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1-BAPA - : benzoil-L-arginil-p-nitroanilida

BMAI : inhibidor monomérico de cebada de o-amilasas de insectos.
BDAI : inhibidor dimérico de cebada de w-amilasas de insectos.
BTAI : inhibidor tetramérico de cebada de o-amilasas de insectos.
BTI : inhibidor de tripsina de cebada

BCA : 4cido bicinconinico

BSA : albimina de suero bovino

HPLC : cromatografia liquida de alta presién

RP-HPLC : cromatografia liquida de alta presién en fase reversa

IEF : electroenfoque

kDa : kilodaltones

mds : minima diferencia significativa

PAGE : electroforesis en gel de poliacrilamida

PVDF * : difluoruro de polivinilideno

rpm : revoluciones por minuto

SDS : dodecil sulfato sédico
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TEMED : N,N,N’,N’-tetrametiléndiamina

Tris : 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol

WMAI : inhibidor monomérico de trigo de a-amilasas de insectos
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I.1. ORIGEN DE LAS CEBADAS CULTIVADAS.
1.1.1. DOMESTICACION

Toda especie cultivada procede de un antepasado silvestre. El paso de la condicién
de silvestre a la de cultivada se produce a través de un proceso conocido como
domesticacién, que se caracteriza por:

- ser continuo y progresivo
- extenderse en el tiempo y el espacio
- tener un punto de origen temporal que, en muchos casos, no puede determinarse con

certeza por estar situado en épocas prehistoricas.

Las cebadas cultivadas pertenecen todas a la especie Hordeum vulgare L. sensu lato,
que es un miembro de la tribu Triticeae de la familia Gramineae. Todas las especies del
género Hordeum son silvestres, excepto H. vulgare subsp. vulgare, y se caracterizan por
tener espiguillas unifloras, usualmente provistas de raquilla. Tres espiguillas unifloras forman
una tripleta insertada en el raquis en un lugar opuesto a las adyacentes. La espiguilla central
es siempre fértil, pero las laterales pueden ser total o parcialmente estériles o, por el

contrario, fértiles.

La especie Hordeum vulgare L. consta de dos subespecies: vulgare (cebadas

cultivadas), y spontaneum (cebadas de raquis frgil, en general silvestres)

La proximidad genética entre la cebada cultivada y la silvestre (H. spontaneum) es
fruto de ser éstas antecesor de aquellas, trayendo como consecuencia una semejanza

fenotipica entre ambas.

En H.spontaneum las espigas al llegar a la madurez se fragmentan y el grano cae

facilitando la dispersién de las semillas, mientras que en las especies cultivadas, la espiga
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permanece intacta y el grano persiste. La diferencia genética entre ambas viene determinada

por varios genes :

1°, Los genes "brittle" (Bt) situados en el cromosoma 3, que determinan la tenacidad
del raquis. La aparicién de formas cultivadas de la cebada, se debe a mutaciones de tipo

recesivo:

Bt (raquis fragil) ---> bt (raquis tenaz)
Bt,(raquis fragil) ---> bt,(raquis tenaz)
Bry(raquis fragil) ---> bt;(raquis tenaz)

2°. Las cebadas silvestres son de dos carreras, es decir, que de las tres espiguillas de
cada nudo del raquis, las dos laterales son estériles y s6lo la central forma el grano. Las
cebadas de seis carreras, en las que las tres espiguillas son fértiles, aparecieron hace
aproximadamente diez mil afios tras el proceso de domesticacidn (Helbaek, 1966). Dos genes
independientes estdn implicados en este hecho, V e I, provocando el paso de dos a seis
carreras segin el tipo de mutacién producida. De esta manera los genotipos y fenotipos

posibles son:

Genotipo  Fenotipo

VVii Dos carreras normal

vv il ‘Tipo intermedio (espiguillas laterales desarrolladas)
W ii Seis carreras con flores laterales pediceladas

w Il Seis carreras normal
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3°, La aparicién de cebadas cultivadas con granos desnudos, tuvo lugar hace unos 8.000
afios con el proceso de la domesticacién. Esta mutacién estd controlada por un gen simple
recesivo (nn) que determina que las glumillas no se adhieran al grano haciendo a éste mucho

mds aceptable para el consumo humano.

Las cebadas cultivadas han sido cruzadas en repetidas ocasiones con varias especies
de Hordeum (Bothmer et al., 1983), pero todos los hibridos resultan estériles o andémalos,
excepto aquellos resultantes del cruzamiento con H. spontaneum. Ninguna otra especie parece

estar involucrada en la evolucién de la cebada cultivada (Harlan, 1975).

I.1.2. CENTRO DE ORIGEN DE LA CEBADA CULTIVADA

El centro de origen de una especie cultivada puede definirse como la regién donde
ha tenido lugar la domesticacién de la misma, y puede ser reconocido porque en dicho centro
el antecesor "silvestre" sobrevive junto con las formas cultivadas. Estas formas silvestres de
la especie normalmente viven en el niicleo del centro de origen y, a veces, sobreviven como

mala hierba en la periferia del mismo (Zohary, 1964).

La domesticacién de la cebada comenzé hace unos diez mil afios cuando en el periodo
neolitico, el hombre adquirié su condicién de agricultor y ganadero sedentario o semi-
némada, seleccionando entre las poblaciones silvestres de Hordeum spontaneum (cebadas de
dos carreras con el raquis frdgil, que dispersa sus semillas una vez maduras), aquellas plantas
que eran mds ficilmente cosechables por tener el raquis tenaz y, por tanto, no perder sus
semillas al llegar a la madurez. Esta mutacién producida naturalmente de forma recurrente
durante la historia de la especie fue, a partir de este momento, el origen de una nueva planta
cultivada. Esta planta mutante era ficil de reconocer por que destacaba de entre el resto por

tener sus espigas maduras intactas en lugar de mermadas o ausentes en muchos de los casos.
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El origen de las cebadas cultivadas ha sido explicado por diversos autores desde dos

puntos de vista diferentes:

- El primero de ellos considera que la cebada cultivada es un cultivo monocéntrico, esto
es, que tiene un centro de origen definido, el Creciente Fértil, y uno o mds centros de
diversidad (Harlan, 1979). Lé zona del Creciente Fértil abarcarfa diversos pafses como
Turqufa, Irdn, Irak, Jordania, Siria e Israel, donde la cebada fue domesticada hace unos
10.000 afios a partir de una cebada silvestre de dos carreras con raquis frdgil (Harlan y
Zohary, 1966; Zohary, 1983; Zohary et al., 1988; Nevo, 1986).

Esta hipdtesis estd sustentada por diversos estudios realizados en base a caracteres
morfoldgicos y bioquimicos de cebadas silvestres y cultivadas del Creciente Fértil,
demostrdndose elevadas similitudes entre ambas posiblemente debidas al flujo continuo de

genes eﬁtre las dos especies (Jana et al., 1987).

Para estos autores el Creciente Fértil es ademds un centro de diversidad, donde estdn
presentes muiltiples genotipos adaptados a diferentes rangos ecoldgicos. En este centro se ha
generado en los antecesores silvestres de las cebadas cultivadas, un amplio margen de
diversidad adaptativa a multiples enfermedades, plagas y estrés ecoldgico (Nevo, 1986). Esta
diversidad genética harfa posible la distribucién de las cebadas silvestres y cultivadas hacia
otras dreas geogrdficas, que ha su vez han sido consideradas como centros de diversidad

alternativos, como podrfa ser Etiopfa (Murphy y Witcombe, 1987).

No obstante,‘ ha sido reconocida por estos autores la existencia de poblaciones
periféricas de H. spontaneum en regiones tales como sudeste de Israel, costa mediterrdnea
de Egipto, Libia y Marruecos, as{ como noreste de Irdn, Asia soviética, Afganistdn e India,
aunque afirman que en estas regiones H. spontaneum raramente forma grandes poblaciones
y estd restringido a hébitats que han sido drdsticamente alterados por la accién humana
(Nevo, 1992; Harlan, 1992).



Introduccion

- La segunda teorfa apunta hacia la existencia de muiiltiples centros de origen de la
cebada cultivada. Existen diversos estudios que avalan dicha teorfa basados en evidencias
agromorfoldgicas y bioquimicas. Este es el caso de Marruecos, que ha sido considerado
como un centro de domesticacién para las cebadas cultivadas de seis carreras existentes en
esta zona (Molina-Cano et al., 1987). Las poblaciones de H. spontaneum presentes en
Marruecos se habrfan adaptado a sobrevivir como una mala hierba éntre los cultivares de
cebada y presentan determinados caracteres morfolégicos y bioquimicos que no se han
observado en otras poblaciones de H. spontaneum procedentes del Creciente Fértil. A su vez
estas poblaciones presentan estrechas similitudes fenotipicas y genotipicas con las cebadas
cultivadas que se desarrollan en este pafs. Una situacion similar ha sido descrita en Libia por
Hammer et al.(1985) y en Etiopfa (regién muy alejada del Creciente Fértil) por Bekele
(1983).

China también ha sido propuesta como centro de domesticacidn de la cebada cultivada
(Vavilov, 1926, 1951; Takahashi, 1955; Xu, 1982, 1987). La distribucidén, ecologia y
herencia de determinados caracteres de las cebadas cultivadas que crecen en la meseta del
Qinghai-Tibet, han sido identificadas como las descritas para las poblaciones de H.
spontaneum distribuidas en esta zona y difieren ampliamente de las poblaciones de H.

spontaneum del sudeste asidtico.

Esta teorfa ha sido apoyada por otros autores como Shao Quiquan (1981) quien
demostrd una estrecha relacién citogenética entre las cebadas silvestres y cultivadas de China,
y propuso el origen y evolucidn de la cebada cultivada como un proceso continuo con
diferentes etapas, la primera de las cuales serfa el H. spontaneum y la iltima la cebada

cultivada, H. vulgare.
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1.2. EL CULTIVO DE LA CEBADA.

La cebada, es el cuarto cereal en importancia en el mundo, después del trigo, maiz
y arroz (FAO, 1991; Poehlman, 1985).

Aunque la cebada como especie cultivada tuvo su origen en zonas que se pueden
considerar dridas, como consecuencia de mds de 10.000 afios de evolucién dirigida por el
hombre, ha conseguido adaptarse a zonas totalmente opuestas en cuanto a su productividad
potencial. Hoy en dfa, se cultiva en un espectro de condiciones ambientales mucho mds
amplio que éualquier otro cereal, ocupando aquellas regiones con clima o condiciones
medioambientales desfavorables para la produccién de otros cultivos. Es una especie que se
cultiva desde las regiones mds dridas del norte de Africa, hasta las ricas y hiimedas tierras
del centro y norte de Europa. Asimismo, su adaptacién en cuanto a latitud y altitud es
enorme, desde la Regién mediterrdnea al centro de Finlandia, y desde el nivel del mar en
Holanda, hasta las laderas del Tibet (Himalaya). Para conseguir esta amplia drea de
adaptacion, ha sido preciso desarrollar para la especie un gran nimero de grupos varietales

que poseen morfologia y fisiologfa muy diferentes.

Su persistencia como uno de los cereales mds importantes durante muchos siglos, es

debida a tres razones fundamentales:

1. amplia adaptacién ecoldgica
2. doble uso para la alimentaciéon humana y animal

3. empleo de la malta de cebada para la elaboracion de cerveza.

La superficie dedicada al cultivo de cebada en el mundo, ha tenido una evolucién
claramente ascendente durante la década de los 70, hasta alcanzar los 97 millones de
hectdreas en 1980. Posteriormente, ha ido disminuyendo y se ha estabilizado, en los ultimos
10 afios, alrededor de los 80 millones de hectdreas. Esto supone, aproximadamente un 11.2%
de los 700 millones de hectdreas dedicados al cultivo de cereal en el mundo (FAO, 1991).
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Los rendimientos medios de la cebada a nivel mundial, son ligeramente superiores a
los de trigo, pero bastante inferiores a los de maiz o arroz. As{ mismo varfan mucho de un
afio a otro, debido fundamentalmente a que la mayor parte se cultiva en condiciones de

secano. En este aspecto, se podrian agrupar los pafses del mundo en tres grupos principales:

1. Pafses europeos noroccidentales, con rendimientos préximos a los 5.000 kg/ha y

con producciones muy estables.

2. Pafses con productividades intermedias (Canadd, USA, Polonia), en los que la
introduccién de nuevas variedades es importante, pero las dreas de cultivo son de condiciones

subdptimas.

3. Pafses en los que las condiciones de cultivo son casi marginales, y las
productividades muy bajas, del orden de 1.000-1.500 kg/ha (CEI, Australia, Marruecos,

Irdn) y en los que la incidencia de nuevas variedades es menor.

Entre estos dos ultimos grupos podria situarse a Espaila, donde las condiciones de
cultivo se parecen, en muchas zonas, a las del norte de Africa, aunque también existen

regiones en las que se obtienen rendimientos semejantes a los europeos.

I.2.1. LA SITUACION EN ESPANA

En Espafia, 1a mayor parte de la superficie de cultivo de cebada se encuentra en
regiones del interior, con clima continental, escasas precipitaciones, temperaturas bastante
extremas entre invierno y verano y suelos pobres. El estrés hidrico es uno de los principales
factores que influyen negativamente en la produccidn, afectando a una parte importante del

pafs.
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En lo referente a rendimiento, cabe destacar por un lado las productividades medias
tan bajas (2.000-2.500 kg/ha) y por otro, la variabilidad tan elevada de un afio para otro.
Ambos aspectos son menos acusados en las zonas de cultivo de cebadas de dos carreras que
en las de seis, debido por un lado a las mejores condiciones agroclimdticas donde se cultivan
y, por otro, a su mayor potencial productivo. Por €l contrario, en la zona de cultivo de
cebadas de seis carreras, las producciones son menores y mds errdticas, puesto que ocupan
las zonas mds dridas y marginales (Lopez-Fuster, 1985; Romagosa y Araus, 1991) y las

variedades utilizadas son mds antiguas.

1.3. IMPORTANCIA DE LOS RECURSOS FITOGENETICOS

El gran desarrollo experimentado por la agricultura mundial, y la puesta en préctica
de técnicas modernas de mejora genética han permitido, de manera gradual, un importante

aumento de la productividad de los cereales en los Ultimos afios.

En este sentido cabe sefialar la introduccién de nuevas variedades mejoradas capaces
de proporcionar un alto rendimiento si se dispone de condiciones adecuadas de cultivo en
cuanto a humedad del suelo, fertilizantes, pesticidas, etc, asf como de practicas agrondmicas

adecuadas.

Sin embargo, con la introduccién masiva de nuevas variedades se ha ido favoreciendo

una pérdida de la variabilidad genética de las variedades tradicionales.

La agricultura es un fenémeno histérico que tuvo lugar hace unos 10.000 afios en el
Creciente Fértil. Desde sus comienzos, los primeros agricultores fueron seleccionando
aquellas poblaciones silvestres, como es el caso de la cebada, que presentaban algunas
caracteristicas favorables, cuya seleccién en este caso se fue dirigiendo hacia aquellas plantas
con raquis tenaz y por tanto mds fdcilmente cosechables. De esta manera, de forma

parcialmente inconsciente, se estaban realizando una serie de selecciones utilizando tan sélo
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una pequefia parte de la enorme variabilidad presente en las especies silvestres de este

género.

Desde entonces, con el paso de las generaciones, se ha ido extendiendo la agricultura
llevdndose poblaciones de plantas cultivadas a diferentes ambientes, donde han sido
genéticamente enriquecidas por fenémenos de mutacion, introgresion y presiones selectivas,
dando lugar a "variedades locales" adaptadas al medio donde se desarrollan. A estos
cultivares primitivos asi como a las especies silvestres afines a las cultivadas, se les denomina

"recursos fitogenéticos".

Actualmente es reconocida de forma universal, la importancia econdmica de los
recursos fitogenéticos y se han desarrollado una serie de medidas de preservacién de los
mismos, aunque una parte importante del total de la diversidad de estos todavia permanecen

sin conservar.

Cabe destacar en este sentido, el establecimiento en el afio 1974 del IBPGR (Inter-
national Board of Plant Genetic Agricultural Research), que recientemente se estd
transformando en el IPGRI (International Plant Genetic Resources Institut). De esta manera
se ha extendido la idea de la preservacién de los recursos genéticos a escala internacional y
han crecido centros especializados en la recoleccién, conservacién y evaluacién de los

mismos, como son los Bancos de Germoplasma.

Como resumen podriamos decir que las fuentes de diversidad genética son las bases
de una agricultura dindmica, diversa y adaptable, hecho indispensable para asegurar la
economia agricola de un pafs, por lo que la conservacién de los recursos fitogenéticos debe

ser parte fundamental de las estrategias a desarrollar.

10
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1.4. CARACTERES AGRONOMICOS EN LA EVALUACION DE CULTIVARES DE
CEBADA

1.4.1. RENDIMIENTO Y SUS COMPONENTES.

El rendimiento de un cereal puede considerarse como el resultado del producto de
ciertos pardmetros o componentes, lo que permite estudiar con gran exactitud la contribucién
de las distintas partes de la planta a la produccién de grano y las causas de 1a variacién en

la cosecha final. Puede expresarse por el producto de tres componentes:

n®espigas . n°granos
pIgas 18 ' x peso grano ( g )
m? espiga grano

Produccion grano (iz) =
m

Estos componentes se determinan secuencialmente a lo largo del desarrollo de la
planta, bien durante el perfiodo previo a la antesis (nimero de espigas), en la antesis (nimero
de granos por espiga) o entre la antesis y la madurez (peso del grano) y estdn parcialmente

relacionados de modo que no son independientes.

1.4.1.1. Ndmero de espigas por unidad de superficie

El nimero de espigas por unidad de superficie depende de dos variables: n® de plantas

por unidad de superficie y el n°® de espigas por planta.

El nimero de plantas por unidad de superficie estd determinado, principalmente, por

la dosis de siembra y la nascencia.

11



Introduccion

El mimero de espigas por planta se determina durante el periodo previo a la antesis
y depende tanto de la cantidad de hijuelos formados por la planta como de la proporcién de

los mismos que puedan diferenciarse hacia una espiga fértil durante la fase de espigado.

El nimero de hijuelos que puede formar una planta depende fundamentalmente de las
caracteristicas genotipicas de la misma, de la densidad de siembra y del aporte de nutrientes
(Briggs y Aytenfisu, 1980; Simmons et al., 1982; Fowler, 1983; Garcfa del Moral et al.,
1984; De la Morena et al., 1986; Hay y Walker, 1989; Kochlann et al., 1990). La
proporcién de tallos que pueden dar lugar a espigas es el resultado de la competicién por un
suministro limitado de asimilados dentro de la planta y por la intercepcién de la luz dentro
del cultivo (De la Morena et al., 1986).

1.4.1.2. Nidmero de granos por espiga

El n° de granos por espiga resulta del n° de primordios florales formado por el
meristemo apical, de la cantidad de ellos que puedan producir una espiguilla fértil y del
porcentaje de éstas que sean fecundadas en la antesis para originar granos viables. Estd
determinado genéticamente, aunque, durante el perfodo de iniciacién floral las condiciones
ambientales adversas pueden hacer que un gran nimero de espiguillas aborten y no se formen

granos fértiles (Hay y Walker, 1989).

1.4.1.3. Peso del grano

El peso del grano constituye el tercer y ultimo componente del rendimiento en la
cebada. Su magnitud se determina durante la etapa de acumulacién de fotoasimilados y
depende, fundamentalmente, de la cantidad de asimilados dispbnibles para ser transportados
hacia la espiga durante su formacién y de la translocacién de las reservas existentes en la
planta hacia el tallo.

12
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La actividad fotosintética durante el perfodo de llenado del grano y las reservas
acumuladas durante el perfodo de pre-antesis, contribuyen en cierta medida, a la formacién
del grano (Hay y Walker, 1989). En la cebada, el peso medio del grano es un componente
de la cosecha relativamente estable, bajo condiciones normales de cultivo. Esta estabilidad
es atribuida a la movilizacién de asimilados desde las reservas de carbohidratos almacenados
en el tallo y otros drganos vegetativos, las cuales pueden compensar la disminucién en la

capacidad de fotosintesis durante el llenado del grano.

El hecho de que los componentes del rendimiento se determinen secuencialmente a
lo largo del desarrollo, proporciona a los cereales la capacidad de compensar efectos
adversos sobre los primeros componentes del rendimiento mediante la elevacidén de los

siguientes, si las condiciones ambientales lo permiten.

1.4.2. UTILIZACION DE CARACTERES MORFOLOGICOS EN IDENTIFICACION
VARIETAL

Desde el momento en que las cebadas cultivadas dejaron de ser en su mayoria mezclas
de genotipos (poblaciones locales) y se aproximaron mds al concepto de linea pura,

comenzaron a llevarse a cabo trabajos de descripcidn de las mismas con cierto rigor.

Los primeros intentos de clasificacién de las cebadas cultivada atendiendo a caracteres
morfolégicos estables del grano, fueron llevados a cabo por Neergaard (1889) en Svalof
(Suecia), Huber (1932) y Bell (1937).

La primera clasificacién de las cebadas en base a caracteres morfolégicos de espiga
y grano, fue realizada por Bergal y Friedberg (1940) que, junto con trabajos posteriores
(Bergal, 1949), contribuyeron a destacar la importancia dél ‘valor taxondmico’ de los
caracteres morfoldgicos, definido por Villena (1955) como estabilidad bajo diferentes medios

y facilidad de observacién.
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Con el sentido de valor taxonémico se planted la necesidad de utilizar para la
clasificacién de los cultivares, caracteres morfoldgicos estables, pudiendose dividir estos en

dos grupos:

- Observables durante el ciclo vegetativo

- De espiga y grano seco.

Algunos de los caracteres morfoldgicos utilizados tradicionalmente en la taxonomia

e identificacion de cultivares, se citan en el apartado II.1.4.

Las técnicas de identificacién de variedades son muy titiles en una especie como la
cebada, en la que cada afio se lanzan al mercado un gran nimero de nuevas variedades, las
cuales dada la estrecha base genética de que proceden, son muy dificiles de distinguir.
Mediante el estudio de grupos de caracteres como los anteriormente mencionados, pueden
clasificarse las variedades de cebada en grupos teniendo en cuenta niveles de semejanza
globales. Estos estudios, hoy en dfa, quedan complementados mediante métodos estadisticos
adecuados, como es la taxonomia numérica, para producir agrupaciones de variedades segtin

su nivel de relacién.

I.5. CALIDAD MALTERA Y CERVECERA DE LA CEBADA.

El proceso de la fabricacién de la cerveza es, en principio, muy simple. La materia
prima es la cebada que, mediante un proceso previo de germinacion, se ha transformado en
malta. El mosto producido a partir de la malta fermenta, transformédndose el aziicar en
alcohol y anhidrido carbénico que, tras el acondicionamiento debido, forman la cerveza
(Hassan, 1989).

El malteado es una fase previa a la fabricacién de la cerveza y constituye una

industria aparte aunque intimamente ligada a la cervecera. La cebada como tal no produce
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un extracto fermentable por las levaduras sino que el grano debe sufrir un comienzo de
germinacion. En este proceso el embridn pasa del estado de vida latente a un estado de
actividad, induciéndose la secrecién de diversos enzimas que difunden por todo el
endospermo. Este comienzo de la germinacién es el malteado y a la cebada germinada y

tostada se la denomina malta.

En la malta coexisten una mezcla de enzimas y sustratos. Los principales sustratos
son el almiddn, proteinas y 8-glucanos del grano de cebada y los enzimas son los producidos

durante la germinacién para degradar estos sustratos.

La modificacién que experimenta el grano de cebada durante el malteado puede ser
dividida en dos partes: degradacion de la pared celular de la células del endospermo e
hidrélisis de la matriz protéica. Como resultado de estas reacciones bioquimicas el
endospermo se vuelve "friable" y se dice que la malta se encuentra desagregada. Es de suma
importancia que al terminar la germinacidn la malta esté totalmente desagregada pues de lo
contrario los enzimas no podrfan actuar con facilidad, ocasionando la aparicién posterior de
materias insolubles en el mosto y alterando, por tanto, sus propiedades. Como resultado de
la accion de las enzimas hidroliticas se libera el almiddn, que se encuentra embebido por la

matriz de protefnas y éste se transformard en aziicares susceptibles a la fermentacién.

La composicién quimica del grano de cebada y la capacidad potencial para producir
una cantidad equilibrada de enzimas no es suficiente para garantizar la calidad de la malta.
La estructura fisica de las células del endospermo también condiciona dicha calidad,
determinando la capacidad de absorcion de agua por el grano necesaria para la germinacién
(comienzo del malteado), asf como el flujo de enzimas hidroliticos desde la capa de aleurona

al interior del grano.
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1.5.1. PARAMETROS IMPLICADOS EN LA CALIDAD MALTERA

Una variedad de cebada de alta calidad maltera debe poseer una serie de propiedades

fisicas y fisioldgicas, que quedan resumidas en el siguiente esquema (Molina-Cano, 1989):

Propiedades fisicas:
.grano grueso y redondeado de tamafio uniforme
.color amarillo claro del grano
.glumillas finas y rizadas

Jibre de infecciones de microorganismos

Propiedades fisioldgicas:
.bajo o nulo periodo de letargo
.buena capacidad de absorcién de agua
.germinacion uniforme y rdpida
.méximo rendimiento en malta (mayor cantidad posible por unidad de peso de cebada)
.desagregacién médxima y uniforme (en referencia a la digestién enzimdtica de las

paredes celulares y matriz proteinica)

I.5.2. PARAMETROS IMPLICADOS EN LA CALIDAD CERVECERA DE LA
MALTA

1.5.2.1. B-Glucanos y Arabinoxilanos
Desde un punto de vista estrictamente cualitativo, la malta debe estar suficientemente

desagregada y tener un bajo contenido en B-glucanos, para que la viscosidad del mosto sea

baja y la filtracién del mismo sea fécil.
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El embridn y la capa de aleurona del grano de cebada, son tejidos vivos en los que
se desarrollan importantes fendmenos fisiolégicos. Cuando comienza la germinacidn, el
embrion produce y transporta dcido giberélico hacia la capa de aleurona y el escutelo, que
actia como sefial para que se induzca la sintesis de enzimas necesarios para degradar las

paredes celulares de las células del endospermo.

El mayor componente de las paredes celulares del endospermo es un polimero de
glucosa, (1->3)(1->4)B-glucano, cominmente llamado B-glucano (Fincher, 1975). Este
polisacdrido actia como una barrera fisica para la distribucién de diferentes enzimas
hidroliticos hacia el interior de las células del endospermo y limita la hidratacién del mismo
al comienzo de la germinacién. Por consiguiente, durante el proceso de malteado, esta pared
celular deberd ser degradada para permitir el acceso a enzimas proteoliticos que actuardn
sobre la matriz protéica que envuelve a los grdnulos de almidén. El esfuerzo en disminuir
el contenido en B-glucanos es un objetivo en diversos programas de mejora de cebada
cervecera (Molina-Cano et al., 1989). Una cebada serd ademds de buena calidad maltera, si
produce elevados niveles de B-glucanasas capaces de movilizarse a través del endospermo

durante el proceso de malteado, y causar hidrdlisis extensivas de los B-glucanos.

Los B-glucanos también son causa potencial de problemas durante la fabricacién de
cerveza puesto que forman soluciones viscosas que entorpecen la filtracién del mosto
(Bamforth, 1982; Wainwrigth, 1990). Asi mismo, algunos productos resultantes de la
degradacién de los B-glucanos, han sido relacionados con la formacién de turbidez en la

cerveza (Yamashita et al., 1986).

Las paredes célulares del endospermo también contienen un 20% de arabinoxilanos
(Fisher, 1975). Estos compuestos forman soluciones que contribuyen a la viscosidad del
extracto (Bhatty et al., 1991) al no ser degradados totalmente durante el malteado (Angelino
et al., 1991), debido en parte, al contenido insuficiente de arabinoxilanasas sintetizadas

durante la germinacién (Slade et al., 1989). Por tanto los cultivares de cebada mds adecuados
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para la industria de la malterfa, serfan aquellos que contengan bajos niveles de arabinoxilanos

pero, a la vez, elevados niveles de sintesis de los enzimas hidroliticos apropiados.

1.5.2.2. Proteinas

Las protefnas de la cebada no estdn distribuidas uniformemente a través del grano.
Las células de la aleurona y subaleurona, son ricas en protefnas y contribuyen al contenido
de proteinas totales del grano (Millet et al., 1991; MacGregor, 1991a). En el endospermo
predominan las protefnas de reserva cuya distribucién no es homogénea. En general, el
contenido en proteinas de reserva es mayor en la periferia del endospermo que en el centro
(Palmer, 1989), aunque la distribucién de los diferentes tipos de protefnas a través del
endospermo puede variar entre cultivares (MacGregor, 1992). Estas protefnas se encuentran
formando una densa matriz que envuelve a los grdnulos de almidén existentes en el interior

del grano.

Las hordeinas, protefnas de reserva de la cebada, estin involucradas en varios

aspectos de los procesos de malteado y fabricacién de cerveza (Smith, 1990):

- El elevado contenido en proteinas en la periferia del endospermo, puede dificultar
una hidratacién 6ptima necesaria para el proceso de germinacién y puede retardar la
migracidén hacia el interior de los enzimas hidroliticos secretados por la capa de aleurona

durante el malteado.
- Representan junto con otras protefnas del grano, una fuente de aminodcidos que son
nutrientes necesarios para el metabolismo de las levaduras en la etapa de la fermentacién y

son requeridos para la coloracién de la cerveza.

- Las hordefnas han sido implicadas en procesos de formacién de "geles" de proteinas

o0 estructuras gelatinosas, (Van den Berg et al., 1981; Smith y Lister, 1983), que pueden
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provocar problemas en la filtracién del mosto. La estructura de estos geles y su relacién con
la calidad maltera ha sido estudiada por Moonen et al. (1987). Estdn compuestos por una o
dos subunidades de elevado peso molecular (HMW) y varias subunidades de bajo peso
molecular (LMW), previamente identificadas por otros autores como hordefnas D y B

respectivamente (Smith y Lister, 1983).

- La aparicién de turbidez en la cerveza durante su almacenamiento, se debe en parte a la
precipitacion de las protefnas solubles al reaccionar con las proantocianidinas, grupo principal

de polifenoles presentes en el medio.

- El contenido en protefnas del grano de cebada es un criterio tradicional para evaluar la
calidad maltera de una cebada. Se correlaciona inversamente con el contenido de almidén del
grano y con el rendimiento del extracto de la malta. El contenido total de protefnas del
grano, no predice por si solo la realizacién del proceso del malteado pero puede utilizarse
para rechazar aquellas partidas que, por contener demasiada protefna, puedan disminuir el

rendimiento del extracto.

1.5.2.3. Degradacién del almidén

Las a-amilasas son los principales enzimas implicadas en la degradacién de los
granulos de almidén durante el malteado. Los productos solubles son hidrolizados
posteriormente por B-amilasas con la formacién de maltosa y otras moléculas de bajo peso

molecular (Figura L.1).

Las B-amilasas son inactivadas de forma relativamente rdpida a 60-65 °C de
temperatura (Axcell y Murray, 1980; Moll et al., 1981), por tanto es importante que estén
presentes elevados niveles de a y 8-amilasas para que la hidrdlisis de almidén concluya antes

de que estos enzimas sean inactivados.
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Granulos de almidon
l g-amilasas
Productos solubles

/ \

Dextrinas lineales  Dextrinas ramificadas

l o y B-amilasas

pequenas
Maltosa Maltosa | + dextrinas
ramificadas

dextrinasa limite ‘

Pequenias
dextrinas
lineales
B-amilasas l
0-glucosidasa
Glucosa Maltosa

Figura 1.1. Esquema de degradacién del almidén durante el proceso de

malteado, segiin MacGregor (1992).

Existen diversos intereses en la industria maltera y cervecera para reducir la
proporcién de pequefios grdnulos de almidén en el malteado de la cebada (Brookes, 19882
Maule, 1989). La existencia de estos pequeiios grinulos es debida en parte a la liberacién
incompleta de los grénulos de la matriz de protefnas durante el malteado y a la lenta
hidrélisis durante la cabtacidn de agua (Palmer, 1989; MacGregor, 1991b).

Como resumen, se enumeran los factores econémicos que determinan la calidad

cervecera de la malté (Molina-Cano et al., 1989):

- Rendimiento en extracto elevado (mdximo volumen de mosto obtenido por kilo de
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- Porcentaje de proteina total moderadamente bajo (correlacionado negativamente con
el extracto)

- Porcentaje de glumillas (en peso) minimo

- Actividad suficiente de las enzimas amiloliticas

- Atenuacién limite elevada (buena fermentabilidad del mosto)
- Baja viscosidad del mosto

- Bajo contenido de B-glucanos en el mosto

- Elevado contenido de aminodcidos

- Mosto de color claro

- Bajo contenido de polifenoles

- Ausencia de sabores y olores extrafios en el mosto

- Color, olor y gusto correctos de la cerveza terminada

1.6. PROTEINAS DE RESERVA DEL ENDOSPERMO DE CEBADA: HORDEINAS.

El endospermo del grano juega un importante papel en el ciclo de vida de una planta
de cereal. Se desarrolla sobre un perfodo de 40-50 dias, representando el tejido mds
importante del grano (82% del peso seco). Aproximadamente entre un 35% y un 50% del
nitrégeno total en el endospermo maduro de la cebada se encuentra en forma de proteinas

de reserva. (Kirkman et al., 1982).

Su constitucién genética es triploide, y de las tres copias de cada cromosoma, dos
corresponden al gametofito femenino y la tercera al masculino. En su composicion entran
aproximadamente un 80-85 % de carbohidratos (fundamentalmente en forma de almidén), 2%

de grasas, 1% de sales minerales y un 12-17% de proteinas.

Los primeros trabajos sobre caracterizacion de proteinas de semilla, se llevaron a cabo

en gluten de trigo, diferencidndose por su solubilidad (Osborne, 1924):
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1. albiiminas : solubles en agua.

2. globulinas: solubles en disoluciones salinas

3. prolaminas: solubles en disoluciones alcohdlicas

4. glutelinas: solubles en disoluciones alcalinas o dcidas diluidas o en disoluciones

salinas o alcohdlicas en presencia de un agente reductor.

Osborne reconocié que las protefnas solubles en alcohol constitufan un grupo
diferenciado, al que llamé prolaminas (ricas en prolina y glutamina). La fraccién insoluble
en alcohol del gluten de trigo se denomin glutenina, y la fraccién homdloga correspondiente

a otras especies se conocié como glutelina.

Las prolaminas de cebada se denominan hordeinas en relacién al género Hordeum al
que pertenecen. Se pueden definir como protefnas especificas del endospermo, que son
depositadas en cuerpos protéicos, con un bajo contenido en lisina y un elevado contenido en

glutamina y prolina.

Pueden ser separadas por electroforesis en base a su tamafio molecular o a una
combinacion de tamafio y carga. Cuatro grupos de polipéptidos han sido reconocidos en base

a estos factores, (Miflin et al., 1983; Cameron-Mills y Brandt, 1988; Kreis y Shewry, 1992):

hordeinas D: prolaminas de alto peso molecular
hordeinas C: prolaminas pobres en azufre
hordeinas B: prolaminas ricas en azufre

hordeinas +y: prolaminas ricas en azufre

Los grupos-de las fracciones de hordefnas B y C estdn formados por varios
polipéptidos, separados en patrones discretos de bandas . Estos han sido utilizados en la
identificacién varietal puesto que cada variedad presenta un dnico patrén (Shewry et al.,
1978a y 1978b; Marchylo, 1987).
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Cada grupo estd formado por unas series polimérficas de proteinas, las cuales difieren
entre s en nimero y movilidad electroforética. Ademds existe una gran similitud entre los
componentes de diferentes variedades y homologias extensibles a grupos de proteinas

similares en trigo y centeno (Miflin et al., 1983).

1.6.1. SINTESIS DE HORDEINAS DURANTE EL DESARROLLO DEL GRANO.

Debido a que las hordefnas no presentan un claro recambio (Shewry et al., 1979), la

acumulacién de las mismas es presumiblemente reflejo de su sintesis.

La sintesis de las hordefnas comienza sobre los 14 dfas después de la antesis, cuando
el endospermo ha alcanzado aproximadamente un 40% del peso seco final (Rahman et al.,
1982). Esta sintesis es posterior a la formacién y acumulacion de otros grupos de protefnas

solubles y coincide con el tiempo en el que la mayor parte de las divisiones celulares cesan.

Las hordeinas se sintetizan con un péptido sefial y se transportan al interior del
reticulo endoplasmadtico donde son empaquetadas dentro de cuerpos protéicos (Cameron-Mills
y von Wettstein, 1980; Miflin et al., 1981).

1.6.2. TIPOS DE HORDEINAS Y CARACTERISTICAS PRINCIPALES
1.6.2.1. Hordeinas B

Forman el grupo de hordefnas cuantitativamente mds importante, un 70-80% del total.
Cuando se fraccionan por electroforesis bidimensional, se pueden resolver entre 13-50
polipéptidos (Faulks et al., 1981; Mezler y Kleinhofs, 1987) con pesos moleculares

comprendidos entre 29 y 45 kDa. Los estudios genéticos iniciales, indicaron que estas

hordeinas estdn codificadas por el locus Hor 2, que estarfa localizado en el brazo corto del
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cromosoma 5, si bien en posicién mds distal que el locus Hor 1 (Oram et al., 1975; Shewry
et al., 1978a, 1980, 1985; Doll y Brown, 1979; Jensen et al. 1980). Estudios posteriores
indicaron que la regulacién genética de este grupo es mds compleja, habiéndose afiadido un
locus nuevo denominado Hor 4 (Netsvetaev y Sozinov, 1982, 1984; Shewry et al., 1987).
Este locus estd localizado también en el brazo corto del cromosoma 5, en una posicién

relativamente préxima al locus Hor 1 (Shewry et al., 1987).

1.6.2.2. Hordeinas C

Constituyen el 10-20% de 1a fraccidn total de hordeinas. Estdn formadas por multiples
componentes polipeptidicos con pesos moleculares alrededor de los 66 kDa y codificados por
una familia multigénica en el locus Hor 1, con sede en el brazo corto del cromosoma 5
(Oram et al., 1975; Shewry et al., 1978a, 1980, 1985; Doll y Brown, 1979; Jensen et al.,
1980; Bunce et al., 1986). En electroforesis bidimensional se ha observado una gran
variabilidad genotipica en niimero, peso molecular y punto isoeléctrico (Shewry et al., 1980)
aunque, a pesar de esta diversidad, los diferentes polipéptidos conservan un elevado grado
de homologia estructural (Shewry et al., 1981; Brandt et al., 1981). Las hordefnas C tienen
una composicidén de aminodcidos bastante inusual, con solo tres aminodcidos (glutamina,

prolina y fenilalanina), que suponen aproximadamente un 80% del total.

1.6.2.3. Hordeinas D

Este tipo de hordefnas representa una fraccion minoritaria del total de hordeinas,
suponiendo un 1-2% de la fraccién total. Consta tan sélo de uno o dos polipéptidos visibles
en SDS-PAGE con un peso molecular aproximado de unos 97 kDa (Shewry y Miflin, 1982;
Shewry et al., 1983). Estas hordeinas estdn codificadas por un gen localizado en el locus Hor
3, con sede en el brazo largo del cromosoma 5 (Blake et al., 1982; Forde, 1985a; Bunce

et al., 1986). Difieren del resto de grupos de hordeinas en su elevado contenido en glicina
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y bajo contenido en prolina y presentan elevada homologia en su secuencia con las glutelinas

de alto peso molecular de trigo (Forde et al., 1983).

1.6.2.4. Hordeinas y

Las hordefnas v, de forma similar a las hordeinas D, suponen una fraccién minoritaria
del total de hordeinas del grano. Estan codificadas por una pequefia familia multigénica
probablemente localizada en el locus Hor 5 del cromosoma 5, estrechamente ligado al locus
Hor 2 (Shewry et al., 1990). La secuencia de aminodcidos es rica en prolina y glutamina,
presentando considerables homologfas con las secuencias de y-gliadinas y y-secalinas. Las
hordefnas + tienen una movilidad parecida a la de las hordefnas B en geles SDS-PAGE
(Cameron-Mills y Brandt, 1988), dificultando en gran medida su identificacién, por lo que

no se emplean en clasificacién varietal,

A nivel molecular se han llevado a cabo diversos estudios sobre los genes que
codifican los distintos tipos de hordeinas (Brandt, 1979; Forde et al., 1981 , 1985a; Hopp
et al., 1983). En este sentido cabe destacar que las hordeinas B, C y v presentan secuencias
similares basadas en un motivo comiin. En el caso de las hordeinas C estas secuencias
suponen aproximadamente un 95% de la proteina y presentan elevadas homologias con
secuencias de las hordeinas B y v (Mezler y Kleinhofs, 1987). Estos hechos indican que los
genes que codifican las hordeinas constituyen una familia multigénica, resultado de diferentes

duplicaciones a partir de un mismo gen ancestral, con sede en el cromosoma 5 (Forde et al.,
1985b).

1.6.3. UTILIZACION DE HORDEINAS EN CLASIFICACION VARIETAL

La identificacidn de variedades de cereales a partir de una sola semilla, es de gran

importancia a nivel agronémico y tecnolégico. Aunque las variedades de cereales pueden ser
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definidas dentro de grupos en base a caracteres morfoldgicos, se suelen utilizar pardmetros

bioquimicos para completar esta identificacion.

La electroforesis en geles de almidon (SGE) de gliadinas ha sido utilizada
ampliamente en la identificacién de variedades de trigo de forma aislada o en conjunto con
otras caracterfsticas del grano. Diversos autores han demostrado que los patrones de
isoenzimas («-esterasas, peroxidasas y B-amilasas) pueden ser utilizados para confirmar
identificaciones inciertas resultantes de la SGE de gliadinas (Molina-Cano y Elena-Rosell6,
1978). |

La aplicacién de estas técnicas a la cebada comenzé en 1977 (Miflin y Shewry, 1977),
constatandose que la resolucién en geles de almidon daba resultados menos precisos (Autran
y Scriban, 1977; MacCausland y Wrigley, 1977). El posterior desarrollo de métodos de
extraccion mds eficaces (Shewry et al., 1978 a,b) generalizé el uso de SDS-PAGE, que
permite la separacién por pesos moleculares con bastante precision. Se han publicado desde
entonces multiples trabajos aplicando ésta técnica a la identificacion de variedades de cebada
(Shewry et al, 1978 a,b, 1979; Marchylo y Laberge, 1980, 1981; Schildbach y Burbidge,
1985; Bouard, 1989), e incluso a la descripcién de poblaciones locales (Jouve et al., 1990)

y variedades espafiolas (Uribe-Echeverria y Molina-Cano, 1993).

1.7. INHIBIDORES DE o-AMILASA/TRIPSINA DE ENDOSPERMO DE CEBADA

En un gran nimero de especies del reino vegetal, han sido descritas numerosas
protefnas que muestran actividad inhibitoria frente a enzimas hidroliticos (proteasas y o-
amilasas). En el caso de los inhibidores de o-amilasas, la mayorfa muestran especificidad
frente a enzimas heterdlogos de origen animal y, a excepcién de una subfamilia, no presentan
actividad frente a enzimas enddgenos (Garcia-Olmedo et al., 1987; Silano, 1987). Estos

inhibidores enzimdticos se acumulan en determinados tejidos vegetales, fundamentalmente
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en tejidos de reserva como pueden ser frutos, tuberculos y semillas (Garcfa-Olmedo et al.,
1987; Ryan, 1988, 1989).

En el caso de los cereales, la familia de inhibidores de «-amilasa/tripsina es
particularmente abundante en el endospermo de trigo y cebada e incluye un grupo de
protefnas que pueden ser extraidas selectivamente con mezclas cloroformo-metanol,
denominadas protefnas CM, cuyas secuencias de aminodcidos las han relacionado con otros

miembros de esta familia (Shewry et al., 1984; Barber et al., 1986a,b).

Aunque sus posibles funciones fisioldgicas no se conocen con exactitud, el grado de
divergencia que presenta esta familia reflejado en la diversidad de secuencias, dispersién de
sus genes y en el amplio espectro de especificidades inhibitorias, indican un posible papel en
los mecanismos de defensa de la planta frente a ataques de diversos insectos fitéfagos
(Garcifa-Olmedo et al., 1987). Estas circunstancias justifican el gran interés de estas
moléculas como potenciales agentes defensores de la planta, susceptibles a manipulacién
genética por técnicas de DNA recombinante. En este sentido, la posibilidad de obtener
plantas transformadas que expresen genes heterélogos, ha permitido demostrar la relacién de
ciertos inhibidores de proteasas con los mecanismos defensivos anteriormente mencionados
(Hilder et al., 1987; Johnson et al, 1989).

1.7.1. TIPOS DE INHIBIDORES DE CEBADA

El primer miembro de la familia de inhibidores de o-amilasas/tripsina en cebada, fue
descrito por Mikola et al., (1969) aislando una proteina de 14.1 kDa activa frente a tripsina
e inactiva frente a proteinasas enddgenas de malta. Posteriormente Boisen et al. (1970),
purificaron un inhibidor similar, que fue secuenciado por Odani et al. (1983b), encontrando
una homologfa entre este inhibidor y un inhibidor monomérico de w-amilasas de trigo

previamente secuenciado por Kashlan y Richardson, (1981).
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Segin su grado de asociacién en filtracién molecular no disociante, los inhibidores
de «a-amilasas heter6logas de trigo y cebada, pueden clasificarse en tres grupos:
monoméricos, diméricos y tetraméricos (Deponte et al., 1976; Sdnchez-Monge et al., 1986;
Gémez et al., 1989).

Todos ellos estdn formados por subunidades de un tamafio molecular préximo a 12
kDa y muestran distinta especifidad frente a «-amilasas de diversos origenes (Buonocore et
al., 1977; Garcia-Olmedo et al., 1987; Silano, 1987).

1.7.1.1. Inhibidores monomeéricos

En cebada ha sido identificado un inhibidor monomérico de 14.5 kDa denominado
BMAI-1 (Barley Monomeric Alpha-amylase Inhibitor), que estd glicosilado y es uno de los
pricipales alergenos de cebada asociado con la enfermedad del "asma de panadero” (Barber
et al., 1989; Mena et al., 1992). La secuencia de esta protefna presenta una clara homologfa
con inhibidores monoméricos de trigo (WMAI-1) y diméricos de cebada (BDAI-1),
previamente descritos por otros autores (Kashlan y Richardson, 1981; Ldzaro et al., 1988).
BMAI-1 presenta una elevada actividad inhibitoria frente a d-amilasas de Tenebrio molitor,

mientras que no se detecta actividad frente a @-amilasa salivar humana.

1.7.1.2. Inhibidores diméricos

Con respecto a los inhibidores diméricos de cebada, se ha aislado un inhibidor
homodimérico especifico de a-amilasa de insectos, BDAI-1 (Barley Dimeric Alpha-amylase
Inhibitor), y se ha deducido su secuencia completa a partir del correspondiente clon de cDNA
Esta secuencia esta mds relacionada con la secuencia de inhibidores de «-amilasa
monoméricos y diméricos de trigo que con la de inhibidores de tripsina de cebada, maiz, o

un inhibidor bifuncional de mijo (Ldzaro et al., 1988).
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BDAI-1 inhibe w-amilasa de insectos a concentraciones que no son efectivas frente
a o-amilasa salivar o pancredtica. No obstante, la fraccion correspondiente a los inhibidores
diméricos del extracto bruto de inhibidores, si presenta actividad inhibitoria frente a enzimas
de origen humano. Este hecho parece indicar la existencia de otros inhibidores diméricos en

cebada, hasta el momento desconocidos.

1.7.1.3. Inhibidores tetraméricos

En cebada, tres proteinas solubles en cloroformo-metanol (CMa, CMb y CMd) han
sido identificadas como subunidades de un inhibidor tetramérico especifico de o-amilasa de
iarvas de Tenebrio molitor, y no activo frente a enzima salivar humana ni frente a tripsina
(Sdnchez-Monge et al., 1986; Gomez et al., 1989). La reconstitucidn in vitro del inhibidor
tetramérico se consiguié a partir de estas subunidades previamente purificadas, mostrando

elevados niveles de inhibicidn.

Por otra parte, se ha demostrado que la subunidad BTAI-CMa presenta actividad por
s{ misma frente a o-amilasa de Tenebrio molitor, mientras que no se ha detectado esta
actividad en BTAI-CMb ni BTAI-CMd (Barber et al., 1986b; Sanchez-Monge et al., 1986).

Recientemente ha sido identificada una forma glicosilada de la subunidad BTAI-CMb,
denominada CMb*, que se une fuertemente a la IgE de pacientes con la enfermedad del

"asma de panadero”. (Sénchez-Monge et al., 1992). El efecto de la glicosilacién en la

actividad inhibitoria del tetrdmero no ha sido comprobado hasta el momento.

1.7.1.4. Inhibidores de tripsina

El primer miembro de la familia de inhibidores de «-amilasa/tripsina descrito en

cebada, fue una proteina anteriormente mencionada de 14.1 kDa aislada por Mikola y
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