz Hábito de crecimiento 

DWARF4 Sakamoto et al., 2006 Arroz Hábito de crecimiento 

OsCPD1 Zhao et al., 2010 Arroz Hábito de crecimiento 

DWARF10 Arite et al., 2007 Arroz Número de macollos 

HTD1 Zou et al., 2006 Arroz Número de macollos 

MOC1 Li et al., 2003 Arroz Número de macollos 

RCN1 Yasuno et al., 2007 Arroz Número de macollos 

DWARF3 Minakuchi et al., 2010 Arroz Número de macollos 

TB1 Dreccer et al., 2013 Arroz Número de macollos 

HTD2 Liu et al., 2009 Arroz Número de macollos 

EP2 Zhu et al., 2010 Arroz Arquitectura de la panoja 

FZP Yi et al., 2005 Arroz Número de espiguillas 

DEP1 Huang et al., 2009 Arroz Número de granos/panoja 

Gn1a Ashikari et al., 2005 Arroz Número de granos/panoja 

VRS1 Komatsuda, 2004 Cebada Número de granos/espiga 

GIF1 Wang et al., 2008 Arroz/Cebada Peso de granos 

GW2 Liu et al., 2010 Arroz/Cebada Peso de granos 

HGW Li et al., 2012 Arroz Peso de granos 

FLO2 She et al., 2010 Arroz Tamaño de granos 

PGL1 Heang; Sassa, 2012 Arroz Tamaño de granos 

GS5 Li et al., 2011 Arroz Tamaño de granos 

GHD7 Xue et al., 2008 Arroz Rendimiento potencial 

FC1 Minakuchi et al., 2010 Arroz Tolerancia al vuelco 

SCM2  Ookawa et al., 2010 Arroz Tolerancia al vuelco 
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3.1.2. Análisis preliminar de las secuencias peptíd icas 

 

Ninguna de las proteínas analizadas por “dot-plot” mostró repeticiones en tándem ni 

regiones de baja complejidad que pudieran dificultar la búsqueda por alineamientos 

locales. 

 

3.1.3. Búsqueda por alineamientos locales 

 

A través de la búsqueda por BLASTp se encontraron secuencias peptídicas 

similares en trigo (valor e ≤10-10, una longitud de al menos 2/3 respecto del “query” y 

una identidad superior al 50%) para seis de las 25 proteínas analizadas. Cuatro de 

estas secuencias fueron descartadas porque su implicancia en el rendimiento de trigo 

ya había sido descripta (SD-1 y GW2) o hipotetizada (Gn1a y DEP1). De las dos 

secuencias restantes, sólo el “hit” de trigo encontrado para DWARF3 (Tabla 2) fue 

incorporado a la base de datos. La secuencia restante, del gen TB1, fue utilizada 

nuevamente en la búsqueda por tBLASTn debido a que el porcentaje de identidad 

(55%) fue muy cercano a la condición establecida como límite. 

Las 19 proteínas (“queries”) cuyos “hits” no cumplieron con las condiciones 

establecidas en el paso anterior fueron comparadas utilizando tBLASTn. Se agregó a la 

comparación a TB1. Utilizando la base de datos Nucleotide collection (nr/nt) se 

encontraron secuencias similares (valor e ≤10-10, una longitud de al menos 2/3 respecto 

del “query” y al menos 50% de identidad) para 11 de las 20 secuencias analizadas 

(Tabla 2) y se incorporó a la base de datos el mejor “hit” de cada una. 

Las nueve secuencias (“queries”) cuyos “hits” no cumplieron con las condiciones de 

similitud fueron comparadas nuevamente utilizando la base de datos Expressed 

sequence tags (est). Sólo para dos de los genes (DWARF4 y EP2) se  obtuvieron “hits” 

(ESTs) con valores e <10-10 y al menos 50% de identidad, que alineaban en secciones 

distintas del “query”. Luego de eliminar aquellos fragmentos de secuencia 

pertenecientes a vectores de clonación, los ESTs fueron ensamblados para formar 

fragmentos de mayor longitud (“Contigs”) y estos fueron incorporados a la base de 

datos. 
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Tabla 2. Genes para los que se encontraron secuencias similares en trigo y cuya función no ha sido aún 
determinada en este cultivo. 

Gen Valor e  % Cobertura  % Identidad  Base de datos NCBI  
DWARF3 0 92 79 nr(1) 

TB1 4.10-147 90 72 nr/nt(2) 

RCN1 0 85 59 nr/nt(2) 

FC1 0 94 64 nr/nt(2) 

VRS1 9.10-74 98 56 nr/nt(2) 

GS5 0 92 80 nr/nt(2) 

CPD1 0 91 85 nr/nt(2) 

HTD2 7.10-147 78 84 nr/nt(2) 

GIF1 0 96 76 nr/nt(2) 

HGW 3.10-80 88 60 nr/nt(2) 

FLO2 0 96 83 nr/nt(2) 

PGL1 2.10-47 83 96 nr/nt(2) 

EP2 3.10-28 nd 50 est(2) 

DWARF4 1.10-106 nd 89 est(2) 
nd: no determinado. (1) identificado por BLASTp. (2) identificado por tBLASTn. 

 

3.1.4. Análisis de similitud 

 

Todas las secuencias nucleotídicas (ADNc, ARNm y Contigs) fueron traducidas en 

sus marcos de lectura respectivos, e incorporadas a la base de datos. Luego de 

realizar alineamientos globales entre las secuencias peptídicas de cada gen, 

provenientes de trigo y especies emparentadas (Tabla 3), se descartaron los “contigs” 

correspondientes al gen EP2 porque sólo cubrían el 50% de la secuencia “query” y la 

identidad era de 33,4% (es decir, inferior al umbral fijado en el presente trabajo). 

Tabla 3. Porcentaje de similitud global entre las secuencias peptídicas de las especies modelo (arroz, 
cebada y B. distachyon) y las de trigo. 

Secuencia 
peptídica % Similitud  

Secuencia 
peptídica % Similitud  

DWARF3 75,5 HTD2 86,2 

TB1 67,4 GIF1 78,5 

RCN1 61,3 HGW 74,8 

FC1 68,2 FLO2 75,5 

VRS1 77,3 PGL1 89,9 

GS5 79,6 DWARF4 69,5 

CPD1 84,2     
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3.1.5. Análisis de dominios proteicos 

 

En las 13 secuencias de trigo seleccionadas a partir de los análisis anteriores se 

detectaron los mismos dominios proteicos que en las secuencias “query” de las 

especies emparentadas (Tabla 4). 

Tabla 4. Dominios proteicos presentes en los genes selectos. 

Gen 
 

Descripción del dominio 
DWARF3 

 

Citocromo P450 

TB1 
 

Factor de transcripción TCP 

RCN1 
 

Transportador ABC 

  

 

Transportador tipo ABC-2 

FC1 
 

Dominio tipo alcohol deshidrogenasa GroES 

  
 

Deshidrogenasa por unión con zinc 

VRS1 
 

Homeobox 

GS5 
 

Serincarboxipeptidasa 

CPD1 
 

Citocromo P450 

HTD2 
 

Hidrolasa Alfa/Beta 

GIF1 
 

Dominio N-terminal glicosil hidrolasa 

  

 

Dominio C-terminal glicosil hidrolasa 

HGW 
 

UBA/TS-N 

FLO2 
 

Factor de iniciación de la traducción eIF3 subunidad 135 

 

Repetición tetratricopéptido 

  
 

Repetición tetratricopéptido 

PGL1 
 

Dominio de unión al ADN Hélice-bucle-hélice 

DWARF4 Citocromo P450 

 

3.1.6. Determinación de la colinealidad de marcador es flanqueantes a genes 
candidatos 

 

Se identificaron marcadores moleculares flanqueantes a los 13 genes de las 

especies modelo (Tabla 5), y a partir de la ubicación de éstos se intentó generar mapas 

comparativos con los cromosomas de trigo. La poca cantidad de marcadores en común 

entre arroz y trigo y entre cebada y trigo dificultó la comparación, y sólo pudo realizarse 

para cinco genes (CPD1, GIF1, HGW, FLO2 y DWARF4). Como resultado, en todos 

los casos se detectó colinealidad de marcadores. Para los ocho genes restantes se 

generaron mapas comparativos utilizando a B. distachyon como especie puente, con 
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excepción del gen VRS1, originalmente detectado en cebada, para el cual se utilizó a 

arroz como especie puente. De esta manera se identificaron posibles ubicaciones 

genómicas para cinco de estos ocho genes (DWARF3, TB1, VRS1, GS5 y HTD2). La 

ausencia de marcadores imposibilitó la identificación probable para los genes RCN1, 

FC1 y PGL1. 

Como resultado final, en diez de los 13 casos se detectó colinealidad de marcadores 

entre el mapa genético de la especie modelo y el de trigo, lo que permitió hipotetizar 

sobre la localización cromosómica de los genes en el genoma de trigo (Tabla 5). No se 

halló información sobre la existencia de QTLs asociados al rendimiento en estas 

regiones del genoma de trigo. 

A partir de mayo de 2012 los genes selectos pudieron ser comparados con la 

secuencia genómica de trigo disponible en la base de datos del IWGSC. De esta 

manera se identificó la ubicación hasta el nivel de brazo cromosómico de cada uno de 

los genes complementando los resultados obtenidos por la metodología de mapas 

genéticos comparativos (Tabla 5). Sólo para el gen CPD1 se propuso, utilizando la 

colinealidad de marcadores flanqueantes, un cromosoma que no fue confirmado por la 

comparación con el genoma de trigo. En el resto de los casos las ubicaciones 

propuestas fueron confirmadas a través de las búsquedas en el genoma de trigo, 

aunque esta última proporcionó nuevas ubicaciones hipotéticas. 
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Tabla 5.  Marcadores moleculares que flanquean a 13 genes asociados con el rendimiento en especies 
modelo (arroz, cebada y/o B. distachyon), y la ubicación propuesta en el genoma de trigo a través de la 
información obtenida de los mapas comparativos y las secuencias disponibles del genoma. 

Gen Marcadores moleculares  Ubicación genómica hipotetizada por:  
  Colinealidad de 

marcadores 
flanqueantes 

Comparación con la 
secuencia genómica 
de trigo  

DWARF3 RGNMS2141 (1) RGNMS2175 (1) 4ª 4AL 

TB1 RM15766 (1) RM15767 (1) 4D 4DS - 4BS - 4AL 

RCN1 RM14756 (1) RM1256 (1) Ni 1DS - 1BS - 1AS 

FC1 RM17478 (1) RM17479 (1) Ni 7AL - 7DL 

VRS1 MWG503 (2) MWG581 (2) 2B - 2D – 2A 2BS - 2DS - 2AS 

GS5 RM17944 (1) RM17941 (1) 3ª 3DS - 3B - 3AS 

CPD1 RM26051 (1) RM26052 (1) 5A - 5B 5DL - 5BL 

HTD2 RM14551 (1) RM14552 (1) 4A - 7B 4AS 

GIF1 RM16943 (1) RM16944 (1) 2B 2BL 

HGW RM5009 (1) RM19420 (1) 7D -7A - 7B 7DS - 7AS - 7BS 

FLO2 RM348 (1) RM8217 (1) 2B - 2D 2BL - 2DL - 2AL 

PGL1 RM5474 (1) RM3392 (1) Ni 4DL -4AS - 4BL 

DWARF4 RM14626 (1) RM5925 (1) 4D - 4ª 4DL - 4AS - 3AL 

ni: no identificado, (1) Marcador microsatélite; (2) marcador RFLP. 

 

3.2. Búsqueda bibliográfica de QTLs asociados al re ndimiento en trigo 

 

A partir de la búsqueda bibliográfica se seleccionaron 11 QTLs (Tabla 6) ligados a 

caracteres relacionados con el rendimiento en trigo. Se identificaron las regiones 

cromosómicas en trigo y los marcadores descriptos para las mismas, y con esta 

información se generaron mapas comparativos con las especies modelo. Se obtuvieron 

dos mapas comparativos utilizando B. distachyon y uno solo utilizando a cebada. Sin 

embargo, no se encontraron genes caracterizados funcionalmente en las regiones 

ortólogas de las especies modelo.  

Al realizar las comparaciones con los mapas de arroz se encontraron marcadores 

colineales para cinco de los QTLs analizados (QTgw.ipk-4B-FC5, QTkw.sdau-6A, 

QGfrmax.nfcri-2A, QSns.wa-1AS.e3 y QSwscg.cgb-4A) y se identificaron los genes 

descriptos para cada región. 

En las cinco regiones de arroz se identificaron genes asociados al rendimiento. Sin 

embargo, no pudo seleccionarse un gen putativamente responsable del carácter  
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debido a que: 1) había más de dos genes de posible asociación con el rendimiento, 

aunque no se disponía de información desde el punto de vista agronómico para 

ninguno de ellos, 2) las funciones descriptas para los genes no coincidían con el 

carácter descripto para el QTL de trigo, y/o 3) había genes cuya función no estaba 

descripta.  

Tabla 6. Selección de QTLs de trigo a partir de la búsqueda bibliográfica. 

Carácter  Cromosoma  
de trigo 

Denominación  Marcadores 
flanqueantes 

Carbohidratos solubles en tallos 
durante el período de llenado 4A QSwscg.cgb-4A(1)  Xgwm610 Xgwm397 

Número de espigas por planta 3DL QSnp.wa-3DL.e3 Xwmc631 Xwmc552 

Número de espigas por planta 4B QSn-sdau-4B Xwmc657 Xgwm113 

Espiguillas por espiga 1AS QSns.wa-1AS.e3(1) Xwmc24 Xwmc120 

Número de granos por espiga 4BL QGns.wa-4BL.e1 Xbarc20 Xwmc238 

Duración del período de llenado 3B QGfd.nfcri-3B xbarc113 xgwm533 

Período de llenado de granos 3D QGfp.kpg-3D.1 Xhbg270 Xbarc71 

Tasa máxima de llenado  2A QGfrmax.nfcri-2A(1) xwmc407 xgwm359 

Peso de mil granos 4BL QTgw.ipk-4B-FC5(1)  Xgwm0149 Xgwm1084 

Peso de mil granos 6A QTkw.sdau-6A(1) Xswes332a Xgwm617 

Peso de mil granos 7A QTgw.ipk-7A-FC5  Xgwm0900 Xgwm0276 

 

3.3. Amplificación de fragmentos de genes candidato s 
 

3.3.1. Alineamiento global múltiple y diseño de ini ciadores específicos 

 

Una vez identificadas las regiones más conservadas dentro de cada una de las 

secuencias correspondientes a los genes candidatos selectos, se diseñaron cinco 

pares de iniciadores por gen y se seleccionó aquel par que cumplió de mejor forma las 

condiciones establecidas (Tabla 7).  
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Tabla 7.  Secuencia de iniciadores utilizados para amplificar fragmentos de 13 genes en trigo.  

Gen Iniciador “forward” Tm (ºC) Iniciador “reverse” Tm (ºC) 
DWARF3 GGTTCGTCAACATCTCCTTCGT 57 AATGGGAGGAGGAGACTCTGGTG 60 

TB1 TGCAATGGCTCCTCGATACG 57,3 TCCGGTTCTTTTCCCTCGTC 57 

RCN1 GATCCTGGCGACCATCTTCC 57,8 GTCGCGGTTGATGAAGAAGC 56,7 

FC1 CTGCGGGATCTGTCACTCTG 57,5 ATCTCCTGGGTGTCCCTCAT 57,6 

VRS1 TCCTCCACAAATGCCACCTC 57,4 GTCGAGAAGGACGAGCTAGG 56,7 

GS5 GCACAAACCTCTCCTGCTCT 57,3 TGCGGAAACCTCTTGAACCA 57 

CPD1 GTGGGGTATTTAGGCGAGCA 57,2 GCCGAAGACCATTGTGAGGT 57,6 

HTD2 TGCTGCAGATCCTGAACGTG 57,7 ACATCGCCTGGAACACCTG 57,7 

GIF1 CGCAACATCAACAGCACCAA 56,7 CGCAACATCAACAGCACCAA 56,7 

HGW ACCCCAGGAGATCCACTTGT 58 TAACCTTGTCGGGGTCGTTG 57,2 

FLO2 TTGCGGAAGCCCATCATTCT 57,2 AGCAGTCAGCCGATGGTATG 57,2 

PGL1 GAGGATCACTGACGAGCAAA 54,6 CCTGCAGCACCCTTGAAGAT 57,7 

DWARF4 TATAAACGAGACCTTGCGGC 55 TGCAATCCTATGGACCCTGA 55,7 

 

Se determinó la longitud del fragmento y el número de intrones esperados para cada 

gen en B. distachyon (Tabla 8). 

Para 12 de los 13 genes en estudio se estimó el tamaño probable del producto de 

amplificación por comparación con el genoma de trigo, y sólo para el gen HGW esto no 

fue posible (Tabla 8). Para los genes HTD2 y GIF1 se predijeron, además de los 

productos esperados, amplificaciones provenientes de cromosomas en los que no se 

habían identificado las secuencias completas de los genes. Para los genes VRS1, GS5 

y PGL1 no se predijeron productos de amplificación de todos los loci en los que fueron 

detectados, mientras que para FC1 y PGL1 se predijeron dos productos de 

amplificación en un mismo cromosoma.  

Al comparar el tamaño esperado de los productos de amplificación a partir de la 

secuencia genómica de B. distachyon con aquél predicho por PCR in silico utilizando la 

información genómica de trigo disponible hasta el momento, los resultados obtenidos 

fueron muy similares tanto en la longitud como en el número de intrones en la mayoría 

de los casos, excepto para el fragmento a amplificar a partir del gen DWARF4 (Tabla 

8). 
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Tabla 8. Producto de amplificación estimado in silico a partir de las secuencias de trigo generadas por el 
International Wheat Genome Sequencing Consortium, y de B. distachyon, de la base de datos del NCBI. 

Gen Producto  de amplificación  
 Trigo   B. distachyon 

 
Tamaño (pb) y ubicación (1) Número de 

intrones 
Tamaño (pb)  Número de 

intrones 
DWARF3 760 (4AL)   3 735 3 

TB1 309 (4DS) 309 (4BS) 309 (4AL) 0 318 0 

RCN1 455 (1DS) 453 (1BS) 453 
(1AS) 

0 454 0 

FC1 1012 (7AL) 1014 (7DL) 1019 
(7DL) 

2 1004 2 

VRS1 283 (2DS) 282 (2BS)  1 271 1 

GS5 680 (3AS) 677 (3DS)  2 895 3 

CPD1 755 (5DL) 886* (5BL) 795* 
(5AL) 

3 782 3 

HTD2 533 (4AS) 553* (4DL)  1 538 1 

GIF1 487 (2BL) 489* (2DL) 493* 
(2AL) 

2 570 2 

HGW ND   ND 876 1 

FLO2 601 (2BL) 599 (2DL) 599 (2AL) 3 591 3 

PGL1 461 (4DL) 461 (4DL) 435 
(4AS) 

1 442 1 

DWARF4 1506 (4DL) 1415 (4AS) 819 (3AL) 2 1061 2 

(1) Productos de amplificación ordenados de izquierda a derecha de mayor a menor 

complementariedad de los iniciadores. Localización cromosómica indicada entre paréntesis. (*) Productos 

de amplificación de secuencias génicas incompletas. 

 

3.3.2. Extracción de ADN genómico 

 

Se obtuvo ADN de buena calidad a partir de diez variedades argentinas de trigo pan 

(Figura 9).  

 

 

Figura 9.  ADN genómico de diez cultivares de trigo: (1) BIOINTA 3005, (2) BSY 300, (3) INIA Torcaza, (4) 
KLEIN Chajá, (5) PROINTA Isla Verde, (6) SRM Nogal, (7) LE 2330, (8) BIOINTA 1005, (9) Baguette 18, 
(10) Klein Tigre. 
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3.3.3. Amplificación por PCR 

 

Se obtuvieron productos de amplificación para 12 de los 13 genes analizados 

(Figura 10). En ocho se obtuvieron productos de amplificación a partir de todos los 

individuos, mientras que en los cuatro restantes se obtuvieron para al menos ocho de 

los diez individuos. El gen para el que no se obtuvo amplificación fue GIF1. 

 

 

 

 
Figura 10. Productos de PCR de los genes. (1) BIOINTA 3005, (2) BSY 300, (3) INIA Torcaza, (4) KLEIN 
Chajá, (5) PROINTA Isla Verde, (6) SRM Nogal, (7) LE 2330, (8) BIOINTA 1005, (9) Baguette 18, (10) 
Klein Tigre; (-): control negativo; (L) marcador de peso molecular. A la derecha de cada foto se indica el 
tamaño de las bandas del marcador de peso molecular en miles de pares de bases (Kb). Continúa en la 
página siguiente. 

  

(DWARF3) (TB1) 

(FC1) (RCN1) 

(VRS1) (GS5) 
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Figura 10.  (continuación de la página anterior) Productos de PCR de los genes. (1) BIOINTA 3005, (2) 
BSY 300, (3) INIA Torcaza, (4) KLEIN Chajá, (5) PROINTA Isla Verde, (6) SRM Nogal, (7) LE 2330, (8) 
BIOINTA 1005, (9) Baguette 18, (10) Klein Tigre; (-): control negativo; (L) marcador de peso molecular. A la 
derecha de cada foto se indica el tamaño de las bandas del marcador de peso molecular en miles de 
pares de bases (Kb). 

 

En la Tabla 9 se detalla el tamaño aproximado de los fragmentos obtenidos con 

cada par de iniciadores.  

  

(CPD1) (HTD2) 

(DWARF4) (PGL1) 

(FLO2) (HGW) 
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Tabla 9. Estimación de la longitud de un fragmento de cada uno de 12 genes candidatos, mediante 
análisis (1) in silico y (2) in vitro por PCR (por comparación con un marcador de peso molecular). 

Gen Estimación de la longitud del fragmento amplificado  (pb) 

 
in silico in vitro (PCR) 

DWARF3 760 800-900 
TB1 309 300-350 
RCN1 455 450-500 
FC1 1012 1000-1100 
VRS1 283 250-300 
GS5 680 700-750 
CPD1 755 800-900 
HTD2 533 550-600 
HGW ND 700-800 
FLO2 601 700-750 
PGL1 461 450-500 
DWARF4 1506 >1000 
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4. DISCUSIÓN 
 

La necesidad de incrementar sostenidamente la producción de trigo hasta valores 

de 1,6% anual como mínimo (Dixon et al., 2009) sin aumentar la superficie sembrada 

ha llevado a varios investigadores a proponer la implementación de una estrategia 

interdisciplinaria que posibilite incorporar al mejoramiento una mejor y más eficiente 

evaluación y selección. De esta manera se intenta afrontar las dificultades que plantea 

el mejoramiento genético clásico de trigo, a través del uso de  herramientas de 

genómica, ecofisiología, biotecnología, estadística y bioinformática, entre otras 

(Landjeva et al., 2007; Andrade et al., 2009; Reynolds; Eaton, 2009; Reynolds et al., 

2011). En este sentido, en el presente estudio se propuso avanzar en el conocimiento 

de las bases genéticas y moleculares del rendimiento de trigo a través de la 

identificación de genes candidatos para caracteres relacionados al mismo. Para ello se 

realizó una exhaustiva búsqueda bibliográfica de genes y QTLs asociados con 12 de 

estos caracteres fenotípicos. Como resultado, se identificaron 25 genes y 11 QTLs 

asociados sólo a cuatro de dichos caracteres (contenido de carbohidratos solubles en 

tallos en antesis, índice de vuelco, número de granos y peso de granos). Esto podría 

explicarse con el hecho de que si bien existen estudios ecofisiológicos y genéticos 

sobre los 12 caracteres mencionados, casi no hay trabajos que integren la información 

genético/molecular con aquella de carácter agronómico. 

En este trabajo se utilizaron dos enfoques de aplicación de herramientas de 

genómica comparativa para la identificación de genes candidatos en trigo. El primero 

de ellos [denominado en adelante (1)] utilizó como punto de partida la búsqueda y 

selección de genes involucrados en la determinación del rendimiento en especies 

relacionadas filogenéticamente al trigo, y el posterior análisis de las secuencias 

homólogas de trigo. En tanto, el segundo enfoque [denominado (2)] partió de la 

búsqueda y selección de QTLs de trigo asociados al carácter y la posterior detección 

de genes candidatos en regiones colineales del genoma de especies relacionadas al 

trigo. 

Los resultados obtenidos con dichos enfoques fueron muy diferentes. En el primer 

caso se analizaron 25 genes seleccionados a partir de especies relacionadas al trigo, y 

13 de ellos cumplieron con las condiciones establecidas para ser considerados genes 

candidatos a utilizar eventualmente en el mapeo de caracteres relacionados con el 
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rendimiento en trigo. Contrariamente, en el segundo caso se analizaron 11 QTLs 

asociados con el rendimiento en trigo pero no fue posible identificar en forma 

fehaciente ningún gen candidato. En principio, esto hace suponer una ventaja del 

primer enfoque sobre el segundo, al menos bajo las condiciones establecidas en el 

presente estudio. 

El enfoque (1) permitió, en forma rápida, identificar genes candidatos para diferentes 

caracteres asociados al rendimiento. Ello involucró la detección de secuencias 

similares entre especies y regiones conservadas dentro de cada secuencia, el diseño 

de iniciadores específicos y la posibilidad de predecir la longitud de los fragmentos de 

amplificación por PCR. De hecho, si se considera que se obtuvieron productos de PCR 

para 12 de los 13 genes candidatos (92,3%), y que de éstos 10 (84,6%) tuvieron un 

tamaño cercano al predicho in silico, se pone en evidencia la eficiencia y poder 

predictivo de esta metodología. 

En la aplicación del enfoque (2) se observaron dos situaciones: para algunos de los 

QTLs de trigo analizados no se identificaron regiones sinténicas en las especies 

empleadas como modelo, en tanto que para otros QTLs esto sí fue posible. 

El hecho de que en algunos casos no haya podido identificarse una región sinténica 

en las especies modelo radica principalmente en que si bien existen numerosos 

trabajos en los que se han mapeado QTLs asociados a caracteres que afectan el 

rendimiento en trigo (Börner et al., 2002; Liang et al., 2009; Gegas et al., 2010; Wang 

et al., 2010; Wang et al., 2012; Rebetzke et al., 2013; entre otros) en la mayoría de los 

casos la versión informática de los mapas genéticos no está disponible públicamente, 

lo que imposibilita la generación de mapas comparativos. En este sentido, al analizar 

dos de las bases de datos más citadas en la bibliografía para la búsqueda de QTLs, se 

observa que en GRAMENE sólo se encuentran descriptos nueve QTLs asociados al 

rendimiento en trigo (http://www.gramene.org/db/qtl/qtl_display?ps_species_inc= 

Triticum+aestivum&ps_linkage_group_inc=&ps_linkage_group_exc=&action=power_se

arch&power_search=1&submit=Submit), mientras que en GrainGenes sólo está 

disponible el mapa generado por Narasimhamoorthy et al. (2006; 

http://wheat.pw.usda.gov/cgi-bin/graingenes/report.cgi?class=mapdata;name=Wheat,+ 

TA4152-4+x+Karl92). Se puede intentar superar la ausencia de las versiones 

informáticas de los mapas buscando los marcadores moleculares de los trabajos 

publicados en mapas consenso de trigo, pero en general éstos no coinciden entre 
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mapas. Otra alternativa consiste en buscar en los mapas genéticos incluidos en las 

bases de datos mencionadas aquellos marcadores cercanos a los descriptos en las 

publicaciones y utilizar éstos para realizar las comparaciones con las especies modelo, 

aunque esto presenta dos desventajas principales. Por un lado, se pierde precisión en 

la identificación de las regiones de interés en trigo, con lo que se dificulta la detección 

de regiones sinténicas en especies relacionadas ya que se amplía la región a comparar 

(Guyot et al. 2004; Lagudah et al. 2006; Bossolini et al. 2007; Faris et al. 2008; en 

Krattinger et al., 2009). Por otro lado, se aumenta considerablemente el tiempo de 

búsqueda y comparación. De esta manera, a pesar de que varios trabajos muestran un 

alto grado de conservación en el orden de los genes y marcadores entre trigo y 

diferentes especies de gramíneas (Devos; Gale 2000; Feuillet; Keller 2002; Salse; 

Feuillet 2007, en Feulliet; Salse 2009) aún es necesario que los mapas de ligamiento 

generados para la identificación de QTLs sean integrados en uno o unos pocos mapas 

consenso.  

En aquellos casos en los que fue posible identificar regiones sinténicas en especies 

modelo a partir de QTLs de trigo no pudo seleccionarse con seguridad un gen 

candidato, debido a que éstas contenían genes (1) que no habían sido asociados a 

funciones específicas, (2) cuya función no tenía relación con los caracteres asociados 

a los QTLs de trigo, o (3) caracterizados solamente desde el punto de vista 

computacional por su posible asociación con el rendimiento, y no de manera biológica 

o agronómica. 

 A la luz de los resultados obtenidos en el presente estudio, el enfoque (2) no parece 

propicio para la identificación sistemática de genes candidatos asociados con el 

rendimiento en trigo. Probablemente este enfoque tenga mayor utilidad en aquellos 

casos en los que se desea trabajar en un QTL en particular y, consecuentemente, 

identificar el gen responsable del carácter. Este tipo de trabajos han sido realizados por 

Collins et al. (2003) y Griffiths et al. (2006), entre otros. De esta manera las dificultades 

mencionadas anteriormente podrían obviarse, ya que una vez identificada la región 

sinténica en la especie modelo podría realizarse una investigación más profunda con 

otras herramientas bioinformáticas, descartando así los genes con menor probabilidad 

de estar asociados al carácter de interés y desarrollando las investigaciones a nivel 

molecular con más de un gen candidato (Krattinger et al., 2009).  
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En síntesis, el enfoque (1) es extremadamente rápido y presentaría mayor utilidad 

que el (2) en la búsqueda de genes que afectan a un carácter complejo cuyas bases 

genético-moleculares son desconocidas, y en el desarrollo de marcadores moleculares 

para asistir al mejoramiento genético convencional. En tanto, el segundo enfoque es 

considerablemente más lento y su empleo sería más apropiado en la dilucidación de la 

función de un gen en particular a partir de un QTL ya identificado. 

Ambos enfoques presentan como principal limitante la necesidad de contar con al 

menos una especie relacionada filogenéticamente a la que es objeto de estudio, que 

pueda ser utilizada como modelo y cuyo genoma pueda servir como marco de 

referencia (Vogel; Bragg 2009). En el presente estudio se eligió al arroz, cebada y 

Brachypodium distachyon como especies modelo por dos razones principales: 1) su 

cercanía filogenética al trigo y 2) la gran cantidad de información genómica disponible 

en bases de datos públicas. 

Varios estudios filogenéticos estiman que las subfamilias Ehrhartoideae, a la que 

pertenece el arroz, y Pooideae, a la que pertenece el trigo, divergieron hace 

aproximadamente 50 millones de años (Bolot et al., 2009). En una posición intermedia 

se encuentra el género Brachypodium, que evolutivamente divergió de la tribu Triticeae 

hace menos de 35 millones de años (Bossolini et al., 2007). En tanto, se estima que la 

divergencia de la cebada y el trigo ocurrió hace 10-14 millones de años. El tiempo de 

divergencia entre las especies indica, de acuerdo a lo propuesto por Huo et al. (2009), 

que la búsqueda de genes candidatos debería dar mejores resultados utilizando como 

especie modelo a la cebada en detrimento de B. distachyon, y de ésta con respecto al 

arroz. Esta hipótesis se ve apoyada por los trabajos realizados por Griffiths et al. (2006) 

y Spielmeyer et al. (2007; en Vogel; Bragg, 2009). Sin embargo, al analizar la 

contribución de cada una de las especies a los resultados obtenidos en el presente 

trabajo se observa que si se hubiera utilizado exclusivamente la información 

proveniente de cebada se habrían detectado sólo 3 de los 25  genes, en tanto que si 

solamente se hubiera usado la de arroz, habría podido identificarse casi la totalidad de 

dichos genes (96%). De manera similar, Foote et al. (2004; en Vogel; Bragg, 2009) 

identificaron 15 genes en una región genómica de trigo, de los que diez fueron 

detectados en la región sinténica de B. sylvaticum y nueve en la de arroz. Esto pone en 

evidencia que, al menos por el momento, la cantidad de información disponible en 

arroz, tanto a nivel genotípico como fenotípico (Tabla 10), en comparación con cebada 
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y B. distachyon, la vuelven la principal especie de referencia para los estudios en trigo. 

En este sentido, al inicio del presente trabajo se encontraban disponibles las 

secuencias de los genomas de arroz y B. distachyon, mientras que el primer mapa 

físico y genético del genoma de cebada se publicó recién en noviembre de 2012 

(Mayer et al., 2012).  

En el caso de B. distachyon, a pesar de la gran cantidad de información disponible 

no se identificaron genes asociados al rendimiento. Esto podría explicarse por el hecho 

de que esta especie es utilizada en general como modelo biológico (Olsen et al., 2006; 

Nardmann et al., 2007) y sólo recientemente ha comenzado a ser utilizada en el 

estudio de caracteres de importancia agronómica, como la resistencia a enfermedades 

(Vogel: Bragg, 2009), en tanto que el conocimiento sobre caracteres asociados al 

rendimiento en esta especie es aún incipiente. 

Tabla 10. Información sobre las especies analizadas, disponible en las bases de datos del NCBI (fuente: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, con acceso en agosto de 2013). 

  Arroz  B. distachyon Cebada Trigo 
Tamaño del genoma  389 Mb 300 Mb 5,1 Gb 17,33 Gb 

Proteínas 280886 25549 34856 11633 

Genes 84179 26299 544 2211 

Marcadores 1073 221 922 2268 

Publicaciones 9024 548 4020 4210 

 

A pesar de que no se identificaron genes asociados al rendimiento en B. distachyon, 

esta fue la especie más importante en el diseño de iniciadores específicos para la 

amplificación de fragmentos de genes candidatos en trigo. Su cercanía evolutiva con 

trigo permitió estimar in silico la longitud y el número de intrones de dichos fragmentos. 

La posterior amplificación por PCR confirmó la utilidad de esta especie, ya que en 10 

de los 13 genes evaluados los productos amplificados tuvieron una longitud cercana a 

la esperada. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Huo et al. (2009), 

quienes proponen el empleo de esta especie para el desarrollo de marcadores para 

utilizar en trigo a partir de regiones conservadas. 

Los resultados aquí presentados muestran que es ideal contar con información 

genómica de dos especies filogenéticamente cercanas a la especie de interés: un 

“modelo agronómico” que permita identificar los genes y QTLs asociados al carácter en 
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estudio, y un “modelo biológico” para el diseño de marcadores a partir de dichos genes, 

ya que en este caso la información genómica suele ser de mejor calidad como 

consecuencia de poseer un genoma pequeño (Vogel; Bragg, 2009). 

La identificación de genes candidatos aquí presentada se realizó utilizando 

diferentes bases de datos y herramientas bioinformáticas para las que existe una gran 

cantidad de bibliografía que puede ser consultada. Sin embargo, es importante realizar 

algunas consideraciones de orden práctico surgidas del trabajo. 

La etapa que insume mayor cantidad de tiempo es la búsqueda bibliográfica de 

genes y QTLs. Las bases de datos públicas disponibles en Internet utilizan diferentes 

formatos para ordenar la información y esto dificulta la integración de los datos 

complementarios y el desarrollo de un programa o herramienta para la automatización 

del análisis. En este trabajo, la base de datos más utilizada fue la del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ésta cuenta con una gran cantidad de información de 

muy fácil acceso sobre las especies seleccionadas, lo que permite, al utilizarla como 

punto de partida, nuclear los datos obtenidos a partir de otras bases de datos. Su 

principal limitante es que para la mayor parte de las secuencias no existe información 

de carácter agronómico. En el caso de GRAMENE (http://www.gramene.org/) la 

situación es inversa, ya que el cúmulo de información disponible no es tan vasto pero 

las secuencias almacenadas tienen en general información agronómica asociada. De 

esta manera, ambas muestran una gran complementariedad que, sumada a la 

accesibilidad que presentan, las vuelve muy útiles para este tipo de trabajos. Sólo para 

el caso de arroz la base de datos del NCBI es superada por la del RGAP 

(http://rice.plantbiology.msu.edu). 

Con respecto a las variantes del algoritmo BLAST utilizadas, si bien todas resultaron 

ser de suma importancia para el trabajo, BLASTp mostró gran utilidad en la 

identificación de genes “novedosos”, ya que permite descartar rápidamente aquellas 

secuencias que ya han sido caracterizadas desde el punto de vista funcional en la 

especie de interés. 

La herramienta Cmap de GRAMENE presentó como principal desventaja el tiempo 

que insume la realización de los mapas comparativos, que puede superar una semana. 

A diferencia de esto, es posible realizar todos los análisis restantes que se mencionan 

en el trabajo en un solo día. No obstante, la creciente disponibilidad de secuencias de 

trigo derivadas de los consorcios internacionales de secuenciación del genoma podría 
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reemplazar este análisis por la localización física de los genes. Sin embargo, se estaría 

desestimando la información de los QTLs identificados en trigo, que sí puede ser 

incorporada a través de los mapas comparativos. 

Como ya se mencionó, el presente estudio permitió seleccionar in silico 13 genes 

candidatos en trigo. Además, para 12 (92,3%) de estos genes fue posible obtener 

productos de amplificación, lo que muestra una elevada eficiencia. Las secuencias de 

trigo mostraron valores de similitud con las de las especies modelo que superaron las 

condiciones mínimas establecidas en la bibliografía. Dardel y Képès (2007), proponen 

que un alineamiento con valores e entre 10-20 y 10-100 no presentaría dudas sobre la 

homología de las secuencias involucradas en el análisis, mientras que Claverie y 

Notredame (2007) proponen considerar que dos proteínas son homólogas si presentan 

25% de coincidencia a nivel de aminoácidos o un 70% de coincidencia a nivel de 

nucleótidos. Esto, sumado al hecho de que se obtuvieron productos de longitud 

cercana a la predicha in silico permite considerar, en principio, a estos 12 genes como 

firmes candidatos. En el caso de GIF1 sería posible intentar optimizar las condiciones 

de amplificación o diseñar nuevos iniciadores antes de descartarlo. 

Es importante, sin embargo, poner de manifiesto los alcances y limitaciones que 

presenta la metodología desarrollada en este trabajo. Con los análisis realizados no es 

posible confirmar que los productos de amplificación obtenidos son fragmentos de 

genes ortólogos o parálogos a los de las especies modelo. Tampoco es posible 

determinar si dicho producto proviene de una única ubicación cromosómica, de 

cromosomas homeólogos o de regiones duplicadas dentro de un mismo cromosoma o 

en varios, ni detectar la existencia de polimorfismos de secuencia (al menos con el tipo 

de electroforesis empleado). Para dilucidar estas cuestiones se vuelve necesario 

secuenciar los fragmentos amplificados, lo que podrá realizarse en futuras 

investigaciones que continúen la línea de trabajo que aquí se propone. 

Para ello deberían generarse bibliotecas de secuenciación a partir de cada uno de 

dichos fragmentos, dado que su secuenciación directa produciría resultados erróneos. 

Esto se debe a que (1) los iniciadores fueron diseñados por su homología con regiones 

altamente conservadas dentro de cada gen, por lo que cada banda observada en las 

corridas electroforéticas puede contener hasta tres secuencias distintas (es decir, cada 

una proveniente de uno de los tres genomas del trigo), o incluso mas de tres si el gen 

hubiera aumentado su número de copias en el genoma por eventos de duplicación; (2) 
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si se considera que para cada gen candidato se seleccionaron iniciadores que 

permitieran amplificar fragmentos que contuvieran la mayor cantidad de intrones 

posible, el grado de polimorfismo esperado para cada secuencia aumenta 

considerablemente; (3) los análisis informáticos permitieron estimar diferencias de 

entre 2 y 20 pb entre secuencias provenientes de cromosomas homeólogos, lo que 

generaría errores de lectura.  

A pesar de las limitaciones descriptas anteriormente, el presente estudio constituye 

un primer paso hacia la identificación sistemática de genes candidatos para caracteres 

asociados al rendimiento en trigo. Aún resta amplificar la secuencia completa de cada 

gen, secuenciar los fragmentos obtenidos, discriminar dentro de éstos a aquellos 

pertenecientes a genes homeólogos y, al mismo tiempo, detectar polimorfismos para 

cada uno. Recién a partir de este punto, y tras la exhaustiva caracterización fenotípica 

de una población de mapeo, será posible poner a prueba la hipótesis sobre la 

implicancia de estos genes en el rendimiento y detectar aquellos alelos “favorables”. 

De esta manera, además de los genes candidatos identificados para trigo, el trabajo 

ha dado como resultado la sistematización de una metodología rápida y económica 

para identificar genes candidatos asociados a un carácter complejo. Ésta podría 

constituir una valiosa herramienta en aquellos cultivos para los cuales la perspectiva de 

que su genoma sea secuenciado es desalentadora, ya sea por la complejidad del 

mismo o por tratarse de un cultivo de menor importancia económica. El único requisito 

que debe cumplirse es el de contar con una especie de referencia para realizar las 

comparaciones. 
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5. CONCLUSIÓN 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos fue posible responder a las hipótesis 

inicialmente planteadas.  

No hay evidencia para rechazar la hipótesis (1) en el caso de arroz y cebada, ya que 

en el presente trabajo se detectó al menos un gen asociado al rendimiento en estas 

especies que estaba a su vez conservado en especies relacionadas, tenía homología 

con EST/ADNc de trigo pan y/o estaba flanqueado por marcadores colineales con trigo 

pan y ligados a un QTL asociado con el rendimiento. En el caso de Brachypodium 

distachyon, sin embargo, esta hipótesis no pudo ponerse a prueba porque no se halló 

en la bibliografía información sobre ningún gen relacionado con el rendimiento en esta 

especie. 

La hipótesis (2) fue rechazada, ya que si bien se detectaron QTLs asociados con el 

rendimiento en trigo pan, ubicados en regiones que exhibían colinealidad de 

marcadores en el genoma de arroz, cebada y Brachypodium, no fue posible identificar 

en forma fehaciente genes candidatos asociados con el rendimiento en dichas 

especies.  

No hay evidencia para rechazar la tercera hipótesis, ya que fue posible obtener 

productos de amplificación por PCR a partir de 12 de los 13 genes seleccionados, en 

10 variedades argentinas de trigo pan. 
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