Control genético
de las proteinas del trigo

La calidad tecnolégica y nutritiva del grano de trigo depende en gran medida de

su composicion proteica. Los recientes avances de la biologia molecular nos

abren nuevas perspectivas en la manipulacion genética de dicha composicion

Francisco Garcia Olmedo y Pilar Carbonero Zalduegui

da hace unos 10.000 aios en el

suroeste asidtico, constituye uno
de los hechos seminales de la cultura
cccidental y su posterior expansidn co-
mo primera cosecha mundial esta inti-
mamente asociada al progreso del hom-
bre. Esta posicién preponderante del
trigo se ha debido no s6lo a sus buenas
propiedades agrondmicas —su adaptabi-
lidad y su capacidad productiva en las
mds variadas situaciones climéticas-, si-
no también a las peculiares propieda-
des mecdnicas del endospermo, que
permiten la elaboracién del pan, ali-
mento biblico que sigue siendo hoy la
base de la dieta de una buena parte de
la humanidad. El endospermo, que es
el tejido mayoritario del grano, consti-
tuye un alimento relativamente com-
pleto. Contiene almidén y otros hidra-
tos de carbono (60-80 por ciento}, pro-
tefnas (8-15 por ciento), lipidos (1,5-2,0
por ciento), minerales (1,0-1,5 por
ciento) y vitaminas {E, complejo B).
La composicidn proteica del endosper-
mo determina en gran medida la cali-
dad de éste en 1elacion con la elabora-
cidn del pan (calidad panadera) e inci-
de de un modo importante en ¢l valor
nutritive de este alimento. En el pre-
sente articulo nos proponemos exami-
nar las relaciones entre la composicion
proteica y la calidad panadera y nutriti-
va del grano, asf como resumir nuestros
conocimientos sobre el control genético
y la manipulacién de dicha composicién
proteica.

La harina, obtenida por molienda del
endospermo, se convierte en pan me-
diante el proceso de panificacién, que
comprende tres etapas: amasado, fer-
mentacién y coccién. El amasado con-
siste en el tratamiento mecdnico de una
mezcla de harina, levadura y agua hasta
que la masa adquiere las propiedades
viscoeldsticas idoneas. La fermentacién
de la masa de pan es una fermentacion

La domesticacién del trigo, ocurri-

alcohdlica, cuyo agente es la levadura
de panaderia {Saccharomyces cerevi-
siae) y cuyos productos principales son
anhidrido carbémnico y alcohol etilico.
El sustrato de la fermentacién esta
constituide por glucosa y maltosa, azid-
cares fermentables generados por de-
gradacién hidrolitica del almidén. La
masa debe ser extensible, eldstica y su-
ficientemente impermeable a los gases,
de tal manera que permita cambios de
forma, la retencién del CO, y el es-
ponjamiento consiguiente durante la
fermentacion, asf como el aumento del
volumen del pan en la coccién. La coc-
¢ién provoca una serie de modificacio-
nes en la masa: (I) gelificacién del al-
midén, lo cual aumenta su digestibili-
dad y la capacidad de retencion de agua
del pan cocido (hasta 45 por ciento en
peso); (2 aumento del volumen de la
masa esponjosa por expansién del CO,
y volatilizacién del etanol (alveolado
del pan}; (3) coagulacién de las protei-
nas, proceso que estabiliza la estructura
y el volumen de la pieza de pan; (4)
muerte de las levaduras e inactivacion
de los enzimas.

También se obtiene pan de otros ce-
reales: el centeno o la cebada, por
ejemplo; de hecho, éste fue el cereal
preferido casi hasta el principio de la
era cristiana, pero ya Plinio escribi6é
que “el pan de cebada usado en épocas
mas primitivas habia sido condenado
por la experiencia...”. La capacidad de
dar un pan con una alta relacién de vo-
lumen a peso de harina, con una miga
uniformemente alveolada vy con unas
excelentes propiedades organoiépticas
singulariza destacadamente al trigo pa-
nificable frente al resto de los cereales,
Es esta capacidad de la harina de trigo
la que depende en gran parte de su
composicién proteica,

Los estudios sobre las proteinas del
endospermo de trigo tienen una larga
tradicién. Ya en 1745, Beccari descri-

bié lo gue hoy conocemes como gluten,
una masa viscoeldstica que se obtiene
tras eliminar por lavado el almidén de
una masa formada por harina y agua. A
lo largo del siglo xix, Einhof (1805),
Taddei (1819) y otros investigadores
descubrieron que una fraccién impor-
tante del gluten, a la que se denomina
gliadina, era soluble en mezcias
alcohol-agua. A principios del presente
siglo, Osborne (1907) propuso una cla-
sificacién general de las proteinas basa-
da principalmente en los estudios sobre
el endospermo de trigo, que todavia es
de uso general.

En la actualidad se consideran los si-

guientes grupos de proteinas en el
endospermo de trigo: albiminas, solu-
bles en agua y en soluciones salinas (0,5
M CINa); globulinas, solubles en solu-
ciones salinas, pero poco o nada solu-
bles en agua; prolaminas (gliadinas en
el caso del trigo), solubles en mezclas
alcohol-agua y que requieren la presen-
cia de un reductor de puentes disulfuro
para una extraccion cuantitativa; glute-
linas (gluteninas en trigo), insolubles
en los anteriores disolventes, pero solu-
bles en 4cidos o bases diluidos; residuo,
proteinas no extraidas por ninguno de
los disolventes mencionados, usados
secuencial o individualmente.

Cada uno de estos grupos estd inte-
grado por cierto nimero de protefnas
mayoritarias, muchas de las cuales se
han purificado y caracterizado. Ade-
mds de por sus propiedades de solubili-
dad, los diferentes grupos pueden dis-
tinguirse por otras caracteristicas: com-
posicidn en aminodcidos, tamaiio y for-
ma de los componentes, localizacion
subcelular, funcién que desempefian,
etcétera, La fraccidn mayoritaria estd
representada por las gliadinas, que son
proteinas con una funcién de reserva,
ya que constituyen la principal fuente
de nitrégeno para el desarrollo inicial
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de la nueva planta durante la germina-
cién del embridn. Las gliadinas se al-
macenan durante el desarrollo dei en-
dospermo en orginulos especializados

- denominados cuerpos proteicos o pro-

teosomas. En consonancia con su fun-
¢ién de reserva, estas proteinas tienen
un elevado contenido ¢n el amino4cido
amidado glutamina (por encima del 30
por ciento) y se incrementan preferen-
cialmente cuande se aumenta la protei-
na del grano, forzando el abonado ni-
trogenado.

Usando métodos de separacién de
proteinas de alta resolucién, como son
los bidimensionales de electroenfogue
x electroforesis, se ha puesto de mani-
fiesto que la fraccién de gliadinas in-
cluye entre 40 y 50 proteinas. Estas for-
man familias méds o menos relacionadas
estructuralmente entre si y dentro de
las cuales existe un alto grado de homo-
logia en las secuencias de aminoécidos.
Tradicionalmente se distinguen, de
mayor a menor movilidad electroforéti-
ca a pH 4acido, las a-, f-, v- v -
gliadinas. Mas recientemente, algunos
autores incluyen en esta fraccidén pro-
laminas de alto peso molecular (95.000-
136.000 dalton) que son solubles en
mezclas de alcohol-agua, una vez desa-
gregadas por reduccidn de puentes di-
sulfuro [-S-8-Proteina-S-S-Proteina-S-
8- + agente reductor X — Proteina-8-
X]. Estas prolaminas de alto peso mo-
lecular (figh molecular weight prola-
mins = HMWP) se habian considerado
antes gluteninas. La distincién entre
gliadinas y gluteninas ha dado lugar a
frecuentes confusiones debido a que
parte de las gliadinas clasicas (a-, §-,
y-, w-) forman, junto con las HUWP y
las gluteninas, agregados de alto peso
molecular (10° dalton), mediante puen-
tes disulfuro intermoleculares, y no se
extraen cuantitativamente por disol-
ventes alcohdlicos, si no se rompen an-
tes estos puentes disulfuro,

a calidad del pan depende de lacan-
L tidad y calidad de proteina, que, a
su vez, depende de la variedad genética
y de la nutricién nitrogenada-azufrada
de la planta. Con objeto de establecer
las relaciones entre compasicion y cali-
dad tecnoldgica se han realizado nume-
rosos estudios en los que se han busca-
do correlaciones entre caracteristicas
del endospermo vy caracteristicas del
pan elaborado a partir de €1, principal-
mente la textura de la miga y el cocien-
te entre volumen de pan y peso de hari-
na. Cronoldgicamente, la primera ob-
servacion empirica fue la distincién en-
tre trigos o endospermos duros y blan-
dos, y entre vitreos y cpacos, lo que
permitia hacer ciertas predicciones so-

bre su comportamiento en la molienda
y en la panificacién. En general existe
una correlacion entre dureza y vitrosi-
dad, pero las dos propiedades no pare-
cen tener una base comiin. Més clara
estd la relacion de vitrosidad con alto
contenido en proteina y de opacidad
con bajo contenido en proteina. En los
trigos blandos, las célutas se rompen fi-
cilmente en la molienda y se liberan los
granulos de almiddn; existe, ademas,
poca adhesién entre los cuerpos protei-
08, los granulos de almidén v los restos
de paredes celulares. En cambio, en los
trigos duros estos elementos se cemen-
tan en una masa mas compacta. Aun-
que caracteres tales como la dureza es-
tAn notablemente influenciados por las
condiciones ambientales y nutriciona-
les, durante el desarrollo y maduracién
del grano, tienen también una base ge-
nética bien establecida,

Una segunda correlacién fue la ob-
servada entre cantidad de gluten y cali-
dad del pan, lo que supuso relacionar
por primera vez la composicion protei-
ca con la calidad panadera, ya que el
gluten se compone principalmente de
las fracciones de proteinas que hemos
denominado gliadinas, gluteninas y re-
siduo. Esta observacién constituyé el
punto de partida de estudios encamina-
dos a esclarecer el papel de las proiei-
nas en la panificacién y las bases mole-
culares de las diferencias genéticas de
calidad entre una variedad y otra. No
se han encontrado correlaciones entre
los contenidos de albiiminas, globulinas
y gliadinas, por un lado, y la calidad
tecnoldgica, por otro. Sin embargo, va-
rios investigadores han hallado ceorrela-
ciones positivas enire pardmetros de
calidad y la cantidad de protefna resi-
dual que queda después de una extrac-
cion exhaustiva con diversos disolven-
tes. Estos resultados sugieren que los
agregados de glutenina y residuo, que
incluyen las HMWP y parte de las glia-
dinas unidas por puentes disulfuro, sen

los principales responsables de las pro-

piedades viscoeldsticas de la masa y de
la calidad panadera. Un paso importan-
te en la busqueda de los componentes
proteicos individuales con una influen-
cia decisiva en la calidad viene repre-
sentado por el hallazgo de correlacio-
nes entre diferencias intervarietales en
los modelos electroforéticos de las
HMWP y ciertos pardmetros de cali-
dad. En este caso, la asociacidén entre
proteina individual y parametro de cali-
dad ha mostrado ser heredable en nu-
merosos cruzamientos. Naturalmente,
estas correlaciones no implican relacio-
nes de causa a efecto, pero si delimitan,
junto con los conocimientos que se po-
seen sobre la bioquimica de las distintas
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1. GRANO DE TRIG, en sendos cortes, longitu-
dinal y transversal. De fuera adentre, observamos,
primer lugar, ¢l pericarpio o envoltura del fruto
{embrién més endospermo). El endospermo es el
tejido mayoritarie del grano de los cereales; consta
de una capa de aleurona y del endospermo amils-
ceo rico en grdnulos de almidém y proteinas,

proteinas, los posibles modelos que ex-
pliquen, por un lado, la estructura de la
masa de pan y, por otro lado, las dife-
rencias genéticas de calidad.

Un tipo de prueba mds directa viene
representada por los ensayos de frac-
cicnamiento y reconstituciéon, en los
que harinas de diferente calidad se frac-
cionan en sus distintos componentes y a
partir de ellos se reconstituyen harinas
con componentes intercambiados. Los
resultados de estos estudios son cohe-
rentes en general con los anteriormente
descritos, asignando a las gluteninas, al
residuo y, en menor grado, a las gliadi-
nas un papel decisivo en la estructura
de la masa. Este planteamiento experi-
mental ha permitido matizar, ademss,
las ideas actnales sobre el papel de



2. CUERPOS PROTEICOS, llamados también proteosomas, son orginules
aproximadamente esféricos que contienen las proteinas de reserva del grano.
Resulta ficil obtenerlos a partir de endospermo en desarrollo, por fracciona-

otros componentes tales como los lipi-
dos y el almidon.

Las caracteristicas esenciales del mo-
delo més generalmente aceptado sobre
la estructura de la masa son las siguien-
tes: (I) Las proteinas del residuo, las
gluteninas y las HMWP forman una
malla tridimensional en fa que las dis-
tintas subunidades proteicas se unen
por puentes disulfuro (-S-S-) para dar
largos polimeros lineales con cierto gra-
do de ramificacién. Los puentes -S-S-,
que originalmente se forman “in vivo”,

pueden redistribuirse durante el trata-
miente mecdnico del amasado. Ade-
mis, pueden formarse “de nove”™ con
posterioridad a la recoleccién por oxi-
dacién de grupos sulfhidrilo (-SH),
siendo precisamente el papel probable
de ciertos mejorantes de la harina, tales
como ¢l bromato o el iodato, el de
constituir agentes eficaces de dicha oxi-
dacién. (2) La red tridimensional se en-
cuentra trabada o cementada por otras
proteinas, almidén, lipidos polares y
agua, entre las que se dan interacciones

mniento subcelular, En las micrografias se muestra una preparacién de profeo-
somas (identificados por ¢p), parcialmente purificados: microscopla electroni-
ca de I_mrrido (¢ la izguierda) y electrdnica de transmisién (¢ la derecha),

hidrofébicas, iGnicas, puentes de hidrd-
geno, etcétera. Una estructura de estas
caracteristicas tendria las propiedades
observadas en la masa: extensibilidad
sin rotura, elasticidad para recuperar la
forma cuando desaparecen las fuerzas
deformantes y capacidad para retener
gases y esponjarse.

Las proteinas del trigo son de baja
calidad nutritiva. Estudios sobre
nutricion humana, realizados a lo largo
de la primera mitad de este siglo, han

o DE AMINOACIDOS EFECTO
MOLES/100 MOLES CALIDAD :
PROTEINAS | PROTEINA | SOLUBILIDAD |— ]| oS MoL SECUENCIA OBSERVACIONES
TOTAL GLX PRO LYS TECN. | NUT.
| ALBUMINAS 58 H,0 v 0,5M CINa| 10-11 7 5 1224 +
INHIBIDORES .
e AMILASE 1113 78 255 12,5-60 N-TERMINAL
TIONINAS 3 4 10 5 COMPLETA | POTENCIALMENTE TOXICA
GLOBULINAS 810 0,560 CINs 1115 45 4.7 10-70 ++
SOL. EN CLOROFORMO/
PROTEINAS CM 12415 | 10-14 2.3 11-15 I TANGL
GLIADINAS 50-80 | ALCOHOL-H,0 | 20-50 | 1525 0.9 + -
SOL, EN CLOROFORMO/
LMWG 2327 | am 0.3 16-18 VETANOL
« ENFERMEDAD CELIACA,
o, B- - 3540 | 15-20 05 3244 N-TERMINAL | aF e MOLECULARES
- 4050 | 2030 03 4472 N-TERMINAL | NO TIENE -§-$-
ACIDOS O -5-5- INTERMOLECULARES
GLUTENINAS 1020 | BaSES DIL. 10416 | 710 24 |+
-5+5- INTERMOLECULARES
HMWP 3040 | 1114 1.2 95-138 +H+ N-TERMINAL | 267 EN ALCOHOL-R,O-RSH
RESIDUO 3-8 INSOLUBLE 17 8 6 HEsI S

3. GRUPOS DE PROTEINAS del endospermo de trigo, segin a clasificacién
de Osborne, basada principalmente en criterios de solubilidad. Se consignan
también algunos subgrupos de proteinas dentro de ¢stos grandes grupos. En
algunos cases, la asignacion de los subgrupos ne estd clara del todo; por ejem-
plo: las proteinas CM son al menos parcialmente solubles en agua y las prola-
minas de alto peso molecular (HMWP, del inglés high molecular weight pro-
lamins} son solubles en alcohol-agua, previa reduccién de sus puentes disulfa-
ro -8-5-. Las distintas proteinas difieren en su composicién en aminodcidos,

presentindose en la tabla solo los m4s significativos desde el punto de vista de
la clasiflcacién: glutamina + glutdmico (GLX)'y prolina (PRO), que son los
aminodcldos mayoritarios tipices de las proteinas de reserva, ¥ la lisina
(LYS), aminodcido esencial imitante. Se han purificado numerosos compo-
nentes de los subgrupos y se han determinado sus pesos moleculares y sus
secuencias de aminodcidos (totales o parciales). Se consigna también en la
tabla la incidencia, en términos semicnantitativos, de los distintos grupos de
proteinas sobre la calidad panadera (Tecn.) y nutcitiva (Nut.) de la harina.
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puesto de manifiesto que el requeri-
miento dietético de ciertos aminoici-
dos, denominados esenciales, se debe a
la incapacidad del organismo humano
para sintetizarlos. Varios aminoacidos
esenciales estin en muy baja propor-
cién en la harina de trigo, siendo la lisi-
na el aminoécido esencial limitante.
Por esta razén, el valor bioldgico de di-
cha proteina, es decir, el porcentaje de
proteina absorbida que es retenida por
el organismo, es muy bajo (52 por cien-
to) si se compara con el de la proteina
de huevo (94 por ciento) o el de la pro-
teina de la leche de vaca {90 por cien-
to}. La composicién en aminoécidos
global de la proteina de trigo es el re-
sultado de la composicién de las distin-
tas fracciones v, en dltimo término, de
la composicién de las proteinas indivi-
duales integrantes del conjunto. Con-
cretamente, el bajo contenido global de
lisina se debe a que las gliadinas, pro-
teinas de reserva del grano que supo-
nen un 60 por ciento de la proteina to-
tal, priacticamente carecen de este ami-
noacido esencial {por debajo del 1 por
ciento), aunque las otras fracciones
proteicas, albiminas, globulinas y glu-
teninas, tienen contenidos mds eleva-
dos (3-8 por ciento).

Otro aspecto de la calidad nutritiva
que debe considerarse es el de la posi-
ble presencia en el endospermo de fac-
tores antinutritivos. No parece gue es-
tos factores sean tan importantes en €l
caso de los cereales como en el de otros
granos, tales como los de las legumino-
sas, pero se han descrito algunos efec-
tos patoldgicos asociados a ciertas pro-
teinas de trigo. El mejor estudiado es el
conocide como enfermedad celiaca,
que consiste en la interferencia con la
absorcién intestinal de nutrientes pro-
ducida por componentes de las o-
gliadinas en personas sensibles. La sen-
sibilidad es hereditaria, determinada
poligénicamente, y da lugar a sintomas
adicionales de carédcter immunolégico,
asi como a deficiencias enzimdticas.
También se ha descrito recientemente
que las tioninas, unas proteinas de pe-
quefio tamafo presentes en el endos-
permo, tienen efectos citopaticos sobre
células de mamiferos en cultivo, inclui-
das células humanas (HeLa), v blo-
quean ademds la sintesis de proteinas y
cidos nucleicos. No tenemos datos de
que las tioninas resulten toxicas por via
oral y es probable que las degraden ra-
pidamente proteasas del tracto intesti-
nal, aunque no se ha descartado toda-
via que lleguen a afectar a individuos
sensibles. Debe mencionarse también
que existen en el endospermo inhibido-
res de enzimas digestivos, tales como
proteasas y amilasas, pero no parece

que afecten adversamente a la calidad
nutritiva de la harina.

n lo que antecede hemos puesto de
manifiesto la estrecha relacidén
existente entre la composicién proteica
del endospermo de trigo y su calidad
tecnoldgica y nutritiva. De aqui el evi-
dente interés que tiene el estudio del
control genético de las proteinas mayo-
ritarias de dicho tejido y su manipula-
cién genética con fines practicos.

Fl trigo panificable por excelencia es
la especie alohexaploide Triticum gesti-
vum L. var. aestivam (genomas
AABBDD), que representa la mayor
parte del trigo cultivade, siendo mucho
menor la produccién del alotetraploide
T. turgidum L. var. durum {(genomas
AABB), que se usa para elaborar pas-
tas alimenticias [véase “Los recursos
genéticos del trigo silvestre”, por M.
Feldman y E. R. Sears; INvesTIGACION
v CIENCIA marzo, 1981, 30-61]. Los tér-
mines alohexaploide y alotetraploide
designan los polipleides dotados de seis
y cuatro juegos de cromosomas, res-
pectivamente; en la meiosis, no forman
multivalentes, sino bivalentes. El tér-
mino homeologin (homologia ances-
tral) se utiliza para designar las relacio-
nes de homologia entre genomas, cro-
mosomas o genes con un origen coman.

La naturaleza alohexaploide del trigo
panificable implica que la mayor parte
de la informacién genética esta triplica-
da en esta especie, existiendo tres loci o
sitios, localizados en tres pares de cro-
mosomas homedélogos, que codifican
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4. FRACCIONAMIENTO por electroforesis de
las proteinas de endospermo de trigo. A )a izquier-
da, €l detergente dodecilsulfato sédico (SDS) ex-
trae la mayor parte de la proteina del endospermo,
que puede ser fraccionada por electroforesis en ge-
les de poliacrilamida en presencia del detergente
{SDS-PAGE); las proteinas migran tanto mas rdpi-
damente cuanto msg pequenias son. Se observa, a
la derecha, que el alcohol etilico al 70 por ciento en
agua extrae preferentemente las gliadinas, que
pueden ser Fraccionadas por electroforesis en gel
de almidén (pH 3,2); las gliadinas migran segiin su
carga positiva a dicho pH; se designan a-, J-, y=,
-, segiin su movilidad; cada banda incluye mdis
de una protefna, segin se pone de manifiesto por
métodos bidimensionales de fraccionamienio.

para cada cardcter cuyo control en una
especie diploide corresponderia a un
solo focus. (Y una especie diploide es
aguella que tiene dos juegos de cromo-
somas.) El alochexaploide se ha origina-
do por la integracién de tres genomas
diploides, donados por tres especies di-
ploides progenitoras procedentes de
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5. ESTRUCTURA MOLECULAR de la masa de pan, Consiste en una malla tridimensional de proteinas
unidas por puentes -5-5-, formada por parte de las a-, 5-, y- ¥ w-gliadinas, las HMWP y las proteinas del
residuo, que incluye los grdnulos de almidén {mds ¢ memos intactos durante Ja fermentacion y gelificados
en la coccién), los lépidos polares y otras proteinas como elementos de relleno y trabado. Los lipides
polares desempefan un papel importante en las propiedades viscoeldsticas de la masa: sirven de puente
entre domindos hidrofilicos del almidén y de algunas proteinas y deminios hidroféhicos de las proteinas
que forman la msalla. {Lipidos polares son los doiados de un exiremo hidrofilico y otro hidrofébico.)
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6. CONSTITUCION CROMOSOMICA de los trigos cultivados. El trigo te-
traploide Triticum turgidum L. se originé de dos especies diploides, con siete
pares de cromosomas cada una, procedentes a su vez de una especie ancestral
comin; una forma silvestre del trigo diploide T. monococcum L. aportd el
genoma A y un Aegilops diploide no identificado aporto el B. Se usa T. turgi-
dum var. durum para elaborar pastas y T. monococcum ya no se cultiva, E1

una especie ancestral comun. Asi, los
21 pares de cromosomas del trigo pani-
ficable forman tres genomas homedlo-
gos (AA, BB, DD), cada uno con 7 pa-
res de cromosomas (1A-7A, 1B-7B,
1D-7D). Se dan varias situaciones posi-
bles tanto para los genes estructurales
que codifican para las proteinas del en-
dospermo como para los genes que mo-
difican o regulan su expresiéon. No to-
dos los sistemas genéticos de un alohe-
xaploide poseen loci triplicados, ya que
se han observado casos de locus senci-
llo y de loci duplicados. Los productos
correspondientes a loci duplicados o
triplicados pueden ser idénticos o, al
menos, operativamente indistinguibles
por los métodos analiticos disponibles,
o, por el contrario, los productos ho-
meogénicos pueden ser individualmen-
te identificables y cuantificables. Ani-
logamente, los genes reguladores o mo-
dificadores duplicados o triplicados
pueden tener una accién equivalente,
0, por el contrario, cada uno de los ho-
meogenes reguladores ha podido diver-
sificarse, ejerciendo una accién dife-
rente o incluso afectando a genes es-
tructurales distintos.

Ademds de la complejidad genética
que se deriva de la naturaleza alohexa-
ploide del trigo, hay que senalar que el
caso del endospermo se complica atin
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mds debido a la naturaleza triploide de
este tejido (AAA, BBB, DDD). De las
tres copias de cada cromosoma distinto
presentes en una célula de endosper-
mo, dos son de aportacién materna y
uno de procedencia paterna, por lo que
cruzamientos reciprocos entre parenta-
les con alelos diferentes en un locus da-
do (a' y a%) difieren en su constitucién
genética (a'a'a’ y a%a%a'). Esta conside-
rable redundancia genética hace que a
menudo no sea posible realizar un ané-
lisis genético convencional basado en la
segregacion de variantes alélicas o de
grupos de ligamiento.

Sin embargo, esta dificultad puede
obviarse recurriendo a otro tipo de ana-
lisis genético, basado en el uso de aneu-
ploides, que es especialmente asequible
en esta especie. E. R. Sears, de la Uni-
versidad de Missouri, ha desarrollado
una extensa gama de lineas de trigo que
se denominan aneuploides, en las que
faltan cromosomas, brazos o segmentos
cromosomicos, asi como lineas en las
que la dotacién cromosémica normal
(euploide) del trigo se ha aumentado
especificamente para un cromosoma
dado o sustituido por cromosomas, bra-
ZOS$ 0 segmentos cromosomicos de es-
pecies distintas, El disponer de series
completas de los distintos tipos de li-
neas permite explorar sistematicamen-

trigo hexaploide, T. aestivum L., usado en panaderia, se originé del trigo
tetraploide y de la especie diploide Aegilops squarrosa (syn. T. tauschii), que
aport6 el genoma D. A partir del cultivar hexaploide “Chinese Spring” se han
obtenido lineas en las que la constitucion cromosémica normal (euploide) estd
alterada con respecto a un cromosoma o brazo cromosémico (aneuploides)
por adicién o sustitucion de cromosomas de especies o géneros distintos.

te todos los genomas, anulando (o re-
forzando) bloques de informacién ge-
nética (cromosomas, brazos o segmen-
tos cromosémicos) y correlacionando
dichas alteraciones genéticas con la fal-
ta de expresion (o el reforzamiento) de
caracteres observables.

escribiremos brevemente los dis-
D tintos tipos de lineas usados en
este modo de andlisis genético. Se lla-
man lineas monosémicas y nulisémicas
las que carecen respectivamente de uno
o de los dos cromosomas de uno de los
21 pares de cromosomas que consti-
tuyen el euploide; monotelosomicas o
ditelosémicas, si carecen respectiva-
mente de uno o de dos brazos cromosé-
micos homélogos; trisémicas o tetraso-
micas, cuando poseen, respectivamen-
te, una o dos dosis extra de un cromo-
soma dado. Las lineas monosomicas,
monotelosémicas y trisémicas segregan
y las tetrasémicas son inestables cuan-
do se autofecundan, por lo que es pre-
ciso realizar recuentos cromosémicos
para identificar en la descendencia qué
plantas mantienen las caracteristicas
descritas. La mayoria de las plantas nu-
lisémicas tienen una fertilidad reducida
y escaso vigor. De fertilidad y vigor
normales son las lineas denominadas
nuli-tetrasémicas compensadas, que



son nulisémicas para un cromosoma y
tetrasdmicas para uno de sus homedlo-
gos (por ejemplo, nuli 2A-tetra 2B, nu-
li 2A-tetra 2D; nuli 4D-tetra 4A, nuli
4D-tetra 4B).

Se han obtenido ademas otros tipos
de stocks genéticos de gran utilidad en
el presente contexto: las lineas de adi-
cidn, sustitucion y transferencia. En las
primeras se han afiadido uno o dos cro-
mosomas ajenos; en las segundas se ha
sustituido un par de cromosomas por
un par homedlogo, de otra especie o
género, o por un par homélogo de otra
variedad de la misma especie y, final-
mente, las lineas de transferencia lle-
van un segmento cromosémico home6-
logo de una especie distinta como susti-
tuyente en un par de cromosomas.

Se aplican tres criterios para asignar
los genes que codifican para las distin-
tas proteinas del endospermo a seg-
mentos cromosémicos concretos: (1)
concomitancia de la desaparicién de la
proteina con la ausencia de un cromo-
soma o un segmento cromosémico, (2)
variacion cuantitativa del nivel de ex-

presién en funcién de la variacion de la
dosis cromosémica o del nimero de co-
pias de un segmento que incluya el gen
estructural; (3) aparicién de la proteina
en lineas en las que se ha afadido o sus-
tituido un cromosoma, o se ha transfe-
rido un segmento cromosémico. El
andlisis de series completas de lineas
nulisémicas, nulitetrasémicas y ditelo-
somicas aporta las pruebas del primer
tipo. Los efectos de dosis génica pue-
den ser investigados en las series mono-
sémicas, trisémicas, tetrasdmicas y
nuli-tetrasémicas. Esta dltima serie es
particularmente itil, no sélo porque
aporta datos de los dos primeros tipos,
sino porque sus fenotipos son general-
mente vigorosos y fértiles, siendo facil
su mantenimiento y propagacién. El
tercer tipo de pruebas se obtiene anali-
zando sustituciones homdlogas intraes-
pecificas, sustituciones homedlogas in-
terespecificas e intergenéricas, adicio-
nes monosémicas y disémicas y lineas
de transferencia. Este tipo de corrobo-
racién resulta particularmente ttil en
estudios con proteinas, porque permite

distinguir entre genes estructurales y
genes modificadores o reguladores.

El método de anélisis genético que
acabamos de describir ha permitido
asignar a brazos cromosdmicos concre-
tos la mayoria de los genes estructura-
les correspondientes a proteinas abun-
dantes y especificas del endospermo,
asi como localizar los génes homedlo-
gos correspondientes en especies silves-
tres y cultivadas mds o menos distantes
del trigo, como son Aegilops umbellula-
ta (= Triticum umbellulata), centeno
(Secale cereale), cebada (Hordeum vul-
gare) y Agropyron elongatum.

0s genes estructurales que codifican
L para las a-, -, y- y w-gliadinas,
principales proteinas de reserva del
grano, se localizan en los brazos cortos
de los cromosomas de los grupos ho-
medlogos 1y 6 de los genomas (ABD)
del trigo. Tanto los datos de la bioqui-
mica (composicién y secuencia de ami-
nodcidos) como los aportados por la se-
gregacion en cruzamientos apropiados
indican que dichos genes forman al me-
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7. USO DE ANEUPLOIDES para localizar los genes que determinan distin-
tas proteinas. Las proteinas se extraen del endospermo y se fraccionan por un
método bidimensional de electroenfoque (primera dimensidn) X electroforesis
(segunda dimension). El electroenfoque separa las proteinas segin su punto
isoeléctrico y la electroforesis segiin su carga al pH elegido; cada mancha del
mapa bidimensional representa una sola proteina cuya presencia (+) o ausen-

SUSTITUCION 3D/3Ag
TRITICUM AESTIVUM/
AGROPYRON ELONGATUM

cia (—) en distintas lineas aneuploides indica la localizacién cromosdémica del
gen estructural que la codifica. En el ejemplo elegido se determina la localiza-
cién de los genes que codifican para ciertas albiiminas en cromosomas del
grupo 3 y se demuestra la expresién de genes que codifican para albiiminas
homedlogas de Agropyron elongatum (Ag) en una linea de sustitucion 3D/3Ag.
(Estas fotografias se han tomado de la tesis de M. Rodriguez-Loperena.)
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8. LOCALIZACION CROMOSOMICA DE LOS GENES que codifican, medifican o regulan las protei-
nas mayoritarias del endospermo de trigo y de especies afines. Para una mejor comprensién, los simholos
empleados en ¢l mapa genétice de arriba no son los correspondientes a los genes, sino a las proteinas
pertinentes, En casi todos los casos, el simbolo representa varias proteinas estrechamente relacionadas y,
por tanto, varios genes: prolaminas de alto peso molecular (HMWP); tioninas (también denominadas

puretioninas en el trigo, PT); o-, 8- y-

w-gliadinas (GL); albiminas (ALB); proteinas CM (CM); gliadi-

nas de bajo peso melecular (LMWG), Los genes con efecto regulador o modificador del contenido protei-
co tetal (rep) y de las gliadinas (rGL) también se ilustran de forma no convencional. Ne se han representa-
do otros muchos genes correspondientes a caracteres bloguimicos, morfolégicos o fisipldgicos cuya locali-
zacién cromosémica se conoce en la actualidad. Los genomas A, B y D pertenecen al trigo hexaploide T
aestiviim ¥ la numeracién cromosdmica empleada (1-7; brazo largoe, L, o brazo corto, C) es la correspon-
diente a esta especie, En las especies Aegilops umbellulata (C), centeno (R), cebada (5) y Agropyren
elongatum (Ag) se han representado solo los cromosomas involucrados en ¢l control genético de las protei-
nas o efectos investigados en cada una de ellas; las numeraciones de los cromosomas son las que les
corresponderfan por su homeologfa con los de trige, no las asignadas originalmente para cada especie,

nos 11 agrupaciones en tandem. El he-
cho de que una especie préxima, como
Aegilops umbellulata, tenga también
los genes que codifican para estas glia-
dinas en cromosomas correspondientes
a los grupos de homeologia 1 y 6, mien-
tras que especies maés distantes, como
centeno, cebada o agropyren, los ten-
gan s6lo en el cromosoma correspon-
diente al grupo 1, sugiere que los genes
localizados en el grupo 6 se originaron

. por una translocacién de un segmento

del cromosoma 1 al cromosoma 6, ocu-
rrida en un progenitor de las especies
Aegilops-Triticum, con posterioridad a
las ramificaciones que conducen a Seca-
le, Hordeum y Agropyron. (Se llama
translocacion al cambio de posicidn de
un segmento de un cromosoma a otra
parte del mismo o de diferente cromo-
soma.) Ademads, todos los cromosomas
del grupo 1 examinados tienen genes

que determinan las proteinas denomi-
nadas HMWP, localizados en sus bra-
zos largos. Ya hemos indicado que esta
fraccién, que comprende 3-5 compo-
nentes y forma parte de los cuerpos
proteicos, presenta cierta variabilidad
genética intraespecifica que parece es-
tar asociada a las diferencias intervarie-
tales en calidad panadera. La similitud
estructural de los cromosomas dei gru-
po 1 en todas las especies estudiadas se
pone de manifiesto por la distribucién
de genes que determinan las tioninas y
que estin localizados en los brazos lar-
gos de los cromosomas de este grupo.

n algunos casos se ha podido alcan-
E zar mayor detalle en el mapa ge-
nético mediante el anélisis de coleccio-
nes de lineas de transferencia con cro-
mosomas recombinantes Agropyron-
trigo, en los que un segmento terminal
de un cromosoma de Agropyron reem-
plaza a segmentos homedlogos de un
cromosoma de trigo. Por métodos cito-
genéticos (frecuencia de apareamiento
meidtico del cromosoma recombinante
con el cromosoma del trigo intacto) es
posible ordenar las linecas de transfe-
rencia segdn el tamaio del segmento
cromosémico transferido; por anilisis
bioquimico, se averigua si los genes que
codifican para un cierto tipo de protei-
na estdn o no localizados en segmentos
homedlogos de los cromosomas de tri-
go y Agropyron (mmutua exclusién de las
variantes proteicas correspondientes a
cada especie indica homeologia); a par-
tir de ambos, obtendremos el orden de
localizacién de distintos genes en el
brazo cromosémico investigado. De es-
te mode se ha demostrado que los ge-
nes que codifican para albliminas, loca-
lizados en los brazos cortos de los cro-
mosomas del grupo 3, ocupan posicio-
nes homedlogas, proximas al centréme-
19, en los cromosomas 3D y 3Ag. Del
mismo modo se han podido asignar po-
siciones homedlogas en los brazos cor-
tos de los cromosomas 7D y 7Ag para
los penes que rigen determinadas glo-
bulinas hidréfobas, denominadas pro-
teinas CM.

En general, tanto la localizacion de
genes que codifican para proteinas
mayoritarias del endospermo como la
de genes que determinan otras protei-
nas no aludidas en este articulo {(enzi-
mas, por ejemplo) indican una consi-
derable conservacién de los mapas
génicos en los distintos genomas, a pe-
sar de su evolucién divergente, aunque
también ponen de manifiesto algunos
cambios estructurales en los cromoso-
mas. Por ejemplo, la localizacién de ge-
nes para proteinas CM (cromosoma
4A; brazos cortos de 7B y 7D) y para
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gliadinas de bajo peso molecular
LMWG (brazo corto de 7A; 4B; brazo
largo de 7D) sugiere la existencia de
translocaciones reciprocas entre cro-
mosemas de los grupos 4 y 7, que han
ocurrido en las especies parentales de
T. aestivum o durante la evolucidn pos-
terior al origen de dicha especie.

| aumento del contenido en protei-
nas del grano y de la proporcién
de aminodcidos esenciales —especial-
mente lisina- en la proteina, manejan-
do los factores genéticos y ambientales,
son objetivos agronémicos de induda-
ble interés, pero de dificil consecucién.
Existe una correlacidn negativa entre
rendimiento en grano por unidad de su-
perficie y contenido porcentual en pro-
teinas del mismo, aunque un aumento
en el rendimiento de la cosecha suele
conducir a un aumento de la produc-
¢ion de protefna por unidad de superfi-
cie. Existe, ademas, otra correlacion
negativa entre proteina del grano y pro-
porcién de lisina en la proteina, pero de
nuevo un incremento en el contenido
proteico del grano lleva consigo un in-
cremento en el contenido en lisina refe-
rido al peso de grano, si bien este incre-
mento es proporcicnalmente menor,

Son numerosos los investigadores
que no han tenido en cuenta estas co-
rrelaciones, por lo que la literatura
cientifica relativa al control genético de
la cantidad y calidad de proteina del
grano es confusa. Sélo disponemos de
pruebas s6lidas para los efectos genéti-
cos asociados a cromoesomas de los giu-
pos 2 ¥ 5. Se ha observado que cuando
un par de cromosomas 2R de centeno
sustituye a cualquiera de los pares de
cromosomas 2 de trigo (2A, 2B, 2D), el
contenido en proteinas del grano au-
menta considerablemente. Esta obser-
vacién dio lugar a un estudio posterior
realizado en el Plant Breeding Institute
(Cambridge, Inglaterra) en el que se in-
vestigaron los efectos, sebre el conteni-
do en proteinas de los cromosomas del
grupo 2 de las especies (Aegilops um-
bellulata (C"), Ae, comosa (M) y S.
montanum (R™) en comparacién con
cromosomas del grupo 2 de trigo (A, B,
D). Analizando lineas de sustitucidn,
se ordenaren los cromosomas segin su
capacidad para promover la produccién
de proteina en el grano: 2A > 2M >
2B = 2C" > 2D > 2R™. En confirma-
cién de estos resultados, la sustitucién
2M/2D en dos cultivares de trigo co-
merciales dio fugar a incrementos en el
contenido en proteinas del grano.

El cultivar Atlas 66 tiene un conteni-
do en proteinas excepcionalmente ele-
vado y por esta razén se ha puesto gran
emperfio en analizar la base genética de

dicho cardcter y en transferirlo a culti-
vares con buenas propiedades agroné-
micas. Analizando lineas de sustitucién
intraespecificas de Atlas 66 sobre el
culiivar Chinese Spring, Rosalind Mo-
rris y sus asociados, de la Universidad
de Nebraska, localizaron los genes res-
ponsables del alto contenido en protei-
na principalmente en el cromosoma
5D; un efecto menor ejercian genes lo-
calizados en el cromosoma 5A. Mis
tarde se identificaron, por anélisis ge-
nético convencional, dos genes, Prol y
Pro2, localizados respectivamente en
los brazos largo y corto del cromosoma
5D, responsables del efecto positivo so-
bre el contenido en proteina.

Los efectos descritos son generales;
afectan, al parecer, a la totalidad de la
protefna del grano. La alteracién de la
composicién proteica de éste implica
alterar las proporciones relativas de las
distintas protefnas o de grupos de pro-
teinas concretos. Por ejemplo, un blo-
queo parcial de la sintesis de gliadinas,
que pricticamente carecen de lisina, y
un incremento de las otras fracciones
proteicas daria lugar a un incremento
en el contenido del grano en el amino4-
cido esencial limitante. Poco ha aporta-
do todavia el andlisis de aneuploides a
la localizacidn de efectos modificadores
o reguladores especificos. En todas ias
proteinas investigadas se ha observado
una variacién lineal de la cantidad de
proteina en funcién de la dosis génica.
Para algunas proteinas codificadas por

sistemas genéticos no triplicados (du-
plicados o sencillos) se ha demostrado
que la respuesta a la dosis génica (canti-
dad de proteina por ntimero de genes)
es controlada por genes localizados en
cromosomas distintos de aquellos don-
de se localizan los genes estructurales
para dichas proteinas. También se ha
encontrade que genes localizados en el
cromosoma 2A pueden blogquear la ex-
presién de dos genes localizados en el
cromosoma 6D, que determinan gliadi-
nas, en lineas tetrasdémicas para el cro-
mosoma 2A. El conocimiento de estos
efectos especificos es todavia demasia-
do rudimentario para que pueda dar lu-
gar a resultados précticos,

Puede estimarse que las proteinas co-
rrespondientes a los genes estructurales
que ya han sido asignados a sus corres-
pondientes cromosomas representan
mas del 80 por ciento del contenido
proteico del endospermo. Se sabe que
muchos de estos genes forman grupos
de repeticiones en tandem, por lo que
no debe considerarse inviable la altera-
¢idn de la composicidn proteica del en-
dospermo mediante insercion o delec-
ciones de segmentos cromosdémicos,
utilizando las técnicas que alguncs han
denominado como “ingenieria cromo-
sémica”. Aunque el trigo panificable es
un hexaploide, se comporta como un
diploide, es decir, los cromosomas ho-
medlogos ni se aparean en la meiosis ni
se recombinan normalmente, a pesar
de su similitud estructural derivada de
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9. TRANSFERENCIA GENETICA EXTRAESPECIFICA desde la especie silvestre Agropyron elonga-
tum hasta el trigo. El procedimiento seguido para introducir un segments interno del cromosoma 3Ag (A,
elongatum), portador de un gen determinado, en el cromosoma homedlogo 31 (T. aestivien) comprende
las signientes etapas: en primer lugar, obtencion de la linea de sustitucién 3D/3Ag; en segundo lugar,
formacién de recombinantes 3Ag-3D por cruzamiento de la linea de sustitucion con el trigo en condiciones
en las que se bloquea la accién del gen diploidizante (Ph), lo que promueve el apareamiento y recombina-
cién entre cromosomas homedlogos; en tercer Ingar, caracterizackén de los recombinantes mediante el
estudio del apareamiento meidtico con cromosomas 3Ag y I intactos y el andlisis de marcadores bioqui-
micos de dichos cromesomas; finalmente, nueve cicle de recomalynacién entre croniosomas recombinantes
apropiados (en el ejemplo representado agui: recombinacién entre las lines de transferencia 3 y 12).
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su origen ancestral comin. Esta falta
de apareamiento y recombinacién ho-
medloga estd bajo el control positivo de
un gen diploidizante (Ph), localizado
en el brazo largo del cromosoma 5B,
Existen distintos procedimientos de
manipular el sistema genético Ph para
obtener cromosomas recombinantes
donde se hayan sustituido distintos seg-
mentos por segmentos homedlogos
procedentes de especies cultivadas o
silvestres mas o menos distantes del tri-
go. Por recombinacion entre lineas de
transferencia apropiadas surgen nuevos
cromosomas recombinantes en los que
el segmento homedlogo transferido
quede reducide a un minimo que in-
cluya los genes que deseabamos intro-
ducir en el trigo.

a estrategia que acabamos de des-
L cribir ha dado resultados practicos
satisfactorios en la transferencia de ge-
nes que confieren resistencia a enfer-
medades desde especies silvestres al tri-
go y creemos que puede dar resultados
igualmente positivos en la modificacion
genética de la composicién proteica del
endospermo.

La utilizacién de las modernas técni-
cas de recombinacién de ADN “in vi-
tro” -lo que se ha denominado ingenie-
ria genética— en la mejora de las plantas
cultivadas supondra la ruptura de las
barreras que limitan el flujo de material
genético en los tipos de manipulaciones
que acabamos de describir. En princi-
pio, la ingenierfa genética posibilitara
la transferencia de genes desde otros
organismos hasta las plantas cultiva-
das. El endospermo de los cereales es
el principal producto agricola: repre-
sentan casi las tres cuartas partes de la
superficie sembrada. La nueva tecnolo-
gia debe permitir tanto “perfeccionar”
este tejido para los fines tradicionales a
que se ha venido destinando, como ha-
cer expresarse en él nueva informacién
genética que posibilite utilizaciones
hasta ahora insospechadas. En el caso
concreto del trigo, se estd abordando la
clonacion de Jos genes que codifican
para las proteinas mayoritarias del en-
dospermo. Se trata de una etapa obli-
gada para la caracterizacidn y manipu-
lacién “in vitro” de estos genes en rela-
cién con los objetivos antes menciona-
dos. Otra etapa importante a remontar
serd la concerniente a la obtencién de
vectores apropiados para reintroducir
en 1a planta los genes alterados “in vi-
tro”, problema éste todavia sin resolver
para los cereales, pero el hecho de que
se hayan encontrado soluciones inci-
pientes para otras especies vegetales
hace concebir esperanzas de encontrar
soluciones a medio plazo.



