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RESUMEN 

 

El trigo es un cultivo de gran importancia a nivel mundial por ser considerado 

como la base para la alimentación humana. Este cereal se consume principalmente en 

productos elaborados  como el pan, lo que lleva a la industria a buscar nuevas variedades de 

trigo con una alta calidad panadera. El factor principal que determina la calidad de 

panificación es el porcentaje de gluten en la harina. La formación de gluten en el grano de 

trigo depende tanto de la expresión de sus genes como del manejo del cultivo en campo, lo 

que demuestra la necesidad de utilizar una técnica que permita cuantificar, a nivel de genes, 

las variedades que presentan una mayor capacidad de producción de las proteínas que 

forman el gluten. La presente investigación, pretende analizar la expresión del gen 1Dx5 

que codifica para las proteínas involucradas en la formación del gluten mediante la técnica 

de PCR en tiempo real, en cuatro variedades de trigo cultivadas en el Ecuador: Cojitambo, 

Carnavalero, CWRS y Sibambe. Las plantas fueron recolectadas a los 68, 74, 80, 82, 84 y 

86 días a partir de su siembra y de estas se extrajo el ARN total. Se eliminó el ADN 

genómico del ARN extraído y se lo retro-transcribió a cDNA, que fue el templado que se 

usó en las reacciones de PCR en tiempo real para el análisis de la expresión génica. Como 

resultado de esta investigación se pudo determinar que la variedad que tiene una mayor 

expresión del gen 1Dx5 fue Carnavalero, seguida por Cojitambo, Sibambe y CWRS. Se 

verificó que estas variedades de trigo  presentaron el nivel más alto de expresión del gen 

aproximadamente el día 84 de recolección de las muestras. Esta investigación es un primer 

paso para establecer un programa de mejoramiento de trigo y tener una base que permita 

determinar la capacidad de producción de gluten de nuevas variedades.  
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ABSTRACT 

Wheat, which is a main source for human nutrition, has great economic 

importance worldwide. This cereal is mainly used to elaborate products like bread, leading 

industries to find new varieties of wheat showing high quality to produce bread. The main 

factor that determines the quality of bread is the percentage of gluten in the flour. Wheat 

gluten production in the grain depends on the expression of certain genes in this species and 

also the crop management in the field, which demonstrates the urgency to quantify through 

a technique the expression of genes. This will allow scientists to recognize wheat plants 

that have a great capacity to produce proteins that form gluten. This research analyzes the 

expression of the gene 1Dx5, which encodes proteins involved in the chemical path of 

gluten, using the real-time PCR technique in four varieties of wheat grown in Ecuador: 

Cojitambo, Carnavalero, Sibambe and CWRS. Samples were collected in days 68, 74, 80, 

82, 84 and 86 after flowering, and total RNA was extracted from them. Genomic DNA was 

removed from the RNA extracted which was used to synthetize cDNA through the reverse 

transcription reaction. This cDNA was the temple in real time PCR for the analysis of gene 

expression. As a result of this investigation, it was determined that the variety that has the 

highest expression of the gene 1Dx5 was Carnavalero, followed then by Cojitambo, 

Sibambe and CWRS. It was verified that these varieties of wheat showed the highest level 

of gene expression around the day 84. This research is the first step to establish a wheat 

breeding program and have a basis to determine the  capacity of gluten production of new 

varieties. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

1.1. Formulación del problema 

El trigo es uno de los cultivos de cereales más importantes a nivel mundial. La 

producción del trigo para el año 2010, según la estimación de la FAO, fue de 

aproximadamente 679 millones de toneladas. Lo que ubica a este cultivo dentro los cereales 

más consumidos por el hombre.  

El Ecuador, hasta la década de los años 50 podía autoabastecerse de los derivados 

de este cereal. Actualmente, ha pasado de importar cerca del 94 al 99% de la demanda del 

país. En los últimos años, según datos del Banco Central del Ecuador, se ha reportado una 

importación de más de 4 millones de toneladas métricas de trigo. Estos datos indican que 

alrededor de 450 mil toneladas en promedio al año se tiene que adquirir a los principales 

países abastecedores como Canadá, Estados Unidos y Argentina (SICA, 2008).   

La producción de trigo de los agricultores en el país se ve afectada por las malas 

condiciones agroecológicas, el uso de semilla no certificada, la falta de tecnología y 

mecanización en las zonas de cultivo y la falta de apoyo a programas de mejoramiento del 

grano, lo que hace evidente que el cultivo de trigo a nivel nacional esté en desventaja frente 

a los demás cultivos tradicionales rentables en el país (Muñoz y Quezada, 2002). El 

Ecuador debe competir con la calidad y precio del grano importado. Las variedades de trigo 

en el país no cuentan con una buena cantidad ni calidad de la proteína del gluten, la cual da 

la propiedad más importante a considerar en una variedad desde el punto de vista de calidad 

harinera del trigo. 
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Adicionalmente, al ser el trigo una importante fuente de energía, proteínas y fibra 

dietética en la nutrición humana, su demanda se ha ido incrementando en aproximadamente 

un 2% por año (Rosegrant et al., 1995). Esta demanda ha hecho que se expanda la 

agricultura dentro de ecosistemas naturales causando impacto al ambiente e incrementando 

los costos de producción (Reynolds et al., 2001). 

Es por esto que se debe rescatar la producción sustentable de este cereal en el 

Ecuador, para fomentar la producción agrícola y contribuir a la seguridad alimentaria. Una 

alternativa a este problema es el uso de la biología molecular. Esta técnica biotecnológica 

permite analizar directamente a los genes involucrados en la formación de proteínas del 

gluten de diferentes variedades cultivadas en el país y así poder determinar las variedades 

con un buen potencial de rendimiento para futuros planes de mejoramiento de trigo. 

1.2. Justificación del problema 

El trigo como base de la alimentación humana, sobre todo en países 

subdesarrollados y pobres, es una importante fuente de energía, proteínas y fibra dietética. 

Cerca del 65% de la producción de trigo es usada para el consumo humano (FAO, 2005), 

en productos como pan, pastas, galletas entre otros, los cuales se elaboran a partir de la 

harina de esta gramínea.  

La capacidad de la harina de trigo de ser transformada en diferentes alimentos está 

dada por las proteínas del gluten (Weegels et al., 1996), las cuales le confieren propiedades 

de elasticidad y extensibilidad a la harina. Los granos de trigo contienen del 8% al 20% de 

proteínas, siendo el gluten la proteína mayoritaria con hasta el 85% de las proteínas totales 

(Shewry et al., 1995).  

La producción de gluten está determinada por las propiedades intrínsecas de cada 

variedad de trigo, las cuales son controladas por la genética y el medio ambiente en el que 
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se desarrolle la planta. Es por esta razón que cada variedad de trigo es genéticamente 

distinta de cualquier otra pudiendo tener distinto desempeño en el campo, rendimiento y 

funcionalidad de la harina producida a partir del grano (Carter, 2002).  

En nuestro país, las molineras requieren de un trigo con un alto porcentaje de 

proteína (gluten). Es por ello, que se ha visto la necesidad de generar nuevas variedades de 

trigo con el fin de obtener plantas que cumplan con este requisito y que al mismo tiempo se 

adapten a condiciones ambientales específicas de nuestro territorio. 

Se han puesto en marcha algunos programas de mejoramiento de trigo en el Cono 

Sur con el apoyo principal del Centro Internacional del Mejoramiento del Maíz y Trigo 

(CIMMYT, México), cuya misión principal es realizar investigación sobre estos cereales 

para combatir el hambre, la pobreza y producir cultivos sin dañar el medio ambiente 

(Cavallazzi, 2006). Los programas de mejora de la calidad del trigo lo integran algunos 

países e instituciones internacionales, entre las cuales tenemos: el Instituto Nacional de 

Investigación Agropecuaria (INIA) – Uruguay,  el Instituto Nacional de Tecnología 

Agropecuaria (INTA) – Argentina, la Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA) – Brasil, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) – Chile, la 

Dirección de Investigación Agrícola (DIA) – Paraguay, el Instituto Nacional de 

Investigaciones Agropecuarias, (INIAP) – Ecuador, entre otros,  (Verges, 2003).  

En los últimos años, el gobierno ecuatoriano ha empezado también con programas 

para motivar a los agricultores, rescatar y fomentar la producción de trigo, con lo cual se 

espera que la producción aumente a 9.000 toneladas este año. Sin embargo, los niveles de 

producción nacional seguirán siendo bajos en comparación con la demanda actual. Se 

espera ir cubriendo esa demanda progresivamente con apoyo del gobierno y de 

instituciones privadas, y así fomentar la investigación y tomar acciones más serias para 

aumentar la producción local de trigo (Vega, 2010). 
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La técnica de mejoramiento genético convencional del trigo para alcanzar niveles 

de rendimiento y estabilidad de la semilla se ve limitada por el extenso tiempo que lleva la 

heredabilidad del fenotipo de interés en los individuos. El desarrollo de nuevas técnicas 

biotecnológicas permite disminuir el tiempo y los recursos para evaluar el germoplasma, 

analizar los genes responsables de la calidad panadera y determinar el porcentaje de 

proteína (Sala et al., 2004).  

Es importante desarrollar nuevas variedades de trigo, que no solo sean resistentes a 

plagas o tolerantes a sequía, sino también mejoradas en su calidad de gluten (Verges, 

2001). Los genes que codifican para la expresión de proteínas de almacenamiento del trigo 

(Shewry et al., 2002), permiten identificar material élite de trigo para ser usado en 

producción de semilla, la cual se proveerá a los agricultores. 

1.3. Objetivos de la investigación  

1.3.1. Objetivo General 

Analizar la expresión del gen 1Dx5 mediante la técnica de PCR en tiempo real, en 

cuatro variedades de trigo (Triticum aestivum). 

1.3.2. Objetivos Específicos 

a. Optimizar la técnica de extracción de ARNm a partir de muestras de trigo. 

b. Estandarizar la técnica RT-PCR para amplificar y cuantificar el gen 1Dx5. 

c. Identificar el estado fisiológico de las plantas de trigo en el cual las muestras 

presentan una mayor expresión del gen 1Dx5. 
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1.4. Generalidades del Trigo 

El trigo común (Triticum aestivum) evolucionó como una especie de hexaploide 

hace aproximadamente 2000 años, después del cruce natural de Triticum turgidum y 

Aegilops taushii (Aykrod et al., 1970). 

El trigo es una de las plantas alimenticias más antiguas cultivadas por la especie 

humana. Este grano fue la base de la alimentación en la civilización del mundo antiguo 

debido a sus excelentes propiedades energéticas y la facilidad de almacenamiento del 

mismo (Saul, 1974). Hace alrededor de 8 milenios en la antigua Mesopotamia, una 

mutación o algún tipo de hibridación ocurrió en el trigo silvestre, dando como resultado una 

planta con semillas más grandes. A partir de este evento el hombre lo domesticó obteniendo 

buenos resultados. En la actualidad, este cereal es uno de los más producidos a nivel 

mundial y el más ampliamente consumido en la civilización occidental (Dendy et al., 

2001). 

El trigo, como los demás cereales, es una planta monocotiledónea perteneciente a 

la familia de las gramíneas. Los trigos se clasifican en duros o cristalinos (Triticum 

turgidum, sub-especie durum: diploide), y harineros (Triticum aestivum, sub-especie 

vulgaris: hexaploide) (Reina, 2005). 

1.4.1. Botánica de la planta 

El trigo es una planta anual herbácea de hasta 1.2 m de altura. Su clasificación 

taxonómica como se muestra en la tabla 1.1, se describe de la siguiente manera: 
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Tabla 1.1. Clasificación taxonómica del trigo (Fuente: Plants 

Database USDA/NRCS, 2010)  

TAXÓN NOMBRE 

Reino Plantae 

Subreino Tracheobionta 

División Magnoliophyta  

Clase Liliopsida 

Subclase Commelinidae 

Orden  Cyperales 

Familia Poaceae 

Género Triticum 

Especie Aestivum 

  

El trigo es un cultivo que crece en climas templados secos, cálidos húmedos y en 

ambientes fríos. Sin duda, esta amplia distribución ha sido posible debido a la complejidad 

de su genoma, que proporciona una plasticidad excepcional para el cultivo (Acevedo et al., 

1998). 

La semilla o grano de trigo es un fruto seco indehiscente. La cara dorsal es lisa y 

redondeada, mientras que la parte ventral tiene una hendidura. El embrión o germen se 

encuentra en el punto de unión del eje de la espiguilla y se encuentra formado por el 

escutelo, la plúmula y la radícula (Fig. 1.1). El escutelo es la región que segrega algunas de 

las enzimas que intervienen en la germinación. La plúmula del embrión o coleóptile, es la 

que atraviesa la superficie del suelo para convertirse en la parte visible de la nueva planta. 

La radícula es la futura raíz que penetrará en la tierra. El endospermo se encuentra rodeado 

de una capa de células metabólicamente activas o aleurona, una capa llamada testa o 

cubierta de la semilla y el pericarpio o cubierta de la fruta (Kirby, 1974). 
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Figura 1.1. Sección longitudinal del embrión de 

trigo (Fuente: Kirby y Appleyard, 1985) 

 

La planta de trigo tiene dos tipos de raíces, la raíz seminal y la raíz nodal. El 

embrión tiene cerca de seis primordios radicales. En la germinación emerge la raíz 

primaria, seguida de cuatro o cinco raíces seminales laterales que forman el sistema de la 

raíz seminal, la cual puede crecer hasta 2 m de profundidad y afirma a la planta hasta que 

las raíces nodales aparezcan. Las raíces nodales son mucho más gruesas que las seminales y 

son de color blanco brillante, están asociadas con el desarrollo del tallo y generalmente 

empiezan a aparecer cuando emerge la cuarta hoja y empieza el macollaje. En la madurez, 

el sistema de raíces se extiende entre 1 y 2 m de profundidad, dependiendo de las 

condiciones del suelo. La mayoría de las raíces se producen en los primeros 30 cm del 

suelo (Kirby, 1974). 

El tallo tiene una estructura de caña, es hueco en su interior, excepto en los nudos, 

no tiene crecimiento apical, sino que crece debido al estiramiento de los meristemos. Las 

hojas nacen de los nudos y estas comprenden: la vaina que rodea el peciolo y protege el 

meristemo y el limbo que tiene forma alargada y presenta nervios paralelos (Kirby, 1974). 
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Las hojas son cintiformes, paralelinervias, con una larga vaina que abraza el tallo y 

termina en punta. Cada planta tiene de 4 a 6 hojas y una espiga que nace en el brote 

terminal del nudo del macollaje. La espiga está formada por un eje llamado raquis (Fig. 

1.2), que tiene insertas las espiguillas de manera alternada a derecha e izquierda. Puede 

llegar a tener hasta 25 espiguillas y se recubren unas a otras (Muñoz y Quezada, 2002).  

Las flores del trigo son poco vistosas, son inflorescencias, flores que se reúnen en 

las espigas. En cada espiguilla se desplega un filamento terminado en la gluma, que es la 

que encierra la flor. Se encuentra protegida por dos bráctreas: palea (interior) y lema 

(exterior), que es la que termina en una barba (Fig. 1.2), lo cual le da un aspecto plumoso al 

trigo (Gardner et al., 1985).  

 

 

Figura 1.2.  Diagrama de una espiguilla (Fuente: Kirby y Appleyard, 1987) 

 

La fecundación de la flor tiene lugar antes que su apertura, las flores no presentan 

pétalos, ni sépalos; cada flor consta de un ovario, dos estilos, dos estigmas plumosos y tres 

estambres, que pueden ser dorados, verdes o violetas (Fig. 1.3). La fecundación y 

maduración del óvulo produce el grano de trigo que es de tipo cariópside (Bonnet, 1966).  
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Figura 1.3. Componentes de una flor de trigo (Fuente: 

Kirby y Appleyard, 1987) 

 

1.4.2. Estados de desarrollo del trigo  

Las diferentes etapas de desarrollo del trigo se definen de acuerdo a la 

diferenciación de órganos. Fisiológicamente se distinguen los siguientes estadios: el estadío 

E compuesto por la germinación y emergencia; el estadío GS1 conformado por el 

macollamiento e iniciación floral o formación de la doble arruga, el estadío GS2 que 

corresponde desde la formación de la espiguilla terminal hasta la antítesis; por último el 

estadío GS3 que incluye el período de formación del grano desde la antítesis hasta la 

madurez (Hanft y Wych, 1982).  

El tiempo de duración de cada etapa en el desarrollo de la planta depende del 

genotipo, temperatura, horas luz en el día y fecha de siembra. Varios ambientes de estrés 

como temperatura, humedad, salinidad pueden acortar el tiempo de duración de cada fase 

en el crecimiento del trigo. En la Figura 1.4 se muestra los estados de desarrollo típicos de 

cada fase de desarrollo del trigo.  
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Figura 1.4. Esquema de los estados de desarrollo importantes en el cultivo de trigo (Fuente: Zadoks et al., 

1974)  

1.4.2.1. Germinación y emergencia 

El contenido de agua mínimo necesario para la germinación del grano de trigo es 

de 35 a 45% en peso (Evans et al., 1975). La temperatura óptima es de 12 a 25ºC. El 

tamaño de la semilla no altera la germinación, pero sí afecta el crecimiento, desarrollo y 

rendimiento de la planta. La semillas más grandes tienen varias ventajas en comparación 

con semillas más pequeñas, como el rápido crecimiento de las plántulas, mayor número de 

macollos fértiles por planta y mayor rendimiento de grano (Spilde, 1989).  
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La semilla se convierte en embrión al momento en que emerge el cultivo, como se 

observa en la Figura 1.5. En esta etapa la planta tiene de tres a cuatro primordios foliales y 

la mitad de estos están ya iniciados (Hay y Kirby, 1991). Durante la germinación las raíces 

seminales son las primeras en crecer, seguido por el coleóptilo que protege a la primera 

hoja (Kirby, 1993).  

 

Figura 1.5. Germinación y emergencia del trigo a) Radícula emergida; b) 

Coleóptilo emergido; c) Coleóptilo llega a la superficie (Fuente: Stapper, M. 2007)  

1.4.2.2. Del macollaje a la formación de la doble arruga 

El número potencial de tallos varía con el genotipo.  La diferenciación de las 

yemas y la aparición de los tallos o macollaje generalmente terminan cuando comienza la 

elongación (Baker y Gallagher, 1983). Sin embargo, Longneker et al., en 1993, sugirió que 

la aparición de los tallos no termina en una etapa específica del desarrollo del trigo, sino 

más bien está controlado por factores genéticos y ambientales (Fig. 1.6). 
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Figura 1.6. Esquema del macollaje del trigo.  Siete hojas en el tallo madre 

(L1 a L7). Cuatro macollos: T1 con cuatro hojas y un tallo (T11), T2 con 

tres hojas y T3 con dos hojas (Fuente: Stapper, M. 2007). 

No todos los tallos terminan formando espigas, el número de macollos productivos 

está altamente influenciado por la densidad de siembra, tradicionalmente se espera 

alrededor de 1.5 macollos fértiles por planta (Gallagher y Biscoe, 1978).  

La duración de la etapa vegetativa GS1 en el trigo puede variar desde 60 hasta 150 

días dependiendo de la fecha de siembra y el genotipo. Este proceso depende del intervalo 

de aparición de hojas sucesivas en la misma caña (filocrono) y del tiempo en el que ocurra 

la diferenciación floral (doble arruga), procesos que son inducidos por el fotoperíodo y la 

vernalización (Acevedo et al., 1998). 

La vernalización ha sido definida como la adquisición de la capacidad de florecer 

mediante la utilización de un tratamiento de frío, este proceso establece la aptitud para la 

floración, pero sólo se manifiesta bajo las  condiciones de temperaturas adecuadas. No se 
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alcanza la formación de la doble arruga sino hasta que se cumple el período de frío (Flood y 

Halloran, 1986).  

El período de frío invernal es esencial para los trigos de invierno, ya que si no se 

somete a días de frío  no espigan o su floración es escasa y, por tanto, la producción final se 

disminuye de manera considerable. En el caso de las especies de primavera la vernalización 

es relativa, es decir que tienen una respuesta mínima o ninguna respuesta a la vernalización 

(Mossad et al., 1995). Los genotipos de primavera requieren de temperaturas entre 7 y 

18°C por un período de 5 a 15 días para la inducción floral. Los genotipos de invierno 

requieren temperaturas entre los 0 y 7°C por un intervalo de 30 a 60 días (Evans et al., 

1975). En general, las plantas requieren horas de luz y oscuridad para desarrollarse, a lo que 

se denomina fotoperíodo, y en particular si aumenta la duración del día favorece a la 

floración en el trigo (Major y Kiniry, 1991). 

Existe un período de insensibilidad a la duración del día después de la germinación 

en el trigo, durante este periodo la planta solo desarrolla primordios foliares (Stefany, 

1993). El fotoperíodo es detectado por las hojas maduras y no por meristemas apicales, una 

sola hoja es suficiente para detectar el fotoperíodo y para iniciar con la inducción floral 

comenzando con la fase reproductiva (formación de la doble arruga) (Barceló et al, 1992).   

El desarrollo de la inflorescencia se produce después de la inducción floral y su 

duración depende de las horas luz en el día, sobre todo en genotipos sensibles al 

fotoperiodo (Stefany, 1993). Cuanto más corto sea el día, más tiempo durará la fase que 

comprende desde la formación de la doble arruga hasta la formación de la espiguilla 

terminal (Santibáñez, 1994). 
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1.4.2.3. De la formación de la espiguilla terminal a la antítesis 

Las plantas de trigo tienen entre 4 y 8 hojas en el tallo principal cuando finaliza la 

fase de formación de la doble arruga y empieza la formación de la espiguilla terminal. En 

esta fase la longitud de la punta de la espiguilla es de aproximadamente 0,5 mm, luego 

continúa la formación de la gluma y la lema. Los floretes se desarrollan en la axila de cada 

lema a temperaturas inferiores a 30°C (Saini y Aspinall, 1982).Cada espiguilla tiene de 8 a 

12 floretes en la parte central de la espiga, mientras que las espiguillas basal y distal tienen 

entre 6 a 8 floretes, siendo menos de la mitad de estos floretes los que culminen el período 

de antítesis (Hay y Kirby, 1991). En la etapa de formación de la espiga terminal la punta de 

la espiguilla es aproximadamente de 4 mm de longitud aproximadamente y el tallo 

principal contiene entre 7 a 12 hojas (Kirby y Appleyard, 1985). 

Hacia el final de la formación de la espiguilla terminal, el ápice que estaba debajo 

de la superficie del suelo comienza a crecer más rápido (Kirby y Appleyard, 1985). En fase 

culmina cuando la punta de la espiguilla terminal es de aproximadamente 1 cm (Fig. 1.7) 

por encima de la corona de la planta (Kirby et al., 1985).  

Una vez que la espiguilla terminal se forma, comienza la elongación del tallo y la 

espiga comienza a crecer. La espiga crece lentamente en sus primeras etapas, se acelera el 

crecimiento al momento en que la lígula de la hoja bandera se hace visible (Krumm et al., 

1990). El aborto de algunos floretes se debe, tal vez en parte, a la competencia de los 

hidratos de carbono en esta etapa (Kirby, 1988).  
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Figura 1.7. Esquema de la formación de la 

espiguilla terminal (Fuente: Stapper, M. 2007). 

1.4.2.4. De la antítesis a la madurez fisiológica 

La antesis ocurre alrededor de 3 o 10 días después de que emergen las espiguillas 

de la hoja bandera, dependiendo del ambiente ocurre una serie de eventos correlacionados 
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en muy corto tiempo. Las lodículas de cada flor se hinchan y presionan la lema y la palea, 

los filamentos de los estambres se alargan, hay dehiscencia por parte de las anteras, se 

libera polen, los lóbulos del estigma se separan y se abren para receptar el polen. Todo el 

proceso se da en alrededor de cinco minutos (Barnerd, 1955). 

La espiga de trigo contiene una sola espiguilla por nodo y cada espiguilla tiene 

entre tres y seis floretes potencialmente fértiles, que se auto polinizan  en el 96% de los 

casos. La floración comienza en la parte central de la espiga y continúa hacia la parte basal 

y apical durante un período de 3 a 5 días (Kirby y Appleyard, 1985). 

Después de la fertilización del florete la división celular es rápida, durante este 

período se forman las células del endospermo y los amiloplastos, este período se conoce 

como la fase de latencia y dura cerca de 20 a 30% del período de llenado de grano. Después 

de este período hay una fase de crecimiento celular, de diferenciación y de deposición del 

almidón en el endospermo, la cual corresponde al crecimiento del grano y corresponde del 

50 al 70% del llenado de grano (Fig. 1.8). El embrión se forma en el momento de 

crecimiento del endospermo (Jones et al., 1985). 
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Figura 1.8. Etapa de llenado del grano de trigo: Anteras amarillas visibles en el 50% 

de las espigas (Fuente: Stapper, M. 2007). 

1.4.3. Complejo Gluten 

El gluten es un complejo de proteínas llamadas prolaminas, las cuales se 

encuentran en el endospermo de las semillas. Las prolaminas constituyen entre el 80% y 

85% de las proteínas totales de la harina, y son las que confiere las propiedades de 

elasticidad y extensibilidad esenciales para darle funcionalidad a la harina de trigo (Shewry 

et al., 1995). 

Las proteínas que conforman el complejo gluten se dividen de acuerdo a su 

solubilidad en alcohol: Gliadinas (solubles) y Gluteninas (insolubles). Las Gliadinas son 

proteínas monoméricas unidas por enlaces intercatenarios y están formadas de tres 

diferentes tipos de proteínas ω-gliadinas, α-gliadinas y γ-gliadinas. Estas son las 

responsables de la viscosidad del gluten  (Shewry et al., 1986). Las Gluteninas son 

agregados de proteínas, unidos por puentes disulfuro, tienen pesos moleculares de varios 



18 
 

millones y son determinantes de la fuerza y la elasticidad del gluten. Se dividen en dos 

subunidades: de alto peso molecular (HMW) y de bajo peso molecular (LMW) (Wieser et 

al., 1998). 

Los puentes disulfuro de las gluteninas cumplen un papel importante en la 

plasticidad del gluten y en el mecanismo de elasticidad, aunque este segundo se conoce 

muy poco. Cuando se rompen los enlaces de disulfuro, por extensión, no hay ningún 

mecanismo que tiende a restaurar las dimensiones originales del material, solo se asume 

que los nuevos puentes se pueden formar por un movimiento al azar que reorganice las 

entidades que contienen los grupos disulfuro (Belton, 1999). 

Las proteínas del gluten de trigo son típicas proteínas secretoras, su síntesis, 

plegamiento y deposición tiene lugar en el sistema de endomembranas de la célula vegetal. 

Estas proteínas se sintetizan en polirribosomas unidos al retículo endoplasmático (RE). El 

péptido tiene un N-terminal que sirve como señal e interviene en su paso hacia el lúmen del 

RE. El péptido pierde este N-terminal por acción de una peptidasa durante la translocación 

de la proteína y por tanto no está presente en la proteína madura. Dentro del RE se da el 

plegamiento de las proteínas, la formación de los puentes disulfuro y la formación de los 

enlaces intercatenarios. También se pueden dar interacciones no-covalentes (puentes de 

hidrógeno) entre gliadinas y gluteninas, dando como resultando  partículas de proteína 

hidratada en la vía secretora (Tosi et al., 2009). 

Es probable que el plegamiento y ensamblaje de las proteínas del gluten sea  

asistida por enzimas del lumen del RE como la Disulfuro isomerasa (PDI) y la proteína 

chaperona molecular vinculante (BIP), aunque esto aún no se han establecido (Grimwade et 

al., 1996).  

Rubin et al., (1992) proporcionó pruebas de la existencia de dos tipos diferentes de 

cuerpos proteicos en el trigo. Estos cuerpos tienen diferente densidad y se acumulan al 
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mismo tiempo de manera independiente en las células del endospermo del trigo. Los 

cuerpos proteicos más densos parecen ser formados por la agregación de las proteínas de 

almacenamiento dentro del RE, mientras que los cuerpos menos densos aparecieron como 

resultado de una agregación posterior en el RE. En esta investigación se reveló que en 

granos inmaduros existía una mayor cantidad de gliadinas en los cuerpos proteicos menos 

densos, mientras que en granos maduros existían los dos tipos de cuerpos proteicos. Las 

subunidades HMW de las gluteninas fueron altamente enriquecidas en los cuerpos 

proteicos densos durante el período de desarrollo del grano. 

Tosi et al., en el 2009 publicó en su trabajo sobre la estructura y propiedades del 

gluten que la misma proteína puede formar cuerpos proteicos por dos rutas de deposición: 

puede ser transportada a través del aparato de Golgi en la vacuola y formar ahí un depósito 

de proteínas o pueden acumularse directamente dentro de la luz del RE para formar una 

segunda población de cuerpos proteicos. Las proteínas del gluten han demostrado no tener 

señales específicas para ser retenidas en el RE o pasar a la vacuola a través del aparato de 

Golgi, sino esto parece ser determinado por la etapa de desarrollo del tejido.  

1.4.3.1. Subunidades de alto peso molecular (HMW) de las gluteninas  

El trigo panadero es una especie hexaploide denominada AABBDD, que se deriva 

de gramíneas silvestres relacionadas. El locus que codifica para las subunidades HMM de 

las gluteninas está presente en el brazo largo del cromosoma 1 y cada locus comprende dos 

genes que codifican las subunidades denominados de tipo-x y de tipo-y, por lo que 

posiblemente los trigos harineros contienen seis subunidades HMM (1Ax, 1Ay, 1Bx, 1By, 

1Dx, 1Dy) (Payne et al., 1987). 

Las subunidades HMM son aproximadamente el 12% de la proteína total del 

cereal, lo que corresponde entre el 1 y el 1.7% del peso seco de la harina (Seilmeier et 

al., 1991). 
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El rol de las subunidades HMW de las gluteninas en la calidad panadera es el de 

conferir elasticidad a la masa (Payne et al., 1987), pero el mecanismo por el cual esto 

sucede no está claro aún. Lo que se conoce sobre las secuencias de estas proteínas y sus 

posibles estructuras, es que contienen grandes cantidades de glutamina (35%), cantidades 

significativas de glicina (20%)  y prolina (10%) (Tatham et al., 1990).  

Las subunidades HMW tienen secuencias conservadas de aminoácidos, que 

comprende tres partes distintas o dominios (Fig. 1.9). El dominio central de las proteínas 

están formados de péptidos repetidos, basados en tres o cuatro motifs o secuencias 

primarias cortas del péptido, estos dominios varían en longitud de 480 a 696 residuos y 

representan entre el 74 y el 84% de la proteína completa. Estos dominios se encuentran 

flanqueados por dominios cortos de secuencias no repetitivas, que varían en longitud desde 

81 hasta 104 residuos en la N-terminal y 42 residuos en el C-terminal. 

Figura 1.9. Esquema resumido de la secuencia de las subunidades HMW  tipo-x y tipo-y (Fuente: Shewry et 

al.,  2002). 

Los C- y N- terminales contienen residuos de cisteína, que van a permitir la 

formación de los puentes disulfuro (SH) con el residuo de la otra subunidad. Los dominios 

repetitivos se caracterizan por tener hexapéptidos y nonapéptidos repetidos en las 

subunidades tipo “y” (PGQGQQ y GYYPTSLQQ) y hexa, nona y tripéptidos repetidos en 

la subunidad tipo “x” (PGQGQQ, GYYPTSPQQ y GQQ) (Tatam et al., 1990).  
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Las secuencias repetitivas forman espirales β, los cuales pueden estar en equilibrio 

con la estructura de la  poli-L-prolina II que predomina a temperatura baja (Gilbert et al., 

2000). El dominio N-terminal es globular con una o más hélices α (Tatham et al., 1984). En 

el dominio C-terminal se ha podido determinar solo dos hélices α, pero se presume que 

existen más (Bekkers et al., 1996).  

Dos características en la estructura de la subunidad HMM pueden ser relevantes 

para explicar su papel de elastómeros en las gluteninas: el número y distribución de los 

puentes disulfuro, y las propiedades e interacciones de los dominios repetitivos. En la 

Figura 1.10 se puede observar los puentes disulfuro y los enlaces intracatenarios que están 

presentes en las subunidades HMW de las gluteninas (Köhler et al., 1991).  

Figura 1.10. Modelo esquemático de la estructura de los polímeros de las subunidades HMW, 

basada en la distribución de los puentes disulfuro (Fuente: Shewry et al.,  2002). 

Se liberan dímeros compuestos por subunidades tipo-x + tipo-y, que forman  

"ladrillos" de gluteninas (Graveland et al., 1985). Se ha puesto en evidencia por 

espectroscopía que los puentes disulfuro en las cadenas de gluteninas proporcionan una 

"columna vertebral elástica” al gluten y que los puentes de hidrógeno entre las subunidades  

de las gluteninas también cumplen un papel importante. Los estudios de Belton et al., 

(1994, 1995, 1998) han demostrado que la proteína seca tiene una estructura desordenada, 
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poco regular, pero que aumenta su movilidad y la estructuras de las láminas-β por 

hidratación.  

En 1999 Belton desarrolla un modelo “bucle-train”, el cual se basa en que 

posiblemente existen regiones móviles sin unir llamadas bucles y regiones unidas llamadas 

“trains”, este propone que un estado bajo de hidratación promueve muchas interacciones 

cerradas proteína-proteína, a través de los puentes de hidrógeno de los residuos de 

glutamina en la estructura espiral-β. A medida que el nivel de hidratación aumenta, la 

orientación de los giros-β adyacentes a las espirales-β permite formar estructuras que se 

asemejan a una lámina-β. Más hidratación conduce a la ruptura de algunos puentes de 

hidrógeno, sin embargo, la probabilidad de que los puentes intercatenarios de hidrógeno se 

rompan de forma simultánea es baja. El estiramiento de la masa hace que se extiendan los 

bucles, lo que hace que las proteínas puedan deslizarse unas sobre otras y la fuerza de 

recuperación elástica es proporcionada por el restablecimiento del equilibrio bucle-train 

(Fig. 1.11).  

Mediante ingeniería genética se ha estudiado el rol de las subunidades de HMW de 

las gluteninas y de los genes que las codifican, uno de los más importantes es el gen 1Dx5, 

que se conoce está asociado con la buena calidad panadera del trigo (Altpeter et al., 2004).  

  Shewry y sus colaboradores (2002), centraron su trabajo en la  transformación de 

dos líneas de trigo con dos genes diferentes de las subunidades HMW de las gluteninas, de 

lo cual obtuvieron que la subunidad 1Dx5 da lugar a grandes incrementos en la elasticidad. 

Resultados similares se observan en el trabajo de Popineau et al., 2001, en cuanto a los 

efectos de este gen. Los resultados sugieren que las proteínas codificadas por los dos 

transgenes, tienen efectos muy diferentes en la estructura de los polímeros de las 

gluteninas.  
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Figura 1.11. Modelo del efecto de hidratación en la relación “bucle-

train” de las subunidades HMW. (a) Poca hidratación, desordenado, 

interacciones cerradas; (b) hidratación intermedia, baja relación  

“bucle-train”; (c) alta hidratación, alta relación “bucle-train” (Fuente: 

Shewry et al.,  2002). 

 

Con el transgen 1Dx5, la proteína forma polímeros altamente entrecruzados, lo que 

da como resultado un gluten de alta resistencia.  La subunidad 1Dx5 difiere de otras por la 

presencia de un residuo de cisteína adicional en el dominio repetitivo y esta puede ser la 

causa de la formación de polímeros altamente entrecruzados en las líneas transgénicas 

(Shewry et al., 2002).  

Yue y colaboradores en el 2008, reportaron en su trabajo el silenciamiento del gen 

1Dx5 de la subunidad HMW, por RNA de interferencia, en líneas transgénicas de una 

variedad Bobwhite de trigo hexaploide. Los resultados proponen que decrece la proporción 

relativa de la subunidad HMW de las gluteninas en las proteínas totales de las semillas, 

además de que el silenciamiento de 1Dx5 en la progenie lleva a la disminución de la fuerza 
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de la masa, lo que sugiere que esta subunidad está asociada con la buena calidad del gluten 

en las semillas de trigo.  

1.4.4. Técnicas moleculares para el análisis de la expresión génica 

1.4.4.1. Síntesis de cDNA  

Para medir la expresión mediante PCR en tiempo real a partir de ARNm, es 

indispensable que este ácido nucleico sea copiado a cDNA por transcripción reversa (RT). 

La reacción se lleva a cabo por la enzima Transcriptasa reversa y un primer (Ståhlberg et 

al., 2004).  

Una de las enzimas transcriptasa inversa que mayor aplicaciones tiene para 

sintetizar cDNA es la M-MLV transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina 

Moloney, esta enzima es aislada de E. coli que expresa una porción del gen pol de M-MLV 

en un plásmido (Invitrogen, 2010d).  

Existen tres estrategias “priming” en RT, estas son: primers oligo (dT), primers de 

secuencia aleatoria, y cebadores específicos del gen. La estrategia más usada es primer 

Oligo (dT), el cual es un cebador que hibrida con la cola poliA presente en el ARNm 

transcrito de la hebra que se va a sintetizar, lo que forma un híbrido ARN/ADN. Este 

híbrido se separa mediante una ribonucleasas, para luego de la acción de una ADN-

polimerasa junto a un cebador formar el ADN complementario o cDNA (Fig. 1.12) 

(Kubista et al., 2006). 
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Figura 1.12. Esquema de la retrotranscripción usando primer oligodT o síntesis 

complementaria del ADN (Fuente: The Science of Biology, 2004). 

 

 

1.4.4.2. PCR en tiempo real 

La técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de su 

invención en 1984 por Kary Mullis causó una revolución en la ciencia (Deepak et al., 

2007). El objetivo de la PCR es obtener un gran número de copias de un fragmento de 

ADN, partiendo de una única copia de ese fragmento plantilla, que puede ser de cadena 

simple o doble.  

La PCR se realiza por ciclos de temperatura, primero se aplica altas temperaturas 

de alrededor de 95°C para separar las hebras del ADN de doble cadena, a continuación la 

temperatura se reduce aproximadamente a 50°C para que los cebadores o primers 

reconozcan el fragmento plantilla, y finalmente la temperatura se eleva a 72° C para que la 

enzima polimerasa extiende los primers mediante la incorporación de los dNTPs (Kubista 

et al., 2006). 
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Una técnica variante de la PCR convencional es la PCR en tiempo real, la cual es 

altamente sensible y especifica. En los últimos años se ha convertido en un método 

ampliamente usado para cuantificar la expresión génica. Esta técnica permite recolecta 

datos durante el proceso de PCR combinando así la amplificación y la detección en un solo 

paso (Wong y Medrano, 2005). 

La PCR en tiempo real requiere reporteros fluorescentes que generen una señal 

que refleje la cantidad de producto formado. Durante los primeros ciclos de la PCR en 

tiempo real la señal es débil y no puede distinguirse. A medida que el producto se acumula, 

la señal incrementa exponencialmente hasta llegar a la saturación (Kubista et al., 2001).  

El equipo de PCR en tiempo real se encuentra conectado a un computador y 

mediante un software específico podemos visualizar curvas exponenciales (Fig. 1.13), en 

las cuales se encuentran definidas las fases de esta técnica, que se describen a continuación:  

La fase lineal, se caracteriza por que la fluorescencia no alcanza el background del 

medio circundante y no puede ser detectada; en esta etapa se calcula la línea base. 

La fase exponencial, empieza al momento que la fluorescencia alcanza un umbral 

que supera el background circundante (aproximadamente 10 veces la línea base) y continúa 

durante el período de amplificación óptima de la PCR. 

La fase platea, en la que la polimerasa alcanza su punto de saturación y la 

fluorescencia se mantiene constante (Wong y Medrano, 2005).  

Las curvas de PCR en tiempo real se separan al momento en que pasan el umbral e 

inicia la fase de crecimiento exponencial, esto refleja la diferencia en las cantidades 

iniciales de templado o molécula plantilla de cada reacción. El número de ciclo requerido 
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para que la curva pase el umbral con un nivel de fluorescencia en particular se denomina 

CT y es el que permite cuantificar la expresión génica (Kubista et al., 2006).  

 

Figura 1.13. Curvas de PCR en tiempo real en donde se detallan sus fases (Fuente: 

Kubista et al., 2006). 

 

La técnica de PCR en tiempo real usa varias tecnologías para liberar la 

fluorescencia, sin embargo dos son las más comúnmente utilizadas en la actualidad: sonda 

de hidrólisis y fluoróforos de unión al ADN. 

La Sonda de hidrólisis está basada en la química de TaqMan. Es una sonda de 

entre 20 y 30 nucleótidos, la cual está marcada con un reportero fluorescente en el extremo 

5' y un amortiguador o quencher en el extremo 3' que absorbe la energía de excitación del 

fluoróforo (Fig. 1.14a). La fluorescencia del reportero es reducida por el quencher mediante 

FRET (Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia) cuando la sonda se 
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mantiene intacta, pero al momento que la sonda hibrida a una secuencia interna de la 

molécula blanco, por acción de la 5’exonucleasa de la ADN polimerasa durante la etapa de 

ampliación de la PCR, se degrada la sonda y se separa el quencher del reportero, lo que 

resulta en la emisión de una mayor fluorescencia (Wong y Medrano, 2005).  

Los fluoróforos de unión al ADN (Fig. 1.14b), se caracterizan porque la intensidad 

de fluorescencia aumenta proporcionalmente a la concentración de ADN de doble cadena. 

Es una tecnología muy flexible, ya que se puede utilizar un fluoróforo diferente para cada 

gen a estudiarse. Sin embargo, no permite reacciones multiplex, ya que estos fluoróforos no 

se unen de una manera específica a la secuencia y tienden a dar como resultado falsos 

positivos. Entre los fluoróforos de unión al ADN más usado está el SYBR Green (Wong y 

Medrano, 2005). 

 

Figura 1.14. Esquema de las técnicas más utilizadas en PCR en tiempo real para emitir fluorescencia. (a) 

Sónda de hidrólisis, (b) fluoróforo de unión al DNA (Fuente: Wong y Medrano, 2005). 

 

La técnica de PCR en tiempo real cuenta con un análisis adicional para identificar 

si en la señal de fluorescencia emitida como resultado de una reacción se incluyan 

productos inespecíficos como los dímeros. Este análisis adicional se denomina picos de 

disociación y se basa en que la fluorescencia disminuye gradualmente con el aumento de la 

temperatura. Cuando alcanza la temperatura a la que el ADN de doble cadena se separa o 
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temperatura de melting (Tm), el fluoróforo se desprende y disminuye substancialmente la 

señal de fluorescencia. A partir de esta señal se generan gráficas de temperatura vs. 

fluorescencia y el equipo genera automáticamente picos de disociación (Fig. 1.15). Los 

picos de disociación se generan mediante el cálculo de la primera derivada de los puntos de 

la gráfica de temperatura vs. fluorescencia, los cuales reflejan el número de fragmentos 

amplificados en la PCR (Kubista et al., 2006).  

 

 

Figura 1.15. Curvas de análisis de disociación (Fuente: Kubista et al., 2006). 

 

1.4.5. Expresión génica 

El estudio de la expresión génica comprende diferentes procesos, desde la 

activación del gen hasta que la proteína madura se expresa en el fenotipo. Es por esta razón 

que el análisis de un perfil de expresión génica nos puede proporcionar información sobre 

la funcionalidad de proteínas (Hernández et al., 1994).  
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La expresión de un gen se puede cuantificar con la ayuda de métodos 

especializados como PCR en tiempo real. Se puede detectar mRNAs específicos ya que el 

número de moléculas por célula de mRNA copiado a cDNA por transcripción reversa, se 

correlaciona con el nivel de síntesis de la proteína correspondiente (Gachón et al., 2004). 

Comúnmente se emplean dos estrategias para llevar a cabo la cuantificación de la 

expresión genética con PCR en tiempo real, estas son: cuantificación absoluta y 

cuantificación relativa. 

1.4.5.1. Expresión génica absoluta 

La técnica de cuantificación de la expresión génica absoluta es la que relaciona 

una señal obtenida con la PCR en tiempo real al número de copias fijo de una secuencia 

estándar. En esta técnica se usa una curva de calibración que se hace a base de estándares 

diluidos de DNA de concentración conocida (Wong y Medrano, 2005).  

Las curvas de calibración son altamente reproducibles y permiten la generación de 

datos específicos y sensibles. Sin embargo, el modelo de curvas de calibración externas 

tiene que ser rigurosamente validado con absoluta exactitud pues la cuantificación de la 

expresión genética en la PCR en tiempo real depende exclusivamente de la precisión de los 

estándares empleados (Vinueza, 2009). 

1.4.5.2. Expresión génica relativa 

La cuantificación relativa no requiere estándares con concentraciones 

determinadas. Esta técnica se utiliza para obtener la magnitud de los cambios fisiológicos 

en los niveles de expresión genética de un gen en estudio en comparación con uno o más 

genes de referencia (Pfaffl, 2001).  
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La expresión de los genes de referencia o “housekeeping” debe ser constante en las 

células estudiadas, es por eso que se usa genes que codifican para las enzimas necesarias 

para el metabolismo básico celular que se están expresando continuamente, es decir, se 

expresan de forma constitutiva (Vinueza, 2009).  

Los cálculos en cuantificación relativa de expresión genética se basan en la 

comparación de los valores Ct utilizando la eficiencia de la reacción de la PCR como factor 

de corrección. Sin embargo, hay un modelo que no requiere la eficiencia de la reacción para 

acceder a un factor de corrección, el cual es el modelo de dCt mencionado por 

Czechowskide et al., 2005.  

1.4.5.3. Método del dCt 

Este modelo matemático permite calcular la relación de la expresión génica entre 

una muestra en estudio y una muestra de referencia. Este modelo supone una eficiencia 

óptima (igual a 1) e igual, en la eficiencia de reacción en las PCR en tiempo real tanto del 

gen en estudio como del gen de referencia, lo que lo hace un método muy útil 

(Czechowskide et al., 2005).  

El modelo establece una relación entre la cantidad de templado inicial del gen X 

respecto al de referencia R (Ecuación 1). 

                                                   1) 

Donde, XN es la cantidad normalizada del gen X; EX es la eficiencia del gen X; ER 

es la eficiencia del gen de referencia; CT,X es el ciclo CT del gen X; CT,R es el ciclo CT del 

gen de referencia. Se considera que la eficiencia del gen X y la eficiencia del gen de 
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referencia es aproximadamente 1, la expresión normalizada al control endógeno queda de la 

siguiente manera (Ecuación 2):  

          2) 

1.5. Hipótesis 

 

La expresión del gen 1Dx5, involucrado en la calidad de gluten de las muestras de 

trigo, puede ser analizada de manera rápida, sensible y específica mediante la técnica de 

RT-PCR. 
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CAPÍTULO 2: MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Participantes 

Esta investigación fue realizada por la Srta. Nataly Alexandra Bravo Villegas. Los 

colaboradores científicos el proyecto en la Escuela Politécnica del Ejército fueron la Dra. 

Karina Proaño y la Ing. Tatiana Paéz, que desempeñaron las funciones de directora y co-

directora respectivamente. Adicionalmente, el Dr. Antonio León aportó a la investigación 

con su asesoría técnica y científica.  

2.2. Zona de estudio 

La investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la 

Escuela Politécnica del Ejército del campus Politécnico Sangolquí, cantón Rumiñahui, 

provincia de Pichincha.  

2.3. Período de tiempo de investigación 

La investigación inició en el mes de enero del 2010 y finalizó en diciembre del 

mismo año, comprendiendo un período de 12 meses. 

2.4. Diseño 

El diseño experimental para este estudio fue un diseño completamente al azar 

(DCA), tomando como variable dependiente la expresión génica y como variable 

independiente el tiempo de recolección de la planta de trigo (Tabla 2.1). 
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Tabla 2.1. Detalle de las variables del diseño experimental. 

Variable Definición Factor a determinar 

Expresión génica Transcrito que se detecta Cantidad de mRNA del gen 1Dx5  

expresado. 

Tiempo de recolección Días en que se recoge la 

muestra. 

Mejor estadío de la expresión del 

gen. 

 

2.5. Cultivo, recolección y almacenamiento del material vegetal 

Las semillas de trigo fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de 

Investigación Agropecuaria, INIAP, estación Santa Catalina. Para este estudio se utilizaron 

cuatro variedades de trigo: Cojitambo, Carnavalero, CWRS y Sibambe.  

Las plantas de trigo fueron cultivadas en un pequeño invernadero del laboratorio 

de Biotecnología Vegetal de la ESPE (Fig. 2.1), para lo cual se diseñó un programa 

periódico de siembra, cultivo y recolección de muestras vegetales de las cuatro variedades 

de trigo.  

  

Figura 2.1. Plantas de trigo cultivadas en cajas invernadero en los 

Laboratorios de biotecnología de la ESPE, Sangolquí (Bravo, 2010). 
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Las semillas se desinfectaron con una solución de Vitavax según especificaciones 

del fabricante, se preparó el sustrato que contenía turba, pomina y tierra negra en relación 

1:1:1. Se sembró aproximadamente 10 semillas por maceta y se suministró una solución 

nutritiva Hoagland (Rivas, 2010) a las plantas después de su germinación.  

Se recolectó en nitrógeno líquido el material vegetal de cada una de las variedades 

de trigo a estudiar. La recolección se realizó los días: 68, 74, 80, 82, 84 y 86  del desarrollo 

a partir de su siembra. Según las fases de crecimiento de trigo el día inicial de recolección 

corresponde a la iniciación del espigamiento y el día final de recolección equivale 

aproximadamente a la temporada de floración. Se codificó y almacenó las muestras en un 

congelador a -80ºC para asegurar su buen estado y viabilidad para los ensayos moleculares.   

2.6. Extracción y cuantificación de ARN 

Para la extracción de ARN se utilizó como material vegetal plantas de trigo de las 

variedades Cojitambo, Carnavalero, Sibambe y CWRS. El material vegetal se recolectó a 

los 68, 74, 80, 82, 84 y 86 días de desarrollo a partir de su siembra.  Para seleccionar el 

mejor método de extracción de ARN  se probó dos protocolos, los cuales se detallan a 

continuación. 

2.6.1. Protocolo de extracción de ARN total mediante Kit Purelink® micro-to-midi 

total RNA purification system (Invitrogen, 2010)  

 

La planta de trigo se molió con nitrógeno líquido en un mortero estéril y 

congelado. Aproximadamente 200mg de planta molida se transfirió a un microtubo nuevo 

previamente enfriado. Se añadió a la muestra 0.5mL de solución de lisis previamente 

preparada con 10uL de β-Mercaptoetanol por cada mL de solución. Se agitó en el vórtex 

por 3 minutos y luego se centrifugó a 12000xg por 2 minutos a temperatura ambiente. Se 

transfirió el sobrenadante a un microtubo nuevo con cuidado de no remover el material 
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aglomerado en el fondo del tubo. Se añadió 0.5 volúmenes de etanol absoluto al 

sobrenadante y se agitó en el vórtex por 10 segundos. Se transfirió todo el contenido del 

tubo a un RNA spin cartridge, se centrifugó a temperatura ambiente el cartucho a 12000xg 

por 15 segundos y se descartó el sobrenadante. Se realizó un primer lavado con 700uL de 

Wash Buffer I, se centrifugó a temperatura ambiente a 12000xg por 15 segundos, se 

descartó el líquido junto con el tubo colector, y el cartucho con la membrana se colocó en 

un RNA Wash Tube. Se hizo dos lavados más a la membrana con 500uL de Wash Buffer II 

previamente preparada con 4 volúmenes de etanol absoluto. Se centrifugó a temperatura 

ambiente el cartucho a 12000xg por 15 segundos, descartando el líquido del RNA Wash 

Tube. Para eliminar los restos de las soluciones de lavado y para secar la membrana se 

centrifugó a 12000xg por 1 minuto. Se descartó el RNA Wash Tube y el cartucho se colocó 

en los Recovery Tubes y se añadió 30uL de agua libre de RNAasa sobre la membrana del 

cartucho para eluir el ARN. Finalmente, se incubó el cartucho por 1 minuto a temperatura 

ambiente y se centrifugó durante 2 minutos a 12000xg para recuperar el ARN. Se almacenó 

el ARN en un congelador a -80°C. 

2.6.2. Protocolo de extracción de ARN total mediante TRIzol® reagent (Invitrogen, 

2010a) 

 

El material vegetal se molió en un mortero estéril y frío con nitrógeno líquido 

(evitando que éste se descongele) hasta obtener un polvo fino. Se transfirió  

aproximadamente 200mg de polvo a un microtubo nuevo previamente enfriado. Se añadió a 

la muestra 1mL de TRIzol® reagent, se agitó en el vórtex por 15 segundos y se incubó por 

5 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se adicionó 200uL de cloroformo, se 

agitó suavemente por 15 segundos y se centrifugó a 4°C a 10000rpm por 15 minutos. Se 

transfirió la fase acuosa (aproximadamente 600uL) a un microtubo nuevo, se añadió 1mL 

de etanol absoluto frío y se incubó en hielo por 15 minutos. Luego se centrifugó a 4°C a 

10000rpm por 10 minutos y se desechó el sobrenadante con cuidado de no remover el pelet. 

Para lavar el pelet se añadió 1mL de etanol al 70%, se agitó vigorosamente en el vórtex por 

1 minuto. Se centrifugó a 4°C a 8800rpm por 5 minutos y se desechó el alcohol con cuidado 

de no perder el pelet. Se repitió este procedimiento para lavar una vez más el pelet.  Para 
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secar el pelet a temperatura ambiente se colocó los microtubos invertidos con la tapa abierta 

sobre papel secante. Finalmente, se resuspendió el pelet de ARN con 30uL de agua DEPC y 

se almacenó a -80°C. 

2.6.3. Protocolo de cuantificación de ARN por fluorometría mediante kit Quant-it™ 

RNA Assay (Invitrogen, 2010b) 

 

Para la cuantificación se realizó una dilución con agua DEPC 1:50 del ARN. Se 

preparó la solución de trabajo o master mix añadiendo 199uL x n de Quant-it Buffer y 1uL 

x n de Quant-it Reagent, siendo n el número de muestras más los 2 estándares de 

calibración.  

Se tomó 199uL de la solución de trabajo y se colocó en un Qubit
™

 assay tube, se 

añadió 1uL del ARN diluido (1:50), obteniendo un volumen final de 200uL, se agitaron los 

tubos durante 3 segundo el vórtex y se incubaron durante 2 minutos a temperatura 

ambiente. Se cuantificó el ARN de cada muestra en el fluorómetro Qubit
™

 calibrado con 

los estándares según las especificaciones del equipo. Finalmente, se realizó un promedio de 

las dos lecturas de concentración en mg/mL por muestra.  

Adicionalmente el ARN se visualizó en geles de agarosa al 2% (p/v), para ver la 

integridad de las bandas. La corrida electroforética se fijó en 120V y 300mA durante una 

hora. 

2.7. Síntesis de cDNA 

Se probó dos procedimientos para la síntesis de cDNA. En el primero se hizo un 

tratamiento previo del ARN con la enzima DNAsa I antes de la síntesis de cDNA. En el 

segundo procedimiento se copió el ARN directamente a cDNA sin tratar la muestra 
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previamente con la enzima. Se visualizó también el cDNA en geles de agarosa al 2% (p/v), 

para ver la integridad de las bandas y seleccionar el tratamiento adecuado. La corrida 

electroforética se fijó en 120V y 300mA durante una hora. 

2.7.1. Tratamiento del ARN con la enzima DNase I Amplification Grade (Invitrogen, 

2010c)  

 

Este tratamiento se probó a partir de diferentes concentraciones de ARN de 1ug, 

2.5ug y 5ug. De acuerdo al resultado obtenido de cada muestra de ARN en la cuantificación 

por fluorometría se calculó el volumen necesario de ARN para llegar a cada una de las 

concentraciones finales de ARN. Se añadió a cada muestra 1uL de 10X DNase I Reaction 

Buffer, 1uL de DNase I Amplification Grade y agua DEPC necesaria para completar un 

volumen de 10uL. Se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente y a continuación se 

añadió 1uL de EDTA en cada microtubo. Finalmente, se incubó en el termociclador a 65°C 

durante 10 minutos, obteniendo un volumen final de 11uL, los cuales contenían 1ug, 2.5ug 

y 5ug de ARN en reacciones separadas. 

2.7.2. Síntesis de cDNA mediante Superscript® III Reverse Transcriptase 

(Invitrogen, 2010d) 

 

Para estandarizar la síntesis de cDNA a partir del ARN tratado con DNase I y el 

ARN sin tratamiento previo, se añadió agua DEPC necesaria para alcanzar un volumen de 

12uL. A continuación, se adicionó 1uL de Oligo dT Primer y dNTPs a una concentración 

de 0.5ul/uL y 10mM respectivamente. Se incubó en el termociclador a 65°C por 5 minutos 

y una vez incubadas las muestras se  las colocó en hielo por 1 minuto. Se añadió 4uL de 

First Strand Buffer, 1uL de DTT y 1uL de Superscript III Reverse transcriptase, con 

concentraciones de 5X, 0.1M y 200U/uL respectivamente. Finalmente, se agitó los 

microtubos en el vórtex  y se incubó en el termociclador a 50°C por 60 minutos, a 55°C por 
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15 minutos y a 70°C por 15 minutos. Se obtuvo un total de 20ul de cDNA y se lo conservó 

-20°C. 

2.8. Diseño de primers 

Para el diseño de los primers se buscó en NCBI (Centro Nacional de Investigación 

Biotecnlogíca; www.ncbi.nlm.nih.gov) la secuencia del gen 1Dx5 y secuencias de genes 

homólogos. Se buscó además las secuencias de tres housekeeping genes: RUBISCO, 

GAPDH y PUROINDOLINE. En la Tabla 2.2 se puede observar el número de accesión y la 

descripción del los genes.   

La secuencia del gen 1Dx5 se analizó mediante el algoritmo bioinformático 

CLUSTAL de EBI (European Bioinformathics Institute), se realizó alineamientos múltiples 

y se determinó regiones en la secuencia de gen 1Dx5 que no tenían homología con las 

demás secuencias, de tal manera que los primers fueron específicos para amplificar este 

gen.  

Tabla 2.2. Gende la subunidad de alto peso molecular de las gluteninas  y Housekeeping genes de trigo. 

Nombre No. Accesión DETALLE 

1Dx5 X12928 
Gen asociado a las buenas propiedades panaderas 

en trigo (gluten). 

GAPDH AY290728 
Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa. Enzima 

que cataliza los seis pasos de la glicólisis. 

PUROINDOLINE X69912 
Proteínas del endosperma que interfieren en la 

unión proteína-almidón. 

RUBISCO M37477 
Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa, de la 

ruta de la foto respiración. 
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Para el diseño de los primers se utilizó el programa en línea PRIMER 3 

(biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). Se ingresó las secuencias de los genes 

en formato FASTA. Los primers debían cumplir con los siguientes criterios de diseño: 

tamaño del primer de 20pb, tamaño del amplicón de aproximadamente 100pb, temperatura 

de fusión de 65°C y con un porcentaje de guaninas-citocinas de 20 a 80%. Se comprobó la 

especificidad de los primers diseñados mediante el algoritmo BLAST de NCBI 

(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).   

Los primers fueron diseñados a través de la casa comercial INVITROGEN a través 

del distribuidor autorizado en el país. Una vez sintetizados se reconstituyeron a una 

concentración de 100uM con agua DEPC y se almacenaron a -20°C. 

2.9. PCR en tiempo real  

2.9.1. Ensayos para estandarizar las condiciones de PCR en tiempo real 

Para la estandarización del protocolo de PCR en tiempo real se utilizaron plantas 

de la variedad “Cojitambo”. En los ensayos para estandarizar la PCR en tiempo real para la 

amplificación del gen 1Dx5, se realizó inicialmente una selección del par de primers más 

idóneo mediante PCR convencional. Se ensambló las reacciones como se muestra en la 

Tabla 2.3 con un volumen final de 50uL y se buscó las bandas específicas del gen corriendo 

los productos de PCR en geles de agarosa al  2% (p/v). La corrida electroforética se fijó en 

120V y 300mA durante una hora. 
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Tabla 2.3. Concentración y cantidad de reactivos usados en los ensayos de estandarización de PCR. 

Elemento Concentración inicial Concentración final 1 reacción 

Primer forward 100pmol/uL 0.6pmol/uL 0.3uL 

Primer reverse 100pmol/uL 0.6pmol/uL 0.3uL 

dNTP’s 20mM 0,4mM 1uL 

MgCl2 50mM 1. 5mM 1.5uL 

Buffer 10X 1X 5uL 

Agua PCR -- -- 39,9uL 

Taq 5u/uL 2,5u/uL 0.5uL 

ADN -- -- 1,5uL 

 

Para la amplificación del gen se probó varias temperaturas de alineamiento en el 

programa de PCR convencional (Tabla 2.4), para buscar el rango de temperatura con el que 

se debía trabajar en la RT-PCR en tiempo real. 

 

 

Tabla 2.4. Programa de PCR con gradientes de temperatura para estandarización 

 

 

 

 

La cuantificación de la expresión de los genes se realizó mediante PCR en tiempo 

real, para lo cual se utilizó el equipo AB 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 

con el software SDS v1.4 (Sequence Detector System by Applied Biosystems).  

PROCESO TEMPERATURA TIEMPO Nro. CICLOS 

Denaturación inicial 94 °C 5min 1 

Denaturación 92 °C 45seg 35 

Hibridación 45 a 65 °C (gradiente) 1min 35 

Extensión 72 °C 1min 35 

Extensión final 72 °C 10min 1 
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Para ensamblar las reacciones de PCR en tiempo real se usó platos Microamp
® 

Optical 96-well Reaction Plate (Apllied Biosystems). Los platos fueron sellados con 

adhesivos ópticos Microamp
®

 Optical Adhesive Film (Applied Biosystems). Cada reacción 

se ensambló por triplicado y se siguió el protocolo de Invitrogen, 2006 para SYBR GreenER 

qPCR SuperMix for ABI PRISM modificado, con el cual se obtiene un volumen final de 

reacción de 25ul, como se indica en la Tabla 2.5.  

Tabla 2.5. Concentraciones de los reactivos usados para ensamblar una reacción de PCR en 

tiempo real. 

 

Dentro de las condiciones usadas para estandarizar el programa de PCR en tiempo 

real se probaron diferentes temperaturas de hibridación como se menciona en la Tabla 2.6. 

Adicionalmente, se realizó el análisis de los picos de disociación para verificar la 

amplificación de un solo fragmento para cada gen en la PCR. 

Tabla 2.6. Condiciones utilizadas en la estandarización del Programa de PCR  en tiempo real. 

Etapa # Ciclos Temperatura Tiempo 

Activación UDG 1 50°C 2 min 

Activación Taq polimerasa 1 95°C 10 min 

PCR 

Denaturación 

40 

92°C 45 seg 

Hibridación 63°C a 66°C 1 min 

Extensión 72°C 1 min 

Picos de 

disociación 

1 1 95°C 15 seg 

2 1 60°C 1 min 

3 1 95°C 15 seg 

4 1 60°C 15 seg 

 

Elemento Concentración inicial Concentración final 1 reacción 

SYBER Green 2x 1x 12.5uL 

Primer forward 10uM 0.2uM 0.5uL 

Primer reverse 10uM 0.2uM 0.5uL 

cDNA __ __ 1uL 

Agua DEPC __ __ 10.5uL 
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2.9.2. Ensayos de PCR en tiempo real para analizar la expresión de los genes 

Se realizaron los ensayos de PCR en tiempo real para analizar la expresión del gen 

1Dx5 y del gen constitutivo RUBISCO, en los diferentes días de recolección y en cada una 

de las variedades de trigo. Las reacciones en los ensayos de PCR en tiempo real se 

ensamblaron por triplicado para minimizar el error experimental. 

Las reacciones de PCR para el gen constitutivo RUBISCO se realizaron con el 

templado de cDNA sin diluir, para obtener los Cts iniciales. De estos datos, se escogió el 

máximo para igualar todos los Cts a este valor. A continuación, se realizó una dilución del 

cDNA, calculando el factor de dilución (fd) mediante la fórmula 
CtmuestraCtfd max2 . 

Con el fd obtenido para cada una de las muestras se calculó el volumen de agua DEPC 

requerida para diluir el cDNA, mediante la fórmula 

. 

Las reacciones de PCR para el gen 1Dx5 se realizaron con el cDNA diluido de las 

muestras y se obtuvieron las curvas de amplificación y sus respectivos Cts. Los valores de 

Ct de cada una de las reacciones se exportaron a una hoja de cálculo de Excel para realizar 

el respectivo análisis.   

2.10. Análisis de datos 

Se analizó la expresión de  cada gen mediante el método dCT (Czechowskide et 

al., 2005), en donde la cantidad del gen estudiado se normaliza respecto a un control 

endógeno (si la eficiencia de amplificación es cercana a 1). Con los valores de Ct tanto del 

gen en estudio como del gen constitutivo, se calculó la expresión génica relativa con la 

siguiente fórmula: 
RUBCtGENCtEXP 2  
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El análisis estadístico se realizó en el paquete informático SPSS. Con los datos 

finales de expresión obtenidos se realizó análisis de varianza (ANOVA), pruebas de 

significancia de Tukey, Duncan y Scheffe,  además de  gráficos de perfil con todos los 

parámetros de interés para el estudio.  
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CAPITULO 3: RESULTADOS 

3.1. Extracción y cuantificación de ARN  

Se probó dos protocolos de extracción de ARN total y se escogió trabajar con el 

protocolo de TRIzol® reagent. Este reactivo permitió eliminar los polisacáridos presentes 

en las plantas de trigo, obteniendo de esta manera un ARN de mejor calidad. 

En la figura 3.1 se puede observar la calidad de las bandas del ARN total extraído 

de las cuatro variedades de trigo en los días de recolección 68, 74, 80, 82, 84 y 86. Se 

observaron bandas bien definidas del ARN de cada una de las muestra por medio de una 

electroforesis en gel de agarosa al 2%. 

 

 
Figura 3.1. Gel de agarosa al 2% con RNA de las variedades de trigo Cojitambo (Coj), Sibambe (Sib), 

CWRS (CW) y Carnavalero (Ca), en los días de recolección 68, 74, 80, 82, 84 y 86.  

 

 

A continuación, para conocer la concentración de ARN total en cada una de las 

muestras se cuantificó el RNA con el kit Quant-itTM RNA Assay en el equipo Qubit® 

(Invitrogen) siguiendo el protocolo establecido (Ver apartado 2.6.3). Las muestras de RNA 

tuvieron concentraciones entre los 0,73 y 4,9 ug/uL como se puede observar en la Tabla 

3.1. Estos valores revelan que el proceso de extracción de RNA fue eficiente. 

Coj   Sib  CW  Ca Coj   Sib  CW  Ca Coj   Sib  CW  Ca Coj   Sib  CW  Ca Coj   Sib  CW  Ca Coj   Sib  CW  Ca 

68 días 86 días 84 días 82 días 80 días 74 días 
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Tabla 3.1. Valores obtenidos por fluorometria de la 

concentración del ARN de las cuatro variedades de trigo en 

los días de recolección 68, 74, 80, 82, 84 y 86. 

Días de recolección Variedad [C] ug/uL 

68 

Cojitambo 2,138 

CWRS 1,960 

Carnavalero 1,515 

Sibambe 1,070 

74 

Cojitambo 3,008 

CWRS 2,178 

Carnavalero 1,740 

Sibambe 0,793 

80 

Cojitambo 3,160 

CWRS 3,205 

Carnavalero 2,360 

Sibambe 2,028 

82 

Cojitambo 1,835 

CWRS 0,793 

Carnavalero 3,170 

Sibambe 2,445 

84 

Cojitambo 2,808 

CWRS 4,595 

Carnavalero 2,343 

Sibambe 3,668 

86 

Cojitambo 3,300 

CWRS 2,863 

Carnavalero 0,730 

Sibambe 1,628 

 

 

 

3.2. Síntesis de cDNA 

Se ensayó dos tratamiendo para la síntesis de cDNA, el primero consistió en tratar 

previamente el ARN con una enzima DNasa para eliminar el ADN genómico contaminante 

para luego retrotranscribirlo a cDNA. El segunto ensayo consistió en retrotranscribir 

directamente el ARN a cDNA. Los dos tratamientos se probaron partiendo de tres 

concentraciones de ARN a 1, 2.5 y 5ug/uL.  
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El protocolo que mejor resultado presentó para la síntesis de cDNA fue el 

procedimiento en el cual el ARN recibió un tratamiento previo con la enzima DNase I 

Amplification grade (INVITROGEN
™

) y luego fue retrotranscrito mediante Superscrit III 

(INVITROGEN
™

). Como podemos observar en la Figura 3.2 el cDNA sintetizado a partir 

del ARN tratado con la enzima, no presenta bandas sobre los 2072pb, lo que indica que no 

exisiste DNA contaminate La concentración óptima de ARN para la sintesis de cDNA fue 

de 2.5ug/uL, ya que a esa concentración se observan bandas de buena calidad de cDNA, las 

cuales no difería en intensidad con las bandas que procedían de una concentración de ARN 

de 5ug/uL (Fig. 3.2). 

 

Figura 3.2. Gel de agarosa al 2% con cDNA sintetizado a partir de ARN en concentraciones 1, 2.5 y 5ug/uL, 

con y sin tratamiento previo del ARN con enzima DNase I . M es el marcador de peso molecular de 100pb.  

 

 

Una vez establecida la cantidad óptima de ARN con la que se debía trabajar para 

sintetizar el cDNA de todas las muestras de las cuatro variedades de trigo, se calculó apartir 

de la concentración de cada muestra cuantificada en el fluorómetro, el volumen de ARN 

necesario para tener una concentración de 2.5ug/uL. Los resultados obtenidos se muestran 

en la Tabla 3.2.  
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Tabla 3.2. Volúmenes de RNA  y reactivos para el tratamiento con DNAase I (Volumen final de 

reacción: 10uL + 1uL de EDTA 25mM). 

Días de 
recolección 

Variedad 
[C] 

(ug/uL) 
Vol. 2,5 ug RNA 

(uL) 
Vol. aguaDEPC 

(uL) 
Vol. Buffer 

(uL) 
Vol. DNAsa 

(uL) 

68 

Cojitambo 2,138 1,170 6,830 1 1 

CWRS 1,960 1,276 6,724 1 1 

Carnavalero 1,515 1,650 6,350 1 1 

Sibambe 1,070 2,336 5,664 1 1 

74 

Cojitambo 3,008 0,831 7,169 1 1 

CWRS 2,178 1,148 6,852 1 1 

Carnavalero 1,740 1,437 6,563 1 1 

Sibambe 0,793 3,155 4,845 1 1 

80 

Cojitambo 3,160 0,791 7,209 1 1 

CWRS 3,205 0,780 7,220 1 1 

Carnavalero 2,360 1,059 6,941 1 1 

Sibambe 2,028 1,233 6,767 1 1 

82 

Cojitambo 1,835 1,362 6,638 1 1 

CWRS 0,793 3,155 4,845 1 1 

Carnavalero 3,170 0,789 7,211 1 1 

Sibambe 2,445 1,022 6,978 1 1 

84 

Cojitambo 2,808 0,890 7,110 1 1 

CWRS 4,595 0,544 7,456 1 1 

Carnavalero 2,343 1,067 6,933 1 1 

Sibambe 3,668 0,682 7,318 1 1 

86 

Cojitambo 3,300 0,758 7,242 1 1 

CWRS 2,863 0,873 7,127 1 1 

Carnavalero 0,730 3,425 4,575 1 1 

Sibambe 1,628 1,536 6,464 1 1 

 

El cDNA sintetizado es el templado que se utilizará en la reacción de PCR en 

tiempo real para cuantificar la expresión génica, por esta razón la calidad del cDNA se 

verificará directamente mediante la técnica de PCR en tiempo real (PCR-RT).  
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3.3. Diseño de Primers 

El diseño de los primers para los genes 1Dx5, RUBISCO, GAPDH y 

PUROINDOLINE se realizó en el programa PRIMER 3. En la Tabla 3.3 se puede observar 

las secuencias Forward y Reverse de cada uno de los juegos de primers, con su respectiva 

codificación, que permitirá diferenciar el par de primers con el que se trabajará en la 

estandarización de las condiciones de PCR en tiempo real. Los primers fueron diseñados 

bajo condiciones específicas para generar fragmentos de aproximadamente 100pb y tener 

una temperatura de fusion (Tm) de aproximadamente 65°C. 

 Tabla 3.3. Secuencias y características de los primers diseñados para el gen 1Dx5 y los genes constitutivos 

RUBISCO, GAPDH Y PUROINDOLINE.  

Nombre  Cod. Primers 
Tm 

(°C) 

Producto 

(pb) 

1Dx5 

1Dx5 A 
Forward (5’-3’) CTTCTCCGCAACAGCCACCA 

Reverse (5’-3’) CCTGATTGCTGCCCTTGTCC 

67 

65 
118 

1Dx5 B 
Forward (5’-3’) GCCAGCAGGTCATGGACCAA 

Reverse (5’-3’) GGTCTCGCCGGGGTAGAAAG 

67 

65 
137 

RUBISCO 

RUB A 
Forward (5’-3’) GCTCCCCCGGGTACTACGAC 

Reverse (5’-3’) CCTCCTCCACCTCGTTGAGC 

65 

65 
99 

RUB B 
Forward (5’-3’) GCCAATTGAGGGCATCAAGAA 

Reverse (5’-3’) ACCCACTTGGAGCGGATCAA 

64 

65 
105 

GAPDH 

GAP A 
Forward (5’-3’) GGTGACAGCAGGTCGAGCAT 

Reverse (5’-3’) GCGGTTGCTGTAACCCCACT 

64 

65 
108 

GAP B 
Forward (5’-3’) GCCAAGGCTGGAATTGCTCT 

Reverse (5’-3’) TGGCGGATCAGATCGACAAC 

64 

65 
101 

PUROINDOLINE 

PIN A 
Forward (5’-3’) CTGCAAGCAGCTGAGCCAGA 

Reverse (5’-3’)CTCGCCAAATGCCCAAGAAG 

65 

65 
98 

PIN B 
Forward (5’-3’) TTGCAAGGATTACGTGATGG 

Reverse (5’-3’) TCCCGAACCTCATGCTCACA 

60 

65 
102 
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Adicionalmente, se comprobó la especificidad de los primers diseñados por medio 

de un análisis bioinformático con el algoritmo BLAST (Anexo 1). Las secuencias de los 

primers resultantes de todos los genes, dieron como resultado buenos coerficientes de 

especificidad in silico para cada uno de los primers escogidos. 

3.4. PCR en tiempo real  

3.4.1. Estandarización de las condiciones de PCR en tiempo real 

El primer paso para estandarizar las condiciones de PCR en tiempo real es 

comprobar la viabilidad de los primers diseñados 1Dx5 A y B mediante ensayos de PCR 

convencional. Se probó diferentes temperaturas para determinar el rango en el cual los 

primers amplificaban el fragmento deseado y así seleccionar la temperatura de referencia 

para trabajar  en PCR en tiempo real.  

Las reacciones de PCR convencional se ensamblaron según el protocolo 

establecido (Ver Materiales y métodos apartado 2.8.2.1). Los productos de la PCR 

convencional se visualizaron mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 2%. 

En la Figura 3.3 se puede observar los fragmentos amplificados para el gen 1Dx5 con los 

juegos de primers 1Dx5 A y 1Dx5 B a diferentes temperaturas de hibridación (55, 60 y 

65°C). 
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Figura 3.3. Gel de agarosa al 2%, con productos de PCR convencional usando gradientes de 

temperatura con el gen 1Dx5 y primers 1Dx5 A y  1Dx5 B.  C- es el control negativo. M es el 

marcador de peso molecular de 100pb. 

 

El juego de primers 1Dx5 A no amplificó el fragmento deseado de 118pb a 

ninguna de las temperaturas de hibridación que se probó, mientras que el primer 1Dx5 B 

amplificó el fragmento esperado de 137pb a 65°C (Fig. 3.3). Por tal razón, los ensayos 

posteriores de PCR en tiempo real se realizaron con el par de primers 1Dx5 B a 

temperaturas de hibridación de aproximadamente 65°C. 

A continuación se realizaron ensayos preliminares de PCR en tiempo real con los 

primers de los genes constitutivos RUB A, RUB B, GAP A, GAP B, PIN A y PIN B. En la 

Figura 3.4 se puede observar las curvas de amplificación resultates para cada juego de 

primers y para cada gen. El nivel de fluorescencia alcanzado por cada una de las curvas nos 

permitió seleccionar el juego de primers apropiado para usarlo como referencia en el 

análisis de la expresión del gen 1Dx5.  
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Figura 3.4. Curvas de amplificación de PCR en tiempo real de los genes constitutivos: 

GAPDH (GAP), PUROINDOLINE (PIN) y RUBISCO (RUB) Fluorescencia vs. Número 

de ciclo. 

La mayoría de los genes constitutivos amplificaron con los dos juegos de primers 

ensayados, aproximadamente en el ciclo 22, a excepción del gen PUROINDOLINE, el cual 

amplificó solamente con un juego de primers (PIN B) cerca del ciclo 36 (Fig. 3.4). A partir 

de estos resultados se seleccionó el gen RUBISCO con el juego de primers RUB A para 

realizar los ensayos de PCR en tiempo real, debido a que este gen empieza a detectar la 

señal de fluorescencia en un ciclo más temprano que los demás, lo que nos da una idea de 

la buena expresión de RUBISCO a lo largo de todo el desarrollo de la planta. 

Adicionalmente, para estandarizar las condiciones de la PCR en tiempo real se 

ensayó, mediante el estudio de los picos de disociación, diferentes temperaturas de 

hibridación desde 63°C hasta 66°C, lo que permitió determinar la temperatura óptima a la 

cual los primers se unen a sus secuencia complementaria de la cadena de cDNA, 

amplificando un solo fragmento. 
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La temperatura de hibridación a la que se estandarizó la PCR en tiempo real fue de 

66°C. En la Figura 3.5 se puede observar el análisis de los picos de disociación del gen 

constitutivo RUBISCO y el gen 1Dx5. En esta figura se muestra como resultado del 

análisis un pico de disociación, lo que nos indica que a una temperatura de hibridación de 

66°C se esta amplificando un solo fragmento para cada gen.  

 

Figura 3.5. Picos de disociación del fragmento de aplificación del gen RUBISCO y el gen 

1Dx5, a una temperatura de hibridación de 66ºC. 

 Luego de obtener los picos de disociación de los genes 1Dx5 y RUBISCO se 

analizó las curvas de PCR en tiempo real para verificar la eficiencia de amplificación de los 

fragmento de estos genes (Fig. 3.6).  
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Figura 3.6. Curvas de PCR en tiempo real del gen constitutivo RUBISCO y el gen 1Dx5, 

con una temperatura de hibridación de 66°C. Fluorescencia vs. Número de ciclo. 

Los genes 1Dx5 y RUBISCO amplificaron con un buen índice de fluorescencia 

como se observa en la Figura 3.6. estos resulados indican que existe eficacia en la reacción 

de PCR. 

3.4.2. Ensayos de PCR en tiempo real para analizar la expresión de los genes 

Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron siguiendo el protocolo 

mensionado anteriormente (Ver Materiales y métodos apartado 2.8.2.1) para analizar la 

expresión del gen 1Dx5 en relación al gen constitutivo RUBISCO. Se analizaron cuatro 

variedades de trigo Cojitambo, Carnavalero, CWRS y Sibambe, recolectadas a los 68, 74, 

80, 82, 84 y 86 días. 

Inicialmente se efectuaron las pruebas de PCR en tiempo real para el gen 

constitutivo RUBISCO con el templado de cDNA sin diluir. A partir de este ensayo se 

obtuvo los Cts promedio iniciales de todas las muestras y se calculó los factores de dilución 
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(fd) para igualar los valores de Ct a 26, 24, 25 y 24, de las variedades Cojitambo, CWRS, 

Carnavalero y Sibambe respectivamente (Tabla 3.4).  

Tabla 3.4. Valores de Ct promedio,  fd y Va que se añadió a las muestras de cDNA para diluirlas. 

Variedad Día recolectado Ct promedio fd Va + 10 uL cDNA (uL) 

Cojitambo 

68 21.02 31.67 306.69 

74 25.10 1.87 8.70 

80 23.75 4.75 37.48 

82 18.33 203.93 2029.27 

84 23.43 5.94 49.42 

86 23.03 7.82 68.24 

CWRS 

68 19.15 115.10 1140.99 

74 20.99 32.20 312.03 

80 21.58 21.38 203.83 

82 15.21 1765.87 17648.74 

84 17.38 392.72 3917.23 

86 17.15 460.29 4592.87 

Carnavalero 

68 18.89 137.76 1367.56 

74 21.95 16.54 155.36 

80 18.61 167.62 1666.21 

82 17.95 265.20 2642.01 

84 22.47 11.55 105.48 

86 24.23 3.42 24.16 

Sibambe 

68 19.35 100.60 996.04 

74 22.55 10.95 99.53 

80 17.46 373.06 3720.61 

82 20.53 44.47 434.70 

84 18.66 161.55 1605.53 

86 18.75 152.67 1516.74 

Ct: Cycle threshold o ciclo umbral 

fd: factor de dilución 

Va: volumen de agua DEPC 

 

Como podemos observar en la Tabla 3.4 los valores de Ct promedio obtenidos 

para el gen constitutivo RUBISCO indican que las muestras del día 82 de las variedades 

Cojitambo, CWRS y Carnavalero tienen un Ct bajo. En la variedad Sibambe el Ct más bajo 
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se presenta en las muestras del día 80, mientras que los Cts más altos en las cuatro 

variedades de trigo se presentan en las muestras del día 74. Lo que quiere decir que para el 

gen constitutivo RUBISCO existe una mayor cantidad de templado inicial en las variedades 

Cojitambo, CWRS, Carnavalero en el día 82, y para la variedad Sibambe en el día 80.  

A continuación, se ensayó el gen 1Dx5 con el cDNA diluido de las muestras. Se 

obtuvo las curvas de amplificación para cada variedad y los valores de Cts respectivos (Ver 

anexo 2). Los valores de Ct más bajos indicaron que la cantidad de templado o cDNA 

obtenido a partir del ARNm del gen evaluado es mayor, y lo contrario si los valores de Cts 

son más altos, lo que indica que el valor Ct es inversamente proporcional a la cantidad de 

ARNm de partida. 

En la Figura 3.7 podemos observar que las curvas de PCR en tiempo real de la 

variedad Cojitambo presentan valores de Cts bajos y similares entre ellos en los días 82, 84 

y 86. En cambio para los días 80 y 74  presenta valores más altos. El día 68 presenta un Ct 

que se encuentra casi al final de todos los ciclos, lo que quiere decir que la cantidad de 

templado para ese día fue muy baja.  

 

Figura 3.7. Curvas de PCR en tiempo real de las muestras de cDNA de la variedad 

Cojitambo en los dias de recolección 68, 74, 80, 82, 84 y 86. 
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En la variedad CWRS (Fig. 3.8) se pudo identificar que el Ct del día 82 es el más 

bajo seguido por los Cts de los días 84 y 86 que son muy similares. En los días 68, 74 y 80 

los Cts son muy altos, lo que al comparar con los Cts de los días siguientes, podemos decir 

que tuvieron valores de amplificación insignificantes. 

 

Figura 3.8. Curvas de PCR en tiempo real de las muestras de cDNA de la variedad 

CWRS en los dias de recolección 68, 74, 80, 82, 84 y 86. 

En la variedad Carnavalero (Fig. 3.9) se pudo verificar que el Ct del día 84 es el 

más bajo de todos los amplificados, seguido por los Cts de los días 82, 86, 80 y 74 que son 

muy similares. En el día 68 el Ct es muy alto, con lo que podemos concluir que en el día 68 

no hubo amplificación. 

 

 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

C1 C4 C7 C10 C13 C16 C19 C22 C25 C28 C31 C34 C37 C40

Fl
u

o
re

sc
e

n
ci

a 
(R

n
)

Número de Ciclo

Curvas de PCR en tiempo real

68 días

74 días

80 días

82 días

84 días

86 días



58 
 

 

Figura 3.9. Curvas de PCR en tiempo real de las muestras de cDNA de la variedad 

Carnavalero en los dias de recolección 68, 74, 80, 82, 84 y 86. 

En la Figura 3.10 podemos observar las curvas de PCR en tiempo real de la 

variedad Sibambe donde se muestran que los Cts de los días 84 y 86 son valores muy bajos 

respecto a los otros días, mientras que los Cts para los días 74, 80 y 82 son más altos y 

similares entre ellos. En el día 68 el Ct se encuentra casi al final de los ciclos lo que quiere 

decir que existe baja cantidad de templado incial.  

 

Figura 3.10. Curvas de PCR en tiempo real de las muestras de cDNA de la variedad 

Sibambe en los dias de recolección 68, 74, 80, 82, 84 y 86. 
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En todas las variedades los Cts más bajos se presentaron en el día 84, a excepción 

de la variedad CWRS que presentó su Ct más bajo en el día 82. Esto nos sugiere que en 

estos dos días existe una mayor cantidad inicial de ARNm para el gen 1Dx5.  

3.5. Análisis de la expresión génica 

La expresión de los genes se calculó mediante la fórmula propuesta en el método 

dCT por Czechowskide et al., 2005.  

RUBCtGENCtEXP 2
 

Al calcular la expresión del gen 1Dx5 se aplicó la fórmula en base a los valores de 

Ct obtenidos anteriormente en las reacciones de PCR en tiempo real para todas las 

muestras. Los resultados de la expresión del gen 1Dx5 en todas la variedades se graficaron 

en un diagrama de barras como se muestra en la Figura 3.11. 

 

Figura 3.11.  Diagrama de barras de la expresión génica relativa de todas las variedades 

de trigo evaluadas en el transcurso de los 68 a 86 días. 
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En las variedades Cojitambo y Carnavalero (Fig. 3.11), existe el mismo 

comportamiento de expresión. El nivel de expresión en los días 68 y 74 es muy bajo y en el 

día 80 y 82 empieza a subir, dándose la máxima expresión en el día 84 para decaer 

nuevamente en el día 86. Posiblemente esto sucede debido a que se da un crecimiento 

exponencial del día 68 al día 82 en la expresión del gen 1Dx5, alcanzando su máxima 

expresión el día 84 para descender en el día 86 tomando la forma de una curva de expresión 

parabólica.    

En la variedad Sibambe, el índice de expresión génica es muy bajo en los días 68, 

74, 80 y 82, sube significativamente para llegar a su punto máximo el día 84 y disminuye 

en el día 86 (Fig. 3.11). 

En la variedad CWRS como se observa en la Figura 3.11 el nivel de expresión se 

mantiene muy bajo en los días  68, 74, y 80. Sube su nivel de expresión en el día 82 y baja 

substancialmente en los días 84 y 86.   

Se puede mencionar que  la variedad Carnavalero presenta una mayor expresión 

relativa del gen 1Dx5, seguida por la variedad Cojitambo, Sibambe y CWRS (Fig. 3.11), lo 

que sugiere que las variedades Cojitambo y Carnavalero poseen una mejor predisposición a 

formar gluten que las otras variedades, ya que este gen es un buen indicador de la calidad 

de gluten en las variedades de trigo. 

A continuación, se realizó el análisis de varianza (ANOVA) con los datos finales 

de expresión obtenidos y sus resultados se presentan en la Tabla 3.5.  
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Tabla 3.5.  Resumen del Análisis de varianza ANOVA de la prueba de los efectos inter-sujetos 

Variable dependiente: Valor de Expresión génica relativa 

Fuente S.C Gl Media cuadrática F Valor p 

Variedad 14.328 3 4.776 25.295 0,00** 

Tiempo 23.650 5 4.730 25.051 0,00** 

Variedad 
x 
tiempo 22.335 15 1.489 7.886 0,00** 

Error 9.063 48 0.189   

Total 88.284 72    

R cuadrado = 0,869 

** Altamente significativo 

 

 

Los resultados del ANOVA indican que existen diferencias altamente 

significativas de la expresión del gen 1Dx5 entre las diferentes variedades de trigo y entre 

los diferentes tiempos de desarrollo de la planta. Esto se puede afirmar ya que el valor p del 

análisis de varianza no supera el 5% de significancia. En la interacción “Variedad x 

Tiempo” las diferencias también fueron altamente significativas entre ellas (Tabla 3.5).  

Luego de calcular la expresión relativa del gen 1Dx5 en las cuatro variedades con 

los datos obtenidos por PCR en tiempo real y efectuar el ANOVA se realizó el gráfico de 

perfil de las variedades y tiempos de desarrollo de la planta (Fig. 3.12). En este gráfico se 

confirmó la hipótesis que indica que la expresión del gen 1Dx5 puede ser analizada de 

manera rápida, sensible y específica mediante la técnica de PCR en tiempo real, ya que 

existen diferencia altamente significativa entre los niveles de expresión del gen a lo largo 

de los días de recolección y en las diferentes variedades estudiadas. 
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Figura 3.12.  Gráfico de perfil de la expresión del gen 1Dx5 en el transcurso de los 68 a 86 días 

de las cuatro variedades de trigo  

 

En la Figura 3.12 podemos observar que todas las variedades expresan el gen 

1Dx5 en diferente medida. La variedad Carnavalero es la que presentó una mayor expresión 

de este gen, las variedades Cojitambo y Sibambe presentaron una expresión menor, y la 

variedad CWRS presentó una expresión muy baja del gen. Además, las variedades 

Carnavalero, Cojitambo y Sibambe alcanzaron la mayor expresión del gen 1Dx5 en el día 

84, mientras que la variedad CWRS presenta su punto de inflexión el día 82.   

Para verificar si la expresión es realmente diferente entre el parámetro “Variedad 

de trigo” y el parámetro “Tiempo de recolección del material vegetal”, se realizó pruebas de 

rango múltiple como Tukey, Duncan y Scheffe. 

Con el parámetro “Variedad de trigo”, la prueba de Tukey y Scheffe generaron dos 

subconjuntos de confianza agrupando en el subconjunto 1 las variedades CWRS y 

Sibambe, mientras que en el subconjunto 2 se agruparon las variedades Cojitambo y 

Carnavalero. La prueba de Duncan generó tres subconjuntos de confianza y agrupó en el 
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subconjunto 1 las variedades CWRS y Sibambe, en el subconjunto 2 la variedad Cojitambo 

y en el subconjunto 3 la variedad Carnavalero (Tabla 3.6).  

Tabla 3.6.  Subconjunto de confianza generados por las pruebas de rango múltiple para el 

parámetro “Variedad de trigo”. 

Prueba Variedad N 
Subconjunto 

1 2 3 

Tukey (a,b) 

CWRS 18 0.048   

Sibambe 18 0.117   

Cojitambo 18  0.774  

Carnavalero 18  1.109  

Duncan (a,b) 

CWRS 18 0.048   

Sibambe 18 0.117   

Cojitambo 18  0.774  

Carnavalero 18   1.109 

Scheffe (a,b) 

CWRS 18 0.048   

Sibambe 18 0.117   

Cojitambo 18  0.774  

Carnavalero 18  1.109  

a  Usa el tamaño muestral de la media armónica = 18,000 

b  Alfa = ,05. 
 
 
 

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 3.6 podemos decir que la 

variedad con mayor nivel de expresión génica relativa es Carnavalero, seguida por 

Cojitambo, Sibambe y CWRS, lo que confirma los resultados anteriores de que las 

variedades Carnavalero y Cojitambo podían contener, de acuerdo al gen 1Dx5, una buena 

tendencia para formar gluten.  

Con el parámetro “Tiempo de recolección del material vegetal”, la prueba de 

Tukey y Scheffe se generaron dos subconjuntos de confianza y se agruparon en el 

subconjunto 1 los días 68, 74, 80 y 86, mientras que en el subconjunto 2 agruparon los días 

82 y 84. La prueba de Duncan generó cuatro subconjuntos de confianza y agrupó en el 
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subconjunto 1 las días 68, 74 y 80, en el subconjunto 2 los días 74, 80 y 86, en el 

subconjunto 3 el día 82, y en el subconjunto 4 el día 84  (Tabla 3.6).  

Tabla 3.7.  Subconjunto de confianza generados por las pruebas de rango múltiple para el 

parámetro “Tiempo de recolección del material vegetal”. 

Prueba Tiempo  
N Subconjunto 

1 1 2 3 4 

Tukey (a,b) 

68 días 12 0.000    

74 días 12 0.023    

80 días 12 0.092    

86 días 12 0.397    

82 días 12  1.059   

84 días 12  1.502   

Duncan(a,b) 

68 días 12 0.000    

74 días 12 0.023 0.023   

80 días 12 0.092 0.092   

86 días 12  0.397   

82 días 12   1.059  

84 días 12    1.502 

Scheffe(a,b) 

68 días 12 0.000    

74 días 12 0.023    

80 días 12 0.092    

86 días 12 0.397    

82 días 12  1.059   

84 días 12  1.502   

a  Usa el tamaño muestral de la media armónica = 12,000 

b  Alfa = ,05. 

 

 

Según los resultados presentados en la Tabla 3.7 podemos decir que el tiempo de 

recolección del material vegetal con mayor nivel de expresión génica relativa es el día 84, 

seguido por el día 82, 86, 80, 74 y 68, lo que también confirma los resultados anteriores de 

que el día 84 de desarrollo de las diferentes variedades de trigo analizadas, se puede 

observar una mayor expresión del gen 1Dx5. Esto nos da una idea de cuál es el día óptimo 

para analizar la expresión del gen estudiado en diferentes variedades de trigo. 
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CAPÍTULO 4: DISCUSIÓN 

4.1. Extracción de ARN 

La extracción de ARN de alta calidad es un paso importante en el análisis de la 

expresión génica (Kubista et al., 2006). En este estudio se extrajo ARN de cuatro 

variedades de trigo (Cojitambo, Carnavalero, CWRS y Sibambe) colectadas a los 68, 74, 

80, 82, 84 y 86 días a partir de su siembra. Se seleccionaron estos días de recolección 

debido a que corresponden al período de la floración (df) comprendido entre el día 8 y el 

día 26, según los estados de crecimiento del trigo descritos por Stapper, 2007.  

Altenbach et al., en el 2002 menciona que en este periodo de recolección se 

expresan los genes involucrados en la formación del gluten, los cuales le confieren al trigo 

una alta calidad panadera. El gen en estudio, 1Dx5, se encuentra dentro de este conjunto de 

genes que están involucrados en la formación de gluten. Este gen codifica para las 

subunidades de alto peso molecular, las gluteninas, las cuales contribuyen directamente a la 

elasticidad de la masa.  

La extracción de ARN es un proceso delicado debido a la contaminación con 

RNasas y a la rápida degradación que sufre este ácido nucleico a temperatura ambiente. Por 

esta razón para mantener la integridad del ARN en tejidos es importante trabajar en un 

ambiente libre de RNasas, utilizar material vegetal fresco, mantener las muestras 

congeladas en nitrógeno líquido y almacenarlas en congelación a -80°C. 

En el caso de plantas que contienen altos niveles de almidón en su semillas como 

trigo, arroz, maíz, entre otros, la extracción de ARN presenta algunos inconvenientes ya 

que el almidón provocan solidificación de la muestra (Li y Trick, 2005). En esta 

investigación al trabajar con trigo y evaluar los diferentes métodos de extracción de ARN 

observamos que con el protocolo del  kit Purelink® micro-to-midi total RNA purification 
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system no se obtuvo buenos resultados, posiblemente debido a que las membranas de las 

columnas del kit de extracción se taponan con los co-precipitados de almidón que se 

forman junto al precipitado de ARN. El precipitado ocasiona una difícil resuspensión del 

ARN en agua DEPC, algo similar a lo reportado por  Li y Trick (2005) en su trabajo con  

plantas de maíz y arroz a los 23 días después de la floración utilizando el protocolo de 

extracción “RNeasy® kit”. Por lo contrario, al evaluar el método de extracción del reactivo 

TRIzol® se pudo obtener buenos resultados. El alto porcentaje de almidón que contienen 

las semillas de trigo no fue un impedimento con este protocolo para poder asegurar un 

ARN de buena calidad, libre de degradación (ver Resultados Figura 3.1) y con buenas 

concentraciones que van desde los 0.73 a 4.9 ug/uL de ARN. 

4.2. Síntesis de cDNA 

Para la síntesis de cDNA resultó ser necesario tratar previamente el ARN con la 

enzima DNasa para eliminar el ADN genómico contaminante. Bustin, 2002 y Čikoš et al., 

2007 en sus trabajos de investigación sobre cuantificación de ARNm por retrotranscripción 

indican que la presencia de cualquier ADN en las muestras de ARN puede ser fuente de 

amplificación inespecífica en la reaccion de PCR en tiempo real. En la presente 

investigación se pudo observar mediante electroforesis en gel de agarosa que el cDNA 

obtenido a partir de ARN tratado con DNasa estaba libre de ADN genómico (ver 

Resultados Figura 3.2), lo cual nos asegura que en la PCR en tiempo real no habrá una 

sobreexpresión génica con falsos positivos.  

Adicionalmente, es importante que las cantidades de cDNA producido reflejen 

correctamente las cantidades de ARNm inicial, para lo cual se debe partir de una 

concentración adecuada de ARN que asegure los procesos de retrotranscripción y expresión 

génica por PCR en tiempo real (Bustín, 2002 y Kubista et al., 2006). En esta investigación 

la concentración óptima de ARN para iniciar la retrotranscripción fue de 2.5ug/uL. A esta 

concentración el cDNA presentó bandas de buena calidad, intensas e íntegras, sin un gasto 

excesivo de templado. Concentraciones similares de ARN inicial se utilizaron en trabajos 
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previos realizados en tomate empleando la misma técnica aunque analizando la expresión 

de un gen diferente (Rivas, 2010).  

4.3. PCR en tiempo real  

La PCR en tiempo real es una reacción de tipo exponencial que genera una señal 

de fluorescencia a medida que transcurren los ciclos de la reacción. Esta señal va a 

depender de las interacciones moleculares entre el templado, los primers y las sondas. Es 

así que  la calidad del cDNA sintetizado se verá reflejado en el valor del ciclo umbral (Ct) 

que se obtenga en PCR en tiempo real, el cual corresponde a un orden de la magnitud del 

templado inicial (Bustin, 2002).  

Los primers también cumplen un papel importante en la emisión de la 

fluorescencia. Czechowski y colaboradores (2004) manifiestan que los primers diseñados 

deben cumplir con un conjunto de criterios estandar, estos incluyen temperaturas de melting 

(Tm) de 60 a 65°C, longitud del primer de 20-22 nucleótidos, porcentaje de guanina-

citosina de 45-55% y las longitudes de los fragmentosde PCR de 90 a 150 pb. En el caso de 

los primers diseñados en este trabajo se verificó que los valores de cada uno de los criterios 

de diseño se encuentren dentro de los rangos mencionados anteriormente, lo que garantiza 

la máxima especificidad y eficiencia de los primers durante la amplificación en la reacción 

de PCR en tiempo real.  

Otro aspecto importante que se debe tomar en cuenta para el análisis de la 

expresión génica mediante PCR en tiempo real es la selección adecuada del gen que va a 

actuar como referencia o control interno (Kubista et al., 2006). El uso de genes de 

referencia para normalizar la PCR en tiempo real permiten reducir los posibles errores 

generados al comparar los niveles de expresión en las muestras analizadas del gen de 

interés con la expresión del gen de control interno. Estos genes deben ser validados 

científicamente y debe caracterizarse por tener una expresión constante a lo largo del 
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desarrollo del organismo, por esta razón se ha empleado como genes de control interno a 

los denominados “housekeeping genes” o genes constitutivos que son requeridos por la 

célula para su supervivenica (Paolacci et al., 2009). En las plantas de trigo se han validado 

algunos genes de control interno, dentro de los cuales tenemos el gen RUBISCO (Ribulosa-

1,5-Bisfosfato Carboxilasa oxigenasa), el gen GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa) y el gen Puroindoline (codifica la proteína Puroindoline) (Broglie et al., 

1983; Paolacci et al., 2009; Li et al., 2004).  

De acuerdo a ensayos preliminares realizados con PCR en tiempo real se probó la 

eficiencia de los primers diseñados para los genes constitutivos RUBISCO, GAPDH y 

Puroindoline y se evidenció el comportamiento de expresión de estos genes. Se seleccionó 

como gen constitutivo a RUBISCO (RUB A), debido a que alcanzó un buen nivel de 

fluorescencia en un ciclo temprano de la PCR en tiempo real (ver Resultados Figura 3.4), lo 

que sugiere que este gen tiene una expresión estable en las variedades de trigo estudiadas 

bajo las condiciones de invernadero en las que se desarrollaron.  

En los ensayos de PCR en tiempo real usando el templado sin diluir de las 

diferentes muestras a lo largo de los días de recolección en las cuatro variedades de trigo se 

obuvo los valores de Ct del gen RUBISCO. Se pudo evidenciar que en las variedades 

Cojitambo y Carnavalero existen variaciones en aproximadamente 7 unidades en los 

valores de Ct en referencia al Ct más bajo obtenido. En las variedades CWRS y Sibambe 

los valores de Ct varían en 5 unidades a lo largo de los días de recolección. Esto puede 

deberse a que los niveles de expresión del gen RUBISCO en el trigo se ven afectados 

cuando se somete a algún tipo de estrés térmico, como lo sugiere Chauhan et al., 2010 en su 

trabajo.  

Con el objetivo de tratar de igualar los valores Ct obtenidos con el gen de 

referencia interna RUBISCO en la presente investigación se aplicó el sistema de dilución 

del cDNA calculando los factores de dilución de las muestras analizadas como sugieren 

Czechowski y colaboradores en el 2004. Se evidenció que los valores de Ct producidos con 
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el gen de referencia a lo largo de dias de recolección de las cuatro variedades de trigo 

después de aplicar el sistema de dilución permitió igualaron los valores de Ct al valor de Ct 

fijado inicialmente.  

Mediante el análisis de los picos de disociación es posible identificar productos 

específico e inespecíficos de la PCR en tiempo real, los cuales se basan en la temperatura 

de fusión del primer (Vinueza, 2009). Al evaluar diferentes temperaturas en la reacción de 

PCR en tiempo real, en esta investigación, observamos mediante el análisis de los picos de 

disociación que el gen constitutivo RUBISCO y el gen en estudio 1Dx5 solo presentaron un 

pico de disociación a 66°C, por lo que se descartó la presencia de productos inespecíficos y 

se estandarizó la  reacción a dicha temperatura.  

4.4. Análisis de la expresión génica 

Al analizar la expresión del gen 1Dx5 mediante PCR en tiempo real se pudo 

observar que existen diferencias altamente significativas en la expresión de este gen entre 

las cuatro variedades de trigo analizadas. Con estos resultados se comprueba que la 

expresión de este gen varía de acuerdo a las características morfológicas y fisiológicas que 

ha adquirido cada variedad. En un estudio realizado con algunas variedades de trigo 

Británico, se menciona que el 1Dx5, de la subunidad de alto peso molecular de las 

gluteninas del gluten, no siempre se expresa de la misma manera en todas las variedades 

(Payne et al., 1987), lo que concuerda con lo expuesto anteriormente.  

Se pudo confirmar mediante los resultados obtenidos en el presente trabajo, que la 

variedad Carnavalero tuvo una mayor expresión del gen 1Dx5, el cual esta asociado con las 

buenas cualidades de producción de gluten. Tenemos en orden descendente según su 

producción de gluten y los resultados de este estudio a las variedades Carnavalero, 

Cojitambo, Sibambe y CWRS.  



70 
 

En este trabajo se observó diferencias significativas en la expresión del gen 1Dx5 

entre los días de recolección de las plantas. Carnavalero y Cojitambo empiezan a expresar 

el gen a los 80 días, alcanzando la máxima expresión a los 84 días para disminuir su 

expresión a los 86 días. Sibambe en cambio empieza la expresión del gen en el día 82, pero 

alcanzan la máxima expresión y declinan la expresión al igual que Carnavalero y 

Cojitambo. CWRS inicia la expresión del gen a los 80 días, alcanza el máximo punto de 

expresión a los 82 días y declina la expresión a los 84 días. Es decir que de manera general 

el día con mayor nivel de expresión es aproximadamente el 84, seguido por los días 82, 86, 

80, 74 y 68.  Según estudios realizados por Altenbach et al., en el 2002, en los genes 

1Dy10, 1Dx5, 1Ax2, 1Bx7 y 1By9 pertenecientes a la familia de genes de la subunidad de 

alto peso molecular del las gluteninas, las diferencias de expresión a lo largo de los días de 

recolección posiblemente se deben a que dichos genes dependen del régimen ambiental en 

el que se desarrolla la planta. La disponibilidad de agua, fertilizantes y temperatura son 

aspectos muy importantes. En la presente investigación  se pudo observar que el gen 1Dx5 

se expresa entre los días 8 y 26 después de la floración (df) que según las fases de 

crecimiento del trigo se correlaciona a los días 68 y 86 de recolección de las variedades en 

estudio. Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos en el trigo de primavera 

“Butte 86” que usa Altenbach y colaboradores en su trabajo ya que en éste empieza a 

acumularse los genes 1Dy10, 1Dx5, 1Ax2, 1Bx7 y 1By9 a partir del día 8 df expresándose 

de manera constante hasta el día 26 df y declinando totalmente a partir del día 34 df.  

Altenbach et al., 2002 también menciona que estos genes de la subunidad de alto 

peso molecular, las gluteninas, siguen patrones similares de acumulación en el grano 

cuando las plantas se cultivaron bajo el régimen de temperatura moderada (17 a 24°C) con 

o sin fertilizante postantesis, ya que la temperatura ejerce un efecto significativo sobre la 

regulación temporal de los genes. Es posible que por esta razón bajo nuestras condiciones 

de invernadero, en donde crecieron las cuatro variedades de trigo de este estudio, 

Carnavalero, Cojitambo, Sibambe y CWRS presenten una mayor expresión entre el día 82 

y 84 de recolección de las muestras. 
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Se ha reportado una fuerte correlación entre la temperatura del cultivo de las 

plantas de trigo y los niveles de expresión del gen 1Dx5 en las cuatro variedades de trigo 

evaluadas. Sin embargo es necesario estudiar a la planta en un rango de tiempo mayor, que 

abarque desde el inicio de la floración hasta su madurez fisiológica, para determinar el 

patrón de expresión real de los genes de la familia que codifican para las gluteninas.  
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CAPÍTULO 5: CONCLUSIONES 

 

El mejor protocolo analizado para la extracción de ARN en plantas de trigo fue el 

método que emplea el reactivo TRIzol®, debido a que este permite una mejor resuspención 

del ARN de muestras con altos niveles de almidón. 

El tratamiento previo del ARN con la enzima DNasa fue necesario para la síntesis 

de cDNA. La eliminación del ADN contaminante nos aseguró que no hubo una 

sobreexpresión génica con falsos positivos. 

Según los resultados obtenidos, la concentración de 2.5ug/uL de ARN para la 

síntesis de cDNA, fue la concentración adecuada para obtener un cDNA de buena calidad y 

sin un gasto excesivo de templado.  

Se utilizó el gen RUBISCO (Ribulosa-1,5-Bisfosfato Carboxilasa oxigenasa) 

como gen de control interno para analizar la expresión relativa del gen 1Dx5, debido a que 

presenta una expresión estable a lo largo del desarrollo de las variedades de trigo 

estudiadas. 

Los primers elegidos para los ensayos de PCR en tiempo real para analizar la 

expresión del gen RUBISCO fueron, la secuencias de RUB A forward 5’-

GCTCCCCCGGGTACTACGAC-3’ y RUB A reverse 5’-CCTCCTCCACCTCGTTGAGC-3’, 

con los cuales se obtuvo el fragmento esperado de 99pb. Para el gen 1Dx5 se seleccionó las 

secuencias 1Dx5 B forward 5’-GCCAGCAGGTCATGGACCAA-3’ y 1Dx5 B reverse 5’-

GGTCTCGCCGGGGTAGAAAG-3’, con los cuales se obtuvo el amplicón deseado de 137pb.   
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La temperatura de hibridación óptima a la que se estandarizó la PCR en tiempo 

real para los genes RUBISCO y 1Dx5, fue de 66°C, a esta temperatura los primers 

específicos para cada gen amplificaron un solo fragmento.  

La expresión del gen 1Dx5 presentó diferencias significativas, mediante el análisis 

de varianza (ANOVA), entre las variedades de trigo y a lo largo de los días de recolección 

de las muestras. Estas diferencias se deben a las características morfológicas de cada 

variedad y al desarrollo fisiológico de la planta.  

Según los resultados obtenidos en esta investigación, las variedades de trigo 

Carnavalero, Cojitambo y Sibambe presentaron una mayor expresión génica en el día 84 de 

recolección, mientras que CWRS presentó mayor expresión el día 82. Esto nos da una idea 

sobre el día adecuado para analizar la expresión del gen 1Dx5 según la procedencia de cada 

variedad.  

Las variedades Carnavalero y Cojitambo poseen un alto nivel de expresión del gen 

1Dx5, mientras que las variedades CWRS y Sibambe tienen un bajo nivel de expresión 

génica. 

Los resultados de esta investigación nos permite sugerir que las variedades 

Cojitambo y Carnavalero poseen una mejor predisposición a formar gluten. Por lo tanto, 

estas variedades podrian ser buenas candidatas para futuros trabajos de investigación 
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CAPÍTULO 6: RECOMENDACIONES  

Las condiciones ambientales en el cultivo de trigo influyen significativamente en 

el desarrollo de la planta, por lo que es importante mantener el control de todas las 

variables, como la temperatura, para evitar una variación en la expresión génica de los 

ensayos. 

Se recomienda probar otros protocolos de extracción de ARN para plantas con alto 

contenido de almidones como el trigo, para obtener un ARN de excelente calidad, 

asegurando así una mayor eficiencia en los procesos de síntesis de cDNA y de PCR en 

tiempo real. 

Los resultados obtenidos en el período de tiempo de 8 a 26 días después del inicio 

de la floración, nos dan información muy valiosa sobre la tendencia de expresión de los 

genes que codifican para las proteínas del gluten, sin embargo se recomienda extender este 

periodo de tiempo para poder evaluar la expresión de los genes antes de la floración hasta la 

madurez completa de la planta. 

Es importante evaluar la expresión de un mayor número de genes que codifiquen 

para la subunidad de alto y bajo peso molecular de las gluteninas, así como de genes  que 

codifiquen para las gliadinas. Es necesario tener mayor información sobre los patrones de 

expresión de los genes del complejo gluten y poder establecer cuales servirán con base para 

un diagnóstico estandarizado que permita determinar la capacidad de producción de gluten 

de una variedad de trigo específica.  

Las variedades Carnavalero y Cojitambo que presentan una mayor expresión del 

gen 1Dx5 podrían ser buenas candidatas para una posible fusión de protoplastos  que 

permita obtener una alta diversidad de nuevas variedades con excelentes característicias de 

cultivo.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Análisis bioinformático con el algoritmo BLAST para comprobar la 

especificidad de los primers diseñados. a) Primer para gen 1Dx5, b) Primer para gen 

RUBISCO. 

 

 

 

 

a) 

b) 
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Anexo 2. Valores de Ct promedio obtenidos en los tres ensayos (A, B, C) a partir de las curvas de amplifiación de RNAm en 

diferentes estadios de las cuatro variedades de trigo, con el gen 1Dx5 y el gen constitutivo Rubisco.  

 

 

GEN 1Dx5 COJITAMBO CWRS CARNAVALERO SIBAMBE 

DIA/VARIEDAD A B C RUB A B C RUB A B C RUB A B C RUB 

68 0,00 0,00 34,87 24,70 0,00 0,00 0,00 24,69 0,00 0,00 0,00 23,87 35,23 36,50 33,93 23,35 

74 32,67 33,59 34,14 27,83 38,06 33,16 35,03 24,97 28,80 28,45 29,05 24,79 31,75 32,39 32,50 24,85 

80 28,58 28,75 28,95 25,80 0,00 39,62 0,00 23,99 27,02 27,17 26,87 24,94 32,90 30,89 31,86 22,63 

82 25,88 25,67 24,60 25,86 25,14 27,75 25,00 23,17 24,73 24,31 23,61 25,49 33,76 31,27 30,91 25,10 

84 24,38 24,09 23,52 24,97 26,84 27,15 27,78 22,76 21,80 22,54 22,95 24,15 22,97 25,03 25,39 22,86 

86 25,11 24,22 24,57 24,54 27,04 28,10 27,92 23,34 25,70 25,22 24,91 23,62 24,51 27,57 29,58 23,85 


