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IV.2.5. B-GLUCANOS Y VISCOSIDAD

Desde un punto de vista estrictamente cualitativo, una malta debe tener bajo contenido

en ft-glucanos para que la viscosidad del mosto sea baja, facilitando su filtración, y para que

aumente el extracto (Bamforth, 1982; Wainwright, 1990).

El contenido de 6-Glucanos de los genotipos en estudio, sólo se determinó en el año

1992. La distribución de los valores medios obtenidos, se representa en la Figura III. 16. Se

observa que existen diferencias significativas entre genotipos, correspondiendo los valores

inferiores a diferentes genotipos autóctonos. El testigo con menor contenido en 6-glucanos

fueBeka (3,11%).

En cuanto a la viscosidad, es un parámetro que depende tanto del contenido de B-

glucanos del mosto, como del contenido en proteína soluble, responsable de la formación de

compuestos de estructura gelatinosa (Van den Berg et al., 1981; Smith y Lister, 1983).

También una degradación incompleta del almidón conlleva la presencia en el mosto de

dextrinas (ver Figura 1.1), azúcares insolubles que contribuyen a la viscosidad del mosto.

La distribución de los valores medios de viscosidad de los genotipos autóctonos y

testigos, se muestra en la Figura III. 14, siendo el valor de referencia de 1,6 c.p. (Molina-

Cano et al., 1987). El valor menor de viscosidad corresponde al testigo Alexis (1,4), seguido

del genotipo LCC-63 y Beka. Los testigos Zaida y Plaisant, han presentado valores

superiores al valor de referencia, existiendo múltiples genotipos autóctonos con valores

inferiores. El genotipo AD-122, presentó un valor inferior al límite, de 1,5 c.p.

IV.2.6. ÍNDICE Q DE CALIDAD CERVECERA

El índice Q, determinado por el Comité de Cebada y Malta de la EBC (European

Brewery Convention), se utiliza para evaluar la calidad cervecera de las cebadas, y se
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determina a través de algunos de los parámetros analíticos anteriormente mencionados

(rendimiento del extracto, índice Kolbach, atenuación límite y viscosidad). Este índice estima

el valor de calidad de una variedad determinada, con cifras comprendidas entre 1 y 9.

Cebadas con índices Q entre 5 y 7, se consideran de calidad cervecera moderada y entre 7

y 9 de alta calidad.

La distribución de los valores del índice Q obtenidos para los genotipos y testigos

estudiados, se representa en la Figura III. 15. Como puede observarse, existen diferencias

significativas entre variedades y solamente el testigo Alexis presentó un valor de 7,24,

quedando el resto de genotipos por debajo de 5 (incluidos testigos). Si bien los valores

absolutos obtenidos del índice Q y sus componentes (Tabla III.8) son muy poco favorables,

estos valores sirven para poder establecer comparaciones relativas entre variedades.

El proceso del malteado se basa, fundamentalmente, en producir los enzimas

hidrolíticos óptimos para modificar la estructura del endospermo y liberar los carbohidratos

de los granulos de almidón contenidos en el interior de la matriz proteica. Los bajos valores

del índice de calidad obtenidos, podrían ser el reflejo del elevado contenido en proteína total,

presentado por el conjunto de genotipos. Estos valores influyen negativamente en el resto de

los parámetros que determinan el índice de calidad, distorsionando los resultados.

La constitución morfológica del grano, es un parámetro de suma importancia en la

determinación de la calidad maltera (Palmer, 1976). Un grano con un endospermo compacto,

donde las proteínas y el almidón se encuentran fuertemente empaquetadas, puede retardar la

acción de los enzimas glucanolíticos, proteolíticos y amilolíticos, causando determinadas

modificaciones que disminuirán el rendimiento del extracto (Palmer y Bathgate, 1983; Mac

Gregor et al., 1992). Asimismo, la cantidad de proteínas solubles que pasan al mosto será

menor, con lo que también disminuirán los valores de la atenuación límite. Por otra parte

elevados porcentajes de proteína en el grano, implican un aumento en la viscosidad, con la

formación de estructuras gelatinosas en el mosto (Van den Berg et al., 1981; Smith y Lister,

1983).
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IV.2.7. VARIABILIDAD GENOTÍPICA PARA LOS PARÁMETROS DE CALIDAD

MALTERA.

La calidad maltera de los genotipos es difícil de predecir, puesto que la influencia de

la interacción genotipo x ambiente puede ser variable (Hockett y Nilan, 1985). Para un

mej orador, es esencial minimizar los efectos medioambientales y seleccionar de acuerdo a

los parámetros más estables (Molina-Cano et al., 1991). En este sentido, se ha determinado

la heredabilidad de los parámetros analíticos estudiados y los resultados se muestran en la

Tabla III. 16. Los valores obtenidos, son en general inferiores a los citados por otros autores

(Molina-Cano, 1987). Los valores de la heredabilidad de la proteína total son

extremadamente bajos y se atribuyen a una elevada variabilidad ambiental. En el resto de

parámetros se observan valores superiores, que indican la existencia de variabilidad genética

entre los genotipos autóctonos. Cabría señalar genotipos como AD-122, AD-21 y 201L, de

bajo contenido en proteína (dentro de los valores extremadamente altos obtenidos) y elevado

rendimiento en extracto, susceptibles a futuros seguimientos en programas de mejora para

evaluaciones de calidad maltero-cervecera.

IV.3. ORIGEN DE LAS CEBADAS ESPAÑOLAS DE DOS CARRERAS

El origen de las cebadas cultivadas (Hordeum vulgare L.) es un tema discutido por

múltiples autores con diferentes puntos de vista. La teoría más ampliamente aceptada, hasta

el momento, sostiene que la cebada es un cultivo monocentrico, con un único centro de

origen en el Creciente Fértil, donde tuvo lugar la domesticación a partir de H.spontaneum

C. Koch en la era Neolítica (Harían, 1992).

Sin embargo, el descubrimiento de H.spontaneum en Marruecos (Molina-Cano y

Conde, 1980; Molina-Cano et al., 1982) y en China (Xu, 1982) amplió considerablemente

los límites de distribución de H.spontaneum, llevando a postularse la hipótesis de considerar
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a Marruecos como un posible centro de origen de las cebadas cultivadas (Molina-Cano et al.,

1987). Este estudio confirmó trabajos realizados previamente (Wiebe, 1968), donde se

sugería un posible origen marroquí de las cebadas españolas de seis carreras.

En el presente trabajo, se ha realizado un estudio sobre la filogenia de las cebadas

españolas de dos carreras, basado en una caracterización morfológica y bioquímica (hordeínas

y proteínas CM) de un conjunto de accesiones antiguas de origen español de dos carreras,

y diferentes cultivares de cebada europeos para su posterior comparación . Asimismo, se han

tenido en cuenta 20 accesiones de H.spontaneum del Creciente Fértil y de diferentes zonas

mediterráneas, caracterizadas previamente en otros trabajos (Molina-Cano et al., 1987).

IV.3.1. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DE LAS ACCESIONES DE

CEBADA.

La caracterización morfológica de cultivares de cebadas españolas, ha sido realizada

extensamente por diversos autores (Alvarez-Peña, 1952; Villena, 1955; Molina-Cano, 1977a)

aunque no se ha utilizado con fines filogenéticos.

Los caracteres morfológicos que se han tenido en cuenta para la descripción del

material estudiado, se detallan el apartado II.2.1.3 y, en función de los fenotipos observados

para el conjunto de caracteres morfológicos, se realizó una agrupación de las accesiones de

cebada consideradas en el presente trabajo (Figura III. 8).

Los resultados obtenidos indican que no existen diferencias morfológicas entre las

cebadas españolas y las europeas. El dendrograma de la Figura III. 8, muestra múltiples

agrupaciones, con orígenes geográficos heterogéneos. Este resultado contrasta con los

obtenidos por Molina-Cano et al.(1977a), donde un grupo de cebadas españolas estudiadas,

presentaban claras diferencias morfológicas con las cebadas europeas tomadas como

referencia. No obstante, se trataba de un grupo reducido de cebadas españolas, quizá no
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representativo del total de las mismas, ya que procedían de la misma área geográfica

(provincia de Soria).

En resumen podría decirse que no existe relación entre los caracteres morfológicos

de un genotipo determinado y la zona geográfica de donde procede.

IV.3.2. EVIDENCIAS BIOQUÍMICAS: HORDEÍNAS Y PROTEÍNAS CM

Las hordeínas (proteínas de reserva del endospermo de cebada), han sido utilizadas

ampliamente en estudios de clasificación varietal (Shewry et al., 1978a, 1978b; Marchylo y

Laberge, 1980, 1981; Jouve et al., 1990), por lo que se han considerado en el presente

trabajo, para evaluar las accesiones de cebada españolas con fines filogenéticos. Asimismo,

se han utilizado las proteínas CM, debido a la baja variabilidad intergenotípica que presentan

(Salcedo et al., 1984; Molina-Cano et al., 1987).

IV.3.2.1. Hordeínas B y C

Los diferentes patrones de hordeínas B, C y D, obtenidos por SDS-PAGE para cada

una de las accesiones de cebada analizadas, se muestran en la Tabla III. 17. El dendrograma

correspondiente a la agrupación de las hordeínas B y C aparece en la Figura III. 20.

Como puede observarse, en el dendrograma aparecen múltiples agrupaciones donde

destacan, por n° de accesiones y similitud de origen, los grupos o "clusters" 1,2,3 y 4. Estos

grupos están constituidos principalmente por genotipos españoles, suponiendo un 73% del

total de los mismos. Se observa, por tanto, una cierta homogeneidad en cuanto a hordeínas

se refiere, para las cebadas españolas de dos carreras.
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IV.3.2.2. Proteínas CM

La distribución geográfica de las variantes genéticas de las proteínas CM (Figura

III.24), indica una clara diferencia entre las cebadas españolas (caracterizadas por la elevada

frecuencia de aparición de las proteínas CMb-2 y CMe2.1-2.2) y las cebadas europeas.

En el dendrograma correspondiente a las proteínas CM (Figura III.23), también se

observan grupos compuestos total o parcialmente por accesiones españolas. En todos los

genotipos analizados, no se ha observado variabilidad para las proteínas CMa-1, CMc-1 y

CMd-1 por lo que las variantes CMb y CMe son las que han determinado las diferentes

agrupaciones.

Cabe destacar el "cluster" 2, donde la combinación de genes que presentan los 22

genotipos que lo componen (CMb-2, CMe-1), son de origen español, con la única excepción

de un genotipo procedente de Turquía. La presencia de este genotipo podría deberse a una

mutación puntual ocurrida en esta zona, ya que el resto de accesiones de Turquía presentan

la variante CMb-1.

También hay que destacar el cluster 4 formado por 12 genotipos, todos españoles.

Estos genotipos presentan una constitución genética (CMb-2, CMe2.1-2.2), que sólo ha sido

detectada, hasta el momento, en accesiones de cebadas de seis carreras y de H. spontaneum

procedentes de Marruecos, en el cultivar francés Hatif de Grignon (de posible origen

marroquí) y derivados de éste, y en el cultivar Porthos (Molina-Cano et al., 1987).

Por tanto, podríamos considerar a los clusters 2 y 4, grupos de origen mediterráneo

occidental. Un 75% de los genotipos españoles, quedan agrupados entre estos dos "clusters".

Los genotipos españoles que constituyen las agrupaciones obtenidas para las hordeínas

B y C, no presentan ninguna correspondencia con los genotipos de los "clusters" 2 y 4 de

las proteínas CM. Este hecho queda justificado por tratarse de proteínas que se heredan
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independientemente, ya que los genes que codifican para las hordeínas B y C, están

localizados en el cromosoma 5 (Kreis y Shewry, 1992) mientras que los genes de CMb y

CMe se han mapeado en los cromosomas 4 y 3 respectivamente (Salcedo et al., 1984).

IV.3.3. IMPLICACIONES RELEVANTES EN EL ORIGEN DE LAS CEBADAS

ESPAÑOLAS DE DOS CARRERAS.

La combinación de proteínas CMb-2, CMe-1 sólo ha sido detectada en cebadas

cultivadas españolas (la única excepción la constituye el genotipo de Turquía, anteriormente

mencionado). Por otra parte, no se conoce la existencia de ninguna accesión de H.

spontaneum con este genotipo (Molina-Cano et al., 1987), lo que podria implicar la

ocurrencia de una antigua domesticación in situ y una posterior desaparición del antecesor

silvestre.

La similitud geográfica y climática entre Grecia (donde existen actualmente

poblaciones de H.spontaneum) y España, podria sugerir la existencia de poblaciones antiguas

de H.spontaneum en la Península Ibérica en tiempos Neolíticos. La desaparición de estas

poblaciones podría haber ocurrido de forma similar a lo postulado por Hadjichristodoulou

(1992) en Chipre donde los pastos naturales de la isla, fueron eliminados por el sucesivo

pastoreo a través de los años. Un caso similar podría haber ocurrido en Siria (Molina-Cano,

comunicación personal).

Estrabón, geógrafo e historiador griego, (año 23 d.d.C.), describió a Iberia en sus

"Apuntes Geográficos", como una tierra completamente cubierta por bosques y montañas

(Mangas, 1980). A su vez, diversos documentos históricos relatan que en la Edad Media, la

Península Ibérica sufrió una fuerte deforestación para permitir el pastoreo de las ovejas de

raza Merina, y el consiguiente desarrollo de la industria de la lana. Esta brusca perturbación

ecológica, podría haber sido la causa de la desaparición de H.spontaneum de la Península

Ibérica.
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Por otra parte, la existencia de genotipos CMb-2, CMe2.1-2.2, en cebadas cultivadas

de origen español, francés y marroquí, así como en H.spontaneum de Marruecos (Molina-

Cano et al., 1987), podría deberse a la introducción en la Península Ibérica y Francia de

cebadas previamente domesticadas en el Magreb. Alternativamente no puede descartarse la

posible existencia en tiempos prehistóricos, de cebadas silvestres con este genotipo.

IV.3.4. EVIDENCIAS HISTÓRICAS

Diversos autores sostienen que todas las cebadas cultivadas han sido importadas del

Creciente Fértil, posiblemente de la Península de Anatolia (Renfrew, 1989). Sin embargo,

otros autores postulan la idea de una posible domesticación en Europa (Dennell, 1983;

Barker, 1985) o en paralelo en regiones Mediterráneas como Grecia, donde se han

encontrado restos de cebadas silvestres de la era Paleolítica (Hansen y Renfrew, 1978).

Las primeras invasiones históricas de la Península Ibérica por Fenicios y Griegos,

datan del año 800 a.d.C.(Tuñón de Lara et al., 1980), aunque se han encontrado restos de

cebadas cultivadas en dos cuevas de Alicante, cuyas fechas medidas con 14C, datan de los

años 4500 y 5590 a.d.C. (Buxó, comunicación personal). En este sentido, algunos

investigadores postulan que el Neolítico no es exclusivo de la zona del Creciente Fértil.

También existen evidencias del Neolítico en los países del Mediterráneo Occidental, aunque

posiblemente debido a migraciones de poblaciones procedentes del Creciente Fértil (Tuñón

de Lara et al., 1980). La penetración de la onda Neolítica se podría haber realizado a través

de dos vías alternativas. La más importante sería siguiendo la costa del Mediterráneo y la

segunda, a través de Europa central por la cuenca del Danubio (Tuñón de Lara et al., 1980)

(Figura IV. 1)

Iberia ha sido invadida diversas veces en tiempos históricos, por Griegos, Fenicios

y poblaciones procedentes de Europa Central y del Este, que invadían la península a

comienzos del siglo V (Sayas Abengoechea y García Moreno, 1980).
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Además también fue invadida por los árabes que cruzaron el estrecho de Gibraltar

desde Marruecos, a comienzos del siglo VIII (Arié, 1980). Todos estos invasores, podrían

haber traído semillas de cebada de su lugar de procedencia.

Como resultado de las diferentes posibilidades resultantes de las evidencias históricas

y genéticas aportadas en el presente trabajo, se podrían postular las siguientes hipótesis

(Figura IV. 1):

1. El origen de las cebadas españolas de dos carreras, puede explicarse mediante tres

posibilidades complementarias, ordenadas por su relativa importancia:

a) Domesticación in situ, a partir de un H.spontaneum ancestral, desaparecido en la

actualidad.

b) Procedente del Magreb, a través de las invasiones árabes ocurridas en el siglo VIII.

c) A través del Mediterráneo oriental, en el Neolítico u otros tiempos históricos.

2. La cebada sería por tanto, un cultivo de origen multicentrico, domesticado a lo largo de

la cuenca del Mediterráneo y quizá también en el Tíbet.

IV.4. CARACTERIZACIÓN DE LA VARIANTE CMb-2

Como se ha visto en apartados anteriores, CMb-2 es una variante alélica de BTAI-

CMbl, asociada a un origen geográfico determinado. Esta variante se ha detectado en un

77% de las accesiones de cebadas españolas analizadas, por lo que se ha considerado de

interés su caracterización bioquímica y el estudio de su actividad inhibitoria.

La purificación de CMb-2 del cultivar Hatif de Grignon se ha llevado a cabo por RP-

HPLC, partiendo de preparaciones de filtración molecular enriquecidas en inhibidores
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tetraméricos (ver Figura 111.27). La coincidencia en peso molecular (SDS-PAGE, Fig. 111.29)

y en 23 de los primeros aminoácidos NH2-terminales (Fig. III.30) con BTAI-CMb-1,

confirman el carácter de variantes alélicas de ambas proteínas, y complementa los datos

genéticos previamente publicados (Salcedo et al., 1984).

IV.4.1. ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA SUBUNIDAD BTAI-CMb2 versus BTAI-

CMbl

La reconstitución in vitro del inhibidor tetramérico, se ha conseguido en el presente

trabajo mezclando las subunidades purificadas, a partir de los cultivares Bomi (CMal, CMbl

y CMdl) y Hatif de Grignon (CMal, CMb2 y CMdl). Para obtener valores de inhibición

óptimos, se ha asumido la estequiometría del tetrámero (ICMa: ICMb: 2CMd) demostrada

por otros autores (Gómez et al., 1989).

Los resultados de la actividad inhibitoria frente a a-amilasa de Tenebrio molitor de

los tetrámeros reconstituidos, se muestran en la Tabla III. 19. Como puede observarse, no

existen diferencias significativas entre las actividades inhibitorias de los tetrámeros de los

cultivares Bomi y Hatif de Grignon, es decir, BTAI-CMbl y BTAI-CMb2 actúan de forma

similar en el tetrámero junto a las subunidades BTAI-CMal y BTAI-CMdl. Los elevados

valores de actividad inhibitoria obtenidos para cada uno de los tetrámeros, frente a los

publicados previamente (Sánchez-Monge et al., 1986) pueden explicarse por la estequiometría

de las subunidades utilizadas. Asimismo, los ensayos de inhibición se realizaron

inmediatamente después de purificar las proteínas por HPLC, evitando una posible

inactivación.
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IV.4.2. EFECTO DE LA GLICOSILACIÓN EN LA ACTIVIDAD DE BTAI-CMbl Y

BTAI-CMb2.

Sánchez-Monge et al. (1992) detectaron y aislaron una forma glicosilada de BTAI-

CMbl, con alta capacidad para ligar IgE de pacientes alérgicos a la harina de cereales ("asma

de panadero"). En el presente trabajo se ha purificado la forma glicosilada correspondiente

a la variante alélica BTAI-CMb2 (ver Fig. III. 29). No se han encontrado formas glicosiladas

de las otras dos subunidades del tetrámero, BTAI-CMal y BTAI-CMdl. Las secuencias de

aminoácidos deducidas de los clones cDNA correspondientes a cada una de las subunidades

del inhibidor tetramérico, BTAI-CMal, BTAI-CMbl y BTAI-CMdl, confirman estos

resultados. Mientras que no existe ninguna señal de glicosilación en los clones cDNA de

BTAI-CMal (Rasmussen et al., 1992) ni de BTAI-CMdl (Halford et al., 1988), sí ha sido

detectada esta señal en el clon cDNA de BTAI-CMbl (NLT, residuos 100-102; Medina et

al., 1993).

Como puede observarse en la Tabla III. 19, cuando se sustituye la subunidad BTAI-

CMbl por su forma glicosilada (BTAI-CMbl*) en el inhibidor tetramérico del cultivar Bomi,

no se aprecian cambios significativos en los niveles de inhibición. Asimismo, el componente

glicosilado no puede sustituir a ninguna de las otras dos subunidades del tetrámero (BTAI-

CMal y BTAI-CMdl), como queda reflejado en las drásticas disminuciones de los valores

de inhibición cuando se producen estos cambios. Estos resultados se confirman en el cultivar

Hatif de Grignon, cuando la subunidad BTAI-CMb2 es substituida por la forma glicosilada

BTAI-CMb2*.

Los resultados observados con respecto al efecto de la glicosilación, sugieren que este

tipo de modificación no está directamente relacionada con la regulación de la actividad

inhibitoria del tetrámero.
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TV.5. NUEVAS VARIANTES ALELICAS DEL INHIBIDOR DE TRIPSINA CMe

En el presente trabajo, se han aislado y caracterizado cinco variantes alélicas del

inhibidor de tripsina de cebada BTI-CMe (CMe2.1, CMe2.2. CMe2.3, CMeS.l y CMe3.2).

Las variantes han sido detectadas tanto en accesiones de H, vulgare como de H.spontaneum

de distinto origen geográfico y con frecuencias de aparición diferentes.

Las variantes CMe2.1 y CMe2.2 presentes en el cultivar Hatif de Grignon (Fig.III.32,

B), se heredan conjuntamente y se expresan de forma codominante con respecto a BTI-CMel

(Salcedo et al., 1984), apareciendo en un 43% del total de accesiones de cebada analizadas.

Con respecto a las proteínas CMe3.1 y CMe3.2, siempre aparecen juntas en los

mapas de electroforesis bidimensional (Fig.III.32 C) y en una frecuencia del 23% en las

accesiones de cebadas analizadas.

IV.5.1. SECUENCIAS NH2-TERMINALES DE LAS VARIANTES DE BTI-CMe EN EL

CULTIVAR HATIF DE GRIGNON.

Las secuencias NH2-terminales de las variantes purificadas a partir de harina del

cultivar Hatif de Grignon (CMe2.1, CMe2.2 y CMe2.3), se muestran en la Figura 111.39.

Las tres variantes mostraron diferencias en sus secuencias con respecto a BTI-CMel

del cultivar Bomi (Odani et al., 1983b; Lázaro et al., 1985). Las secuencias que aparecen

en la Figura III.39 indican la presencia de, al menos, dos genes diferentes que codifican para

variantes de BTI-CMe en el endospermo del cultivar Hatif de Grignon, en contraste con el

cultivar Bomi donde sólo se ha detectado una única variante (Salcedo et al., 1984; Rodríguez-

Palenzuela et al., 1989). Royo et al. (1991, datos sin publicar) han caracterizado un clon

genómico de BTI-CMel, que contiene dos copias del gen en un fragmento de 3.9 kb.

Mientras la primera copia codifica un producto con la secuencia de BTI-CMel, la segunda

163



Discusión

es un pseudogen con un marco de lectura abruptamente interrumpido por codones de

terminación. Estos datos, junto a los presentados por otros autores (Salcedo et al., 1984;

Rodríguez-Palenzuela et al., 1989) sugieren que en los cultivares Hatif de Grignon y Valticky

(ver epígrafe posterior), existen duplicaciones en tándem del gen BTI-CMe, y que, a

diferencia del cultivar Bomi, en estas cebadas ambas copias son activas.

Con respecto a las variantes BTI-CMe2.2 y BTI-CMe2.3, presentan secuencias

idénticas en los primeros 12 residuos. Estas dos proteínas eluyen conjuntamente en RP-HPLC

(ver Figura III.35), aunque presentan diferente movilidad en mapas de electroforesis

bidimensional (Fig.III.34) y diferente peso molecular en SDS-PAGE (Fig.III.36). Aunque

no puede descartarse la existencia de tres variantes genéticas de BTI-CMel en el endospermo

de Hatif de Grignon, los resultados pueden explicarse bajo la hipótesis de que BTI-CMe2.2

y BTI-CMe2.3 sean una misma proteína, siendo BTI-CMe2.3 una forma modificada de BTI-

CMe2.2 por pérdida de un péptido C-terminal. En este sentido existen evidencias tanto en

BTI-CMel como en MTI (inhibidor de tripsina de maíz), de existencia de péptidos C-

terminales en sus cDNA respectivos, que no aparecen en las proteínas secuenciadas (Royo,

1991; Wen et al., 1992). Estos péptidos C-terminales pueden ser de tan sólo tres aminoácidos

como en el caso de BTI-CMe, o incluso de 17 residuos en MTI, pudiendo atribuirse a señales

de empaquetamiento vacuolar ya que las proteínas que se almacenan en vacuolas, sufren un

procesamiento por el extremo C-terminal (Bednarek et al., 1992).

IV.5.2. SECUENCIAS NH2-TERMINALES DE LAS VARIANTES DE BTI-CMe EN EL

CULTIVAR VALTICKY

Las variantes BTI-CMe3.1 y -CMe 3.2 aisladas del cultivar Valticky, se muestran en

el mapa de electroforesis bidimensional de la Figura III. 32 C. Las secuencias de estas

variantes aparecen en la Figura III. 39.
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Los resultados muestran que BTI-CMe3.2 presenta una secuencia diferente a BTI-

CMel y diferente a las secuencias de las variantes de BTI-CMe del cultivar Hatif de

Grignon.

Por el contrario, BTI-CMe3.1 presenta los primeros 18 residuos NH2-terminales

idénticos a los correspondientes de BTI-CMe 1. Este dato, junto al hecho de que ambas

variantes solapen en los mapas bidimensionales, inducen a pensar que se trata de la misma

proteína. Sin embargo, ambas variantes presentan diferente peso molecular en SDS-PAGE

(Figura 111.36) y diferente actividad anti-tripsina (ver Tabla 111.20).

Por todo lo expuesto, podría postularse que BTI-CMel y BTI-CMe3.1 son proteínas

codificadas por dos genes diferentes o bien son el resultado de un procesamiento diferencial

de un mismo producto génico.

IV.5.3. LAS VARIANTES GENÉTICAS DE BTI-CMe MUESTRAN DIFERENTE

ACTIVIDAD INHIBITORIA

La actividad inhibitoria frente a tripsina (de páncreas bovino) de las variantes BTI-

CMe purificadas en el presente trabajo, se muestran el la Tabla III.20. Como puede

observarse, se ha encontrado diferente actividad inhibitoria en las variantes purificadas que

pueden agruparse en tres grupos, dependiendo de su capacidad inhibitoria anti-tripsina, en

orden decreciente:

BTI-CMe3.1 / BTI-CMe3.2

BTI-CMel /BTI-CMe2.1

BTI-CMe2.2 / BTI-CMe2.3

Las diferencias observadas en la actividad inhibitoria de las variantes de BTI-CMe,

contrastan con los resultados mostrados en la Tabla III. 19, donde diferentes variantes

genéticas de inhibidores de a-amilasa que pertenecen a la misma familia que BTI-CMe,
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muestran las mismas actividades. Trabajos previos (Sánchez-Monge et al., 1989; Gómez et

al., 1991) sobre variantes de inhibidores diméricos y monoméricos de a-amilasas, aislados

de trigo hexaploide, tampoco mostraron variaciones en sus especificidades o capacidad

inhibitoria.

Inhibidores de tripsina aislados en otras especies vegetales tales como maiz (MTI) y

mijo (Eleusine comearía, RTI), se han descrito como bifuncionales, es decir, además de

presentar actividad anti-tripsina, inhiben a-amilasas de insectos (Chen et al., 1992; Shivaraj

y Pattabiraman, 1981). Los inhibidores de tripsina de maiz, MTI, presentan una clara

actividad inhibitoria frente a enzimas de insectos que son responsables de plagas de almacén

tales como Tenebrio molitor y Tríbolium castaneum (Chen et al., 1992).

En el caso de las variantes genéticas de BTI-CMe aisladas en el presente trabajo, se

ha comprobado su actividad inhibitoria frente a preparaciones crudas de a-amilasas de

diferentes insectos tales como Sitophilus oryzae, Tenebrio molitor y Tríbolium castaneum.

No se ha detectado ninguna actividad frente a las tres preparaciones de a-amilasas de las

variantes de BTI-CMe, excepto en el caso de BTI-CMe2.1, que presenta una baja actividad

frente a a-amilasa de Tenebrio molitor (García-Casado, Moralejo, Sánchez-Monge, Molina-

Cano, Romagosa y Salcedo, datos sin publicar). Estos resultados indican que las variantes

del inhibidor de tripsina de cebada, presentan especificidades diferentes a las de componentes

homólogos de maíz (BTI-CMe y MTI muestran un 57% de identidad en sus secuencias).

Por tanto, puede concluirse que las variantes de BTI-CMe no son inhibidores

bifuncionales, aunque deberían ensayarse frente a a-amilasas de otros orígenes para

confirmar los resultados.

La caracterización de los clones cDNA de las variantes genéticas de BTI-CMe, podría

ayudar a comprender las bases estructurales de las diferencias observadas en su capacidad

inhibitoria así como su posible procesamiento C-terminal.
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CONCLUSIONES

1. Los genotipos españoles presentan, en general, una baja productividad y condiciones de

cultivo poco desarrolladas^ Asimismo, son genotipos tardíos, de talla elevada y, por tanto,

con bajo índice de cosecha. Presentan pobre nivel de ahijamiento y peso de 1000 granos no

muy elevado. Sin embargo, existen varias expresiones fenotípicas extremas, que los hacen

susceptibles a incluirse en programas de mejora como donantes de caracteres que favorezcan

la adaptabilidad ambiental.

2. Existen determinados genotipos españoles con una potencial calidad maltero-cervecera, ya

que presentan elevados rendimientos del extracto, pese al elevado contenido en proteína total

del grano.

3. No se ha encontrado ninguna relación entre los caracteres morfológicos del grano y la

zona geográfica de donde provenga un determinado genotipo.

4. Existe una amplia diversidad de patrones electroforéticos de hordeínas, en el conjunto de

accesiones analizadas. No obstante, se han encontrado patrones de hordeínas B y C,

característicos de las cebadas dísticas españolas.

5. La variante alélica CMb-2, sólo ha sido detectada en las cebadas españolas de dos y seis

carreras, en el cultivar francés Hatif de Grignon y derivados del mismo, en el cultivar

Porthos y en accesiones de Hordeum spontaneum de origen marroquí. Puede considerarse,

por tanto como una variante característica del Mediterráneo Occidental.

6. El origen de las cebadas españolas de dos carreras, posiblemente sea el resultado de una

domesticación in situ a partir de un antecesor silvestre de Hordeum spontaneum, con la

combinación genética CMb-2, CMe-1. Un 50% de los genotipos españoles posee esta

combinación de proteínas, no detectada en ninguna otra accesión de cebada (excepto en un

cultivar de Turquía, posiblemente debido a una mutación puntual). El resto de genotipos
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presentes en las cebadas españolas, podrían haber llegado a la Península Ibérica tras sucesivas

invasiones a lo largo de la historia.

7. Se ha purificado la subunidad del inhibidor tetramérico de cebada BTAI-CMb-2. Esta

subunidad presenta una única aunque significativa diferencia en los primeros 23 aminoácidos,

con respecto a BTAI-CMb-1, aunque no se han detectado diferencias en su capacidad

inhibitoria frente a a-amilasas de Tenebrío molitor.

8. La glicosilación de las subunidades BTAI-CMbl y- CMb2 del inhibidor tetramérico, no

afecta a la actividad inhibitoria de las mismas cuando se integran en el tetramero. No se ha

detectado ninguna forma glicosilada en las subunidades CMa-1 y CMd-1.

9. Se han aislado y caracterizado cinco variantes del inhibidor de tripsina BTI-CMel. Estas

variantes muestran diferente actividad antitripsina, pudiendo agruparse en tres niveles en

función de dicha actividad.
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