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resumen

El constante incremento de las temperaturas –como consecuencia del cambio 
climático– en las regiones donde se cultiva trigo, exige ajustar el ciclo del 
cultivo a períodos más cortos para evitar o disminuir los estreses causados por 
las altas temperaturas. En este sentido, el descubrimiento de fuentes genéticas 
innovadoras de modulación de la espigazón, así como también el desarrollo 
de herramientas moleculares que permitan capitalizarlas, tienen un rol central 
en el mejoramiento de este cultivo. En el presente estudio se evalúa, bajo 
condiciones controladas, el efecto de los genes Ppd-1 sobre la espigazón en 
una población biparental de trigo pan. Para tal fin, se desarrollaron marcadores 
moleculares inéditos para los genes Ppd-A1 y Ppd-B1. Los resultados obtenidos 
muestran un efecto desigual de los loci Ppd-1 (Ppd-A1, Ppd-B1 y Ppd-D1) 
sobre la respuesta al fotoperíodo. Ppd-D1 fue el locus con mayor efecto sobre 
la respuesta al fotoperíodo, mientras que Ppd-B1 y Ppd-A1 presentaron un 
efecto menor y nulo, respectivamente. Se concluye de este estudio, que la 
estimulación en condiciones de días largos no es un proceso esencial para 
que se produzca la espigazón en el trigo.
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summArY

The constant increase in temperatures, as a consequence of climate change, 
affects the regions where wheat is grown and thus demands an adjustment 
of crop cycle to shorter periods with the purpose of decreasing the high 
temperature stress. Therefore, the discovery of new genetic sources of 
flowering modulation and the development of molecular tools that enable their 
use, take a main role in wheat breeding. In this study, the effect of Ppd-1 on 
flowering time was evaluated in a bread wheat biparental population, under 
controlled conditions. Novel molecular markers for Ppd-A1 and Ppd-B1 genes 
were developed. The results showed an unequal effect of Ppd-1 loci (Ppd-A1, 
Ppd-B1 and Ppd-D1) on photoperiod response. Ppd-D1 was the locus with the 
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greatest effect on photoperiod response, while Ppd-B1 and Ppd-A1 presented 
minor and null effects, respectively.  It could be concluded that long day 
stimulation is not essential to wheat flowering.
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InTrODuCCIÓn

Muchas especies de plantas responden a la 
duración relativa entre el día y la noche (Fosket, 
1994); a este comportamiento se lo denomina sen-
sibilidad al fotoperíodo o respuesta fotoperiódica 
(Shindo, Tsujimoto y Sasakuma, 2003). En este 
sentido, el trigo es esencialmente una planta de 
día largo ya que tanto sus antepasados como la 
mayoría de las variedades florecen más temprano 
cuando son expuestas a día largo. Según el tipo 
de respuesta al fotoperíodo (RF), los trigos pueden 
clasificarse como sensibles o insensibles (también 
denominados trigos neutrales). Los materiales sen-
sibles florecen rápidamente en condiciones de día 
largo (>12 horas de luz diaria) pero alargan el tiem-
po a floración cuando son cultivados en condicio-
nes de día corto (<10 horas de luz diaria), mientras 
que los materiales insensibles o neutrales florecen 
rápidamente tanto en condiciones de día largo 
(DL) como de día corto (DC).

Al igual que los germoplasmas enanos, la apa-
rición de genotipos insensibles tuvo un gran im-
pacto durante la “revolución verde”, ya que los 
trigos de origen mexicano presentaron una amplia 
adaptación a diversas condiciones agroclimáticas 
debido a su baja sensibilidad al fotoperíodo (Syme, 
1968). La insensibilidad al fotoperíodo es frecuen-
temente observada en trigos invernales adaptados 
a latitudes más bajas con demandas de ciclo corto 
y madurez rápida (Worland, Appendino y Sayers, 
1994), así como en trigos de ciclo corto primave-
rales adaptados a latitudes bajas e intermedias 
como en Argentina (Gomez et al., 2014).

La habilidad que tienen las variedades 
insensibles al fotoperíodo para florecer 
tempranamente es una ventaja en ambientes 
cálidos porque las plantas pueden tener un 
desarrollo completo y un llenado de grano antes 

que aparezcan las temperaturas altas de verano 
y su déficit de agua asociado (Beales, Turner, 
Griffiths, Snape y Laurie, 2007).

El estudio de la base genética de la insensibi-
lidad al fotoperíodo es importante ya que el incre-
mento constante de las temperaturas en las regio-
nes donde se cultiva el trigo como consecuencia 
del cambio climático, exige ajustar el ciclo del cul-
tivo a períodos más cortos para evitar o disminuir 
los estreses causados por las temperaturas altas, 
con particular énfasis en aquellas regiones donde 
el estrés térmico ocurre durante el llenado de gra-
no (Araus, Slafer, Royo y Serret, 2008).

La RF de los diferentes genotipos es general-
mente controlada por una serie de genes deno-
minados Ppd-1 (Worland y Snape, 2001). Estos 
genes se ubican en el brazo corto de los cromoso-
mas 2A, 2B y 2D y se denominan Ppd-A1, Ppd-B1 
y Ppd-D1, respectivamente.

La insensibilidad al fotoperíodo es dominante 
respecto a la sensibilidad (Keim, Welsh y McCon-
nell, 1973). Respecto a la nomenclatura, los alelos 
de insensibilidad al fotoperíodo se designan con el 
nombre del locus seguido del sufijo a (por ejemplo, 
Ppd-D1a) y los alelos de sensibilidad con el sufijo 
b (McIntosh et al., 2013).

Los productos de los loci Ppd-1 son proteínas 
de la familia de los reguladores de pseudorespues-
ta (PRR, del inglés pseudo-response regulator). 
Estas proteínas se caracterizan por presentar un 
dominio regulatorio en la zona amino-terminal y un 
dominio de 43 aminoácidos denominado CCT (de 
constans, constans-like, timing of cab1 [TOC1]) 
en el extremo carboxi-terminal (Turner et al., 2005; 
Beales et al., 2007). 

Las proteínas PRR son un componente impor-
tante del reloj circadiano del trigo y regulan de ma-
nera directa la expresión de otras proteínas tales 
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como flowering locus y nuclear factory-y (Beales et 
al., 2007; Li et al., 2011).

Hasta la fecha se han reportado un total de dos 
variantes alélicas insensibles para el locus Ppd-A1, 
la variante GS-100 y la variante GS-105 (Wilhelm, 
Turner y Laurie, 2009). Estas dos variantes alélicas 
se caracterizan por presentar una deleción en la 
zona promotora del gen. La variante GS-100 pre-
senta una deleción de 1027pb y la GS-105 una de 
1117pb (Figura 1). Wilhelm et al. (2009) desarrolla-
ron un marcador que permite distinguir tanto estas 
dos variantes insensibles como la sensible del gen 
Ppd-A1. Bentley et al. (2011) utilizaron este marca-
dor para caracterizar germoplasma de trigo tetra-
ploide, hexaploide y sintético, y observaron que las 
mutaciones insensibles previamente descriptas se 
encuentran asociadas a los grupos de trigo can-
deal y sintético, sugiriendo que estas mutaciones 
son de origen candeal.

Para el locus Ppd-D1 se describió una varian-
te insensible denominada Ppd-D1a (Beales et al., 
2007). De manera análoga a lo descripto anterior-
mente para Ppd-A1, la variante Ppd-D1a presenta 
una deleción de 2089pb en el promotor del gen 
Ppd-D1 (Figura 1). Recientemente han sido ca-
racterizadas dos nuevas variantes alélicas para 
Ppd-D1: Ppd-D1c, portador de un transposón en 
el primer intrón; y Ppd-D1d con una deleción en el 
séptimo exón del gen (Cane et al., 2013; Eagles et 
al., 2014).

Por el momento no se han detectado mutaciones 
funcionales para el locus Ppd-B1; sin embargo, 

se ha documentado que el número de copias de 
este gen puede variar afectando la respuesta al 
fotoperíodo. Se describe al alelo Ppd-B1a (alelo 
con tres copias funcionales del gen), hallado en 
el cultivar Sonora 64, como la variante alélica con 
mayor insensibilidad al fotoperíodo (Díaz, Zikhali, 
Turner, Isaac y Laurie, 2012).

Estudios previos reportaron que los cultivares 
provenientes de zonas geográficas ubicadas 
en latitudes altas presentan sensibilidad alta al 
fotoperíodo, mientras que aquellos que provienen 
de zonas ubicadas en latitudes bajas presentan 
insensibilidad al fotoperíodo (Martinic, 1975; Hunt, 
1979; Kosner y Zurkova, 1996). Tras el desarrollo 
de marcadores moleculares para los genes Ppd-1, 
otros estudios más recientes (Yang et al., 2009; Seki 
et al., 2011) refuerzan esta observación mostrando 
que la frecuencia de aparición de alelos insensibles 
de Ppd-1 se incrementa a medida que se analizan 
entradas provenientes de regiones de latitudes 
menores, sugiriendo que existe una combinación 
alélica de Ppd-1 óptima para cada latitud. En este 
sentido, se ha observado que aproximadamente 
el 50 % de las variedades argentinas presentan 
insensibilidad al fotoperíodo, lo que se explica 
principalmente por la presencia de los alelos Ppd-
D1a, y en menor medida por Ppd-B1a (Gomez et 
al., 2014).

La evaluación del efecto de Ppd-1 requiere 
quitar los efectos de otros genes de adaptación 
como los de vernalización y precocidad intrínseca, 
así como también los de otros genes del fondo 
genético que puedan interferir. En este sentido, 

Figura 1. Variantes alélicas sensibles e insensibles de los genes Ppd-A1 y Ppd-D1. Se representa con rectángulos rayados la región 
promotora del gen, con rectángulos negros los exones y con rectángulos grises los intrones. Las deleciones son representadas con 
líneas de puntos.
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la evaluación del efecto de Ppd-1 en condiciones 
controladas utilizando poblaciones biparentales 
segregantes para Ppd-1, mediante la comparación 
de su desarrollo bajo condiciones de DC vs. DL, 
permitiría maximizar el impacto de estos genes 
sobre la adaptación, facilitando la medición de 
su efecto. Estos tipos de estudios constituyen 
un primer paso para el uso de la variabilidad 
genética presente en los genes de respuesta al 
fotoperíodo Ppd-1 como una estrategia alternativa 
para modular los componentes de adaptación en 
trigo, diferente a la de la utilización de los genes 
de vernalización.

En este trabajo se utilizó una población biparen-
tal segregante para la sensibilidad al fotoperíodo 
con el objetivo de establecer de forma precisa la 
contribución de alelos del gen Ppd-1 a la respues-
ta al fotoperíodo.

mATerIALes Y mÉTODOs

Desarrollo de la población y extracción de ADn

Los cultivares BioINTA 2001 (hábito de creci-
miento primaveral, sensible a fotoperíodo y precoz) 
y Baguette Premium 11 (hábito de crecimiento pri-
maveral, insensible al fotoperíodo y tardío) se utili-
zaron como progenitores de una población de 89 
RIL (Recombinant Inbred Lines, líneas endocria-
das recombinantes).

La población de RIL se obtuvo por el método 
SSD (Single Seed Descent, descendencia de una 
sola semilla; Brim, 1996) hasta alcanzar la sexta 
generación (F6). Las extracciones de ADN de los 
progenitores y las RIL se realizaron siguiendo 
el protocolo de microextracción propuesto por 
Weining y Langridge (1991). Al final del proceso 
se evaluó la cantidad y calidad del ADN purificado 
utilizando un espectrofotómetro NanoDrop 8000. 
La concentración de los ADN se ajustó entre        
100 ng/µl y 200 ng/µl con buffer TE (1X; pH 8,0).

Caracterización molecular de Ppd-1

En la Tabla 1 se detallan los marcadores con los 
cuales fueron caracterizados BioINTA 2001 y Ba-
guette Premium 11. De este set de marcadores, se 
utilizaron un total de cinco (dos para Ppd-D1, dos 
para Ppd-B1 y uno para Ppd-A1) en la caracteriza-
ción molecular de Ppd-1 en las RIL (Tabla 1).

Las reacciones de PCR se realizaron en un 
volumen final de 25 µl incluyendo 100-150 ng de 
ADN genómico; 200 µM de cada dNTP; 0,2 µM 
de cada cebador; 1,5 mM de MgCl2; 1 U de Taq 

ADN polimerasa. El programa de amplificación 
consistió en un paso inicial de desnaturalización 
a 95 ºC durante 3 min seguido por 30 ciclos 
de desnaturalización a 95 ºC durante 30 s, 
apareamiento a la temperatura descripta en la 
Tabla 1 durante 30 s y extensión a 72 ºC durante 
30 s. Luego de los 30 ciclos se realizó un paso de 
extensión final a 72 ºC durante 5 min.

El producto de amplificación del marcador 
Ppd-A1-LAL-F3 - Ppd-A1-LAL-R1 para Ppd-A1 fue 
digerido con la enzima HaeIII. Para esta reacción 
se incubaron 10 µl de producto de amplificación 
con 5 U de enzima HaeIII en un volumen final de   
20 µl en baño térmico a 37 ºC, durante 2 h.

Los productos de PCR o digestión obtenidos se 
separaron por medio de electroforesis vertical en 
geles de poliacrilamida (acrilamida-bisacrilamida 
al 6 %) en buffer TBE 0,5X. Posteriormente los ge-
les se tiñeron con bromuro de etidio (0,5 µg/ml), se 
visualizaron bajo luz UV a 302 nm y se documenta-
ron mediante fotografía digital.

Desarrollo de marcadores moleculares para 
Ppd-A1 y Ppd-B1

Se realizaron múltiples análisis bioinformáti-
cos basados en secuencias de alelos de Ppd-A1 
y Ppd-B1 publicadas en el trabajo de Beales et 
al. (2007). Los programas y bases de datos utili-
zados para dichos análisis fueron: CODDLE (Ta-
ylor, Kwong y Greene, 2003), GenBank (Benson, 
Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostell y Wheeler, 2005), 
Entrez (Maglott, Ostell, Pruitt y Tatusova, 2005), 
Clustal W (Thompson, Higgins y Gibson, 1994), Pri-
mer 3 Plus (Untergasser et al., 2012) y Nebcutter 
(Vincze, Posfai y Roberts, 2003). 

Locus Ppd-A1

Para el desarrollo de un marcador molecular 
que permita diferenciar los dos alelos del locus 
Ppd-A1 existentes en la población de BioINTA 
2001/Baguette Premium 11, se realizó una 
búsqueda en GenBank, por medio de Entrez, de 
secuencias de trigo hexaploide para el gen Ppd-A1 
y se seleccionó una de ellas (DQ885756, cultivar 
Mercia) como representante del grupo.

Con el programa CODDLE (Codons Optimized 
to Discover Deleterious Lesions) se evaluó dicha 
secuencia y se determinó que el sexto intrón del 
gen Ppd-A1 presentaba la mayor probabilidad de 
encontrar polimorfismos naturales. Posteriormente, 
se realizó un alineamiento de la zona de interés 
para las secuencias DQ885756 (gen Ppd-A1 del 
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cultivar Mercia), DQ885763 (gen Ppd-B1 del culti-
var Mercia) y DQ885768 (gen Ppd-D1 del cultivar 
Mercia) obtenidas de la base de datos de GenBank 
utilizando el programa Clustal W. Se detectaron 
mutaciones entre los genomas que podrían dife-
renciar al gen Ppd-A1 de los genes Ppd-B1 y Ppd-
D1. Utilizando el programa Primer 3 Plus (Rozen y 
Skaletsky, 2000) se diseñó un par de cebadores 
genoma específicos denominados Ppd-A1-LAL-F3 
y Ppd-A1-LAL-R1 que presentaron las siguientes 
características: (1) extremo 3´ del cebador direc-
to (Ppd-A1-LAL-F3) coincidió con la ubicación de 
uno de los sitios de especificidad genómica detec-
tados con el alineamiento de los genes Ppd-A1, 
Ppd-B1 y Ppd-D1; (2) la zona de hibridación del 
cebador Ppd-A1-LAL-F3 en el gen Ppd-D1 pre-
sentó tres SNP (Single Nucleotide Polymorphism, 
polimorfismo de un solo nucleótido) con respecto 
a su contraparte para el gen Ppd-A1 y; (3) la zona 
de hibridación del cebador Ppd-A1-LAL-R1 en el 
gen Ppd-B1 presentó cuatro SNP con respecto a 
su contraparte para el gen Ppd-A1.

Tras realizar una reacción de PCR para los dos 
genotipos parentales de la población utilizando 
este par de cebadores, se obtuvo un único produc-
to de amplificación de 548pb tanto para BioINTA 
2001 como para Baguette Premium 11. La secuen-
ciación de los productos de amplificación para 
BioINTA 2001 y Baguete Premium 11 y su poste-
rior alineamiento con Clustal W junto con el ADNc 
del gen Ppd-A1 para el cultivar Mercia (DQ885756) 
permitió detectar un total de siete SNP entre ambas 
variedades, de los cuales tres se encuentran dentro 
de regiones codificantes del gen Ppd-A1. Dado que 
una de las mutaciones detectadas (transversión 
C-G ubicada en la base 2538 del gen) coincidió 
con el sitio de restricción de la enzima HaeIII, de-
tectado por Nebcutter, se usó esta enzima para di-
gerir el producto de amplificación. La electroforesis 
de los productos de digestión reveló dos patrones 
de restricción diferenciales: BioINTA 2001 presentó 
un patrón de dos bandas (323 y 225pb), mientras 
que Baguette Premium 11 mostró un patrón de tres 
bandas (273, 225 y 50pb). De esta manera se de-
sarrolló un marcador CAP (Cut/Cleaved Amplified 
Polymorphism) codominante y perfecto para el gen 
Ppd-A1 que distingue los dos alelos en la población 
de BioINTA 2001/Baguette Premium 11.

Locus Ppd-B1

Los cebadores de Blake et al. (2009) (Tabla 1) 
resultaron polimórficos para los padres de la po-
blación, generando un producto de amplificación 
de 1353pb en Baguette Premium 11, y ausencia 

del mismo en BioINTA 2001, debido a que se tra-
ta de un marcador de tipo dominante. Para evitar 
o disminuir posibles errores durante la genotipifi-
cación de las líneas de la población, se convirtió 
este marcador en uno codominante. Por lo tanto, 
se desarrolló el cebador Ppd-B1-LAL-F1 (CCCA-
ATATCTACTCCTCCGG), el cual combinado con 
Ppd2B_SNP5R1 amplifica el alelo de BioINTA 2001 
y no el de Baguette Premium 11. De esta mane-
ra, mediante dos PCR, una con la combinación de 
B6-RDR1 con Ppd2B_SNP5R1 y otra con la com-
binación de Ppd-B1-LAL-F1 con Ppd2B_SNP5R1,       
se pudo convalidar la constitución alélica para  
Ppd-B1 para cada línea de la población.

Adicionalmente, se crearon y evaluaron los ce-
badores Ppd-B-LAL-F2 y Ppd-B-LAL-F3 (CCAGT-
GATGTCGTCGCACG y CCAGTGATGTCGTCGCA-
CA, respectivamente) que, en combinación con 
Ppd2B_SNP5R1, permitieron evidenciar el tipo 
de base en un SNP dentro del amplicón Ppd-B1-
LAL-F1- Ppd2B_SNP5R1 que fue detectado por 
el alineamiento de las secuencias de Ppd-B1: 
DQ885762.1 (cultivar Paragon), DQ885763.1 
(cultivar Recital), DQ885761.1 (cultivar Mercia), 
DQ885764.1 (cultivar Renan), DQ885760.1 (culti-
var Cheyenne), DQ885765.1 (cultivar Timstein) y 
DQ885757.1 (cultivar Chinese Spring).

ensayo en condiciones controladas

Se armaron germinadores para las 89 RIL y los 
dos parentales (seis plantas para cada genotipo). 
Tras un período de 24 h para inducir la germina-
ción, todos los germinadores fueron colocados 
en una cámara fría a 4 ºC durante un período de 
6 semanas. Posteriormente se trasplantaron tres 
plantas por tratamiento y se determinaron los días 
a espigazón de cada planta.

El ensayo consistió en dos tratamientos: DC      
(8 h de luz diarias) y DL (20 h de luz diarias). Para 
lograr el tratamiento de DC, se realizó una estruc-
tura de nylon negro (cámara) con laterales y par-
te superior removibles. Durante todo el ensayo se 
cubrieron y descubrieron las plantas con la finali-
dad de mantener el fotoperíodo constante en 8 h 
de luz. Tras alcanzar la espigazón, cada una de 
las plantas del tratamiento de DC fue retirada de la 
cámara. El tratamiento de DL consistió en luz na-
tural extendida con luz artificial mediante lámparas 
incandescentes de tungsteno, hasta alcanzar las 
20 h de luz diarias.

Todas las plantas se distribuyeron aleatoriamen-
te en ambos tratamientos (diseño completamente 
aleatorizado). Este ensayo fue realizado dos veces 
(ensayos R1 y R2, respectivamente) dentro de un 
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invernáculo refrigerado donde la temperatura se 
mantuvo en un rango de 18-24 ºC.

Análisis estadístico

Los análisis estadísticos fueron realizados con 
InfoStat (Di Rienzo et al., 2011). La RF se calculó 
como la diferencia de los promedios por tratamien-
to para cada entrada en los dos ensayos realiza-
dos. Sobre el set de datos obtenidos se realizaron 
análisis de normalidad (test Shapiro Wilk α=0,05) y 
análisis de correlación de Pearson.

El agrupamiento de haplotipos de Ppd-1 según 
su respuesta al fotoperíodo se obtuvo por un aná-
lisis de conglomerados de esta variable, usando 
como criterio de clasificación la constitución mole-
cular para los genes Ppd-1.

Las comparaciones presentadas se hicieron 
mediante test DGC con α=0,05 (Di Rienzo et al., 
2011) y las gráficas fueron realizadas con InfoStat 
(Di Rienzo et al., 2011).

Se aplicó un MLM para determinar la significan-
cia de los loci Ppd-1 sobre la respuesta al fotope-
ríodo, tomado a los tres loci Ppd-1 y sus interac-
ciones como factores fijos y al ambiente como un 
factor aleatorio.

resuLTADOs Y DIsCusIÓn

Caracterización molecular de BioInTA 2001 y 
Baguette Premium 11

Mediante los marcadores de Wilhelm et al. 
(2009) se obtuvieron productos de 452pb para am-
bos padres de la población (Tabla 1). Esto indica 
que ninguna de las variantes alélicas insensibles 
(GS-100, deleción de 1027pb y GS-105 deleción 
de 1117pb en la región del promotor) reportadas 
previamente por Wilhelm et al. (2009) para el gen 
Ppd-A1 están presentes en los parentales de la po-
blación. Este resultado concuerda con lo publica-
do previamente por Bentley et al. (2011) y Gomez 
et al. (2014), quienes reportaron la ausencia de los 
alelos GS-100 y GS-105 en trigo pan.

Ninguno de los dos parentales generaron 
producto con el marcador de Díaz et al. (2012) y los 
cebadores Ppd-B-LAL-F3-PPD2B_SNP5_R1, pero 
sí lo hicieron con los cebadores Ppd-B-LAL-F2 - 
PPD2B_SNP5_R1 (Tabla 1). Este resultado indicaría 
que: 1) ninguno de los genotipos parentales 
presenta el alelo de insensibilidad de Sonora64 
para Ppd-B1 (Ppd-B1a) reportado por Díaz et al. 
(2012); y 2) el nucleótido presente en el segundo 
SNP detectado mediante los alineamientos de 

secuencias de Ppd-B1 es guanina en los dos 
genotipos parentales de la población. Este segundo 
punto, junto con el hecho de que la combinación 
de los pares de marcadores B6-RDR1F - Ppd2B_
SNP5R1 y Ppd-B1- LAL-F1 - Ppd2B_SNP5R1 
resultó polimórfica para ambos padres (Tabla 1), 
indicarían que Baguette Premium 11 presenta 
una combinación de SNP dentro de Ppd-B1 de 
tipo C-G, mientras que BioINTA 2001 presenta 
una combinación G-G (Tabla 1). Al respecto, el 
patrón de SNP C-G dentro de Ppd-B1 ha sido 
previamente reportado en los cultivares Cheyenne, 
Mercia, Renam y Cappelle-Desprez (Beales et al., 
2007). Por otro lado, el patrón de SNP G-G dentro 
de Ppd-B1, observado en este estudio en BioINTA 
2001, es idéntico al observado en el cultivar Recital 
(Beales et al., 2007).

Mediante el set de marcadores de Beales et al. 
(2007) para el locus Ppd-D1 se observó la presen-
cia del alelo insensible Ppd-D1a en Baguette Pre-
mium 11 y el alelo sensible Ppd-D1b en BioINTA 
2001, en concordancia con lo descripto previa-
mente por Vanzetti et al. (2013).

Caracterización molecular de las rIL

Como era de esperarse en una población         
de RIL, las frecuencias de distribución observadas 
para los dos tipos de alelos existentes, para cada 
uno de los genes Ppd-1, fueron cercanas al 50 % 
(Tabla 2).

Por otro lado, para un tamaño de población de 
89 líneas se esperaría una frecuencia de 11,13 
líneas para cada uno de los ocho haplotipos po-
sibles para los tres genes Ppd-1. Uno de estos 
haplotipos (Ppd-A1B11, Ppd-B1B01, Ppd-D1B01) pre-
sentó una cantidad de líneas mucho menor a la es-
perada (4 líneas). Los haplotipos restantes presen-
taron frecuencias similares a las esperadas, con 
un rango de variación de 8 a 15 líneas por cada 
haplotipo (Tabla 2). El test de bondad de ajuste de 
los datos arrojó un valor de χ2 =7,988 (p=0,3336), 
lo que indica que la distribución observada coinci-
de con la esperada.

evaluación de la rF en la población de rIL

Para ambos ensayos (R1 y R2) las distribu-
ciones de frecuencias de los valores de días a 
espigazón, en condiciones de satisfacción foto-
periódica (día largo, DL) fueron normales según                              
test de Shapiro Wilk: (DLR1W*=0,96, p=0,0824; 
DLR2 W*=0,97, p=0,2516); sin embargo, los sets de 
datos provenientes de condiciones de fotoperío-
do no satisfechas (día corto, DC) no presentaron 
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distribuciones normales (DCR1 W*=0,92, p<0,0001; 
DCR2 W*=0,90, p<0,0001). De manera análoga, la 
variable diferencia en días entre ambas condicio-
nes de fotoperíodo (respuesta al fotoperíodo, RF), 
no presentó distribución normal para ninguno de 
los dos ensayos (RFR1 W*=0,92, p<0,0001; RFR2 

W*=0,89, p<0,0001).

Dentro de cada ensayo se obtuvieron coeficien-
tes de correlación de Pearson altos y significativos 
(r=0,99; p<0,0001) entre los días a espigazón, en 
condiciones de DC y la RF. En contraste, no se ob-
servaron valores de correlación altos entre días a 
espigazón en condiciones de DL con las variables 
días a espigazón en DC y RF (Tabla 3).

Tabla 3. Coeficiente de correlación de Pearson y valores p (resal-
tados en cursiva) asociados a variables para los dos ambientes 
evaluados. El superíndice indica el ensayo.

DC r1 DL r1 rF r1 DC r2 DL r2 rF r2

DC r1 1,00 0,04 <0,0001 <0,0001 0,0007 <0,0001
DL r1 0,20 1,00 0,73 0,03 <0,0001 0,16
rF r1 0,99 0,04 1,00 <0,0001 0,02 <0,0001
DC r2 0,66 0,23 0,63 1,00 <0,0001 <0,0001
DL r2 0,36 0,60 0,26 0,44 1,00 0,002
rF r2 0,64 0,15 0,63 0,99 0,32 1,00

Los coeficientes de correlación entre las mismas 
variables para ambos ensayos fueron en todos los 
casos altamente significativos (p<0,0001) con va-
lores que fluctuaron entre 0,60 y 0,66 (Tabla 3).

La RF promedio no fue normal y presentó una 
distribución hacia la derecha (Figura 2). Ambos 
parentales ocuparon una posición central en la 
misma (Figura 2). Este resultado indicaría la exis-
tencia de alelos de sensibilidad o insensibilidad al 

fotoperíodo en ambos padres de la población.
Al contemplar el promedio de los datos de am-

bos ensayos para cada línea, el rango de varia-
ción en días a espigazón, en condiciones de DC, 
fue de 84,7 días, con un valor máximo de 142,0 
días y un valor mínimo de 57,3 días, para la línea 
más tardía y la más precoz, respectivamente. En 
condiciones de DL, los valores máximo y mínimo 
de días a espigazón decayeron a 59,0 y 41,2 días, 
respectivamente, generando un rango de variación 
de 17,8 días. Por otro lado, la RF promedio varió en 
78,3 días, presentando un máximo de 93,7 días y 
un mínimo de 15,3 días.

Un análisis de conglomerados de la RF usando 

Tabla 2. Número de líneas y porcentajes (%) para los diferentes alelos (parte superior) y para cada haplotipo (parte inferior) de los genes 
Ppd-1 obtenidas en la población BioINTA 2001/Baguette Premium 11. Los alelos provenientes de Baguette Premium 11 se representan 
con el supraíndice B11 y los alelos provenientes de BioINTA 2001 se representan con el supraíndice B01.

Ppd-A1 Ppd-B1 Ppd-D1 n° de líneas %

Frecuencia de 
alelos de Ppd-1

Ppd-A1B11 37 41,6
Ppd-A1B01 52 58,4

Ppd-B1B11 50 56,2
Ppd-B1B01 39 43,8

Ppd-D1B11 50 56,2
Ppd-D1B01 39 43,8

Frecuencia de 
haplotipos de 

Ppd-1

Ppd-A1B11 Ppd-B1B11 Ppd-D1B11 14 15,7
Ppd-A1B11 Ppd-B1B11 Ppd-D1B01 11 12,4
Ppd-A1B11 Ppd-B1B01 Ppd-D1B11 8 8,9
Ppd-A1B11 Ppd-B1B01 Ppd-D1B01 4 4,5
Ppd-A1B01 Ppd-B1B11 Ppd-D1B11 13 14,6
Ppd-A1B01 Ppd-B1B11 Ppd-D1B01 12 13,5
Ppd-A1B01 Ppd-B1B01 Ppd-D1B11 15 16,9
Ppd-A1B01 Ppd-B1B01 Ppd-D1B01 12 13,5

Figura 2. Distribución de la respuesta fotoperiódica promedio de 
la probación BioINTA 2001/Baguette Premium 11. Se muestra el 
ajuste normal y test de Shapiro Wilk (α=0,05). Las líneas verti-
cales indican la posición ocupada por los genotipos parentales 
Baguette Premium 11 (gris) y BioINTA 2001 (negro).
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como criterio de clasificación la constitución 
molecular para los genes Ppd-1, muestra dos 
grupos con medias significativamente diferentes 
entre sí (67,1±2,9 y 35,9±2,5), definidos según 
el alelo presente en el locus Ppd-D1 (Figura 3): 
(A) líneas portadoras del alelo de BioINTA 2001 
(Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01; Ppd-B1B11/ Ppd-B1B01; Ppd-
D1B01) y (B) líneas portadoras del alelo de Baguette 
Premium 11 (Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01; Ppd-B1B11/ Ppd-
B1B01; Ppd-D1B11). Esto indica que la constitución 
alélica del locus Ppd-D1 es la que presenta el 
mayor efecto en la RF de la población en estudio.

Adicionalmente, dentro del grupo A se observan 
dos subagrupamientos según la constitución alé-

lica del locus Ppd-B1 (grupos A1 y A2, Figura 3).
Tanto el locus Ppd-D1 como la interacción     

Ppd-D1*Ppd-B1 mostraron efecto significativo so-
bre la RF de la población BioINTA 2001/Baguette 
Premium 11 (Tabla 4).

Estos resultados indicarían la existencia de tres 
grupos de RF según el haplotipo de Ppd-1: (1) lí-
neas Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01; Ppd-B1B11; Ppd-D1B01 
(grupo A1, Figura 3); (2) líneas Ppd-A1B11/ Ppd-
A1B01; Ppd-B1B01; Ppd-D1B01 (grupo A2, Figura 3); 
y (3) líneas Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01; Ppd-B1B11/ Ppd-
B1B01; Ppd-D1B11, (grupo B, Figura 3). Esto sugiere 
que los alelos Ppd-D1B01 y Ppd-B1B11 aportan sensi-
bilidad al fotoperíodo y que el efecto de Ppd-D1B01 
es mayor que el de Ppd-B1B11.

Para los tres grupos (A1, A2 y B, Figura 3) existió 
sensibilidad al fotoperíodo ya que en todos los casos 
los días a espigazón se acortaron al incrementar el 

fotoperíodo de 8 a 20 h luz (Figura 4).
Los valores de sensibilidad fueron: 6,0 días/h, 

4,9 días/h y 3,1 días/h para los grupos A1, A2 y B, 
respectivamente.

En el presente estudio se detectaron nuevas 
mutaciones dentro de las regiones codificantes del 
gen Ppd-A1. Dado que este gen no mostró efecto 
significativo sobre la respuesta fotoperiódica (Ta-
bla 4) se puede inferir que ninguna de las muta-
ciones detectadas entre los cultivares Baguette 
Premium 11 y BioINTA 2001 para el gen Ppd-A1 
es funcional.

Se ha observado que los alelos del locus Ppd-
A1 detectados en el presente trabajo (Ppd-A1B11         
y Ppd-A1B01) poseen una distribución cercana al 
50 % (58 % Ppd-A1B01 y 42 % Ppd-A1B11) en ger-
moplasma argentino (Lombardo, Nisi, Fissore y 
Helguera, 2013). Por tal motivo, el marcador CAP 

Figura 3. Análisis de conglomerados de la RF promedio usando como criterio de clasificación la constitución molecular (haplotipo) para 
los genes Ppd-1. Se detallan las medias y los errores estándares para cada grupo. Medias con la misma letra no son significativamente 
diferentes entre sí (α= 0,05).

Tabla 4.Valores p correspondientes a los tres loci Ppd-1 y sus 
interacciones. Se resaltan en gris los valores significativos.

Fuentes de variación Valor p

Ppd-A1 0,9441

Ppd-B1 0,1912

Ppd-D1 <0,0001

Ppd-A1*Ppd-B1 0,5854

Ppd-D1* Ppd-B1 0,0323

Ppd-A1* Ppd-D1 0,3364

Ppd-A1* Ppd-B1* Ppd-A1 0,7834

r2 0,44

AIC 1556,82
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para Ppd-A1 desarrollado en este estudio puede 
ser usado como una herramienta para evaluar el 
efecto de Ppd-A1 sobre componentes de adapta-
ción o rendimiento en cruzas de trigo hexaploide 
(García et al., 2011), aunque el mismo no detecte 
una mutación funcional en dicho gen.

Los resultados obtenidos mostraron que las lí-
neas Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01; Ppd-B1B11; Ppd-D1B01 
(subgrupo A1, Figura 3) se diferenciaron signifi-
cativamente de las líneas Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01;   
Ppd-B1B01; Ppd-D1B01 (subgrupo A2, Figura 3) en 
su RF (72,1 vs. 59,9 días, respectivamente). De-
bido a que el SNP utilizado para señalar el gen 
Ppd-B1 en este estudio no es una mutación funcio-
nal para la RF vinculada a este gen (Beales et al., 
2007), la respuesta diferente reportada entre estas 
líneas podría deberse: (1) a la presencia de muta-
ciones funcionales no detectadas dentro de la se-
cuencia del gen o (2) a una diferencia en el núme-
ro de copias funcionales del gen Ppd-B1 entre los 
cultivares BioINTA 2001 y Baguette Premium 11. En 
sustento con la segunda hipótesis, la variación en 
la respuesta fotoperiódica debida al gen Ppd-B1 
caracterizada hasta la fecha, solo fue explicada 
por la existencia de variación en el número de co-
pias de este gen y no por mutaciones funcionales 
dentro del mismo (Díaz et al., 2012).

Según el estudio realizado por Díaz et al. (2012), 

los cultivares Cheyenne, Mercia, Renam y Cappelle-
Desprez, presentan una copia del gen Ppd-B1 
mientras que el cultivar Recital presenta dos copias 
funcionales del gen Ppd-B1. Teniendo en cuenta 
que en el presente estudio se determinó que 
Baguette Premium 11 presenta una combinación 
de SNP dentro de Ppd-B1 como la de los cultivares 
Cheyenne, Mercia, Renam y Cappelle-Desprez y 
BioINTA 2001 como la del cultivar Recital, junto 
con la observación que las líneas del subgrupo 
A2 (portadores del alelo Ppd-B1B01) fueron menos 
sensibles que las del subgrupo A1 (Figura 3), se 
podría sugerir que, de ser la segunda hipótesis 
correcta (existencia de diferente número de copias 
para Ppd-B1), Baguette Premium 11 presentaría 
una copia funcional del gen Ppd-B1 como la 
reportada en los cultivares Cheyenne, Mercia, 
Renam y Cappelle-Desprez y BioINTA 2001 dos 
copias funcionales del gen Ppd-B1 como el cultivar 
Recital. Futuros estudios permitirán determinar la 
naturaleza de la RF mediada por el locus Ppd-B1 
detectada en el presente trabajo.

La comparación de los rangos de días 
promedios para los tratamientos de 8 h de luz con 
los de 20 h de luz (84,7 vs. 17,8 días) indica que 
el aporte realizado por la precocidad en la fecha 
de espigazón (efecto del gen o genes Eps) es 
mucho menor que el de los genes Ppd-1. Esto es 

Figura 4. Respuesta al fotoperíodo de la población BioINTA 2001/Baguette Premium 11. En línea negra se representa el grupo A1 (líneas 
con haplotipos Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01; Ppd-B1B11; Ppd-D1B01), en línea punteada el grupo A2 (líneas con haplotipos Ppd-A1B11/Ppd-A1B01; 
Ppd-B1B01; Ppd-D1B01) y en línea gris el grupo B (líneas con haplotipos Ppd-A1B11/Ppd-A1B01; Ppd-B1B11/Ppd-B1B01; Ppd-D1B11). Medias 
con la misma letra no son significativamente diferentes entre sí (α= 0,05).
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confirmado por la alta correlación observada entre 
la fecha de espigazón en condiciones de DC y la 
RF (Tabla 3).

Los alelos Ppd-D1B01 y Ppd-B1B11 afectaron sig-
nificativamente la RF en esta población (Figura 3; 
Tabla 4). Este resultado explicaría la distribución 
transgresiva documentada para la RF (Figura 2), 
dado que los alelos de reducción de sensibilidad 
provienen de progenitores diferentes.

En este estudio se detectaron tres grupos de RF 
según el haplotipo de Ppd-1 (grupos A1, A2 y B, 
Figura 3). Los tres grupos mostraron sensibilidad 
al fotoperíodo (Figura 4). Este resultado indicaría 
que el alelo de “insensibilidad al fotoperíodo” 
Ppd-D1a, reportado previamente por Beales et al. 
(2007) presenta RF. A favor de esta observación se 
puede citar que Gomez et al. (2014) han reportado 
sensibilidad al fotoperíodo para cultivares de 
hábito de crecimiento primaveral portadores del 
alelo Ppd-D1a. Sin embargo, el hecho de que 
en ese trabajo se analizó un set reducido de 
variedades portadoras de Ppd-D1a (13 en total) 
dificulta concluir si el efecto observado proviene 
del locus Ppd-D1 o de otros genes vinculados al 
fotoperíodo distribuidos de manera no balanceada 
en ese set de cultivares. Los resultados en el 
presente trabajo fueron obtenidos sobre un total de 
50 RIL portadoras del alelo Ppd-D1a (Ppd-D1B11). 
El hecho de que en este tipo de poblaciones 
solo pueden segregar dos formas alélicas para 
cada gen equitativamente distribuidas, sugiere 
que la respuesta observada en líneas Ppd-A1B11/          
Ppd-A1B01; Ppd-B1B11/ Ppd-B1B01; Ppd-D1B11 (grupo 
B, Figura 3) se debe a Ppd-D1a.

A diferencia de otros trabajos (Beales et al., 
2007; Gomez et al., 2014), en este estudio se man-
tuvieron las condiciones de DC y DL (8 y 20 h de 
luz, respectivamente) de manera constante hasta 
la fecha de espigazón. Esto permitió maximizar 
los efectos de los genes vinculados al fotoperíodo. 
Adicionalmente, dado que todas las líneas pudie-
ron espigar en condiciones de DC, se puede pos-
tular que la inducción de los loci Ppd-1 por incre-
mento en la exposición de horas de luz no es un 
proceso esencial para que se produzca la floración 
en trigo.

Desde el punto de vista del mejoramiento, 
Pugsley (1971) planteó que la insensibilidad al 
fotoperíodo es esencial para la adaptación del trigo 
al ambiente australiano aportado fundamentalmente 
por la presencia del alelo Ppd-D1a incorporado 
por material del CIMMYT a principio de la década 
de 1970. Por otro lado, a finales de esa década 
se difundieron materiales como Kite y Sunlin que 
se comportan como sensibles al fotoperíodo 

(Eagles, Cane y Vallance, 2009) acortando el ciclo 
mediante la presencia de alelos primaverales para 
el gen Vrn-1. Este resultado sugiere la existencia 
de distintas combinaciones de alelos de respuesta 
a fotoperíodo y vernalización (combinado 
eventualmente con precocidad intrínseca) como 
estrategia para lograr una sintonía fina en la 
adaptación del trigo a un ambiente particular. Por 
ejemplo, en Argentina, la combinación de alelos 
de respuesta a fotoperíodo y vernalización más 
frecuente es insensible/primaveral (62 %) (Gomez 
et al., 2014), sin embargo, esta se constituye 
por la presencia de Ppd-D1a (13/16 variedades 
evaluadas) o Ppd-B1a (3/16), ya que ninguna de 
las variedades primaverales evaluadas por Gomez 
et al. (2014) mostró la combinación Ppd-B1a/Ppd-
D1a de alelos de insensibilidad al fotoperíodo. 
Los resultados obtenidos en el presente estudio 
demuestran la existencia de un gradiente en 
la respuesta a fotoperíodo generado por la 
combinación de alelos de Ppd-1 segregantes 
en la población biparental (Figuras 3 y 4). La 
disponibilidad de marcadores moleculares alelo-
específicos utilizados en este estudio facilita 
enormemente el uso de esta información en 
distintas instancias del mejoramiento genético, 
como puede ser la caracterización de parentales 
de bloques de cruzamientos y selección de 
combinaciones homocigotas de interés en 
generaciones avanzadas de RIL.

COnCLusIOnes

En el presente trabajo se desarrollaron marca-
dores moleculares para los loci Ppd-A1 y Ppd-B1 
que pueden ser usados para la identificación de 
alelos en poblaciones segregantes.

Se identificaron nuevas mutaciones dentro de 
regiones codificantes del gen Ppd-A1. Sin embar-
go, ninguno de los alelos encontrados para Ppd-
A1 mostró un efecto significativo en la RF, lo que 
sugiere que las mutaciones detectadas no alteran 
la funcionalidad del gen.

La constitución alélica del locus Ppd-D1 fue la 
que presentó mayor efecto en la RF de la pobla-
ción. Mediante este locus los materiales evaluados 
se clasificaron en: (A) líneasPpd-A1B11/ Ppd-A1B01; 
Ppd-B1B11/ Ppd-B1B01; Ppd-D1B01 con RF alta (67 
días) y (B) líneas Ppd-A1B11/ Ppd-A1B01; Ppd-B1B11/ 
Ppd-B1B01; Ppd-D1B11 con RF baja (36 días).

La constitución alélica del locus Ppd-B1 también 
afectó la RF de la población, aunque con un efecto 
menor que la del locus Ppd-D1. El alelo con mayor 
sensibilidad para este locus fue Ppd-B1B11(alelo 
proveniente del parental con fenotipo insensible). 
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Mediante la combinación de los loci Ppd-D1 y 
Ppd-B1 se obtuvieron tres categorías de RF: (A1) 
líneas Ppd-A1B11/Ppd-A1B01; Ppd-B1B11; Ppd-D1B01 
con mayor RF (72 días); (A2) líneas Ppd-A1B11/ 
Ppd-A1B01; Ppd-B1B01; Ppd-D1B01 con una RF inter-
media (60 días); y (B) líneas Ppd-A1B11/Ppd-A1B01; 
Ppd-B1B11/Ppd-B1B01; Ppd-D1B11 con menor RF (36 
días). Por lo tanto, los loci Ppd-1 afectaron la RF 
según: Ppd-D1 > Ppd-B1 > Ppd-A1. La naturaleza 
de la RF mediada por el locus Ppd-B1 detectada 
en el presente trabajo es inédita y será investigada 
en futuros estudios.

La estimulación en condiciones de DL no es un 
proceso esencial para que se produzca la espiga-
zón en trigo ya que todas las líneas cultivadas en 
condiciones de DC pudieron espigar.
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