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O glúten é o principal determinante das características de 

viscoelasticidade da massa da farinha de trigo e da sua qualidade de uso final.

As proteínas de reserva, gluteninas e gliadinas, são expressas exclusivamente 

nos grãos de trigo e são responsáveis pela formação do glúten.

As gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS) são codificadas por 

seis genes situados em três locos no braço longo dos cromossomos 1A, 1B e 

1D, respectivamente (Glu-A1, Glu-B1 e Glu-D1). Essas proteínas estão

associadas às características de elasticidade da massa, apresentando 

propriedades de resistência à extensão (Hoseney, 1994). Diferentes HMW-GS 

vêm sendo associadas a contribuições distintas para o uso final da farinha de 

trigo. O loco Glu-D1 produz alternativamente os pares de subunidades 5+10 e 

2+12, que estão associados à qualidade de panificação superior ou inferior, 

respectivamente (Costa et al., 2013). Outros estudos demostraram a 

participação também dos alelos do loco Glu-A1 (1, 2* e N), com características 

de interesse para a panificação (Li et al., 2010).

Os programas de melhoramento de trigo têm intensificado as pesquisas 

para caracterizar genes responsáveis pela qualidade de trigo. Porém, o perfil 

tecnológico de uma linhagem promissora só pode ser determinado em etapas 

avançadas do melhoramento genético de trigo, sendo necessária grande

quantidade de grãos (aproximadamente 800 gramas).



A eletroforese de gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de 

sódio (SDS-PAGE) é uma técnica que permite a identificação das subunidades 

de gluteninas a partir da análise dos grãos de trigo. Esta técnica demanda

tempo na sua execução e um número restrito de amostras pode ser avaliado 

por análise. Ainda, há a possibilidade de identificação incorreta de alelos 

funcionalmente distintos devido à similaridade quanto à mobilidade em SDS-

PAGE (Feng et al., 2011).

Marcadores moleculares de DNA também podem discriminar os alelos 

HMW-GS, proporcionando uma ferramenta mais conveniente para análises 

genéticas em menor tempo (Yin et al., 2017). Entre os marcadores

desenvolvidos para as HMW-GS, estão os SNPs (single nucleotide 

polymorphism), caracterizados pelo polimorfismo de uma única base. Entre os 

diferentes métodos disponíveis para a detecção de SNPs, o método KASP 

(Kompetitive Allele Specific PCR) tem mostrado resultados promissores, tendo 

como vantagens a agilidade na identificação de genes de interesse e o baixo 

custo (Rasheed et al., 2016). Pelo uso desse método, o genótipo é detectado 

pela leitura de sinais fluorescentes, dispensando a técnica de eletroforese e 

agilizando o processo de identificação.

O objetivo do presente trabalho foi verificar a eficiência dos marcadores 

KASP na identificação de alelos para os locos Glu-A1 e Glu-D1, através da 

comparação das técnicas de SDS-PAGE e de marcadores de DNA.

Duzentos e setenta acessos de trigo de diversos países, incluindo trigos 

denominados sintéticos, provenientes de cruzamentos de trigo tetraploides e 

diploides, foram avaliados quanto ao perfil de HMW-GS por SDS-PAGE, sendo 

os alelos dos locos Glu-A1 e Glu-D1 também avaliados por marcadores de 

DNA pelo método KASP. Foram empregados dois fluoróforos, FAM e HEX. A

extração das proteínas de reserva foi realizada conforme Singh et al. (1991) e a 

identificação dos alelos proteicos, feita em SDS-PAGE. A extração de DNA foi 

realizada em placas de 96 poços, pelo protocolo de extração em CTAB. As 

sequências dos primers dos marcadores para os alelos do loco Glu-A1 (1, 2* e 

N) e do loco Glu-D1 (5+10 e 2+12/outros) foram obtidas da literatura, conforme 

Liu et al. (2008) e Ishikawa e Nakamura (2007), respectivamente (Tabela 1).



TABELA 1. Relação dos primers KASP usados para as análises de DNA.

Primer Caractere Alelo FAM Alelo HEX Primer comum

wMAS000012 Glu-A1 (2*/N 

ou 1)

GAGCGCGAGCT

CCAGGAG

GAGCGCGAGCT

CCAGGAA

GGCATGCCTTAA

GCGAGTG

wMAS000013 Glu-A1 (2*/1 

ou N)

AAGTGTAACTTC

TCCGCAACA

AAGTGTAACTTC

TCCGCAACG

GGCCTGGATAGT

ATGAAACC

wMAS000014 Glu-D1 (5+10 

ou

2+12/outros)

ATAGTATGAAAC

CTGCTGCGGAG

ATAGTATGAAAC

CTGCTGCGGAC

TACTAAAAAGGT

ATTACCCAAGTG

TAACTT

Para os marcadores do loco Glu-A1, entre os 270 acessos avaliados, 44 

acessos (16,3%) foram identificados com o alelo 1, 119 acessos (44%) com o

alelo 2*, 82 acessos (30,3%) com o alelo N e, para 25 acessos (9,2%), não 

houve leitura devido, provavelmente, à presença de polimorfismo na região de 

anelamento dos primers (Tabela 2). Considerando os dados dos 245 acessos 

para os quais foram obtidas leituras com ambos os métodos, houve 91,8% de 

concordância entre o resultado de SDS-PAGE e de marcadores KASP.

TABELA 2. Relação do total de genótipos de trigo identificados com os 

marcadores wMAS000012 e wMAS000013 para o loco Glu-A1.

HMW-GS Alelos amplificados n° de genótipos

1 HEX e FAM 44 (16,3%)

2* FAM e FAM 119 (44,0%)

N FAM e HEX 82 (30,3%)

- sem leitura 25 (9,2%)

Total 270  (100%)

Para o marcador do loco Glu-D1, entre os 270 acessos de trigo 

avaliados, 172 acessos (63,7%) foram identificados com a presença dos alelos 

2+12 ou outros, 82 acessos (30,3%) com a presença dos alelos 5+10, e para 

16 acessos (5,9%) não houve leitura (Tabela 3). Para os 254 acessos com 

leitura com ambos os métodos, houve 98,8% de concordância.



TABELA 3. Relação do total de genótipos de trigo identificados com o 

marcador wMAS000014 para o loco Glu-D1.

HMW-GS Alelos amplificados n° de genótipos

2+12 ou outros FAM 172 (63,7%)

5+10 HEX 82 (30,3%)

- sem leitura 16 (5,9%)

Total 270  (100%)

Os resultados indicam que os primers apresentam uma alta eficiência de 

amplificação, fornecendo leitura para mais de 90% dos acessos avaliados 

mesmo com a avaliação de uma coleção de origem diversa. Além disso, foi 

observada alta porcentagem de concordância de resultado entre os 

marcadores de DNA pelo método KASP e pela SDS-PAGE. Com os acessos 

caracterizados, os marcadores moleculares podem ser usados nos estádios 

iniciais de desenvolvimento da planta, como amostras de folhas, não sendo 

necessária a formação de grãos. Ainda, a análise em larga escala – maior 

número de amostras em menor intervalo de tempo - da identificação de alelos 

gênicos determinantes para a qualidade de uso final de trigo contribuirá para 

acelerar o processo de desenvolvimento de novas cultivares de trigo.
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