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RESUMEN

En México la cebada, tiene una participacion importante como materia prima para la
industria cervecera (80% para malta) y el resto para otros usos; México es un
significativo productor y exportador de cerveza en el mundo, con presencia en
Estados Unidos de América, Europa y Japon. En el presente estudio, se utilizaron
cinco variedades de cebada, de El Bajio: (Alina, Armida y Esperanza) mostraron
mejores resultados en la mayoria de los pardametros fisicos, fisiolégicos y
bioquimicos, comparados con las variedades de Valles Altos y Centro Norte del pais
(Adabella y Esmeralda). El contenido de proteina de las cinco variedades fue 50%
para la fraccidén hordeina (prolamina), 20% para globulina, 16% para glutelina y 14%
para albumina. Todas las variedades fueron influenciadas por dos calendarios de
riego y dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras) en las pruebas de calidad fisica,
fisiolégica y bioquimica realizados, tanto en sus analisis estadisticos individuales
como en conjunto. El calendario de riego 2 (0-60-106 dias después de la siembra 6
dds), estadisticamente fue mejor que el calendario de riego 1 (0-49-78 dds); en peso
de mil semillas (45.32 g); en peso hectolitrico (67.28 kg/hl) y en la cuantificacion de
proteina de reserva, expresada en mg de Proteina por g de muestra, (mg P/g H),
(4.89 mg P/g H de albumina, 6.48 mg P/g H de globulina, 17.07 mg P/g H de
hordeina y 5.47 mg P/g H de glutelina). El arreglo de siembra no afect6 la calidad
fisiolégica, sin embargo la siembra a 2 hileras fue estadisticamente mejor en peso de
mil semillas (44.53 g) y en cantidad de proteina en la fraccion albumina (4.79 mg P/g
H) y glutelina (4.95 mg P/g H), en tanto la siembra a 3 hileras fue estadisticamente
mas alta en las fracciones de globulina (6.57 mg P/g H) y hordeina (16.76 mg P/g H).
Para la region de El Bajio Esperanza presento los valores mas altos en peso de mil
semillas con 47.82 g; el peso hectolitrico con 67.20 kilogramos por hectolitro (kg/hl) y
longitud de pliamula con 4.31 cm, encontrandose estadisticamente superior en la
cantidad de proteina en las fracciones de albumina 4.99 mg P/g H (mg proteina/g
harina); globulina 6.51 mg P/g H; glutelina 5.22 mg P/g H; en actividad proteolitica
con 2.94 umol pNA/min (micro mol de para-nitro anilina/minuto) y su patron

electroforético mostré 9 bandas de proteina perceptibles hasta las 108 horas, esto
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nos indica se adaptard mejor al medio ambiente y podrd germinar una planta mas
vigorosa que por ende produzca un grano de mayor calidad. Para la region de Valles

Altos los resultados fueron similares en todas las pruebas ejecutadas.

Palabras clave: calidad fisica, calidad fisiologica, proteina de reserva, actividad
proteolitica, electroforesis, cebada.
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ABSTRACT

In Mexico, the barley, has an important role as raw material for the brewing industry
(80% malt) and the rest for other uses; Mexico is a significant producer and exporter
of beer in the world, with a presence in USA, Europe and Japan. In the present study,
five varieties of barley, from El Bajio were used: (Alina, Armida and Esperanza)
showed better results for most of the physical, physiological and biochemical
parameters, compared with the varieties from Valles Altos and North Central Country
(Adabella and Esmeralda). The protein content of five strains was 50% for the hordein
fraction (prolamine), 20% for globulin, 16% to glutelin, and 14% for albumin. All
varieties were influenced by two irrigation schedules and two planting arrangements
(rows 2 and 3) on tests of physical, physiological and biochemical quality made both
in their individual statistical analysis as a whole. The watering schedule two (0-60-106
days after sowing or das) was statistically better than watering schedule 1 (0-49-78
das); thousand seed weight (45.32 g); in test weight (67.28 kg / hl) and the reserve
protein quantification, expressed as: milligrams of protein per gram of flour (harina)
(mg P/g H) (4.89 mg P/g H albumin, 6.48 mg P/ g H globulin 17.07 mg P/g H hordein
and 5.47 mg P/g H glutelin). The arrangement did not affect seed physiological
quality, however planting 2 rows was statistically better in thousand seed weight
(44.53 g) and amount of protein in the albumin fraction (4.79 mg P/g H) and glutelin
(4.95 mg P/g H), while a 3-row planting was statistically higher in the globulin
fractions (6.57 mg P/g H) and hordein (16.76 mg P/g H). For the El Bajio Esperanza
variety presented the highest values in weight of a thousand seed 47.82 g; test weight
with 67.20 kilograms per hectolitre (kg/hl) and plumule length to 4.31 cm, with
statistically superior in the amount of protein in the fractions of aloumin 4.99 mg P/g;
globulin 6.51 mg P/g H; glutelin 5.22 mg P/g H; Proteolytic activity in 2.94 umol pNA/
min (micro mol of para-nitro aniline/minute) and electrophoretic pattern showed
detectable protein bands 9 to 108 hours indicates that better adapt to the environment
and may germinate more vigorous plant thus produce a higher quality grain. For the
region of Valles Altos results were similar in all tests performed.

Keywords: physical quality, physiological quality, storage protein, proteolytic activity,

electrophoresis, barley
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.  INTRODUCCION

El origen del grano de cebada ha sido explicado desde dos puntos de vista: el
primero como cultivo monocéntrico, esto es, que tiene un centro de origen definido, el
Creciente Fértil (incluye paises como Turquia, Iran, Irak, Jordania, Siria e Israel), y
uno o mas centros de diversidad, donde fue domesticada hace unos 10,000 afios a
partir de una cebada silvestre de dos carreras con raquis fragil. Una segunda teoria
apunta hacia un proceso continuo de diferentes etapas de la cebada (de Hordeum
spontaneum a una ultima cultivada Hordeum vulgare). Marruecos y China han sido

considerados como un centro de domesticacion del cultivo (Moralejo, 1993).

Dentro de los 25 principales productos cosechados a nivel mundial la cebada ocup6
el noveno lugar con 132’350,224.92 ton durante 2012, después de cafa de azlcar,
maiz, arroz-céscara y trigo (FAOSTAT, 2012). En exportacion a nivel mundial ocupo
el octavo lugar con 26’°077,133 ton durante 2011. Se mantuvo entre 25 y 26 millones
de toneladas durante el periodo 2008-2011, siendo Francia el mayor exportador
durante 2011 con 5°003,319 ton (FAOSTAT, 2012). Mientras que durante el 2011 fue
el octavo lugar como producto principal de importacion mundial con 24°260,294 ton.
Se mantienen entre 24 y 25 millones de toneladas desde 2008 a 2011 siendo Arabia
Saudita el mayor importador durante 2011 con 6’351,620 ton (FAOSTAT, 2012). En
México en el afio 2012 la cebada de grano se encontré en el 21° lugar, la cebada
forrajera en verde ocup6 el 40° lugar y la cebada en semilla el 138° puesto (SIACON,
2013). Los principales estados productores de cebada son Guanajuato (productor de
semilla) con 435,091.97 ton, Hidalgo (productor de grano) con 237,773.05 ton,
Tlaxcala con 163,679.20 ton, Puebla con 76,970.05 ton, México con 60,638.79 ton y
Querétaro con 32,293.66 ton durante el 2012 (SIACON, 2013).

La cebada en México tiene una participacion del 80% para malta como materia prima
para la industria cervecera y el resto para alimentacion de ganado, no obstante en
mercados internacionales el 80% es para alimentacion (como pienso o alimento para

ganado) y 20% para malta (Fernandez, 2013).

Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 2



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Introduccion

Por tal motivo nuestro pais es un importante productor y exportador de cerveza en el
mundo, con presencia principalmente en Estados Unidos de América, Europa y
Japon, donde la industria aporta aproximadamente 20 mil millones de dolares segun
datos de la Camara Nacional de la Industria de la Cerveza y de la Malta (Canicerm)
(Mendoza, 2013).

El contenido de proteina del grano maltero resulta ser el principal parametro de
calidad, en cebada de 6 hileras el contenido total debe oscilar entre 10-12.5% y para
cebada de 2 hileras entre 9.5-12% (en base seca), ya que valores mayores 0
menores no proporcionarian la misma calidad de malta (Fernandez, 2013). La
distincién entre la cebada maltera y forrajera estriba principalmente en el contenido
de proteina, para la forrajera se requiere un porcentaje superior al 12% y para la

produccion de malta debe ser inferior (Prieto, Prieto, Roméan, & Acevedo, 2012).

De igual forma la cantidad de proteina tiene que ver en el proceso de germinacion
para el establecimiento de la planta en campo, es decir, la semilla debe contar con
un buen aporte de proteina y cubrir las necesidades nutricionales del eje embrionario
para que éste tenga éxito en su establecimiento. Las proteinas de reserva (por
clasificacion de Osborne (1924)), mas importantes son las prolaminas (en cebada
hordeinas, muy pobre en lisina con < 2%), constituyen la fraccion de mayor
porcentaje con respecto a las glutelinas, albuminas y globulinas (relativamente ricas
en lisina asi como en treonina) (Martinez, 1996).

Un vez en campo, el cultivo de cebada tiene ciertas ventajas ante otros cereales
como: ciclo vegetativo corto, tolerante a bajas temperaturas, costo del cultivo menor
porque ocupa poca mano de obra, fertilizantes y cantidad de agua (Olmos, 1990),
rendimiento promedio nacional es de 3.0 ton/ha (Fernandez, 2013) y se puede contar
con asistencia técnica gratuita desde la siembra hasta la cosecha por empresas en el

ramo como Impulsora Agricola (Impulsora Agricola, 2011).
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La importancia del cultivo para los productores reside en la resistencia a
enfermedades, rusticidad (habilidad de sobrevivir a condiciones adversas de
crecimiento), rendimientos y alto peso hectolitrico principalmente (Ponce, 2005), por
lo que las variedades que actualmente se cultivan mas en México debido a su buena
adaptacion y rendimiento son: Adabella y Esmeralda en Valles Altos, principalmente
Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y Estado de México (90% del area se cultiva Esmeralda) y
en el Centro Norte del pais, especialmente Zacatecas, San Luis Potosi, Durango y
Guanajuato, bajo condiciones de temporal en ciclo Primavera-Verano; mientras que
Esperanza, Alina y Armida se cultivan en El Bajio, primordialmente Guanajuato,
Querétaro, Jalisco y Michoacan, bajo condiciones de riego en ciclo Otofio-Invierno
(Fernandez, 2013).

Para que una semilla pueda adaptarse a diferentes condiciones de medio ambiente
de una localidad se deben cumplir ciertos atributos de calidad, se pueden medir
hablando de manera literal, con un grado de importancia dependiendo de la finalidad
0 uso del grano o semilla como: conservacion de recursos genéticos, producciéon en
vivero, siembra directa en tierra arable, o en bosque, o bien para producir alimentos.
La calidad de semilla se define como el conjunto de atributos que involucran cuatro

factores: fisico, fisiolégico, genético y fitosanitario (Bustamante, 2010).

La calidad fisica consiste en determinar el contenido de humedad, pureza (polvo o
suciedad, piedras pequefias, etc.), tamafo de la semilla, color (Bustamante, 2010)
asi como brillantez (Castafieda et al., 2009), siendo las mas destacadas el peso de
mil semillas y peso volumétrico. El peso del grano depende fundamentalmente de la
cantidad de asimilados disponibles para ser transportados hacia la espiga durante su
formacion y de la translocacion de las reservas existentes en la planta hacia el tallo
(Moralejo, 1993). El estrés durante el llenado de los granos produce disminuciones

en el peso de los granos (Santoyo & Quiroz, 2004).

Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 4



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Introduccion

La densidad o peso volumétrico es la relacion entre el peso y el volumen total de la
masa del producto (Bustamante, 2010). Un elevado peso hectolitrico indica una
mayor proporcion de "materias extractivas”, que es lo que busca el cervecero, ya que
implica un mayor contenido en almidon (Bauza, 2005); el peso hectolitrico es
directamente proporcional al largo del periodo de fructificacién, por el mayor aporte
de almiddn que recibe el grano (Ponce, 2005).

Se consideran semillas con calidad fisiolégica aquellas que tiene alto porcentaje de
germinacion, vigor Yy viabilidad. Una de las pruebas mas importantes en germinacion
es la prueba de germinacion estandar, método seguro para determinar si las
condiciones seleccionadas de almacenamiento mantienen la calidad de la semilla
con el paso del tiempo (Bustamante, 2010). Castillo (2012) menciona que la
velocidad de germinacion disminuye si se incrementa el contenido de humedad,
temperatura y periodo de almacenamiento. Otros estudios indican que un incremento
en el indice de estrés hidrico en la etapa de acumulacion de reservas disminuyé la
germinacion en 12% vy las deficiencias de humedad acompafadas de altas
temperaturas provocaron una alta proporcibn de semillas pequefias con baja

germinacion y vigor en soya (Castafieda et al., 2009).

La calidad genética esta inherente a la variedad y proporciona el potencial para un
buen rendimiento, mejor calidad del grano y mayor tolerancia a estrés bio6tico y
abidtico (Castillo, 2012). De igual forma la calidad sanitaria es la ausencia de todo
agente que causa infeccion o infestacion en las semillas, como pueden ser hongos,
bacterias, virus, nematodos, insectos, etc. (Castillo, 2012). Las enfermedades
inicialmente presentes en la semilla pueden ocasionar efectos progresivos en su

desarrollo en el campo y reducir el valor comercial del cultivo (FAO, 2011).

Por otro lado, es importante sefialar que ademas de los parametros antes
mencionados, existen pruebas bioguimicas que indican ciertas caracteristicas de la
semilla durante la germinacion, como son la cuantificacion de la actividad proteolitica

o la electroforesis en geles de poliacrilamida.
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Davila y Seidl (1992) refieren que durante la germinaciéon en Phaseolus vulgaris L.
var. Tacarigua (judia o frijol) ocurre un aumento en la actividad proteolitica,
sugiriendo que puede deberse a la presencia de una endopeptidasa, asi mismo,
Alguicira (2003), menciona que es una enzima que hidroliza los enlaces peptidicos
internos de una proteina (tripsina y quimotripsina) dando como resultado cadenas de
péptidos, por lo que cada variedad responde de diferente forma segun su genotipo.
En cuanto a la electroforesis, la separacion de proteinas por este método se puede
relacionar con la calidad de la malta mediante sus patrones electroforéticos; ademas,
desde un punto de vista cientifico, permite profundizar en el conocimiento de uno de
los factores que més influyen en la calidad maltera: contenido y tipo de proteina; la
hordeina (prolamina), principal proteina de reserva del grano de cebada, ha sido
intensamente estudiada a través de este método, permitiendo el analisis de los
diferentes tipos de hordeinas (A, B, C y D) (Urbano, Barretto, & Vares, 1996).

Durante y después de la germinacion de semillas de cebada, muchos de los
biopolimeros presentes en ésta deben romperse en sus subunidades para ser
usados como alimento del embrién y en el crecimiento de la planta. Uno de los
procesos mas importantes es la hidrolisis de proteinas en péptidos y aminoéacidos,
gue es un paso critico en el malteo y la industria cervecera, por lo que evaluar las
diferencias bioquimicas durante el proceso de germinacion y conocer la relacion con
los pardmetros de la calidad fisica y fisiolégica de la semilla, resulta de gran interés,
debido a ello, en la presente investigacion se determiné la cuantificacion de proteina
de reserva, actividad proteolitica sobre las proteinas de reserva, los patrones
electroforéticos de dichas proteinas durante el proceso de germinacion (hasta las
120 horas) y su calidad fisica (peso de mil semillas y peso hectolitrico) y fisiol6gica
(porcentaje de germinacion estandar y prueba de vigor: longitud de plumula), en
cinco variedades de cebada maltera, con el fin de compararlas entre si y por lo tanto,

establecer la variedad que pueda producir una planta con la mejor calidad.
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ll.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Analizar la actividad proteolitica y los patrones electroforéticos de proteinas de
reserva durante el proceso de germinacion de cinco variedades de cebada y su
relacion con la calidad fisica y fisiologica de la semilla para determinar la variedad
gue pueda producir una planta con la mejor calidad, utilizando semilla obtenida de

acuerdo a dos calendarios de riego y dos arreglos de siembra.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar la calidad fisica de cinco variedades de semilla de cebada
mediante el peso de mil semillas y peso hectolitrico, asi como la calidad
fisiol6égica utilizando pruebas de viabilidad como germinacion estandar y
prueba de vigor como longitud de plumula, para identificar diferencias entre
variedades y relacionarlas con las pruebas bioquimicas.

e Realizar las pruebas bioquimicas, cuantificando la proteina de reserva, la
actividad proteolitica y sus patrones electroforéticos durante la germinacion de
cinco variedades de cebada, con el fin de establecer la variedad que pueda

producir una planta de mayor calidad.

2.3 Hipotesis

Existen diferencias bioquimicas durante el proceso de germinacion de cinco
variedades de cebada, utilizando semilla obtenida de acuerdo a dos calendarios
de riego y dos arreglos de siembra, que se relacionen con los parametros de la

calidad fisica y fisiol6gica de la semilla.
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lll.  REVISION DE LITERATURA

3.1 Importancia de la cebada

El cultivo de cebada se produce en casi todo el mundo, el destino de la produccién
en los mercados internacionales es de 80% para alimentacion (para ganado) y 20%
para malta (Fernandez, 2013). La malta es empleada para la elaboracion de diversos
alimentos y bebidas en el mundo, entre los que se encuentra el café de malta,
dulces, bisquets, productos de panaderia de malta, extractos de malta, cereales para
el desayuno, vinagres, whisky y cerveza (Fundacion Guanajuato Produce, 2004). Sin
embargo, existen paises que destinan la mayor parte de produccién de cebada a la
produccion de malta para elaboracién de cerveza como lo es Argentina (Bragachini &
Peiretti, 2009).

México es uno de los paises que destina mayormente la produccion del cultivo de
cebada como materia prima para la industria cervecera con el 80% para malta y el
resto para alimentacién de ganado (Fernandez, 2013) como cerdos y caballos
(Inkaplus, 2013). Otros usos de la cebada (con diferente preparaciéon vy
acompafiamiento de otros ingredientes), son como remedio para diferentes
malestares del cuerpo, por ejemplo retencién de liquidos y Ulceras cronicas de las

amigdalas (Inkaplus, 2013).

Dentro de la industria cervecera mexicana, se tenia una estructura integrada por el
Grupo Modelo y FEMSA (Grupo de Fomento Econdmico Mexicano, S.A., integrado
por Cuauhtémoc-Moctezuma). El primero con siete fabricas de cerveza y dos de
malta, y el segundo, seis cerveceras y dos malteras (Aguilar & Schwentesius, 2004).
La venta del total de Grupo Modelo (50%) a la belga-brasilefia-estadunidense
Anheuser Busch InBev (AB InBev) dejo, finalmente, a la industria cervecera
mexicana en manos de empresas extranjeras por 20 mil 100 millones de délares,
luego de que en 2010 la holandesa Heineken se hiciera del control de Cuauhtémoc-

Moctezuma por 7.3 mil millones de ddlares (Milenio, 2012).
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A pesar de que la industria cervecera mexicana tenga duefios extranjeros, se preciso
que la cebada maltera representa en promedio 300 mil hectareas de siembra a nivel
nacional (incorpora alrededor de 50 mil jornales), integrados mas de 20 mil
productores, lo que se traduce en 600 mil toneladas al afio que se comercializa al
100 por ciento, bajo contrato con la industria, con una derrama econdémica de 2 mil
500 millones de pesos (SAGARPA, 2012); conjuntamente la llegada de la bebida al
consumidor involucra a mas de 130,500 empresas (de beneficio de otros granos;
malteado; fabricacion de vidrio, hojalatas, laminas, aluminio, envases, carton,
corcholatas, maquinaria y equipo, y de transporte) y establecimientos comerciales (al
mayoreo, comercio al por menor, supermercados, etcétera), que generan empleos

directos e indirectos (Aguilar & Schwentesius, 2004).

El Diario Oficial de la Federacién indica que México es un importante productor y
exportador de cerveza en el mundo, con presencia en los mercados de los Estados
Unidos de América, Europa y Japon principalmente, teniendo un mercado potencial
de consumidores con perspectivas de crecimiento continuo (Mendoza, 2013);
ademas es el sexto consumidor de cerveza en el mundo con 62 litros por persona
anualmente; después de la Republica Checa, 189 litros; Alemania, 131 litros;
Inglaterra, 103 litros; Estados Unidos, 85 litros; y Espafia, 66 litros (Mendoza, 2013).
Sin embargo, los productores de cebada que abastecen a la industria maltera han
restringido su capacidad productiva no sélo por la producciéon nacional, sino que
también por importaciones (Flores, 2007). La Secretaria de Economia destaca la
necesidad de complementar la produccion nacional con importaciones de cebada y
malta, sin alterar de manera significativa los costos de produccién en el pais, ya que
la demanda se ha incrementado por el paulatino crecimiento de consumo de cerveza.
Subraya que la creciente demanda de granos para consumos humano e industrial,
sobre todo de economias como China e India, y la baja en la produccion mundial de
granos por los efectos climaticos adversos, son factores que presionan al alza los

precios internacionales de granos, como la cebada (EL Universal, 2013).
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Por otro lado las exigencias del mercado nacional en cuanto a calidad de cebada
para malta consisten en presentar buenas condiciones fisicas y fisiologicas, sin
plagas, con una germinacion minima de 85%, humedad igual o menor al 14%, buen
tamafio de grano, porcentajes de grano desnudo o quebrados menores del 5%,
menos de 2% de impurezas, un maximo del 10% de grano dafiado y hasta 10% de
mezclas con otras variedades de cebada (Fundacion Guanajuato Produce, 2004).
Para verificar el cumplimiento de las caracteristicas de la cebada demandadas por
las empresas cerveceras existen organismos que apoyan su cadena agroindustrial
como Impulsora Agricola (IASA), quien bajo contrato estimula la tecnificacién del
cultivo de cebada, ayuda a mejorar la productividad en el campo (Aguilar &
Schwentesius, 2004) y apoya en la mejora de la calidad de la semilla junto al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) (Fernandez,
2013), de acuerdo a las normas de produccion y los lineamientos del Servicio
Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) (Aguilar & Schwentesius,
2004), siguiendo la norma mexicana NMX-FF-043-SCFI-2003, la cual es especifica
para cebada maltera (Secretaria de Economia, 2003). No obstante es importante
monitorear los cambios por los que el cultivo esta pasando actualmente, desde
cambios climaticos (prolongadas sequias) como la baja productividad y rendimiento
entre otros aspectos que ponen en riesgo el trabajo de los agricultores como la

industria cervecera.

3.2 Volumen de produccion, importacion y exportacion de cebada

Dada la importancia del cultivo de cebada, hoy en dia, en el mundo se cultiva en un
espectro de condiciones ambientales mas amplio que cualquier otro cereal, (Figura
1) ocupando aquellas regiones con clima o condiciones medioambientales
desfavorables para la produccion de otros cultivos. Desde las regiones mas aridas
del norte de Africa, hasta las ricas y himedas tierras del centro y norte de Europa.
Asimismo, su adaptacion en cuanto a latitud y altitud es enorme, desde la Regién
mediterranea al centro de Finlandia, y desde el nivel del mar en Holanda, hasta las
laderas del Tibet (Himalaya) (Moralejo, 1993).
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Para conseguir esto, se han desarrollado grupos varietales que poseen morfologia y

fisiologia muy diferentes (Moralejo, 1993).
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Figura 1. Mapa de distribucion de produccién de cebada a nivel mundial de 2012.
Fuente: (FAOSTAT, 2012)
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En 2010 la produccién total de cebada en el mundo fue de 123’'682,055.2 ton
(toneladas), en el 2011 fue de 133'049,075 ton y en el 2012 fue de 132’350,224.92
ton (FAOSTAT, 2012). La region de mayor produccién durante el afio 2012 fue
Europa con el 59.76% (79'093,867 ton), seguido de la region de América con el
15.25% (20’187,275.92 ton), Asia con 14.05% (18'589,360 ton), Oceania con 6.54%
(8'659,652 ton) y Africa con 4.4% (5'820,070 ton) (FAOSTAT, 2012).

En la region de América la Tasa anual de crecimiento 2000-2012 en cuanto al area
cosechada fue de 0.071%, en produccidon-cantidad es de 2.055% y en rendimiento de
cosecha fue de 1.983%. Como se puede observar en la Figura 2, especificamente la
Federacion de Rusia fue el pais de mayor produccion durante los udltimos afios
(13’951,676 ton) y el principal productor de semillas de cebada (2'600,000 ton)
durante 2012 (FAOSTAT, 2012).
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Figura 2. Principales paises de produccion de cebada (promedio 2012)
Fuente: (FAOSTAT, 2012)

Dentro de los 25 principales productos cosechados a nivel mundial, la cebada ocup6
el noveno lugar con 132'350,224.92 ton durante 2012, después de azUcar-cafia,

maiz, arroz-cascara, trigo, papas, azicar-remolacha, yuca y soya (FAOSTAT, 2012).

En cuanto al comportamiento de las importaciones, durante el 2011 la cebada fue el
octavo lugar con 24°260,294 ton después del trigo, maiz, soya, torta de soya, aceite
de palma, azlcar y arroz (orden descendente). Se mantuvo entre 24 y 25 millones de
toneladas desde 2008 a 2011 siendo Arabia Saudita el mayor importador durante
2011 con 6’°351,620 ton. Mientras que en las exportaciones la cebada ocupa el
octavo lugar con 26’077,133 ton después del trigo, maiz, soya, torta de soya, aceite-
palma, arroz y azucar (orden descendente) durante 2011. Se mantuvo entre 25y 26
millones de toneladas durante el periodo 2008-2011, siendo Francia el mayor
exportador durante 2011 con 5'003,319 ton (FAOSTAT, 2012).
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Hablando a nivel nacional, México representd sélo el 0.5% de produccién de cebada
a nivel mundial con el 33° puesto, el 32° lugar en superficie cosechada con 0.5%
mundial, y el lugar 41 en rendimiento, teniendo una Tasa Media Anual de
Crecimiento (TMAC) 6.02% (1998-2008) (Caballero, 2011). Alrededor de 310,000 ha
(hectéreas) de cebada son sembradas anualmente en México, de las cuales 230,000
son de cebada maltera (Ferndndez, 2013). La produccién de cebada (Figura 3) tuvo
una racha de menor valor durante los aflos 2009-2011, sin embargo hubo un
incremento aproximadamente del doble con respecto a los afios anteriores en el
2012, siendo de 1'031,533 ton. Dentro de los cultivos de mayor produccion
cosechados en México en el afio 2012 la cebada de grano se encuentra en el 21°
lugar (ver Cuadro 1), la cebada forrajera en verde ocupa el 40° lugar y la cebada en
semilla el 138° puesto (SIACON, 2013).

Se puede observar en la Figura 3 que las importaciones de este cereal en el pais han
ido disminuyendo desde el afio 2008, donde se presentd una de las mayores valores
de importacion de la ultima década (en el 2000 se dio una cifra alarmante con 209,
746 ton) (FAOSTAT, 2012), lo que nos indica que a pesar de los diversos factores
que influyen en la produccién como las adversidades ambientales, poco a poco se
estd abasteciendo la necesidad del mercado nacional; sin embargo la demanda por
la materia prima crece cada afio en el mercado mexicano (Mendoza, 2013). Soélo
durante los afios 2009 y 2010 se tuvo una exportacion considerable, en afios
anteriores y aun 2011 fueron valores menores a 6 ton (FAOSTAT, 2012).

L
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Figura 3. Promedio de exportacién, importacion y produccion de cebada en México
(2008-2012) Fuente: (FAOSTAT, 2012)

En el Cuadro 2 se tienen los principales estados de produccion de cebada, que son
Guanajuato (mayor productor a nivel nacional de semilla), Hidalgo (mayor productor
a nivel nacional de grano), Tlaxcala, Puebla, México y Querétaro durante el 2012
(SIACON, 2013). En el estado de Hidalgo los principales municipios de mayor
produccion de cebada de grano durante el afio 2012 son Apan (18.95%), Zempoala
(12.06%), Almoloya (10.65%), Singuilucan (9.91%), Tepeapulco (7.37%),
Epazoyucan (7.3%), Cuautepec de Hinojosa (7.02%) y Tizayuca (4.08%), de los 27
municipios que producen cebada (SIACON, 2013).
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Cuadro 1. Principales productos cultivados en base a su produccién en México
durante 2012.

Ciclo: Afio Agricola OI+PV 2012

Modalidad: Riego + Temporal

Sup Sup Sup Valor
Cultivo Sembrada  Cosechada S Produccion  Rendimiento PMR Produccmn
(ton) (ton/ha) ($/ton) (miles de
(ha) (ha) (ha)
pesos)
1o Fresa 508 508 0 171,224,500 337,056.10  0.49 83,479.00
(planta) ’ ’ ! ) ' ' '
Plantero de
2° tabaco 30.55 30.55 0 121,439,925 3,975,120.30 0.21 25,554.39
(planta)
3° l';’l'g'nzcgra”c’ 6,959,980.0 6,518,366.3 441,613 20,179,483.1 3.1 4,029.38 81,310,721.6
Noche
4° buena 240.28 240.28 0 16,097,389 66,994.29 25.1 404,002.19
(planta)
Maiz
5° forrajero en 655,511.01 586,695.08 68,815.9 12,062,988.2 20.56 588.61 7,100,344.94
Verde
., Cebada
21 grano 335,767.61 328,190.81 7,576.80 1,031,533.44 3.14 3,824.18 3,944,769.73
Cebada
40° forrajera en 38,040.67 35,103.79 2,936.88 479,510.40 13.66 442 .24 212,057.74
verde
Cebada
138 grano 5,529.00 5,529.00 0 28,869.30 5.22 4,673.15 134,910.55
(semilla)

Ol: Otofo-Invierno; P-V: Primavera-Verano; Sup.: Superficie; S: siniestrada; PMR: Precio Medio Rural
Fuente: (SIACON, 2013).
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Cuadro 2. Principales estados de produccién de cebada de grano, afio agricola, tanto

riego como temporal hasta agosto de 2013.

Sembrada  Cosechada  Produccion Rendimiento PMR* o 7T,
Ubicacion
(ha) (ha) (ton) (ton/ha)  ($iton) (rgg‘;i;e
Guanajuato 82,622.27 82,103.27 435,091.97 53 3,830.27 1,666,520.20
Hidalgo 106,576.39 105,236.39  237,773.05 2.26 3,976.08  945,404.09
Tlaxcala 50,913.00 50,913.00 163,679.20 3.22 3,846.55 629,599.91
Puebla 31,687.00 31,200.20 76,970.05 2.47 3,630.33  279,426.93
México 38,895.00 38,895.00 60,638.79 1.56 3,545.36  214,986.57
Querétaro 4,903.00 4,890.00 32,293.66 6.6 3,893.62  125,739.35
Michoacan 1,790.50 1,790.50 9,444.33 5.28 3,744.48 35,364.09
Jalisco 4,210.70 4,210.70 5,487.99 13 2,846.88 15,623.63
Zacatecas 2,921.00 2,906.00 3,706.60 1.28 3,063.76 11,356.12
Durango 1,163.75 1,143.75 2,173.50 1.9 3,141.31 6,827.64
San Luis Potosi 8,500.00 3,400.00 1,360.00 0.4 3,650.00 4,964.00
Nuevo Leodn 315 315 1,344.00 4.27 2,543.75 3,418.80
Tamaulipas 500 450 540 1.2 2,200.00 1,188.00
Oaxaca 352 352 522.3 1.48 4,075.57 2,128.67
Veracruz 353 353 449.5 1.27 4,532.03 2,037.15
Baja California 12 12 48 4 3,200.00 153.6
Coahuila 53 20 10.5 0.52 2,950.00 30.98
335,767.61 328,190.81 1,031,533.44 3.14 3,824.18 3,944,769.73

*PMR: Precio Medio Rural
Fuente: Elaborado por el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con informacion
de las Delegaciones de la SAGARPA (SIACON, 2013).
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3.3 Variedades de cebada cultivadas en México

Como la produccién de cebada va creciendo afio con afio debido a la demanda de la
industria cervecera primordialmente, en México se han delimitado regiones
productoras de este cultivo, las cuales se dividen en Valles Altos, Centro-Norte y
Bajio, éstas se pueden observar en la Figura 4. El Altiplano es una meseta elevada a
mas de 2,300 metros sobre el nivel del mar (Valles Altos), se caracteriza por tener un
clima templado subhimedo con lluvias en verano, donde los meses mas calurosos
del aflo son en primavera y verano, oscilan entre los 25 y 30°C, mientras que en
otofio e invierno la temperatura promedio desciende a menos de 10°C; en el Centro-
Norte el clima es seco, célido y semicalido (en partes como Guanajuato), con
temperaturas de hasta 32° en promedio, con un promedio de 1,780 a 2,500 msnm y
una precipitacion de 450 hasta 974 mm (en San Luis Potosi); en tanto en el Bajio
comprende una regién fértil con temperaturas en promedio de 26°, presenta clima
templado hasta semiseco (como Zacatecas) con una precipitacion de 570 a 750 mm
(Albanil et al., 2012; Castillo et al., 2012; INEGI, 2012; Flores, 2007).

Estados Unidos d e A m é r i ca
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Figura 4. Principales regiones de produccion de cebada en México.
Fuente: (Fernandez, 2013)
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En cuanto a los ciclos de produccién (INCA Rural, 2005) nos menciona que el
principal ciclo de produccion corresponde al de Primavera — Verano, con el 75% del
total nacional, donde aproximadamente el 99% se siembra bajo condiciones de
temporal; la superficie sembrada bajo este ciclo es de aproximadamente 150,000 ha
con un rendimiento promedio de 1.7 ton/ha (ASERCA, 1994; Fernandez, 2013). En
relacion con el ciclo de Otofio — Invierno, se produce cerca del 95% bajo condiciones
de riego (Prieto et al., 2012), con 80,000 ha son sembradas y un rendimiento
promedio de 5.3 ton/ha (Fernandez, 2013), destacando el Estado de Guanajuato,
que utiliza este sistema agricola. La cebada cultivada bajo riego en Bajio, aunque de
mas alto rendimiento por hectarea, tiene el inconveniente de producir mas proteina,
lo cual no es favorable para su transformacion en malta; de aqui que se considere a
la zona de Valles Altos como la que reune las mejores condiciones agroclimaticas
para el cultivo de este grano, ya que se cultiva en condiciones de baja precipitacién
pluvial y menor uso de fertilizantes, lo cual favoreceria la calidad maltera de esta
zona (Prieto et al., 2012).

Dentro de estas regiones las variedades que principalmente se cultivan son:
Adabella, Alina, Armida, Esmeralda y Esperanza. En el Cuadro 3 se muestra sus
caracteristicas como el afio de liberacion de variedad, el origen de la linea, el nimero
de hileras, su rendimiento, alguna caracteristica de cultivo, sus dias de madurez
fisiologica, cantidad de proteina total (% materia seca), sus condiciones y ciclo de
cultivo, su zona de adaptacion y estados de mayor produccion.

I ——
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Cuadro 3. Caracteristicas generales de las principales variedades de cebada cultivadas en México.

Adabella Esmeralda Alina Armida Esperanza
_ VAREDAD ADABELLA o MARRREIAA

1000 1YY

2004 1993 2006 2006 1989

Afo de liberacion de
variedad

Por INIFAP con . Por INIFAP con genes
Tres progenitores

Origen de linea Cruzamiento simple cruzamiento simple de  Cruzamiento doble por seleccionados por de enanismo de la
g por INIFAP las lineas M9653 X INIFAP P variedad Dwarf Good de
INIFAP . .
M9667 origen de la India
Numero de hileras 6 hileras 6 hileras 6 hileras 6 hileras 6 hileras
Rendimiento (ton/ha) 3.080 2.902 6.271 6.373 6.162

Amplia tolerancia a roya

Tolerancia mancha . . . .
Tolerancia a laroya lineal amarilla (Puccinia

Recomendada para . .
reticular, escaldadura Tolerancia a

Caracteristica de cultivo ambientes de mediana hoja, roya lineal amarilla enfermedades lineal amarilla stiiformis f. sp. hordei),
a alta productividad y a, roy iformis f | .. (Puccinia striiformis y cenicilla (Erysiphe
forraje (Puccinia striiformis f. sp. comunes en la region f.sp. hordei) graminis): es resistente

hordei) y acame (caida) e '
al acame y al desgrane

Dias de madurez 101 a 107 96 a 102 95 a 105 95 a 105 100 a 110

fisiolégica

Proteina total 15.2 15.2 12.7 13.0 135

(% materia seca)

(C:le)lg%cmnes y ciclo Temporal en Primavera-Verano De riego en Otofio-Invierno

Valles Altos: Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Estado

Zona de adaptacion y de México, partes de Oaxaca y de Veracruz

estados de mayor (mas del 90% del area por Esmeralda); Centro- El Bajio: Guanajuato, Querétaro, Jalisco y Michoacan

produccion Norte: Zacatecas, San Luis Potosi, Durango y

Guanajuato (principalmente Esmeralda)

Fuente: (Consejo Mexicano de la Cebada Maltera, 2005; Santoyo & Quiroz, 2004; Fernandez, 2013; Impulsora Agricola, 2011; Aguado, 2008;
Zamora et al., 2007; Zamora et al., 2006).
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3.4 Origen del cultivo de cebada

Todas las variedades de cebada cultivadas en México o cualquier parte del mundo
tienen un origen en comun, el dato exacto es ambiguo, sin embargo haciendo un
breve recorrido en la historia, se encontré que en 1986 Bar Josef & Kislev en
excavaciones de una aldea neolitica del valle del Jordan, Israel, encuentran restos
de (H. vulgare y H. spontaneum) estimado entre 8,260 y 7,800 A.C., correspondiendo
este hallazgo a los comienzos de la agricultura (Morales et al.,, 2010). En
excavaciones arqueologicas realizadas en el valle del Nilo se descubrieron restos de
cebada, con unos 15,000 afios de antigliedad, ademas los descubrimientos también
indican el uso muy temprano del grano de cebada molido (Alvarez, 2011); las
cebadas de seis carreras, aparecieron hace aproximadamente 10,000 afios tras el
proceso de domesticacion; la aparicion de cebadas cultivadas con granos desnudos,
tuvo lugar hace unos 8,000 afios con el proceso de la domesticacion (Moralejo,
1993).

Por otra parte INCA Rural (2005) dice que se tienen antecedentes del cultivo de la
cebada en las culturas babilénica, egipcia y china, en donde se cosechaba este
producto de forma silvestre. Se considera que de manera accidental se descubrieron
las propiedades de la cebada, cuando al estar almacenada cierto tiempo, por las
condiciones de humedad, ésta germinaba y al ser empleada para la preparacién de
alimentos, éstos resultaban con mejor textura y sabor. Asi, en forma deliberada se

inicié el proceso de germinacién de cebada.

A manera de conclusién Moralejo (1993) considera que el origen de las cebadas
cultivadas ha sido explicado por diversos autores desde dos puntos de vista
diferentes: el primero considera que la cebada cultivada es un cultivo monocéntrico,
esto es, que tiene un centro de origen definido, el Creciente Fértil, y uno o mas

centros de diversidad.
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La zona del Creciente Fértil abarcaria diversos paises como Turquia, Iran, Irak,
Jordania, Siria e Israel, donde la cebada fue domesticada hace unos 10,000 afios a
partir de una cebada silvestre de dos carreras. Para varios autores el Creciente Fértil
es ademas un centro de diversidad, donde estan presentes mdultiples genotipos
adaptados a diferentes rangos ecolégicos, lo que haria posible la distribucion de las
cebadas silvestres y cultivadas hacia otras areas geogréaficas como centros de

diversidad alternativos, como Etiopia (Moralejo, 1993).

Una segunda teoria que apunta hacia la existencia de multiples centros de origen de
la cebada cultivada. Existen diversos estudios que avalan dicha teoria basados en
evidencias agromorfolégicas y bioquimicas. Shao Quiquan (1981) propuso el origen y
evolucion de la cebada cultivada como un proceso continuo con diferentes etapas, la
primera de las cuales seria el H. spontaneum (cebada silvestre) y la ultima ya
cultivada, H. vulgare. Marruecos y China han sido considerados como un centro de

domesticacién para las cebadas cultivadas de seis carreras (Moralejo, 1993).

Haciendo referencia a nuestro pais, la cebada fue introducida a México durante el
siglo XVI por agricultores espafioles, la primera variedad sembrada era de origen
espanol denominada “Criollo”. La produccién de grano fue impulsada con el
establecimiento de la primera cerveceria en 1865. Sin embargo, fue hasta 1950 que
la Industria Cervecera demandd una mayor produccion en cantidad y calidad, por lo
gue se establecié un programa de investigacion por la Secretaria de Agricultura, la
Fundacién Rockefeller y la Asociacion Mexicana de Cebada Maltera (Fernandez,
2013).

L
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3.5 Taxonomia, morfologia y composicién quimica del grano de cebada

Una vez descubierta y valorada con su domesticacion, la cebada adquiri6 multiples
usos, por lo que su identidad fue necesaria como componente basico dentro de la
clasificacion de los cereales; se define como una planta monocotiledénea anual
perteneciente a la familia de las poaceas (Anexo 2), y al género Hordeum. Linnaeus
(1757), clasifica a la cebada en cuatro especies cultivadas diferentes, basado en la
fertilidad y diferencias morfologicas de las espigas. Botanicamente el origen de
Hordeum vulgare se encuentra en Hordeum spontaneum (silvestre), que se
caracteriza por que tiene una espiga de dos hileras, raquis quebradizo y germinacion
tardia. Hordeum distichum L. (2 hileras), se emplea para la obtencion de cerveza.
Hordeum hexastichum L. (3 hileras), se utiliza basicamente como forraje para la
alimentacion animal. Ambas especies pueden agruparse bajo el nombre Unico de
Hordeum vulgare L., ssp. vulgare (Agro-Inversiones, 2009). La clasificacion

taxonémica del cultivo de cebada se describe en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Taxonomia de la cebada.

Dominio: Eucaria

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta (Plantas vasculares)
Subdivisién: Spermatophyta (Plantas con semilla)
Divisién: Magnoliophyta (Plantas con flores o angiospermas)

Clase: Liliopsida (Monocotiledoneas)

Subclase: Commelinidae

Grupo: Glumiflora
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Género: Hordeum L.

Especie: H.vulgare L. o H. hexastichum L. (seis
hileras) y H. distichum L. o H. deficiens L.
(dos hileras)

Fuente: (Castillo, 2012)
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En cuanto a la morfologia de la cebada, se puede observar en la Figura 5, esta
recubierta por una caridpside, la cual es una fusion entre los pétalos de la flor con el
ovario; el embrion esta formado por un eje embrionario y en él se diferencian la
radicula, el hipocdtilo y la plumula, por lo que el grano es un fruto de una sola
semilla; la palea y la lema (también llamados glumilla) son vestigios florales que se
encuentran en la parte ventral y dorsal de la semilla, siendo la barba su prolongacion;
la testa esta fundida con el pericarpio (compone entre 2-3% del peso del grano); la

capa aleurona (entre el 4-5% del peso seco del grano) esta constituida por células

ricas en proteina y exentas de granos de almidon; el endospermo o albumen
(constituye el 75-80% del peso total del grano) almacena las reservas alimenticias de
la semilla (alto contenido de almidon); separando el embrién del depdésito de
nutrientes o endospermo se encuentra el escutelo (Unico cotiledon modificado en
gramineas); la raquilla es parecida a un tallo con vellos que estd adherida a la base
en el exterior del grano y por el micropilo se puede permear el aire y el agua a la
planta (Carvajal & Insuasti, 2010; Castillo, 2012; Morales et al., 2010; Moreno®, 1996;
Pérez, 2006).

CEBADA

Glumilla dorsal

Endospermo amilaceo Capa aleurona

Plumula Pericarpio y testa

Micropilo

Raquilla// . ey

Glumilla ventral
Escutelo

Figura 5. Partes del grano de cebada. Fuente: (Paucar, 2013)
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En lo que se refiere a su composicién quimica, es importante indicar que el grano de
cebada es fuente de potasio, magnesio y fésforo, pero su mayor virtud es contener
oligoelementos: hierro, azufre, cobre, cinc, manganeso, cromo, selenio, yodo y
molibdeno (Tamayo, 2011), asimismo su composicidn quimica es diferente de
acuerdo a su presentacion, en el Cuadro 5 se puede observar la composicion
quimica de la cebada como grano, paja y cebada verde.

Cuadro 5. Composicion quimica de un grano de cebada, en paja y cebada verde.

Grano de cebada Paja Cebada verde

En 100 g de cebada:
Proteinas 10g 199¢ 25¢g
Materia grasa 189 1.749 05¢9
Hidratos de carbono 66.5 ¢ - -
Celulosa 52¢g 34449 5649
Materias minerales 2649 - -
por ejemplo:

Calcio 55 mg - -

Hierro 4.5 mg - -

Fosforo 341 mg - -
Calorias 348 Kcal - -
Agua 149 14.2 ¢ 80.9¢g
Materia no i 438 8.8

nitrogenada

Fuente: (FENALCE, 2009; INCAP, 2000).

3.6 Germinacion de la semilla

Uno de los factores que influye en la composicion quimica del grano de cebada es el
proceso de germinacién; en términos fisioldgicos, la germinacién se considera como
el proceso que comienza con la hidratacion de los diferentes tejidos que constituyen
la semilla, resultando una serie de complejos acontecimientos metabdlicos
escalonadamente, y termina con el inicio del crecimiento o elongacién de la radicula;

en cereales la emergencia del coledptilo es signo de germinacion (Pérez, 2006).

Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 26



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Revision de literatura

El principal objetivo de la germinacion es generar nutrientes, principalmente azicares
y aminoacidos mediante la modificaciéon del endospermo, la cual ocurre por el
desarrollo, distribucion y accion de enzimas (oo y B amilasas, proteasas,
arabinoxilasas y B-glucanasas) (L6pez, 2011). Existe una germinacion simultanea
cuando la mayor parte de la poblacion germina en un corto periodo, y continua

cuando se extiende a lo largo de un lapso mayor (Moreno®, 1996).

3.6.1 Etapas de la germinacion

El primer paso para que se inicie la germinacién es que la semilla entre en contacto
con el agua para hidratarse y asi exista un medio acuoso donde los procesos
enzimaticos puedan llevarse a cabo, generalmente no mas de 2 a 3 veces su peso
seco; el agua tiene que atravesar una membrana permeable, la cual presenta una
alta concentracién de sustancias en uno de los lados, esto produce una presion de
imbibicion, de fuerza considerable, la cual llega a alcanzar valores de cientos de
atmésferas. Esta presion puede llevar al rompimiento de la testa durante la
germinacién (Moreno®, 1996). Alvarez (2011) expresa que el grano de cebada
incrementa su tamafio en un 40% debido a la absorcibn de agua durante la
germinacion. El oxigeno disuelto en el agua de imbibicién debe poder llegar hasta el
embrién, a medida que aumenta la cantidad de agua puesta a disposicion de la
semilla, disminuye la cantidad de oxigeno que llega al embrién (Pérez, 2006).

Poco tiempo después de que el embrién ha sido hidratado, se libera acido giberélico
(GAs), hormona vegetal natural (2), sintetizada por el eje embrionario; ésta se
difunde hacia el endospermo a través del escutelo (1) para enviar sefiales a la capa
de aleurona que rodea al endospermo (3), donde se induce la produccién de enzimas
hidroliticas (la capacidad de la cebada para producir enzimas hidroliticas depende de
la cantidad y la viabilidad de las giberelinas generadas), como son la a-amilasa,
proteasa, ribonucleasa y B1, 3-glucanasa (4) para atacar la hemicelulosa de las
paredes; las paredes celulares se degradan, las reservas en forma de proteinas se

hidrolizan para formar aminoacidos, se empieza a desdoblar el almidon en azlcares
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(principalmente maltosa y glucosa) y los lipidos dan lugar a &cidos grasos mas
glicerol respectivamente (5), todo esto con la finalidad de nutrir al embrion; asi se
inician las divisiones mitéticas, el crecimiento celular y la diferenciacion de las células
gue se van originando, en un futuro convertiran al embridon en una joven plantula
(Sarria, 2003; Pérez, 2006; Moreno®, 1996; Lépez, 2011) (Figura 6).

Coleoptilo

Primeras hojas

Capa de
aleurona

Meristemo apical
4 del tallo

Endospermo

Escutelo \Pericarpio amilaceo

Figura 6. Proceso de germinacion de una semilla. Fuente: (Garcia, 2008)

En la Figura 7, y continuo al proceso anterior, se muestra que generalmente se
comienza con la primera estructura emergida de la semilla, es decir, la raiz del
embrion llamada radicula, después aparece el hipocétilo o plumula. Esta raiz
rapidamente penetra en el suelo y permite que la planta se ancle y comience a
absorber agua y nutrientes. El Unico cotiledén (escutelo) fundamentalmente absorbe
agua y nutrientes ya digeridos en el endospermo y los transporta a las partes del
embrion que estan creciendo. Para esto, la envoltura basal del cotiledon se ha
alongado para formar el coleéptilo (Moreno®, 1996). Una vez que el coledptilo
atraviesa la superficie del suelo deja de crecer, se abre y aparece la primera hoja,

seguida rapidamente por la segunda y tercera hoja (Impulsora Agricola, 2011).
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Primera hoja aparecida

Profundidad
2-4 cm

: Chleoptile
: Plimula p

Epicotile

9

f

Embrion

<D

Radicula

Raiceg primarias

Imbibicion Germinacion Emergencia Sobrevivencia

Figura 7. Emergencia de la semilla de cebada
Fuente: (Garcia, 2012)

3.6.2 Ciclo vegetativo de la cebada

Posterior a la germinaciéon de la semilla, comienza la sobrevivencia de esta con la
apariciéon de la primera hoja junto a las diferentes etapas del ciclo vegetativo, el
periodo de cada etapa difiere de acuerdo a la variedad, adaptabilidad y las

condiciones del cultivo.

En la Figura 8 se puede observar el ciclo vegetativo de la cebada y el periodo
aproximado en que se da cada etapa. La germinacion comienza durante los primeros
7 dias después de la siembra (dds); se puede dividir en cuatro etapas: imbibicién,
hidratacion de enzimas hidroliticas (aceleran las reacciones en componentes mas
simples por reacciéon con moléculas de agua), division y alargamiento celular y
emergencia de la radicula (o de la plimula), pudiendo ser simultaneas; la
temperatura minima para germinar va de 3° a 4°C, la 6ptima es a 20° C y la maxima
entre 28° a 30° C. La emergencia demora entre 5 a 10 dias segun temperatura del
suelo y humedad; el coledptilo emerge primero, rompe el suelo y permite dar paso a
la primera hoja; las raices primarias pierden importancia en la medida que comienza
el desarrollo de las raices principales o coronarias que sirven de anclaje y proveen

de agua mas nutrientes a la planta (Agro-Inversiones, 2009; Lallana & Lallana, 2001).
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Las hojas y el tallo principal emergen entre los 10 y 19 dds; el tallo principal se ubica
en el lugar de unién del mesocétilo con el coledptilo, permanece bajo el suelo,
creciendo lentamente hasta alcanzar la superficie, poco antes se produce un ligero
engrosamiento del primer nudo, hecho que marca el comienzo de la fase de
encafiado, puede alcanzar una altura entre 0.6 a 1.3 m de donde nacen las hojas que
producen follaje muy denso, al completar su desarrollo termina en una inflorescencia
denominada espiga; en tanto las hojas son largas y de un color mas claro que las de
trigo, su ancho varia de 5 a 15 mm y los cultivares primaverales se caracterizan por
presentar hojas lisas. Las macollas o tallos secundarios pueden ser de dos a nueve
en cebadas primaverales, dependiendo de la densidad de siembra y disponibilidad
de agua y nutrientes; el nimero y vigor de la macolla determinara en un porcentaje
significativo el nUmero de espigas verdaderas que sobrevivirdn por metro cuadrado y

se da entre los 20 y 29 dds (Agro-Inversiones, 2009; Lallana & Lallana, 2001).

El encafiado comienza con la aparicién del primer nudo antes que esté sobre la
superficie del suelo y se da en los 30 a 49 dds, en ese momento es posible visualizar
la futura espiga. La espiga corresponde a la prolongacion del ultimo entrenudo del
tallo formada por espiguillas, las cuales van dispuestas de a tres en forma alterna en
ambos lados del raquis, si son fértiles, se originard una espiga de seis hileras (H.
hexastichum L.) y si s6lo resultan fértiles las espiguillas centrales, se originar4 una
espiga de dos hileras (H. distichum L.), su aparicion es de 50 a 59 dds. Cada flor, por
su parte, tiene tres estambres y un pistilo, compuesto por un ovario y un estigma
dividido (Agro-Inversiones, 2009; Lallana & Lallana, 2001).

Cuando comienza la floracién, se da con la aparicion del primer estambre, dias
después de la espigadura, siendo entre los 60 a 69 dds; la apertura de las flores
comienza en el segundo tercio de la espiga empezando por la espiguilla central y
posteriormente las laterales y continua hacia arriba y hacia abajo; la flor se abre por
100 min y la floracion se completa en dos dias (Agro-Inversiones, 2009; Lallana &
Lallana, 2001).
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La formacion de grano se produce después de la polinizacion, en un periodo
aproximado de 70 a 77 dds; el crecimiento del grano dentro de la flor es muy rapido
en longitud, cuando comienza la etapa de grano pastoso, coincide con el maximo
contenido de agua del grano y el fin del aumento de materia seca; el llenado del
grano dependera del suministro de carbohidratos y citoquininas y se completa en 30
dias después de la antésis (cuando las flores se abren y se polinizan); el grano esta
vestido por palea y lema, la primera cubre el grano y la segunda lo envuelve, su
longitud maxima de 9.5 mm y minima de 6.0 mm; de ancho 2.5 y 3.0 mm. La
madurez del grano se da cuando el grano llega a un 40% de humedad,
aproximadamente de 80 a 89 dds, mientras que la madurez de campo se produce
cuando el grano se seca, se encoge y se vuelve duro. Por ultimo la senescencia se
da en el momento que se seca el dltimo entrenudo, granos muy duros y muerte de la

planta, por lo que se puede iniciar la cosecha donde los granos contiene una

humedad bajo 13%, esto entre los 90 y 99 dds (Anexo 2) (Agro-Inversiones, 2009;
Lallana & Lallana, 2001).

| dds: dias después de siembra

Establecimiento/Macollaje ' Encafiazén/Floracion  Llenado de Granos/Cosecha

Iniciacién foliar {Iniciacién espiguillas | ( Mortandad floral _ »| Cuaje Llenado
] N ;
< Iniciacién floral > » Iniciacién foliar
N l
\Etapa Vegetativa, Etapa Reproductiva Llenado de granos

Figura 8. Ciclo vegetativo de cebada.
Fuente: (Garcia, 2012; Agro-Inversiones, 2009)
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Ferndndez (2013) refiere que las caracteristicas ideales para que una variedad de
cebada pueda germinar en una planta vigorosa se muestran en el Cuadro 6, indica
que es importante que la planta tenga cierta altura y tallo fuerte que pueda ser
resistente al encamado (tendencia de un cultivo a inclinarse hacia el suelo); un ciclo
vegetativo corto para tolerar adversidades climatologicas; el mayor potencial de
rendimiento posible y menor descascare; asimismo que sobreviva ante los ataques

de enfermedades y plagas importantes.

Cuadro 6. Caracteristicas ideales en una variedad de cebada.

Caracteristicas Valles Altos (temporal) Bajio (riego)
Altura de planta 100 cm 80-90cm
Tallo Fuerte, resistente a acame
Ciclo vegetativo 90 - 100 DMF* 105 - 115 DMF*
Potencial de rendimiento 3 ton/ha 7 ton/ha
Descascare de grano Resistente
Sequia Tolerante
Enfermedades y plagas Tolerante: Roya lineal amarilla (Puccinia striiformis),

roya de la hoja (Puccinia hordei), cenicilla polvorienta
(Erisiphe graminis), mancha foliar (Helminthosporium
spp.), escaldadura (Rynchosporium secalis), carbén
volador (Ustilago nuda), carbon cubierto (Ustilago
hordei) y pulgén ruso (Diuophis noxia)

*Dias de madurez fisiolégica; Fuente: (Ferndndez, 2013)

3.6.3 Factores de interferencia en la germinacion

Las caracteristicas de la cebada son afectadas por ciertos factores durante la
germinacion de la semilla, que si son controlados, el resultado serd una planta
vigorosa. Los factores mas importantes que influyen en el proceso de germinacion

son: humedad, temperatura, oxigeno e iluminacion.
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Para que la semilla vuelva a un metabolismo activo es necesario que sus tejidos se
rehidraten; al parecer la duracion del dia influye en las semillas en cuanto a la
permeabilidad de la testa, puesto que las condiciones de humedad ambiental que
experimenta la planta progenitora durante la maduracion de las semillas también
determinan el grado de impermeabilidad de la testa (Moreno®, 1996); si la humedad
es limitada, la formacién del grano final se vera afectado; mientras que un exceso de
agua es desfavorable para la germinacion ya que dificulta la llegada de oxigeno
hasta el embrion (Pérez, 2006). Estudios indican que un incremento en el indice de
estrés hidrico en la etapa de acumulacion de reservas disminuyo la germinacion en
12% vy el peso seco de plantula en 5% de las semillas de soya (Castafieda et al.,
2009). En particular, los granos con bajo contenido de proteina tienden a absorber
mas rapidamente agua que aquellos que tienen mayor contenido de proteina (Lopez,
2011).

La obtencién de semilla sana y vigorosa en regiones con lluvias frecuentes o
ambientes humedos es dificil, debido a problemas con la polinizacién y la incidencia
de enfermedades que pueden desarrollarse en las semillas (Castafieda et al., 2009),
es por ello que durante el cultivo de la cebada (invierno y primavera), el minimo
optimo de laminas de riego requeridas para que la cebada tenga un buen

rendimiento se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Laminas de riego Optimas para el cultivo de cebada de invierno y de

primavera en afio seco, medio y humedo.

AfRo
Seco Medio Humedo
Cebada de invierno 289-243 mm 193-176 mm 157-143 mm
Cebada de primavera 280-223 mm 206-173 mm 177-155 mm

Fuente: (Ortega et al., 1999)
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La asociacion entre la humedad y la temperatura, interviene de manera importante
en la longevidad de una semilla, ya que este periodo se duplica cada vez que se
reduce el contenido de humedad de las semillas en un 1% (solo si esta dentro del
rango de humedad entre 5-14%); y cada vez que la temperatura de almacenaje
disminuye en 5°C (si esta dentro del rango de temperaturas mayor a 0°C) (Anibal,
2011); asi mismo las deficiencias de humedad acompafiadas de altas temperaturas
provocaron una alta proporcion de semillas pequefias con baja germinacion y vigor
en soya segun datos de Castafieda et al. (2009). Entrando especificamente con la
temperatura, se sabe que afecta la tasa de imbibicion a través de su efecto sobre la
viscosidad del agua y probablemente también sobre la permeabilidad de los tejidos
(Anibal, 2011); si es alta, se acelera la tasa de crecimiento del grano y se acorta su
duracion, disminuyendo el peso final del grano (Castafieda et al., 2009); en avena
por ejemplo, se encontré que las altas temperaturas durante el desarrollo seminal
generaron un menor nivel de dormicién (caracteristica interna de las semillas que
impide su germinacion bajo condiciones térmicas, hidricas y gaseosas); la
temperatura y el rango en el cual las semillas germinan, esta en funcién de su origen,
sus caracteristicas genéticas y edad (Castafieda et al., 2009). Con una temperatura
Optima se obtiene el porcentaje mas alto de germinacion en el menor tiempo
(Moreno?, 1996).

En cebada, Anibal (2011) desarrolld6 modelos predictivos de la susceptibilidad al
brotado pre-cosecha (BPC, es el proceso cuando las condiciones de humedad
persisten en campo, continuando la germinacion mas alla del punto de no retorno,
por lo que el embrion pierde la tolerancia a la desecacién e implica una pérdida
inmediata de la viabilidad) basados en los efectos del ambiente térmico, de esta
manera, si la susceptibilidad es alta y existe pronostico de lluvias, el productor de
cebada puede anticipar la cosecha y secar artificialmente. Para una adecuada
germinacion, este cultivo necesita una temperatura de 6°C, para florecer 16°C y
madura a los 20°C (temperatura 6ptima), aunque incluso puede cultivarse hasta los -
10°C (Pérez, 2010).
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De igual forma, la temperatura, afecta por un lado, a la velocidad de consumo de
oxigeno por el embridén, quien lo necesita para la obtencion de la energia
imprescindible para mantener sus actividades metabdlicas, y por el otro, modifica
inversamente la solubilidad del oxigeno en el agua que absorbe la semilla (Pérez,
2006). La mayoria de las semillas germina en una atmdésfera que contenga 20% de
oxigeno (presentaran valores menores de germinacion si la tension de oxigeno
disminuye) y bajo porcentaje de bioxido de carbono 0.03%, (no germinaran si

aumenta mucho la tensién del biéxido de carbono) (Moreno*, 1996).

Otro factor de importancia es la iluminacién; la calidad de la luz (longitud de onda)
recibida durante el desarrollo seminal puede ser determinante para la germinacion de
la semilla madura; trabajando con Arabidopsis thaliana, encontraron que la habilidad
para germinar en la oscuridad era mucho mayor en semillas que maduraron bajo luz
con alta relacion rojo/rojo lejano. La longitud del dia (fotoperiodo) experimentado por
la planta madre influye durante el desarrollo de la semilla, los dias cortos se

relacionan con altos niveles de dormicion en cebada cervecera (Anibal, 2011).

Durante el proceso de produccion, en el cultivo de cebada, el agricultor no siempre
considera los diferentes destinos que este cereal tiene, cayendo facilmente en el mal
uso y abuso del nitrdgeno con la esperanza de obtener altos rendimientos, dada la
buena respuesta que tiene el cereal a este nutriente. Para consumo animal es
importante el contenido de proteina, una aportacion balanceada de nitrégeno, fosforo
y potasio (NPK) asegura la buena calidad del grano; en cambio, las cebadas para
malta, requieren que la riqueza de los extractos, el poder germinativo y el contenido
bajo de proteinas entre otras caracteristicas sean maximos, por lo que es necesario
establecer un riguroso control en las aplicaciones de nitrogeno; la utilizaciéon de una
fertilizacion balanceada de NPK desde el inicio del cultivo, produjo plantas de mayor
vigor en este cereal, no existiendo el problema de acame o encamado, aun a
mayores densidades de siembra, lo que permiti6 obtener mejores rendimientos
(Torres & Lazcano, 2002).
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La mayor eficiencia en el uso del nitrégeno se debe principalmente a factores
genéticos, puesto que brinda mayor estabilidad al contenido de proteinas de los
granos. Al tener mayor cantidad de granos e igual contenido del nutriente en el suelo,
estos tendran un menor contenido de nitrogeno (Gimenez & Tomaso, 2008). Ademas
concretamente la cebada es el cereal de mayor tolerancia a la salinidad, sin que

afecte el rendimiento (Prieto et al., 2012).

3.6.4 Proteinas en la germinacion

Ademas de regular los factores que afectan la germinacién de una semilla, el
embridn, por otro lado, durante este proceso necesita de proteinas de reserva que
puedan nutrirlo conforme a su crecimiento, ya que dentro de él se diferencian la
radicula y la plumula (primera estructura emergida). Para comenzar, las proteinas
son las moléculas organicas mas abundantes en las células, formadas por una o
varias cadenas de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos; fundamentales en
aspectos de estructura y funciones celulares; especializadas en una funcion biolégica
diferente; todas contienen carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno, la mayoria tienen
azufre y algunas particularmente fosforo, hierro, cinc y cobre; sus pesos moleculares
varian de 5 000 hasta 1 000 000 g/mol o mas. Se dividen en dos clases basandose
en su composicion: simples (por hidrélisis producen solo aminoacidos) y conjugadas
(por hidrdlisis producen aminoacidos, componentes organicos e inorganicos; se
dividen en nucleoproteinas, lipoproteinas, fosfoproteinas, metalproteinas vy
glucoproteinas). Se pueden clasificar en dos clases por su conformacion: fibrosas
(resistentes, insolubles en agua o disoluciones salinas diluidas; ejemplo colageno,
o—queratina y elastina) y globulares (solubles en sistemas acuosos; abarcan la
mayoria de proteinas); en proteinas completas (que presentan aminoacidos
esenciales o de alto valor biologico) o incompletas (bajo valor biolégico o sin
aminoacidos esenciales) (Lehninger, 1983).
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De igual forma se clasifican por la conformacién de su estructura: proteinas primarias
(esqueleto de la cadena polipeptidica, descripcion de la secuencia de los enlaces
peptidicos y puentes disulfuro), secundarias (arreglo espacial de la cadena
polipeptidica en una direccion, a-hélice y B-plegada; evidencia proteinas fibrosas o
globulares), terciarias (curvas o pliegues de la cadena polipeptidica) y cuaternarias
(disposicion en el espacio de las cadenas individuales polipeptidicas de una proteina
que posee mas de una cadena). Otra clase de proteinas es de acuerdo a su funcion
bioldgica: enzimas (ejemplo la hexoquinasa), proteinas transportadoras (ejemplo
hemoglobina), proteinas contractiles (ejemplo miosina), proteinas protectoras o
defensivas (ejemplo inmunoglobulinas), toxinas (ejemplo toxina diftérica), hormonas
(ejemplo insulina), proteinas estructurales (ejemplo colageno) y proteinas de
almacenamiento o reserva (ejemplo hordeinas en cebada) (Lehninger, 1983).

Retomando las proteinas de reserva, que estan depositadas en el endospermo y en
la capa aleurona, se subdividen principalmente en su capacidad para solubilizarse en
acidos y bases débiles (Moreno®, 1996). Esta clasificacion fue desarrollada por
Osborne (1924) y consistié en una serie de extracciones consecutivas en trigo en
base a su solubilidad, donde las separaron en cuatro facciones: con agua para la
fraccion albumina, con una solucién de sal diluida para la fraccion globulina, una
solucién de alcohol para la fraccion prolamina y una solucién con &cidos o con
hidroxidos metélicos diluidos (alcalina) para la fraccion glutelina (de la Vega, 2009);
(Garnero, 2006). Para la cuantificacion de las proteinas extraidas secuencialmente
se utiliza el método de Bradford (1976) que se basa en la unién de un colorante azul
de Coomassie, (Coomassie Brilliant Blue G-250) a las proteinas en solucion, y la
cantidad de absorcion es proporcional a la proteina presente (este provoca un
desplazamiento en el maximo de absorcion del colorante entre 465 a 595 nm
(Fernandez & Galvan, 2006).

L
Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 37



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Revision de literatura

En cebada las proteinas ocupan entre 8-13% de la materia seca total del grano;
generalmente la cantidad de albuminas es relativamente baja (3-5% del total de
proteina); considerable cantidad de globulinas (10-20%); mayoritariamente son las
hordeinas (35-45%), de bajo peso molecular y gran influencia en calidad tecnolégica
y nutricional; y por ultimo glutelinas (35-45%) de alto peso molecular; las hordeinas y
glutelinas son altas en acido glutamico, prolina, glicina y fenilalanina; la distribucion
de las fracciones de proteinas depende de la variedad y condiciones agronémicas; la
mayor parte del nitrdgeno esta en el endospermo como proteina de reserva (Aguado,
2008; Giambastiani & Rubiolo, 2002; Lopez, 2011).

Puede decirse en términos generales, que la absorcion de materias proteicas por la
planta se completa antes de la floracion. Un periodo post-floral largo con abundancia
de sol y de humedad en el suelo y calor moderado, favorecera la formacién del
almidén, con disminucién correlativa de la proteina. Un tiempo fresco, con
abundantes precipitaciones en los meses de septiembre y octubre, aumenta el
contenido de proteinas. En cambio, la abundancia de sol cuando la cebada comienza
a madurar, lo disminuye. Las lluvias moderadas y a intervalos regulares, originan un
porcentaje menor de proteina que las lluvias fuertes y abundantes a intervalos mas

espaciados (Bauzd, 2005).

3.6.5 Patrones electroforéticos de proteina de cebada

Para poder estudiar una proteina con cierto detalle es necesario separarla del resto
de proteinas y disponer de técnicas que permitan determinar sus propiedades. Los
métodos de separacion aprovechan propiedades como el tamafio, la carga y las
propiedades de union, denominado fraccionamiento, utilizando primeramente
diferencias en solubilidad. La mayoria de las veces se deben usar varios métodos
diferentes de modo secuencial para purificar completamente una proteina; a medida
gue se completa cada paso de purificacion, el tamafio de la muestra generalmente es
menor, lo que hace posible utilizar procedimientos cromatograficos mas sofisticados

(y caros) en etapas posteriores (Nelson & Cox, 2005).

Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 38



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Revision de literatura

La electroforesis es un método muy preciso para determinar proteinas presentes en
una mezcla, en base a diferencias de cargas eléctricas y tamafios, los cuales afectan
a su movilidad en un determinado campo eléctrico; este método afecta la estructura y
por tanto la funcion de las proteinas; la ventaja es que las proteinas ademas de
separarse pueden visualizarse, lo que permite estimar la cantidad de éstas en una
mezcla o el grado de pureza de la preparacion proteica; asimismo el punto
isoeléctrico y su masa molecular aproximada (Maldonado & Jorrin, 2011; Nelson &
Cox, 2005; Urbano, Barretto, & Vares, 1996).

Dentro de las variantes de esta técnica, existe la electroforesis en gel de
poliacrilamida (se genera mediante la polimerizacion por la concentracion relativa de
acrilamida y de bis-acrilamida, a mas porcentaje de concentracion, menor tamafio de
poro), quien actia a modo de tamiz molecular, retrasando el desplazamiento de las
proteinas de acuerdo a cociente carga/masa y forma; para poder estimar la pureza y
la masa molecular se usa el detergente dodecil sulfato sédico (SDS), que se une a la
proteina (alrededor de una molécula por cada dos residuos aminoacidos) y da lugar a
una linearizacién y a una uniformidad de la carga negativa, lo que hace que la carga
intrinseca de la proteina sea insignificante y asi confiere un cociente carga/masa y
forma similar a todas. Los geles de poliacrilamida poseen ventajas como: ser
guimicamente inertes, estables en un amplio rango de pH, fuerza iénica y son faciles
de generar mediante la polimerizacion de acrilamida. Geles con un porcentaje alto de
acrilamida (10-15% gel separador) son Optimos para la separacion de proteinas de
pequeiio tamafio (menores de 50 kDa, (Kilodaltones), mientras que geles de
porcentajes menores (<10% gel separador) son los indicados para la separacion de
proteinas mayores. En base a los tampones empleados es el tipo de sistema, siendo
continuo cuando existe un unico gel separador que emplea el mismo tampdn de igual
pH, llamado de Weber & Osborn (1969); o sistema discontinuo que ocupa geles

preparados con diferente pH, denominado de Laemmli, (Laemmli, 1970).
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La combinacion secuencial del enfoque isoeléctrico (punto isoeléctrico) y la
electroforesis en gel con SDS es nombrado electroforesis bidimensional, puesto que
aporta la resolucion de mezclas complejas de proteinas (Maldonado & Jorrin, 2011;
Nelson & Cox, 2005; Urbano, Barretto, & Vares, 1996; Schagger & Von Jagow, 1987;
Advansta Corporation, 2011).

Las proteinas pueden ser visualizadas en el gel mediante diversos métodos de
tincion: fluorescencia, plata y Azul de Coomassie, siendo éste ultimo el mas utilizado;
para determinar el peso molecular de proteinas se compara el Rf (movilidad
electroforética relativa de cada proteina) de la proteina problema con el de proteinas
de referencia cuyo peso molecular se conoce (Maldonado & Jorrin, 2011), con la

siguiente formula:

Distancia que migra una determinada proteina

Distancia que migra el frente del gel

La separacion de proteinas por electroforesis se puede relacionar con la calidad de la
malta mediante sus patrones electroforéticos, permitiendo profundizar en el
contenido y tipo de proteina (Urbano, Barretto, & Vares, 1996). El nimero y
distribucion de las bandas de electroforesis son caracteristicas para cada variedad y
por lo tanto pueden ser usadas para la identificacion de variedades (Lopez, 2011). En
la cebada, la hordeina (bajo peso molecular), la principal proteina de reserva del
grano, ha sido intensamente estudiada a través de esta técnica, permitiendo el
analisis de los diferentes tipos de hordeinas (A, B, C y D); como resultado de los
analisis se evidencio una posible asociacion entre las hordeinas D en cebada y la
calidad maltera (cuando la concentracion de la proteina total es superior al 9.5%)
(Urbano, Barretto, & Vares, 1996); las fracciones de la hordeina C para diferentes
cultivares de cebada revelaron un nuamero variable de bandas mayores con peso
molecular entre 54 y 60 kDa; se compard en un patron electroforético las gliadinas
del trigo con las hordeinas de la cebada y cada variedad expuso diferente bandeo a
pesar de ser la misma fraccion de proteina de reserva, prolaminas, estableciendo asi

diferencias entre cereales (Lopez, 2011).
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Existen laboratorios especializados en la identificacion de Organismos
Genéticamente Modificados (OGM) en el sector exportador y semillero como el
Laboratorio de Genética Molecular en Rosario, Argentina, con pruebas especificas
en la identificacion de variedades de trigo y cebada mediante electroforesis; la
técnica consiste en la extraccion de proteinas de reserva de las semillas, y la
posterior separacion de éstas mediante la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida, pudiéndose determinar la identidad de la muestra comparada con uno

0 mas patrones especificos (Figueredo, 2008).

Actualmente en México investigadores de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM) trabajan en el primer estudio protebmico y
han identificado cinco variedades mexicanas de cebada con 42 proteinas
diferenciales (algunas con actividad enzimética y otras de almacenaje o de
sefializacion) y se han enfocado en 10 de ellas, fundamentalmente para mejorar las
semillas, conocer las caracteristicas moleculares y bioguimicas del cereal a fin de
mantenerlo y mejorarlo, debido a que el interés de la industria cervecera es identificar
la presencia tanto de proteinas, que interfieren en el proceso para producir cerveza,
como de enzimas que favorecen la fermentacion por la levadura (Olivares, 2014).

3.6.6 Actividad proteolitica

A fin de purificar una proteina, es esencial disponer de un método para detectar y
cuantificar dicha presencia. En el caso de proteinas enzimaticas, se puede
determinar la cantidad de enzima en una solucién o extracto de tejido en funcién del
efecto catalitico (pueden transformar hasta 600 000 moléculas de sustrato por
segundo, como la anhidrasa carbonica), es decir, el incremento de la velocidad a la
cual su sustrato se convierte en productos de la reaccion cuando esta presente la
enzima. Si se descompone una enzima en sus aminodcidos constituyentes, se

destruye su actividad catalitica (Nelson & Cox, 2005).
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Las enzimas se estudian normalmente a su pH Optimo y a una temperatura
conveniente dentro del intervalo de 25 a 38°C. También se requieren elevadas
concentraciones de sustrato, de modo que la velocidad inicial de reaccion sea

proporcional a la concentracion de enzima (Nelson & Cox, 2005).

Las enzimas se clasifican de acuerdo con el substrato especifico sobre el cual
actian, en las reacciones que catalizan las enzimas e incluso muchas se designan
con nombres triviales de origen historico; de acuerdo a la reaccién implicada se
dividen en: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas;
dentro de las hidrolasas, comprende la division en esterasas, carbohidrasas y
proteasas; las enzimas proteasas son reguladoras claves de la homeostasis,
crecimiento y desarrollo de las plantas, ademas fundamentales para generar y
catabolizar péptidos bioactivos como hormonas; las proteasas se clasifican segun las
caracteristicas de su sitio activo, a su vez pueden ser agrupadas en familias segun
su especificidad al sustrato; por ejemplo, la enzima digestiva tripsina cataliza la
hidrolisis de solo aquellos enlaces peptidicos en los que el grupo carbonilo esta
proporcionado por un residuo de lisina (Lys) o arginina (Arg); un polipéptido de cinco
residuos de Lys y/o Arg dar& lugar normalmente a seis péptidos mas pequefios al ser

cortado por la tripsina (Alquicira, 2003; Nelson & Cox, 2005).

El término “actividad” se refiere a las unidades totales de enzima en una solucion; la
actividad especifica (medida de pureza enzimatica) en el nimero de unidades
enzimaticas por miligramo de proteina (Nelson & Cox, 2005). La actividad enziméatica
se manifiesta por la aparicion de raicillas en un extremo y el avance por debajo de la

cascara del cotiledén (L6pez, 2011).
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Estudios sobre la actividad enzimatica de una muestra obtenida de una dilucion de
latex de hojas de higuera liofilizadas se determinaron utilizando BAPNA (N-o-
benzoyl-bL-Arginina4-nitroanilida-hydrocloruro) como sustrato, con una interaccion
directa entre el BAPNA vy fenilalanina; la hidrolisis generd p-nitroanilina, de color
amarillo, que se midié espectrofotométricamente su progreso en la reaccion con la
medida de la velocidad de formacién de ese producto, gracias al aumento de
absorbancia de la disolucién en funcién del tiempo (la longitud de onda de méxima
absorcion de p-nitroanilina es 400 nm); los resultados indicaron que las muestras
liofilizadas mantienen intacta la actividad enzimatica, mientras que las muestras sin
liofilizar guardadas en el congelador durante 5 meses mostraron desnaturalizacion de
la proteina y pérdida de la actividad enzimatica (Bertoluzzo, Bertoluzzo, & Rigatuso,
2008).

Dentro de la actividad enzimatica, existen métodos propuestos que determinan
especificamente la actividad proteolitica mediante cambios, fisicos y quimicos, que
los extractos enziméaticos producen en una proteina patrén; Pett (1935) separando
por diseccion distintas partes del grano de trigo, localizé actividad proteolitica en el
escutelo y en el embrion, sin detectar actividad alguna en la cubierta y en el
endospermo y Mounfield (1936) comprobd que la actividad proteolitica de la semilla
de este cereal germinado era unas diez veces superior que sin germinar (Garcia,
2011).
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3.7 Calidad de la semilla de cebada

Hablando de calidad, podemos precisar que es el grado de aptitud de un producto
para un uso determinado y se halla fijada por los requerimientos especificos de
aquellos que desean moler, procesar o comer un grano determinado, mas que por
las propiedades inherentes a dicho grano. En general, un producto posee mas
calidad cuando es superior basandose en uno o varios atributos que son valorados
objetiva o subjetivamente, ya que depende del criterio especificado en relacion al
mercado y la industria que utilice dichos granos (como conservacion de recursos
genéticos, produccién en vivero, siembra directa en tierra arable, o en bosque, o bien
para producir alimentos (Bustamante, 2010); de igual forma la calidad es un concepto
dindmico, ya que se modifica en el tiempo con los distintos usos y necesidades de
cada region o pais, que puede cambiar de acuerdo a nuevos conocimientos o

criterios de evaluacion (Garnero, 2006).

3.7.1 Atributos de calidad de semilla de cebada

Para comenzar, se debe conocer el concepto de una semilla, quien procede de un
ovulo fecundado dentro de un ovario maduro, que se convierte en un embrién
(formado por un eje embrionario y un cotiledén, en caso de cebada), de igual forma
consta de una provision de reservas nutritivas, que pueden almacenarse en un tejido
especializado (albumen o endospermo) o en el propio embrién, y cuenta con una
cubierta protectora (cariopside en semilla), ademas es uno de los elementos mas
eficaces de dispersién de la especie, tanto en el tiempo como en el espacio (Pérez,
2006).

Segun la ley sobre Produccion, Certificacion y Comercio de Semillas, en el capitulo I,
Articulo 3, seccidén XIX a XXV establece las categorias de semilla para siembra, entre

las cuales estan: la semilla categoria habilitada es aquella cuyo proceso de

propagacion o producciéon no ha sido verificado o habiéndolo sido, no cumple

totalmente con algunas de las caracteristicas de calidad genética, fisica, fisiologica o
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fitosanitaria; la semilla original es la fuente inicial para la produccion de semillas de

las categorias, resultado del proceso de mejoramiento o seleccion de variedades

vegetales; la semilla categoria registrada conserva un alto grado de identidad

genética y pureza varietal, procede de semilla original; la semilla categoria certificada

es la que conserva un grado adecuado y satisfactorio de identidad genética y pureza
varietal, proviene de una semilla original, basica o registrada (SAGARPA, 2007). La
certificacion consiste en verificar e inspeccionar las semillas para siembra, desde su
origen, durante su proceso de produccién en campo, beneficio y acondicionamiento,
hasta su almacenamiento y comercializacion, conforme estrictas normas de calidad
establecidas (SNICS, 2013).

La diferencia entre grano y semilla es que la primera puede o no germinar, mientras
que la ultima debe germinar (FAO, 2011). Se utiliza el término de grano cuando se
destinan para la alimentacion humana y animal, o como materia prima para la
industria; mientras que el término de semilla se utiliza para indicar su uso en la
siembra, reproduccion y multiplicacion de la especie o variedad. Si una semilla pierde
o reduce su capacidad para generar una nueva planta, debe ser utilizada s6lo como
grano, siempre y cuando no esté tratada con productos que puedan afectar la salud
humana o animal y que no se le hayan desarrollado compuestos toxicos o alterado

sus cualidades alimenticias (Hernandez & Carballo, 2007).

Sabiendo lo anterior, podemos decir que la calidad de la semilla es un concepto
agronomico multiple que engloba a un conjunto de atributos fisicos, fisiologicos,
genéticos y sanitarios (Castafieda et al., 2009), los cuales son regidos o
estandarizados por diferentes normas y organismos (gubernamentales o no),
entendiendo por norma como “un documento establecido por consenso y aprobado
por un organismo reconocido, que establece para usos comunes y repetidos, reglas,
criterios o caracteristicas para actividades o sus resultados, que procura la obtencién

de un nivel 6ptimo de ordenamiento en un contexto determinado” (Gally, 2008).
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En el caso de la cebada maltera, la norma mexicana NMX-FF-043-SCFI-2003,
denominada “Productos alimenticios no industrializados para consumo humano —
Cereal — Cebada Maltera - (Hordeum Vulgare L. y Hordeum Distichum L.)
Especificaciones y métodos de prueba”, establece las condiciones y caracteristicas
del grano de cebada maltera género H. especies vulgare L. y distichum L. para poder
ser objeto de comercializacion en territorio nacional, por ejemplo, poseer un
porcentaje de humedad entre 11.5 y 13.5%, contenido maximo de impurezas de 2%,
una germinacion minima de 85%, peso hectolitrico minimo de 56 kg/hl para cebada

de 6 hileras y 58 kg/hl para cebada de 2 hileras (Secretaria de Economia, 2003).

La Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas (Normas ISTA-International
Seed Testing Association) es uno de los organismos no gubernamentales que tiene
como finalidad elaborar y editar normas relacionadas con el area tematica de sanidad
vegetal en semillas, permite realizar andlisis de germinacion, pureza, viabilidad, entre
otros, donde se especifica metodologia, insumos recomendados y equipamientos
para cada una de las diferentes especies vegetales (Gally, 2008). Por otra parte, el
Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) es un 6rgano
desconcentrado de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacibn (SAGARPA), encargado de vigilar el cumplimiento de las
disposiciones legales en materia de semillas y variedades vegetales, verificar y
certificar el origen y la calidad de las semillas, proteger legalmente los derechos de
quien obtiene nuevas variedades de plantas, a través de un derecho de obtentor y
coordinar acciones en materia de Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la
Agricultura (SNICS, 2013).

Otra de las compafiias dedicada a promover y mejorar la productividad del cultivo de
cebada maltera en México (ademas a la venta de semillas de cebada maltera,
fungicidas, herbicidas, fertilizantes, etc.) es Impulsora Agricola (IASA), al mismo
tiempo, bajo contrato, estimula la tecnificacion de este cultivo (Aguilar &
Schwentesius, 2004).
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De igual forma, IASA celebr6 un convenio de coordinacion con el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) para adoptar el modelo de
trabajo del programa Modernizacion Sustentable de la Agricultura Tradicional
(MasAgro) que coordina SAGARPA, donde este programa se basa en la
investigacion, desarrollo y transferencia de conocimientos y tecnologias que buscan
incrementar la produccion nacional de maiz y de cereales de grano pequefio, como
el trigo y la cebada, en forma sustentable (semillas mejoradas, maquinaria y crédito),
que beneficiara principalmente a cerca de 50 mil productores de cebada en
Guanajuato, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Estado de México, Querétaro y Zacatecas
(SAGARPA, 2012). De igual forma IASA apoya en la mejora de la calidad de la
semilla junto al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) (instituto que genera, adapta y transfiere conocimientos y
productos cientifico-tecnolégicos a través de la investigacion, para contribuir al
desarrollo sustentable de las cadenas productivas forestales (INIFAPP, 2013) de
acuerdo a las normas de produccion y los lineamientos del Servicio Nacional de

Inspeccién y Certificacion de Semillas (SNICS) (Aguilar & Schwentesius, 2004).
3.7.2 Calidad fisica

La calidad fisica representa a la apariencia, pureza y condiciébn de la semilla.
Consiste en determinar el contenido de humedad, pureza fisica, peso hectolitrico,
peso de mil semillas, tamafio de la semilla, color, olor (Bustamante, 2010) e incluso
gusto (Bauza, 2005).
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Contenido de humedad: es el agua que contiene el grano de cebada maltera,

expresada en porcentaje, en cebada el pardmetro es entre 11.5 % y 13.5 %
(Secretaria de Economia, 2003); un exceso es desfavorable para la germinacion ya
que dificulta la llegada de oxigeno al embridon (Pérez, 2006) y propicia un desarrollo
de insectos y microrganismos como hongos que puedan ocasionar pérdidas de vigor
y viabilidad (Moreno?, 1996); es importante conocer la humedad del grano en el
momento de la comercializacion, ya que, si se entrega grano con humedad por
encima del estandar se efectian descuentos y, en caso contrario, se estarian
perdiendo kilos de grano representados en agua (Bartosik, Cardoso, & Pifieiro,
2011); existen diversas formas de medir la humedad, se pueden clasificar en directos
e indirectos: los métodos directos se basan en medir, de manera directa, la cantidad
de agua que tiene el producto (método de estufa, el de destilacion y método Karl
Fischer), mientras que los métodos indirectos se basan en la mediciébn de alguna
propiedad del grano o semilla que es afectada por el contenido de humedad, a partir
de la cual se predice el porcentaje de humedad de la muestra (las mediciones de
capacitancia o transmitancia y los de resistencia, es decir, con las propiedades

dieléctricas de los granos y semillas) (Bartosik, Cardoso, & Pifieiro, 2011).

Pureza fisica: libre de todo material ajeno al grano de cebada (polvo o suciedad,
piedras pequefas o terrones, fragmentos metalicos, pedazos de bolsa de embalaje,
desechos de plantas) en porcentaje (Bustamante, 2010); en cebada las impurezas
deben ser con un maximo de 2%, mezcla de otras variedades maximo 10%, grano
dafiado maximo 10% y granos desnudos y/o quebrados 5%; se utiliza un
homogeneizador divisor o cribas de orificios oblongos (Secretaria de Economia,
2003).

I ——
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Peso hectolitrico: el peso volumétrico es la relacion entre el peso y el volumen total

de la masa del producto, incluyendo los espacios intersticiales que dejan los granos
entre si en kilogramos por hectolitro (Bustamante, 2010), en cebada el peso
hectolitrico minimo en cebada de seis hileras es de 56 kg/hl y de dos hileras es de 58
kg/hl; un peso elevado indica una mayor proporcion de "materias extractivas", que es
lo que busca el cervecero, ya que implica un mayor contenido en almidén (Bauza,
2005). Ponce (2005), en su trabajo, menciona que el peso hectolitrico es
directamente proporcional al largo del periodo de fructificacion, por el mayor aporte
de almidén que recibe el grano. Para cuantificar el peso se utilizan determinadores
tipo Boerner o balanza de peso volumétrico Ohaus provista de una tolva conica con
una vélvula de salida (Moreno? 1996), o si es poca muestra se usa un embudo
especial con valvula o compuerta y una probeta graduada (Secretaria de Economia,
2003).

Peso de mil semillas: es el peso de 1 000 semillas pura, en promedio el peso de la
cebada es de 44 - 45 g (Castafeda et al., 2009; Goiii et al., 2008; Gofii et al., 2009).

Esta positivamente relacionado con la calidad del lote, depende del contenido de

humedad de la semilla y el tamafio (Bustamante, 2010), de la cantidad de asimilados
disponibles para ser transportados hacia la espiga durante su formacion y de la
translocacion de las reservas existentes en la planta hacia el tallo (Moralejo, 1993).
Moreno! (1996), describe que la técnica consiste en tomar un peso promedio de 8
repeticiones de 100 semillas puras por tratamiento con un contador de semillas o
manualmente, posteriormente se calcula una varianza, desviacion estandar tipica y el

coeficiente de variacion.

L
Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 49



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Revision de literatura

Tamafio de la semilla: es el grano de cebada maltera que es retenido en una criba de

orificios oblongos de dimensiones de 2.18 mm x 19 mm (5.5/64 in x 3/4 in), se
necesita un minimo de 85% de granos de tamafo para uso maltero (Secretaria de
Economia, 2003). Moreno® (1996), menciona que el tamafio dependera de las
condiciones ambientales que la rodea y de la adaptacion a dichas condiciones,
mayores nutrientes de reserva que utiliza la plantula para establecerse mayores
tamafos de semilla; cuando la planta progenitora dispone de recursos limitados,
sacrifica el nimero de semillas producidas y no el tamafio. El tamafio pequefio de
grano generalmente tiene niveles mas bajos de almidon y niveles méas altos de
proteinas, reduciéndose asi la cantidad de energia que pudiera producir y ser
utilizada posteriormente; algunos estudios han demostrado que semillas grandes dan
origen a plantas de alta supervivencia, rapido crecimiento y establecimiento (Castillo
Z.C., 2012).

Color_y olor: El color de los granos de cebada maltera debe ser amarillo claro y
uniforme (Bauza, 2005); si se comercializa 0 se pone en circulacién una semilla o
material de propagacion que careciendo del plaguicida necesario, se le haya
agregado colorante, con lo que induzca o pueda inducirse a error, confusion o una
falsa apreciacidon de sus caracteristicas sera causa de infraccibn y sanciones
(SAGARPA, 2007). En cuanto al olor de la cebada, debe ser semejante al de la paja
fresca, mas notable cuando se remueve, cuando se percibe un olor a humedad es
porque ha sido cosechada o conservada humeda (Bauza, 2005); son olores
objetables los caracteristicos a putrefaccién, rancio, alcohol, pescado y productos

guimicos, entre otros (Secretaria de Economia, 2003).

Gusto: Cuando se mastica el grano de cebada debe hallarsele gusto dulce meloso,
débilmente azucarado y en ningan caso debe tenerse una sensacion de acidez o de
moho (Bauzd, 2005).
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3.7.3 Calidad fisiologica

Se considera que las semillas con buena calidad fisiologica son aquellas que tienen
alto porcentaje de germinacion y vigor, con lo que mejora su vida de
almacenamiento, mantiene un minimo desperdicio de semilla y germina en plantas
uniformes en viveros y semilleros (Bustamante, 2010). La calidad fisiologica esta
determinada por la viabilidad, germinacion y vigor de las semillas (Castafieda et al.,
2009). Las semillas obtenidas de diferentes estaciones de crecimiento o diferentes
areas geogréficas, a menudo varian en su viabilidad y capacidad de germinacion;
estas variaciones pueden deberse a las condiciones ambientales prevalecientes
durante la formacion, desarrollo y maduracién de la semilla (Franca et al., 1993;
Bishaw, Niane, & Gan , 2007), constitucion genética (Pasin, Santos, & Santos, 1991),
tamafio (Gan, Stobbe , & Moes, 1992) forma, cubierta, firmeza, condiciones de
secado y almacenamiento de la semilla (Bass, 1980; Castafieda et al., 2009). La
longevidad de las semillas depende de la especie y de las condiciones de
conservacion, en este caso, la longevidad almacenada promedio de la cebada es de

aproximadamente 7 afios (Moreno®, 1996; Pérez, 2006).

La viabilidad de un lote de semillas, hace referencia a su capacidad de germinar y de
originar plantulas normales en condiciones ambientales favorables, para evaluar y
cuantificar la viabilidad se pueden realizar diferentes tipos de test, entre los que
destacan: germinacion estandar, test del tetrazolio y radiografia con rayos X (Pérez &
Pita, 2000).

En lo que se refiere al vigor, la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas
(ISTA) lo defini6 como “la suma total de aquellas propiedades de la semilla que
determinan el nivel potencial de actividad y el comportamiento de las semillas

durante la germinacion y la emergencia de las plantulas” (Moreno?, 1996).
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Los ensayos que se utilizan para evaluar el vigor de las semillas consideran el
namero y las caracteristicas de las plantulas obtenidas, como son su apariencia,
malformaciones y velocidad de crecimiento; los ensayos mas utilizados son: ensayos
de crecimiento y evaluacion de plantulas (longitud de plimula), prueba en frio (cold

test), conductividad eléctrica y envejecimiento acelerado (Pérez & Pita, 2000).

Germinacion estandar: determina la cantidad de granos de cebada maltera con la

aptitud para iniciar el desarrollo de su embrion (Secretaria de Economia, 2003) que
manifiestan la capacidad de la semilla para producir una planta normal bajo
condiciones favorables de humedad, luz y temperatura (Pérez & Pita, 2000); en
cebada la germinacién minima es de 85 % (Secretaria de Economia, 2003). Moreno?
(1996), menciona que la humedad relativa de la cAmara de germinacion debera ser
de 90 a 95%, lo mas cercano a la saturacion, por lo que todas las muestras durante
la prueba que realiz6 su equipo, se conservaron en humedad constante. La velocidad
de germinacion disminuye si se incrementa el contenido de humedad, temperatura y
periodo de almacenamiento (este método es seguro para saber la calidad de la
semilla al paso del tiempo) (Castillo, 2012); se considera la prueba universal de
calidad de semilla, aunque dado que se lleva a cabo en condiciones ideales, no
necesariamente refleja el potencial de rendimiento de ese lote en campo
(Bustamante, 2010); se denomina "energia o fuerza germinativa" al porcentaje de
granos que germinan dentro de los 3 dias, contando con condiciones propicias de
humedad y temperatura y el "poder germinativo” es el mismo proceso de que se
verifica en 6 o 7 dias (Bauza, 2005); la emergencia de la radicula (raiz) y plumula
(tallo) es el criterio que se suele utilizar para comprobar si una semilla ha germinado
(Pérez & Pita, 2000). Moreno*y Moreno? (1996) sefialan la clasificacion del resultado
de la prueba en plantulas normales, anormales y semillas sin germinar (duras,
latentes y muertas), las cuales expresaran en porcentaje las semillas que se

convertirian en plantas fuertes (plantulas normales).
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Test del tetrazolio: es un ensayo para conocer la viabilidad de semillas que presentan

dormicién, o con una velocidad de germinacion muy baja; se basa en que una vez
qgue los diferentes tejidos de la semilla se han hidratado, en el embrion se activan
rutas metabdlicas, en las que muchas de las reacciones gquimicas empleadas son
reacciones de oxidacion pudiéndose estimar el grado de actividad metabdlica. Las
sales de tetrazolio (cloruro o bromuro de 2,3,5-trifeniltetrazolio) son incoloras, pero
cuando se reducen se transforman en trifenilformazan, una sustancia estable, no
difusible y de un color rojo intenso. Al colocar una semilla viable con solucién de
tetrazolio, los electrones liberados, en los tejidos del embrion, reducirdn a las sales
de tetrazolio, con lo que éstos adquirirAn un color rojo intenso; si la semilla no es
viable, el embribn no cambiara de color y si se colorean parcialmente, indica
existencia de areas de tejidos muertos, debido al deterioro de la semilla. La posicion
y el tamafio de las areas necroticas, y no necesariamente la intensidad del color, es
el indice que se utiliza para clasificar a las semillas como viables o no viables
mediante la comparacion con los patrones de referencia establecidos por los

organismos oficiales para el control de calidad de semillas (Pérez & Pita, 2000).

Radiografia con rayos X: es un ensayo rapido y no destructivo que se suele emplear

para evaluar la viabilidad de semillas de especies forestales, sin embargo, es
necesario un equipamiento costoso para su realizacion. En las radiografias se
pueden diferenciar entre semillas sin embriones (semillas vanas), de las que tienen
un embrion bien formado; asi como distinguir si en el embridn existen
malformaciones o algun tipo de dafios: mecanicos, por insectos, etc. (Pérez & Pita,
2000).

Ensayos de crecimiento y evaluacion de plantulas (longitud de plumula): se mide la

longitud de diversas partes de la plantula al cabo de un determinado periodo. La
metodologia mas ocupada es descrita por Perry (1977) con un procedimiento
desarrollado “entre papel”; la prueba generalmente dura siete dias, sin embargo, el
periodo puede ajustarse, de tal manera que las plantulas vigorosas midan

aproximadamente 10 cm (Moreno?, 1996).
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En la evaluacién del crecimiento de plantulas no es posible comparar el desarrollo de
plumulas entre lotes por medio de pruebas llevadas a cabo en tiempos diferentes,
debido a que ligeras diferencias en la duracién de la prueba y las condiciones
ambientales ocasionan variaciones en el desarrollo de las plantulas. Sin embargo, es
posible compararlos si en cada prueba se tiene incluido como referencia a un lote de
alto vigor, de tal manera que el desarrollo del testigo pueda ajustarse y los otros lotes
se ajustan en la misma proporcion. Los pesticidas pueden afectar la germinacion y
desarrollo de las plantulas en el papel, asi que esta prueba se debera realizar antes
de tratar quimicamente a las semillas (Lépez, 1995). Son especialmente apropiados
en especies cuyas plantulas tienen un vastago recto y estrecho, trigo (Triticum spp.),
cebada (Hordeum spp.), maiz (Zea mays), 0 que presentan raices simples, lechuga
(Lactuca sativa) (Pérez & Pita, 2000).

Prueba en frio (cold test): se evalla el vigor, indirectamente, a través del efecto que

tiene el tratamiento de los granos con bajas temperaturas, sobre el posterior
crecimiento y desarrollo de las plantulas, se mantienen la semilla durante 7 dias en
oscuridad a 10 °C y un 95% de humedad relativa, incubandose, a continuacion, de
cinco a seis dias con iluminacién a 25 °C en suelo contaminado con patégenos de la
semilla y de las plantulas de la variedad (es mas usado en maiz) (Moreno?, 1996), se
evallan las plantulas cuando hayan desarrollado dos o tres hojas y la raiz mide unos
20 cm (Pérez & Pita, 2000).

Conductividad eléctrica: el ensayo se basa en que el deterioro de las semillas y su

pérdida de vigor esta asociado a alteraciones de las membranas celulares, que
implican un incremento de la salida de compuestos solubles (lixiviados) desde las
semillas; consiste en sumergir las semillas durante 24 horas en agua desionizada a
20-25 °C, se decanta y se mide su conductividad eléctrica; una mayor conductividad
indica una mayor presencia de iones (lixiviados), lo que se puede correlacionar con

una menor emergencia de plantulas (Pérez & Pita, 2000).
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La prueba de conductividad eléctrica tiene una alta correlacion con la emergencia en
campo, por lo tanto, en términos generales se puede decir que esta correlacion es
mejor que entre germinacion en el laboratorio y emergencia en el campo, puesto que
predice el potencial de emergencia de un lote, sobre todo en siembras tempranas
(condiciones de frio) que son desfavorables para el buen establecimiento de las
plantulas (Pérez & Pita, 2000).

Envejecimiento _acelerado: se somete a condiciones en las que se produce un

deterioro muy répido: temperaturas elevadas (40-45 °C) durante periodos variables
segun la especie (48 a 72 horas) y alta humedad ambiental; tras el tratamiento, se
evalla la capacidad germinativa de las semillas, considerando mas vigorosos
aguellos lotes que son capaces de producir un mayor numero de plantulas normales
(Pérez & Pita, 2000). Anibal (2011) us6 semilla de cebada en tratamientos pre-
germinados de hasta 14 horas de reposo, posteriormente almacend las muestras en
camaras climaticas a una temperatura de 40°C y 80% humedad relativa por hasta 25
dias y midié la viabilidad, los resultados indicaron que a un mayor tiempo de reposo
de granos humedecidos significé un mayor nivel de dafio por pre-germinado en su
viabilidad, notandose una caida significativa de viabilidad a partir de los 12 dias de

almacenamiento con envejecimiento acelerado.

3.7.4 Calidad genética

La Ley Federal de Produccion, Certificaciéon y Comercio de Semillas define la calidad
genética como la medida de la identidad genética de la semilla y se expresa como el
porcentaje de semillas viables que equiparan con respecto a caracteres pertinentes
de la variedad vegetal (SAGARPA, 2007). La calidad genética esta inherente a la
variedad (mejorada o tradicional), ya que durante el proceso de mejoramiento
genético y seleccién de genotipos superiores, el fitomejorador evalla caracteristicas
que puedan proporcionar buen rendimiento (como nimero de espigas/m? de
granos/espiga y peso de mil granos), mejor calidad del grano y mayor tolerancia a

estrés bidtico y abiético (Castafieda et al., 2009; Castillo, 2012).
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En el caso de la produccion de cerveza se ha incorporado a las levaduras genes
procedentes de Trichoderma reesei o de Trichoderma longibrachiatum que expresan
una enzima B-glucanasa que resuelve la colmatacion (indice que marca la efectividad
de la filtrabilidad); también se han obtenido cepas de levadura de cerveza que portan
un gen de Saccharomyces diastaticus que expresa una glucoamilasa, la cual se
caracteriza por degradar las dextrinas y el almidon, responsables de la gran carga
energética de la cerveza (especialmente de algunos tipos) obteniéndose de esta

manera un tipo de cerveza baja en calorias (Rodriguez et al., 2003).

Sabiendo que el acido desoxirribonucléico (ADN) es el portador de la informacion
genética y que un gen (secuencia de ADN que constituye la unidad funcional para la
transmision de los caracteres hereditarios) se puede aislar, copiar, amplificar e
insertar dentro del ADN de otro ser vivo, fue posible la incorporacion de este sistema
de transferencia directa de ADN en plantas monocotiledéneas, incluyendo todo tipo
de cereales (arroz, trigo, maiz, centeno, cebada, etc.), por ejemplo en los Estados
Unidos, Canada y Japén, desde 1993 ha producido continua y progresivamente
marcas de cereales modificados genéticamente, siempre buscando caracteres
especificos como son la resistencia a virus, bacterias, hongos, insectos, herbicidas,
etc. O dandoles un valor afiadido, como la induccion a una planta a producir
(expresar) una determinada proteina antigénica, cuyo origen esta en el agente
patégeno, capaz de inducir la respuesta protectora buscada cuando el alimento (la
planta, o su fruto o su semilla) es ingerido por el hombre o los animales, como
ejemplo, en los Estados Unidos, se ha registrado una patente sobre un maiz
transgénico, que produce una proteina que actia como anticuerpo frente al virus del

herpes humano (Rodriguez et al., 2003)

Existe en México un Catalogo Nacional de Variedades Vegetales, documento que
enlista las variedades vegetales cuyos caracteres pertinentes han sido descritos
conforme a las Guias de cada especie para garantizar su identidad genética y
distincion (SAGARPA, 2007).
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El SNICS establece, conjuntamente con otras dependencias e instituciones
vinculadas, politicas, acciones y acuerdos internacionales sobre conservacion,
acceso, uso y manejo integral de los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la
agricultura (SNICS, 2013); técnicas como variacion somaclonal inducida por cultivo in
vitro (fendbmeno natural que ocurre en los procedimientos de cultivo de tejidos, se
utiliza para generar mutantes con caracteristicas predisefiadas, a través del uso de
un agente de seleccion artificial), mutagénesis quimica (cambio del material genético
no por transmision sucesiva a células hijas, sino de manera inducida quimicamente)
e irradiacion gamma (capaz de aniquilar un par positron-electron y de causar grave
dafio al nucleo de las células) tienen el potencial para asistir el mejoramiento de
cultivares de cebada, que se complementan con las técnicas de mejoramiento
genético tradicionales para aumentar la eficiencia y la precision en la transferencia de
caracteristicas (Aguado, 2008; Patifio, 2010); sin embargo, en el caso de que se
sospeche de alguna modificacion genética, existen métodos de deteccion de
alimentos transgénicos, por un lado, se dispone de procedimientos que detectan las
nuevas proteinas expresadas por el/los transgenes introducidos (técnica ELISA o la
banda de flujo lateral) y, por otro, existen métodos que identifican el ADN
correspondiente al gen o genes introducidos (reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), PCR cuantitativa o Southern Blot) (Rodriguez et al., 2003).

Prueba de ELISA: es un tipo de enzimo-inmuno-analisis en el que un anticuerpo

conocido capta a la proteina transgénica y se pega (se adhiere) a la microplaca en la
que se lleva a cabo el andlisis, esto es apoyado por un nuevo anticuerpo
(secundario) que se une especificamente al primero con una enzima fijada
previamente, en seguida, con la adicion del sustrato especifico de la enzima se
desarrolla color o fluorescencia, la cual es medida por un espectrofotometro especial;
puede hacerse cuantitativo si se compara el color obtenido con concentraciones

conocidas de la misma proteina (Rodriguez et al., 2003).
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Banda de flujo lateral: es un procedimiento que se ejecuta sobre una lamina de vidrio

rectangular alargada, en un extremo se fija el anticuerpo especifico que reconoce la
proteina transgénica (anticuerpo de captura), mientras que el anticuerpo secundario
se dispone en el extremo opuesto con la muestra y se hace correr en la direccién al
anticuerpo de captura, en caso positivo se forma una banda coloreada, como control
de reaccion se dispone una segunda banda de anticuerpo de captura (Rodriguez et
al., 2003).

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR): sirve para la deteccion directa del

transgen. Se pueden utilizar primers (oligonucleétidos) para cualquiera de los
elementos que forman parte de la secuencia, mediante un termociclador se consigue
la amplificacién de los fragmentos, que se separan en un gel de agarosa en razén de
su tamafio y para identificar el fragmento de ADN buscado se realiza una tincion con
un compuesto que fluoresce cuando se expone a la luz ultravioleta (Rodriguez et al.,
2003).

PCR cuantitativa: es una variante de la técnica anterior, permite identificar en tiempo

real la amplificacion de un genoma de interés; se basa en la utilizacién de una sonda
de ADN, complementaria de una parte del ADN que se pretende amplificar, la cual va
adherida a una molécula fluorescente y a otra inhibidora, si la sonda se desplaza de
su sitio por accion de la ADN-polimerasa, la molécula fluorescente se libera y
fluoresce al ser estimulada por un laser, la cuantificacion de la fluorescencia en cada
ciclo de la PCR es proporcional a la cantidad de ADN que se esta amplificando y

ofrece, por tanto, una medida indirecta de la misma (Rodriguez et al., 2003).

Southern Blot: después de extraer el ADN total de la planta en la que se busca el

transgén, se fragmenta con enzimas de restriccion y se separa en un gel de
electroforesis; se transfiere a una membrana de nailon (o semejante) y se hace uso
de una secuencia complementaria previamente disefiada y marcada con un isotopo
radiactivo, si detecta el compuesto radioactivo en la membrana, esta presente el gen

problema (Rodriguez et al., 2003).
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3.7.5 Calidad sanitaria

La calidad sanitaria es la presencia o ausencia de organismos causantes de
enfermedades: hongos, bacterias, virus y plagas de animales (gusanos e insectos),
pero también pueden estar involucradas condiciones fisiologicas, tales como
deficiencias de microelementos (Moreno?, 1996). Cuando la semilla se utiliza en la
siembra, los patdgenos transmitidos por ésta pueden causar enfermedades o la
muerte de las plantas, lo cual provoca pérdidas en los cultivos y la produccion de
alimentos. Cuando las semillas se utilizan como fuente de alimentos, los organismos
transmitidos por la semilla pueden producir cambios quimicos, deterioro importante
en el contenido de la semilla, o liberacién de micotoxinas, con efectos potenciales en
los seres humanos y el ganado, lo cual provoca desperdicio de alimentos o
hambruna (FAO, 2011).

En materia internacional, el CIMMYT es un centro a nivel mundial dedicado a la
capacitacidbn sobre los sistemas de produccién, investigacion y desarrollo de
variedades de maiz y trigo; como apoyo el Laboratorio de Sanidad de Semilla reporta
directamente al CIMMYT la viabilidad y seguridad de los envios internacionales de
semilla de maiz (Zea mays), trigo (Tritcum spp., T. aestivum, T. turgidum,
Tricosecale) y cebada (Hordeum vulgare) en materia de sanidad; en México la
autoridad fitosanitaria es la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) del
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA),
quien se encarga del analisis por dafio de plagas y los beneficios econémicos del
control fitosanitario; de convenios internacionales, legislacion fitosanitaria y servicios
de inspeccidén; y de la divulgacién de los estudios de plagas, recomendaciones,
programas y camparas fitosanitarias de prevencion. A través de DGSV se enmarco
el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica Fitosanitaria (SINAVEF), para

determinar la ocurrencia o ausencia de plagas en un area especifica (Pérez, 2014).
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El Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico (CNRCB), desarrolla y
establece estrategias de control biolégico para plagas reglamentadas, para ello
genera y proporciona tecnologia alternativa al uso de plaguicidas quimicos; en tanto
el Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Proteccion Fitosanitaria
(CONAPROF) elabora, aprueba y valida la publicacion de Normas Oficiales
Mexicanas 0, en su caso, modificaciones, en diferentes materias relacionadas con
los vegetales, como la sanidad vegetal, asi como la promocion de su cumplimiento
(CIMMYT, 2013; Pérez, 2014).

Dentro de las normas que regulan la sanidad de semillas esta la Norma Oficial
Mexicana NOM-029-FITO-2002, denominada “Requisitos y especificaciones
fitosanitarios aplicables a semillas para siembra, de importacion”, en ella se
establecen los requisitos fitosanitarios para las semillas botanicas para siembra de
importacion, con el fin de prevenir la introduccién de plagas al territorio nacional,
menciona que se debe contar con un Certificado Fitosanitario Internacional (o de
Reexportacion emitido por el Organismo Nacional de Proteccion Fitosanitaria)
emitido por las autoridades de Agricultura del pais de origen que sefale el lugar de
embarque y el pais de origen, asi como la declaracion adicional de que el producto
se encuentra libre o cumple con las tolerancias de las plagas indicadas en este
ordenamiento junto con una inspeccion fitosanitaria en el lugar de ingreso al pais; en
cuestion de cebada, se verifica la introduccion de esta semilla por parte de los
Estados Unidos; en caso requerido se constatara en el Certificado Fitosanitario
Internacional la aplicacion del tratamiento a las semillas, que puede ser aplicado en
el pais de origen o de procedencia, o bien en el punto de ingreso al pais, anotando el

ingrediente activo del producto usado (Hernandez, 2006).

Moreno? (1996) indica que existen diferentes métodos para verificar la sanidad de un
cereal que varian en sensibilidad y reproductibilidad asi como en el adiestramiento y
equipo requerido; dependera del patégeno o las condiciones que seran investigadas,
la especie de la semilla y el propdsito de la prueba; la muestra de trabajo se examina

con o sin incubacion, o en su caso, plantas en crecimiento.
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La clasificacion de los métodos de verificacién de sanidad segin (Moreno?, 1996) se

da de la siguiente manera:

a) Examen sin incubacion: no da indicacion de la viabilidad del patégeno.
1. Examen directo: con o0 sin  microscopio estereoscopico para
cornezuelos, agallas de nematodos, insectos, 4caros, etc.
2. Examen en semillas imbibidas: en agua u otros liquidos para aflorar los
sintomas y ser visibles a microscopio estereoscopico.
3. Examen por organismos removidos por lavado: en agua con un agente
humectante o en alcohol y se agita para remover esporas, hifas, etc.
b) Examen después de la incubacion: puede ser superficial o interno,
comunmente:

1. Papel filtro: las semillas se espacian durante la incubacion para
evitar la diseminacién secundaria de los organismos; a veces se usa
un microscopio estereoscopico.

2. Arena: se siembran las semillas espaciadas en camas de arena y se
incuban para la expresion de los sintomas.

3. Placas de agar: se colocan semillas en agar esterilizado y se
incuban, identificandose macroscopica o microscépicamente.

c) Examen en plantas de crecimiento: el in6culo se usa en plantulas sanas o
partes de plantas.

d) Otras técnicas: como reacciones serologicas, formacion de fago-placa, etc.

I ——
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MATERIALES Y METODOS

XNk o e X7 N Ko o X7 Ko o X7 N Ko o X7 NK o o X7 N Ko o X7 N K o o X7 N Ko
e e e e Ve e e

L
Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 62



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Materiales y métodos

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Espacio de investigacion

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Sanidad de Semillas y
Biologia Molecular, de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion del

Instituto Tecnoldgico de Roque, ubicado en el kilbmetro 8 de la carretera Celaya-
Juventino Rosas, Celaya, Guanajuato (Figura 9).

Figura 9. Fachada del Instituto Tecnolégico de Roque

L
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4.2 Material bioldgico a evaluar

Las variedades de cebada evaluadas (Cuadro 8) fueron Adabella, Alina, Armida,
Esmeralda y Esperanza, lineas con ciclo Otofio-Invierno 2010-2011 bajo condiciones
de riego; se conoce que fueron sembradas bajo el establecimiento de dos
calendarios de riego (0-49-78 y 0-60-106 dias después de siembra) con un arreglo a
dos y tres hileras; la fertilizacion de todo el ciclo fue de 180-60-00 (N-P-K), en la
siembra se agreg6 90-60-00 y el resto al primer riego; se cosecho a los 120 dias y la

densidad de siembra fue de 120 kg/ha.

Cuadro 8. Genotipos evaluados y datos del cultivo.

Variedades de Zonade Dias de madurez Rendimiento Proteina total

cebada (6 hileras) adaptacién fisiologica (ton/ha) (% materia seca)
Adabella Valles Altos 101 a 107 3.080 15.2
Esmeralda Valles Altos 96 a 102 2.902 15.2
Alina El Bajio 95 a 105 6.271 12.7
Armida El Bajio 95a 105 6.373 13.0
Esperanza El Bajio 100 a 110 6.162 135

Fuente: (Fernandez, 2013)

El primer paso fue seleccionar manualmente la semilla, de inmediato se paso a
conservar a 4°C y se procedi6 a efectuar las pruebas fisicas, fisiologicas y

bioquimicas que se describen en el siguiente diagrama de flujo.

L
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4.3 Diagrama de flujo de actividades en la investigacion
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4.4 Diseio experimental

En el Cuadro 9 se desglosa el disefio de los tratamientos del experimento. Se
tomaron dos experimentos, uno por cada calendario de riego, siendo a 0-49-78 dds
(CR1) y a 0-60-106 dds (CR2), cada calendario de riego estuvo formado por dos
arreglos de siembra (2 y 3 hileras) y por las cinco variedades de cebada: Adabella,

Alina, Armida, Esmeralda y Esperanza. Se consideraron cuatro repeticiones.

Cuadro 9. Disefo de tratamientos del experimento trifactorial de cinco variedades de
cebada, dos calendarios de riego y dos arreglos de siembra.

Variedades Tratamientos Arreglo de siembra Calendario de riego

Adabella  Tratamiento 1 3 hileras CR1
Adabella  Tratamiento 2 2 hileras CR1
Adabella  Tratamiento 3 3 hileras CR2
Adabella  Tratamiento 4 2 hileras CR2
Alina Tratamiento 1 3 hileras CR1
Alina Tratamiento 2 2 hileras CR1
Alina Tratamiento 3 3 hileras CR2
Alina Tratamiento 4 2 hileras CR2
Armida Tratamiento 1 3 hileras CR1
Armida Tratamiento 2 2 hileras CR1
Armida Tratamiento 3 3 hileras CR2
Armida Tratamiento 4 2 hileras CR2
Esmeralda Tratamiento 1 3 hileras CR1
Esmeralda Tratamiento 2 2 hileras CR1
Esmeralda Tratamiento 3 3 hileras CR2
Esmeralda Tratamiento 4 2 hileras CR2
Esperanza Tratamiento 1 3 hileras CR1
Esperanza Tratamiento 2 2 hileras CR1
Esperanza Tratamiento 3 3 hileras CR2
Esperanza Tratamiento 4 2 hileras CR2
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4.5 Evaluacion de la calidad fisica

La calidad fisica se evalu6 por medio de las determinaciones de Peso de mil semillas

y Peso hectolitrico, que se describen a continuacion.

45.1 Peso de mil semillas

La prueba del peso de mil semillas se realizO mediante una modificacion de las
normas de la ISTA (2004). Se contaron de forma manual cuatro repeticiones de mil
semillas para cada variedad de cebada por tratamiento (Cuadro 9), cada repeticidon

se peso6 en una balanza analitica Setra SI-410S y se tomé el promedio de cada peso.

4.5.2 Peso hectolitrico

Se utilizé el método descrito por la Secretaria de Economia (2003). Se tomé como
base 30 ml en un recipiente graduado (tubo falcon de 50 ml) y se procedio6 a llenar el
recipiente por cuatro repeticiones de cada variedad de cebada hasta la base tomada;
se anotd el peso para cada tratamiento (Cuadro 9), usando una balanza analitica
Setra SI-410S. Se obtuvo el promedio de los pesos de las repeticiones y se aplico la

siguiente formula para poder obtener el peso hectolitrico.

kg Peso
Peso hectolitrico _g _ muestra de cebada (g) +100

hl ~  volumeny,g(ml)

4.6 Evaluacion de la calidad fisiol6gica

La calidad fisioldgica se evalu6 mediante la prueba de Germinacion estandar y una
Prueba de vigor: longitud de plumula.
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4.6.1 Germinacion estandar

La prueba se realizO de acuerdo a la norma de la ISTA (2004). El método
desarrollado para la prueba fue “entre papel”’. Se colocé en una charola germinadora

una hoja de germinacion esterilizada y humedecida con agua destilada.

Se colocaron 50 semillas de cebada en 5 filas de 10 semillas y se taparon con otra
hoja de germinacion esterilizada y previamente impregnada con agua destilada.
Posteriormente se enroll6 con un doblez en la parte inferior y varios dobleces a lo
ancho de las hojas hasta formar un rollo o “taco”. Se elaboraron cuatro repeticiones
de 50 semillas por cada tratamiento de cada variedad de cebada (Cuadro 9). A
continuacion los rollos o “tacos” se colocaron verticalmente en bolsas de plastico,
que a su vez fueron introducidas en la camara de germinacién Conviron G30 a una

temperatura de 20°C £ 1°C por un periodo de siete dias (Figura 10).

Una vez terminado el proceso de germinacion, el conteo se hizo a los cuatro y siete
dias (Moreno?, 1996). Para su evaluacién se cuantificaron las plantulas normales,
anormales y semillas sin germinar o muertas, identificadas como tales conforme al

manual de evaluacion de plantulas de la ISTA (1993), considerando como:

e Plantulas normales: aquellas que obtuvieron las estructuras esenciales para
originar plantas normales en condiciones favorables como hipocétilo vy
coleoptilo bien desarrollados, rectos y sin dafo; varias raices seminales (2 o
3), y plumula intacta.

e Plantulas anormales: porcién que tenga alguna ausencia de sus estructuras
esenciales para germinar normalmente como fisuras, lesiones 0 poco
desarrollado el coleoptilo, epicotilo o raiz, plumulas retorcidas en espiral,
fragmentada, palida y sin vigor, o plantulas que no presentan desarrollo

después de haber salidos de los cotiledones.
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¢ Semilla sin germinar o muerta: fraccion donde no se presenté emergencia de

radicula y plumula posterior al tiempo determinado.

Y se utilizo la ecuacion siguiente:

L Numero de plantulas normales
% germinacion = — - x 100
Numero total de plantulas por lote

L
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Figura 10. Esquema descriptivo de la prueba de germinacién estandar
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4.6.2 Prueba de vigor: Longitud de plimula

Se siguié la metodologia descrita por (Moreno?, 1996). El procedimiento desarrollado
fue “entre papel”’. A la mitad de una hoja de papel de germinacién, se marco una
linea. lgualmente se marcaron cinco lineas paralelas a la linea central con una
distancia de 2 cm de linea a linea, las cuales se dibujaron en la parte superior de la
hoja. Sobre la linea central se marcaron 25 puntos con 1 cm de distancia y se pegoé
una semilla en cada punto y se humedecié con agua destilada. Para pegar las
semillas se us6 cinta adhesiva. Los embriones de las semillas quedaron hacia el lado
contrario al papel y con la plumula apuntando hacia arriba, en angulos rectos
respecto a las lineas horizontales. Se cubrieron las semillas con otra hoja de
germinacion humeda, se dobl6 hacia arriba una franja de 2 cm de la parte basal, para
luego enrollar las hojas en sentido perpendicular a las lineas horizontales. No se dejo
muy apretado el rollo o “mufieca” para permitir una buena aireacion de las semillas,
se conservd humedo durante toda la prueba y se mantuvo verticalmente sin
necesidad de sostén en bolsas de plastico. Se prepararon cuatro repeticiones con 25
semillas cada tratamiento por cada variedad (Cuadro 9). Los rollos o “mufiecas” se
colocaron en la cdmara de germinacion Conviron G30 a una temperatura de 20°C *

1°C con alta humedad relativa por un periodo de cuatro dias (Figura 11).

La elongacién de la plumula de cada semilla germinada se midié (en centimetro)
pasados los cuatro dias de la prueba, se consider6 el epicotilo y en su caso primer
foliolo, se contaron las plimulas de plantulas normales (previa inspeccion de acuerdo
a las normas de la (ISTA, 1993), donde cuya radicula y plumula broté normalmente).
Para ello (Moreno?, 1996) indica la férmula para calcular el crecimiento fue la

siguiente:

L= n (x1) + n(xy) + n(x3) + -+ n(x,)
B Nudmero plantulas normales

en donde: L:longitud media de las plumulas
n: nimero de plimulas germinadas

x: la distancia en centimetros a los que crecio la plumula
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Trazo de lineas equidistantes - p Acomodo 25 semillas :
. Colocacién de cinta doble Remojo
cada 2 cm paralelas a linea

: : equidistante con plumula arriba
. . cara adhesiva en linea . con agua
central en la mitad de hoja (cuatro repeticiones para cada .
central destilada

tratamiento de cada variedad)

“ N o

Camara de germinacién ~ Colocacion en bolsas de plastico Dobleces de hojas hasta Método “entre papel”
a 20°C+1°C por 4 dias formar rollos o “mufiecas”
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Figura 11. Esquema para determinar el vigor en la semilla de cebada: crecimiento de plumula
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4.7 Métodos bioquimicos de evaluacion

Los métodos que se utilizaron para el analisis de tipo bioquimico fueron la
cuantificacion de proteina de reserva en base a su solubilidad separando las
correspondientes fracciones y la cuantificacién de actividad proteolitica, ademas se
incluyé un patrén electroforético en gel de poliacrilamida durante el proceso de

germinacion de cada variedad, tales métodos se describen a continuacion.
4.7.1 Cuantificacion de proteina de reserva en base a su solubilidad

El primer paso fue preparar una curva estandar para determinar la concentracion de
proteina de cada variedad de cebada de los tratamientos antes descritos.
Posteriormente se prepararon las soluciones de extraccion y se aplico la técnica
desarrollada por Osborne (1924) de extraccién de proteinas de reserva en base en
las diferencias de solubilidad. Por dltimo se cuantifico la proteina por el método de
(Bradford, 1976).

Preparacion de la curva estandar

Para esto se dispuso de 6 tubos eppendorf que fueron cargados con la concentracion
descrita por el Cuadro 10 donde se utiliz6 albumina de suero bovino como proteina

estandar de medicion.

De cada tubo se tomaron 15 pl y se le adicionaron 750 ul del reactivo de Bradford de
Bio-Rad®; se le dio un toque de agitacién en Vortex-Genie®2 para homogeneizar la
muestra y se leyé a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro
VelabMR 722-2000. Para cuantificar la proteina de los tratamientos de las variedades
de cebada se uso la ecuacion de la curva estandar obtenida por regresion lineal y

esta representada en la gréfica de la Figura 12, con su respetivo valor de R?.
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Cuadro 10. Concentracion de proteina (BSA*) usada para la curva estandar por el

método de Bradford.

Concentracion de BSA* .
Preparacion

(ng/ml)
0 1 ml de agua destilada
200 100 ul de BSA*  + 900 ul de agua destilada
400 200 ul de BSA*  + 800 pl de agua destilada
600 300 pul de BSA*  + 700 pl de agua destilada
800 400 pl de BSA*  + 600 pl de agua destilada
1000 500 pul de BSA*  + 500 pl de agua destilada

*Albimina de Suero Bovino (2 mg/ml) de Bio-Rad®.

y =1263.3x + 6.4598

R2=0.9919

1,200
‘€ 1,000
~~

g’ 800

o
& 600 /
L 400

o
g 200 /

0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Absorbancia 595 nm

Figura 12. Curva estandar de cuantificacién de proteina por el método de Bradford

Preparacion de soluciones de extraccion

Las soluciones de extraccion de cada fraccion de proteinas de reserva se exponen

en el Cuadro 11.
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Cuadro 11. Soluciones de extraccion de proteinas de reserva.

Proteinas de reserva Solucién de extraccion
Albaminas Agua destilada
Globulinas Solucién Tris pH8 (Tris**-HCI pH8 50 mM - NaCl 0.5 M)
Hordeinas (prolaminas) Isopropanol® 55%
Glutelinas Solucién de Boratos (Borato de sodio® 0.1 M—SDS*** 0.5%)

“hidroximetilaminometano; **dodecil sulfato sédico; "USB®; “°Karal®; “Phytotechnology Laboratories""

Extraccién de proteinas de reserva y cuantificacion por el método de Bradford

e Fraccion albimina

Se procedié a moler finamente las muestras (entre mas pulverizada, mayor superficie
de contacto de la solucion de extraccion hacia la proteina) con ayuda de un molino
Krups GX410011 y se llevo a refrigeracion (4°C) hasta la extraccién de las proteinas.
Un vez hecho lo anterior, se pes6 0.1 g en una balanza analitica Setra SI-410S por
duplicado de cada tratamiento (2 muestras por tratamiento) de cada variedad de
cebada y se les adicion6 1 ml de agua destilada. Se paso por 15 min en agitacién en
Vortex para que se asegure que todas las particulas de la harina estan en contacto
con el solvente. Después se centrifugd a 13,200 rpm durante 5 min en una
microcentrifuga (eppendorf® Centrifuge 5415D), se decant6é y se recuperd el
sobrenadante, del cual se tom6 15 ul por triplicado de cada muestra (3 repeticiones
por muestra) y se les afiadio 750 ul de reactivo de Bradford a cada repeticion. Se
preparé un blanco con 15 ul de agua destilada mas 750 ul de reactivo de Bradford
para calibrar el espectrofotbmetro y se leyo la absorbancia de las repeticiones a 595

nm como lo especifica (Bio-Rad, 2013).

L
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e Fraccion globulina

A las dos pastillas obtenida de la extraccion de albumina se les adicion6 1 ml de
Solucion Tris pH8 (extraccion secuencial) a cada una, de igual manera se les paso
por 15 min en agitacion en Vortex y luego se les centrifugd a 13 200 rpm durante 5
min. Seguidamente se decantaron y se recupero el sobrenadante, del cual se ocupo
15 ul por triplicado de cada muestra (6 repeticiones) y se les afiadio 750 pul de
reactivo de Bradford a cada repeticion. Se calibré el espectrofotometro con el blanco

y se leyé la absorbancia a 595 nm.

e Fraccion hordeina

A las pastillas de la extraccion anterior se les agregdé 1 ml de Isopropanol 55% a cada
muestra y también se les agitd por 15 min en Vortex. Se les centrifug6é a 13 200 rpm
durante 5 min obteniéndose un sobrenadante de donde se tomé 15 ul por triplicado
de cada muestra (6 repeticiones) para adicionar 750 ul de reactivo de Bradford a
cada repeticion. De igual modo, se calibré el espectrofotometro con el blanco y se
leyé la absorbancia a 595 nm. Cuando la absorbancia de las repeticiones fue mayor
que la curva estandar, se hizo una dilucién, siendo el caso de las hordeinas en todas
las variedades y se diluy6 en proporcion 1:2.

e Fraccion glutelina

Se uso las pastillas de la extraccion anterior y se les incorporé 1 ml de la Solucién de
Boratos, se mezclaron por 15 min en Vortex y se centrifugaron durante 5 min a 13
200 rpm. Una vez decantadas, del sobrenadante se empled 15 ul por triplicado de
cada muestra (6 repeticiones) y se les adicion6 750 ul de reactivo de Bradford.
Cuando se obtuvieron los valores de absorbancia de las variedades de cebada (6
repeticiones por cada fraccion de proteina por cada tratamiento de cada variedad) se
calculod los gramos de proteina por 100 g de harina. Se calibré el espectrofotbmetro
con el blanco y se ley6 la absorbancia a 595 nm.
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El esquema de la metodologia se puede apreciar en la Figura 13.

Se molio finamente y se pes6 0.1 g de harina por Se agregd 1 ml de soluciéon de
duplicado (2 muestras) de cada tratamiento extraccion a cada muestra

Se tom¢ el Se decanto 5 min en centrifuga 15 min agitacion
sobrenadante a 13,200 rpm en Vortex

-

Del sobrenadante se Se agregd 750 ul de A las mismas pastillas se les
tomo 15 ul, 3 reactivo Bradford a afiadio la siguiente solucion de
repeticiones por muestra cada repeticién extraccion, 1 ml a cada muestra

y se volvid hacer la metodologia

Se prepard un blanco con
15 ul de agua destilada
mas 750 pl de reactivo de
Bradford

Figura 13. Esquema de preparacién de muestra para medicién de proteina por el
método de Bradford.

Se leyé el blanco y las repeticiones en el espectrofotémetro a
595 nmy se anoto el resultado, cuando sobrepasaba de la
curva estandar se hizo una dilucion
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4.7.2 Cuantificacion de actividad proteolitica

Primeramente se preparé una curva patron que mostré los valores de absorbancia
para cada concentracion de p-nitroanilina (pNA). A continuacidon se prepararon
soluciones ocupadas para la técnica y posteriormente se determind la actividad
proteolitica (actividad de serin proteasa tipo tripsina) en base a la técnica de
Erlanger, Kokowsky, & Cohen (1961).

Con ese fin, se germinaron las cinco variedades de cebada durante cinco dias
(siguiendo la técnica de la ISTA (2004) mencionada en la prueba de germinacion
estandar) tomandose muestras cada 12 horas, por lo que como base se fijaron las
siguientes horas de germinacion: 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 y 120.

Preparacion de la curva patron

Se prepard una solucién de pNA 1 mM (0.001 M) en dimetilsulféxido (DMSO) y una

solucién de Tris (hidroximetilaminometano)-HCI 0.1 M pH8 como solucion

amortiguadora. La relacion entre los reactivos se muestra en el Cuadro 12,
leyéndose a 405 nm a 37°C en el lector de microplacas, con tres repeticiones por
cada relacion. A continuacion se graficaron los micromoles de pNA liberados por
cada concentracion contra las absorbancias, dando la ecuacion de la curva patron

por regresion lineal (Figura 14).

L
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Cuadro 12. Relacion de reactivos para curva patron de actividad proteolitica.

Sol.* Sol.* Sol.* Sol.* Sol.* Sol.*
PNA (ul) Tris (ul) PNA (ul) Tris (ul) pPNA (ul) Tris (ul)
0 200 22 178 44 156
2 198 24 176 46 154
4 196 26 174 48 152
6 194 28 172 50 150
8 192 30 170 52 148
10 190 32 168 54 146
12 188 34 166 56 144
14 186 36 164 58 142
16 184 38 162 60 140
18 182 40 160 62 138
20 180 42 158
*Solucion

y = 0.0222x - 0.0009
R2 =0.9987

0.070
0.060
0.050
0.040
0.030
0.020
0.010
0.000

mmol pNA liberados

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 3.0
Absorbancia 405 nm

Figura 14. Curva patron para cuantificacion de actividad proteolitica
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Preparacion de soluciones

Las soluciones que se ocuparon para esta prueba se presentan en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Soluciones para cuantificacién de actividad proteolitica en cebada.

Soluciones Reactivos

a—N-benzoil-L-arginina—p—-nitroanilida® (BApNA) 0.01
M en dimetilsulféxido? (DMSO)

Solucion amortiguadora Tris*3-HCI 0.1 M pH8

Sustrato

Enzima: Solucion stock Tripsina® 1mg/ml en agua destilada pH3
Solucion de trabajo  1:19 (50 pl de sol.* stock + 950 pl de agua pH3)

“hidroximetilaminometano;  “ “De Sigma®; *de USB®
Fuente: Elaboracion en base a Erlanger, Kokowsky, & Cohen (1961).

Cuantificacién de la actividad proteolitica

Se determind la actividad proteolitica (actividad de serin proteasa tipo tripsina) en
base a la técnica de Erlanger, Kokowsky, & Cohen (1961), que consisti6 en
monitorear el cambio de la absorbancia con respecto al tiempo, por la hidrolisis que
sufre el sustrato sintético a—N—-benzoil-L—arginina—p—nitroanilida (BApNA) debido a
la liberacibn de pNA por efecto de la actividad proteolitica en un lector de
microplacas, identificandose por medio del color amarillo, lo que permitié medir el
aumento de absorbancia de la disolucion con el tiempo. La unidad de actividad
proteolitica fue manejada en katales (Unidad del Sistema Internacional de Unidades
para la medida de la actividad enzimatica definida como la cantidad de moles de

producto por minuto).

Como ya se menciond, el tiempo total de germinacion fueron 120 horas tomandose
muestras cada 12 horas, las cuales se almacenaron a -80°C en un ultracongelador
Revco®UIt1786-3-A37 hasta su cuantificacion de actividad proteolitica. Se trituraron
finamente las muestras con ayuda de nitrogeno liquido en mortero con pistilo
previamente congelados (-80°C) para evitar la activacion de la actividad enzimatica

de la plantula.
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Se peso 0.1 g de harina por duplicado (2 muestras por hora de germinacion) y se le
agregé 1 ml de agua destilada fria como solucién de extraccién. Cada muestra se
agité en Vortex-Genie®2 por 15 min, (2 min en hielo y 2 min en agitacion hasta
completar los 15 min para evitar que la muestra se calentara). Se centrifugd en una
microcentrifuga eppendorf® Centrifuge 5415D, por 5 min a 13 200 rpm (1 min en
centrifuga y 1 min en hielo hasta completar los 5 min, de igual forma para evitar que
la muestra se calentara). Se decanto y el sobrenadante se congel6 a -20°C hasta la
lectura en microplacas, siendo el mismo dia de extraccion para descartar algun signo
por degradacion de la proteina (Figura 15). Del sobrenadante se transfirieron 20 ul en
una microplaca por triplicado de cada muestra por hora de germinacion de las
variedades de cebada y se le agreg6 160 ul de la soluciéon amortiguadora mas 20 pl

de sustrato.

El control negativo fue compuesto por 180 ul de solucion amortiguadora mas 20 ul de
sustrato. Se us6 un control positivo que consisti6 en 170 uyl de solucidon
amortiguadora, 10 ul de enzima tripsina mas 20 ul de sustrato. Tanto las muestras (6
repeticiones por hora de germinacion de cada variedad) como los controles se
leyeron en el lector de microplacas PerkinElmer Victor™X3 2030 Multilabel Reader, a
405 nm a una temperatura de 37°C, tomando lecturas cada 5 minutos por lapso de
30 min (7 lecturas), previo 15 min de incubacion para que pudiera activarse la
hidrolisis del sustrato BApNA con la enzima de las muestras con ayuda de la solucion

amortiguadora.

Se uso la ecuacion lineal dada por la curva patron de pNA (y = 0.0222x - 0.0009), se
sustituyé el valor de las absorbancias y asi se obtuvo los micromoles de pNA
liberados por minuto de acuerdo a cada hora de germinacion. Posteriormente se
graficé el tiempo de las lecturas (7 lecturas), contra los micromoles de pNA liberados
para sacar la ecuacion lineal en la cual el valor de la pendiente representa la
velocidad de hidrélisis (micromoles de pNA liberados por minuto cada 12 horas de

germinacion).
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Se leyd en el lector de microplacas a 405 nm a una temperatura de 37°C, tomando lecturas cada 5
minutos por lapso de media hora, previo 15 min de incubacion

Las muestras (6 repeticiones por hora de germinacién de cada
variedad) como los controles se leyeron en el lector de microplacas

Figura 15. Esquema de la preparacion de muestra para determinar actividad proteolitica
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4.7.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se utilizé la técnica de (Schagger & Von Jagow, 1987) y se comenzd con la
extraccion de proteina de reserva de cada variedad de cebada, consecutivamente se
prepararon las soluciones para la elaboracion de los geles, por lo que lo siguiente fue
la elaboracion de los geles de poliacrilamida y por ultimo se corrié la electroforesis y
se tiid con azul de Coomassie. Para identificar el patrén electroforético de las
proteinas durante el proceso de germinacion de las variedades de cebada se
utilizaron muestras que habian sido germinadas para la prueba de cuantificacion de
actividad proteolitica, fijAndose los siguientes tiempos de germinacion: 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84, 96, 108 y 120 horas.

Extraccion de proteina de reserva

Durante toda la técnica las muestras tomadas cada 12 horas de germinacion de cada
variedad de cebada se mantuvieron en frio para limitar la posibilidad de una
activacion de enzimas. Se molieron finamente afiadiendo nitrogeno liquido con un
mortero con pistilo previamente congelado (-20°C). Se pes6 0.1 g de cada muestra
del proceso de germinacién de las variedades en una balanza analitica Adam® ae y
se afladié 1 ml de solucion de extraccion (Tris-HCI 0.1 M pH8). Se agité en Vortex-
Genie®2 por 10 min (2 min en hielo y 2 min en agitacién hasta completar los 10 min).
Se centrifugd en una microcentrifuga eppendorf® Centrifuge 5415D, por 5 min a 13
200 rpm (1 min en centrifuga y 1 min en hielo hasta completar los 5 min). Se decanté
y el sobrenadante se sometié a una precipitaciéon con el triple de acetona fria (3 ml) y
se mantuvo por aproximadamente 1 hora a -20°C. Mas tarde se centrifugd por 5 min
a 13 200 rpm (1 min en centrifuga y 1 min en hielo hasta completar los 5 min). Se
desecho la acetona y se dej0 secar las muestras hasta evaporarse totalmente
(aproximadamente 1 hora) y se adicioné 92 ul de amortiguador de muestra pH 6.8
para luego congelarlas a -40°C en un Opergn® Ultra-Low Temperature Freezer -
40°C, hasta cargarlas en los geles de poliacrilamida e iniciar la electroforesis (Figura
16).
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Se afiadid 1ml de solucion de extracuon (Trls HCl O 1M Sepes60.1g Se molieron las muestras anadiendo
pH8) y se agitd por 10 min (2 min en hieloy 2 min en nitrégeno liquido con un mortero con pistilo
agitacion hasta completar los 10 min)

Se centrifugo por 5 min a 13,200 rpm (1 min en Se decantd y el sobrenadante se sometid a una
centrifuga y 1 min en hielo hasta completar los 5 min) precipitacion con el triple de acetona fria (3 ml) y
se mantuvo por aproximadamente 1 hora a -20°C

Se evaporo la acetona (aproxnmadamente ik hora) y se ad|C|ono 92 ul de Se centrifugd por 5 min a 13,200 rpm
amortiguador de muestra pH 6.8, se congelé a -40°C hasta cargar en los geles de (1 min en centrifuga y 1 min en hielo
poliacrilamida e iniciar la electroforesis hasta completar los 5 min)

Figura 16. Esquema de la preparacion de muestra para extraccion de proteinas de reserva para patrones electroforéticos.
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Soluciones para la elaboracion de geles de poliacrilamida

Para la prueba se usaron las soluciones presentadas en los Cuadros 14, 15y 16.

Cuadro 14. Soluciones para extraccion de proteinas y para electroforesis.

Soluciones Reactivos

Acetona Acetona? grado reactivo

Glicerol® 15%; Tris 50 mM; SDS** 4%; azul G de

Amortiguador de muestra pH 6.8 Coomassie® 0.01%

Sacarosa Sacarosa® grado reactivo

Solucién de extraccion de proteina Tris**!-HCI 0.1 M pH8

*Dodecil sulfato sédico; **hidroximetilaminometano; ‘USB®; “ReproquifinPQF""; °J.T.Baker®;
“GibcoBRL®ultraPURE™; *Sigma®; °Golden Bell Reactivos "®

Cuadro 15. Soluciones para elaboracion de gel de poliacrilamida.

Soluciones Reactivos
Agua destilada Agua destilada
Amortiguador de gel pH 8.45 Tris***-HCI 3 M; SDS** 0.3%
Persulfato de amonio Persulfato de amonio® 10%

Solucién stock de acrilamida-bis-acrilamida Acrilamida®*-bis-acrilamida® 30%
Solucién de glicerol Glicerol® 1 g/ml
TEMED TEMED***'(grado reactivo)

*Dodecil sulfato sédico; **hidroximetilaminometano;
N, N, N’, N -tetrametilentilendiamina; **USB®: **GibcoBRL®ultraPURE™: 3J.T.Baker®; °Bio-Rad®;
Sigma®

Cuadro 16. Soluciones para tincion y corrida electroforesis en gel de poliacrilamida.

Soluciones Reactivos
Amortiguador de anodo Tris*'-HCI 0.2 M pH 8.9
Amortiguador de catodo Tris 0.1 M; Tricine? 0.1 M; SDS*** 0.1%
Solucién fijadora Metanol* 50%:; Acido acético® 10%
Solucion tefidora Azul G de Coomassie® 0.025%:; Acido acético 10%
Solucién destefiidora Acido acético 10%

*hidroximetilaminometano; **dodecil sulfato sédico; 'USB®; “°Sigma®; “GibcoBRL®ultraPURE'";
“Karal®
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Elaboracion de gel de poliacrilamida

Para la prueba se utiliz6 una camara de electroforesis Mini-Protean® Tetra Cell de
Bio-Rad®. Se usaron geles de poliacrilamida donde el gel separador fue de 12% y el
gel concentrador fue de 4% empleando un stock de poliacrilamida al 30%. La
relacion de reactivos se describe en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Relacion de reactivos para geles de poliacrilamida y su concentracion.

Reactivos Gel concentrador 4% Gel separador 12%
enlmide bie-aorilamida 30% 0.8 ml 4ml
Amortiguador de gel pH 8.45 1.5ml 3.33ml
Solucion de glicerol 1.33 ml
Agua destilada 4.1 ml 1.34 mi
Persulfato de amonio 50 ul 50 ul
TEMED 5ul 10 pl

Electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion con azul de Coomassie

Una vez montado el equipo de electroforesis y con los geles de poliacrilamida
polimerizados se agrego el amortiguador de catodo, posteriormente se carg6 10 pl
del marcador estandar de peso molecular y 20 ul de muestra del proceso de
germinacion de las variedades de cebada preparadas anteriormente, con un poco de
sacarosa para incrementar su densidad y asi pudieran entrar en los carriles sin
derramarse hacia carriles adyacentes, esto con el fin de evitar contaminacion entre
muestras. Se emple6é un marcador estadndar de peso molecular de amplio rango (Bio-
Rad®) de 9 proteinas conocidas: Miosina (200 kDa), f—galactosidasa (116.25 kDa),
Fosforilasa b (97.4 kDa), Albumina de Suero Bovino (66.2 kDa), Ovoalbumina (45
kDa), Anhidrasa Carbdnica (31 kDa), Inhibidor tipo Tripsina (21.5 kDa), Lisozima
(14.4 kDa) y Aprotinina (6.5 kDa). Para modo de preparacién en Anexo 4, Cuadro 36.
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Se adicion6 el amortiguador de anodo y se conectd a la fuente de poder
(Amersham® Electrophoresis Power Supply — EPS 301) a 50 V con 20 mA por 30
min para concentrar las muestras en el inicio del gel separador, después se subio el
voltaje a 70 V con 30 mA entre 3 y 4 horas aproximadamente, hasta que las

proteinas se separan por completo en el gel.

A continuacion se desmontaron los geles del equipo, se lavaron con agua destilada y
se colocaron en recipientes de plastico con solucién fijadora hasta completar 30 min,
en seguida se afadidé la solucién tefiidora hasta cubrir el gel por un tiempo
aproximado de 2 a 4 horas, 0 hasta la resolucién de bandas, y por ultimo se agitaron
suavemente con la solucion destefidora para eliminar el exceso de coloracion en el
fondo del gel. Mas tarde se lavaron los geles con agua destilada para quitar el
exceso de solucion destefidora y se colocaron en marcos de plastico para secarlos
con papel celofan (Figura 17). Los geles de poliacrilamida son continuos debido a

gue el pH mantenido en el gel concentrador y el gel separador es igual.
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Se cargo 10 pl del marcador y 20 pl de muestra de cinética
de germinacion de las variedades de cebada

Se corrié a 50 V con 20 mA por 30 min, después se subio el
voltaje a 70 V con 30 mA entre 3 y 4 horas aproximadamente

Se afiadio la solucién tefidora a los geles hasta
cubrir. Se agitaron suavemente con la solucion
destefiidora y se lavaron con agua destilada

Se lavo con agua destilada y se adiciond
solucion fijadora hasta cubrir por 30 min

4 3

timo se colocaron en marcos de plastico para secarlos con papel celofan

,

Por

; =

Figura 17. Esquema del proceso de electroforesis y tincién de gel de poliacrilamida.
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4.8 Andlisis estadistico

El andlisis de los resultados de las pruebas fisicas (peso de mil semillas y peso
hectolitrico), fisioloégicas (porcentaje de germinacion estandar y longitud de plimula),
la prueba de cuantificacion de proteina en base a su solubilidad y la prueba de
cuantificacion de actividad proteolitica se aplico un disefio completamente al azar
(debido a que las pruebas fueron realizadas en el laboratorio y las condiciones fueron
controladas) y se analiz6 mediante el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis

System), version 9.0 para Windows.

En el Cuadro 34 (Anexo 3) se describen las fuentes de variacion y grados de libertad
del analisis de varianza de las pruebas fisicas, fisiologicas y cuantificacion de
proteinas de reserva para los dos calendarios de riego (CR1 y CR2), cinco

variedades de cebada y dos arreglos de siembra.

En el Cuadro 35 (Anexo 3) se describen las fuentes de variacion y grados de libertad
del analisis de varianza de la cuantificacion de actividad proteolitica de las cinco
variedades de semilla de cebada durante el proceso de germinacion (12, 24, 36, 48,
60, 72, 84, 96, 108 y 120 horas).

Mientras que para poder conocer el peso molecular en kilodaltones (kDa) de las
proteinas marcadas en las bandas de los patrones electroforéticos de las variedades
de cebada en proceso de germinacién se compard el Rf (movilidad electroforética
relativa de cada proteina) de las proteinas de las muestras con el Rf de las proteinas
de referencia, cuyo peso molecular se conoce (Maldonado & Jorrin, 2011), usando
una ecuacion por regresion polindbmica de orden 3 dada por la grafica de logaritmo
natural de los peso moleculares de las proteinas del marcador contra el Rf del

marcador. El pardmetro Rf se define como:

Distancia que migra una determinada proteina

Distancia que migra el frente del gel
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RESULTADOS Y DISCUSION
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Calidad fisica y fisiologica

La calidad fisica se determiné midiendo el peso de mil semillas y peso hectolitrico;
mientras que la calidad fisiol6gica se obtuvo utilizando pruebas de viabilidad como

germinacion estandar y prueba de vigor como longitud de plamula.

5.1.1 Comparacion entre variedades de cebada

En el Cuadro 18, se describe la comparacién de medias entre las cinco variedades
de cebada, respecto a las variables de calidad fisica y fisioloégica en los dos
calendarios de riego (CR1 Y CR2) y los dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras). Se
puede ver que la variedad Esperanza fue la que presenté el mejor valor en las
variables de calidad de peso de mil semillas (47.8231 g), peso hectolitrico (67.2087
kg/hl) y longitud de plumula (4.3175 cm), en tanto que Adabella fue inferior en las
variables de calidad fisica y fisiolégica (peso de mil semillas con 41.4678 g, peso
hectolitrico con 63.4154 kg/hl y longitud de plimula con 2.2237 cm); sin embargo, en
el porcentaje de germinacion estandar las variedades de Valles Altos (Adabella y
Esmeralda) obtuvieron mayores porcentajes de germinacion que las variedades de El
Bajio (Alina, Armida y Esperanza) (Figuras 25 y 26, Anexo 5). Estos resultados se
comprueban en el Cuadro 37 (Anexo 5) que muestra el andlisis de varianza conjunto
(ANOVA) para las variables de calidad fisica y fisiolégica, ya que las cinco
variedades (V) presentaron alta diferencia estadistica significativa en todas las
pruebas fisicas y fisioldgicas, lo que indica que al menos una variedad es diferente;
el coeficiente de variacion es un indice de la validez del ensayo, siendo mas
confiable cuanto menor sea dicha variacion (en cereales es conveniente un
coeficiente inferior a 15% segun Goii et al. (2008). En el andlisis de varianza
conjunto (Cuadro 37, Anexo 5) se obtuvieron diferencias estadisticas significativas en
los calendarios de riego (R) en peso de mil semillas y peso hectolitrico; sin embargo,

el arreglo de siembra (S) s6lo afectd en peso de mil semillas.
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Los calendarios de riego en su interaccion con las variedades de cebada (R*V) y el
arreglo de siembra (R*S) contribuyeron significativamente en peso de mil semillas y
en porcentaje de germinacion estandar, lo que significo que el riego durante el ciclo
de produccion y arreglo de siembra en campo afecto el llenado de la semilla de las
variedades, suministrando cantidades variables de nutrientes o sustancias de
reserva, lo que propicid diferentes porcentajes de germinacion (entre mayor cantidad
de sustancias de reserva se relaciond con un mejor porcentaje de germinacion). Este
analisis nos dio como resultado que los valores obtenidos en la comparacion de
medias (Cuadro 18) de la prueba de peso de mil semillas (valores entre 41.46 y
47.82 g) fueran superiores que los publicados por (Gofi et al.,, 2009) para otras
variedades de cebada con siembra en el ciclo otofio-invierno logrando un valor de
40 g para variedad de 6 hileras (mismo numero de hileras que las utilizadas en este
trabajo). Sin embargo los resultados coincidieron con lo reportado por GENVCE”
(2012) y con Castarfieda et al. (2009), el primero maneja principalmente valores entre
41 y 47 g donde se evalud la calidad agronémica de variedades de cebada de ciclo
largo (tardia), el segundo manejé una siembra en el ciclo invierno-primavera bajo
sistema de riego (utilizando la variedad Esmeralda) con un peso de 42 g. (Castillo,
2012) evalu6 las mismas cinco variedades de cebada siendo Armida y Esperanza las
mas altas estadisticamente con valores entre 42.06 a 46.63 g, coincidiendo en este

trabajo con la variedad Esperanza estadisticamente mas alta.

Los valores mas altos de peso hectolitrico en la comparacion de medias (Cuadro 18)
fueron representados por Alina y Esperanza, con 68.356 kg/hl y 67.208 kg/hl
respectivamente, mientras Adabella presentd el menor peso (63.451 kg/hl). Los datos
cumplen con la norma NMX-FF-043-SCFI-2003 (Secretaria de Economia, 2003)
donde se especifica que la cebada de seis hileras debe tener un peso minimo de 56
kg/hl. Estos resultados coinciden con los que se publicaron por (Goiii et al., 2009) y
(GENVCE", 2012), que mencionan valores entre 62 y 68 kg/hl; siendo superiores a
los reportados por (GENVCE?, 2012) en cebada de otofio con valores entre 52 y 58
ka/hl.

Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 92



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Resultados y discusion

Asimismo los resultados obtenidos de peso hectolitrico fueron superiores a los
registrados por (Ramirez, 2013), donde se sefala un rango entre 59.1 a 64.1 kg/hl,
aungue son mas bajos que los publicados por (Castillo, 2012), quien también evalué

las mismas cinco variedades de cebada y obtuvo valores entre 67.00 a 71.67 kg/hl.

Segun el analisis de varianza conjunto (Cuadro 37, Anexo 5) no se obtuvieron
diferencias estadisticas significativas en los calendarios de riego (R) en porcentaje de
germinacion ni longitud de plumula, lo que denota que el riego no tuvo efecto. En
relacion al porcentaje de germinacion estandar en la comparacion de medias
(Cuadro 18), las variedades de Valles Altos fueron mayores (Adabella con 99.62% y
Esmeralda con 98.87%) con respecto a las de El Bajio (Alina con 97.25%, Armida
con 97.62% y Esperanza con 97.50%). Sin embargo, todas las variedades se
encuentran dentro del rango establecido por la NMX-FF-043-SCFI-2003, Secretaria
de Economia (2003) que exige un 85% como minimo. Por otro lado los resultados
fueron superiores que los obtenidos por (Castafieda et al., 2009), quienes sembraron
en ciclo invierno-primavera bajo sistema de riego (variedad Esmeralda con 91%).
Siendo similar al resultado reportado por (Prieto et al., 2011) en la misma variedad
Esmeralda (hasta 98.8%).

En la prueba de longitud de plumula, el analisis de varianza conjunto (Cuadro 37,
Anexo 5) indicé que tuvo diferencias estadisticas significativas la interaccion entre
calendarios de riego con el arreglo de siembra (R*S), lo que se reflejo en la
discrepancia de los resultados entre variedades. Se pudo observar que Esperanza
tuvo un crecimiento de plumula (4.31 cm) estadisticamente mayor a las demas
variedades en la comparacion de medias (Cuadro 18), siendo Adabella la variedad
con el menor valor (2.23 cm). El rango de longitud de plimula (23.3 a 44.1 mm) a
una temperatura de 20 * °C fue superior con lo sefialado por Alvarez (2011), con un
rango de 23 a 30 mm de longitud a temperaturas de 16 + 1°C y 26 + 1°C, a las 96
horas de germinacion con otras variedades de cebada.
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En la Figura 18 se muestra el porcentaje de germinacion estandar de las cinco
variedades de cebada dividido en porcentaje de semillas normales, anormales y
muertas. En la grafica se observa que las variedades de Valles Altos tienen mejor
porcentaje de germinacion, destacandose Adabella por encima de Esmeralda. Las
variedades de El Bajio (Alina, Armida y Esperanza) presentaron mayor porcentaje de
semillas anormales y semilla muerta. Moreno® (1996) sefiala que la cebada puede
permanecer 7 afios almacenada y presentar vigor aceptable si se tienen condiciones

de baja humedad y temperatura de entre -10 y -20°C.

Cuadro 18. Calidad fisica y fisiolégica en cinco variedades de cebada en dos

calendarios de riego (CR1 Y CR2) y dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Variables de calidad fisica y fisiolégica*

Peso de mil Peso Porcentaje de Longitud de
Variedades semillas hectolitrico  germinacién estandar plumula
(9) (kg/ht) (%) (cm)
Adabella 41.4678° 63.4154" 99.6250° 2.2337°
Alina 44.6479° 68.3569° 97.2500° 2.8168°
Armida 46.2377°  66.4961°° 97.6250° 3.4962°
Esmeralda 41.1928° 65.4126° 98.8750%" 3.3662°
Esperanza 47.8231%  67.2087%" 97.5000° 4.3175°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)

De acuerdo al analisis de varianza en el Cuadro 38 (Anexo 5) de las pruebas de
calidad fisica y fisiol6gica en el calendario de riego 1 (CR1), se observd que el
arreglo de siembra (S) sé6lo afectd el peso de mil semillas y la longitud de plumula,
obteniéndose diferencias estadisticas altamente significativas; la relacion entre
variedades (V) en el calendario de riego y su interaccion con el arreglo de siembra
(S*V), tuvieron diferencias estadisticas significativas en todas las pruebas, lo que nos
indica que el calendario de riego (antes de la fecha de floracion) aunado al arreglo de

siembra, pudo tener influencia en el aporte de sustancias de reserva.
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Figura 18. Porcentaje de germinacién de las cinco variedades de cebada

Los resultados del andlisis de varianza en el Cuadro 38 (Anexo 5) de las pruebas de
calidad fisica y fisiologica en el calendario de riego 1 (CR1) se reflejaron en el
Cuadro 19 donde se describe la comparacién de medias entre las cinco variedades
de cebada, (variables de calidad fisica y fisiologica) en el calendario de riego 1 (0-49-
78 dds) con los dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras). En él se muestra que la
variedad Esperanza obtuvo mejores valores en todas las pruebas (47.66 g de peso
de mil semillas, 67.05 kg/hl, 98% de germinacion y 4.2 cm de longitud de plumula) y
Adabella fue la de menor atributos de calidad (39.93 g de peso de mil semillas, 62.41
kg/hl'y 2.26 cm de longitud de plumula). En general se aprecia que las variedades de

El Bajio se adaptaron mejor a este calendario de riego que las de Valles Altos.

En el Cuadro 39 (Anexo 5) describe el analisis de varianza del calendario de riego 2
(CR2), en cuanto a las pruebas fisicas y fisiolégicas. El arreglo de siembra (S) sélo
afectd el porcentaje de germinacion y la longitud de plumula de la semilla; la
interaccion entre el arreglo de siembra y las variedades (S*V) tuvo altas diferencias
estadisticas significativas en peso de mil semillas, porcentaje de germinacion y

longitud de plumula, no asi para peso hectolitrico.
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Los resultados del andlisis de varianza del calendario de riego 2 (Cuadro 39, Anexo
5) pudieron deberse a que el riego se dio durante la fecha de floracion y quiz& el
periodo previo al riego afecté el nimero de semillas producidas y no tanto el tamafio
(Moreno®, 1996). De igual forma indicé que las variedades (V), tuvieron altas
diferencias estadisticas significativas, por lo que en el Cuadro 20, quien presenta la
comparacion de medias entre las cinco variedades de cebada del calendario de riego
2 (0-60-106 dds) con dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras) de las variables fisicas y
fisiol6égicas, mostré que la variedad Esperanza (47.97 g de peso de mil semillas,
67.35 kg/hl, 97% de germinacion y 4.42 cm de longitud de plumula) y Armida (47.18
g de peso de mil semillas, 67.83 kg/hl, 98.5% de germinacion y 3.55 cm de plimula)
manifestaron los valores mas altos estadisticamente, mientras que Adabella fue la
menor (43 g de peso de mil semillas, 64.41 kg/hl y 2.20 cm de longitud de plimula),

con 99.5% de germinacion.

Cuadro 19. Calidad fisica y fisiologica en cinco variedades de cebada en calendario

de riego 1 (CR1) y dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Variables de calidad fisica y fisiolégica*

Peso de mil Peso Porcentaje de Longitud de
Variedades semillas hectolitrico  germinacién estandar plumula
(9) (kg/hl) (%) (cm)
Adabella 39.9338" 62.4183° 99.7500° 2.2600"
Alina 43.4304° 66.7543% 95.7500° 2.8687°
Armida 45.2883°  65.1593% 96.7500°° 3.4350°
Esmeralda 39.8054°  63.9865°° 99.2500%" 3.3150°
Esperanza 47.6665° 67.0588% 98.0000%°° 4.2100°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)
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Cuadro 20. Calidad fisica y fisiolégica en cinco variedades de cebada en calendario
de riego 2 (CR2) y dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Variables de calidad fisica y fisiolégica™

Peso de mil Peso Porcentaje de Longitud de
Variedades semillas hectolitrico  germinacion estandar plumula
(9) (kg/hl) (%) (cm)
Adabella 43.0019° 64.4126° 99.5000° 2.2075°
Alina 45.8655" 69.9596° 98.7500™" 2.7650°
Armida 47.1871%°  67.8320%° 98.5000%" 3.5575"
Esmeralda 42.5803° 66.8388" 98.5000™" 3.4175°
Esperanza 47.9798° 67.3586" 97.0000" 4.4250°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)

5.1.2 Efecto de calendario de riego

En el Cuadro 21 se indica la comparacion de medias entre los dos calendarios de
riego (CR1y CR2), con las variables de calidad fisica y fisiol6gica en los dos arreglos
de siembra (2 y 3 hileras) de las cinco variedades de semilla de cebada. Se puede
observar que el calendario de riego 2 fue mejor en las pruebas de peso de mil
semillas con 45.32 g y peso hectolitrico con 67.28 kg/hl, mientras los resultados no
mostraron diferencia significativa, en cuanto al porcentaje de germinacion estandar
(97.90% para CR1 y 98.45% para CR2) y a la longitud de plumula (3.21 cm para CR1
y 3.27 cm para CR2) segun la comparacion de medias, no existiendo diferencias

para pruebas de calidad fisioldgicas.
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Cuadro 21. Variables de calidad fisica y fisioldgica de cinco variedades de cebada en
dos calendarios de riego (CR1 Y CR2) y en dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Variables de calidad fisica y fisiol6gica*

Calendario de €S0 de mil Peso Porcentaje de Longitud de
riego semillas hectolitrico  germinacion estandar ~ plamula
(9) (kg/hl) (%) (cm)
CR1
(0-49-78 dds) 43.2249° 65.0754" 97.9000% 3.2177%
CR2
(0-60-106 dds) 45.32292 67.2805° 98.4500° 3.2745%

dds: dias después de siembra; * Medias con la misma letra de la columna indica que son
estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (P<0.05)

5.1.3 Efecto de arreglo de siembra

La constitucion del arreglo agronémico en surcos a doble hilera ofrece ventajas
importantes en comparacién con el sistema tradicional de melgas (faja de tierra que
se marca para sembrar) como son el ahorro de 50% de semilla, 35% de agua y 40%
en la aplicacion de plaguicidas, desarrollo de tallos vigorosos y compatibilidad con los
sistemas de labranza de conservacién (con menor uso de maquinaria), ademas de
obtener altos rendimientos y calidad (Garcia et al., 2003; Garcia & Gamez, 2006;
Ramirez, 2013). No obstante, al analizar los resultados de la comparacion de medias
(variables fisicas vy fisioldgicas) entre los dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras) en
los dos calendarios de riego (CR1 y CR2) de las cinco variedades de cebada, en el
Cuadro 22, se pudo visualizar que estadisticamente los resultados fueron iguales
para la mayoria de las variables, lo que significa que el arreglo de siembra no influy6
en el peso hectolitrico de la semilla (66.00 kg/hl para 2 hileras y 66.35 kg/hl para 3
hileras), el porcentaje de germinacion (98.35% para 2 hileras y 98.00% para 3
hileras) o en el vigor (longitud de plumula) (3.24 cm para 2 hileras y 3 hileras).
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Sin embargo, el peso de mil semillas fue afectado por el arreglo de 2 hileras (44.53
), el cual fue mejor estadisticamente que el arreglo de siembra a 3 hileras (44.01 Q).
Investigaciones de (Suaste et al., 2013) sefialan que el arreglo a 3 hileras super6 a

surcos con 2 hileras en la variable de rendimiento para el caso de trigo.

Cuadro 22. Calidad fisica y fisiolégica de cinco variedades de cebada en dos arreglos

de siembra (2 y 3 hileras) y dos calendarios de riego (CR1 Y CR2).

Variables de calidad fisica y fisiolégica*

Arredlo de Peso de mil Peso Porcentaje de Longitud de
sier?]bra semillas hectolitrico  germinacion estandar plumula
(9) (kg/hi) (%) (cm)
2 hileras 4453782 66.0046° 98.3500° 3.2427%
3 hileras 44.0100° 66.3513% 98.0000% 3.2495%

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)

En el Cuadro 23 se puede ver la comparacidon de medias (variables fisicas y
fisiol6gicas) entre los dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras) en el calendario de riego
1 (0-49-78 dds) de las cinco variedades de cebada. El arreglo de siembra no
intervino en el peso hectolitrico ni en porcentaje de germinacién. Sin embargo, para
el peso de mil semillas, el arreglo a 2 hileras fue estadisticamente mayor (43.91 g),
mientras que para longitud de la plimula, el arreglo de siembra a 3 hileras fue
estadisticamente mejor (3.29 cm), esto podria deberse a la necesidad que tiene la
semilla de menor peso de alcanzar rapidamente el proceso fotosintético y no

depender de las reservas nutricionales.

L
Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 99



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Resultados y discusion

Cuadro 23. Calidad fisica y fisiolégica de cinco variedades de cebada en dos arreglos
de siembra (2 y 3 hileras) en el calendario de riego 1 (CR1).

Variables de calidad fisica y fisiol6gica*

Peso de mil Peso Porcentaje de Longitud de
Arreglo de i h litr U and lamul
siembra semiillas ectolitrico germinacion estandar plumula
(9) (ka/hl) (%) (cm)
2 hileras 43.9191% 64.6275° 97.4000% 3.1365"
3 hileras 42.5307° 65.5234% 98.4000% 3.2990°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)

En el Cuadro 24 se puede apreciar la comparacién de medias entre los dos arreglos
de siembra (2 y 3 hileras) de las variables fisicas y fisiolégicas en el calendario de
riego 2 (0-60-106 dds) de las cinco variedades de cebada. En este caso, el arreglo
de siembra no afectd las variables de calidad fisica, mientras que el arreglo a 2
hileras fue mejor para porcentaje de germinacion (99.30%) y longitud de pluamula
(3.34 cm), debido a que las plantas tuvieron mejor disponibilidad de recursos para

nutrirse.

Cuadro 24. Calidad fisica y fisiolégica de cinco variedades de cebada en los arreglos

de siembra (2 y 3 hileras) en el calendario de riego 2 (CR2).

Variables de calidad fisica y fisioldgica*

Peso de mil Peso Porcentaje de Longitud de
Arreglo de ; " N . 7
siembra semillas hectolitrico  germinacion estandar plumula
(9) (kg/hl) (%) (cm)
2 hileras 45.1565" 67.3818° 99.3000° 3.3490%
3 hileras 45.4893° 67.1793° 97.6000" 3.2000"

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)
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5.2 Pruebas bioquimicas

Consistio en cuantificar la proteina de reserva, la actividad proteolitica y sus patrones

electroforéticos durante la germinacion de las cinco variedades de cebada.

5.2.1 Comparacion de proteina de reserva entre variedades

En el Cuadro 25 se puede observar la comparacién de medias de la cantidad de
proteina de reserva entre las cinco variedades de cebada, expresada en mg de
proteina por g de harina, (mg P/g H), con dos calendarios de riego (CR1y CR2) y los
dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras). La variedad Esperanza mostré6 mas cantidad
de proteinas en las fracciones albumina (4.99 mg P/g H), globulina (6.51 mg P/g H) y
glutelina (5.22 mg P/g H); Adabella fue alta en globulina (6.49 mg P/g H) y hordeina
(17.46 mg P/g H), mientras que Alina fue la variedad con la menor cantidad de
proteina para la mayoria de las fracciones. Los resultados se pueden corroborar en
el analisis de varianza conjunto de la cuantificacion de proteinas de reserva en los
dos calendarios de riego (CR1 y CR2) con los dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras)
de las cinco variedades de cebada que se muestra en el Cuadro 40 (Anexo 6), donde
se puede notar que casi todas las fuentes de variacion (R, V y S), incluyendo las
interacciones (R*V, R*S, S*V y R*S*V), tuvieron efecto en la cantidad de proteina de
reserva (en albuminas, globulinas y hordeinas) excepto en glutelinas con respecto al
arreglo de siembra (S), donde no hubo diferencias estadisticas significativas.

Investigaciones publicadas por Giambastiani & Rubiolo (2002) y Aguado (2008)
indicaron que la cebada tiene de 10 a 16% de proteina total del grano de la cual, la
fraccion albuminas representa del 3 a 4%, globulinas de 10 a 20%, 35 a 45% de
prolaminas y de 35 a 45% de glutelinas; estos datos son similares a los divulgados
por MacGregor & Batty (1996), con resultados para albumina con el 4%, globulina
con 31%, 36% de hordeina y glutelina con aproximadamente 29%; de igual forma los
resultados encontrados por Garnero (2006) son similares a los reportados por los

autores citados anteriormente.
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En comparacion a los resultados mencionados, los arrojados por esta investigacion
se encontraron algunas diferencias (Figura 27, Anexo 6), las medias de cada fraccién
de las variedades de cebada mostraron para albuminas un total del 14%, globulinas
para 20%, hordeinas (prolaminas) el 50% y glutelinas el 16%. Sélo en la fraccion
hordeinas el resultado obtenido es similar al 46 a 52% mencionado por Fundacion
Belén (2013). Dichas diferencias entre los porcentajes posiblemente es por el manejo
agronomico del cultivo, la composicion genética de las variedades y la interaccion

con el medio ambiente.

Cuadro 25. Cuantificacion de proteinas entre cinco variedades de cebada en dos
calendarios de riego (CR1 y CR2) y dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Variable de calidad bioquimica*

Cuantificacion de proteinas de reserva (mg proteina/g harina)

Variedad Albimina % Globulina % Hordeina % Glutelina %
b
Adabella 431750 13 6.4977° 19 17.4691% 52 510200 15
Alina 30018" 13 6.0168° 20 159114° 52 453057 15
Armida 4.9632% 16 61312° 19 1550307 49 48832° 16
Esmeralda 47900° 16 62021° 21 135088° 46 4.9446° 17
b
Esperanza 4.9998° 15 65179° 20 1635200 49 52228° 16
Proporcion promedio (%) 14 20 50 16

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)

Puede decirse en términos generales, que la absorcion de nutrientes por la planta se
completa antes de la floracién (Bauza, 2005), siendo el caso el calendario de riego 1,
donde el andlisis de varianza de cuantificacion de proteina de reserva (Cuadro 41,
Anexo 6) mostré que las cinco variedades (V) con arreglo de siembra a 2 y 3 hileras
(S) y sus interacciones (S*V) tuvieron diferencias estadisticas significativas, esto
significa que el calendario de riego si afecto la cantidad de sustancias de reserva ya
gue se reg6 durante el tiempo de espigado.
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Agro-Inversiones (2009) sefala que el periodo de espigado de cebada es de 76 a 80
dds correspondiendo a la informacién del calendario de riego analizado, de 0-49-78
dds. El analisis se reflejo en la diferencia en la cantidad de proteina de reserva de
cada variedad de cebada, la cual se observa en la comparacion de medias entre las
cinco variedades del calendario de riego 1 (Cuadro 26), donde Esperanza fue la
variedad que estadisticamente, presentd mayor cantidad de proteina expresada en
mg de proteina por g de harina, (mg P/g H), en las cuatro fracciones (4.71 mg P/g H
en albumina, (7.11 mg P/g H) en globulina, (15.82 mg P/g H) en hordeina y (5.00 mg
P/g H) en glutelina), igualandose con Armida en albumina (4.77 mg P/g H) y Adabella
en hordeina (16.13 mg P/g H) respectivamente. Alina presentd los valores
estadisticamente menores en las fracciones de albamina con (3.49 mg P/g H),
globulina con (4.96 mg P/g H) y glutelina con (3.99 mg P/g H), coincidiendo con la
comparacién de medias del analisis conjunto de los dos calendarios de riego y los
dos arreglos de siembra (Cuadro 25).

Cuadro 26. Cuantificacién de proteinas entre cinco variedades de semilla de cebada

en el calendario de riego 1 (CR1) en dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Comparacion de medias*

Cuantificacion de proteinas de reserva (mg proteina/g harina)

Variedades AlbUmina Globulina Hordeina Glutelina
Adabella 4.1056° 6.0771° 16.1338°% 4.2923°
Alina 3.4990° 4.9654° 14.3790° 3.9996°
Armida 4.7730% 5.9950° 14.5716" 4.0560"
Esmeralda 4.5408° 6.1433" 11.3086° 4.6647°
Esperanza 4.7170% 7.1125° 15.8213°% 5.0011%

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)
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En cambio, en el calendario de riego 2, el analisis de varianza (Cuadro 42, Anexo 6),
de igual manera afecté en su mayoria a todas las fracciones proteicas de reserva de
todas las variables, exceptuando en el arreglo de siembra (S) con la fraccion
albumina, que se mostré no significativo. Los resultados se expresaron en la
comparacion de medias del Cuadro 27, donde Adabella es quien logro los valores
estadisticamente mas altos para las fracciones de globulina con (6.91 mg P/g H)
aunqgue estadisticamente igual a Alina con (7.06 mg P/g H), hordeina (18.80 mg P/g
H) y glutelina (5.91 mg P/g H), y en el caso de Esperanza y Armida fueron
estadisticamente superiores en la fraccion albumina (5.28 mg P/g Hy 5.15 mg P/g H
respectivamente). Los menores valores presentados fueron por parte de Alina para
albumina con (4.48 mg P/g H), Esperanza para globulina con (5.92 mg P/g H) y
Esmeralda para hordeina y glutelina con (15.79 y 5.22 mg P/g H) respectivamente.
Quiz4 se debid a que el riego fue al inicio de la floracion y durante la formacion de las
semillas (0-60-106 dds) ya que WWF Espafia (2009) refiere que las etapas de
maxima sensibilidad hidrica en cebada son dos semanas antes y dos semanas
después del espigado pues influye en el rendimiento o aun en la calidad de la

cosecha.

Cuadro 27. Cuantificacién de proteinas entre cinco variedades de semilla de cebada

en el calendario de riego 2 (CR2) en dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Comparacion de medias*
Cuantificacion de proteinas de reserva (mg proteina/g harina)

Variedades Albumina Globulina Hordeina Glutelina
Adabella 4.5293° 6.9183% 18.8044° 5.9116°
Alina 4.4846° 7.0683% 17.4438" 5.0615"
Armida 5.1535%° 6.2675" 16.4344°° 5.7105"
Esmeralda 5.0391° 6.2611° 15.7990" 5.2245"
Esperanza 5.2827° 5.9233° 16.8828"° 5.4446°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)
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La comparacion de medias entre los dos calendarios de riego (CR1 y CR2) para la
cantidad de proteinas de reserva de las cinco variedades de cebada con los dos
arreglos de siembra (2 y 3 hileras), se puede analizar en el Cuadro 28, donde los
resultados del calendario de riego 2 fueron mayores para todas las fracciones (4.89
mg P/g H para albumina, 6.48 mg P/g H para globulina, 17.07 mg P/g H para
hordeina y 5.47 mg P/g H para glutelina), posiblemente porque tuvo mejor
optimizacion de humedad al inicio de la floracion y formacion del grano. Este
resultado coincide con lo sefialado por Ramirez (2013), en el que menciona que el
calendario de riego 2 fue mejor respecto al calendario de riego 1 para porcentaje de
proteina cruda en base seca, probablemente a que se promovié una optimizaciéon de

la humedad al inicio de la floracion y formacion de la semilla.

Cuadro 28. Cuantificaciébn de proteinas de cinco variedades de semilla de cebada
entre calendarios de riego (CR1 y CR2) en dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Calendario de Cuantificaciéon de proteinas de reserva (mg proteina/g harina)*
riego Albumina Globulina Hordeina Glutelina
(0-49-78 dds) 4.3271° 6.0586" 14.4608" 4.4027°
(0-60-106 dds) 4.8978% 6.4877° 17.0728°% 5.4705°

dds: dias después de siembra; * Medias con la misma letra de la columna indica que son
estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (P<0.05)

INIFAP (2013) menciona en una de sus investigaciones en frijol, que la ventaja de la
siembra a 2 hileras con respecto a una sola, fue el uso intensivo de los insumos,
como el agua, suelo y fertilizantes (importantes para la acumulacion de proteinas de
reserva), quien germind mas numero de plantas por hectarea con la misma cantidad
aplicada de insumos. En este caso, en lo que se refiere a la comparacion de medias
entre los dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras) tomando en cuenta los dos
calendarios de riego (CR1 y CR2) (Cuadro 29), el arreglo a 3 hileras presentd los
valores estadisticamente mas altos para las fracciones de globulina y hordeina,
mientras que el arreglo a 2 hileras fue estadisticamente mayor en albumina y ambos

arreglos fueron iguales en la fraccion de glutelinas.
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Los resultados concluyen que el arreglo a 3 hileras tuvo un uso mas eficiente de
insumos, por lo que logré6 mayor formacion de la fraccion de proteina de reserva mas
importante en cebada, hordeina, lo que le dio una importante ventaja ante las

siembra a 2 hileras.

Cuadro 29. Cuantificacion de proteinas entre los arreglos de siembra (2 y 3 hileras)

en dos calendarios de riego (CR1 Y CR2) de cinco variedades de semilla de cebada.

Arreglo de Cuantificacién de proteinas de reserva (mg proteina/g harina)*
siembra Albimina Globulina Hordeina Glutelina

2 hileras 4.7977% 5.9733" 14.7677° 4.9537%
3 hileras 4.4272° 6.5730° 16.7659° 4.9196°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)

En la comparacion de medias entre los dos arreglos de siembra de (2 y 3 hileras) en
el calendario de riego 1 (Cuadro 30), los resultados mostraron que la cantidad de
proteina en el arreglo a 2 hileras fue estadisticamente mayor en las fracciones
albimina (4.67 mg P/g H) y glutelina (4.79 mg P/g H), mientras que el arreglo a 3
hileras fue superior estadisticamente en las fracciones de globulina (6.14 mg P/g H) y
hordeina (14.73 mg P/g H), pudiendo tener una ventaja relativa, ya que la suma de
estas fracciones representan aproximadamente el 70% del total de proteinas de

reserva segun las medias de cada fraccion.
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Cuadro 30. Cuantificacion de proteinas entre los arreglos de siembra (2 y 3 hileras)
en dos calendarios de riego 1 (CR1) de cinco variedades de semilla de cebada.

Arreglo de Cuantificaciéon de proteinas de reserva (mg proteina/g harina)*
siembra Albumina Globulina Hordeina Glutelina

2 hileras 4.6768" 5.9716" 14.1845" 4.7937°
3 hileras 3.9774" 6.1456° 14.7373° 4.0118°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)

Siendo diferente el resultado en la comparacion de medias de la cantidad de proteina
en el calendario de riego 2 (Cuadro 31), a pesar de que en la fraccién albumina
fueron estadisticamente iguales ambos arreglos de siembra, en las fracciones
globulina (7.00 mg P/g H), hordeina (18.79 mg P/g H) y glutelina (5.82 mg P/g H) el
arreglo a 3 hileras fue estadisticamente superior. Martinez (1996) afirma que las
glutelinas y especialmente las albuminas y globulinas, son relativamente ricas en
lisina asi como en treonina, (aminoacidos esenciales para el cuerpo humano), por lo

gue le da ventaja al arreglo de siembra de 3 hileras.

Cuadro 31. Cuantificacion de proteinas entre los arreglos de siembra (2 y 3 hileras)

en dos calendarios de riego 2 (CR2) de cinco variedades de semilla de cebada.

Arreglo de Cuantificacién de proteinas de reserva (mg proteina/g harina)*
siembra Albumina Globulina Hordeina Glutelina

2 hileras 4.9186" 5.9750° 15.3510" 5.1136"
3 hileras 4.8771° 7.0004% 18.7947° 5.8274°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba
de Tukey (P<0.05)
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5.2.2 Comparacion de actividad proteolitica entre variedades

La medicion de la actividad proteolitica en cinco variedades de cebada se hizo
durante el proceso de germinacion, como lo hizo Davila & Seidl (1992), durante la
germinacion de Phaseolus vulgaris L. var. Tacarigua, en su investigacion refiere que
ocurre un aumento en la actividad proteolitica, sugiriendo que puede deberse a la
presencia de una endopeptidasa (menciona Alquicira (2003) que es una enzima que
hidroliza los enlaces peptidicos internos de una proteina, como tripsina y
quimotripsina, dando como resultado cadenas de péptidos), por lo que cada variedad
responde de diferente forma segun su genotipo. En este caso, la cuantificacion de la
actividad proteolitica se puede ver en el Cuadro 43 (Anexo 7) donde se observa que
en el andlisis de varianza los resultados tuvieron altas diferencias estadisticas
significativas entre variedades (V), durante el tiempo de germinacién (C), la velocidad
de hidrolisis de sustrato por variedad y la interaccién entre variedades y tiempo de

germinacion (V*C).

Los efectos de las diferencias estadisticas entre las cinco variedades se aprecian en
su comparacion de medias (Cuadro 32), donde Esperanza mostro el valor promedio
mas alto (2.94 umol pNA/min) y Alina logré el menor promedio (2.44 umol pNA/min);
mientras que en la comparacion de medias durante el tiempo del proceso de
germinacion de las cinco variedades de cebada (Cuadro 33), se observo que entre
las 60 y 72 horas todas las variedades tuvieron estadisticamente la mayor actividad
proteolitica (3.05 umol pNA/min y 2.94 umol pNA/min respectivamente), aunque no
existen diferencias estadisticas entre las 72 y 84 horas (2.83 umol pNA/min), en
cuanto a las 24 y 36 horas se percibié estadisticamente la menor actividad
proteolitica (2.31 umol pNA/min y 2.39 umol pNA/min). Los resultados muestran que
al tercer dia el proceso de germinacion la semilla se encuentra en pleno movimiento
de sustancias de reservas para alimentar al embridén y la respiracion de las células
alcanza su maximo punto (sustentado de igual forma por UBA (2002)), siendo la
variedad Esperanza quien tuvo un proceso mas rapido (Figura 28, Anexo 7).
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Cuadro 32. Actividad proteolitica en cinco variedades de semilla de cebada durante

el proceso de germinacion.

Variedades

Calidad Bioquimica*

Actividad proteolitica
(umol pNA /min)

Adabella
Alina
Armida
Esmeralda

Esperanza

2.7390°
2.4426°
2.6116°
2.6645°
2.9433%

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba

de Tukey (P<0.05)

Cuadro 33. Actividad proteolitica durante el tiempo del proceso de germinacién en

cinco variedades de semilla de cebada.

Calidad Bioquimica*

Tiempo de Activigi_ad
C proteolitica
germinacion (h) (umol pNA /min)
12 2.6585%¢
24 2.3178'
36 2.3905'
48 2.6001°
60 3.0591°
72 2.9479%
84 2.8382"°
96 2.6429%
108 2.7557%
120 2.5913°

* Medias con la misma letra de la columna indica que son estadisticamente iguales segun la prueba

de Tukey (P<0.05)
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En la Figura 19 se muestra la grafica con la velocidad de actividad proteolitica de
cada variedad (umol pNA/min contra las horas de germinacion). Se aprecia que el
comportamiento de cada curva de cada variedad es diferente; Adabella tiene dos
puntos maximos de liberacion (24 y 60 horas) siendo estas superiores a las demas
variedades, coincidiendo a las 60 horas con las variedades Esmeralda y Esperanza,
Armida tuvo el punto maximo a las 48 horas y Alina a las 72 horas de germinacion, la
razon de este comportamiento esta implicita en su constitucion genética, influyendo
en su ciclo vegetativo. EI comportamiento de la actividad proteolitica maxima durante
el tiempo de germinacion de las variedades Adabella, Armida, Esmeralda y
Esperanza, coinciden con el ciclo vegetativo del cultivo, siendo Adabella, Esmeralda
y Esperanza consideradas como intermedias y Armida como precoz; sin embargo, en
el caso de la variedad Alina, su actividad maxima no coincidié con el patron
presentado para el caso de las demas variedades, dado que es clasificada como

precoz y su punto maximo de actividad fue posterior (Figura 29, Anexo 7).
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Figura 19. Velocidad de hidrdlisis proteolitica de las cinco variedades de cebada

Actividad proteolitica y patrones electroforéticos de proteina en relacién con la calidad fisica
y fisiolégica de cinco variedades de cebada 110



UAEH - ICAP - Ingenieria Agroindustrial Resultados y discusion

5.2.3 Patrones electroforéticos de las cinco variedades de cebada

De acuerdo con el patron electroforético de proteinas de semilla de la variedad
Adabella (Figura 20) durante el proceso de germinacion hasta las 120 horas, se
pueden apreciar 10 bandas de proteina bien definidas, la primera de 59.12 kDa (con
una alta concentracién de proteina debido a la intensidad y el grosor de la banda) la
cual se muestra sin cambio aparente hasta las 36 horas; a partir de las 48 horas se
observa degradacion de dicha banda. La bandas de 51.63 kDa y 43.41 kDa
posiblemente no correspondan a proteinas de reserva debido a que estan presentes
durante todo el tiempo de germinacion con la misma intensidad, el doblete de
proteina presentado a la altura de 37.47 kDa es consumida y practicamente
desaparece a las 60 horas de germinacion, la banda de 28.79 kDa se aprecia hasta
las 120 horas, en tanto que las proteinas de 26.28 kDa, 23.82 kDa y 20.11 kDa se
distinguen hasta las 60 horas, la banda de 13.93 kDa se muestra hasta las 96 horas
y por ultimo la proteina de 9.87 kDa se degradada en las primeras 48 horas (Anexo
8, Cuadro 44). La degradacion de proteinas que este perfil electroforético coincide
con la Figura 19 que muestra la mayor velocidad de hidrolisis proteolitica donde su
mayor actividad fue a las 60 horas.

En la Figura 21 se muestra el patron electroforético de proteinas de semilla de la
variedad Alina en proceso de germinacion, en €él se aprecian 6 bandas definidas de
64.68 kDa, la cual aparece aun bien definida hasta las 120 horas, posiblemente se
trate de una proteina que no es de reserva dado que no se degrada en el tiempo en
qgue las demas proteinas fueron consumidas; las bandas de 45.46 kDa, 37.42 kDa,
30.23 kDa y 26.50 kDa se pueden apreciar hasta las 60 horas y por ultimo la banda
de 18.75 kDa desaparece a las 84 horas (Anexo 8, Cuadro 45).
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Figura 20. Patron electroforético en gel de poliacrilamida (SDS PAGE) de proteinas de semillas en proceso de

germinacién de la variedad Adabella; M: marcador de peso molecular
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Figura 21. Patron electroforético en gel de poliacrilamida (SDS PAGE) de proteinas de semillas en proceso de
germinacion de la variedad Alina; M: marcador de peso molecular
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El patron electroforético de proteina de la semilla de la variedad Armida (Figura 22),
en el que se muestran 11 bandas de proteina bien definidas, la banda de 123.55 kDa
es de las primeras en ser degradada dado que solo permanece hasta las 36 horas, la
banda de 87.22 kDa solo aparece en las primeras 12 horas; la proteina de 59.94 kDa
fue consumida casi en su totalidad en las primeras 48 horas, aunque aun se puede
ver muy tenuemente hasta las 108 horas, existe una doblete de proteina de 44.58
kDa que se degrada en las primeras 48 horas, pero se visualiza sutiimente hasta las
120 horas, las bandas de 34.07 kDa, 28.34 kDa, 24.29 kDa, 22.44 kDa, 13.49 kDa y
9.98 kDa se desaparecen hasta las 60 horas y por ultimo la proteina que aparece a
la altura de 17.82 kDa extiende su presencia hasta las 84 horas de germinacion.
Como se puede percibir la mayoria de las proteinas de reserva fueron consumidas
antes de 48 horas, coincidiendo con la Figura 19 donde se observa que su punto

maximo de actividad proteolitica fue a las 48 horas (Anexo 8, Cuadro 46).

El patron electroforético de las proteinas de reserva de semilla de la variedad
Esmeralda (Figura 23) mostré 11 bandas bien definidas, la primera de 66.23 kDa se
encuentra presente incluso después de las 120 horas, las bandas de 47.87, 42.42,
40.09, 24.92, 23.08 y 9.85 kDa se visualizaron hasta las 60 horas, se observé una
banda de 45 kDa que se manifiesta con menor intensidad hasta las 120 horas, la
banda de 31.04 kDa se presenta tenuemente hasta las 120 horas, la proteina de
19.55 kDa se percibi6 hasta las 108 horas y la banda de 13.96 kDa se muestra hasta
las 96 horas de germinacion. Se puede considerar que el patron corresponde al
punto de mayor actividad proteolitica (Figura 19), que fue a las 60 horas (Anexo 8,
Cuadro 47).

El patrén electroforético de Esperanza presentd un patron electroforético de proteina
bien definido (Figura 24), con 9 bandas, la primera banda de 64.03 kDa se encuentra
en gran proporcion por la intensidad y grosor, consumiéndose en su totalidad a las
108 horas, las bandas que se presentaron a la altura de 45.26, 27.21, 25.46, 18.58 y
14.55 kDa se degradaron a las 108 horas mientras que las bandas de 35.20, 23.74 y

9.60 kDa se consumieron a las 60 horas de germinacion (Anexo 8, Cuadro 48).
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Figura 22. Patron electroforético en gel de poliacrilamida (SDS PAGE) de proteinas de semillas en proceso de
germinacion de la variedad Armida; M: marcador de peso molecular
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Figura 23. Patron electroforético en gel de poliacrilamida (SDS PAGE) de proteinas de semillas en proceso de
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Figura 24. Patron electroforético en gel de poliacrilamida (SDS PAGE) de proteinas de semillas en proceso de
germinacién de la variedad Esperanza; M: marcador de peso molecular
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Como se pudo observar las cinco variedades de semilla de cebada presentaron un
patron electroforético similar, con pequefias diferencias suficientes como para
identificarlas genéticamente, ya que cada variedad manifest6 un numero de bandas
variado desde las primeras 12 horas (Adabella 10, Armida 11, Esmeralda 11 y
Esperanza 9 bandas de proteina), todos por perfiles coincidieron en la presencia de
algunas proteinas a una altura parecida como son las de 59 a 66, de 43 a 45, de 34 a
37, de 24 a 26, de 18 a 20 y de 9 a 10 kDa. Alina es la variedad que tuvo menos

proteinas desde el principio (con 6 bandas de proteina).
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VI. CONCLUSIONES

Se encontré que Esperanza es la mejor en calidad fisica y fisiologica (seguida de
Alina y Armida) al igual que en los parametros bioquimicos (seguida de Adabella y
Armida) de las cinco variedades de cebada estudiadas, ya que obtuvo los valores
estadisticamente mas altos en peso de mil semillas, en peso hectolitrico y en longitud
de plumula, asi como mayor cantidad de proteina en las fracciones de albimina,

globulina, glutelina y en actividad proteolitica.

Existe una relacién entre las caracteristicas bioquimicas de la semilla de cebada
durante el proceso de germinacion con relacion a los parametros de calidad fisica y
fisiol6gica, puesto que la variedad que demostré ser la mas alta en la mayoria de las
pruebas de calidad fisica y fisiologica, la cual fue Esperanza, lo fue también en sus

caracteristicas bioquimicas.

El patron electroforético de las cinco variedades de cebada fue similar, desde las
primeras 12 horas de germinacion presentaron un niamero de bandas de proteina de
reserva parecido: Armida y Esmeralda 11, Adabella 10 y Esperanza 9 bandas de
proteina, coincidiendo el punto de consumo de estas proteinas con el punto maximo
de actividad proteolitica de las cinco variedades de cebada (a las 60 horas de
germinacion). Alina es la variedad que tuvo menos bandas de proteinas desde el

principio (con 6 bandas de proteina).

Todas las variedades fueron influenciadas por los calendarios de riego (Calendario
de riego 1. 0-49-78 dds); Calendario de riego 2: 0-60-106 dds) en las pruebas de
calidad fisica, fisioldgica y bioquimica, tanto en sus analisis estadisticos individuales
como en conjunto; sin embargo el calendario de riego 2 estadisticamente fue mejor
gue el calendario de riego 1 en peso de mil semillas, en peso hectolitrico y en la

cantidad de proteina.
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El arreglo de siembra no afectd la calidad fisiol6gica, sin embargo la siembra a 2
hileras fue estadisticamente superior en peso de mil semillas, en cantidad de
proteina en la fraccion albumina y glutelina, en tanto que la siembra a 3 hileras
favorecié estadisticamente una mayor cantidad de proteina en las fracciones de

globulina y hordeina.
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VIl.  RECOMENDACIONES

e De las variedades de El Bajio se recomienda la variedad Armida y Alina por
sus altos rendimientos y Esperanza por obtener los valores estadisticamente
mas altos en los parametros fisicos, fisioldégicos y bioquimicos obtenidos en

este trabajo en comparacion con las otras cuatro variedades

e Para Valles Altos, se recomienda la variedad Esmeralda con respecto a
Adabella por ser superior estadisticamente en la mayoria de los parametros

fisicos, fisiol6gicos y bioquimicos evaluados.

e Es importante desarrollar un programa de mejoramiento genético donde
intervenga tanto productores como investigadores en cebada que cumpla con
la calidad requerida para malta y de alto rendimiento para Valles Altos,

tomando en consideracion las variedades estudiadas en esta investigacion.

e Continuar realizando pruebas mas especificas (como electroforesis
bidimensional o cromatografias) para identificacion de las proteinas presentes
en cebada, asi conocer su cantidad y poder definir su grado de participacion

dentro de la semilla y determinar diferencias mas especificas.
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IX. ANEXOS
Anexo 1. Terminologia empleada
A.C. Antes de cristo

Abs absorbancia

BApNA a—N-benzoil-L—arginina—p—nitroanilida

BSA albumina de suero bovino

CR1 calendario de riego 1

CR2 calendario de riego 2

dds dias después de siembra

DMSO dimetilsulféxido

FAO Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

g gramos

ha hectarea

IASA Impulsora Agricola

INCA Rural Instituto Nacional para el Desarrollo de Capacidades del Sector Rural

INIFAP Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas vy
Pecuarias
ISTA International Seed Testing Association, Asociacion Internacional de

Andlisis de Semillas

K potasio

Kcal Kilocalorias

kDa kilodaltones

L. Lineo

mg miligramos

mm milimetros

mM mili molar

msnm metros sobre el nivel del mar
N nitrogeno
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P fosforo

PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida

pNA p-nitroanilina

rpm revoluciones por minuto

SDS dodecil sulfato de sodio

SE Secretaria de Economia

SNICS Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de Semillas

TEMED N,N,N",N’"-tetrametilentilendiamina

ton toneladas
Tris 2-amino-2-hidroximetil-1,3 —propanodiol
ul microlitros
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Anexo 2. Estructura general de las gramineas

Estructura general de las Gramineas

-

Inflorescencia g Inflorescencia
Tallo

Tallo

m ; Hoja Ligula pilosa  Ligula membranosa
Hoja
Entrenudo Tipos de limbo

Racimo Panicula y seccion correspondiente
v \/ v

Nedo —x

\ Raiz fasciculada \ Raiz fasciculada

FORMULA FLORAL:
™ 9’ P palea + lodiculas (2-3) A 366 _(_;_(3)

DIAGRAMA FLORAL: ®

Ovario con estigma bifido

Eje de la espicula

Palea

Estambre

Lodiculas

LéiG Esquema de una espicula

Esquema de una flor

Esquema de una espicula
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Anexo 3. Fuentes de variacion y grados de libertad para el andlisis de varianza

Cuadro 34. Fuentes de variacion y grados de libertad para el analisis de varianza,
tipo de las pruebas fisicas (peso de mil semillas y peso hectolitrico), fisiolégicas
(porcentaje de germinacion estandar y longitud de plumula) y para la cuantificacion
de proteinas de las cinco variedades de semilla de cebada con un disefio

completamente al azar.

Fuentes de variacion Grados de libertad

Calendarios de riego (R) R-1=1

Variedades (material biologico) (V) V-1=4

Arreglo de siembra (hileras) (S) S-1=1

R*V (R-1) (V-1) = 4

R*S (R-1)(S-1)=1

S*V (S-1)(v-1) =4
R*S*V (R-1) (S-1) (V-1) = 4

Cuadro 35. Fuentes de variacion y grados de libertad para el analisis de varianza,
tipo de la cuantificacion de actividad proteolitica (umol pNA/min) de cinco variedades

de semilla de cebada con un disefio completamente al azar.

Fuentes de variacion Grados de libertad

Variedades (material biologico) (V) V-1=4

Tiempo de germinacion (horas) (C) C-1=9

Velocidad de hidrolisis (minutos) (T) T-1=6

V*C (V-1) (C-1) =36

V*T (V-1) (T-1) =24

C*T (C-1) (T-1) =54

V*C*T (V-1) (C-1) (T-1) = 216
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Anexo 4. Modo de preparacion del marcador estandar para electroforesis en geles de
poliacrilamida

Para ello se prepardé una solucion amortiguadora de muestra de amplio rango

descrita en del Cuadro 36.

Cuadro 36. Amortiguador de muestra de amplio rango

Reactivos Cantidad
Agua destilada 4.8 ml
Tris**}-HCI 0.5 M pH 6.8 1.2 ml
Glicerol® grado reactivo 1 ml
SDS*® 10% 2ml

Azul de bromo fenol* 0.1% 0.5 ml
*Dodecil sulfato sédico; **hidroximetilaminometano; “*USB®; 2J.T.Baker®: *GibcoBRL®ultraPURE ™

Del amortiguador de muestra de amplio rango se tomo 475 ul y se agrego 25 pl B-
mercapto-etanol grado reactivo (Aldrich®), a partir de esta solucién, se emplearon
100 ul y se le afiadié 5 ul de marcador estandar de peso molecular de amplio rango
(Bio-Rad®) para posteriormente pasar el marcador por 5 min en bafio Maria y

conservarlo a -4°C.
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Anexo 5. Andlisis de varianza (ANOVA) de las pruebas de calidad fisica y fisiol6gica

Cuadro 37. Cuadrados medios, grados de libertad y nivel de significancia estadistica
del andlisis de varianza conjunto en las pruebas de calidad fisica y fisiolégica en
semillas de cinco variedades de cebada en dos calendarios de riego (CR1 Y CR2) y

dos arreglos de siembra (2 y 3 hileras).

Cuadrados mediosa

Porcentaje de

o Peso de mil Peso A Longitud de
Fuente de Variacion GL : e germinacion >
semillas hectolitrico . plumula
estandar
Calendario de riego (R) 1  88.0362**  97.2493** 6.0500™  0.0644"™
R (rep) 6 1.0185 2.4459 3.3166 0.0179
Variedad (V) 4 135.8423* 56.5151** 16.8250** 9.7359*%*
Arreglo de siembra (S) 1 5.5714* 2.4040"™ 2.4500" 0.0009™
R*V 4 4.7379* 5.3131™ 12.1750%* 0.0691"™
R*S 1  14.8126**  6.0324" 36.4500%* 0.4851**
S*V 4  8.1596** 9.3214* 15.8250** 0.5318**
R*S*V 4 4.3491* 4.7079" 6.5750™ 0.1340*
Error 54 1.3420 2.6824 2.7240 0.0372
cVv8 (%) 2.6165 2.4748 1.6811 5.9427

&* ** Indica significancia estadistica al nivel 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; ™ Indica no
significativo; §CV: Coeficiente de Variacion.
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Figura 25. Comparacién de medias de peso de mil semillas (g) y peso hectolitrico

(kg/hl) entre las cinco variedades de cebada
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Figura 26. Comparacion de medias entre las cinco variedades de cebada en vigor

(longitud de plumula en cm)

Cuadro 38. Cuadrados medios, grados de libertad y nivel de significancia estadistica
del analisis de varianza en el calendario de riego 1 (CR1) en dos arreglos de siembra

(2 y 3 hileras) de las pruebas de calidad fisica y fisiol6gica en cinco variedades de

cebada.
Cuadrados medios®
Fuente de G Peso de mil Peso Porce_ntajg,de Longitud de
o ; g germinacion 2
Variacion semillas hectolitrico . plumula
estandar

Arreglo  de % ns ns *k
siembra (S) 1 19.2765 8.0263 10.0000 0.2640
Variedad (V) 4 93.1045%* 30.0107** 22.4000%* 4.1606**
S*V 4 4.5914* 9.3920* 12.0000* 0.2971**
Error 30 1.4083 2.8744 3.3333 0.0304
cvs (%) 2.7454 2.6052 1.8649 5.4202

&* ** Indica significancia estadistica al nivel 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; ™ Indica no
significativo; Scv: Coeficiente de Variacion.
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Cuadro 39. Cuadrados medios, grados de libertad y nivel de significancia estadistica
del analisis de varianza en el calendario de riego 2 (CR2) en dos arreglos de siembra

(2 y 3 hileras) de las pruebas de calidad fisica y fisioldgica en cinco variedades de

cebada.
Cuadrados medios®
Fuente de Peso de mil Peso Porceptajg'de Longitud de
o G : o germinacion >
Variacion semillas hectolitrico . plumula
estandar

Arreglo  de ns ns *ok *
siembra (S) 1 1.1075 0.4100 28.9000 0.2220
Variedad (V) 4 47 4757 31.8175** 6.6000* 5.6445%*
S*V 4 7.9172** 4.6373™ 10.4000** 0.3688**
Error 30 1.2110 2.4432 2.2333 0.0401
cve (%) 2.4280 2.3232 1.5179 6.1200

&* ** Indica significancia estadistica al nivel 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; ™ Indica no
significativo; §CV: Coeficiente de Variacion.

Anexo 6. Andlisis de varianza (ANOVA) en la cuantificacién de proteinas de reserva
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(mg proteina/g harina
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Adabella Alina Armida Esmeralda @ Esperanza
m Albumina 4.318 3.992 4.963 4.790 5.000

Globulina 6.498 6.017 6.131 6.202 6.518
m Hordeina 17.469 15.911 15.503 13.599 16.352
m Glutelina 5.102 4.531 4.883 4.945 5.223

Figura 27. Comparacién de medias de cuantificacion de proteinas de reserva (mg
proteina/g harina) de cada fraccion proteica entre las cinco variedades de cebada
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Cuadro 40. Cuadrados medios, grados de libertad y nivel de significancia estadistica
del andlisis de varianza conjunto de dos calendarios de riego (CR1 y CR2) y dos
arreglos de siembra (2 y 3 hileras) en la cuantificacion de proteinas de semilla de

cinco variedades de cebada.

Cuadrados mediosa

Fuente de Variacion GL Cuantificacion de proteinas de reserva
Albumina Globulina Hordeina Glutelina

Calendario riego (R)

R (rep)
Variedad (V)

6.5156** 3.6825**  136.4508** 22.8028**
0.0303 0.0569 0.4356 0.0239
3.1074** 0.8048**  32.1232**  1.1083**
2.7450%* 7.1928**  79.8600**  0.0232™

1

6

4

Arreglo siembra (S) 1
R*V 4 0.2352** 5.7118** 6.3721** 1.2962**

1

4

4

R*S 2.1638** 3.6244**  41.7865**  11.1863**
S*V 2.9749%* 4.5510**  104.6697**  1.9560**
R*S*V 2.1906**  10.5405**  54.4744**  1.7740**
Error 54 0.0141 0.0414 0.1433 0.0145
cVvE (%) 2.5775 3.2443 2.4010 2.4397

&* ** Indica significancia estadistica al nivel 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; ™ Indica no
significativo; §CV: Coeficiente de Variacion.

Cuadro 41. Cuadrados medios, grados de libertad y nivel de significancia estadistica
del analisis de varianza en el calendario de riego 1 (CR1) y de dos arreglos de

siembra (2 y 3 hileras) en la cuantificacion de proteinas de cinco variedades de

cebada.
Cuadrados mediosa
oaciG .
Fuente de Variacion GL ' C_uantl |caC|on. de protelnas', de reserva _

Albumina  Globulina Hordeina Glutelina
Arreglo de siembra (S) 1 4.8916**  0.3027*  3.0558**  6.1144**
Variedad (V) 4 2.2626%*  4.6347**  28.0909**  1.4432**
S*V 4 4.2888** 12.8343** 71.4159**  0.3474**
Error 30 0.0116 0.0649 0.1370 0.0166
cVvE (%) 2.4990  4.2062 2.5604 2.9296

&* ** Indica significancia estadistica al nivel 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; ™ Indica no
significativo; 8cv: Coeficiente de Variacion.
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Cuadro 42. Cuadrados medios, grados de libertad y nivel de significancia estadistica
del analisis de varianza en el calendario de riego 2 (CR2) de dos arreglos de siembra

(2 y 3 hileras) en la cuantificacion de proteinas de reserva de cinco variedades de

cebada.
Cuadrados medios®
o Cuantificacion de proteinas de reserva
Fuente de Variacion GL — - . -

Albumina Globulina  Hordeina Glutelina
Arreglo de siembra (S) 1 0.0172"™ 10.5144** 118.5906** 5.0951**
Variedad (V) 4 1.0799** 1.8819**  10.4044**  0.9613**
S*V 4 0.8766**  2.2572** 87.7283**  3.3827**
Error 30 0.0198 0.0210 0.2080 0.0142
cVE (%) 2.8748 22341 2.6714 2.1834

&* ** Indica significancia estadistica al nivel 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; "™ Indica no
significativo; §CV: Coeficiente de Variacién.

Anexo 7. Analisis de varianza (ANOVA) en la cuantificacion de actividad proteolitica

Cuadro 43. Cuadrados medios, grados de libertad y nivel de significancia estadistica
del analisis de varianza, en la cuantificacion de actividad proteolitica de semilla de

cinco variedades de cebada.

Cuadrados mediosal

Fuente de Variacion GL Cuantificacion de actividad proteolitica

Variedades (V) 4 14.0821**
Tiempo de germinacién (C) 9 11.1370**
Velocidad de hidrdlisis (T) 6 7.4445%*
vV*C 36 0.9692**
VT 24 0.0074"
C*T 54 0.1240"™
V*C*T 216 0.0058™
Error 1750 0.1470

cVE (%) 14.3085

&* ** |ndica significancia estadistica al nivel 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente; ™ Indica no
significativo; Scv: Coeficiente de Variacion
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Figura 28. Comparacién de medias de cuantificacién de actividad proteolitica (umol

pNA /min) entre las cinco variedades de cebada
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Adabella 1135 | 1.742 | 1476 | 2251 | 2579 | 1.895 | 1377 | 1.144 | 0529 | 0.592
mAlina 00952 | 1208 | 1619 | 1624 | 1975 | 2426 | 1562 | 0568 | 0.577 | 0.714
Armida 1149 | 0946 | 1568 | 2324 | 1994 | 1382 | 1430 | 1.004 | 0.407 | 0.597
mEsmeralda| 1.277 | 0.811 1624 | 2127 | 2305 | 1974 | 1837 | 0.862 | 0.207 | 0.550
mEsperanza| 1526 | 1496 | 1.849 | 2183 | 2357 | 1.855 | 1.491 0.803 | 0.461 0.607

Figura 29. Comparaciéon de medias de la velocidad de hidrélisis enzimatica (umol
pNA/min/100,000) durante en proceso de germinacion (120 horas) entre las cinco

variedades de cebada
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Anexo 8. Calculo de pesos moleculares de las proteinas presentes en los patrones
electroforéticos

Cuadro 44. Calculo de pesos moleculares de las proteinas presentes en el patron

electroforético de la variedad Adabella

Célculos para obtener peso molecular de los patrones electroforéticos

PM (kDa) Dbistancia Distancia Ec_ua}ci(_')n PM (kDa) de
marcador andas Rf log PM bandas Rf polinomica bandgs o_IeI g_el
marcador (mm) muestra (mm) orden 3 de poliacrilamida

200.00 1 0.017 5.298 12.000 0.200 4.080 59.125
116.25 5 0.083 4.756 14.000 0.233 3.944 51.630
97.40 6 0.100 4.579 17.000 0.283 3.771 43.419
66.20 10 0.167 4.193 20.000 0.333 3.624 37.470
45.00 17 0.283 3.807 26.000 0.433 3.360 28.793
31.00 25 0.417 3.434 28.000 0.467  3.269 26.286
21.50 32 0.533 3.068 30.000 0.500 3.171 23.821
14.40 37 0.617 2.667 33.000 0.550 3.002 20.118
6.50 45 0.750 1.872 38.000 0.633 2.635 13.938
41.500 0.692  2.290 9.873

Distancia total del gel de poliacrilamida = 60 mm
Ecuacion polindmica de orden 3

y = -15.423x% + 18.281x? - 9.812x + 5.4342

Rz =0.999

PM: peso molecular; kDa: kilodaltones; Rf: movilidad electroforética relativa;
Log PM: logaritmo natural; mm: milimetros
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Cuadro 45. Calculo de pesos moleculares de las proteinas presentes en el patron
electroforético de la variedad Alina.

Célculos para obtener peso molecular de los patrones electroforéticos

PM (kDa) Dbistancia Distancia Ec_ua}ci(_')n PM (kDa) de
marcador andas Rf log PM bandas Rf  polinbmica bandgs d_eI g_el
marcador (mm) muestra (mm) orden 3 de poliacrilamida

200.00 2.0 0.032 5.298 12.400 0.197 4.170 64.684
116.25 6.0 0.095 4.756 18.500 0.294  3.817 45.467
97.40 8.0 0.127 4.579 23.500 0.373 3.622 37.428
66.20 12.0 0.190 4.193 30.000 0.476  3.409 30.233
45.00 19.5 0.310 3.807 33.500 0.532 3.278 26.509
31.00 28.0 0.444 3.434 40.000 0.635 2.931 18.752
21.50 37.0 0.587 3.068

14.40 44.5 0.706 2.667

6.50 50.0 0.794 1.872

Distancia total del gel de poliacrilamida = 63 mm
Ecuacion polindmica de orden 3

y = -16.661x% + 21.137x% - 10.963x + 5.6355

Rz =0.9981

PM: peso molecular; kDa: kilodaltones; Rf: movilidad electroforética relativa;
Log PM: logaritmo natural; mm: milimetros
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Cuadro 46. Calculo de pesos moleculares de las proteinas presentes en el patron
electroforético de la variedad Armida.

Célculos para obtener peso molecular de los patrones electroforéticos

PM (kDa) Dbistancia Distancia Ec_ua}ci(_')n PM (kDa) de

marcador andas Rf log PM bandas Rf  polinbmica bandgs d_eI g_el

marcador (mm) muestra (mm) orden 3 de poliacrilamida
200.00 15 0.025 5.298 5.000 0.083 4.817 123.554
116.25 6.0 0.100 4.756 8.000 0.133 4.468 87.223
97.40 7.0 0.117 4.579 12.000 0.200 4.093 59.940
66.20 10.0 0.167 4.193 16.000 0.267 3.797 44.586
45.00 16.0 0.267 3.807 20.500 0.342 3.528 34.070
31.00 23.0 0.383 3.434 24.000 0.400 3.344 28.342
21.50 29.0 0.483 3.068 27.000 0.450 3.190 24.294
14.40 35.5 0.592 2.667 28.500 0.475 3.111 22.443
6.50 44.0 0.733 1.872 32.500 0.542 2.880 17.823
36.500 0.608 2.602 13.496
40.000 0.667 2.301 9.981

Distancia total del gel de poliacrilamida = 60 mm
Ecuacion polinémica de orden 3

y =-13.91x° + 17.258x* - 10.205x + 5.5553

R? =0.9988

PM: peso molecular; kDa: kilodaltones; Rf: movilidad electroforética relativa;
Log PM: logaritmo natural; mm: milimetros
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Cuadro 47. Calculo de pesos moleculares de las proteinas presentes en el patron
electroforético de la variedad Esmeralda.

Célculos para obtener peso molecular de los patrones electroforéticos

PM (kDa) Dbistancia Distancia Ec_ua}ci(_')n PM (kDa) de

marcador andas Rf log PM bandas Rf  polinbmica bandgs d_eI g_el

marcador (mm) muestra (mm) orden 3 de poliacrilamida
200.00 1.0 0.017 5.298 10.500 0.175 4.193 66.237
116.25 4.5 0.075 4.756 15.000 0.250 3.869 47.877
97.40 6.0 0.100 4.579 16.000 0.267 3.807 45.001
66.20 10.0 0.167 4.193 17.000 0.283 3.748 42.422
45.00 16.5 0.275 3.807 18.000 0.300 3.691 40.095
31.00 25.0 0.417 3.434 23.000 0.383 3.435 31.042
21.50 30.0 0.500 3.068 27.500 0.458 3.216 24.924
14.40 35.5 0.592 2.667 29.000 0.483 3.139 23.083
6.50 45.0 0.750 1.872 32.000 0.533 2.973 19.551
37.000 0.617 2.637 13.965
41.000 0.683  2.288 9.856

Distancia total del gel de poliacrilamida = 60 mm
Ecuacion polinémica de orden 3

y =-12.788x% + 15.512x? - 9.1702x + 5.3915
R?=0.9974

PM: peso molecular; kDa: kilodaltones; Rf: movilidad electroforética relativa;
Log PM: logaritmo natural; mm: milimetros
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Cuadro 48. Calculo de pesos moleculares de las proteinas presentes en el patron

electroforético de la variedad Esperanza.

Célculos para obtener peso molecular de los patrones electroforéticos

PM (kDa) Dbistancia Distancia Ec_ua}ci(_')n PM (kDa) de
marcador andas Rf log PM bandas Rf  polinbmica bandgs d_eI g_el
marcador (mm) muestra (mm) orden 3 de poliacrilamida
200.00 1.0 0.016 5.298 10.400 0.170 4.159 64.033
116.25 4.0 0.066 4.756 15.500 0.254 3.812 45.261
97.40 55 0.090 4.579 20.500 0.336  3.561 35.203
66.20 9.5 0.156 4.193 26.500 0.434 3.304 27.211
45.00 16.5 0.270 3.807 28.000 0.459  3.237 25.464
31.00 25.0 0.410 3.434 29.500 0.484  3.167 23.744
21.50 315 0.516 3.068 34.000 0.557 2.923 18.588
14.40 36.5 0.598 2.667 37.500 0.615 2.678 14.553
6.50 45.5 0.746 1.872 42.000 0.689  2.263 9.610

Distancia total del gel de poliacrilamida = 61 mm
Ecuacion polindbmica de orden 3

y = -15.378x> + 18.242x* - 9.789x + 5.3743

Rz =0.997

PM: peso molecular; kDa: kilodaltones; Rf: movilidad electroforética relativa;
Log PM: logaritmo natural; mm: milimetros
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Anexo 9. ler Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia Agropecuaria y ler

Simposium en Produccién y Tecnologia de Semillas
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