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2 Resumen 
En México la mayor parte de la producción de cebada se utiliza para malteo y 

elaboración de cerveza (Fernández-Vera, 2013). Las variedades mexicanas se 

cultivan en distintos ciclos de cultivo-cosecha: HV2005-04 y HV2008-11 

corresponden a la Región del Altiplano y su ciclo es de primavera verano; 

HV2005-19, HV2007-23 y HV2007-18 corresponden a la región del Bajío y su ciclo 

es de otoño-invierno. Las proteínas del grano son determinantes para la calidad de 

la malta (Howard, 1996; Holopainen, 2012), y de ellas, alrededor del 50 % son 

proteínas de reserva ricas en prolina (prolaminas) llamadas hordeínas, clasificadas 

en cuatro familias (B, C, D, gamma) de acuerdo a su composición y movilidad 

electroforética (Qi, 2006).  

Previamente en el grupo de trabajo se analizaron los patrones electroforéticos 

en una dimensión de hordeínas de semilla y malta secas de variedades mexicanas 

(Salgado-Albarrán, 2015), encontrando una acumulación y procesamiento 

diferencial entre variedades. Sin embargo era necesaria una mejor separación e 

identificación de las hordeínas para encontrar aquellas que fueran marcadores 

moleculares que pudieran distinguir variedades contrastantes de cebada, por lo 

que en este trabajo se propuso aplicar la separación electroforética 2D a las 

hordeínas extraídas de semillas de cebada mexicana junto con la identificación por 

espectrometría de masas (EM) y la inmunodetección con un anticuerpo comercial 

para encontrar diferencias en los patrones de acumulación de hordeínas de 

variedades contrastantes. 

Se encontraron diferencias importantes en la acumulación de las hordeínas B 

y C en cuatro variedades mediante electroforesis 2D, lo que fue confirmado 

mediante la inmunodetección y por identificación por EM, la cual además permitió 

observar la asociación entre diferentes familias de hordeínas como un fenómeno 

que puede ser variedad-dependiente. Con estos resultados se propone a futuro 

estudiar la expresión de las hordeínas encontradas durante el desarrollo del grano 

y su modificación en el malteo para entender mejor la dinámica de cada familia en 

dicho proceso, tan crucial para la elaboración de cerveza.    
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3 Introducción 

3.1 Generalidades de la cebada  
La cebada (Hordeum vulgare L.) es el cuarto cultivo de cereales en 

términos de producción, con un total mundial de 136 millones de toneladas en 

2007, detrás del maíz, el trigo y el arroz (Organización de las Naciones Unidas 

para la Alimentación y la Agricultura, 2007). Taxonómicamente, pertenece a la 

tribu Triticeae dentro de la familia Poaceae (gramíneas). En la misma tribu están 

también el centeno y el trigo, mientras que el arroz y la avena se encuentran en la 

misma familia (Salgado-Albarrán, 2015). 

El cultivo de cebada se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, ya 

que se da desde el norte de África y toda la zona del Mediterráneo hasta las 

proximidades del Círculo Polar Ártico. Se produce principalmente en condiciones 

climáticas y suelos desfavorables. Sus amplias adaptaciones a estas condiciones, 

la versatilidad de sus usos, principalmente como alimento, tanto para ganado 

como humano, y su superioridad como materia prima para las industrias maltera y 

cervecera, son las principales razones que permitieron la domesticación de este 

cultivo a través de la historia (Ferrán-Lamich, 1959; Taner-Akar, 2004). A este 

respecto, a la cebada se le considera un cultivo fundador por la evidencia 

arqueológica de su presencia en sitios pre-agriculturales al sureste de Asia en el 

periodo Neolítico (Zohary et al., 2012), siendo de los más antiguos de los que se 

tiene conocimiento. Dicha evidencia también sugiere que la domesticación de este 

cereal ocurrió en la parte sur del Creciente fértil, en la zona de Jordania e Israel, 

alrededor del 8,000 ANE (Badr, 2000). La domesticación de la cebada consistió en 

la selección de poblaciones silvestres de Hordeum spontaneum con el raquis 

resistente, lo cual evita la dispersión de las semillas al llegar a la madurez y facilita 

la recolección de las mismas (Molina-Cano, 1989).  

En cuanto al aspecto botánico, la cebada es una planta herbácea (Figura 

1A), monocotiledónea (de la semilla emerge una sola hoja primordial), anual 

(principalmente cultivada en primavera), hermafrodita de fecundación autógama, y 

diploide (2n = 14 cromosomas) (Molina-Cano, 1989). 



 

9 

 

Figura 1. Esquema de la planta de cebada. A: Morfología general. B: espiga de dos 
carreras. C: espiga de seis carreras. 

De acuerdo a la morfología de las espigas y el número de hileras o carreras 

que presenten, la cebada puede ser clasificada en dos tipos  (Molina-Cano, 1989; 

Zohary et al., 2012): 

 De dos carreras (Figura 1B): H. vulgare ssp. distichum, tradicionalmente 

llamada Hordeum distichum L. en la que sólo la espiguilla media de cada 

triada del raquis es fértil. Cada espiga por tanto contiene dos hileras de 

espiguillas capaces de producir granos, una en cada lado.  

 De seis carreras (Figura 1C): H. vulgare ssp. Vulgare, tradicionalmente 

llamada H. hexastichum L. en la que las tres espiguillas de cada triada del 

raquis son hermafroditas y fértiles. Las espigas en estas variedades tienen, 

por tanto, seis hileras de espiguillas fértiles, tres en cada lado.  

Es interesante notar que al parecer la aparición de la subespecie de cebada de 

seis carreras fue producto del proceso de domesticación (Zohary, 1969).  

En Europa predomina el cultivo de la cebada de dos carreras, mientras que en 

Estados Unidos se cultivan ambas subespecies. Para la industria cervecera se 

utilizan ambos tipos (Galarza-Mercado, 2006). 
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3.2 Importancia de la cebada en México y el mundo 
La cebada es un cereal de gran importancia a nivel mundial en términos de 

160 millones de toneladas de producción y 70 millones de hectáreas de cultivo 

(registrados en 2004). El grano es utilizado principalmente como alimento para 

animales y como materia prima para producción tanto de malta como de alimentos 

de consumo humano, siendo el malteo el segundo uso más común (Taner-Akar, 

2004).  

Los principales países productores de cebada se muestran en la Tabla 1. 

En conjunto estos aportaron en promedio el 78.8 % de la producción mundial en el 

periodo entre 1995/96 y 2004/05 (Galarza-Mercado, 2006). 

Tabla 1. Producción mundial de cebada, principales países. 

País/región Promedio 1995/96-2004/05 
(miles de toneladas) Porcentaje 

Unión Europea 54,629 38.6 
Rusia 16,040 11.3 

Canadá 12,505 8.3 
Ucrania 8,043 5.7 

Estados Unidos 6,719 4.7 
Turquía 7,130 5.0 
Australia 6,620 4.7 

China 3,323 2.3 
Kazakstán 2,057 1.4 

Irán 2,095 1.5 
Marruecos 1,787 1.3 

India 1,510 1.1 
México 638 0.45 
Subtotal 123,095 86.91 

Resto del mundo 18,538 13.09 
Total mundial 141,633 100 

      Modificado de Galarza Mercado, 2006. 
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Es evidente que en el ámbito mundial la participación de México como 

productor de cebada es escasa, con apenas un 0.45 % del promedio de la 

producción mundial entre 1995/96 y 2004/05. Sin embargo, México figura dentro 

de los principales países productores de cerveza en el mundo, siendo el quinto 

productor más grande en 2014 (Tabla 2) (Kirin, 2015), lo cual hace que su 

producción de cebada sea significativa para la economía nacional. Se estima que 

el 69 % de la producción total de cebada mexicana se destina a la industria 

maltera y cervecera, y el 31 % restante se destina a la alimentación de ganado, 

patrón inverso al observado a nivel mundial. En términos de la superficie 

sembrada, en México se siembran alrededor de 310,000 ha de cebada 

anualmente, de las cuales 230,000 son de cebada maltera (Fernández-Vera, 

2013).  

Tabla 2. Producción mundial de cerveza por país en 2014. 

Lugar País Volumen de 
producción (kL) 

Participación en el 
mercado mundial (%) 

1 China 44,933,300 23.5 
2 Estados Unidos 22,547,400 11.8 
3 Brasil 14,147,000 7.4 
4 Alemania 9,560,000 5.0 
5 México 8,200,000 4.3 
6 Rusia 7,636,100 4.0 
7 Japón 5,468,600 2.9 
8 Reino Unido 4,120,400 2.2 
9 Polonia 3,987,000 2.1 

10 Vietnam 3,890,000 2.0 
 Resto del mundo 66,508,300  
 Total 190,998,100  

Modificado de Kirin Beer University, 2015. 
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3.3 La cebada mexicana 
Las tres principales zonas productoras de cebada en México se encuentran 

en el centro del país y cada una tiene un régimen de cultivo-cosecha distinto 

(Figura 2) (Fernández-Vera, 2013): 

 El Bajío: integrada por los estados de Guanajuato (principalmente), 

Querétaro, Jalisco y Michoacán. El riego de los cultivos se hace 

artificialmente en un ciclo de cultivo-cosecha de primavera-verano. 

 El Altiplano: integrada por los estados de México, Hidalgo, Tlaxcala y Puebla. 

En esta región el riego lo provee la lluvia estacional y el ciclo de cultivo-

cosecha es de otoño-invierno. 

 Región Centro-Norte: integrada por los estados de Zacatecas 

(principalmente), San Luis Potosí, Durango y Guanajuato. Al igual que la 

región del Altiplano, el riego lo provee la lluvia estacional y el ciclo es de 

otoño-invierno. 

 

Figura 2. Regiones de producción de cebada en México. Se indican las variedades 
cultivadas en cada región. 



 

13 

 

Actualmente en estas regiones se encuentran distribuidas cinco variedades 

comerciales de cebada maltera (Figura 2), todas producidas por Impulsora 

Agrícola S.A. (IASA) en colaboración con el Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), con el objetivo de mantener la mejora 

y el desarrollo continuo de nuevas variedades que se adapten a las condiciones 

del campo mexicano y a los requerimientos de la industria maltera y cervecera 

(Fernández-Vera, 2013). Las cinco son de seis carreras, pero cada una cuenta 

con diferentes características, enunciadas a continuación: 

 HV2005-04: Fue liberada al mercado en 1991, entre sus características 

genéticas están la tolerancia a enfermedades como roya lineal amarilla 

(Puccinia striiformis f. sp. hordei), la mancha reticular (Helminthosporium 

teres) y a la escaldadura de la hoja (Rynchosporium secalis). Estas 

características permiten prescindir de las aplicaciones preventivas de 

fungicidas y, con ello, se permite un ahorro considerable en los costos de 

producción del cultivo, además de la consecuente reducción de 

contaminación del ambiente. Es la primera variedad de cebada desarrollada 

en México para condiciones de temporal con tolerancia a la roya lineal 

amarilla. También cuenta con un mayor potencial de rendimiento y calidad, 

de acuerdo con las demandas de la agroindustria (SAGARPA, 2014) y es la 

más utilizada para la elaboración de malta. 

 HV2005-19: Fue liberada al mercado en 1989, tiene en su genealogía 

genes de enanismo de la variedad Dwarf Good de origen de la India. Es 

una variedad bien adaptada a las condiciones de clima y suelo del Bajío, 

donde es resistente al acame (es decir, tiene tallos fuertes) y al desgrane; 

es una variedad tolerante a la cenicilla (Erysiphe graminis) y a la roya de la 

hoja (Puccinia hordei); es la primera variedad mexicana con tolerancia a la 

roya lineal amarilla (Puccinia striiformis f. sp. hordei). Se recomienda para 

áreas de riego y regiones con condiciones semejantes al Bajío (Aguado-

Santacruz, 2008). 
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 HV2007-23: Fue liberada al mercado en 2006, es tolerante a la roya lineal 

amarilla y a la cenicilla y es moderadamente tolerante a la roya de la hoja. 

Tiene un rendimiento potencial de grano 18 % superior al de la variedad 04. 

Fue desarrollada para cultivarse en condiciones de riego en el Bajío 

(Solano-Hernández y Zamora-Díaz, 2009).  

 HV2008-11: Fue liberada en el año 2004, es una variedad desarrollada para 

condiciones de temporal. Presenta tolerancia a la roya lineal amarilla 

(Puccinia striiformis f. sp. hordei), a la roya de la hoja (Puccinia hordei), a la 

mancha reticular (Helminthosporium teres) y a la escaldadura de la hoja 

(Rynchosporium secalis). Posee alto rendimiento potencial con excelente 

calidad industrial (Zamora-Díaz et al., 2008; Fernández-Vera, 2013). 

 HV2007-18: Fue liberada en el año 2006, tiene tolerancia a las principales 

enfermedades de la cebada maltera en condiciones de riego; así como, 

moderada tolerancia a la roya de la hoja (Puccinia hordei), alto potencial de 

rendimiento, calidad industrial y ciclo vegetativo más corto que la variedad 

HV2005-04, usada como testigo para su desarrollo (Zamora-Díaz et al., 

2010). 

 De acuerdo con la Secretaría de Hacienda y Crédito Público (2015), en 

2013 el 73 % de la producción de cebada provino de la región del Altiplano. En 

estas variedades, los criterios de calidad y selección de granos no son los 

suficientemente sensibles para distinguirlas, por lo que resulta importante la 

aplicación de nuevas técnicas que permitan identificar marcadores moleculares 

para diferenciarlas, establecer criterios de calidad y en última instancia para el 

desarrollo de nuevas variedades. 

 



 

15 

3.4 Producción de malta y cerveza 

 

Figura 3. Esquema de la estructura de un grano de cebada. 
  

 Durante el proceso de malteo, el grano de cebada (Figura 3) sufre una 

germinación natural incompleta que involucra una serie de reacciones de hidrólisis 

enzimática en el endospermo. Este proceso se lleva a cabo en tres etapas 

principales (Gupta et al., 2010; Salgado-Albarrán, 2015; Hassan-Benasayag y 

Molina-Cano, 1989), previa selección y limpieza de los granos1. 

1. Remojo: los granos son sumergidos en una cantidad controlada de agua para  

llevar de un 12 a un 40% la humedad total, con el objetivo de iniciar la 

germinación. Sin embargo, debe encontrarse un equilibrio en las condiciones de 

esta parte del proceso, pues la temperatura del agua debe ser la adecuada para 

asegurar una buena solubilidad del oxígeno, evitar el desarrollo de 

microorganismos, y no retrasar la absorción de agua por el grano. El punto de 

equilibrio para estas condiciones está entre los 12 y 14°C, por un periodo de 36 a 

48 horas.  

2. Germinación: una vez que el grano ha absorbido la cantidad necesaria de agua, 

dispone de oxígeno y tiene una temperatura adecuada, el embrión entra en un 

                                                           
1 En México, los parámetros físicos de calidad para la selección de la cebada maltera están establecidos en la 
NMX-FF-043-SCFI-2003. 
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estado de actividad (Tan-Wilson y Wilson, 2012) en el que se inician mecanismos 

de reparación de macromoléculas (ADN, membranas), se reactiva el ciclo celular, 

el embrión produce reguladores del crecimiento (e.g., giberelinas) y se inicia en la 

capa de aleurona la biosíntesis de enzimas hidrolíticas necesarias para la 

movilización de las macromoléculas de reserva del endospermo (Figura 3). A 

través del escutelo, el embrión absorbe los carbohidratos y compuestos 

nitrogenados, producto de la movilización de reservas y empieza a crecer. En un 

lapso de 2-3 días ocurre la protrusión de la radícula. En la germinación se deben 

controlar la humedad, el aire y la temperatura para mantener las condiciones 

constantes en toda la extensión del lote, pues se trata de un proceso exotérmico 

que puede llegar a causar daño a los granos. Además, la germinación se ve 

influenciada por el pH y las concentraciones de O2 y CO2 (Kleinwächter et al., 

2012). Normalmente este proceso se detiene cuando la longitud de la radícula 

alcanza la misma distancia que la longitud del grano.  

3. Horneado: para detener el proceso de germinación y asegurar la estabilidad de 

la malta, la humedad debe llevarse por debajo del 5 %, lo cual se logra con un 

aumento de la temperatura, usualmente mediante aire caliente. Dependiendo del 

tipo de malta que se desee (pálida o tostada), este paso puede llevarse hasta el 

tostado, con un aumento drástico de la temperatura promoviendo reacciones 

químicas entre los carbohidratos y las proteínas del grano, (reacciones de 

Maillard) que producen compuestos coloridos y aromáticos conocidos como 

melanoidinas. Se considera que las maltas pálidas tienen una alta cantidad de 

enzimas activas después del secado. En maltas oscuras la cantidad de enzimas 

que sobreviven es menor y en casos extremos, maltas especiales son tostadas y 

no contienen enzimas activas (Salgado-Albarrán, 2015). 

 Como resultado del malteo estándar, (sin tostado) se produce un aumento 

en la actividad enzimática, la cantidad de proteína soluble y en la degradación del 

almidón a azúcares sencillos, junto con el desarrollo de colores y sabores típicos 

(Hoseney, 1994). Al terminar, los granos de malta se someten a un proceso  
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mecánico de limpieza llamado cribado, para eliminar las radículas y las plúmulas 

que aparecen como producto de la germinación.   

 Es a continuación cuando se comienza con la elaboración propiamente 

dicha de la cerveza (Figura 4) (Hassan-Benasayag y Molina-Cano, 1989): 

 

Figura 4. Esquema general de la producción de cerveza, que incluye la etapa de malteo 
descrita previamente. Tomado de Jelezova, 2015. 

 

1. Molienda: Una vez que la malta ha sido preparada se somete a un proceso de 

molienda con el fin de reducir lo más posible el tamaño de partícula del 

endospermo pero manteniendo la integridad de la cáscara, que servirá más 

adelante como filtro. 
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2. Macerado y sacarificación: la malta molida se mezcla en un tonel con agua y, 

según la legislación y el estilo de cerveza a elaborar, con adjuntos2 (fuentes de 

almidón o carbohidratos fermentables, e.g. granos de otros cereales). Esta mezcla 

se somete a temperaturas lo suficientemente altas para permitir la gelatinización 

del almidón y promover la acción de las enzimas hidrolíticas de la malta, con el 

objetivo de degradar las macromoléculas (almidón proteínas, β-glucanos, 

pentosanos), y obtener azúcares fermentables. Como resultado se obtiene una 

solución acuosa rica en carbohidratos sencillos llamada mosto dulce, mezclada 

con las cascarillas de los granos y de la malta molida. Estas cascarillas sirven 

como filtro durante la separación del mosto, que se pasa a una caldera especial 

para el siguiente paso.  

3. Ebullición: como su nombre lo indica, en esta etapa se aumenta la temperatura 

del mosto dulce hasta llevarlo a ebullición y se procede a añadir el lúpulo: flores 

femeninas de la planta Humus lupulus, que contienen resinas amargas y aceites 

esenciales (α- y β-ácidos principalmente) que aromatizan y confieren a la cerveza 

su sabor característico. Este paso tiene además varios otros objetivos:  

 Destruir cualquier microorganismo presente que pudiera desarrollarse por la 

alta disponibilidad de carbohidratos. 

 Terminar con la actividad residual de amilasa. 

 Precipitar proteínas que hayan formado complejos coloidales inestables con 

otras sustancias como los taninos provenientes de la cáscara de los granos. 

 Eliminar el exceso de aceites esenciales y compuestos azufrados que 

pudieran alterar la calidad sensorial de la cerveza. 

 Desarrollar el color al favorecer las reacciones de Maillard. 

 Reducir del pH y eliminar los iones Ca2+ por precipitación como fosfatos. 

4. Enfriamiento y aireamiento: como resultado de la etapa de ebullición se obtiene 

el mosto lupulado, que debe enfriarse antes de la fermentación. Esto se lleva a 

                                                           
2 La proporción permitida de adjuntos está marcada en la mayoría de las legislaciones de los países 
productores de cerveza. En Alemania existe aún la práctica de la Ley de pureza 1516 que prohíbe 
completamente el uso de adjuntos.   
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cabo en placas intercambiadoras de calor para que la disminución de la 

temperatura sea lo más rápida posible y en condiciones de esterilidad que evitan 

el desarrollo de microorganismos. Una vez que el mosto lupulado se enfría, es 

filtrado para retirar la turbidez producida por la precipitación de las proteínas. La 

operación termina con la inyección de aire estéril a la salida del enfriador, con el 

objetivo de oxigenar el mosto, pues las condiciones de microaerofilia son 

necesarias para que las células de la levadura sinteticen componentes de 

membrana que les permitan desarrollarse en las condiciones de la fermentación y 

resistir la presencia del etanol. 

5. Fermentación: En esta etapa el mosto lupulado se inocula con levaduras del 

género Saccharomyces, que llevarán a cabo la transformación de los 

carbohidratos del mosto en etanol y dióxido de carbono. Al mismo tiempo se 

producen otros compuestos como alcoholes superiores, ácidos orgánicos volátiles, 

aldehídos y ésteres que le dan a la cerveza su gusto particular. La inoculación del 

mosto se hace a unos 5°C, pero al iniciar la fermentación la temperatura aumenta 

por ser un proceso exotérmico. Dependiendo de la especie de levadura y el estilo 

de cerveza a elaborar, hay dos condiciones distintas: 

 Estilo Lager: se utiliza Saccharomyces pastorianus, fermenta a una 

temperatura de 7-11°C 

 Estilo Ale: se utiliza Saccharomyces cerevisiae, fermenta a temperaturas de 

10-15°C. 

Al terminar la fermentación, la cerveza se enfría hasta 0°C y se mantiene así por 

un periodo prolongado de tiempo, llamado maduración, que dependerá del estilo 

particular que se esté elaborando pero que tiene dos objetivos claros: 

 Flocular y separar la levadura y todas aquellas partículas que puedan 

enturbiar la cerveza. 

 Saturar la cerveza con dióxido de carbono, producto de la fermentación de 

los azúcares residuales que permanecen después de la fermentación 

principal. 
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Finalmente, para evitar que la cerveza se enturbie posteriormente, se le debe 

filtrar antes de envasarse. 

6. Envasado y pasteurización: los últimos pasos antes de llegar al consumidor, 

deben evitar fundamentalmente la oxidación y las contaminaciones. La presencia 

de oxígeno en los envases causa la oxidación de los compuestos responsables 

del sabor amargo de la cerveza, distorsionando el sabor; además reacciona con 

los polifenoles, que al oxidarse se combinan con péptidos y proteínas, 

precipitándose y causando enturbiamiento. Las contaminaciones microbianas, 

además de enturbiar la cerveza, suelen alterar negativamente los sabores y 

olores, haciéndola no apta para consumo. Sin embargo, es de notar que a pesar 

de que ningún patógeno humano conocido es capaz de desarrollarse en la 

cerveza, es práctica común en su elaboración a gran escala pasteurizar el 

producto antes de hacerlo llegar al consumidor (Hill, 2009).  

 

3.5 La composición del grano de cebada y su importancia para la 
elaboración de cerveza 

 El grano de cebada consiste aproximadamente (en peso seco) de 65-68 % 

de almidón, 10-17 % de proteína, 4-9 % de β-glucano, 2-3 % de lípidos y 1,5-2,5 % 

de minerales (Gupta et al., 2010). Sin embargo, durante el malteo la composición 

cambia por la actividad de las enzimas hidrolíticas producidas por acción del 

embrión. La composición inicial y los cambios que ocurren son determinantes para 

la calidad de la malta obtenida, y en última instancia, para la calidad de la cerveza 

y la eficiencia económica del proceso de elaboración (Gupta et al., 2010; Finnie y 

Svensson, 2009). Dado que las dos biomoléculas más abundantes son el almidón 

y las proteínas, a continuación se abundará un poco más en su importancia. 

Almidón: 

 Durante el malteo se inicia la degradación del almidón en carbohidratos 

fermentables (glucosa, maltosa y maltotriosa principalmente) como resultado de la 

actividad de las enzimas α-amilasa, β-amilasa, dextrinasa límite y α-glucosidasa 
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(Gupta et al., 2010). La degradación del almidón depende de factores como el 

tamaño de los gránulos y del grado de encapsulación en la matriz proteica. Sin 

embargo, la mayor parte de la modificación del almidón se da durante el 

macerado, pues la actividad de las amilasas depende en gran medida de la 

gelatinización del almidón (Hassan-Benasayag y Molina-Cano, 1989). 

Proteínas: 

 Las proteínas de la cebada son esenciales para la malta y la cerveza, ya 

que hay una relación entre la calidad de ésta última con las variedades de granos 

utilizados y su composición proteica (Agrawal et al., 2013). Se sabe que un alto 

contenido de proteína disminuye la disponibilidad de los carbohidratos del grano, 

lo cual tiene un impacto negativo en la fermentación. El grado de degradación 

proteica también influye en la viabilidad de la levadura, pues los péptidos y 

aminoácidos producidos fungen como fuente de nitrógeno para su desarrollo. En la 

cerveza las proteínas solubles son importantes para la formación y estabilidad de 

la espuma (Gupta et al., 2010; Evans y Bamforth, 2009).  

 Del contenido total de proteína del grano de cebada, 40-50% son proteínas 

de almacenamiento ricas en prolina (prolaminas) llamadas hordeínas, y el resto se 

distribuye entre albúminas, globulinas, inhibidores de amilasa, chaperonas, 

proteínas de unión a lípidos, enzimas y serpinas (Colgrave et al., 2013). Durante el 

malteo, las proteínas de la cebada son parcialmente degradadas por varias 

enzimas proteolíticas (metalo-, cisteín-, aspártico- y serín-proteasas; carboxi- y 

amino-peptidasas), produciendo aminoácidos y péptidos de menor tamaño. La 

mayoría de las proteínas encontradas en cerveza está en un rango de 10-40 kDa 

de peso molecular, y de ellas, las de mayor peso provienen de la cebada (Gupta et 

al., 2010).  

 El interés en las proteínas de cebada ha cobrado tanta importancia, que su 

identificación por técnicas como SDS-PAGE o HPLC se ha convertido en una 

prueba de rutina para la selección de granos en casas malteras y en programas de 

desarrollo y mejora genética de variedades (Gupta et al., 2010).  
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3.6 Prolaminas de cebada: las Hordeínas  
 Las hordeínas representan 40-50 % del total de proteína del grano de 

cebada, son altamente hidrofóbicas, solubles en soluciones acuosas de etanol e 

isopropanol, tienen un bajo contenido de aminoácidos esenciales (en particular 

lisina, treonina y triptofano), y altos niveles de prolina y glutamina (Rechinger et al., 

1993; Schmidt et al., 2015). Se sabe que son altamente tolerantes a mutaciones, 

son seleccionadas neutralmente, muestran alta variabilidad intergenotípica y se 

han utilizado como marcadores genéticos para estudios evolutivos y de 

identificación de variedades (Bleidere y Grunte, 2009). Estructuralmente 

comparten dos características con las prolaminas de otros cereales: la presencia 

de distintos dominios estructurales y de pequeñas secuencias de aminoácidos en 

bloques repetidos (Shewry y Halford, 2002). 

 La familia de las Hordeínas está organizada en 4 sub-familias clasificadas 

de acuerdo a su movilidad electroforética y su composición de aminoácidos 

(Figura 5); todas están codificadas en familias multigénicas (loci) localizadas en el 

cromosoma 5 (1H) de la cebada (Qi et al., 2006). 

 

Figura 5. Patrones electroforéticos de las distintas clases de hordeínas. Tomado de 
Holopainen et al. (2012). 
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Hordeínas B: 

 Son las más abundantes (70-80 % del total de las hordeínas), por su 

composición se clasifican como prolaminas ricas en azufre y tienen un tamaño 

molecular de 35-45 kDa. Están codificadas principalmente en el locus Hor2, 

(localizado en el brazo corto del cromosoma 5), dividido en dos sub-loci bien 

identificados; y en menor medida en el locus Hor4. Se cree que se componen de 

al menos diez proteínas diferentes que pueden agregarse vía puentes disulfuro, 

divididas en dos clases: B1 y B3 (Anderson, 2013; Qi et al., 2006; Rechinger, et 

al., 1993; Colgrave et al., 2012; Shewry et al., 1988).  

 La estructura primaria general de las hordeínas B (Figura 6) consiste en un 

péptido señal (SIG), seguido de una región variable formada por pequeños 

motivos repetidos que contiene el primer residuo de cisteína (Dominio II), un 

dominio no repetitivo que contiene cinco residuos de cisteína (Dominio III), una 

región rica en residuos de glutamina con otro residuo de cisteína (Dominio IV), y 

un extremo C-terminal de secuencia conservada con el último residuo de cisteína 

(Dominio V) (Han et al., 2008). Las secuencias repetitivas en el Dominio II son 

variaciones del heptapéptido PQQPFPQ (Shewry et al., 1995) y de acuerdo con la 

literatura, el alto grado de conservación entre las hordeínas B1 y B3 sugiere que 

este dominio evolucionó principalmente por eventos de deleción o duplicación 

(Anderson, 2013). En cuanto a los dominios III, IV y V, se ha encontrado que están 

relacionados entre sí, lo que indica la posibilidad de que se hayan originado por la 

triplicación de un dominio corto ancestral (Shewry et al., 1995). 

 

Figura 6. Estructura general de las Hordeínas B. Se muestran las posiciones de los 
residuos de cisteína junto con los puentes disulfuro predichos (modificado de Anderson, 

2013). 
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Hordeínas C: 

 Están clasificadas como prolaminas pobres en azufre por la ausencia de 

residuos de cisteína en sus estructuras primarias, mientras que son ricas en 

glutamina, prolina y fenilalanina. Su peso molecular está entre 45-75 kDa 

(Colgrave et al., 2012) y están codificadas en el locus Hor1, localizado en el brazo 

corto del cromosoma 5 (Yin et al., 2003). Representan el 10-12 % del total de 

hordeínas y tienen una estructura primaria que consiste principalmente en 

variaciones de péptidos repetidos con la secuencia consenso PFPQ1-2(PQQ)1-2 

(Figura 7) (Jin et al., 2011; Tatham y Shewry, 2012).  

 

Figura 7. Estructura esquemática de las Hordeínas C. 

 

Se piensa que las hordeínas C están relacionadas evolutivamente con las 

hordeínas B, pues las secuencias repetitivas de ambas están basadas en motivos 

similares ricos en prolina y glutamina. Incluso existe la hipótesis de que el grupo 

de las prolaminas pobres en azufre evolucionó de las prolaminas ricas en azufre 

por amplificaciones de las secuencias repetidas y deleciones de la mayoría de los 

dominios no repetitivos que contienen cisteínas (Shewry et al., 1995). 

Actualmente sólo hay tres secuencias disponibles de hordeínas C: una de 

ellas contiene un codón de paro dentro del marco de lectura y las otras dos son 

secuencias codificantes completas. Sin embargo hay cierta incongruencia entre 

los tamaños moleculares calculados para las secuencias anotadas (28.3-38.4 kDa) 

y los reportados por espectrometría de masas (57.6 kDa), lo que indica que la 

mayoría de las hordeínas C expresadas en semilla probablemente aún no han 

sido clonadas ni secuenciadas (Tatham y Shewry, 2012). 

 



 

25 

 

Hordeínas D: 

Están clasificadas como prolaminas de alto peso molecular (≈100 kDa) y 

son de las menos abundantes respecto a las otras familias, pues representan 2-4 

% del total de las hordeínas (Qi et al, 2006). Estas se encuentran codificadas en el 

locus Hor3, localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (Yin et al., 2003; Pistón 

et al., 2007). Respecto a su estructura primaria, está compuesta por un péptido-

señal y dominios cortos N- y C-terminales entre los que existe un dominio central 

repetitivo rico en residuos de glicina, glutamina y prolina. En los tres dominios se 

distribuyen diez residuos de cisteína altamente conservados (Figura 8) (Pistón et 

al., 2007). 

 

Figura 8. Esquema de la estructura de las Hordeínas D. Modificado de Pistón et al., 
(2007). 

 

A lo largo de su estructura primaria existen varios motivos de hexapéptidos 

con la secuencia consenso P(F/H)QGQQ. En los dominios N-terminal y central, 

estos hexapéptidos están alternados con secuencias repetidas de 11 residuos 

(consenso: GYYPSATSPQQ), y en el dominio C-terminal están alternados con un 

tetrapéptido particular (TTVS) (Pistón et al., 2007). El dominio N-terminal está 

relacionado con los dominios III y IV de las hordeínas B, mientras que la región C-

terminal está relacionada con el dominio V, lo cual indica que las hordeínas D 

pudieron haber evolucionado del mismo ancestro que las hordeínas B (Shewry et 

al., 1995). 
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Hordeínas γ (gamma): 

Son las menos abundantes, representando 1-2 % del total de hordeínas. Se 

clasifican como prolaminas ricas en azufre, con masas moleculares de 30-45 kDa 

y aunque tienen similitud con las hordeínas B en estos últimos dos aspectos, están 

codificadas en un locus diferente: Hor5, cercano a Hor2 (Qi et al., 2006; Rechinger 

et al., 1993). Comparten características estructurales con el resto de las 

prolaminas ricas en azufre: dominios extensos repetitivos basados en motivos 

ricos en prolina y glutamina, y dominios no repetitivos ricos en cisteínas 

localizadas en posiciones conservadas (Figura 9) (Shewry y Halford, 2002); 

comparten homología cercana con la secalina-γ de centeno y la gliadina-γ de trigo, 

a partir de las cuales se predijo su existencia en cebada (Cameron-Mills y Brandt, 

1988). 

 

Figura 9. Estructura esquemática de las hordeínas γ. Se muestran los puentes disulfuro 
identificados. Modificado de Shewry y Halford (2002). 

 

Se conocen tres miembros de esta sub-familia: γ1, γ2 y γ3 (41, 36 y 32 kDa 

respectivamente), con las primeras dos teniendo mayor homología entre ellas 

(secuencias N-terminales idénticas) que con la última. De manera similar, las 

hordeínas γ1 y γ2 son capaces de formar puentes disulfuro intermoleculares 

mientras que γ3 sólo forma puentes intramoleculares (Rechinger et al., 1993). La 

hordeína γ3 es la única hordeína identificada con alguna modificación post-

traduccional: una glicosilación en la cisteína 142 (Snégaroff et al., 2013). 
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3.7 Presencia e importancia de las hordeínas en grano, malta y 
cerveza 

 Las distintas clases de hordeínas están involucradas en varias etapas del 

desarrollo del grano, el proceso de malteo y la elaboración de cerveza. Se han 

hecho estudios sobre su biosíntesis, deposición, movilización y efectos en la 

calidad de la malta, de la cerveza y en la salud humana por el potencial que tienen 

como marcadores moleculares para la cebada.  

El control de la expresión de las hordeínas se ejerce principalmente a nivel 

transcripcional y uno de los elementos principales de regulación es la caja de 

prolamina: una secuencia regulatoria de 30 pb localizada aproximadamente 300 

pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción, dentro de la cual se encuentra el 

motivo N en el extremo 3’. Este motivo ejerce un efecto negativo en la expresión 

génica bajo condiciones de ausencia de nitrógeno, pero en condiciones 

adecuadas interactúa con otros elementos río arriba para promover la expresión 

de los genes de las hordeínas (Shewry y Halford, 2002).  

Las hordeínas, como el resto de las prolaminas, son producidas por la vía 

secretoria y sintetizadas en el retículo endoplásmico rugoso (RER) con un péptido 

señal (Figuras 6, 7, 8 y 9) que es cortado mientras la proteína es transportada co-

traduccionalmente hacia el lumen, donde adquieren su conformación adecuada y 

se forman los puentes disulfuro (Shewry et al., 1995; Shewry y Halford, 2002). La 

formación de los cuerpos proteicos donde se acumulan las hordeínas es menos 

clara, pero se han propuesto dos vías: una en la que se acumulan directamente en 

el lumen del RER, formando cuerpos proteicos discretos rodeados de una 

membrana originada del mismo RER, y la otra en la que pasan vía el aparato de 

Golgi a una población específica de vacuolas de reserva proteica, con evidencia 

de que ambas vías operan en trigo y cebada (Shewry y Halford, 2002).  

La formación de los cuerpos proteicos es un ejemplo de acumulación 

diferencial de hordeínas, pues se ha encontrado que al dejar el RER, los 

polipéptidos se condensan en glóbulos pequeños que se van agregando poco a 

poco. En estos glóbulos las hordeínas B y C están localizadas exclusivamente en 
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la parte interna, mientras las hordeínas γ1 y γ2 se presentan en la capa externa 

(Figura 10). En el estudio de estos procesos de deposición se ha encontrado que 

la hordeína γ3 tiene un papel esencial al mantener el transporte competente del 

resto de las hordeínas, pues su ausencia en líneas mutantes causa un arresto de 

los polipéptidos en el RER (Rechinger et al., 1993).  

 

Figura 10. Estructura de los glóbulos proteicos donde se depositan las hordeínas. 
Modificado de Shewry y Halford (2002). 

 

 En cuanto a su distribución en el endospermo, se ha observado que las 

hordeínas γ, B y C predominan en la zona de sub-aleurona (Figura 3) tanto 

durante el desarrollo del grano como en la semilla madura, mientras que las 

hordeínas D se concentran más en las células centrales del endospermo 

(Holopainen et al., 2012; Shewry y Halford, 2002; Chandra et al., 1999).  

Se ha sugerido que tanto las hordeínas B como los β-glucanos son 

importantes para la absorción de agua en el malteo (Bleidere y Grunte, 2009). 

Bajo condiciones de fotoperiodos prolongados durante el llenado de los granos, 

las hordeínas C tienden a acumularse en mayor medida en la parte interna del 
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endospermo, lo cual está relacionado con una absorción más rápida de agua 

durante el remojo, sugiriendo que en granos desarrollados en condiciones 

normales, éstas hordeínas forman una barrera física que retrasa la entrada de 

agua (Holopainen et al., 2012). 

Ya que las hordeínas predominan en la matriz proteica que rodea los 

gránulos amiláceos dentro de las células del endospermo, su degradación durante 

el malteo es necesaria para permitir la hidrólisis enzimática del almidón, pues de lo 

contrario forman una barrera física que impide el paso a las amilasas. Además, las 

hordeínas no degradadas pueden formar complejos mediante puentes disulfuro 

durante el macerado que pueden causar problemas de filtración del mosto, 

resultando en niveles bajos de extractos de malta. Agregados de hordeínas B y D 

unidas por puentes disulfuro han sido encontrados en los precipitados de 

proteínas formados durante la ebullición en la elaboración de cerveza (Howard et 

al., 1996).  

 La búsqueda de hordeínas que promuevan la formación de espuma ha sido 

algo parecido al santo grial para los investigadores del área, ya que por su 

diversidad y sus interacciones con las proteasas, producen una amplia gama de 

especies potencialmente deseables para la estabilización de este caracter tan 

determinante (Evans y Bamforth, 2009). Estudios proteómicos sobre la cerveza 

han identificado proteínas de 23 y 17 kDa derivadas de hordeínas, que se cree 

promueven y estabilizan la formación de espuma (Iimure y Sato, 2013). De hecho 

la empresa cervecera Grupo Carlsberg (Dinamarca) ha patentado la manipulación 

del péptido de 17 kDa para mejorar la estabilidad de la espuma en su cerveza. Sin 

embargo, la evidencia sugiere que existen tanto hordeínas positivas como 

negativas para la espuma, por lo que se plantea aprovechar su heredabilidad para 

seleccionar variedades de cebada que contengan hordeínas favorables una vez 

que sean caracterizadas (Evans y Bamforth, 2009).  

Diversos estudios proteómicos sobre cerveza han identificado a todas las 

familias de hordeínas en mosto y cerveza, pero no de manera íntegra, sino como 

polipéptidos derivados de bajo peso molecular, y los han asociado más con la 
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aparición de la turbidez, que con la estabilidad de la espuma (Iimure y Sato, 2013; 

Jin et al., 2011). La presencia de las distintas clases de hordeínas en la cerveza 

parece depender del tipo de cerveza y del proceso de elaboración (Colgrave et al., 

2012), pero más importante aún, parece depender de la variedad de cebada 

utilizada para el proceso. 

 Además de los aspectos relevantes sobre la calidad de la cerveza, las 

hordeínas están asociadas con la enfermedad celiaca, un padecimiento 

autoinmune que produce inflamación gastrointestinal crónica en el individuo 

afectado como resultado de exposición al gluten (prolaminas) del trigo y sus 

análogos en centeno y cebada (Tanner et al., 2010; Colgrave et al., 2013). 

Algunas de las secuencias de polipéptidos en cerveza derivados de hordeínas se 

han asociado con este padecimiento, y estudios sobre la toxicidad de las 

diferentes familias han arrojado que las hordeínas D son inmunorreactivas a IgA 

de suero de pacientes celiacos (Iimure y Sato, 2013). Tanto las hordeínas D como 

las Hordeínas C causan una alta frecuencia de secreción de interferón-γ (una 

citosina pro-inflamatoria) en linfocitos T de sangre periférica del mismo tipo de 

pacientes (Tanner et al., 2010).  

 

3.8 Marcadores moleculares en alimentos y bebidas: nuevas 
herramientas para calidad, desarrollo y seguridad 

 Un marcador molecular es una secuencia de ADN o una proteína que se 

puede relacionar con un caracter de interés, que pueda distinguir entre individuos 

o poblaciones y que no se vea afectado por las condiciones ambientales en las 

que se desarrolle. En el caso de los marcadores proteicos, se habla de enzimas o 

proteínas expresadas diferencialmente o como isoformas diferentes (Jelezova, 

2014) 

La disponibilidad actual de secuencias genómicas y nuevas tecnologías de 

alto desempeño y sensibilidad se ha traducido en la posibilidad de analizar 

alimentos y bebidas a niveles que antes no podían considerarse. En particular, las 
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tecnologías “ómicas”, con sus enfoques de alto rendimiento, están siendo 

aplicadas para desarrollar y encontrar marcadores moleculares en alimentos para 

resolver problemas de calidad, tecnología, autenticidad y seguridad (Agrawal et 

al., 2013).   

 Durante la última década, las técnicas de proteómica han sido aplicadas 

exitosamente al estudio del control de calidad y la seguridad en procesos de 

producción de alimentos como carne, vino, cerveza y leche, en paralelo con los 

enfoques de genómica y transcriptómica, buscando determinar los loci asociados 

a características específicas (Agrawal et al., 2013). Como se ha mencionado, en el 

caso de la cerveza, la calidad (tanto del producto como del proceso) está 

fuertemente asociada a la variedad del grano de cebada, su composición proteica 

y el nivel de modificación que sufre durante el malteo. Así, el proteoma de la 

cebada ha sido útil para la detección y potencial manipulación de las proteínas de 

la cerveza relacionadas a la calidad (Agrawal et al., 2013).  

 La proteómica es generalmente definida como el estudio a gran escala de 

proteínas por espectrometría de masas, adaptado para la caracterización y/o la 

cuantificación de las mismas (Colgrave et al., 2013). Existen dos tendencias 

generales dentro de esta disciplina: dependientes e independientes de geles de 

electroforesis. La proteómica dependiente de gel fue la primera serie de 

metodologías a partir de las cuales pudieron separarse, cuantificarse y 

compararse muestras complejas de proteínas (Rabilloud, 2014).  

Las técnicas dependientes de gel involucran el uso de electroforesis de dos 

dimensiones (2D) para separar las proteínas: la primera dimensión consiste en el 

isoelectroenfoque, una técnica que aprovecha la propiedad de las proteínas de 

poseer carga cuando se encuentran en medios con pH distinto a su punto 

isoeléctrico (pI), característico de cada proteína. Cuando se aplica un potencial 

eléctrico a un gel con un gradiente inmovilizado de pH (IPG, por sus siglas en 

inglés) las proteínas migran al valor correspondiente a su pI y al alcanzarlo dejan 

de moverse. La segunda dimensión involucra la electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), usualmente en presencia 
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de un agente reductor, para realizar una separación por masa molecular 

impulsada por un campo eléctrico en un sistema discontinuo. El producto final es 

un mapa bidimensional de manchas de proteínas, cada una resuelta en una 

coordenada particular (pI x peso molecular) (Colgrave et al., 2013).  

Las manchas en un gel pueden ser cortadas, las proteínas digeridas, extraídas 

y tratadas para un subsecuente análisis por espectrometría de masas, en el que 

una fuente de ionización rompe las muestras en una serie de iones que serán 

separados por uno o varios analizadores de acuerdo a su relación masa/carga 

(m/z) hasta que finalmente llegan a un detector. Actualmente los espectrómetros 

de masas permiten determinar la masa de cada péptido producido y compararla 

con una lista teórica generada por digestiones in silico de una, varias o todas las 

proteínas en una base de datos particular, con el objetivo de encontrar aquellos 

que coincidan para identificar las proteínas presentes en la muestra original 

(Colgrave et al., 2013). 
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4 Antecedentes 
Trabajos previos en el grupo de investigación arrojaron información que 

sugiere la necesidad de hacer un estudio más detallado de las hordeínas de la 

cebada mexicana para evaluar diferencias entre variedades.  

La primera aproximación fue mediante la electroforesis 2D de proteína total 

extraída de muestras de malta de cuatro variedades mexicanas (Figura 11), donde 

se observó que las hordeínas parecen acumularse diferencialmente en tres 

manchas de las variedades analizadas. 

 

Figura 11. Electroforesis 2D de proteína total de maltas mexicanas. Se señalan las 
manchas donde se encontraron hordeínas. (Herrera-Díaz, no publicado 2013) 

 

Sin embargo, el método de extracción utilizado en esta primera aproximación 

es un método general que puede no abarcar todas las poblaciones de hordeínas. 

Además, fue aplicado a muestras de malta seca, donde ya hubo una actividad 

proteolítica importante, tanto por el proceso de malteo como por el secado en 

horno, por lo que es de esperarse que se encuentren degradadas. Dado que su 
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procesamiento puede ser diferencial entre variedades, es necesario tener un punto 

de referencia para verificar con seguridad si existen diferencias en la expresión de 

hordeínas entre variedades.  

Para esto, se hizo un segundo estudio en semilla y en malta seca (Salgado-

Albarrán et al., 2015), donde se aplicó una técnica de extracción que enriquece las 

prolaminas, y se compararon los patrones de electroforesis en una dimensión de 

las cinco variedades de cebada a nivel de semilla seca (Figura 12), y de cuatro de 

ellas a nivel de malta seca junto con una variedad canadiense comercial (HV2008-

08) (Figura 13). Algunas bandas fueron seleccionadas para digestión enzimática e 

identificación por espectrometría de masas ( 

Tabla 3). 

 

 

Figura 12. Patrones SDS-PAGE de hordeínas de semillas de variedades mexicanas. Las 
flechas indican las diferencias más notables y los números las bandas identificadas por 

espectrometría de masas (Salgado-Albarrán et al., 2015). 
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Figura 13. Patrones SDS-PAGE de hordeínas de malta de variedades mexicanas y una 
variedad canadiense (08), las flechas indican las diferencias más notables y los números 

las bandas identificadas por EM (Salgado-Albarrán et al., 2015). 

 

Tabla 3. Hordeínas identificadas por espectrometría de masas. Modificado de Salgado-
Albarrán et al., 2015. 

Muestra Digestión Resultado 

Semilla 

04-1 

Tripsyn-LysC Hordeína γ3 

Quimotripsina + 
Tripsina 

Hordeína γ1 
Hordeína γ3 
Hordeína C 

23-1 
Tripsyn-LysC Hordeína B3 

Hordeína γ1 
Quimotripsina + 

Tripsina Hordeína C 

Malta 

19-1 Tripsina -- 
23-1 Tripsina Hordeína B3 

23-2 

Tripsina Hordeína B3 
Tripsyn-LysC -- 

Quimotripsina + 
Tripsina -- 

23-3 Tripsina Hordeína γ1 

08-1 

Tripsina Hordeína B3 
Tripsyn-LysC -- 

Quimotripsina + 
Tripsina -- 

08-2 Tripsina Hordeína B3 
Hordeína γ1 

08-3 Tripsina Hordeína γ1 
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 De este trabajo se concluyó que las variedades mexicanas de cebada 

maltera acumulan diferencialmente a las distintas familias de hordeínas en la 

semilla (Figura 12), y en el caso de los patrones en malta (Figura 13), se encontró 

que cada variedad presenta un procesamiento diferencial (Salgado-Albarrán et al., 

2015).  

 Finalmente, con respecto a la identificación por espectrometría de masas 

(Tabla 3), el uso de varios protocolos de digestión enzimática permitió ampliar la 

identificación, pues las Hordeínas C pudieron ser detectadas solamente con una 

digestión secuencial de Quimotripsina y tripsina, ya que su alto contenido de 

fenilalanina aumenta la probabilidad de cortes efectivos por parte de la primera 

enzima.  

 Así, considerando lo encontrado en estos trabajos previos y la 

disponibilidad de las nuevas tecnologías en análisis de proteínas, es que se 

propuso aplicar la técnica de electroforesis en gel 2D acoplada a la espectrometría 

de masas para la identificación de hordeínas en muestras enriquecidas en estas, 

obtenidas de semillas de campo de variedades mexicanas de cebada maltera.   
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5 Hipótesis 
Existen isoformas de los distintos tipos de hordeínas, acumuladas 

diferencialmente en la semilla seca de variedades de cebada maltera mexicana, 

que podrán ser evidenciadas mediante la separación electroforética de dos 

dimensiones e identificadas por espectrometría de masas y western blot.  

6 Objetivos 

6.1 Objetivo general 
Identificar a las hordeínas de variedades mexicanas de cebada maltera a partir de 

sus patrones de electroforesis de dos dimensiones. 

6.2 Objetivos particulares 
a) Estandarizar un método de extracción-purificación de hordeínas para 

obtener muestras adecuadas para electroforesis de dos dimensiones. 

b) Obtener patrones reproducibles de hordeínas de variedades de cebada 

maltera mexicana en electroforesis bidimensional. 

c) Seleccionar manchas de los geles obtenidos para su identificación por 

espectrometría de masas. 

d) Comparar las proteínas identificadas por espectrometría de masas para 

encontrar aquellas que puedan distinguir variedades contrastantes. 

e) Probar la técnica de western-blot para identificar hordeínas, tanto en una 

como en dos dimensiones, utilizando un anticuerpo comercial anti-gliadina.  

 

  



 

38 

7 Materiales y métodos 

7.1 Material vegetal 
Semillas: se utilizaron semillas de las siguientes variedades de cebada maltera 

mexicana: HV2005-19, HV2005-04, HV2007-23, HV2007-18, HV2008-11, 

cultivadas en campo y muestreadas de lotes cosechados en mayo de 2013.  

Maltas: para la etapa de extracción y cuantificación de hordeínas también se 

utilizaron muestras de malta de las siguientes variedades: HV2005-19, HV2005-

04, HV2007-23 y HV2007-18, que son mexicanas y HV2008-08, que es 

canadiense, de nombre comercial Metcafle y de la subespecie de dos hileras.  

Para mayor simplicidad, en el resto de este trabajo sólo se utilizarán los últimos 

dos dígitos del código de cada variedad para su identificación. 

7.2 Extracción de hordeínas 
Se acoplaron dos métodos independientes para asegurar su enriquecimiento y 

purificación en las muestras de proteína obtenidas. Dichos métodos se describen 

a continuación: 

I. Extracción inicial de hordeínas: método ajustado del protocolo disponible para 

extracción de zeínas (Larkins Lab, 2003). 

1) Las muestras se obtuvieron pesando aproximadamente 500 mg de semilla o 

malta en una balanza analítica. 

2) Cada muestra fue pre-triturada en un mortero y colocada en un tubo Falcon de 

50 mL. 

3) A continuación se le añadió a cada una 16 mL de solución amortiguadora de 

extracción (12.5 mM Na2B4O7, 1 % m/v SDS y 2 % v/v β-mercaptoetanol, pH 

10). 

4) Después se trituraron usando un homogenizador Ultra-Turrax ® T18 basic, 

marca IKA® (14,000-30,000 rpm hasta homogeneizar lo más posible el 

endospermo). 

5) Las muestras ya trituradas fueron incubadas con agitación suave constante a 

temperatura ambiente toda la noche.  
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6) Al terminar la incubación las muestras se centrifugaron a 11,000 rpm 

(Centrífuga Thermo Scientific® Sorvall ST 16R) durante 15 min a temperatura 

ambiente.  

7) El sobrenadante de cada muestra fue recuperado en tubos Falcon de 50 mL 

nuevos y a cada uno se le añadió la cantidad necesaria de etanol anhidro para 

alcanzar una concentración final aproximada de 70 % v/v de etanol.   

8) Las muestras fueron incubadas con agitación constante durante 1 h a 

temperatura ambiente y a continuación fueron centrifugadas a 11,000 rpm 

(Centrífuga Thermo Scientific® Sorvall ST 16R) durante 15 min.  

9) Posteriormente se recuperó el sobrenadante de cada muestra (fracción con 

hordeínas) en tubos Falcon de 50 mL nuevos. 

10) A continuación las muestras fueron concentradas utilizando un 

rotaevaporador, manteniendo una rotación no mayor a 100 rpm, una 

temperatura del baño de 62-63°C y una presión no menor a 100 mbar, para 

llevarlas a un volumen de 3-5 mL y recuperarlas en tubos Falcon de 15 mL 

nuevos. 

11) Finalmente, las alícuotas del paso anterior fueron congeladas a -70°C y 

llevadas a sequedad mediante liofilización utilizando un concentrador al vacío 

(SpeedVac). 

 

II. Purificación con fenol y acetato de amonio en metanol: método ajustado del 

protocolo de extracción de proteínas totales de Agrawal y Thelen, (2009). 

1) Cada botón obtenido del último paso de la sección anterior fue resuspendido 

en 8 mL de buffer de extracción de fenol: 4 mL de solución amortiguadora de 

extracción (100 mM Tris-HCl pH 8.8, 10 mM EDTA, 0.9 M sacarosa, 0.4 % v/v 

β-mercaptoetanol) y 4 mL de fenol saturado en Tris-HCl, pH 8.8.  

2) Una vez resuspendidos los botones de proteína, los tubos se dejaron en 

agitación suave por 15 min a temperatura ambiente. 

3) Después cada muestra se centrifugó a 4,000 rpm (Centrífuga Thermo 

Scientific® Sorvall ST 16R) durante 30 min y la fase superior se recuperó en 

tubos Falcon de 50 mL nuevos. 
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4) A cada fase recuperada se añadieron 5 volúmenes de solución de acetato de 

amonio 100 mM en metanol frío, se mezcló bien con un vórtex y se dejaron 

incubando a -20°C toda la noche.   

5) Al día siguiente los tubos se centrifugaron durante 1 h a 7,000 rpm (Centrífuga 

Thermo Scientific® Sorvall ST 16R) a 4°C para precipitar las proteínas. 

6) Se lavaron los botones de precipitado dos veces con acetato de amonio 100 

mM en metanol frío, y después dos veces con acetona 80 % v/v en agua fría. 

7) Los botones se secaron por 15 min a temperatura ambiente bajo la campana 

de extracción para retirar el exceso de acetona. 

8) A continuación, a cada botón se le añadieron 400 μL de solución de 

isoelectroenfoque (IEF, 8 M urea, 2 M tiourea, 4 % m/v CHAPS, 2 % v/v Triton 

X-100 y 50 mM DTT) y se dejó reposar por 15 min, para luego resuspenderlos 

por completo con micropipeta. 

9) Luego se centrifugaron a 15,000 rpm (centrífuga Thermo Scientific® Sorvall 

Legend Micro 21H) a temperatura ambiente durante 15 min.  

10) Finalmente el sobrenadante (cristalino) de cada muestra se transfirió 

cuidadosamente a sus alícuotas correspondientes (2 de 100 μL, 1 de 200 μL), 

que se almacenaron a -70°C hasta su uso posterior. 

7.3 Preparación de las muestras para la electroforesis 2D 
I. Cuantificación de la concentración de proteína por el método de Bradford: 

1) Se preparó una curva patrón de albúmina sérica bovina (BSA) en tubos de 

microfuga de 1.5 mL de acuerdo a la siguiente tabla: 

Tabla 4. Construcción de la curva patrón de proteína por el método de Bradford. 

Solución BSA 
1μg/μL (μL) Solución IEF (μL) Reactivo de 

Bradford (μL) 
Agua 

destilada 
(μL) 

Réplicas 

0 1 200 799 1 
2 1 200 797 3 
5 1 200 794 3 
8 1 200 791 3 
12 1 200 787 3 
15 1 200 784 3 
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2) También se prepararon las muestras a cuantificar de acuerdo a la siguiente 

tabla: 

Tabla 5. Cuantificación de muestras por el método de Bradford. 

Muestra 
(μL) 

Reactivo de 
Bradford (μL) 

Agua 
destilada 

(μL) 
Réplicas 

1 200 799 3 
 

3) Una vez listas las reacciones, se registró la absorbancia de cada una a 595 

nm en un espectrofotómetro BioMate™ 3 (Thermo Scientific).  

4) Después se calculó la absorbancia promedio de cada punto de la curva patrón 

para construir la gráfica ‘Absorbancia promedio vs. μg de BSA’ y obtener la 

pendiente y la ordenada al origen. 

5)  Con la pendiente y la ordenada al origen se calculó la cantidad de proteína en 

cada muestra (μg/μL) para finalmente obtener el promedio de las réplicas.  

 

II. Electroforesis de una dimensión (SDS-PAGE) para verificar integridad 

estructural de las hordeínas: 

1) Se utilizó un sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRAD) con geles para 

SDS-PAGE al 12.5% de acrilamida.  

2) Luego de polimerizar los geles se montaron en los soportes correspondientes 

y se introdujeron en la cámara para luego llenarla con solución amortiguadora 

de corrida 1X (Tris 25 mM, glicina 1.44 % m/v, SDS 1 % m/v, pH 8.3, 

preparado a partir de un stock 10X), hasta el nivel adecuado. 

3) En cada pozo se cargó una mezcla del volumen de muestra necesario para 

tener 20 μg de proteína y 10 μL de amortiguador de carga (Tris 240 mM, SDS 

0.8 % m/v, glicerol 40 % v/v, azul de bromofenol 0.08 % m/v, β-mercaptoetanol 

21 % v/v).  

4) Se selló el sistema y se programó la separación a 100 V por 2 h 15 min. 

5) Al terminar la corrida los geles se retiraron y fueron teñidos con Coomassie 

Coloidal G-250 en agitación suave hasta el día siguiente. 
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6) Al día siguiente los geles fueron sumergidos en solución para destinción 

(etanol 5 % v/v y ácido fosfórico 1 % v/v) con agitación suave hasta que las 

bandas se observaron bien definidas (aproximadamente 24 h). 

7.4 Electroforesis en gel 2D 
I. Primera dimensión: isoelectroenfoque, método ajustado del protocolo 

propuesto por Agrawal y Thelen (2009)  

1) Se calculó el volumen de cada muestra necesario para cargar 500 μg de 

proteína y éste fue depositado en un tubo de microfuga de 1.5 mL. 

2) Cada volumen fue completado a 215 μL con solución IEF, se añadieron 3 μL 

de anfolinas (BioRAD™) y se mezclaron bien con micropipeta. 

3) A continuación se centrifugaron por 15 min a 15,000 rpm (Centrífuga Thermo 

Scientific® Sorvall Legend Micro 21H) a temperatura ambiente. 

4) El sobrenadante se retiró y distribuyó a lo largo del carril correspondiente en la 

bandeja de isoelectroenfoque. 

5) Se tomaron tiras de gel de poliacrilamida de 11 cm con un gradiente 

inmovilizado de pH (IPG) en un intervalo lineal de 3-10 (Immobiline Dry Strip, 

BioRAD™), se separaron de su protector y se colocaron boca abajo sobre 

cada muestra en la bandeja evitando la formación de burbujas y asegurando 

que queden en contacto con los electrodos localizados en los extremos de 

cada carril. 

6) Se colocó 1.5 mL de aceite mineral sobre cada tira para evitar deshidratación 

y encima se dejaron las barras de seguridad. 

7) La bandeja se colocó en la unidad de isoelectroenfoque Protean i12 IEF Cell 

(BioRAD™). 

8) Se programó una rehidratación activa (12 h, 20°C), seguida del protocolo de 

separación pre-cargado en el equipo correspondiente a la longitud y gradiente 

de pH de las tiras utilizadas: 5 pasos de focalización: 500 V por 30 min 

(rápida), 1000 V por 1 h (gradiente), 3000 V por 1 h (gradiente), 5000 V por 2 h 

(gradiente) y 8,000 V (rápida) por 3 h, hasta un voltaje acumulado de 30-35 kV 

h. 
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9) Al terminar el isoelectroenfoque las tiras IPG se removieron de la charola y se 

les retiró el exceso de aceite mineral. 

10) Posteriormente a cada tira se le aplicaron dos lavados, cada uno con 1.5 mL 

de ditiotreitol al 2% m/v en solución amortiguadora de equilibrio SDS (Tris 50 

mM pH 8.8, urea 6 M, glicerol 30 % v/v, SDS 4 % m/v) por 10 min para reducir 

los puentes disulfuro. 

11) Finalmente, se les aplicó otro par de lavados, cada uno con 1.5 mL de 

solución de yodoacetamida al 2.5% m/v en amortiguador de equilibrio SDS a 

resguardo de la luz por 10 min para alquilar las cisteínas y evitar la 

regeneración de los puentes disulfuro. 

12) Las tiras IPG con las muestras cargadas se mantuvieron en la última solución 

de los lavados hasta colocarlas en los geles polimerizados. 

 

II. Segunda dimensión: SDS-PAGE:  

1) Para la segunda dimensión se utilizó el sistema de electroforesis SE600 

Vertical Unit (GE-Healthcare™), empleando geles de acrilamida SDS-PAGE al 

12.5 % de 13 x 14 x 0.75 cm.  

2) Las tiras IPG se colocan cada una sobre la superficie del gel concentrador, 

evitando que queden burbujas atrapadas entre la tira y la superficie del gel.  

3) Para sellar los geles se añade una solución de agarosa 0.5 % m/v en 

amortiguador de corrida SDS-PAGE y con trazas de azul de bromofenol para 

poder ver el frente de corrida durante la separación electroforética.  

4) La electroforesis se realizó con un voltaje constante de 50 V por 25 h (o hasta 

que el frente de corrida alcanzara el borde de los geles) a temperatura 

ambiente en solución amortiguadora de corrida 1x recién preparado. 

5) Al terminar la corrida de la segunda dimensión se desmontaron los sistemas y 

los geles se tiñeron en Coomassie coloidal con agitación suave hasta el día 

siguiente, para luego lavarlos con solución de destinción y adquirir las 

imágenes correspondientes. 
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7.5 Digestión de proteínas en gel para espectrometría de masas 
El análisis visual de los geles hechos por triplicado para las variedades 23, 

19 y 04 permitió seleccionar varias manchas diferenciales que fueron cortadas y 

tratadas para la identificación por espectrometría de masas con el protocolo 

estandarizado en el Laboratorio de Bioquímica y Biología molecular de la Unidad 

de Servicios y Apoyo a la Investigación y la Industria (USAII), de la Facultad de 

Química (UNAM). Cada mancha fue sometida a dos protocolos de digestión 

enzimática, el primero siendo una digestión secuencial de quimotripsina y tripsina, 

y el segundo una digestión simple con tripsina solamente. El análisis de 

espectrometría de masas se realizó usando la plataforma SYNAPT-G2-Si 

nanoUPLC/MSE de Waters Corporation©. 

7.6 Inmunodetección con un anticuerpo comercial 
I. Transferencia de proteínas a la membrana: 

1) Previo a la transferencia de proteínas a las membranas se corrieron geles 

pequeños (5.7 x 8.5 cm) tanto de una como dos dimensiones bajo las 

siguientes condiciones: 

i. Los geles de una dimensión se realizaron de manera similar a los utilizados 

para verificar la integridad de las proteínas extraídas (sección 7.3.II), con la 

diferencia de que en cada carril se cargó el volumen suficiente de muestra 

para tener 10 µg de proteína. 

ii. Para los geles pequeños de dos dimensiones se siguió el mismo protocolo 

de la sección 7.4 con la diferencia de que el isoelectroenfoque se hizo en 

tiras IPG de 7 cm con el mismo gradiente de pH (3-10), colocando en cada 

una el volumen necesario de muestra para cargar 200 µg de proteína y 

llevando a un volumen final de 185 µL con solución IEF, añadiendo al final 

3.7 µL de anfolinas (General Electric™). Los lavados para reducir y alquilar 

las proteínas en las tiras IPG se realizaron con 1 mL de solución 

amortiguadora de equilibrio SDS cada uno; la segunda dimensión se 

programó a 100 V por 2 h 15 min.  
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2) Se recortaron membranas de transferencia de PVDF (Immobilon Transfer 

membranes, Milipore™) en piezas de 5.7 x 8.5 cm, así como trozos de papel 

filtro de 7 x 9 cm. 

3) Una vez separadas las proteínas en los geles y recortadas las membranas y 

los trozos de papel filtro, se activó la membrana sumergiéndola brevemente en 

metanol y se introdujo en solución amortiguadora de transferencia (100 mL de 

amortiguador de corrida SDS-PAGE 10X, 200 mL de metanol, y H2O c.b.p. 1 

L). 

4) Para la transferencia se utilizó un sistema Mini Trans-Blot® Cell (Biorad®): al 

cassette de transferencia se introdujeron, en dirección de cátodo a ánodo, los 

siguientes elementos en el orden descrito:  

i. Esponja 

ii. Papel filtro 

iii. Gel de electroforesis sin gel concentrador 

iv. Membrana 

v. 2 papeles filtro 

Todo lo anterior se realizó en una bandeja grande y profunda con un poco de 

buffer de transferencia con el que se ayudó a eliminar las burbujas que 

pudieran quedar dentro del cassette. 

5) El cassette, cerrado con cuidado, se introdujo dentro del soporte cuidando la 

orientación correcta de los electrodos. 

6) El soporte a su vez se introdujo en la cámara de transferencia. 

7) La cámara se llenó con solución amortiguadora para transferencia y se colocó 

el bloque de refrigerante dentro de su espacio correspondiente.  

8) La cámara fue cerrada y colocada en una bandeja grande, llena y cubierta de 

hielo. 

9) La transferencia fue programada a 250 mA por 3 h. 
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II. Blotting: 

1) Durante la transferencia se prepararon las siguientes soluciones: 

i. 250 mL PBS 10X: 20 g NaCl, 2 g KCl, 3,6 g Na2HPO4, 0,6 g KH2PO4, 

H2O c.b.p. 250 mL 

ii. 150 mL PBS-TT: 15 mL PBS 10X, 0,15 mL Tritón, 3,75 mL Tween 20 

(10%), H2O c.b.p. 150 mL. 

2) Una vez terminada la transferencia, las membranas se colocaron en 15-20 mL 

de solución de bloqueo blᴓck-CH (Millipore™) en un recipiente pequeño y se 

incubaron a temperatura ambiente por 1 hora con agitación suave. 

3) Se retiraron las membranas del bloqueo y se colocaron en otro recipiente 

limpio con 15 mL de la dilución 1:5,000 del anticuerpo anti-gliadina de trigo 

conjugado con peroxidasa (Sigma-Aldrich cat. A1052) hecha en PBS-TT. 

4) La incubación se llevó a cabo toda la noche a 4°C con agitación suave. 

5) Al día siguiente las membranas se retiraron de la dilución del anticuerpo y se 

lavaron 3 veces con 15 mL de PBS-TT por 5 min cada una en agitación suave 

a temperatura ambiente. 

6) Al terminar los lavados se revelaron en el equipo de adquisición de imágenes 

ChemiDoc™ de BioRad® colocando 1 mL de reactivo revelador Luminata 

clásico (Merck™) seleccionando el tiempo de exposición a 120 s tomando 10 

imágenes en todo el intervalo y seleccionando la mejor para análisis posterior.  
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8 Resultados  

8.1 Extracción y cuantificación de proteínas  
A continuación se muestran los resultados de dos extracciones 

independientes (réplicas técnicas) de hordeínas. Para cuantificar la cantidad de 

proteína en las muestras de cada una se construyeron curvas patrón con albúmina 

de suero bovino (BSA). A continuación se muestra el ejemplo de un gráfico 

obtenido (Figura 14). 

 

Figura 14. Ejemplo de curva patrón de BSA por el método de Bradford. La línea punteada 
corresponde a la regresión lineal de los datos cuya ecuación. Las barras verticales indican 

la desviación estándar de cada punto. 

 

Con la ecuación de la recta se calcularon las concentraciones de las 
muestras de semilla seca y malta seca de diferentes variedades (Tabla 6). 
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Tabla 6. Cantidades de proteína obtenidas de dos extracciones de semilla seca y una de 
malta seca. DS: desviación estándar.  

Semilla seca 
variedad mg (1) DS (1) mg (2) DS (2) 

23 2.72 0.293 1.83 0.185 
19 5.11 0.713 2.99 0.149 
18 4.12 0.625 2.89 0.291 
11 4.16 0.526   
04 2.02 0.703 2.51 0.216 

Malta seca 
variedad mg DS   

19 2.28 0.497   
18 2.40 0.199   
04 4.04 0.729   
08 3.63 0.906   

 

Para facilitar la visualización y comparación de las muestras obtenidas, se 

presenta un histograma en la Figura 15. 

 

Figura 15. Cantidades de proteína obtenidas. Las barras verticales indican la desviación 
estándar. No se dispone de malta de la variedad 11 ni de semilla de la variedad 08. 

 

Con el objetivo de verificar que la integridad de las proteínas extraídas se 

mantuvo durante la extracción y la purificación, se llevaron a cabo separaciones 

electroforéticas de una dimensión como la que se muestra en la Figura 16. 
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Figura 16. Separación electroforética de las muestras obtenidas. Se señalan las zonas 
correspondientes a cada clase de hordeína. 

 

Se puede observar una buena calidad de las hordeínas purificadas y, en las 

muestras de semilla, la acumulación diferencial de bandas bien definidas entre 

variedades, acorde a lo reportado por Salgado et al. (2015), así como un 

procesamiento importante en las muestras de malta.  

Con los resultados de estas extracciones es posible afirmar que el método de 

extracción/purificación es adecuado para enriquecer las hordeínas en las muestras 

proteicas. Sin embargo se puede observar que hay algunas diferencias con lo 
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observado por Salgado-Albarrán et al. (2015), sobre todo en las bandas 

correspondientes a las hordeínas D que no fueron observadas en algunas 

variedades (Figura 12), pero que aparecen en las extraccionoes realizadas en este 

trabajo (Figura 16-A). Esto puede deberse a diferencias en la molienda entre 

extracciones. De acuerdo con la literatura, las hordeínas D son poco abundantes y 

tienden a acumularse en la zona central del endospermo (Holopainen et al., 2012), 

por lo que para extraerlas es preferible asegurar una extensiva reducción al 

mínimo del tamaño de partícula del endospermo. Si esta condición no se alcanzó 

durante la primera extracción, es probable que el enriquecimiento de esta 

subfamilia no haya sido el suficiente para que fuera detectada por la tinción con 

Coomasie. De hecho, en varios trabajos donde se han extraído y analizado 

hordeínas se parte de harina de cebada como muestra inicial, que ha sido 

procesada mediante una molienda extensiva en molinos especializados para 

reducir el tamaño de partícula del endospermo.  

 En los geles correspondientes a ambas extracciones se puede apreciar que 

las bandas en la región de las hordeínas B y C fueron mayoritarias, lo que coincide 

con su mayor abundancia, estas dos subfamilias componen aproximadamente el 

90 % de todas las hordeínas. Sin embargo es interesante considerar el sesgo que 

puede darse por la misma técnica de cuantificación: el método de Bradford 

depende de la interacción entre el colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 y las 

proteínas principalmente a través de los residuos de arginina y en menor medida 

por aminoácidos aromáticos (Compton & Jones, 1985). Las hordeínas son 

particularmente pobres en arginina (Salgado-Albarrán, 2015), lo que significa que 

podría haber una mayor cantidad de proteína en las muestras que la que se está 

cuantificando por la poca frecuencia con la que los residuos de arginina pueden 

unirse a las moléculas de colorante, compensado esto por efecto de una 

concentración mayor. Como consecuencia, las concentraciones reales pueden 

estar ligeramente subestimadas causando que se esté cargando una mayor 

cantidad de proteína en los carriles de los geles de integridad de la que se está 

calculando.  
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El protocolo estandarizado para extraer, enriquecer, purificar y cuantificar las 

hordeínas con posibilidad de análisis en geles 2D es relativamente sencillo y 

ofrece la ventaja de identificar las diferentes clases de hordeínas de semilla con 

mayor resolución a la obtenida en el estudio previo (Salgado-Albarrán et al., 2015).  

8.2 Patrones electroforéticos 2D de hordeínas en diferentes 
variedades mexicanas de cebada 
Para el análisis de patrones electroforéticos 2D se utilizaron muestras 

proteicas de tres variedades contrastantes: 23 (riego), 19 (riego) y 04 (temporal) 

en tres réplicas de electroforesis (Anexo 13.1, figuras 23, 24 y 25). 

 

Figura 17. Separación electroforética 2D de las hordeínas extraídas de semilla de tres 
variedades de cebada maltera mexicana. En la parte superior se muestran los rangos de 

pH de la primera dimensión. 
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Acorde al análisis de réplicas, se observó que los patrones de acumulación  

de hordeínas en semilla madura son diferentes entre variedades, 

fundamentalmente en las zonas correspondientes a las hordeínas B y C. La 

separación por isolectroenfoque permitió diferenciar isoformas de proteínas 

pertenecientes a la misma masa molecular cuyos patrones eran también distintos 

entre variedades.  

 

Figura 18. Diferencias en los patrones 2D de las diferentes zonas de separación. Se 
muestran dos regiones del gradiente de pH correspondientes a la zona de las hordeínas B 

(A y B), y la región correspondiente a la masa molecular de las hordeínas C. 

 

En el  panel A de la Figura 18 se muestran diferencias observadas entre 

variedades en el rango de pI de 6-8 y masa molecular correspondiente a las 

hordeínas B. El recuadro mayor incluye cuatro manchas que en la variedad 23 
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presenta una intensidad similar, mientras que las variedades 19 y 04 muestran 

mayor intensidad en las dos superiores respecto a las inferiores. Una mancha de 

masa molecular aproximada de 30 kDa y pI de 7.4 se encuentra presente las 

variedades 19 y 04 (señaladas con círculos), pero está ausente en la variedad 23. 

Por otra parte, un grupo de manchas con pI entre 7.5 y 8 y masas moleculares 

ligeramente mayores a 37 kDa mostraron mayor diversidad en la variedad 23 

(cuadrado superior).  

En el panel B de la Figura 18, que muestra la región de pI 8-10 y masa 

molecular alrededor de 37 kDa. Se puede apreciar que la variedad 23 presenta 

tres manchas apiladas (diferentes masas moleculares) alrededor de 37 kDa y de 

pI≈8.5 (recuadro vertical), mientras las variedades 19 y 04 presentan sólo una 

mancha en esas coordenadas. Con pI de 9.5 también se observa un mayor 

número e intensidad de manchas en la variedad 23 (óvalo horizontal pequeño). 

Esto podría representar polipéptidos de diferente tamaño o estado de 

oligomerización que no pudieron ser reducidos completamente por los agentes 

reductores utilizados en la metodología, aunque no se puede descartar la 

posibilidad de una mayor expresión de hordeínas tipo B o gamma en la variedad 

23.  

El panel C de la Figura 18 corresponde a un rango de pI 5-8 y masa 

molecular entre 50 y 75 kDa lo que incluiría a las hordeínas C. La intensidad de 

manchas en esta región es menor que la observada en la zona de hordeínas B o 

gamma. También se pueden observar diferencias: para las variedades 19 y 04 se 

presentan al menos seis proteínas o grupos de proteínas con diferente pI en la 

región de 70 kDa, mientras que en la variedad 23, se observan solo cuatro de 

estas. Sin embargo, para la variedad 19 se debe considerar que dos de las 

réplicas 2D parecen tener menor cantidad de proteína, siendo imposible distinguir 

en ellas a las manchas correspondientes a hordeínas C. Al utilizar una mayor 

cantidad de proteína en una tercer réplica (la que se muestra en las figuras 18 y 

19), se observaron las seis manchas similares a las de la variedad 04 (Ver Anexo 

13.1), por lo que en este caso las diferencias pueden ser debidas a menores 
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niveles de expresión de estas hordeínas en 19 respecto a 04 y no a polimorfismos 

o modificaciones post-traduccionales.   

También en el panel C de la Figura 18 pero en la zona de 50 kDa se 

observan patrones con tendencias similares a las anteriores: la variedad 23 

muestra varias manchas pequeñas concentradas entre pI≈5.5 y 7.2 (señaladas 

con un óvalo), mientras que las variedades 19 y 04 comparten al menos siete 

manchas definidas distribuidas entre pI≈5.2 y 7.0. La variedad 04 presenta una 

octava mancha en esta misma zona pero en pI de 7.5 que no aparece en la 

variedad 19. 

Todo lo anterior sugiere que la movilidad electroforética de hordeínas B y C 

muestra mayor similitud entre las variedades 19 y 04, y es diferente en la variedad 

23.  

La resolución de hordeínas en geles 2D permite observar un mayor número 

de diferencias entre los patrones de hordeínas B de las variedades mexicanas de 

cebada. En la separación 1D, la mayoría de proteínas migraba como un gran 

aglomerado siendo imposible distinguir formas con diferente pI pero similar masa 

molecular (Figura 16). La gran diversidad de manchas que se observa en la región 

correspondiente a las hordeínas C, B y gamma sugiere la posibilidad de la 

existencia de polimorfismos en estas familias, así como modificaciones post-

traduccionales y patrones de asociación (complejos protéicos) diferentes entre 

variedades. 
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8.3 Identificación de hordeínas diferenciales entre variedades por 
espectrometría de masas 
Tomando en cuenta algunas diferencias reproducibles entre los patrones 2D 

de hordeínas entre las variedades 23, 19 y 04 se decidió realizar una identificación 

de las proteínas contenidas en las manchas diferenciales mediante espectrometría 

de masas. En la Figura 19 se muestran las manchas seleccionadas para 

identificación que incluyeron a las zonas correspondientes tanto a hordeínas B 

como a hordeínas C. Estas se sometieron a dos protocolos de digestión 

enzimática (Sección 8.5) para la identificación y secuenciación de péptidos por 

espectrometría de masas. 

 

Figura 19. Manchas seleccionadas para identificación por espectrometría de masas.  
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Los resultados de la identificación de cada mancha se muestran en la Tabla 

7. En ninguna variedad se logró identificar proteína alguna en la mancha s2. En 

las manchas s1, s3 y s4 se identificó la presencia de hordeínas C utilizando la 

digestión conjunta de quimiotripsina y tripsina. De estas, solo en la variedad 19, no 

se identificó nada en la mancha s1, probablemente porque el gel de donde fue 

cortada tenía una menor cantidad de proteína, como se mencionó anteriormente. 

En la mancha s3 para la variedad 23 y en s4 para la variedad 19 también se 

identificó a la hordeína B3, indicando que los dos tipos de hordeínas, C y B3 

forman complejos multiprotéicos más estables en estas variedades. 

En las manchas s5 y s6 de las tres variedades se identificó la presencia de 

hordeínas B, en particular de B3, mediante ambos protocolos de digestión. 

Hordeínas B1 fueron identificadas sólo mediante digestión simple con tripsina en 

la mancha s5 de la variedad 04 y en la mancha s6 de la variedad 23, que están 

localizadas en valores de pI opuestos, lo que sugiere la presencia de 

polimorfismos o modificaciones post-traduccionales.   

Una única hordeína γ1 fue identificada solamente en la mancha s5 de la 

variedad 23, mediante ambos protocolos de digestión enzimática, lo que confirma 

su comigración con las hordeínas B, reportada en la literatura. 

En el caso de las hordeínas C identificadas, se encontraron tres fragmentos 

diferentes reportados en la base de datos UniProt: HORC_HORVS de 28 residuos 

de longitud, identificado en Hordeum spontaneum; HOR7_HORVU y 

HOR8_HORVU de 105 y 72 residuos de longitud respectivamente, identificados en 

Hordeum vulgare. 
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Tabla 7. Resultados de la identificación por espectrometría de masas. 

*PLGS score es un valor calculado por el Protein Lynx Global Server (Waters™) a partir 
de todos los datos disponibles de espectrometría de masas y es una medida estadística 
de la exactitud de la asignación de péptidos (Rosenegger, 2010). Valores por arriba de 
100 señalan una identificación confiable. 

 

 

Mancha 
(pI, kDa) 

aprox 
Var 

Digestión: Q+T Digestión: T 

ID Descripción PLGS score* ID Descripción PLGS score* 

s1 
(6.5, 70) 

23 
HORC_HORVS 

Hordeína C 
31,858.80 

-- -- -- 
HOR7_HORVU 7562.65 

04 
HORC_HORVS 

Hordeína C 
80,054.70 

-- -- -- 
HOR7_HORVU 46,025.43 

s3 
(6.5, 47) 

23 

HORC_HORVS 

Hordeína C 

106,134.4 
HOR8_HORVU 
HOR3_HORVU 

Hordeína C 
Hordeína B3 

2,992.74 
748.55 HOR8_HORVU 67,789.1 

HOR7_HORVU 16,582.51 

19 

HORC_HORVS 

Hordeína C 

100,239.6 

-- -- -- HOR8_HORVU 71,648.9 

HOR7_HORVU 3,989.94 

04 

HORC_HORVS 

Hordeína C 

116,339.2 

-- -- -- HOR7_HORVU 44,659.82 

HOR8_HORVU 27,967.57 

s4 
(7.5, 50) 

 

23 
HORC_HORVS 

Hordeína C 
36,883.8 

-- -- -- 
HOR8_HORVU 5,134.244 

19 

HORC_HORVS 
Hordeína C 

31,858.85 

-- -- -- HOR7_HORVU 7,562.65 

HOR3_HORVU Hordeína B3 671.3 

04 
HORC_HORVS 

Hordeína C 
50,177.50 

-- -- -- 
HOR8_HORVU 49,993 

s5 
(8.5, 37) 

23 
HOR3_HORVU Hordeína B3 2,222.50 HOR3_HORVU Hordeína B3 15,905.70 

HOG1_HORVU Hordeína γ1 889.8 HOG1_HORVU Hordeína γ1 1,008.30 

19 HOR3_HORVU Hordeína B3 884.4 HOR3_HORVU Hordeína B3 7,058.50 

04 HOR3_HORVU Hordeína B3 11,021.10 
HOR3_HORVU Hordeína B3 12,878.30 

HOR1_HORVU Hordeína B1 388.6 

 
s6 

(3, 37) 

23 HOR3_HORVU Hordeína B3 535.3 
HOR3_HORVU Hordeína B3 5,196.30 

HOR1_HORVU Hordeína B1 711.79 

19 -- -- -- HOR3_HORVU Hordeína B3 899.5 

04 HOR3_HORVU Hordeína B3 1,463.04 HOR3_HORVU Hordeína B3 3,372.90 
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8.4 Inmunodetección de hordeínas diferenciales entre variedades  
La inmunodetección es un método de identificación que puede ser tan 

específico como el anticuerpo del que se disponga. Para las hordeínas se utilizó la 

técnica de inmuno-réplica tipo Western con un anticuerpo policlonal generado en 

conejo contra la fracción de gliadinas de trigo y conjugado con la enzima 

peroxidasa. De acuerdo con el fabricante (Sigma-Aldrich®), este anticuerpo es 

capaz de reconocer a las hordeínas de cebada. Sin embargo, no se ha reportado 

su especificidad para las diferentes familias y subfamilias de las hordeínas. Por 

ello resultaba importante determinar si todas o solo algunas de las diferencias en 

los patrones electroforéticos de las hordeínas de variedades mexicanas de cebada 

podían detectarse con el uso del anticuerpo.  

Para estos análisis se incluyó a la variedad 18, ya que su patrón 

electroforético en una dimensión es similar al de la variedad 23, y diferente de 19 y 

04. 

8.4.1 Patrones 1D de hordeínas identificadas con Ac anti-gliadina. 
Al revelar las reacciones con el anticuerpo se detectó la presencia de 

señales principalmente en la zona de movilidad electroforética correspondiente a 

las hordeínas B. En la Figura 20 se pueden observar las diferencias en los 

patrones de bandeo entre variedades (lado izquierdo), así como en la masa 

molecular de las bandas identificadas por el anticuerpo anti-gliadina (lado 

derecho). Las variedades 23 y 18 presentan una fuerte señal de mayor masa 

molecular que las variedades 19 y 04. En todas las variedades hay una banda 

alrededor de 50 kDa con fuerte intensidad en Coomassie que no parece 

reconcerse por el anticuerpo. Al parecer el anticuerpo reacciona preferencialmente 

con hordeínas B, a pesar de estar dirigido contra gliadinas en general; incluso, el 

software de adquisición de imágenes no es capaz de detectar señal alguna en el 

resto de los carriles a pesar de que se pueden observar bandas muy tenues por 

encima y por debajo de las bandas principales, indicando que el anticuerpo podría 

reconocer otras clases de hordeínas pero con menor especificidad. 
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Figura 20. Inmuno-réplica tipo Western de las hordeínas extraídas de semilla seca 
(derecha). Se muestra también el gel teñido con Coomasie (izquierda). 

 

Las réplicas del análisis por western-blot (Anexo, sección 13.2) permitieron 

hacer una comparación densitométrica (Figura 21) de las bandas principales, 

señaladas con flechas en la figura anterior. 

 

Figura 21. Análisis densitométrico de las bandas señaladas en la figura 21. Se grafican las 
veces de cambio de la banda de 37 kDa de cada variedad respecto a var23. 

 

 Se puede observar que las bandas de las variedades 23 y 18 tienen 

prácticamente la misma intensidad, al igual que las variedades 19 y 04, que es 

menor a las primeras, aunque la desviación estándar de los datos obliga a 
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considerar la similitud entre las bandas de las variedades 18 y 04. El análisis de 

varianza arroja que existe una diferencia significativa entre las variedades (Anexo: 

sección 13.2), que corresponde a la variedad 19.  

Las diferencias en densitometría sugieren una acumulación diferencial de 

las hordeínas B entre variedades, sin embargo este no es un método cuantitativo, 

por lo que se tendría que recurrir a mediciones por ELISA para determinar si la 

acumulación de hordeínas reconocidas por este anticuerpo es realmente 

diferencial. Las variedades 04 y 19 muestran patrones y cantidades similares de 

hordeínas reconocidas por el anticuerpo utilizado, pero se cultivan en ciclos y 

condiciones de riego distintas. Acorde a esto, se puede sugerir que la expresión 

de hordeínas en las variedades mexicanas es independiente del ambiente.  

 

8.4.2 Patrones 2D de hordeínas identificadas con Ac anti-gliadina. 
 

Para resolver la interrogante de si el anticuerpo utilizado es más afín a las 

hordeínas B que al resto y dilucidar si las diferencias observadas entre variedades 

se deben al enriquecimiento de proteínas de la misma masa molecular pero con 

diferente pI, se decidió combinar la inmunodetección tipo Western con la 

separación 2D. En esta combinación, el uso de una mayor cantidad de proteína 

por cada muestra, permite el enriquecimiento de proteínas menos abundantes, 

como las hordeínas C y D, aumentando la probabilidad de su detección con el 

anticuerpo. Además ofrece una mejor idea de la distribución de isoformas 

electroforéticas y su grado de expresión.  

En la Figura 22 se puede observar que en general las diferencias entre los 

patrones de las variedades se mantienen con respecto a los observados en las 

figuras 18 y 19, y que algunas de estas se reproducen en los patrones de la 

inmuno-réplica tipo Western indicando que efectivamente representan isoformas 

electroforéticas de las hordeínas B. Es de notar que el anticuerpo reconoce 

proteínas en las manchas de la región ácida del gradiente de pH, evidenciando la 

presencia de posibles polimorfismos o isoformas ácidas de hordeínas B.  
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Figura 22. Resultados de la inmuno-réplica tipo Western de geles 2D de las variedades 
analizadas. Del lado izquierdo se muestran los patrones electroforéticos 2D por tinción 

con Coomasie. 
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También se observan diferencias entre las intensidades de la señal con 

anticuerpo en proteínas presentes en ambas variedades. Aunque estas diferencias 

no fueron analizadas de manera cuantitativa, al compararlas con otras regiones de 

similar intensidad entre las variedades, son indicativas de acumulación diferencial 

de isoformas particulares. Por ejemplo, en la variedad 04 se puede observar la 

presencia de una mancha en 50 kDa y pI 7.7 (óvalo rojo), tanto por tinción con 

Coomasie como en el anticuerpo, que no se observa en ninguna de las otras tres 

variedades. En las variedade 23 y 18, caso contrario a 19 y 04, la mancha debajo 

de 37 kDa y pI 7.3 (óvalo verde) se encuentra ausente. También en la variedad 23 

se puede distinguir una mayor acumulación de las proteínas más alcalinas justo 

debajo de 50 kDa (óvalo verde agua), en contraste con 19, 18 y 04. En la región 

de pI 6.7-7.0 y 37 kDa (recuadro amarillo), donde se observan cuatro isoformas en 

las cuatro variedades, se distinguen intensidades variables dependiendo de la 

variedad, que parecen mantenerse al observarla en la inmuno-réplica y que son 

consistentes con lo observado en el panel A de la Figura 18. Además, en la región 

de 50 kDa entre pI 5 y 7 (señalada con flechas negras), se puede ver la 

acumulación diferencial de manchas que es característica en cada variedad, aún 

cuando en SDS-PAGE se observaban patrones de bandeo similares en esta 

región de masa molecular.   
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9 Discusión de resultados 

9.1 Distribución de las hordeínas identificadas por EM en tres 
variedades contrastantes 

 

Abordando las diferencias entre los protocolos de digestión, es de notar que 

las hordeínas C tuvieron una mejor identificación con el protocolo secuencial 

quimotripsina + tripsina (Q+T) (Tabla 7) en concordancia con lo reportado por 

Salgado-Albarrán et al., (2015).  

 Con respecto a la distribución de las hordeínas identificadas en las distintas 

zonas de los geles de electroforesis, es de notar que varias de ellas aparecen en 

más de una mancha específica (Tabla 7). El caso de las hordeínas C es de 

particular interés pues se identificaron tres fragmentos distintos reportados en la 

base de datos UniProt distribuidos en tres manchas diferentes:  

 HORC_HORVS se identificó en s1 (pI 6.5, 70 kDa), s3 (pI 6.5, 47 kDa) y s4 

(pI 7.5, 50 kDa). Es un fragmento pequeño (28 residuos), por lo que se 

puede afirmar que forma parte de proteínas maduras diferentes. Tatham y 

Shewry (2012) reportan al menos tres secuencias de hordeínas C que 

contienen esta secuencia localizada cerca del extremo N-terminal.  

 

 HOR7_HORVU aparece también en s1 (pI 6.5, 70 kDa), s3 (pI 6.5, 47 kDa) 

y s4 (pI 7.5, 50 kDa). De nuevo, se trata de una secuencia parcial que está 

contenida en lo que parecen ser tres proteínas maduras. Los alineamientos 

realizados por Tatham y Shewry (2012), que incluyen esta secuencia 

(referida como P06472), la ubican en el extremo C-terminal de las mismas 

tres proteínas donde se encontró el péptido anterior (HORC_HORVS). 

 

 HOR8_HORVU se identificó tanto en s3 (pI 6.5, 47 kDa) como en s4 (pI 7.5, 

50 kDa). En este caso, parece tratarse de dos proteínas con peso molecular 

muy similar y diferente pI. La secuencia de este fragmento también fue 

reportada por Tatham y Shewry (2012), pero bajo el identificador 1307151A, 
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y se le ubica en el extremo C-terminal de dos proteínas de mayor tamaño, 

distintas a aquellas donde se encontraron los dos fragmentos anteriores. 

A partir de su movilidad electroforética, de los diferentes fragmentos 

identificados por espectrometría de masas y de su distribución, se propuso la 

designadación de diferentes hordeínas con diferentes identificadores resumidos en 

la Tabla 8.  

Tabla 8. Distribución electroforética de hordeínas acorde a los resultados de identificación 
por espectrometría de masas. 

Hordeínas encontradas Coordenadas 
estimadas Mancha 

Var23 Var19 Var04 pI kDa 
C1  C1 6.5 70 s1 

C4 C4** C4 7.5 50 s4 

C3* C3 C3 
6.5 47 s3 

B3.3*   

 B3.4**  7.5 50 s4 

B3.5 B3.5 B3.5 
8.5 

37 

s5 
  B1.5 

B3.6 B3.6 B3.6 
≤3 s6 

B1.6   

γ1   8.5 s5 
*, **: encontradas en asociación.  

 

En la mancha s1 (pI 6.5, 70 kDa) se encontró una hordeína C, aquí identificada 

como C1, que parece incluir los fragmentos HORC_HORVS y HOR7_HORVU 

(Tabla 7), y que según la literatura se localizan en los extremos N- y C-terminal 

respectivamente. Ésta hordeína está ausente en la variedad 19, pero se debe 

tomar en cuenta la cantidad menor de proteína cargada en el gel de donde se 

cortó la mancha para procesamiento, como explicación a la falta de identificación. 

En la réplica de este gel donde se observa una cantidad adecuada de proteína, es 

posible ver la mancha correspondiente a s1 (Anexo, Figura 24), por lo que se 
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puede especular que la hordeína propuesta C1 también se encuentra expresada 

en la varedad 19. 

La mancha s4 parece contener, en el caso de las variedades 23 y 04, una 

hordeína C diferente, ligeramente más alcalina (pI 7.5) y más pequeña (50 kDa) 

que también incluye al fragmento HORC_HORVS en el extremo N-terminal pero 

en el extremo C-terminal contiene al fragmento HOR8_HORVU, por lo que se le 

designó como C4. En la misma mancha s4 pero de la variedad 19 aparece 

también una hordeína C pero con estructura similar a C1 (Tabla 7) y asociada a 

una hordeína B3, por lo que se podría hablar de una asociación variedad-

específica que modifica las propiedades electroforéticas de estas proteínas. 

De acuerdo con Tatham y Shewry (2012), las hordeínas C tienden a mostrar 

homología en las secuencias de sus dominios N- y C-terminales pero divergen en 

los dominios centrales (Figura 7), lo cual se ve reflejado en las estructuras 

propuestas para las hordeínas aquí identificadas como C1 y C4 que comparten el 

dominio N-terminal, y sus dominios C-terminales contienen secuencias con el 63.2 

% de identidad (según alineamiento en línea por UniProt de HOR7_HORVU y 

HOR8_HORVU), por lo que las diferencias en pI y peso molecular son atribuibles 

principalmente a variaciones en la estructura primaria del dominio repetitivo 

central.  

El caso de la mancha s3 (pI=6.5, 47 kDa) requiere un análisis algo más 

detallado: a primera vista parece ser que no se trata de una hordeína C, por estar 

en un peso molecular muy bajo (estimado: 47 kDa), pero la literatura parece ser 

algo inconsistente cuando se trata de definir los pesos moleculares de las distintas 

clases de hordeínas. Diversos trabajos ubican a las hordeínas C entre 55-75 kDa 

(Qi, Zhang, & Zhou, 2006), 49-72 kDa (Dai, y otros, 2014), o entre 49-66 kDa 

(Bleidere & Grunte, 2009). Con esta gama de rangos de movilidad electroforética 

sólo se puede asumir que el intervalo real donde se encuentren estas hordeínas 

dependerá de la variedad de cebada y de las condiciones experimentales de la 

separación. Habiendo dicho esto y considerando que a las hordeínas C se les 

puede encontrar en pesos moleculares tan bajos como 45 kDa (Colgrave et al., 
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2012), se asume que se trata de una hordeína C con un fragmento en el extremo 

C-terminal que engloba tanto a HOR7_HORVU como a HOR8_HORVU, y que 

tiene una longitud menor en el dominio repetitivo central, explicando su bajo peso 

molecular. A esta hordeína se le identifica como C3 en la Tabla 8. 

Las hordeínas B también presentan una distribución bastante amplia (como se 

ve en la Figura 19), con las dos sub-familias reportadas (Anderson, 2013) 

presentes de forma diferencial según lo presentado en la Tabla 7: las hordeínas 

B3 parecen ser las más abundantes apareciendo con mayor frecuencia en 

diferentes coordenadas electroforéticas, mientras las hordeínas B1 aparecen solo 

en dos variedades en dos manchas específicas.  

Una hordeína B3 fue identificada en la mancha s3 (pI=6.5, 47 kDa) de la 

variedad 23, asociada a una hordeína C (C3). Sin embargo, de acuerdo a la 

herramienta en línea de UniProt, ExPASy, el pI de la hordeína B3 encontrada 

(identificada como HOR3_HORVU en UniProt), es de 7.74 y su peso molecular es 

de 30.2 kDa, lo que indica que la asociación con la hordeína C pudo causar un 

cambio en las propiedades electroforéticas de B3. Esta hordeína se identifica 

como B3.3 en la Tabla 8.  

Algo similar ocurre en la mancha s4 (pI=7.5, 50 kDa) de la variedad 19 donde 

también aparece una hordeína B3, identificada aquí como B3.4 (Tabla 7), 

acompañada de una hordeína C (C4), sugiriendo que en algunas variedades 

mexicanas de cebada hay asociación fuerte entre estas clases de hordeínas 

capaces de resistir las condiciones desnaturalizantes del protocolo seguido en 

este trabajo.  

En la mancha s5 (pI=8.5, 37 kDa), las tres variedades presentan hordeínas B3, 

denominadas por movilidad electroforética como B3.5. También, las tres 

variedades presentan hordeínas B3 en la mancha s6 (pI≤3, 37 kDa), referidas 

como B3.6, lo cual muestra que existen miembros de esta sub-familia en ambas 

regiones: ácida y alcalina, de masa molecular y expresión similar en las tres 

variedades analizadas.  
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Hordeínas de la sub-familia B1 fueron encontradas solamente en la mancha s5 

(pI=8.5, 37 kDa) de la variedad 04 y en la mancha s6 (pI≤3, 37 kDa) de la variedad 

23 (Tabla 7), lo que muestra la existencia de al menos dos isoformas 

electroforéticas: una alcalina (identificada como B1.5) y una ácida (identificada 

como B1.6), similares a las de las hordeínas B3, pero que se expresan en 

variedades diferentes y contrastantes.  

La identificación de hordeínas γ por espectrometría de masas era esperada en 

las tres variedades analizadas, por su asociación con las hordeínas B y porque 

dos de los miembros de esta familia son esenciales en la formación de los cuerpos 

proteicos durante el llenado de los granos (Shewry y Halford, 2002). Sin embargo, 

solamente γ1 fue identificada en la mancha s5 (pI=8.5, 37 kDa) de la variedad 23 

lo que podría deberse a un mayor nivel de expresión de esta familia en esta 

variedad. Debido a esto, se propone cuantificar y comparar los niveles de 

expresión de estas hordeínas entre variedades con anticuerpos específicos, como 

los utilizados por Rechinger (1993) o Snégaroff (2013), o incluso estudiar estas 

diferencias a nivel de transcritos mediante RT-qPCR. 

 

9.2 Sobre los patrones encontrados con el Ac anti-gliadina 
 

 En los resultados reportados por Salgado-Albarrán (2015), en cuyo trabajo 

se identificaron hordeínas B por espectrometría de masas en las bandas 

correspondientes a las hordeínas D, se llegó a la conclusión de que en realidad se 

trataba de oligómeros de hordeínas B asociadas mediante puentes disulfuro. Sin 

embargo, si esto hubiera ocurrido en las extracciones realizadas en este trabajo, 

se esperaría que el anticuerpo anti-gliadina empleado para la inmunodetección 

hubiera reconocido también las bandas correspondientes a las hordeínas D 

(Figura 20), lo que no se observó, probablemete porque las condiciones 

reductoras establecidas en la metodología fueron lo suficientemente efectivas para 

disgregar los posibles oligómeros de hordeínas B de mayor masa molecular. 
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Por otro lado, por lo observado en la inmuno-réplica tipo Western del gel 

2D, la acumulación de hordeínas de las cuatro variedades analizadas resultó no 

ser tan similar entre algunas de ellas, como se esperaba con base en lo observado 

en la detección con anticuerpo en las proteínas separadas en gel 1D. En éste, los 

patrones de bandeo de las variedades 23 y 18 fueron similares entre sí pero 

distintos a los de 19 y 04, a su vez muy parecidos, pero como se menciona en la 

sección 9.4.2, el anticuerpo reacciona al menos con una mancha que distingue a 

la variedad 04 del resto (incluida 19), señalada en la Figura 22 con un óvalo rojo 

en la zona de las hordeínas C. De forma similar, la variedad 23 presenta una 

mayor expresión de uno de los polipéptidos alcalinos de las hordeínas B, señalada 

con un óvalo verde agua en la misma figura, que no se ve en la variedad 18. 

Además, en el caso de estas últimas dos variedades, el patrón de manchas 

observado en la zona por encima de 50 kDa (señalado con flechas negras, Figura 

22), muestra una acumulación diferente de las varias proteínas que 

corresponderían a hordeínas C, patrón que no se puede apreciar en el gel teñido 

con Coomasie o la reacción del anticuerpo en el gel 1D.  

La detecciónde hordeínas con el anticuerpo en el gel 2D mostró que la zona 

de las hordeínas B es donde se presentan manchas de mayor intensidad, lo que 

contrasta con las manchas correspondientes en los geles teñidos con azul de 

Coomasie, que son más tenues. Esto podría explicarse por la diferencia entre la 

sensibilidad de la tinción de Coomasie y la sensibilidad del anticuerpo, siendo ésta 

última mucho mayor. Sin embargo, este comportamiento en las hordeínas B no se 

observa en la zona de las hordeínas C, donde se pueden distinguir manchas de 

intensidad menor con el anticuerpo, y que en los geles teñidos por Coomasie 

corresponden a manchas intensas y bien definidas. Esto lleva a la conclusión de 

que el anticuerpo aquí utilizado presenta una mayor afinidad por las hordeínas B y 

tal vez las γ, que por el resto de las hordeínas. 

En cuanto a las hordeínas D, el hecho de que no sean distinguibles en 

separaciones por electroforesis 2D en los geles de mayor tamaño (Figura 17) 

podría deberse a su baja abundancia (Colgrave, 2012): si la banda observada en 
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los geles de una dimensión se separa en isoformas de diferente pI en el 

isoelectroenfoque, cada una podría encontrarse en una cantidad por debajo de la 

sensibilidad de tinción con Coomasie. Sin embargo, en el caso de la separación 

electroforética de proteínas en geles 2D pequeños (Figura 22) se pueden observar 

algunas bandas tenues (señaladas con flechas marrón) que corresponden a la 

masa molecular de las hordeínas D, y aunque no son reconocidas por el 

anticuerpo en la inmunodetección, esto podría deberse a la mayor afinidad que 

éste tiene por las hordeínas B. Esto lleva a proponer el desarrollo de una técnica 

de enriquecimiento para las hordeínas D, si se quieren explorar las diferencias que 

puedan presentar entre variedades, así como el uso de un anticuerpo específico si 

se opta por la técnica de inmuno-réplica tipo Western o ELISA para dicho fin.  

 

A manera de integración, sobre las hordeínas B se puede afirmar que las 

diferencias de su acumulación entre variedades resaltaron desde su separación 

por SDS-PAGE 1D, se confirmaron e hicieron más evidentes en los patrones de 

electroforesis 2D teñidos por Coomasie, y mediante la inmuno-réplica tipo Western 

se encontraron diferencias específicas que pudieron distinguir variedades que 

previamente se consideraban prácticamente iguales en la expresión de esta 

familia de hordeínas. Sin embargo, fue con la identificación por espectrometría de 

masas que se logró encontrar miembros específicos de las dos subfamilias que las 

integran: B1 y B3, y la distribución diferencial que parecen presentar entre las 

variedades analizadas.  

En cuanto a las hordeínas C, las diferencias de su acumulación entre 

variedades no son tan evidentes en la separación electroforética en geles 1D ni 

con Coomasie o la detección específica por anticuerpo, pero sí se observan en la 

cuando se hace una segunda dimensión, donde se encuentran isoformas 

electroforéticas y patrones de acumulación que distinguen variedades previamente 

consideradas casi idénticas. Gracias a la identificación por espectrometría de 

masas se pudo proponer la presencia de tres proteínas pertenecientes a esta 
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familia, distinguidas por la secuencia primaria parcial deducida de los péptidos 

obtenidos de la identificación.  

La diversidad aquí observada lleva a proponer a ambas familias de hordeínas, 

B y C, como buenas candidatas para un análisis más profundo que permita 

generar un perfil de expresión para las variedades contrastantes de cebada 

mexicana. En el caso de las hordeínas B, la subclase B1 parece ser un buen 

indicador de diferencias entre variedades, así como la asociación de algunos 

miembros de la subclase B3 con hordeínas C parece ser un fenómeno variedad-

específico que vale la pena investigar.  

Asimismo, es recomendable explorar más a fondo a las hordeínas menos 

abundantes, D y γ, para ver las diferencias que éstas pueden presentar entre 

variedades. En el caso de las hordeínas γ, dichas diferencias parecen ser de 

niveles de expresión, mientras que para las hordeínas D, el enriquecimiento previo 

parece ser necesario para un análisis a nivel proteína, aunque en todos los casos, 

un análisis a nivel transcrito, utilizando cebadores adecuados para RT-qPCR, 

podría ser una herramienta útil y complementaria a lo aquí presentado.  
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10 Conclusiones 
 

1. El método propuesto de extracción-purificación de hordeínas es adecuado 

para obtener extractos proteicos de buena calidad y con concentraciones 

adecuadas para una separación electroforética 2D. 

 

2. Se obtuvieron patrones reproducibles en electroforesis 2D de las hordeínas 

presentes en la semilla madura de tres variedades de cebada maltera 

mexicana.  

 

3. Los patrones electroforéticos mostraron diferencias particulares en la 

distribución de hordeínas C y B entre las variedades 23, 19 18 y 04. 

 
4. Estas diferencias fueron comprobadas por espectrometría de masas y por 

inmuno-réplica tipo Western con un anticuerpo comercial anti-gliadina. 

 
5. La inmunodetección con el anticuerpo anti-gliadina, acoplada con la 

electroforesis 2D provee una metodología adecuada para la identificación de 

hordeínas diferenciales entre las variedades mexicanas de cebada maltera.  
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11 Perspectivas 
De continuarse este trabajo en el futuro se requeriría extender los análisis aquí 

realizados al resto de las variedades mexicanas de cebada, para tener una idea 

completa de la distribución de las hordeínas y su comportamiento según la región 

y el ciclo de cultivo, utilizando semillas obtenidas de invernadero como punto de 

referencia. También, sería recomendable ampliar el número de manchas 

seleccionadas para identificación por espectrometría de masas, para tener una 

visión más amplia de la distribución de las hordeínas y la estructura primaria de las 

isoformas electroforéticas con base en los péptidos obtenidos.  

Entre las cosas que podrían explorarse para mejorar la metodología está el 

uso de una proteína estándar diferente y más cercana a las hordeínas para la 

cuantificación, e.g. gliadina de trigo. Existe también la posibilidad de aplicar 

técnicas de extracción y separación específicas para enriquecer las distintas 

clases de hordeínas, lo cual abre la puerta a un análisis más detallado para la 

búsqueda de polimorfismos o proteínas diferenciales entre variedades, sin 

mencionar la posibilidad de enriquecer aquellas que son poco abundantes. La 

inmunodetección de las hordeínas también puede mejorarse desarrollando 

anticuerpos específicos para cada clase, lo que permitiría la cuantificación 

específica de cada familia mediante inmuno-réplicas tipo Western o incluso ELISA. 

El proceso de malteo es muy complejo y tiene una dinámica que incluye  

proteasas e inhibidores además de las hordeínas, por lo que el estudio de su 

degradación e interacción con otros posibles marcadores moleculares (e.g. 

proteína disulfuro isomerasa), envariedades de calidades malteras contrastantes  

podría llevar a un mejor entendimiento y a encontrar marcadores que influyan en 

la calidad del proceso y de la cebada mexicana misma para desarrollar en última 

instancia nuevas variedades con características deseables. Incluso, con las 

herramientas propuestas en este trabajo y en el párrafo anterior, es posible un 

seguimiento de las hordeínas durante el malteo y la elaboración de cerveza a 

partir de las diferentes variedades, que podría arrojar información sobre el 

beneficio o los inconvenientes que pudieran estar causando en los diferentes 
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parámetros que se consideran para el control de calidad (e.g. hidratación del 

grano durante el remojo, % de extracto en el macerado y la sacarificación, 

precipitación de proteínas durante la ebullición, taponamiento de filtros, formación 

de turbidez y estabilidad de la espuma en la cerveza, etc.).  

La falta de un genoma completo bien anotado de Hordeum vulgare L. en 

bases de datos públicas dificulta la identificación de los péptidos obtenidos por 

espectrometría de masas. En este sentido, en el grupo de trabajo se está 

abordando el problema a través del estudio de los transcritos de las diferentes 

clases de hordeínas, para entender la dinámica con la que se sintetizan durante el 

llenado de los granos y el desarrollo del endospermo. Se ha encontrado que la 

mayoría de las hordeínas analizadas hasta el momento tienen un pico de 

expresión a los 20 días post-antesis (Luján-Soto, en proceso). Este trabajo podría 

complementarse con el estudio de inmunolocalización de las diferentes clases de 

hordeínas en el llenado del grano, específicamente en la formación de los cuerpos 

proteicos, su composición, ubicación en el endospermo y su modificación cuando 

el grano alcanza la madurez y durante el malteo, para explorar las diferencias que 

puede haber entre variedades desde antes del proceso de malteo. Con esto 

eventualmente se espera obtener secuencias de transcritos que puedan permitir a 

su vez encontrar polimorfismos, SNPs o incluso predecir secuencias de 

aminoácidos que puedan usarse como referencia para una futura identificación de 

proteínas, o como marcadores moleculares adicionales, creando una base de 

datos específica de hordeínas de cebada mexicana a distintos niveles del flujo de 

información génica.  
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12 Anexos 

12.1 Réplicas de las electroforesis en gel 2D 
La separación electroforética de las proteínas en geles 2D mostrados en la 

Figura 17 son los representativos de triplicados hechos para cada variedad, que 

se muestran a continuación. 

 

 

Figura 23. Triplicado de la separación electroforética en gel 2D de proteínas de la 
variedad 23. 
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Figura 24. Triplicado de la separación electroforética en gel 2D de proteínas de la 
variedad 19. 
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Figura 25. Triplicado de la separación electroforética en gel 2D de proteínas de la 
variedad 04. 
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12.2 Densitometría de las inmuno-réplicas tipo Western de la 
separación electroforética en geles 1D 

 Una vez que se estandarizaron las condiciones para el western-blot 1D se 

realizaron réplicas para poder hacer un análisis densitométrico de las diferentes 

bandas identificadas. A continuación se muestran dichas réplicas: 

 

Figura 26. Inmuno-réplicas tipo Western de la separación electroforética 1D utilizadas 
para el análisis densitométrico de las bandas seleccionadas (37 kDa). 

 

 Los valores densitométricos fueron normalizados por la cantidad de 

proteína total de cada carril utilizando como referencia el gel control teñido por 

Coomasie de inmuno-réplica, mediante el software Image Lab 4.1 de Bio-Rad 

Laboratories, siguiendo las instrucciones del fabricante.  
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Tabla 9. Valores densitométricos normalizados por cantidad total de proteína por carril. 

var23 var19 var18 var04 Réplica 

34,623,126 22,570,594 34,555,289 29,315,998 A 

730,626,211 584,223,087 618,813,514 600,350,325 B 

177,861,909 87,258,817 185,184,544 97,625,139 C 
 

Una vez obtenidos los valores densitométricos normalizados (Tabla 9) se 

procedió a calcular las veces de cambio en la intensidad de cada variedad con 

respecto a la variedad 23, que el software automáticamente tomó como referencia 

por encontrarse en el carril inmediato al del marcador de peso molecular, para 

poder hacer comparables los valores entre réplicas.  

Tabla 10. Veces de cambio promedio de la intensidad de las bandas de western-blot 1D. 

Veces de 
cambio 

var23 var19 var18 var04 Réplica 

1 0.6519 0.9980 0.8467 A 

1 0.7996 0.8470 0.8217 B 

1 0.4906 1.0412 0.5489 C 

promedio 1.00 0.65 0.96 0.74  
Desv. Estándar - 0.15 0.10 0.17  
 

Una vez que se obtuvieron los valores de veces de cambio promedio (Tabla 

10) se procedió a realizar un análisis de varianza de un factor.  

Tabla 11. Análisis de varianza de las veces de cambio en la intensidad de la banda 
seleccionada en en las inmuno-réplicas. 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio F Probabilidad F crítica 

Entre grupos 0.2633 3 0.0878 5.6999 0.0219 4.0662 
Dentro de los 

grupos 0.1232 8 0.0154    

       
Total 0.3864 11     
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Dado que el valor calculado de F es mayor al valor de F crítica, se concluye 

que hay al menos una variedad que tiene una intensidad significativamente 

diferente a la de la variedad 23. Por los valores de densitometría y la dispersión de 

los datos se deduce que esta variedad es 19. 

12.3 Secuencias de los péptidos identificados por espectrometría de 
masas 
Se muestran a continuación las secuencias de los péptidos detectados por 

espectrometría de masas, alineados con la secuencia reportada de la hordeína 

correspondiente: 

Hordeína C (HOR8_HORVU)   

Digestión: Tripsina 

FPQPQEPFPQQPQQPFPLQPQQPFPQQPQQPFPQPQQPFRQQAELIIPQQPQQPFPLQPH 

                                        ►-------------------

QPYTQQTIWSMV 

-----------◄ 

Péptido encontrado en mancha s3 var23, predicho por digestión in silico. 

Hordeína C (HOR8_HORVU)  

Digestión: Quimotripsina+Tripsina 

FPQPQEPFPQQPQQPFPLQPQQPFPQQPQQPFPQPQQPFRQQAELIIPQQPQQPFPLQPH 

►----------------1--------------------◄►-----------2-------- 

QPYTQQTIWSMV 

--◄►--3-◄ 

   ►---4---◄ 

Tabla 12. Péptidos encontrados de Hordeína C (HOR8_HORVU). 

Mancha Var 
Péptido encontrado 

1 2 3* 4 

s3 
23     

19     

s4 
23     

04     
*: Péptidos predichos por digestión in silico. 
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Hordeína C (HOR7_HORVU) Digestión: Quimotripsina+Tripsina 

QPQQSYPVQPQQPFPQPQPVPQQRPQQASPLQPQQPFPQGSEQIIPQQPFPLQPQPFPQQ 

PQQPLPQPQQPFRQQAELIIPQQPQQPLPLQPHQPYTQQTIWSMV 

            ►-----------1----------◄►--2-◄ 

                                    ►---3---◄ 

Tabla 13. Péptidos encontrados de Hordeína C (HOR7_HORVU) por digestión con Q+T. 

Mancha Var 
Péptido encontrado 

1 2* 3 

s1 
23    

04    

s3 

23    

19    

04    

s4 19    
*: Péptido predicho por digestión in silico. 

 

Hordeína C (HORC_HORVS)  Digestión: Quimotripsina+Tripsina 

RQLNPSSQELQSPQQSYLQQPYPQNPYL 

►-------1-------◄►-2-◄ 

          ►--3--◄►----4---◄ 

►------------5------------◄ 

Tabla 14. Péptidos encontrados en Hordeína C (HORC_HORVS) por digestión Q+T. 

Mancha Var 
Péptido encontrado 

1 2 3* 4 5 

s1 
23      

04      

s3 

23      

19      

04      

s4 

23      

19      

04      
            *: Péptido predicho por digestión in silico. 
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Hordeína B3 (HOR3_HORVU)  
Digestión: Tripsina 
 

QQPVSRQPQQIIPQQPQQPFPLQPQQPQPFPQQPIPQQPQPYPQQPQSFPQQPFPSQQPFP 

 

 

QQPPFWQQQPVLSQQQPCTQDQTPLLQEQQDQMLVQVQIPFVHPSILQQLNPCKVFLQQQC 

                                                      ►----1-   

                                                    

SPLAMSQRIARSQMLQQSSCHVLQQQCCQQLPQIPEQLRHEAVRAIVYSIVLQEQSLQLVQ 

-------◄   ►------------2-------------◄ 

           ►---------------3---------------◄ 

GVSQPQQQSQQQQVGQCSFQQPQPQQGQQQQVPQSVFLQPHQIAQLEATTSIALRTLPTMC 

                                                       ►----- 

 

SVNVPLYRIVPLAIDTRVGV                                   

--4----◄►---5---◄ 

        ►----6-----◄ 

 

Tabla 15. Péptidos encontrados en Hordeína B3 por digestión con tripsina. 

Mancha Var 
Péptido encontrado 

1* 2* 3 4* 5* 6 

s3 23       

s5 

23       

19       

04       

s6 

23       

19       

04       
*: Péptidos predichos por digestión in silico.  
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Hordeína B3 (HOR3_HORVU)  
Digestión: Quimotripsina+Tripsina 
 

QQPVSRQPQQIIPQQPQQPFPLQPQQPQPFPQQPIPQQPQPYPQQPQSFPQQPFPSQQPFP 

 

QQPPFWQQQPVLSQQQPCTQDQTPLLQEQQDQMLVQVQIPFVHPSILQQLNPCKVFLQQQC 

                                         ►--1-◄ 

                                         ►------2------◄ 

SPLAMSQRIARSQMLQQSSCHVLQQQCCQQLPQIPEQLRHEAVRAIVYSIVLQEQSLQLVQ 

                                                ►------------ 

GVSQPQQQSQQQQVGQCSFQQPQPQQGQQQQVPQSVFLQPHQIAQLEATTSIALRTLPTMC 

------3-----------◄►-------4--------◄►--------------5-------- 

 

SVNVPLYRIVPLAIDTRVGV                                   

------◄►-----6-----◄ 

Tabla 16. Péptidos encontrados de hordeína B3 por digestión Q+T. 

Mancha Var. 
Péptidos encontrados 

1* 2 3 4* 5 6 

s5 

23       

19       

04       

s6 
23       

04       
*: Péptidos predichos por digestión in silico. 
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Hordeína B1 (HOR1_HORVU)  Digestión: Tripsina 

MKTFLIFALLAIAATSTIAQQQPFPQQPIPQQPQPYPQQPQPYPQQPFPPQQPFPQQPVPQ 

 

QPQPYPQQPFPPQQPFPQQPPFWQQKPFPQQPPFGLQQPILSQQQPCTPQQTPLPQGQLYQ 

 

TLLQLQIQYVHPSILQQLNPCKVFLQQQCSPVPVPQRIARSQMLQQSSCHVLQQQCCQQLP 

                                        ►--------------1----- 

                                        ►-----------2-------- 

QIPEQFRHEAIRAIVYSIFLQEQPQQLVEGVSQPQQQLWPQQVGQCSFQQPQPQQVGQQQQ 

-----------◄ 

------◄ 

VPQSAFLQPHQIAQLEATTSIALRTLPMMCSVNVPLYRILRGVGPSVGV 

                        ►-----3------◄ 

 

Tabla 17. Péptidos de Hordeína B1 encontrados por digestión con tripsina. 

Mancha Var 
Péptido encontrado 

1 2* 3* 

s5 04    

s6 23    
*: Péptidos predichos por digestión in silico. 

Hordeína γ1 (HOG1_HORVU)  Digestión: Tripsina 

MKILIILTILAMATTFATSEMQVNPSVQVQPTQQQPYPESQQPFISQSQQQFPQPQQPFP 

 
QQPQQPFPQSQQQCLQQPQHQFPQPTQQFPQRPLLPFTHPFLTFPDQLLPQPPHQSFPQP 

 
PQSYPQPPLQPFPQPPQQKYPEQPQQPFPWQQPTIQLYLQQQLNPCKEFLLQQCRPVSLL 

                   ►------------1-------------◄►--------2--- 

SYIWSKIVQQSSCRVMQQQCCLQLAQIPEQYKCTAIDSIVHAIFMQQGQRQGVQIVQQQP 

-----◄                          ►--------3-------◄ 

QPQQVGQCVLVQGQGVVQPQQLAQMEAIRTLVLQSVPSMCNFNVPPNCSTIKAPFVGVVT 

                                                    ►-----4-

GVGGQ 

----◄ 

Péptidos encontrados en la mancha s5 var23, todos predichos por digestión in silico. 
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Hordeína γ1 (HOG1_HORVU)   

Digestión: Quimotripsina+Tripsina 

MKILIILTILAMATTFATSEMQVNPSVQVQPTQQQPYPESQQPFISQSQQQFPQPQQPFP 

 
QQPQQPFPQSQQQCLQQPQHQFPQPTQQFPQRPLLPFTHPFLTFPDQLLPQPPHQSFPQP 

 
PQSYPQPPLQPFPQPPQQKYPEQPQQPFPWQQPTIQLYLQQQLNPCKEFLLQQCRPVSLL 

                                      ►----1----◄ 

SYIWSKIVQQSSCRVMQQQCCLQLAQIPEQYKCTAIDSIVHAIFMQQGQRQGVQIVQQQP 

                                ►-----2----◄ 

QPQQVGQCVLVQGQGVVQPQQLAQMEAIRTLVLQSVPSMCNFNVPPNCSTIKAPFVGVVT 

                                           ►-----3----◄►---- 

GVGGQ 

-4--◄ 

Péptidos encontrados en la mancha s5 var23, los péptidos 3 y 4 fueron predichos por 
digestión in silico. 
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