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RESUMEN

Los cereales son una de las principales fuentes de alimentacion para la
humanidad; sin embargo, es de importancia considerar las diferentes utilidades en
el que pueden ser aprovechados para beneficio del ser humano, como es la
produccion de alimento para animales ya sea en verde o en grano, teniendo al
cultivo de cebada como buena alternativa por sus ventajas sobre otros cereales
del mismo ciclo, por ser un cultivo vigoroso, resistente a la sequia, a la salinidad y
puede cultivarse en suelos marginales; ademas de presentar rapido desarrollo, por
lo que produce forraje y/o grano en relativamente menor tiempo y costo en
comparacién con otros cereales. La produccién de semilla de cebada requiere
estar dentro de los estandares de calidad debido a su demanda y a que cada vez
es mas competitiva frente a otros cereales, teniendo la necesidad de contar con
nuevas variedades que aporten mayor produccién y calidad de semilla. Este
concepto de calidad, engloba a un conjunto de atributos fisicos, fisiolégicos,
genéticos y sanitarios; en este estudio, se consideraron de intéres los atributos
fisiolégicos, asi como a la bioquimica de la semilla para aportar informacion sobre
nuevos materiales genéticos de cebada forrajera imberbe, desarrollados por el
Programa de cereales de la UAAAN, en los cuales no se ha estudiado sobre las
proteinas presentes en semillas, ni la respuesta del vigor aplicando deterioro
artificial a través del envejecimiento acelerado, se compararon 20 nuevos
genotipos de cebada forrajera imberbe, una avena cv. Cuauhtémoc, dos cebadas
comerciales cv. Cerro Prieto y cv. GABYAN95, una linea de trigo experimental AN-
366 y triticale cv. Eronga-83, a través de pardmetros de vigor por el envejecimiento
acelerado, tipo y cantidad de proteinas presentes en la semilla de cada material
genético. El estudio se realiz6 en dos etapas: 1) Deterioro artificial de la semilla
mediante Envejecimiento Acelerado (EA), a 42°C + 1 °C por 72 horas con una HR
de 95 %; al término se evalud la calidad fisiologica con las pruebas de germinacion
y vigor teniendo como variables: porcentaje de Plantulas Normales (PN), Plantulas
Anormales (PA) y Semillas Sin Germinar (SSG); en el vigor: Longitud de Plimula

(LMP) y Peso Seco de plantula (PS); y 2) El estudio de proteinas a través de la
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cuantificacion con el reactivo de Bradford y con un espectrofotdmetro a 595 nm vy,
la cualificacion mediante electréforesis vertical en gel de poliacrilamida-Sulfato
dodécil de sodio (PEG-SDS), determinando las proteinas: Albuminas, Gliadinas y
Glutelinas. Los resultados de las variables se analizaron en bloques
completamente al azar, en la primera etapa en cuatro repeticiones, y la segunda
en dos, ademas con los promedios de cada variable, se realizaron pruebas de
comparacion y correlaciones. El resultado del andlisis de varianza indico
diferencias altamente significativas en las variables evaluadas en la primera etapa
con excepcion del porcentaje de PA, destacando en comparacion de medias a
Cerro prieto, avena y los genotipos G16 y G1 con los mas altos porcentajes de PN
después del envejecimiento acelerado por arriba del 79%, mientras que los
genotipos G4, G5, G14, G19, G18, G11 y G9 fueron los méas afectados por el EA,
al tener los méas bajos valores de germinacion y por consecuencia presentaron los
mayores porcentajes de SSG. En cuanto a la variable LMP, Cerro prieto, trigo,
triticale y avena junto a los genitpos G1 y G3 resultaron en el primer grupo
estadistico con la longitud mas alta desde 9.49 a 9.6 cm pl?; en cambio en la
variable PS, los genotipos G4, G9, G2, G8, G1 y GABYAN95 entre otros tuvieron
mayor peso acumulado en las plantulas desde 18.54 a 14.0 mg pl?t, que los
testigos de otras especies incluyendo a Cerro prieto. Con respecto al estudio del
contenido de proteinas, destacaron los genotipos G4, G9, Cerro prieto y
GABYANO95 entre otros al tener la mayor concentracion de albuminas desde
719.23 a 684.17ug mLt; mientras G16, G4, G18 y avena con las mas altas
concentraciones de glutelina arriba de 1,000 ug mL; y destacando nuevamente el
genotipo G16 y G18 junto a otros genotipos de cebada forrajera en el contenido de
gliadinas por arriba de 600 pg mL?. Con respecto a los resultados de la
cualificacion de proteinas, se logro identificar la misma proteina gliadinas a G17 y
G19, asi como los testigos con un peso molecular de 97.4 a 116.3 kD, lo que
indica que se trata de un mismo tipo de proteina; mientras que a los genotipos G9
al G17 y testigos avena, Cerro prieto y triticale se les encontraron glutelinas con
pesos moleculares entre 67.8 a 45.0 kD. En el resultado del analisis de

correlaciones entre variables, se encontrd relacion positiva y significativa en PN
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con PA y LMP, asi como negativa con SSG; ademas el PS presentd una relacion
positiva y significativa con el contenido de albuminas en las semillas. En
conclusion, existe un efecto en el vigor entre los genotipos a través del EA,
teniendo un alto vigor G16, G15, G1, Cerro prieto y avena Cuauhtémoc, con alto
porcentaje de PN; pero sobresalieron G4 y GABYAN95 en PS. En el estudio de
proteinas, G16 y G18 se distinguieron con alta contenido de glutelinas y gliadinas
pero baja albumina; mientras avena presento alta glutelina pero baja gliadina y
albumina. Al presentarse mayor PN, se tendr& mayor PS y LMP, ademas bajo
porcentaje de SSG, comportamientos dados por G1, G13, G16, Cerro prieto y trigo
AN-366. Al existir relacion positiva entre albuminas y PS, es debido a que estas
proteinas son estructurales, a mayor PS se tendra mayor contenido y viceversa,
como fueron G4, G9 y GABYAN95

Xiv



INTRODUCCION

Los cereales son una de las principales fuentes de alimentacion para la
humanidad. Se estima que los cereales aportan mas de 50% de la energia total
consumida por la poblacion humana. A nivel mundial, después del trigo maiz y
arroz, la cebada ocupa el cuarto cereal cultivado, pertenece al género Hordeum, y
dentro de este género se encuentran las especies: H. vulgare, L., y H. distichum,
L., la primera de seis hileras y la segunda de dos hileras; ademas, se considera
uno de los cultivos mas antiguos, por tener mas de 15,000 afios bajo el cuidado
del hombre y cuyos granos se utilizaron para la panificacion incluso antes que el
trigo.

Es de importancia considerar que se tienen diferentes utilidades de los cereales
gue resultan aprovechados de manera indirecta para beneficio del ser humano,
como es el alimento para ganado, que al final del producto (forraje o grano) o de la
materia prima (semillas) con que se genera el producto, debe contar con ciertas
caracteristicas o adaptacion a diferentes condiciones climaticas y ser competitivos
en el mercado agricola, como es la cebada que tiene algunas ventajas sobre otros
cereales que se producen en el mismo ciclo, por ser vigoroso, resistente a la
sequia, a la salinidad y puede cultivarse en suelos marginales; ademas de
presentar rapido desarrollo, por lo que produce forraje y/o grano en relativamente

menor tiempo y costo en comparacion con otros cereales (Colin et al.,2007).

Sin embargo, la produccién de semilla de cebada requiere estar dentro de los
estandares de calidad debido a su demanda y que cada vez es mas competitiva
frente a otros cereales, por lo que se debe contar con nuevas 0 mejores
variedades comerciales, asi como nuevas tecnologias de produccion que aporte el
incrementar la produccion y obtener una mejor calidad de la semilla (Garcia,
2003). Se sabe que la cariopside o grano maduro de una semilla estd compuesta
de proteinas, carbohidratos, compuestos nitrogenados, lipidos, vitaminas y sales
minerales.

Estos componentes quimicos toman un papel importante en los procesos

metabdlicos, fisiolégicos y anatdmicos en la semilla, generando resistencia,



tolerancia, longevidad, adaptabilidad en un lote de semillas, lo que puede ser
medido de manera indirecta a través de pruebas de calidad; sin embargo, segun
Guerrero (2003) menciona que en la mayoria de los cereales se encuentran al
menos cuatro fracciones proteicas como son las solubles que estan constituidas
por albiminas y globulinas y las insolubles constituidas por prolaminas vy
glutelinas. De acuerdo al valor nutritivo, las proteinas de las harinas de los
cereales varian en su composicién de amino&cidos pero el contenido de lisina de
todos ellos es bajo y también el contenido de metionina, especialmente en el trigo,
el centeno, la cebada, la avena y el maiz comparados con la proteina de la carne,
los huevos y la leche. Al estudiar estas proteinas las cuales se encuentran en los
cereales, podemos obtener el papel que desempefian en cuanto a la calidad de la

semilla.

La calidad de la semilla es un concepto agronémico multiple que engloba a un
conjunto de atributos fisicos, fisioldégicos, genéticos y sanitarios (Bishaw, 2007),
donde el atributo fisiologico, es determinado por parametros que evallan la
viabilidad, germinacion y vigor de una semilla, dentro de este Ultimo se encuentra
el envejecimiento acelerado, prueba mas aplicada a semillas comerciales basada
en el deterioro artificial de la misma (Vashisth, 2009; Duran et al., 2011)por su
exposicion a temperaturas y humedades relativas altas (Gonzalez, 2014),
mermando su capacidad germinativa, el crecimiento inicial de plantulas, tolerancia
a condiciones adversas en forma desuniforme en las semillas, ain en un mismo
lote (McDonald, 1999; Mohammadi, H., y Soltani, et al.,2011 ).

El Programa de cereales de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro ha
generado nuevos materiales genéticos de cebada forrajera imberbe, que dentro de
la bioquimica de semillas no se ha determinado, ni estudiado el tipo y cantidad de
proteinas presentes en semillas, asi tampoco se ha tenido informacion de su
relacion con el vigor de la semilla aplicando deterioro artificial a través del
envejecimiento acelerado, por lo cual se plantearon los siguientes objetivos

general y especificos:



Objetivo general

Comparar 22 genotipos de cebada y otras especies de cereales (avena, trigo,

triticale) a través de parametros de vigor por el envejecimiento acelerado, tipo y

cantidad de proteinas presente en la semilla de cada material genético.

Objetivos especificos

Determinar el efecto del vigor por deterioro artificial (envejecimiento
acelerado) de 20 progenies de cebada forrajera, dos cebadas comerciales
variedades Cerro prieto y GABYAN95, una avena comercial variedad
Cuauhtémoc, una linea experimental de trigo AN-366 y una variedad de

triticale Eronga 83.

Determinar el tipo y cantidad de proteina presente en semillas de los
genotipos antes mencionados, mediante espectrofotometria y electroforesis

vertical.



Hipotesis

- Al menos una de las progenies de cebada forrajera presenta una mejor
respuesta y diferente al resto de materiales genéticos estudiados en alguno

de los parametros de vigor mediante el envejecimiento acelerado.

- Al menos una de las progenies de cebada forrajera, presenta en la semilla
una cantidad y tipo de proteina diferente al resto de los genotipos

estudiados.

- El contenido de gliadinas y glutelinas tiene una relacion con los parametros
de vigor en cuanto al del envejecimiento acelerado en los materiales

genéticos estudiados.



REVISION DE LITERATURA

Cereales
La produccion de cereales tiene un papel preponderante en la actividad agricola
mundial. De todos los cultivos agricolas, los cereales son generalmente
considerados como los més importantes. Se siembran en cerca del 75% de la
superficie cultivada del mundo, y suministran directamente cerca de dos tercios de
la energia y la mitad de la proteina de las necesidades del mundo, indirectamente
suministrada en grandes cantidades de comida cuando se convierte en carne,

leche, huevo, etc.

Con el crecimiento de la poblacion humana, la demanda de cereales se
incrementara considerablemente para el afio 2030. Por ello, los rendimientos
medios mundiales de trigo (2.8 t ha') y cebada (2.7 tha), deberian aumentar a
4.4y 4.1 t ha'l, respectivamente, hacia el afio 2030 para cubrir los requerimientos
esperados. Madrigal (2013) cita a (Santoyo y Quiroz, 2004).Sin embargo,
menciona que el cambio climatico en muchos casos, ha llamado la atencién sobre
la capacidad de mantener la productividad y realizar un manejo sustentable de
recursos en las areas donde se producen cereales como trigo, cebada, avena y

triticale.

Estadisticas indican que en México, la produccién de cebada se concentra en la
zona centro del pais principalmente en Hidalgo, Tlaxcala, México, Guanajuato,
Puebla, Zacatecas, Michoacan y Querétaro. En conjunto, produjeron en promedio
casi 90 % del total de la cebada en México durante el periodo 2000-2007. Durante
el ciclo de primavera — verano se produce 75 % de la produccion nacional,
aproximadamente 99 % es sembrado bajo condiciones de temporal. En el ciclo de
otofio — invierno se produce el 25 por ciento restante, de éste, casi 95 % es bajo
condiciones de riego. El incremento de la produccién principalmente en zonas de
temporal hace necesario la obtencion de variedades con mayor rendimiento,
tolerancia a las principales enfermedades, calidad maltera y cervecera (Solano et
al., 2008)



Cereales de grano pequefio

El grupo forrajero denominado cereales, comprende a todas aquellas plantas
pertenecientes a la familia de las Gramineas que se cultivan mayoritariamente
para la produccion de cereal grano: trigo, cebada, avena, centeno y triticale.
Representan el 30 % de la superficie total destinada a la produccion forrajera. El
97 % de las hectareas dedicadas a producir cereales de invierno para uso
forrajero son de secano. La forma de aprovechamiento mas importante es el
consumo en verde (49 %), seguido de la de heno con un 42 %, vy la fraccion

restante, como ensilado.

En condiciones templadas bajo riego o temporal del Estado de México, los
cultivos mas empleados son avena, ballico anual, veza, cebada, triticale y trigo,
gue se caracterizan por producir un volumen alto de forraje de buena calidad en
un periodo corto de tiempo. La mayor disponibilidad de forraje suele presentarse
durante los meses de marzo a septiembre, y a partir de octubre hasta inicios de
marzo existe una marcada reduccion de forraje por efecto de temperaturas bajas y
presencia de heladas, que limitan la capacidad fotosintética, persistencia y

rendimiento de forraje.

Los cereales de grano pequeiio pueden utilizarse como corte 0 como pastoreo, en
el suroeste de E. U. A., se siembra un area considerable de hectareas de trigo
invernal para doble propdésito. La produccion de forraje es importante en aquellas
zonas donde se cosecha para verdeo o silo, es necesario considerar el rebrote si
va a ser pastoreado y/o posteriormente se deja para producir semilla (Brownch y
Patterson, 1992).En este caso la produccion de forraje es influenciado por el
genotipo, aunque se pone énfasis por parte de los mejoradores en este aspecto,

considerandose principalmente la produccion de grano (Briggle y Reitz, 1963).



Cebada (Hordeum vulgare L.)

La cebada es un cultivo radicado en México, y su importancia es por su uso en la
alimentacion de ganado y por su demanda en la industria de la cerveza. Por lo

general los paises que mas la producen la utilizan en esas dos formas.

La cebada es mayormente utilizada para la alimentacion de ganado vacuno
debido a sus propiedades nutritivas, se cultiva principalmente en Norte América y
Europa, las formas en que se consume la cebada en la alimentacion pecuaria son:
mediante el pastoreo, en forraje para henificado o ensilado, uso del grano en
dietas de engorda o mediante el uso de la paja como complemento alimenticio.
Debido a su composicion quimica, el grano de cebada se considera una
importante fuente de proteina, carbohidratos y minerales que pueden ser incluidos
en las dietas de pequefios rumiantes, ganado monogastrico y aves de corral
(Zamora y Pérez, 2017)

Origen geogréfico

La cebada se cree que fue una de las primeras plantas domesticadas al comienzo
de la agricultura. Poehlman (1981), que describe dos centros de origen. Uno de
ellos; Etiopia y Africa del Norte, de donde proceden muchas de las variedades
cubiertas con barbas largas, mientras que del otro centro; China, Japén y el Tibet,
proceden las variedades desnudas, de barbas cortas o imberbes y los tipos de

granos cubiertos por caperuzas.

Las cebadas cultivadas se han clasificado recientemente dentro de tres especies:
Hordeum vulgare:de seis carreras con tres florecillas fértiles en cada uno de los
nudos del raquis donde los granos laterales son ligeramente mas pequefios que
los del centro.

Hordeum distichum:de dos carreras, solamente las flores de la hilera central
producen granos normalmente ya que la florecillas laterales tienen sus 6rganos

sexuales reducidos.



Hordeum irregulare:las florecillas centrales son fértiles, las florecillas laterales
pueden ser estériles, sin sexo, estando distribuida de un modo irregular la

proporcién de las mismas en la espiga.

Su importancia

La cebada (Hordeum vulgareL.) es el cuarto cereal mas cultivado en el mundo
después del trigo, el maiz y el arroz (Alam et al., 2006), se considera el segundo
cultivo de invierno en importancia y tiene como destino la produccion de malta
para la elaboracion de cerveza, utilizandose para otros destinos rechazos o
excedentes. El desarrollo de cultivares con adaptacién, potencial creciente de
rendimiento y alta calidad maltera es esencial para su viabilidad como opcién

agricola.

Hernandez (1987), menciona que pocos cultivos tienen la importancia social de la
cebada, ya que de la produccion de este cereal dependen econémicamente mas
de 36,000 familias en zonas temporales del pais. El cultivo de la cebada tiene la
ventaja de que en paises de invierno benigno se puede producir durante todo el
afio debido a su amplia adaptacion, por lo cual se considera de invierno y

primavera.

Considerando las caracteristicas que presenta la cebada en cuanto a su rusticidad
y tomando en cuenta que aproximadamente el 80% del area agricola en nuestro
pais es de temporal, el aprovechamiento de este cultivo es de gran importancia
para su establecimiento sobre todo en aquellas areas en las que otros cultivos no

prosperan.

Clasificacién taxondmica

Méndez (2004) cita la siguiente clasificacion taxonémica para la cebada.

Reino: Vegetal.
Division: Tracheophyta.
Subdivision: Pterosidae.



Clase: Angiosperma.

Subclase: Monocotiledénea.
Grupo: Glumiflora.
Orden: Graminales.
Familia: Poaceae.
Género: Hordeum.
Especie: vulgare

Las cebadas cultivadas se distinguen por el nimero de espiguillas que quedan en
cada diente del raquis. Si queda solamente la espiguilla intermedia, mientras
abortan las laterales, tendremos la cebada de dos carreras (Hordeum distichum),
si aborta la espiguilla central, quedando las dos espiguillas laterales, tendremos la

cebada de cuatro carreras (Hordeum tetrastichum) (Guerrero, 1999).

Descripcion botanica

La cebada tiene un dmbito de crecimiento anual, con tendencias a convertirse en
perenne bajo condiciones muy especiales. Existen variedades de cebada de
primavera e invierno. Las de primavera tienen un ciclo vegetativo corto, de 60 a 70
dias. Se siembra a fines del invierno o al principio de la primavera.Tiene un
coeficiente de transpiracidon superior al trigo, aunque, por ser el ciclo mas corto, la

cantidad de agua absorbida es algo inferior.

Hojas

La cebada es una planta de hojas estrechas y color verde claro. La planta de
cebada suele tener un color verde mas claro que el del trigo y en los primeros
estadios de su desarrollo la planta de trigo suele ser mas erguida.

Raices

El sistema radicular es fasciculado, fibroso y alcanza poca profundidad en
comparacion con el de otros cereales. Se estima que un 60% del peso de las
raices se encuentra en los primeros 25 cm del suelo y que las raices apenas

alcanzan 1.20 m de profundidad.



Zuaiiga (1987) menciona que los tallos llegan a medir en promedio de 20 cm en las
variedades cortas bajo condiciones de sequia y 154 cm en variedades altas en
buenas condiciones de manejo.

Tallo

El tallo es erecto, grueso, formado por unos seis u ocho entrenudos, los cuales
son mas anchos en la parte central que en los extremos junto a los nudos. La
altura de los tallos depende de las variedades y oscila desde 0.50 cm a un metro.
Flores

Las flores tienen tres estambres y un pistilo de dos estigmas. Es autdgama. Las
flores abren después de haberse realizado la fecundacién, lo que tiene
importancia para la conservacion de los caracteres de una variedad determinada.
Fruto

El fruto es un cariépside, con las glumillas adheridas, salvo en el caso de la
cebada desnuda.

Grano o semilla

El tamafio del grano depende de la influencia del ambiente y sus dimensiones
varian como sigue: puede alcanzar una longitud maxima de 9.5 mm y una minima

de 6.0 mm; de ancho mide entre 1 .5y 4.0 mm.

Robles (1990), establece que la cebada tiene un habito de crecimiento anual, con
tendencia a convertirse en perenne bajo condiciones muy especiales. Existen
variedades de primavera e invierno. Las primeras tienen un ciclo corto de 80 a 90
dias, se siembran a fines de invierno o a principios de primavera, usadas
principalmente para la produccién de grano. Las variedades de invierno poseen un

ciclo hasta de 160 dias, utilizadas principalmente para la produccion de forraje.

La madurez fisiologica es el punto maximo que alcanza la vida de las semillas. o el
grano Delouche, (1974). En este punto las semillas logran el maximo peso seco, la
maxima germinaciéon y el maximo vigor. Después de la madurez fisioldgica, la

calidad de la semilla empieza a disminuir. La calidad puede ser controlada al
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cosechar la semilla en el momento mas adecuado y mas tarde con la
manipulacion de las condiciones de almacenaje. Para el momento Optimo de la
cosecha de la semilla es importante tomar en cuenta varios factores, estos son:
contenido de humedad de la semilla, etapa adecuada para cosechar (ya sea en
madurez fisiologica y después de madurez fisioldgica), temperatura del lugar,

humedad relativa etc.

Por otra parte Roque (2010) cita a Olmos (1995), dice que para cosechar la
cebada hay que esperar a que madure el grano (que esté lleno, seco y de un color
amarillo uniforme), sin embargo, no debe de retardarse esta operacidon para evitar
pérdidas por desgrane. Si se cosecha mecanicamente, debe de ajustarse bien la
trilladora para evitar pelar o quebrar grano, por lo cual se debe evitar cosechar
grano con humedad arriba del 16.5%, porque al secarse este se chupa. La cebada
con humedad arriba de 13.5% no debe de almacenarse debido a que se calienta,
favoreciendo el desarrollo de hongos, afectando su germinacién y reduciendo su

calidad.

Calidad de la semilla
La calidad de la semilla es determinada por cuatro atributos: genético, visto a
través de las variedades mejoradas; fisico, esto es de los componentes
tradicionales de pureza, a la incidencia y a la severidad de dafio mecanico;
sanitario, tipo e incidencia de enfermedades trasmitidos por semilla vy fisiolégico a

través de germinacion y vigor.

La calidad fisiolégica de la semilla incluye aquellos atributos intrinsecos de las
semillas las cuales determinan su capacidad para germinar y emerger
rapidamente, asi como para producir una poblacion uniforme de plantas vigorosas
bajo un rango de condiciones de campo que pueden ser encontradas desde el
momento de sembrar, hasta en el proceso de control de calidad de semillas que
utilizan varias pruebas para determinar su valor como semillas y ser

sembradas.La calidad de la semilla es un término relativo y significa el grado de
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excelencia cuando se compara con un estandar aceptable.

Thomson (1979), menciona que la calidad de semillas es un concepto multiple que
puede ser calificado particularmente a partir de ciertos atributos como pureza
varietal, germinacion, vigor, sanidad, apariencia, uniformidad, pureza fisica, dafio
mecanico, estado de madurez.

Bishaw et al. (2007), mencionan que la calidad de la semilla es un concepto

agronomico multiple que engloba al conjunto de atributos mencionados.

De acuerdo a Moreno (1996), entre los factores que afectan la viabilidad de las
semillas se pueden citar: el genotipo, el medio ambiente, la nutricién de la planta,
el estado de madurez al momento de la cosecha, tamafo, peso volumétrico, dafio
fisico, deterioro y envejecimiento, tiempo de almacenamiento y patdgenos
presentes en la semilla.

Flores (1993), menciona que la calidad fisiolégica se refiere a pardmetros de
viabilidad de la misma, a la capacidad de germinacién y el vigor para establecer

nuevos individuos y que como unidad biolégica puede sufrir alteraciones.

Calidad genética

El género Hordeum comprende cerca de 25 especies. Se encuentran tanto
especies diploides como tetraploides. A deferencia del trigo y de la avena, las
especies cultivada son especies diploides.

Especies diploides (2n= 14)

Especies cultivadas. Hordeum vulgare, Hordeum. distichum, H. irregulare.
Especies silvestres. Hordeum spontaneum, H. agriocrithon, H. pucillum.
Especies tetraploides (4n=28)

Especies silvestres. Hordeum murinum, H. bulbosum, H. jubatum, H. nodosum.

Bustamante (1995), menciona que dentro de la calidad genética se encuentra la
fidelidad o autenticidad de una muestra de semillas de una determinada variedad;
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que después de varias generaciones de incremento, conserva el mismo genotipo
con el cual fue liberado por el genetista, para preservar y asegurar que el genotipo
de una variedad, mantiene dentro de los limites aceptables en los diferentes
incrementos, es necesario vigilar sus caracteristicas de tipo agrondmico,
morfologico, fisioldgico y bioquimico, todo ello puede ser realizado mediante una

descripcion varietal y comparada con una muestra original, tal y como fue liberado.

El mejoramiento tradicional de plantas como es el caso de la mayoria de los
cereales se basa principalmente en la obtencion de lineas puras, las que una vez
seleccionadas por sus caracteristicas de rendimiento, de adaptabilidad y de

calidad, pasan a la categoria de variedades mejoradas (Marquez, 1988).

En otros métodos de fitomejoramiento se planea que se lleve a cabo por medio de
cruzas multiples; en las que intervienen muchas lineas con caracteres favorables
diferentes, los que se desea incorporar en la integracion de una linea pura como

variedad mejorada (Robles, 1986).

En los ultimos 35 afios, mas del 95% de las variedades de trigo que se siembran a
nivel nacional se derivaron directamente de lineas avanzadas del programa de
mejoramiento genético del CIMMYT. Asi mismo existen programas de
mejoramiento de cebada, con el fin de desarrollar germoplasma para ayudar a la
sustentabilidad de paises en via de desarrollo, para que obtengan germoplasma

mejor adaptado a condiciones climéticas (ICARDA, CIMMYT).

Calidad fisiolégica

La calidad fisiologica implica la integridad de las estructuras y procesos fisioldgicos
que permiten a la semilla mantener altos indices de viabilidad. Esta ultima se
refiere a la alta capacidad de germinacion y vigor para establecer nuevos
individuos (Bustamante, 1982). Los principales indicadores de la calidad fisiol6gica
son la germinacion y el vigor, que dependen del genotipo y del cuidado de su

desarrollo en la produccion y manejo de poscosecha. Asi como menciona (Antuna
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y Rincon, 2003) que dentro de un programa de produccion de semillas, es
importante determinar los componentes de la calidad fisiologica en términos de
viabilidad y vigor, los cuales pueden contribuir a predecir el establecimiento y
produccién de hibridos sobresalientes con altos indices de calidad, asi como un
manejo adecuado del cultivo.

La prueba de germinacion estandar es el procedimiento mas comun para evaluar
la calidad fisiologica de un lote de semillas y sirve para determinar en gran medida
la viabilidad de la semilla, que tiene la capacidad de producir una plantula normal,

la cual establece la capacidad de germinacion.(Garcia et a.l, 2004).

Calidad Fisica

Los cereales difieren en sus propiedades fisicas. Estas variaciones hacen que los
cereales se seleccionen en base a estas propiedades porque se relacionan con
sus diferentes segmentos industriales. Las propiedades fisicas de los granos se
relacionan con su composicidn quimica y las propiedades funcionales. La
caracterizacion de la clase y el grado de calidad de los cereales juega un papel
fundamental y critico en el mercadeo y movimiento de granos en el mundo. En la
comercializacion de granos, generalmente se consideran los atributos y pruebas

de calidad establecidos en normas (Lopez et al., 2001)

(Walter et al., 2009). Mencionan que una semilla de calidad fisica es aquella que
presenta un alto porcentaje de semilla pura, y el minimo contenido de semillas de
malezas de otros cultivos y materia inerte. También contempla otros atributos
fisicos en la semilla como son el contenido de humedad, el tamafio, la uniformidad

y densidad.
(Lopez et al., 2006). Atribuye que el peso de la semilla es otro indicador de la

calidad, ya que un cultivo sujeto a falta de nutrientes, dafios por helada o granizo

lo vera reflejado en su peso volumétrico.
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Calidad bioquimica

La cebada es el cuarto cereal mas importante en el mundo después del trigo, el
arroz y el maiz. La cebada como todos los cereales es deficiente en determinados
aminoécidos esenciales como son lisina, histidina, metionina, treonina y triptéfano
(Lopez et al., 2006). El andlisis quimico de la cebada es muy importante para
evaluarla como alimento de consumo humano, pero el valor nutricional real de las

proteinas no se refleja en la composicién quimica (Zhu et al., 2001).

Proteinas

Las proteinas son esenciales para el desarrollo de nuestro organismo vy
los cereales son alimentos muy ricos en proteinas de origen vegetal. La cascara y
el germen de los cereales contienen mas vitaminas, minerales, antioxidantes
naturales y fibra dietética. Y en cuanto al contenido de proteina se encuentra
principalmente en el endospermo el cual también contiene almidén, sin embargo,
proporcionalmente aporta mas, ya que la cantidad de endospermo que hay en un
grano de cereal es mayor. Los compuestos proteicos de los granos se localizan en
todos sus tejidos, pero el germen y la capa de aleurona concentran la mayor
cantidad de compuestos nitrogenados. Las proteinas se clasifican de acuerdo con
su solubilidad en hidrosolubles (albuminas) y soluciones ionicas débiles
(globulinas) que se encuentran principalmente en el germen. Son conformadas por
enzimas, nucleoproteinas y glicoproteinas, sustancias biolégicamente activas que
juegan un papel critico durante la germinacién. De las cuatro fracciones proteicas
las albuminas y las globulinas tienen el mejor balance de aminoéacidos esenciales
porque, son especialmente ricas en lisina. Dentro de los cereales, la avena se
distingue porque contiene el mayor porcentaje de estas fracciones proteicas.
Aproximadamente el 80% de las proteinas del grano es de almacenamiento y
reserva. La fraccién proteica mas abundante en la mayoria de los cereales es la

que contiene a las prolaminas (Villanueva, 2012).

Segun Bello (2000) menciona que la solubilidad, en la mayoria de los cereales se

distinguen en cuatro fracciones proteicas: las fracciones proteicas solubles en
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agua que estan constituidas por albaminas y globulinas, y las insolubles
constituidas por prolaminas y gluteninas, que de acuerdo a las clasificaciones se

diferencian de la siguiente manera:

- Albuminas. Solubles en agua y precipitables por las soluciones salinas
concentradas. A este tipo corresponde numerosas proteinas alimenticias,
como la lactoalbumina y el factor anatitripsico de las leguminosas.

- Globulinas. Solubles en soluciones salinas. Las de origen animal suelen
coagular por el calor. Suelen integrar las reservas proteicas de muchos
productos naturales, como clara de huevo, leche, carnes, vegetales.

- Glutelinas. Solubles en soluciones salinas muy concentradas. Abundan en
cereales, de modo especial en trigo y maiz.

- Prolaminas. Solamente se disuelven en etanol de 70-80 %. Son todas de
origen vegetal y abundan en los cereales: gliadina del trigo, hordeina de la

cebada, zeina del maiz.

En cuanto a las proteinas, gluteninas y gliadinas, estan relacionadas
estructuralmente pero presentan solubilidades diferentes. Las gliadinas son
mondmeros que interactian por fuerzas no covalentes, mientras que las
gluteninas son polimeros de alto peso molecular estabilizados por puentes
disulfuro (Shewry et al., 2004). Se considera gue las gliadinas le dan extensibilidad
y viscosidad a las masas, mientras que las gluteninas le dan elasticidad y fuerza
(Diaz et al., 2006)

Lipidos

Los cereales poseen pequefias cantidades de lipidos o grasas. El cereal que mas
lipidos contiene es la avena (6-8%) y son predominantemente insaturados. El
resto de cereales no posee mas de un 2%. Los lipidos insaturados han
demostrado ser beneficiosos ya que su consumo ayuda a reducir el colesterol total

y el LDL. Dentro de este grupo se encuentran los acidos grasos esenciales
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(linoleico y linolénico), que son aquellos que el organismo no puede fabricar y que

tienen que ser ingeridos en la dieta.

Se considera a las proteinas como componentes de la membrana que
desempeiian funciones especificas tales como, transporte, soporte vy
comunicaciéon, afiade, que en el caso de los lipidos, las proteinas pueden girar
alrededor de su eje y muchas de ellas pueden desplazarse lateralmente (difusién

lateral) por la membrana.

Carbohidratos

La cebada tiene una alta concentraciéon de carbohidratos, que son los que nos
brinda energia por varias horas. También es fuente de proteinas que, combinadas
con leguminosas, se complementan y ofrecen una proteina de buena calidad,
equiparable a la de la carne.

Ademas, la cebada es rica en fosforo, potasio, minerales necesarios para el buen
mantenimiento de nuestra salud 6sea y cardiovascular.

También es fuente de acidos grasos insaturados, es decir, el tipo de grasa que se
considera saludable (Lahouar, 2017).
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Relacion de las proteinas con la calidad fisiolégica de la semilla

Las proteinas son complejos formados por cadenas de cientos o incluso miles de
residuos o restos de aminoacidos. Las propiedades estructurales y funcionales de
cada proteina dependen de la secuencia singular y especifica de los aminoacidos

que las constituyen ( Astiasaran, et al., 2003).

Estudios mas recientes en bioquimica en cuanto a las semillas han sefialado una
relacion en la composicion quimica, genética y fisiolégica, con respecto a
diferentes tipos de semillas, siendo asi el cultivo de maiz (Zea mays L.) una de las
semillas mas evaluadas en comparacion a otras, de donde se tiene una gran
diversidad en tamafio, forma y composicion de la semilla debido a factores
genéticos, ambientales y a la ubicacién de ésta en la mazorca. En cuanto a nivel
genético existen diferentes factores y unidades de transcripcion que influyen

directamente en la composicion del almidon en el endospermo.

Con respecto a la composicion bioquimica de las semillas se tiene en cuenta que
la cantidad total de almidon en la semillas, el endospermo aporta en promedio
87%; ademas, contiene diversos tipos de proteinas: albiminas, globulinas,
prolaminas (zeinas) y gluteinas, asi como cantidades menores de aceites, cenizas

y azUcares (Pérez, 2007).

Torres (2004) menciona en cuanto a los estudios realizados para la obtencién de
proteinas en maiz que las concentraciones de zeina en el endospermo y el
embrion, estan estrechamente relacionadas con el vigor principalmente con peso

seco y longitud de plumula por ser una proteina de tipo estructural.

Segun Mora (2011) realizé un estudio en cuanto a la calidad fisica, fisiol6gica y
quimica de la semilla encontrando que se tiene una relacion en cuanto al tipo y
contenido de proteina en el genotipo 10, que fue el que presento los cuatro tipos
de proteinas demostrando su calidad fisiolégica en la prueba de germinacion, en el

caso del genotipo 14 que presentd altos contenidos de albumina, globulina y
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glutelina en la prueba de germinacion se reflejo su buena calidad pero siendo
perjudicado por el envejecimiento acelerado, los que conservaron su calidad antes
y después del envejecimiento fueron los genotipos 15, 16, 17 y 18 que se ubicaron

en el primer grupos estadistico en albumina, globulina y glutelina.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio
La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos,
de Departamento de Fitomejoramiento en la Universidad Autbnoma Agraria

Antonio Narro, ubicada en Saltillo, Coahuila, México.

Material genético
Se evaluaron veinte nuevos genotipos de cebada forrajera imberbe, generados
entre la cruza cv. Esperanza y cv. GABYAN95 (recientemente registrada por la
UAAAN), proporcionados por el Programa de Cereales de Grano Pequefio del
Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, se consideraron cinco testigos: una avena comercial cv. Cuauhtémoc, dos
cebadas comercialescv.Cerro Prieto y cv. GABYAN95, una linea de trigo
experimental AN-266 y el triticale cv. Eronga-83, identificadas en el Cuadro 3.1

siguiente:

Cuadro 3.1 Identificacion de genotipos estudiados, Noviembre, 2017.

Identificacion Genotipo
Gl CANI-1
G2 CANI-9
G3 CANI-15
G4 CANI-63
G5 CANI-69
G6 CANI-70
G7 CANI-77
G8 CANI-80
G9 CANI-81
G10 CANI-82
G11 CANI-83
G12 CANI-85
G13 CANI-99
G14 CANI-103
G15 CANI-104
G16 CANI-108
G17 CANI-126
G18 CANI-128
G19 CANI-130
G20 CANI-131

G21 (Testigo) Avena vr. Cuauhtémoc
G22 (Testigo) Cebada Cerro Prieto
G23 (Testigo) Cebada GABYAN95
G24 (Testigo) Trigo AN-366
G25 (Testigo) Triticale Eronga-83
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Metodologia
Para realizar el estudio de los materiales genéticos se consideraron dos etapas: 1)
El deterioro artificial mediante Envejecimiento Acelerado (EA); y 2) El estudio de

proteinas, descritos a continuacion:

Etapa 1: Deterioro artificial de Envejecimiento Acelerado (EA)

Se realizé mediante la metodologia propuesta por AOSA (1992). Evaluando 75
semillas por genotipo, se colocaron en una malla metalica dentro de una camara
interna soportando la malla en un cilindro de alambre inoxidable en un vaso de
precipitado conteniendo 100 mL de agua destilada cubriendo cada vaso con un
plastico y sujetando con una liga, cada vaso se colocd dentro de la camara de
envejecimiento Modelo VWR Scientifica una temperatura de 42°C £ 1 °C por 72

horas con una humedad relativa de 95 %.

Después del deterioro artificial, se evalué la semilla de cada genotipo en una
prueba de capacidad de germinacion, determinando: el porcentaje de plantulas
normales (PN), plantulas anormales (PA), semillas sin germinar (SSG) y el vigor

mediante longitud media de plumula (LMP) y peso seco de plantula (PS).

Etapa 2: Estudio de proteinas

Para este estudio, se realiz6 mediante tres pasos: 1) La extraccion a través de la
solubilidad de las proteinas Albuminas, Gliadinas y Glutelinas; 2) La cuantificacion
de acuerdo a la metodologia de Bradford (1976), utilizando un reactivo de
Bradford, que contiene azul de coomassie, etanol y &cido orto fosforico
produciendo un reactivo acido y tomando la lectura mediante un espectrofotbmetro
Modelo Serie BioMate 3 a una absorbancia de 595 nm y; 3)La cualificacion,
identificando el peso molecular de las proteinas extraidas por medio de la
electroforesis vertical en gel de poliacrilamida-Sulfato dodécil de sodio (PEG-
SDS).
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Para la preparacion de muestras se utilizé la semilla entera (embrién y
endospermo) de cada material genético, se procedid a moler con ayuda de un
mortero de porcelana, colocando 20 semillas hasta obtener harina. Luego se
pesaron 0.5 g de la harina y se colocaron en tubos ependorf de 2.0mL por cada

genotipo (Figura 3.1), realizando tres repeticiones de cada uno.

Figura 3.1 Preparacion de muestras para la cuantificacion y cualificacion de
proteinas de los genotipos estudiados.

Variables evaluadas
Etapa 1l

Capacidad de germinacion

Se realiz6 en tres repeticiones, sembrando 25 semillas por genotipo sobre papel
hamedo en forma y cubriendo con otro papel, se enrollaron a formar un “taco” con
diametro de 2.5 cm, se colocaron en una bolsa de polietileno y se llevaron a un
camara de germinacion Modelo Biotronettemark Il a una temperatura de 25 1 °C
por 7 dias, después se evaluaron las siguientes variables:

Plantulas normales (PN).Se consideraron plantulas normales aquellas que
presentaron sus estructuras esenciales intactas como se muestra en la Figura 3.2;
el sistema radicular bien desarrollado, la plimula intacta es decir una hoja verde y
que tuvieran mas de2.5 cm de longitud para poderse considerar como normales.

Plantulas anormales (PA).Se consider6 como plantula anormal aquellas que
durante la prueba presentaron deficiencia en el desarrollo de sus estructuras
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esenciales tales como; defectos que limitan su crecimiento y desarrollo como;
plantulas retorcidas; talluelos hinchados, coledptilos sin hojas verdes, que miden

menos de 2.5 cm.

<4

R I A AN IR AR I AR TR Y

Figura 3.2 Evaluacién de la prueba de capacidad de germinacién después del
envejecimiento acelerado.

Semillas sin germinar (SSG).Se determiné como semilla sin germinar a aquellas
gue se mantuvieron durante y al final de la prueba de germinacién, ya que no
absorben agua porque tienen cubierta impermeable, no muestran ningun signo de

desarrollo y comunmente estan flacidas, decoloradas y con presencia de hongo.

Vigor

Se realiz6 conforme a Perry (1987). Sembrando 25 semillas en tres repeticiones,
con el embriébn hacia abajo de forma equidistante en una cinta de doble
pegamento, sobre una linea media horizontal marcada en el centro de una hoja de
papel de 38 x 25.6 cm, asi mismo se marcaron en seguida hacia arriba otras
lineas equidistantes a 2 cm como indica la Figura 3.3, luego se humedecioé con
agua desionizada, se cubrido con otra hoja de papel y se procedié a enrollar a
formar un “taco” con un didmetro de 2.5 cm (Figura 3.3). Se colocaron en una
bolsa de polietiieno y se llevaron a una camara de germinacion Modelo
Biotronettemark Il de alta capacidad a una temperatura de 25 +1 °C, en
condiciones de 8 horas de luz blanca de 15 lux y 16 horas de oscuridad por 7 dias,

después se evaluaron las siguientes variables de vigor:
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Longitud media de plumula (LMP).Después de los 7 dias de incubacion, se
cuantificaron las plantulas normales (PN) descritas por el manual de la AOSA
(1992), y el numero de plumulas encontradas en cada paralela del “taco”. El
namero de pliumulas encontradas en cada paralela se multiplicé por el valor de la
misma y se sumoé el total, dividiendo la suma entre el nimero de semillas

sembradas expresando el resultado en centimetros.

Peso seco (PS).Se evaluaron las plantulas consideradas como normales de la
prueba de germinacion, obtenidas del conteo final, descartando el resto del grano
de cada plantula y el mesocolito, colocando la plumula y la radicula en bolsas de
papel estraza perforada, llevandolas a una temperatura de 75+ 1 ° C por un lapso
de 24 horas.

Figura 3.3 Evaluacién del vigor mediante longitud media de plumula y peso
seco.

Etapa 2

Albuminas.De las muestras de harina en tubos de ependorf de 2.0 mL, de cada
repeticion por genotipo, Se le afadié 1.0 mL de agua a 4°C, se mezclo el
contenido y se coloc6 en un agitador oscilador en frio por 15 min, posteriormente
se dej6 reposar por 4 horas en refrigeracion, después del tiempo, se centrifugo por
10 minutos a 4000 rpm. Después se separé el sobrante a otro tubo ependorf de
2.0mL. y se lavé el sedimento o residuo con 1.0 mL de agua a 4°C; se agito por 5
minutos manteniéndolo a la misma temperatura, y se repitié la centrifugacion (10

minutos a 4000 rpm), se colecto el sobrenadante con lo anterior. Una vez extraida
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la proteina en el sobrenadante se cuantifico en el espectrofotometro, registrando el
dato en pg mL*(Figura 3.4)

Figura 3.4 Cuantificacion de proteinas mediante solubilidad y utilizando un
espectrofotémetro Modelo Serie BioMate 3

Gliadinas.Al sedimento o residuo de la proteina anterior, se le agregaron 1.0mL
de solucion A (25 mL Etanol al 70 %, 50 mg Pironina Y/G en 100 mL de agua
destilada) (Figura 3.5), se agitd y se dej6é reposar toda la noche a temperatura
ambiente. Después se centrifugd por 10 minutos a 4000rmp, se separ6 el sobrante
a otro tubo ependorf de 2.0mLy se cuantifico en el espectrofotdmetro, registrando

el dato en pg mL.

Figura 3.5 Aplicacion de la soluciéon “A” (Etanol al 70 %, Pironina Y/G y agua
destilada) para la extraccién de gliadinas.

Glutelinas. Al residuo de la proteina anteriormente descrita, se le agregan 1.0mL
de solucion B (27 g Urea, 3.0 mL Mercaptoetanol y 10 g de Sulfato dodécil de
sodio, en un volumen de 100 mL de agua destilada), se agité y se dejo reposar en
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refrigeracion por toda la noche. Se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm, se
separé el sobrante en otro tubo ependorf de 2.0 mL y se cuantific6 en el

espectrofotémetro, registrando el dato en pg mL™.

Cualificacién por electroforesis vertical con poliacrilamida (PAGE-SDS)

De cada proteina extraida por repeticion y genotipo, se realizo la cualificacion,
empleando una electroforesis en geles de poliacrilamida con sulfato dodécil de
sodio (SDS- PAGE), utilizando un equipo Modelo Bio-Rad. Para la identificacion
del tipo de proteinas, se cargaron las muestras de cada repeticion por genotipo en
un gel concentrador a 6.8% y se dejaron correr en otro gel de corrida a 4.8%, para
Su preparacion se utilizaron las siguientes soluciones y concentraciones (Cuadro
3.2):

Cuadro 3.2 Soluciones para la preparacion de geles, de corrida y
concentrador en la prueba de electroforesis vertical.

Gel concentrador 6.8% Gel de corrida 4.8%
Buffer 4x pH=8.8 4.27 ml Buffer 4x pH=6.8 2.03 ml
Acrilamida—bisacrilamida 2.5 ml Acrilamida—bisacrilamida 1ml
30% 30%
TEMED 8.4% 50 ul TEMED 8.4% 20 ul
Persulfato de amonio 10% 100 pl Persulfato de amonio 10% 40 ul

Una vez polimerizados los geles, se colocaron 15uL de cada muestra, se agrego
el buffer de corrida 10x, (SDS, tris-OH, glicina y agua destilada) en la camara de
electroforesis, hasta cubrir los vidrios. Se coloco la cubierta y se insertaron los
cables del aparato de electroforesis a la fuente de poder positivo (rojo) y el

negativo (negro), con un poder de 150 Voltios (Figura 3.6).

Al cabo de 2.5 horas, se realizo la tincion del gel con una solucion de azul de
coomassie al 0.3%, en 25 minutos, y se procedié a destefiir con una solucién de
acido acético glacial, etanol y agua destilada, en una proporcion de 5:4:1
respectivamente se repiti6 3 veces (Figura 3.7), hasta que la banda de las

proteinas fueran visibles, las bandas obtenidas en cada fraccion se compararon
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con los testigos.

Una vez realizado todo este procesose lavo el gel con agua destilada y se guardo
en una bolsa de polietileno con cierre, se escanearon en un foto-documentador
Marca Labnet International, Inc y se tomaron las impresiones respectivas de cada

material evaluado (Figura 3.8).

GOE A X )|

A 3

Figura 3.7 Proceso de tincién vy
desteiido de gel de poliacrilamida
para cualificacion de proteinas.

ENDURO™ GDS

Labneta

Figura 3.8 Conservacion del gel de poliacrilamida y foto-documentador
Marca Labnet International, Inc.
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Disefio Experimental
Para las variables evaluadas en laboratorio se utiliz6 un disefio completamente al
azar con cuatro repeticiones en las variables de vigor y en la cuantificacion de

cada proteina se realizaron tres repeticiones.

Analisis Estadistico
Todos los analisis de varianza se realizaron mediante el paquete estadistico SAS
Version 9.0, (2002), con el siguiente modelo estadistico:

Yi=zu+t Ti+€i
Yi= Valor observado.
u= Efecto de la media general.
Ti = Efecto del i ésimo genotipo.
€i = Error experimental.
i=1,2,...nrepeticiones

Comparacion de medias
Para comparar entre los genotipos se realizdé la prueba de diferencia minima

significativa (DMS) segun Steel y Torrie (1986) y se calculé mediante:

DMS= (ta/2, g. |. EE) (V2 CMEE/r)

Donde:

CMEE= Cuadrado medio del error

R= numero de observaciones usadas para calcular un valor medio

a = nivel de significancia

g.l.EE = grados de libertad del error experimental

t = valor tabular que se usa en la prueba, con los grados de libertad del error y el
nivel de significancia deseado.

Adicionalmente se calcularon las correlaciones entre pares de variables mediante
la ecuacion de Pearson con la finalidad de identificar la relacion que pudiera existir

entre las variables estudiadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa 1: Deterioro artificial mediante Envejecimiento Acelerado (EA)

Una vez elaborado el analisis de las variables evaluadas para los genotipos

estudiados se describen los resultados a continuacion:

Para la variable plantulas normales después de envejecimiento acelerado, los
resultados del analisis de variacion (ANVA), indicaron una diferencia altamente
significativa en la fuente de variaciéon (FV) genotipos como se muestra en el
Cuadro 4.1, lo que indica que uno de los genotipos estudiados tuvo una

germinacion diferente al resto.

Cuadro 4.1 Cuadrados medios y significancia del andlisis de varianza de las
variables evaluadas en la prueba de germinacion de los genotipos de
cebada.

PN PA SSG LMP PS
FV GL (%) (%) (%) (mg/plantula) (cm/plantula)
Genotipo 24 624.32** 12.88 NS  716.76** 8.98** 15.85**
E. Exp. 50 145.49 13.01 158.08 1.86 10.15
Total 74
% CV 19.8 112.73 35.34 21.35 22.69

** Altamente significativo; % CV= Porcentaje del Coeficiente de Variacion; GL= Grados de Libertad; PN=
Plantulas Normales; PA= Plantula Anormales; SSG= Semillas sin Germinar; LMP= Longitud Media de
Plumula; PS= Peso Seco.

Con respecto al analisis de varianza en la variable de Plantulas Anormales (PA),
como muestra el Cuadro 4.1, no hubo diferencia significativa, lo cual nos indica
gue no se presentd diferencia entre los materiales genéticos. Esta variable se
reportd con un coeficiente de variacion de 112.73%, sugiriendo que robablemente

no se tuvo una distribucion normal en dichos datos o presencia de valores cero.

En cuanto a las variables Semillas sin Germinar (SSG), Longitud Media de
Plimula (LMP) y Peso Seco (PS) en la prueba de capacidad de germinacion se
refleja un alto nivel de significancia entre los genotipos lo que nos indica que al

menos un genotipo presento diferencias en su valor para dichas variables.
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Resultados de la prueba de comparacion de medias

Plantulas Normales después de EA

En la prueba de comparacion de medias para esta variable plantula normal entre
genotipos se encontraron 9 grupos estadisticos, donde en el grupo A lo formaron 8
genotipos al obtener germinaciones desde 85.3 a 70.66%, donde el testigo Cerro
prieto (G22)sobresalid con el mayor valor de 85.3%, seguido de avena(G21) con
un valor de 80.0%, al igual el genotipos G16 y G1 con un 78.66%, asi como dentro
del mismo grupo estadistico triticale (G25) con un valor de 77.33%, resaltando que
el testigo trigo (G24) se posiciono dentro del mismo grupo pero con un valor menor

de 72.0%como se muestra en la Figura 4.1.
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% Plantula Normal

22|21|16|1|25|3|24|20|13|2|10|15|8| 7|23|6|17|12|4| 5|14|19|18|11|9|
Genotipos

Figura 4.1 Resultado de comparacion de medias en la variable PN después
de EA de 25 genotipos de cereales de grano pequefio.

En cuanto al testigop GABYAN95(G23), se encontré en el grupo C con un
porcentaje de germinacion de 58.66%; mientras que en el Ultimo grupo estadistico
se encontraron 6 genotipos principalmente progenies derivadas de la variedad
GABYANO95 (Figura 4.1), siendo G9 quien presentd el menor porcentaje de vigor
con 33.33% de germinacion.

El testigo Cerro prieto obtuvo un valor elevado de 85.3% de plantulas normales,

mientras que en los demas genotipos sometidos a pruebas de envejecimiento
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acelerado, con el método tradicional, se obtuvo una disminucién de plantulas
normales. En cuanto a Ellis y Roberts (1980) observaron diferencias entre
especies para tolerar al tratamiento de envejecimiento acelerado. Ellos indican que
la reproduccion de los resultado de envejecimiento acelerado depende de la
precision en controlar la temperatura (debe variar como maximo +0.5 °C), la
humedad relativa y el tiempo de duracion de la prueba. Asi mismo mencionan que
la prueba de envejecimiento acelerado puede ser usada también para obtener
semilla con un minimo de deterioro en el campo y sin dafio mecanico. Sugiere

esto que los testigos comerciales fueron mas tolerantes al deterioro.

Plantulas Anormales después de EA

En la prueba de comparacion de medias de la variable entre genotipos que se
muestra en el Figura 4.2 se encontraron 3 grupos estadisticos, donde los
genotipos con mayor porcentaje de plantula anormal se encuentran en el grupo A,
que consta de 11 genotipos con valores de 9.33 hasta 4.0%, en el cual destaco el
testigo trigo (G24) con el valor mas alto, seguido del testigo avena (G21) con un
valor de 6.66%, dentro del mismo grupo estadistico se encuentran los genotipo
G14 y G12 con un 5.33% al igual que el testigo Cerro prieto(G22) con un valor de
4.0%, comparado con el testigo triticaleG25 que se encuentra en el grupo B
obteniendo un valor de 2.66% y el testigo GABYAN95(G23) con un valor de 1.33%
siendo de los materiales con bajo porcentaje de plantulas anormales, resaltando
que los genotipos G10 y G19 del grupo C que obtuvieron un valor nulo de 0%
indicando que al ser sometidos a la prueba de envejecimiento acelerado fueron los

materiales de mejor porcentaje al no presentar plantulas anormales.

Esto confirma que los genotipos que expresaron un alto valor de plantulas
anormales son materiales de baja calidad fisiolégica por tener porcentajes
elevados de anormalidades, como menciona Moreno (1996), que la baja calidad
es el resultado del deterioro de la semilla dada por un aumento en las plantulas
anormales y semillas sin germinar. Donde los dos ultimos materiales presentaron

hasta un cero por ciento de plantulas anormales siendo los mejores.
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% Plantula Anormal

Genotipos

Figura 4.2 Resultado de comparacion de medias de la variable PA después
de EA de 25 genotipos de cereales de grano pequefio.

Los valores de plantulas anormales entre los genotipos siguieron una tendencia
inversa con respecto al nimero de plantulas normales, en cuanto al testigo trigo
(G24)fue el genotipo de mayor valor, determinando que es el material con
mayores plantas anormales continuando con el testigo avena(G21). Confirmando
lo que menciona Besnier(1989), que tales anormalidades se deben a diferentes
causas: diferencias nutritivas de plantas madres, deficiente maduracion, infeccion
por microorganismos y plagas, dafios mecanicos, etc. Donde las plantulas
anormales no llegan a nacer o mueren rapidamente poco después de haberlo

hecho; es por ello que el nimero de anormalidad se incrementa.

Semillas sin Germinar después de EA

De acuerdo a la comparacion de medias de la variable semillas sin germinar,
mostré 10 grupos estadisticos, donde nuevamente las progenies G1 y G16, se
encontraron en el Gltimos grupo estadistico con bajo porcentaje de SSG, junto con
los testigos avena y cebada Cerro prieto (G21 y G22) y otros; en cambio el
genotipo G9, presentd el mayor porcentaje de 65.33, seguido por los genotipos
G1l1, G19 y G18 (con 62.67, 57.33 y56.0%, respectivamente), junto con el G5 y
G14 siendo los mas afectados por el EA; asi mismo, el testigo GABYAN95(G23)
formo6 parte del grupo C con 40.0 %, teniendo mayor porcentaje de SSG que el

resto de los testigos, como se muestra en la Figura 4.3.
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Figura 4.3 Resultado de comparacion de medias de la variable SSG después
de EA de 25 genotipos de cereales de grano pequefio.

Cabe sefialar que la prueba de deterioro controlado permite distinguir el vigor
entre lotes de semillas que estan sufriendo una disminucién en su supervivencia,
al estar todas las semillas sometidas a niveles similares de deterioro por alto
contenido de humedad y elevada temperatura Powell (1995) citado por Salinas et
al., (2001) . Asi mismo menciona que al tener efectos altos en cuanto al porcentaje
de semillas muertas o sin germinar, como se encontré en el estudio, sefiala que el
vigor de las semillas se basa en el comportamiento fisico o fisiolégico de un lote
de semillas, incluyéndose: 1) cambios en los procesos bioquimicos; 2) la tasa y
uniformidad de germinacion y crecimiento de las plantulas y 3) la germinacion o
capacidad de emergencia de las semillas al ser expuestas a condiciones de
estrés.Teniendo asi, una emergencia en campo muy desuniforme como menciona
Benett (2002), quien asegura que al tener valores aceptables de vigor es posible
gue se tenga una buena emergencia en campo, pero si los niveles son bajos en el

vigor el desarrollo sera muy pobre y desuniforme.
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Longitud Media de Plumula después de EA

En la prueba de comparacion de longitud media de plumula, se obtuvieron 8
grupos estadisticos, dentro del grupo A donde el testigo Cerro prieto (G22)mostré
el valor mas alto de 9.49cm pl! (Figura 4.4), seguido de los genotipos G1 y G3
presentando valores de 9.18 y 9.6cm pl?, dentro del mismo grupo estadistico se
encuentran los testigos trigo(G24), triticale(G25) y avena(G21) con valores de
8.26,8.10 y 7.4 cm plt considerados como de los de niveles altos de vigor por
encontrase en el primer grupo, mientras que el testigop GABYAN95 (G23)se
encontré en el grupo F, considerado con menor vigor (4.82cm pl?t),sin embargo, el
genotipo G5, resulté con la longitud mas baja de 3.78cm pl?, ubicandose en el

ultimo grupo estadistico.

Dentro de los resultados de longitud media de plumula realizada en la prueba de
envejecimiento acelerado, en dicha variable se observd que el genotipo que
presento la mayor longitud de plimula fue el genotipo (G3) aunque
estadisticamente igual a los integrantes de su grupo; sin embargo, Torres (2004),
menciona que el vigor alto de una semilla se presenta al obtener un valor de 13

cm pl-icm/semilla en la prueba de longitud media de plimula.
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Figura 4.4 Resultado de comparacion de medias de la variable LMP después
de EA de 25 genotipos de cereales de grano pequefio.
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Tasa de Crecimiento de Plantula (Peso seco) después del EA

En cuanto a la comparacion de medias para la variable de peso seco, se
encontraron 5 grupos estadisticos, formando el grupo A, los de mayor vigor en
peso seco, el genotipo G4 (18.54mg pl't) y GABYAN95(G23) con 17.6mg pl?; sin
embargo,los genotipos G9 y G2 también destacaron con pesos de 16.42 y 15.74
mg pl?, asi como triticale (G25) con 14.58 mg pl%, quienes formaron el mismo
grupo estadistico, mientras trigo(G24), se ubicé en el grupo B, obteniendo un valor
de 12.43 mg plt seguido por la cebada Cerro prieto(G22) con un peso de
12.27mg/plantula; en cambio, avena (G21) obtuvo el valor mas bajo (6.72mg pl?)
teniendo un bajo vigor en acumulacion de materia seca, como se observa en la
Figura 4.5.Como se puede observar, la respuesta de acumulacion de peso en la
plantula de algunos genotipos, resulté favorable aun a pesar del envejecimiento
acelerado, que algunos materiales puede llegar a mantener su capacidad de

producir materia seca aun en condiciones desfavorables.
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Genotipos

Figura 4.5 Resultado de comparacion de medias de la variable tasa de
crecimiento de plantula (PS) después de EA de 25 genotipos de cereales de
grano pequefo.
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Etapa 2: Estudio de proteinas
Contenido de proteinas
En el resultado de analisis de varianza, se encontr6 una diferencia altamente
significativa entre los genotipos evaluados en las proteinas de albumina, gliadina y
glutelina (Cuadro 4.2), indicando que al menos uno de los genotipos estudiados
presentd un contenido de proteina diferente al resto, teniendo un coeficiente de
variacion de 17.2 % en glutelina, 15.6% en gliadina y 9.5% en albumina.

Cuadro 4.2 Cuadrados medios y significancia del andalisis de varianza de las
variables de contenido de proteina de 25 genotipos de cereales de grano
pequeio.

FV gL ALB (ng/mL) GLIA (pg/mL) GLUT (png/mL)
Genotipo 24 26404.96** 38947.90** 127568.83**
E. Exp. 50 3271.42 7264.51 20536.57
Total 74

% CV 9.51 15.68 17.23

** Altamente significativo; % CV= Porcentaje del Coeficiente de Variacién; gL= Grados de Libertad;
ALB= Albumina; GLIA=Gliadina;.GLUT=Glutelina

Albumina

La prueba de comparacion de medias para esta variable, como se muestra en la
Figura 4.6, se registraron 12 grupos estadisticos, destacando el genotipo G4 con
la mayor concentraciéon (719.23 pg mL?) seguidos G9 (702.67ug mL?), los
testigos GABYAN95 (G23), triticale (G25) y Cerro prieto (G22) con valores de
700.73 a 684.17ug mL* y otros ocho genotipos, quienes formaron el primer grupo
estadistico, ademas de haber presentado el mayor nimero de plantulas normales
en la prueba de envejecimiento acelerado. Mientras, avena resulté en el ultimo

grupo al presentar la mas baja concentracion de 329.6ug mL™.

36



_, 800
/00
600
3500
£30%
E 200
b 100

4 | 9 |23|25|22| 8 |10| 3 | 7 |12|11| 5 |13| 1 |16|24| 6 |14|19|15|20|17|18| 2 |21|
Genotipos

Figura 4.6 Resultado de comparacién de medias en contenido de proteina

Albumina de 25 genotipos de cereales de grano pequefio.

Gliadina

Con respecto a proteina gliadina, la prueba de comparacion de medias indicé 9
grupos estadisticos, sobresaliendo nuevamente el genotipo G16 con 731.93ug mL-
1y a G20 con 679.83 pug mL?, seguidos G18 y G13 con concentraciones de
672.33 y 657.23 pg mL? respectivamente, en conjunto con los testigos triticale
(G25) y Cerro prieto (G22) con contenidos de 612.47y 596.33ug mL?, todos en el
mismo grupo estadistico (Figura 4.7). En cambio, la cebada GABYAN95 (G23)
present6 una concentracion menor de 585.13ug mL?, formando el grupo
estadistico B, y en el ultimo grupo se encontré el genotipo G7 en la dltima posicion

con la mas baja concentracion (277.95 ug mL™1).
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Figura 4.7 Resultado de comparacién de medias en contenido de proteina

Gliadina de 25 genotipos de cereales de grano pequeiio.

Es de sefialar que los genotipos que sobresalieron en esta proteina, tienen una
coincidencia en la prueba de acumulacion de peso seco en la plantula, debido a
que las gliadinas, son proteinas de reserva presentes en el endospermo (Shewry

& Halford, 2004) y estan asociadas con la viscosidad de las masas.

Glutelina

La prueba de comparacion de medias para esta variable, mostr6 13 grupos
estadisticos, teniendo al genotipo G16 en el grupo estadistico A, con la més alta
concentracion (1,235.7 ug mL1), lo que pudiera indicar que es un genotipo de alta
calidad, ya que fue uno de los que presenté mayor vigor en las pruebas anteriores
y coincide en su respuesta de tener mayor contenido de glutelina, como lo
encontré Torres (2004) en genotipos de maiz; dentro del mismo grupo estadistico
le siguieron el testigo avena (G21) con 1,192.0 ug mL*, G18 con 1,077.7ug mLty
G4 con 1,020.7ug mL*%, como se muestra en la Figura 4.6. Mientras la cebada
GABYAN95 (G23) con 573.5ug mL?%, junto con G14, G10 y G15y Trigo
(G24)formaron el ultimo grupo estadistico, teniendo este dltimo la mas baja

concentracion de proteina con 414.6 pug mL.
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Figura 4.8 Resultado de comparacion de medias en contenido de proteina
Glutelina de 25 genotipos de cereales de grano pequefio

Tipos de proteina

Los resultados obtenidos en la cualificacion de las proteinas gliadinas a través de
la electroforesis vertical, se lograron identificar una banda bien definida entre el
peso molecular de 97.4 y 116.3 kD dada en los genotipos G17 y G19, asi como de
los testigos avena, Cerro prieto, GABYAN95, trigo y triticale (G21, G22, G23, G24
y G25) como se muestra en la Figura 4.9, indicando que se trata de una misma
proteina. Sin embargo, los genotipos G18 y G20, se logra observar una banda
mas tenue en un peso molecular de 116.3 kD, indicando que esta presente la
gliadina de peso molecular 116 kD, como lo menciona Mendoza (2008); la
distribucion de los diferentes tipos de gliadinas depende fuertemente de la
variedad (genotipo) y condiciones de crecimiento (Dupont y Altenbach, 2003)

siendo el caso en el andlisis realizado.

39



136.3 kD
116.3 kD
97.4 kD

'.

*MM  G17 GI18 G19 G20 G21 G22 G23 G24 G25
Figura 4.9 Separacion por electroforesis vertical PAGE-SDS de gliadinas en
genotipos de cebada y otras especies de cereales de grano pequeio
(*Marcador molecular).

El resultado de la cualificacién de glutelinas, se logré identificar en diferentes
bandas definidas la presencia de esta proteina en los pesos moleculares de 67.8 a
45.0 kD en los genotipos del G9 al G17 como se muestra en la Figura 4.10;
mientras en los genotipos G1, G2, G6 y G7, asi como en los testigos avena, Cerro
prieto y triticale (G21, G22 y G25), se consider6 la banda de peso molecular de
67.8 kD y la de 45 kD con mayor definicion, por lo que se marc6 con mas
presencia de glutelina en los genotipos mencionados. Cabe sefalar que entre los
genotipos con mayor definicibn de glutelinas, son genotipos que presentaron
mayores porcentajes de vigor, como fue G16, G1, G13, asi como el testigo
Triticale Eronga-83 (G25), por lo que se puede asegurar que se tratan de este
grupo de proteinas al ser solubles en diluciones acidas de acuerdo con el sistema

de clasificacion de Osborn en 1907 citado por Loponen et al. (2007)

67.8 kD
66.2 kD
47.4 kD

45.0 kD

67.8 kD
66.2 kD
47.4 kD

45.0 kD

MM Gl G2 G6 G7 GI19 G21 G22 G25

Figura 4.10 Separacion por electroforesis vertical PAGE-SDS de glutelinas en
genotipos de cebada y otras especies de cereales de grano pequefio
(*Marcador molecular).
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Con respecto a la identificacién de albuminas en los genotipos estudiados a través
de la electroforesis vertical, se logré observar los genotipos G10, G11, G12, G13,
G14, G15, G16 yG17; una banda entre los pesos moleculares de 225 y 200 kD
(Figura 4.11); nuevamente se encontraron a los genotipos G13 y G16 ahora en
esta proteina, lo cual reafirma su actividad metabdlica para obtener un alto vigor
dentro de los materiales estudiados, ya que es una proteina funcional y soluble

en agua, proteinas citoplasméticas con actividades enzimaticas por lo cual se

menciona que estos materiales tienen una alta calidad (Dupont y Altenbach,
2003).

225 kD
200 kD

*MM G100 Gl1l1 Gl12 G13 Gl14 G15 Gl1l6 G117
Figura 4.11 Separacion por electroforesis vertical PAGE-SDS de albuminas
en genotipos de cebada y otras especies de cereales de grano pequefio
(*Marcador molecular).
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Relacién entre variables

En el andlisis de correlaciones entre las variables estudiadas, se encontrd la
variable de plantulas normales tuvo una relacion significativa (p< 0.05%) y positiva
con las plantulas anormales después del envejecimiento acelerado con r= 0.41
(Cuadro 4.3); mientras que con la variable semillas sin germinar fue negativa (r= -
0.985); lo que quiere decir que posiblemente al realizar una prueba de
envejecimiento acelerado, se obtendra un incremento en numero de
anormalidades, si la germinacién es mayor (PN), sin embrago, el porcentaje de
SSG sera bajo. Asi mismo, se obtuvo una relacion significativa (p< 0.05%) y
negativa entre las variables PA y SSG (r= -0.54); indicando que a mayor

porcentaje de PA después del EA; existira menor porcentaje de SSG.

Cuadro 4.3 Resultados de del andlisis de correlaciones y desviacion
estandar entre las variables evaluadas en el estudio de 25 genotipos de
cereales de granos pequefio.

DE PN PA SSG LMP PS GLU GLI ALBU
PN 1442 1.00 0414 -0.985 0.888 -0.266 0.072 -0.0003 -0.107
PA 2.07 1.00 -0.540 0.295 -0.525 -0.015 -0.224 -0.295
SSG 15.45 1.00 -0.856 0.328  -0.075 0.033 0.132
LMP 1.73 1.00 -0.020 -0.017 0.087 -0.013
PS 2.29 1.00 -0.364 0.369 0.590
GLU 209.43 1.00 0.141 -0.408
GLI 113.94 1.00 -0.063
ALB 93.61 1.00

DE= Desviacion estandar; GLU=Glutelina; GLI=Gliadina; ALB= Albimina PN= Plantulas Normales; PA=

Plantula Anormales;SSG= Semilla sin Germinar; LMP= Longitud Media de Plumula; PS= Peso Seco

Ademas, al tener mayor porcentaje de PA, también decrecera el promedio del
peso seco de las plantulas, por presentarse una correlacion significativa (p<
0.05%) y negativa entre estas variables de r=-0.52 (Cuadro 4.3); otro efecto
negativo se ve reflejado entre la variable SSG y la longitud media de plumula
después del deterioro siendo de r=-0.85, indicando que el incremento de SSG

producira un efecto negativo en la longitud de plantulas normales.

En cuanto a la variable plantulas normales después de un envejecimiento

acelerado en la semillas, se obtuvo una asociacion significativa(p< 0.05%) y
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positiva con la longitud media de plumula de 0.888 (Cuadro 4.3); lo que puede
permitir estudiar que los genotipos al tener mayor porcentaje de plantulas

normales, tendra también una mayor longitud de la plantula.

Con respecto a la asociacion entre las pruebas fisiologicas y el contenido de
proteinas, se encontré que la albumina tiene una relacion significativa (p< 0.05%)
y positiva con el peso seco de la plantula de r=0.59 (Cuadro 4.3); en cambio,
presentd una relacion negativa con la glutelina (r=-0.408); lo que indica que al
tener mayor contenido de albumina se tendra una disminucion de las glutelinas en

la semilla de los cereales de grano pequefio.
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CONCLUSIONES

En base a los datos analizados y resultados obtenidos en el presente estudio, y

considerando los objetivos e hipoétesis planteados se concluye que:

Existe un efecto diferente entre en el vigor de los genotipos estudiados, al
ser sometidos a deterioro artificial a través de envejecimiento acelerado,
sobresaliendo con alto vigor los genotipos G16, G15 y G1, asi como la
cebada Cerro prieto y avena Cuauhtémoc, al presentar mayor porcentaje de
plantulas normales, y obtener mayor longitud media de plumula. Sin
embargo, en la prueba de vigor de peso seco de plantulas, el genotipo G4 y
GABYAN95, sobresalieron por lo que también se pueden considerar de alto

vigor a pesar del deterioro.

Existen diferencias en el tipo y cantidad de proteinas presentes en la
semillas de los genotipos estudiados, destacando los genotipos G16 y G18
con alto contenido de glutelinas y gliadinas en la semilla pero bajos
contenidos de albumina; mientras que la avena presentd alto contenido de
glutelinas pero bajos contenidos de gliadina y albumina comparada con

resto de los genotipos estudiados.

Entre los genotipos evaluados existe una relacion entre las variables de
vigor evaluadas, al presentarse mayor porcentaje de plantulas normales, se
tendra un mayor peso seco y longitud media de plumula, ademéas de
disminuir el porcentaje de SSG, comportamientos presentados en los
genotipos G1, G13 y G16, asi como en la cebada Cerro prieto y trigo AN-
366.

Existe una relacion positiva entre el contenido de albuminas en la semillas y
el peso seco de las plantulas después del deterioro, probablemente debido
a que las albuminas son proteinas estructurales, a mayor peso seco se
tendra mayor contenido y viceversa, sobresaliendo los genotipos G4 y G9,
ademas de la cebada GABYAN95.
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