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Introduccion

Suolinna (1969). Trabajos posteriores detectaron actividad antitripsina en dos protefnas,
solubles en cloroformo-metanol, del endospermo de cebada, CMe y CMc (Ldzaro et al.,
1985; Barber et al., 1986b), resultando ser la proteina CMe idéntica al inhibidor de tripsina
previamente descrito por Mikola y Suolinna (1969). BTI-CMe (Barley Trypsin Inhibitor), es
ademds inactiva frente a otras proteasas como quimotripsina, papafna, subtilopeptidasa A,

pepsina y o-amilasas.

La secuencia de BTI-CMe y sus correspondientes clones cDNA y gendmico (Odani
et al., 1983b; Rodriguez-Palenzuela et al., 1989; Royo, 1991), presentan elevadas similitudes
con protefnas homdlogas aisladas en centeno, mafz y mijo (Lyons et al., 1987; Mahoney et
al., 1984; Campos y Richardson, 1983), indicando un origen comin de estas proteinas y

posterior divergencia de las mismas. Por el contrario, BTI-CMc muestra mayor homologia

en cuanto a su estructura con BTAI-CMa que con BTI-CMe.

1.7.2. PROTEINAS CM DE CEBADA

Una proporcion elevada de los miembros del grupo de inhibidores de o-amilasa /
tripsina pueden ser extraidos selectivamente con mezclas cloroformo-metanol, denomindndose
proteinas CM (Salcedo et al., 1982). Hay que destacar su elevado porcentaje de cisteina
(>5%) y la proporcién de aminodcidos hidrofébicos inusualmente alta para globulinas, que

podria explicar su solubilidad selectiva en mezclas cloroformo-metanol (Salcedo et al., 1982).

Los datos conocidos sobre la estructura primaria de estas protefnas (Odani et al.,
1983b; Shewry et al., 1984; Lizaro et al., 1985; Barber et al., 1986a) sugirieron que podfan
estar relacionadas con inhibidores de «-amilasas heterélogas y de tripsina previamente
caracterizados (Shewry et al., 1984), lo que llevé a estudiar la capacidad inhibitoria in vitro
de estas protefnas. De esta forma tres componentes de cebada fueron identificados como
inhibidores (Lédzaro et al., 1985; Barber et al., 1986b). Las proteinas CMc y CMe sélo

30



Introduccion

muestran actividad anti-tripsina, siendo esta ultima el inhibidor previamente descrito por
Odani et al. (1983b). La proteina CMa es especificamente activa frente a «-amilasa de
Tenebrio molitor y por tltimo CMb y CMd no presentan actividad por s{ mismas, aunque

son subunidades del inhibidor tetramérico de a-amilasa (Sdnchez-Monge et al., 1986).

1.7.2.1. Sintesis de las proteinas CM de cebada y acumulacién en el endospermo

Estudios "in vivo" e "in vitro" sobre proteinas CM de cebada, cuya relacién con los
inhibidores ha sido comentada en—apartados anteriores, revelaron que su sintesis se produce
entre 15 y 20 dfas después de la polinizacion, alcanzando un mdximo a la tercera semana
(Paz-Ares et al., 1983; Gautier et al., 1990). Estas proteinas se sintetizan en polisomas
ligados a membranas como precursores de peso molecular mayor (13-21 kDa) y sufren un

procesamiento cotraduccional que rinde la proteina madura (12-16 kDa) (Paz-Ares et al.,
1983).

Kirsi y Mikola (1971) demostraron que, anticuerpos obtenidos frente a inhibidores de
tripsina de endospermo de cebada, no reaccionaban frente a inhibidores de embridn de grano
de trigo, esto es, que los inhibidores de tripsina pertenecientes a esta familia, son especificos
de endospermo. Estas proteinas no se han detectado ni en las cubiertas del grano ni en otros

tejidos u 6rganos como hojas, raices o coleoptilos (Buonocore et al., 1977).

Su sintesis parece realizarse en paralelo con los inhibidores de «-amilasas
(Kirsi, 1973), y precede a la de la protefnas de reserva mayoritarias, alcanzando niveles
detectables al octavo dia después de la antesis (Pace et al., 1978). Durante la germinacién,
ambas actividades desaparecen drésticamente, lo que sugiere que no desempefian un papel

especifico en dicho proceso (Kirsi y Mikola, 1971; Pace et al., 1978).

La localizacién subcelular de los diferentes miembros de esta familia, no ha sido

claramente establecida. En el caso de los inhibidores de «-amilasas, existen evidencias
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indirectas de asociacién con grdnulos de almidén (Buonocore et al., 1977). Recientes datos
de inmunodeteccién parecen confirmar esta evidencia, sugiriendo una localizacién externa
de los inhibidores en estos granulos (Carmona, Sdnchez-Monge, Gémez y Salcedo, datos sin

publicar).
1.7.3. DISTRIBUCION GENOMICA DE LOS GENES DE INHIBIDORES DE

a-AMILASA / TRIPSINA DE CEBADA

Los inhibidores de «-amilasa/tripsina de cebada, estdn codificados por una familia

multigénica dispersa en varios cromosomas (Tabla I.1)

Tabla I.1. Localizacién cromosémica de los genes que codifican inhibidores de a-amilasas/tripsina de cebada.

Actividad inhibitoria Proteina Locus Cromosoma

a-amilasa (monoméricos) BMAI-1 Iaml  2H*
a-amilasa (diméricos) BDAI-1 ladl  6H*

a-amilasa (tetraméricos) BTAI-CMa latl 7H
BTAI-CMb lar2 4H®
BTAI-CMd Iat3 4H®

Tripsina BTI-CMe Iirl 3P
BTI-CMc Iir2 TH

Ed

: Mena et al., 1992

b. Salcedo et al., 1984
°: Fra-Mon et al., 1984
¢ Hejgaard et al., 1984
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En conjunto, los datos de asignacién cromosdmica obtenidos en trigo y cebada,
indican que esta familia multigénica se ha originado por duplicaciones y translocaciones,
habiendo precedido esta dispersion a la divergencia evolutiva del genoma de cebada (H), de

los genomas (A, B, D) presentes en trigo hexaploide (Garcfa-Olmedo et al., 1987).

1.7.4. VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA

A pesar de las diferencias observadas en su estructura primaria, la variabilidad
intraespecifica de los miembros de esta familia es muy baja. Hasta el momento se han
encontrado un limitado mimero de variantes alélicas tanto en cultivares de H. vulgare como

en accesiones de H. spontaneum.

En cebada cultivada, no se han detectado ninguna variante genética de las proteinas
; g p
CMa y CMc, mientras que se han encontrado variantes de estas proteinas en alguna accesion

de H. spontaneum (Salcedo et al., 1984).

La proteina CMb, presenta una variante genética denominada CMb-2, detectada tanto

en H. vulgare como en H. spontaneum (Salcedo et al., 1984).

En el caso de CMe, el inhibidor de tripsina mayoritario de la cebada, se han descrito
hasta el momento, dos variantes genéticas designadas como CMe2-2’ (en el presente trabajo
citadas como 2.1 y 2.2), que se heredan conjuntamente y se expresan de forma codominante
con respecto a BTI-CMe. Estas variantes estdn presentes en diversos cultivares de cebadas
analizados asf como en alguna accesién de H. spontaneum procedentes de Marruecos
(Salcedo et al., 1984; Molina-Cano et al., 1987).

Por 1ltimo, no se ha encontrado ninguna variante de CMd en H. vulgare ni en

accesiones de H. spontaneum (Salcedo et al., 1984),
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Debido a la baja variabilidad intraespecifica de las protefnas CM, este grupo de
protefnas presenta gran interés en estudios filogenéticos y taxonémicos (Johnson, 1972;
Delibes; Rodriguez-Loperena et al., 1975). Este es el caso del trabajo realizado por Molina-
Cano et al.(1987), donde se demuestra que algunas variantes de las proteinas CM se
encuentran restringidas a un origen geogréfico determinado, como es el caso de CMe2.1-2.2
y CMb-2, cuya presencia se restringe a H. spontaneum de Marruecos y algunos cultivares

europeos de posible origen marroqui.

1.8. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es contribuir a un mejor conocimiento de las
caracterfsticas agrondmicas y bioquimicas de las cebadas disticas espafiolas, no empleadas
hasta el momento en ninglin programa de mejora. Para ello se tratardn aspectos centrales
tales como el estudio del rendimiento y sus componentes del material autdctono, estudios de
la calidad maltero-cervecera de estas cebadas, y estudios bioquimicos basados en proteinas

de reserva (hordeinas) y protefnas solubles en cloroformo-metanol (CM).

Se estudiard asf mismo la filogenia de las cebadas disticas espafiolas mediante una
caracterizacién morfolégica de las accesiones en estudio y el uso de los marcadores
bioquimicos anteriormente mencionados.

Para el desarrollo de estos objetivos se investigardn los siguientes aspectos concretos:

1. Ensayos de rendimiento de las cebadas espafiolas en localidades diferentes. Estudio de los

componentes del rendimiento de las mismas y caracterizacién morfolégica.

2. Pruebas de micromalteo de las accesiones de cebada y andlisis de los pardmetros fisico-

quimicos que determinan la calidad maltero-cervecera.
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3. Estudios de variabilidad intergenotipica fundamentados en patrones de proteinas de reserva

de endospermo de cebada.

4. Estudios de variabilidad en las proteinas CM de las accesiones analizadas.

5. Determinacidn de la filogenia de las cebadas dfsticas espafiolas mediante su comparacion
con cebadas europeas de diferente origen geogrifico. Para este objetivo se empleardn

hordefnas y proteinas CM como marcadores filogenéticos.

6. Aislamiento y caracterizacion de las nuevas variantes de inhibidores de a-amilasas/tripsina

detectadas en el presente trabajo.

7. Estudio de las propiedades inhibitorias "in vitro" de las nuevas variantes purificadas.
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II.1. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado en el presente trabajo, estd formado por una coleccién
de 97 accesiones de cebadas disticas de diferente origen geografico, enumeradas en la Tabla
IL.1.

Entre ellas se encuentran un total de 47 genotipos antiguos espaiioles, que forman
parte de la coleccién de la Estacién Experimental de Aula-Dei (Zaragoza), de la coleccién
de La Cruz del Campo S.A. (Sevilla) y del Banco Nacional de Germoplasma del I.N.L. A.
(Madrid).

El resto de genotipos estudiados en el presente trabajo, tienen su origen en
Centroeuropa, Europa Oriental y Turquia. La procedencia de este dltimo material es del
National Small Grains Collection, U.S.D.A. También forman parte de la coleccidn dos

accesiones de Hordeum spontaneum procedentes de Grecia y Creta.

Se han utilizado las siguientes abreviaturas como c6digos de cada tipo de coleccidn:
-AD:Coleccion de la Estacién Experimental Aula-Dei (Zaragoza)

-LCC:Coleccion de la Cruz del Campo S.A. (Sevilla)

-BNG:Coleccion del Banco Nacional de Germoplasma (INIA, Madrid)

-E:National Small Grains Collection

Tabla II.1. Accesiones de cebada analizadas

Accesiones Cédigo Origen
Cervecera de Burguete AD-5 Navarra. Espafia
0188 AD-21 desconocido
Chevalier II AD-34 Gran Bretaifla
Skursmo AD-36 desconocido
Granja de Jerez; linea 121 AD-47 Cddiz. Espafia
Granja de Jerez; linea 7 AD-53 Cédiz. Espafia
Granja de Jerez; linea 20 AD-54 | Cédiz. Espafa
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Tabla I1.1, (Continuacién)

Accesiones Cadigo Origen
Montagne AD-75 Francia
Sarah AD-77 Francia
Nue Grosse AD-78 Francia
Largas de Ciudad Real AD-79 Ciudad Real. Espafia
Bohmerwald AD-88 Checoslovaquia
Brautest Harzer AD-89 Alemania
St.1256 Harar AD-98 desconocido
Seleccién Merissa AD-112 Marruecos
Alava 1 AD-122 Navarra. Espafia
Aula Dei 1 AD-138 desconocido
Castején de Sos AD-161 Zaragoza. Espafia
Samper de Calanda 3 AD-177 Teruel. Espaiia
Samper de Calanda 4 AD-179 Teruel. Espaifia
Torres de Berrellen 1 AD-182 Zaragoza. Espafia
Biscarrues 4 AD-200 Huesca. Espafa
Gudar 1 AD-234 Zaragoza. Espafia
Tarazona AD-244 Zaragoza. Espafia
Pdmula de Solsona AD-248 Lleida. Espafia
Isaria LCC-49 Alemania
Kenia LCC-50 Dinamarca
Pdmula de Artés LCC-63 Lleida. Espaiia
Pdmula de Solsona LCC-64 Lleida. Espafia
Spratt Archer LCC-72 Gran Bretafia
Almazan LCC-286 | Soria. Espaiia
Judes LCC-287 | Soria. Espafia
Beltejar LCC-288 | Soria. Espafia
Mosarejos LCC-289 | Soria. Espafia
Retortillo LCC-290 | Soria. Espafia
San Pedro Manrique LCC-291 | Soria. Espafia
Branisovicky LCC-304 | Checoslovaquia
Chlumecky LCC-305 | Checoslovaquia
Detencky K. LCC-306 | Checoslovaquia
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Tabla II.1. (Continuacién)

Accesiones Codigo Origen
Manacky S. LCC-307 | Checoslovaquia
Rapid LCC-308 | Checoslovaquia
Slovensky LCC-309 | Checoslovaquia
Valticky LCC-310 | Checoslovaquia
Zefir LCC-311 | Checoslovaquia
BNG-2128 201L Leon. Espafia
BNG-7757 209L Soria. Espafia
BNG-8321 223L Guadalajara. Espaiia
BNG-8739 229L Toledo. Espafia
BNG-8740 230L Toledo. Espaiia
BNG-8741 231L Toledo .Espaiia
BNG-8742 232L Badajoz. Espaila
BNG-8743 233L Badajoz. Espafia
BNG-8744 234L Badajoz. Espafia
BNG-8786 246L Cuenca. Espafia
BNG-9003 284L Soria. Espafia
BNG-9005 285L Soria. Espafia
BNG-9007 286L Soria. Espafia
BNG-9013 287L Barcelona. Espafia
BNG-9015 288L Cuenca. Espafia
BNG-9016 289L Cuenca. Espafia
BNG-9017 290L Cuenca. Espafia
BNG-9018 291L Cuenca. Espaiia
BNG-9024 293L Valladolid. Espafia
BNG-9026 294L Valladolid. Espafia
BNG-9028 295L Valladolid. Espafia
BNG-9031 296L Valladolid. Espafia
White Smyrna 1-E Turquia
Harlan J R 456 4-E Turquia
Harlan J R 2509 5-E Rumania
Harlan J R 3882 6-E Rumanfa
Harlan J R 3904 7T-E Hungria
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Tabla IL.1. (Continuacidn)

Accesiones Coadigo Origen
Harlan J R 8007 8-E Bulgaria
desconocido 9-E Turquia
Harlan J R 8031 10-E Turquia
Harlan J R 4584 11-E Turquia
Harlan J R 4585 12-E Turquia
Harlan J R 4586 13-E Turquia
Harlan J R 4609 14-E Turquia
Harlan J R 4610 15-E Turquia
Landsorte Von Aspang 16-E Austria
Landsorte Von Horn 17-E Austria
Landsorte Von Ramsau 18-E Checoslovaquia
desconocido 19-E Turquia
desconocido 20-E Turquia
Moravan Hanacky 21-E Checoslovaquia
Starovesky Hanacky 22-E Checoslovaquia
Summer Barley 23-E Hungria
Brewers barley 24-E Hungria
Extensiv 26-E Rumania
A Hor 413/61 35-E Turqufa
A Hor 414/61 36-E Turquia
Bavaria 39-E Alemania
Danubia 40-E Alemania
Oberpfalz 41-E Alemania
Amrigschwander 2 zlg. 42-E Alemania
H.spontaneum H.sp Creta-Grecia
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IL.2. METODOS
I1.2.1. METODOS AGRONOMICOS
11.2.1.1. LOCALIZACION Y DESCRIPCION DE LOS ENSAYOS.

11.2.1.1.1. Ensayos de depuracion

Con el fin de depurar el material vegetal inicial y asegurar la homogeneidad del
mismo, se realizaron ensayos de depuracidn varietal durante el afio 90-91, en dos localidades

diferentes de la provincia de Lleida: Gimenells (El Segria) y Bell-Lloc (L’Urgell).

Cada parcela estaba formada por seis surcos de 1,5 m de longitud y 0,2 m de
separacion entre dos consecutivos. La separacién lateral entre parcelas era de 30 cm y la
distancia entre bloques de 1 m. En cada parcela el primer surco era de triticale, empleado
como barrera fisica para separar visualmente y para evitar, en la medida de lo posible,
mezclas fisicas. Los cinco surcos restantes se sembraron cada uno con las semillas

procedentes de una sola espiga.

En el afio 91-92 se volvid a repetir este tipo de ensayo en las mismas localidades,

sembrando cada surco con espigas procedentes de un surco del afio anterior.

11.2.1.1.2. Ensayos de rendimiento
Se realizaron tres ensayos, cuyo disefio estadfstico fue de bloques al azar con dos

repeticiones, en tres localidades diferentes: Gimenells, Bell-Lloc (Lleida) y Zamaduefias
Valladolid), durante el afio 91-92.
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Las parcelas tenfan una longitud de 3m x 8 surcos separados entre s{ 0,15m ; la
distancia entre parcelas fue de 30 cm y se sembraron con una densidad de 350 semillas

germinables por m?,

Para medir los componentes del rendimiento se tomaron a mano 0,5 m de dos surcos

centrales de cada parcela. A partir de este material se determind:

- n° de espigas

- n° de tallos

- n° de granos por espiga
- peso seco de las espigas
- peso seco de los tallos

- peso de 1000 granos

I1.2.1.2. MEDIDAS DE DESARROLLO FENOLOGICO. TASA DE APARICION
FOLIAR Y FILOCRONO.

La caracterizacidn del ciclo vegetativo se hizo con la escala de Haun (1973). El
sistema de notacion de esta escala emplea la aparicién regular de hojas en el punto de
crecimiento, asignando a cada hoja una unidad y un decimal. El decimal expresa la fraccién
de la tltima hoja del tallo principal que se estd desarrollando en relacién con la ultima

completamente desarrollada.

Se midid la escala de Haun en la localidad de Bell-Lloc, durante el afio 1990-1991.
Se anotaron en campo el nimero de hojas del tallo principal en diferentes momentos del
perfodo vegetativo de cinco plantas por parcela, marcadas con pintura en la dltima hoja

completamente desarrollada (para controlar que fuesen siempre las mismas plantas).
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Los valores de la escala de Haun obtenidos, se ajustaron por regresion a los grados-
dfa acumulados desde la siembra al momento de cada muestreo (integral térmica), que se
calcularon a partir de las temperaturas médximas y minimas medidas diariamente en las

estaciones meteoroldgicas de cada localidad, de la siguiente manera:

, ] Tmax + T in
GDD (Grados-dia diarios) = _—2—“3—— Tyuse

GDA (Grados-dia acumulados) = Y GDD

Para esta especie se recomienda utilizar como temperatura base el valor de 0°C (Bauer
et al., 1984). La pendiente de la recta de regresién obtenida es directamente la tasa de

aparicién foliar, y su inversa es el filocrono.

~ El desarrollo fenolégico del cultivo se controld también hasta la antesis mediante la
escala de Zadocks-Chang (1974) con la misma regularidad que se tomaron medidas de Haun.
Para la determinacién de cada estadio se consideré la fecha en que el 50% de las plantas de

la parcela presentaban las caracteristicas propias del estadio en cuestidn.

I1.2.1.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se realizé la descripcién morfoldgica de una serie de caracteres ttiles para la
clasificacién varietal, diferenciando cada cardcter en tipos discriminatorios. Estos caracteres
van seguidos de un cédigo numérico, que sirve para clasificar las variedades en grupos de

semejanza que serdn -procesados posteriormente.
I1.2.1.3.1. Caracteres morfolégicos y fisiolégicos observables durante el ciclo vegetativo.

1. Vellosidad de las vainas de la hojas basales
Glabras . . . . oo v e e 0
Vellosas . ..., 1
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2. Porte de la planta

RaSIIEIO . . v v v e e e e e e e e e e 0
SeMI-TASITEIO & v v v v v v e et e e e e e e e e e e 1
Erguido .........cii .. 2

3. Posicién de la banderola cuando emergen las aristas

Erguida ....... ... .00 0
Inclinada . . . .. ... ... i e 1
Colgante . . ... v i vt ittt e e e 2

4, Pigmentacidn de las auriculas de la banderola

No pigmentadas . ..................co.... 0

Pigmentadas . . . . ... ... i it 1
5. Precocidad del espigado

Tardfa . ...... ... e 0

Intermedia . . .. ... e 1

Precoz . ...... . e 2

11.2.1.3.2. Caracteres morfolégicos de espiga y grano seco.

1. Longitud de las aristas

Médscortaquelaespiga ...........0ivivvnnnn 0
Igualquelaespiga . ...........0civiiv .. 1
Mds largaquelaespiga . ..........c.c0iiiiunn.. 2

2. Longitud de la gluma (incluyendo su arista)

Mds cortaquelalemma ..................... 0
Igualquelalemma ....... e e e e 1
Més largaquelalemma ..................... 2
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3, Vellosidad de las glumas

Glabras (sinpelos) . ......... ... . ... 0

Lampifias (pocospelos) .. ................... 1

Vellosas . . oo v it e e e e 2
4. Tipo de collar

Cerrado . .... . it i e e 0

EnformadeV ........... ... 0., 1

Abierto . . . ... L e 2
5. Perfil del raquis

Conentrenudos rectos . . .. ..o v v v it i it 0

Con entrenudos abultados . . . . ................ 1

6. Longitud media de los entrenudos del raquis (dividiendo la longitud de la espiga sin aristas

entre el nimero de granos). Es una medida de densidad de la espiga.

Menorde3mm ............ .00, 0
Entre3ydmm........c.ciiiiiiunninneon. 1
Mayorde4mm ......... e e 2

7. Vellosidad basal interna de los entrenudos del raquis (tercio medio de la espiga).

Nulaomuydébil ............. ... ... ... ... 0

Fuerte ....... ... i 1
8. Vellosidad de la raquilla

Pelos cortos ylanosos ... ..... ... ..o 0

Pelos largos y sedosos . . . . .. i oo oo 1
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9. Tamaiio de las lodiculas

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Pequeiias . .

Grandes yenvolventes . . . . ........ ...,

Vellosidad del surco ventral

----------------------------

----------------------------

Dentado de 1os nervios laterales de la lemma

Sin espinas .

Con espinas

Color del grano desnudo
Azul o verde

Otros colores

Disposicién de las espiguillas estériles
Paralelas . .

Tamafio de las espiguillas estériles

----------------------------

----------------------------

azulado . ... ... e e e

...........................

----------------------------

----------------------------

Menorquelalemma .. .......... ... .......

Igualquelalemma ........................

Mayorquelalemma .......................

Vellosidad de las espiguillas estériles
Glabras . . .
Lampifias . .

Vellosas . .

----------------------------

----------------------------

----------------------------

---------------------------
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16. Color de la raquilla
Blanca . ....... ... e 0

I1.2.1.4. METODOS ESTADISTICOS
I1.2.1.4.1. Construccién de dendrogramas

Para la construccion de los dendrogramas realizados en el presente trabajo,se utilizé
el método 2M Block Clustering, con distancia Jaccard como coeficiente de similaridad

(Dixon et al.,1990).

1I1.2.1.4.2. Distribuciéon unidimensional de caracteres

El método estadistico utilizado
para observar el tipo de distribucién
que siguen las medias de los
diferentes pardmetros analizados, fue
el Box Plot (Tukey, 1977) efectuado
con el procedimiento UNIVARIATE
del paquete estadistico SAS (1987).

Q2

Este método sustituye al método

cldsico de histogramas, permitiendo
una clara interpretacion del tipo de

distribucion presentada.

El esquema general (Figura

II.1) consiste en una caja central en '

cuyos ejes inferior y superior estin

representados los percentiles 25 (Q1)
Figura IL.1. Representacién esquemdtica del box Plot
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y 75 (Q3) respectivamente. En el centro de la caja aparece una linea horizontal cuyo valor
es la mediana y también aparece un signo +, que representa la media. Las lineas verticales

superior e inferior que parten de la caja, se construyen de la siguiente manera:

superior: 1,5 x (Q3-Q1) + Q3
inferior: 1,5 x (Q3-Q1) - Q1

Si existen valores extremos, por encima o debajo de las lineas verticales (valores entre

los tres rangos intercuartiles), quedan representados con el simbolo .

I1.2.2. CALIDAD MALTERA Y CERVECERA.

Con el fin de evaluar la calidad cervecera de las variedades espafiolas estudiadas, se
llevaron a cabo ensayos de micromalteado, en el centro receptor de cebada y malteria La
Moravia S.A. (Bell-Lloc, Lleida). Asimismo se comprobd la calidad de la malta obtenida,
a partir de determinados pardmetros fisico-quimicos establecidos por la Analytical European

Brewery Convention (4?2 edicién, 1987):

- Humedad

- Protefna total

- Protefna soluble

- Indice Kolbach

- Rendimiento del extracto
- Atenuacion limite

- Viscosidad

- Indice Q de calidad cervecera
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11.2.2.1. OBTENCION DE LA MALTA

Las pruebas de obtencién de la malta se realizan en varias etapas a partir de 100 g

de cebada por muestra.
- Procedimiento
1. Remojo

En esta etapa la cebada calibrada sobre un tamaifio de 2,2 mm de grosor, se pone en
remojo controlado con agua durante intervalos de 14, 10 y 2 horas, cambidndose el agua en

cada paso.
2. Germinacion

El proceso de germinacion dura un total de 5 dfas bajo una temperatura controlada
de 15°C. Los dos primeros dfas se pulveriza la cebada con agua y se remueve para facilitar
la aireacidn asi como para evitar que se apelmace. Los tres dfas restantes no precisan de la

pulverizacion.
3. Tostacion

Una vez germinada la cebada se procede a la tostacién de 1a misma, que se realiza
en dos etapas: la primera es de 20h a 60°C y la segunda de 4h a 80°C.

Posteriormente la cebada germinada y tostada, es decir, la malta se tamiza para
limpiar el grano de las raicillas producidas durante el proceso de la germinacién vy,

finalmente, se realiza una molienda fina de la misma a partir de la cual se obtendrd el mosto.
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I1.2.2.2. OBTENCION DEL MOSTO
- Procedimiento

1. Disponer de 62 gr aproximados de malta fina y afladir 200 ml de agua destilada
previamente calentada a 45°C.

2. Mantener en un bafio a 45°C con agitacién (100rpm), durante 30 min.

3. Subir gradualmente la temperatura (1°C/min) hasta alcanzar 70°C.

4. Afiadir 100 ml de agua destilada calentada a 70°C.

5. Dejar macerdndose en agitacidn a 70°C, durante una hora.

6. Enfriar a temperatura ambiente durante 10-15 min y filtrar.

11.2.2.3. PARAMETROS ANALITICOS DE CALIDAD
11.2.2.3.1. Humedad

Antes que termine el proceso de la maceracién se toma una muestra de 5 gr de malta

para determinar la humedad de la misma.

1. Poner los 5 gr de malta en una placa metdlica e introducir en el horno a 105-107°C.
Mantener durante 3h.

2. Dejar enfriar.

_ Peso fresco - Peso 5€C0 100

H
Peso fresco

11.2.2.3.2. Proteina total

El contenido en protefna total se determina a partir de 1,5 gr de malta de fina

molturacion, antes de macerarse.
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1. Tomar 1,5 gr de harina de malta y afiadir 10 gr de catalizador’ + 20 ml de 4cido

sulftirico.

2. Calentar hasta 450°C durante 30 min.
3. Dejar enfriar y diluir con 150 ml de agua.

4. Transferir el liquido cuantitativamente al destilador.

5. Afadir al mismo destilador 70 ml de solucién de hidréxido sédico al 40% (p/v) y después

una mezcla de unos 25 ml de solucidén de dcido bérico al 2% p/v y 0,5 ml de indicador mixto

(pH 4,4 - 5,8).

6. Se destilan unos 180 ml y se valora el destilado con dcido sulfiirico 0,1 N.

Vo= Volumen gastado de dcido sulftirico 0,1N para el problema.
V’= idem para el blanco.

F = factor de correccién = 87,5

H = Humedad (ver apartado 11.2.2.3.1.)

Pt =
g malta - (100 - H)

T = (V, - V)

- Disoluciones
#Catalizador
SO,Cu.5H,0 | 30g
TiO, 30g
SOK Tke
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11.2.2.3.3. Proteina soluble

N

La determinacién de la proteina soluble se realiza a partir del mosto.

1. Tomar 20 ml de mosto y afiadir 3 ml de dcido sulfiirico concentrado junto con 2 o 3 gotas
de antiespumante.
2. Aiiadir 10 gr de catalizador” y 17 ml de 4cido sulfiirico concentrado.

3. Calentar a 450°C durante 30 min y dejar enfriar.

A partir de aqui, el proceso es el mismo que el de la protefna total.

P x E'
P =__
* 1000 x E,
Ps = Proteina soluble expresada como mg/100ml de mosto
Pv =T x 43,75
E’ = Extracto en porcentaje sobre materia seca.
Ew = Gramos de extracto en 100 ml de mosto
1L.2.2.3.4. Indice Kolbach
El indice Kolbach se obtiene por el valor del cociente entre protefna soluble y proteina

total.

11.2.2.3.5. Rendimiento del Extracto

El contenido del extracto de malta se determina después de macerar y filtrar y
equivale al mdximo volumen de mosto obtenido por kilo de malta. Desde un punto de vista

econdmico una malta serd tanto mejor cuanto mds elevado sea el rendimiento del extracto.
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g - P(H+800)
100 - P

H = Humedad
P = Contenido de extracto de mosto en gr por 100 gr de mosto; esta medida se realiza con

un sacarimetro o picnémetro directamente sobre 100 ml de mosto.

11.2.2.3.6. Atenuacion limite

La atenuacidn limite expresa la fermentabilidad potencial de un mosto. Un mosto serd
de mejor calidad cuanto mayor sea su fermentabilidad y presente la cantidad suficiente de

aminodcidos en solucién para que el desarrollo de las levaduras sea éptimo.

1. Tomar 300-500 ml de mosto y llevar a ebullicion para inhibir las enzimas amiloliticas.
2. Enfriar y afiadir agua destilada hasta alcanzar el peso inicial.

3. Filtrar.

4. Determinar el contenido en azicares mediante el uso del sacarimetro.

3. Tomar unos 200 ml de mosto hervido y afiadir 10 gr de levadura.

4. Mantener a temperatura constante entre 20-25°C y dejar actuar durante 18 h.

5. Volver a medir el contenido de aztcar del mosto con el sacarimetro.

(E,- E)) . 100
El

Atenuacion aparente (%) =

El

medida inicial del extracto

E2 = medida después de actuar la levadura

Atenuacidn limite = Atenuacién aparente x 0,81
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11.2.2.3.7. Viscosidad

La viscosidad del mosto se determina a 20°C utilizando un viscosimetro calibrado.
11.2.2.3.8. Indice Q de calidad cervecera

La evaluacion de la calidad cervecera, como hemos visto, se realiza a través de una
serie de pardmetros analiticos que se determinan en la cebada, la malta y el mosto. Esta
evaluacion produce tablas de datos bastante complejas, cuya interpretacion global es dificil.
Para obviar esta dificultad, el Comité de Cebada y Malta de la EBC ha desarrollado un
indice de calidad denominado Q, capaz de medir, con una sola cifra entera del 1 al 9, la
calidad global de una variedad (Molina-Cano, et al., 1986; Molina-Cano, 1987). El indice

se determina a partir de los valores siguientes:

- Rendimiento del extracto
- Indice de Kolbach
- Atenuacion limite
- Viscosidad
- Poder diastitico (actividad amilolitica). La contribucién mdxima de este
pardmetro al indice Q, tan s6lo supone un 5% por lo que suele prescindirse su
determinacion).
Q= %; w;- Qi ; i= variedad
j= pardmetro de calidad
k= afio

w;= coeficientes de ponderacién para cada pardmetro:

- Rendimiento del extracto: 0,45

- Indice Kolbach: 0,10
- Atenuacién Iimite: 0,15
- Viscosidad: 0,25
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Q= 9.% (z), donde @ representa el valor normalizado para cada variable y entrada en el
ané.liSiS (Zijk)'
O < Qijkl < 9

c= valor de referencia (patrén)
Xg= valor del pardmetro j, para la variedad i, el afio k
x;= valor de referencia para el pardmetro j

s;= desviacion tipica europea (Molina-Cano et al., 1987)

Los valores de referencia de cada uno de los pardmetros de calidad y sus desviaciones

estdndar, se representan en la Tabla IL.2.

Tabla I1.2, Valores de referencia y desviacién estdndar para los pardmetros de calidad maltero-cervecera

Pardmetro X 5;
Rendimiento del extracto 79,87 1,70
Indice Kolbach 39,58 4,48
Atenuacién limite 79,80 2,96
Viscosidad 1,60 0,134

Este indice, cuya validez estadistica estd demostrada (Molina-Cano et al., 1986),

permite clasificar las variedades de la siguiente forma:

Valor de Q Observaciones

1<Q<5 Cebada pienso

5<Q<7 Cebadas cerveceras de calidad moderada
7<Q<9 Cebadas cerveceras de alta calidad
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I1.2.3 METODOS BIOQUIMICOS
I1.2.3.1. EXTRACCION DE PROTEINAS
11.2.3.1.1. Extraccién de proteinas a escala preparativa
Se siguié esencialmente el método de Sdnchez-Monge et al. (1986).
- Procedimiento

1. Extraer la harina con NaCl 0,15 M en una relacién 1:3 (p/v) durante 2 h a 4°C.

2. Centrifugar a 10000 rpm durante 20 min a 4°C.

3. Precipitar el sobrenadante con sulfato aménico (100%) hasta un 50% de saturacidn.
Mantener 3h a 4°C.

4. Centrifugar a 10000 rpm durante 20 min a 4°C.

6. Resuspender el precipitado en acetato aménico 0,1M.

7. Dializar frente a agua destilada durante 24 h a 4°C y liofilizar.

8. Conservar liofilizado a -20°C.

El extracto crudo obtenido, enriquecido en la familia de inhibidores de o-
amilasas/tripsina se denomina Extracto Bruto de Inhibidores (EBI)
11.2.3.1.2. Extraccién de proteinas a escala analitica.

Este método se realizé de forma rutinaria en el laboratorio para la obtencién de mapas
bidimensionales de las diferentes variedades estudiadas en el presente trabajo. A partir de

granos individuales se obtuvieron extractos de proteinas en tubos "eppendorf", siguiendo el
método de Salcedo et al. (1984).
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- Procedimiento

1. Deslipidar la harina con éter de petréleo (p.e. 40-60°C) en una relacién 1:10 (p/v),
durante 1 h a T? ambiente.

2. Centrifugar a 12000 rpm durante 5 min, y eliminar el sobrenadante. Dejar secar la harina.
3. Extraer dos veces con 500 ul de Etanol 70% o con una mezcla Cloroformo-Metanol 2:1
(v/v), en una relacién de disolvente 1:6 (p/v), durante 1h.

4. Centrifugar a 12000 rpm durante 5 min.

5. Evaporar el disolvente al vacfo.
11.2.3.2. METODOS CROMATOGRAFICOS
11.2.3.2.1. Cromatografia de filtracion molecular

La cromatograffa de filtracién molecular, se realizé con el fin de fraccionar el
Extracto Bruto de Inhibidores. La cromatograffa se realizé utilizando como soporte Sephadex
G-100 (Pharmacia) en columnas de 2,5 x 90 cm y como tampdn de elucidn, acetato amdnico
0.1 M, a un flujo de 25 ml/h . Las muestras (200 mg de proteina) se aplicaron disueltas en
el mismo tampdn y la lectura de 1a absorbancia se realizé a 280 nm. Las fracciones obtenidas
se liofilizaron directamente.
11.2.3.2.2. Cromatografia liquida de alta presién (HPLC).

Se utilizaron los siguientes soportes:

- Columna Ultrapore 300-5 C3 de 250 mm X 10 mm.
- Columna Vydac C4 (Knauer) de 250 x 25 mm y un tamafio medio de particula de 5 um.
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La separacién tuvo lugar a temperatura ambiente y flujos de 0,5-1 ml/min, utilizando

distintos gradientes lineales :

25-40 % de acetonitrilo en 0,1% de 4cido trifluoroacético durante 150 6 225 min
seguin la variante protéica a purificar, en las fracciones de 12,5 kDa con actividad anti-
tripsina.

28-40 % de acetonitrilo en 0,1% de 4cido trifluoroacético durante 180 min, para las

fracciones correspondientes a los inhibidores tetraméricos.

La lectura de la absorbancia se realizé a 214 nm y las fracciones eluidas, se

liofilizaron directamente.

11.2.3.3. METODOS ELECTROFORETICOS

11.2.3.3.1. Electroforesis unidimensional: Electroforesis en geles de poliacrilamida en

presencia de dodecil sulfdto sédico (SDS-PAGE).
- Procedimiento

Con el fin de conseguir una mejor resolucidn, se utilizaron electroforesis discontinuas
siguiendo basicamente el método de Laemmli (1970). Este sistema consta de un gel separado
en dos partes: Un gel superior, preparado a baja concentracién de acrilamida, y otro gel
separador en la parte inferior, mucho mds largo y a una concentracién de acrilamida

superior.
1. Preparar la mezcla de polimerizacion del gel separador (inferior), que variard segtin el

porcentaje de acrilamida que deseemos. Para el presente trabajo se utilizaron concentraciones
del 10% :
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acrilamida/bisacrilamida 30%-0,8% (p/v) 12,3 ml

tampén tris 1.5 M pH 8,8 9,37 ml
H,0 15,25 ml
SDS 10 % 375 ul

2. Afiadir TEMED (60 pl), y persulfato aménico al 10 % (375 ul).
3. Dejar polimerizar a T? ambiente de 15 a 30 min.
4, Preparar la mezcla de polimerizacién del gel de apilamiento (superior), que siempre es en

la misma relacién:

acrilamida/bisacrilamida 30%-0,8% 1,7 ml

tampén tris 1 M pH 6,8 1,25 ml
H,0 6,8 ml
SDS 10% 100u1

5. Afiadir TEMED (20 ul) y persulfato aménico al 10% (200ul).
6. Dejar polimerizar a T? ambiente de 15 a 30 min.
7. Preparar las muestras afiadiendo un volumen de tampon de muestra (x2) con 10% (v/v)

de B-mercaptoetanol. Calentar durante 10 min en un bafio a 100°C.

Para la determinacion de pesos moleculares mediante este sistema, se utilizaron como

marcadores las siguientes proteinas:
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Proteina P. M. (kDa)
Fosforilasa B 92,5
Albtimina de suero bovino 67
Ovoalbtimina 45
Anhidrasa carbdnica 29
Inhibidor de tripsina de soja 21
Citocromo C 12,5

8. La electroforesis se realiza normalmente a 20 mA, durante 10-15 horas. Los geles

utilizados fueron de 16 x 18 cm.

- Disoluciones

Tampoén de cubeta (x10)

Tampoén de muestras (x2)

Tris HCI (pH 8,3) 0,2 M

Tris HCI pH 6,8 125 mM

Glicina 1,92 M

Glicerol 10%

SDS 1%

SDS 4%

H,0 hasta 11

B-mercaptoetanol 10% (v/v)

Azul de bromofenol 0,08 %
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- Tincién de Geles

Durante la realizacién de este trabajo, se utilizaron dos tipos bdsicos de tincién: con
Azul de Coomassie y con plata. El método escogido dependid bdsicamente de la cantidad de
proteina a detectar. Mientras que con Azul de Coomassie se detecta 1 pug de proteina por
banda, la tincién con plata detecta 50 ng, aunque los mérgenes de deteccién varfan de una
proteina a otra. En ambos casos, las protefnas se encuentran fijadas a la matriz de

poliacrilamida.
.Tincion con Azul de Coomassie

1. Sumergir el gel durante media hora en la disolucidn de tincién, que a la vez fijard
las protefnas (50% TCA y 0,2% Azul de Coomassie R).
2. Para desteilir el gel deben realizarse varios lavados con la disolucién destefiidora

(30% metanol, 10% 4cido acético), hasta que alcance el contraste deseado.
.Tincién con plata (Wray et al., 1981)

1. Fijar el gel en metanol 50% durante mds de una hora con agitacion. Es preferible
dejar el gel el mayor tiempo posible para eliminar el SDS.

2. Lavar abundantemente con agua Milli Q.

3. Preparar una disolucién con 0,8 g de nitrato de plata en 4 ml de agua. Afiadir 21
ml de NaOH al 0,36% (la plata precipita). Afiadir lentamente 1,4 ml de hidréxido
amoénico concentrado hasta que el precipitado se redisuelva. Afiadir agua hasta 100
ml. No usar después de transcurridos 20 min.

4. Retirar el agua del gel y verter los 100 ml de la disolucién de plata.

5. Agitar durante 15 min, Decantar.

6. Lavar con agua durante 5 min. Decantar,
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7. Revelar el gel con 500 ml de agua a los que se le han afladido 2,5 ml de dcido
citrico al 1% y 250 ul de formol. Agitar hasta que se haya alcanzado un suficiente
revelado.

8. Decantar. Parar la reaccién con metanol 50%.

I1.2.3.3.2. Electroforesis bidimensional: isoelectroenfoque (IEF) x electroforesis en geles
de almidén (SGE) a pH 3,2

Primera dimensién

La primera dimensién o electroenfoque se realizd segtin el método de Wrigley (1970)

con las modificaciones descritas por Fra-Mon et al. (1984).
- Procedimiento

1. Mezclar 500 pul de disolucién A con 120 ul de disolucién B y 40 ul de anfolinas (40%
p/v) del intervalo de pH 4-9 6 5-8, por cada tubo que se desee preparar. En el caso de que
el electroenfoque se realice en condiciones no disociantes, se sustituird la disolucién A, por
agua.

2. Afadir 30 ul de disolucién de persulfato aménico al 1% y 30 ul de disolucién C.

3. Llenar el interior de los tubos de vidrio cilindricos, con dimensiones 160 mm x 2 mm
(didmetro interno), hasta una altura de 140 mm.

4. Fotopolimerizar durante 30 min con la ayuda de luz fluorescente.

S. Insertar los tubos en la cubeta de electroforesis correspondiente. Afiadir en la cubeta
superior (dnodo), dcido sulfiirico al 0,2 % y en la inferior (cdtodo), etanolamina al 0,4%.
6. Realizar un pre-enfoque aplicando una corriente continua de 0,5 mA/tubo, intensidad que

se mantiene hasta alcanzar un voltaje de 470 V.
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7. Redisolver la muestra a insertar en 25 ul de disolucién A. En el caso de geles no
disociantes, las muestras se incluyen en la mezcla de polimerizacién.

8. Insertar la muestra en el extremo dcido del tubo, y realizar la electroforesis durante 6 h
a 470 V.

9. Sacar los geles del interior de los tubos, inyectando agua a presién. Procesarlos para la

segunda dimensién o guardarlos congelados a -20°C.

- Disoluciones

Disolucion A urea 9M
Disolucién B acrilamida/bisacrilamida
30%-0,8%

Riboflavina 3,2 mg
Disolucion C TEMED 1200 ul
H,0 20 ml

Segunda dimensién: Electroforesis en geles de almidén (SGE) pH 3,2.

Se sigui6 bdsicamente el método de Woychick et al.(1961), efectuando la
electroforesis sobre geles de almidén en tampon ldctico-lactato de aluminio, urea 3 M, con

la modificacién en el espesor del gel, que se reduce a 1 mm.
- Procedimiento

1. Diluir 38 g de almidén hidrolizado en 380 ml de tampdn de electroforesis lactico-lactato.
La mezcla se agita constante y enérgicamente, en un bafio marfa a 80°C durante 3 min.
2. Moldear la masa obtenida entre dos placas de vidrio separadas por un marco de

metacrilato de dimensiones internas 180 x 280 x 1 mm, y dejar enfriar a temperatura
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ambiente durante un minimo de tres horas. Eliminar las posibles burbujas con la ayuda de
una jeringa hipodérmica.

3. Efectuar en el gel una ranura con bisturf, de 140 mm x 2 mm, donde se inserta el gel de
primera dimension.

4. Colocar el gel entre dos cubetas de pldstico con tampén l4ctico-lactato y establecer un
contacto por medio de esponjas empapadas en tampon.

5. Aplicar un voltaje de 20 V/cm durante 4h a 4°C.

- Tincién del Gel

Es la mds favorable para estas proteinas segiin el estudio realizado por Aragoncillo
et al. (1975).
1. Disolver 0,5 g de Nigrosina en 454,5 m! de agua destilada, 454,5 ml de metanol y 91 ml
de dcido acético. Agitar la mezcla durante 6 h y filtrar.
2. Sumergir el gel en la solucién de nigrosina 0,05% y mantener durante 16 h.

3. Lavar el gel con agua y desteilir el fondo del gel con etanol al 70%.

- Disoluciones

Tampon de electroforesis*

Urea 750 g
Lactato de aluminio 19,62 g
H,0 41

*Ajustar el pH a 3,2 con dcido l4ctico.
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11.2.3.4. DETECCION DE GLICOPROTEINAS

Se realizé segiin el método de Gershoni et al.(1985). Las protefnas purificadas (2-5ug)
se sometieron a SDS-PAGE, junto con un control positivo (transferrrina) y otro negativo
(quimotripsinégeno). Después de la electroforesis, las muestras se electrotransfierieron a

membranas de PVDF (Inmobilén, Millipore), en las condiciones que se indican.

1. Sumergir el gel en tampén de transferencia (Tris 50 mM, é&cido bérico 50 mM, pHS,3),
durante 15 min.

2. Sumergir la membrana en metanol absoluto y después, introducir en tampén de
transferencia, durante 15 min.

3. Montar la cubeta de transferencia donde se sitian por orden, dos filtros Whatman n° 1
del mismo tamafio de las membranas, el gel, la membrana y otros dos filtros. Vigilar que no
queden burbujas entre los diferentes componentes.

4, Realizar la transferencia a 100 V durante 1 h.

Posteriormente la membrana se procesa para la tincién de glicoproteinas.

- Procedimiento

1. Lavar la membrana varias veces con agua.

2. Mantener 30 min en oscuridad y agitacién suave en 10 mM dcido peryddico.

3. Lavar varias veces con agua hasta la neutralidad.

4. Sumergir la membrana en 50 ml de disolucién B + 10 ml de solucién A. Mantener en
agitacién suave y oscuridad durante 45 min.

5. Lavar varias veces con agua (3 veces).

6. Lavar varias veces con solucién B (3 veces).

7. Lavar con metanol 50%.

6. Secar la membrana y mirar con luz ultravioleta.
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- Disoluciones

Disolucién A : 10 mg dansilhidrazina en 10 ml etanol absoluto

.Disolucién B : 0,2 M acetato sédico. Ajustar a pH 5,4 con dcido acético

I1.2.3.5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: Método del 4cido bicinconinico (BCA).

Se siguié fundamentalmente el método de Smith et al. (1985) para soluciones diluidas,
hasta 0,05 mg/ml. Este método estd basado en la formacién de un complejo coloreado entre
el BCA y los iones Cu™ producidos por el efecto reductor de cistefna, cistina, triptéfano y

el enlace peptidico.
- Procedimiento

1. Preparar patrones de protefnas estindar (albimina de suero bovino), a distintas
concentraciones, desde 0,025 a 0,25 mg/ml. |
2. Disponer tubos con 100 ul de cada una de las disoluciones patrén, asf como un tubo
blanco con 100 ul de agua y los tubos con las disoluciones a cuantificar en un volumen final
de 100 ul.

3. Afadir a cada tubo 2,5 ml de una solucién 50:1 de los reactivos A y B comercializados
por Pierce (Protein Assay Kit).

4. Incubar a 60°C durante 30 min.

5. Medir la absorbancia a 562 nm.

6. Representar una recta patrén y determinar en base a ella, la concentracién de proteina

problema.
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11.2.3.6. ENSAYOS DE INHIBICION ENZIMATICA.
11.2.3.6.1. Inhibicién de a-amilasas

Los ensayos de inhibicidn de a-amilasas se realizaron mediante una modificacion del
método de Bernfeld (1955).

- Procedimiento

El extracto con actividad o-amilasa de Tenebrio molitor se preparé de la siguiente
manera:
1. Macerar las larvas en tampdn acetato sédico pH 5,4 durante 10 min a 4°C.
2. Centrifugar a 12000 rpm durante 20 min a 4 °C.
3. Dializar frente al mismo tamp6n y diluir hasta alcanzar la actividad especifica deseada,

conservandose a -20 °C,

Los ensayos se realizan con aproximadamente una unidad de actividad enzimdtica (1
U.A.), definida como la cantidad de enzima necesaria para producir los equivalentes
reductores de 1 umol de maltosa en las condiciones del ensayo. Los valores de inhibicién se

determinan en al menos dos pruebas independientes, como se indica a continuacién:

1. Preparar cuatro tubos control que contendrdn respectivamente, 1 U.A., 1 umol de
maltosa, 1 U.A. + 10 ug de BSA (como control negativo), y un blanco. A su vez preparar
los tubos con la muestra problema liofilizada.

2. Afiadir a cada tubo 230 ul de tampdn (con 1 U.A. en las muestras de inhibidores).

3. Preincubar durante 30 min a 25 °C.

4. Afadir 230 pl de almidén soluble al 1% (p/v) en tampdn.

5. Incubar durante 30 min a 25 °C.
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6. Afiadir 460 ul de dcido 2- hidroxi-3,5-dinitrobenzoico al 1% (p/v) en NaOH 0,4 N, 30%
tartrato sédico-potdsico (p/v).

7. Incubar 5 min en agua hirviendo.

8. Introducir los tubos en hielo para detener la reaccién y diluir con 2 ml de agua destilada.

9. Medir la absorbancia a 540 nm.

- Disoluciones

Reactivo dinitrosalicilico:

1. Disolver 10 g de 3,5-dinitrosalicilico en 200 mi de NaOH 2N.

2. Disolver 200 g de tartrato sédico-potdsico en 500 ml de agua.

3. Calentar cada una de las soluciones con calor, hasta ebullicién y mezclar.

Tampon acetato sédico pH 5,4.
Disolucion A* 17,6 ml
Disolucién BP 82,4 ml-

NaCl 5,58¢
CaCl,.2H,0 14,7 mg
H,0 11

*.Disolucidn A: 288,75 ul de 4cido acético en 25 ml de agua.

®.Disolucién B: 2,23 g de acetato sédico anhidro en 100 ml de agua.
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I1.2.3.6.2. Inhibicidn de tripsina

Para el ensayo de inhibicién de tripsina se siguié el procedimiento de Boisen y
Djurtoft (1981), basado en el método de Erlanger et al. (1961).

- Procedimiento

1. Preparar los tubos con las muestras problema liofilizadas. As{ mismo preparar un control
positivo con un inhibidor de tripsina de soja comercial (Serva), un blanco y otro tubo con
el enzima solo.

2. Afadir a los tubos 150 ul de disolucién de tripsina (equivalentes a 0,13 unidades del
enzima). |

3. Afadir 2 ml de solucién substrato.

4. Incubar la mezcla 45 min a 37 °C.

5. Detener la reaccién afiadiendo 1 ml de dcido acético al 20% (v/v).

6. Medir la absorbancia a 410 nm.
- Disoluciones

.Disolucién de tripsina: 150 ug/ml de tripsina en HC1 1 mM

Disolucion Sustrato

Disolucién 1-BAPA Disolucién Tris-CaCl,
"1-BAPA 21,8 mg | Tris-HCI pH 8,2 0.05 M
CaCl, 0,02 M

"Disolver en 1 ml de Dimetilsulféxido
Mezclar 1 ml de disolucién 1-BAPA con 99 ml de Disolucién Tris-CaCl, precalentada a
37°C.
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11.2.3.7. SECUENCIACION DE PROTEINAS.

La secuencia NH,-terminal de los inhibidores de tripsina CMe-2.1., CMe-2.2, CMe-
2.3, CMe-3.1, CMe-3.2, asi como la de las subunidades de inhibidores tetraméricos de
inhibidores de «-amilasas CMb-2 y CMb-2*, fueron obtenidas por el Dr. C. Lépez-Otin
(Dpto. de Biologfa Funcional. Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo). Para ello se
utilizé un secuenciador de fase gaseosa Applied Biosystems 470 A y los PTH-aminodcidos

generados en cada ciclo se analizaron mediante RP-HPLC.
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II.1. EVALUACION AGRONOMICA DE LOS GENOTIPOS AUTOCTONOS
II1.1.1. DESARROLLO FENOLOGICO DE LOS GENOTIPOS

Uno de los factores principales que determinan el rendimiento en la cebada es el
ajuste fenoldgico de la misma a las condiciones de cultivo. Este ajuste es funcién del niimero
de hojas en el tallo principal, filo o plastocrono (determinantes de fecha de antesis) asf como
de la maduracidn. En el presente apartado se pretende evaluar el grado de variabilidad

existente entre los genotipos espafioles, para cada uno de los factores mencionados.

El seguimiento del desarrollo fenoldgico de los genotipos, se realizd durante el afio
1991-92 en la localidad de Bell.Lloc (comarca del Pla d’Urgel, Lleida) siguiendo la escala
de Zadoks-Chang (1974).

Para el estudio del filocrono del conjunto de accesiones de cebadas espafiolas, se
contaron periédicamente el niimero de hojas en el tallo principal, segin la notacién de Haun
(1973). Estos datos se ajustaron mediante regresién lineal con los grados dias acumulados
en cada toma de datos. Los coeficientes determinados fueron altos, en todos los casos

superiores al 95%.

La pendiente de estas regresiones lineales, es la tasa de aparicidn foliar (hojas/grados-
dfa) y su inversa es el filocrono (nimero de grados dfa necesarios para la aparicién de una

hoja en el tallo principal).

El andlisis de la varianza del n® de hojas del tallo principal de la planta y del

filocrono del conjunto de genotipos se representa en la Tabla III.1
En la Figura III.1 se representa la distribucién de la fecha de antesis (A) de los

genotipos autdctonos estudiados y la distribucién de las medias del n® de hojas en el tallo

principal (B) y el filocrono (C), con respecto a los testigos Plaisant y Zaida.
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Tabla IIL.1. Cuadrados medios y su significacion para el n° de hojas y filocrono en 50 genotipos autéctonos.

Fte. variacion | GL | N° hojas | Filocrono
Genotipo 49 | 8,67 * 465,99 **
error 183

*:0,05 <p < 0,01; **: p < 0,01

I11.1.2. RENDIMIENTO

Paralelamente al estudio del desarrollo fenoldgico de los genotipos autéctonos de

cebada, se desarrollaron ensayos de rendimiento, en tres localidades diferentes, dos en la

provincia de Lleida, Bell.Lloc (comarca del Pla d’Urgel) y Gimenells (comarca del Segria),

y un tercero en Zamaduefias en la provincia de Valladolid. Debido a las limitaciones de

semilla y superficie disponible, el disefio del experimento fue bloques al azar con sélo dos

repeticiones y se incluyeron como testigos los genotipos comerciales Alexis, Cameo, Kym

y Zaida. El andlisis de la varianza para el rendimiento, se representa en la Tabla III.2.

Tabla III.2. Anilisis de la varianza para el rendimiento (t/ha) de 50 genotipos autéctonos, en las localidades

de Gimenells, Bell.Lloc y Zamaduefias.

Fuente de variacion GL CM F
Localidad 2 22,76 195,9 *x*
Localidad (Bloque) 3 0,22 1,9 ns
Genotipo » 49 0.42 3,6 **
Localidad x Genotipo 98 0,21 1,8 **
Error 147 0,12

ns: p > 0,05; *:0,05 > p > 0,01; **: p < 0,01
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