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RESUMEN

El caracter stay green en cebada (Hordeum vulgare L.) ha sido poco investigado y
carece de informacion de su causa, estabilidad y el papel que desempefia. Sin embargo, se
conoce que se trata de una actividad metabdlica de la planta (funcional) o puede deberse
a una simple acumulacién de pigmentos (cosmético), lo que hace que sea de gran utilidad
en la produccién y mejoramiento de especies con fines forrajeros y produccion de
semillas. Se estudio la estabilidad del caracter stay green en 20 nuevas lineas progenie de
cebada forrajera imberbe y la calidad de forraje y semilla en tres localidades (San Pedro
de las Colonias, Coahuila; Zaragoza, Coahuila y Navidad, Nuevo Ledn), mediante
evaluaciones de campo y laboratorio en cuatro etapas: 1) La estabilidad del carécter stay
green a través de tecnologia infrarroja y estudio estomatico en dos muestreos, a los 75y
90 dias después de la siembra (dds); 2) Seleccion de progenies en base a rendimiento y
calidad de semilla-forraje, con pruebas fisicas, fisiologicas ybioquimicas; 3) Respuesta de
genotipos sobresalientes a la adicion de nitrégeno en la expresion del caracter stay green,
rendimiento y calidad de semilla-forraje en tres muestreos (75, 90 y 105 dds); 4)
Genotipificacion de progenies sobresalientes y sus progenitores mediante microarreglos
(Dartseq), secuenciacion (Novaseq 6000) y alineamiento de secuencias con biomoléculas
involucradas en la fotosintesis y el stay green. Se realizaron analisis de varianza como
parcelas divididas, comparaciones de medias con la DMS (o < 0.05), analisis de regresion,
de componentes principales (ACP) y de conglomerados (AC). En la etapa 1, se detectaron
diferencias altamente significativas (p<0.01) en todas las variables, San Pedro-Coahuila a
90 dds obtuvo los mayores valores en el ICC (50 - 55 Spad) y del estudio estomatico en
el largo de estomas (50 - 60 um), sobresaliendo cuatro progenies con alto rendimiento de
forraje (11.80 t hal). EI AC en ambos dias de muestreo identifico la asociacion entre la
temperatura de dosel y el ancho de estomas, asi como el indice de vegetacion diferencial
normalizado (NDVI) con el rendimiento de forraje; ademas de identificar una asociadn
estrecha entre los indices estomaticos y el largo de estomas de ambas superficies de la
hoja bandera con el indice de contenido de clorofila. En la etapa 2, se detectaron
diferencias altamente significativas en la mayoria de variables calidad de semillas:

Zaragoza-Coahuila produjo mayor rendimiento (RENDS= 2.72 t hal), peso de mil
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semillas (PMS=57.2 g) y vigor (longitud media de radicula (LMR) de 13.9 cm pl™ y peso
seco de plantula (PS) de 21.7 mg pl), siendo la mayoria de las progenies superiores a
los testigos, sobresalieron las progenies CANI-9, CANI-10, CANI-15,CANI-63, CANI-
69, CANI-70 y CANI-77 con alto RENDS (1.60 t ha?), alta calidad fisica en PMS (41.78
g) y calidad fisiologica en las plantulas normales (93.57 %), asi como alto vigor en LMP
(11.43 cm plY). En la calidad nutritiva de forraje, las progenies CANI-9, CANI-85. CANI-
99 y CANI-108 resultaron con alta proteina cruda (17.9 %) y mayor cantidad de leche en
base seca (1477.5-1519.5 Litros). EI ACP y AC identificaron una asociacion positiva y
significativa de la altura de planta y la etapa fenologica (r=0.63), cobertura (r=0.86),
proteina cruda (r=0.72), almiddn (r=0.84), pero negativo con NDVI (r=-0.80); mientras
que el contenido de clorofila tuvo una correlacion positiva y significativa con la
digestibilidad in vitro (r=0.83), contenido de cenizas (r=0.64). Las progenies CANI-10,
CANI-82, CANI-104 y CANI-130 se difereciaron por los mayores valores de altura de
planta (110.00 cm), temperatura de dosel (18.74 °C) y contenido de fibra detergente acida
(38.51 %), pero producen menos leche (1361.50 L. En la etapa 3, se encontraron
respuestas altamente significativas a la adicion de nitrogeno en las variables,
estableciendo que en Zaragoza-Coahuila a partir de una dosis de 150 Kg N ha, a los 75
dds, CANI-85y GABYANO95 registraron la mayor altura de planta (107.5 cm), cobertura
de terreno (91.6 %), rendimiento de forraje (9.0 t hat), indice de verdor (0.78) y contenido
de clorofila (41.9 Spad). El analisis de regresion del indice verdor indic6 una respuesta de
CANI-85 superior al progenitor GABYAN95 a los 75 dds, asi como del contenido de
clorofilalos cuales declinaron conforme el avance del desarrollo del cultivo. En la etapa
4, la informacién del secuenciador identificé 52,337 marcadores SilicoDArt de alta
calidad, 3,307 marcadoresSNPs (Single nucleotidos of polymorfim), un polimorfismo de
91.82% con 148.049 alelos efectivos y un indice de diversidad de Shannon 69.8%,
llegando a mostrar efectividad en la tecnologia DArtseq en el analisis de genomas en
cebadas. El analisis de alineamiento de frecuencias de ADN amplificadas de los
cromosomas Yy secuencias de las biomoléculas (localizadas en Genbank y Uniprot)
permitio identificar secuencias de alelos homocigoto-dominantes de 88 a 100% de
similitud en biomoléculas con actividad fotosintética y stay green, reconociendo a seis

lineas progenie con la proteina y gen stay
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green. En conclusion, las progenies de cebada forrajera imberbe como CANI-15, CANI-
85, CANI-99 y CANI-128 tienen mayor estabilidad del carécter stay green detectada por
la tecnologia infrarroja, aportando mayor altura de planta, rendimiento de forraje,
actividad fotosintética y resistencia. En el rendimiento y calidad de semillas, CANI-80,
CANI-85, CANI-99, CANI-103, CANI-104, CANI-G108, CANI-128 y CANI-131 son
candidatos potenciales para su registro como variedades. En la produccién y calidad
nutritiva de forraje, CANI-1, CANI-15, CANI-82, CANI-85, CANI-104, CANI-128 son
buena opcidn para los productores lecheros. En condiciones semiaridas, GABYAN95 y
CANI-85 a 70-75 dds, requieren dosis de 150 Kg Nha? para obtener alto indice de
verdor y rendimiento de forraje. En Zaragoza-Coahuila, GABY AN95 requiere dosis 0- 60
Kg Nha'y CANI-85 120 Kg Nha™ para tener altos rendimientos y calidad de semillas.
La informacion de los microarreglos dados por SNPs y el uso de la plataforma
DArTseq™, son dtiles en la genotipificacion de cebadas, por detectar diferencias en
secuencias homocigotas dominantes, recesivas y heterocigotas al tener similitudes por la
distancia de ligamiento. Existe similitud entre las progenies y el progenitor GABY AN95
debido a la dominancia en los alelos localizados en los cromosomas 2H, 3H, 4H y 5H
relacionados en la actividad fotosintética y el stay green. Se detecté un alto porcentaje
de coincidencia en las secuencias del progenitor y sus progenies con mas 12 nucleétidos
de moléculas: Fosfoenolpiruvato carboxikinasa; Protoclorofilido oxido reductasa A y B;
Acido abscisico; Proteina stay green inducible a la senescencia en cloroplasto y Gen stay
green SGR.
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ABSTRACT

The understanding of the stay green characteristic in barley (Hordeum vulgare L.), has
been little investigated and lacks information on its cause, stability and the role it plays,
it is known that it is a metabolic activity of the plant (functional) or it may be due to a
simple accumulation of pigments (cosmetic); which makes it very useful in the production
and improvement of species for forage purposes and seed production. Stability of the stay
green character was studied in 20 new lines progenie of awnless forage barley and the
quality of forage and seed in three locations (San Pedro de las Colonias, Coahuila;
Zaragoza, Coahuila and Navidad, Nuevo Leon), through field and laboratory evaluations
in four stages: 1) Stability of the stay green character through infrared technology and
stomatal study in two samplings, at 75 and 90 days after sowing (das); 2) Selection of
progeny based on yield and quality of seed-forage, with physical, physiological and
biochemical tests; 3) Response of outstanding genotypes to the addition of nitrogen in the
expression of the stay green character, yield and quality of seed-forage in three samplings
(75, 90 and 105 das); 4) Genotyping of outstanding progeny and their progenitors by
microarrays (Dartseq), sequencing (Novaseq 6000) and sequence alignment with
biomolecules involved in photosynthesis and stay green. Variance analyzes were
performed as divided plots; comparisons of means with the DMS (a < 0.05); regression,
principal components (PCA) and cluster (AC) analysis. In stage 1, differences were
detected (p<0.01) in the variables, San Pedro-Coahuila at 90 das, obtained the highest
values in the variables of infrared technology and the stomatal study, standing out four
progeny with high forage yield (11.80 t hat). The canopy temperature and the Normalized
Difference Vegetation Index (NDVI) had a negative and significant correlation with the
stomatal index of the upper and lower surfaces of flag leaf; but positive with the stomatal
density of both leaf surfaces. While the NDV I with stomatal density of the upper and lower
surfaces of flag leaf had a negative and significant association, and positive with the
stomatal index of both leaf surfaces. In stage 2, highly significant differences were
detected in most of the seed quality variables; Zaragoza-Coahuila produced higher vyield,
weight and vigor of seeds, and most of the progenies outperformed the controls, showing
higher yield, weight of a thousand seeds, germination and vigor, standing out two

progenies with higher seed
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yield (2.5-3 tha 1); another five progeny with high germination and vigor (greater than 95
and 70%, respectively). In the nutritional quality of forage, four progeny had high crude
protein (17.9%) and a higher quantity of milk on a dry basis (1477.5-1519.5 Liters). The
ACP and AC identified a positive and significant association between plant height and
chlorophyll content, ash content, minerals and seed vigor; another related the canopy
temperature with the quality of the seeds, and another related the greenness index with
the nutritional quality of the forage. Three progenies were characterized by the highest
values in plant height, forage yield, chlorophyll content, milk production, yield and seed
germination; while another group of three progeny by the greenness index, plant height,
chlorophyll content, yield and vigor of seeds, crude protein, neutral detergent fiber and
crude fat. In stage 3, highly significant responses were found to the addition of nitrogen
in the variables, establishing that in Zaragoza-Coahuila from a dose of 150 Kg N ha, at
75 das, CANI-85 and GABYAN95 recorded the higher plant height,ground cover, forage
yield, greenness index and chlorophyll content. The regression analysis of the greenness
index indicated a response of CANI-85 superior to the GABYAN95 parent at 75 das, as
well as the chlorophyll content, which declined as the growth progressed. At stage 4, the
sequencer information identified 52,337 high quality SilicoDArt markers; 3,307 SNPs
(Single nucleotides of polymorphism) markers; a polymorphism of 91.82% with 148,049
effective alleles and a 69.8% Shannon diversity index, showing effectiveness in DArtseq
technology in the analysis of genomes in barley. The analysis of the alignment of
amplified DNA frequencies of the chromosomesand sequences of the bio-molecules
(located in Genbank and Uniprot), identified sequences of homozygous-dominant alleles
of 88 to 100% similarity in biomolecules with photosynthetic and stay green activity,
recognizing six progeny lines with the stay green protein and gene. In conclusion,
beardless forage barley progenies such as CANI- 15, CANI-85, CANI-99 and CANI-128
have greater stability of the stay green character detected by infrared technology,
providing greater plant height, forage yield, photosynthetic activity and resistance.
Regarding seed yield and quality, CANI-80,CANI-85, CANI-99, CANI-103, CANI-104,
CANI-G108, CANI-128 and CANI-131 are

potential candidates for registration as varieties. In the production and nutritional quality
of forage, CANI-1, CANI-15, CANI-82, CANI-85, CANI-104, CANI-128 are a good

XXV



option for dairy producers. In semi-arid conditions, GABYAN95 and CANI-85 at 70-75
das, require doses of 150 Kg Nha! to obtain a high greenness index and forage yield. In
Zaragoza-Coahuila, GABYANO95 requires doses 0-60 Kg Nha® and CANI-85 120 Kg
Nha-1 to have high yields and quality of seeds. The information of the microarrays given
by SNPs and the use of the DArTseq™ platform are useful in the genotyping of primes,
by detecting differences in homozygous dominant, recessive and heterozygoussequences
by having similarities by the distance of ligation. There is similarity between the progeny
and the parent GABYAN95 due to the dominance in the alleles located on chromosomes
2H, 3H, 4H and 5H related in photosynthetic activity and stay green. A high percentage
of coincidence was detected in the sequences of the parent and its progeny with more than
12 nucleotides of molecules: Phosphoenolpyruvate carboxykinase; Protochlorophyllido
oxide reductase A and B; Abscisic acid; Stay green protein inducible to senescence in

chloroplast and Gen stay green SGR.
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. INTRODUCCION

La cebada (Hordeum vulgare L.) es un cultivo originario de Asia y Africa (Etiopia),
y se considera como una de las plantas més antiguas del mundo, ya que se cultivo
originalmente en Egipto, Grecia y China. En la mayor parte de Europa, Estados Unidos y
Canada se siembra en la época de primavera. Es resistente a la sequia y puede cultivarse
en suelos poco profundos y pedregosos. Existen algunas variedades que son resistentes a
la salinidad, con lo cual se mejoran los rendimientos en zonas de litoral. Se desarrolla
desde el nivel del mar hasta més de 4 mil metros sobre el nivel de éste (Newman et al.,
2008).

De acuerdo con su volumen de produccion, la cebada ocupa el cuarto lugar en
importancia en el mundo, después del maiz, trigo y arroz, cultivos que pertenecen al grupo
de cereales de mayor importancia, tanto por su produccién como por el volumen que se
destina al consumo humano. Sin embargo, la cebada junto con sorgo, avena y centeno
(conocidos como cultivos secundarios) se producen en menor cantidad, entre ellos destaca
cebada por obtener una mayor produccion. La demanda de consumo se centra
fundamentalmente en Arabia Saudita, Canada, China, Estados Unidos, Rusia, Turquia,
Ucrania y la Unién Europea para la elaboracion de cerveza (FAO, 2020).

En México, ademas de ser el principal insumo en la industria cervecera, tiene la
competencia de adaptacion, rendimiento y nutritiva para ser una buena alternativa dentro
de las variedades forrajeras (Colin et al., 2007), abarcando su utilidad desde pastoreo,
corte y almacenaje en silos, asi como para cosecha tanto en grano como en verde para
forraje, especificamente como alimento en la avicultura, en el ganado porcino y bovino.
Este Gltimo es el mas importante de los propositos en tener alternativas de produccién de
forraje en la ganaderia lechera, ya que a lo largo de la historia, se tiene una brecha
substancial entre la produccién nacional y la demanda de leche en México, donde el
consumo de lacteos por habitante en el pais ha alcanzado niveles elevados, por el
crecimiento poblacional (Loeray Banda, 2017).

A razon de la fuerte necesidad de abastecer forraje y apoyar con la agroindustria
para permanecer competitivamente en el mercado, en los Gltimos afios se han generado

lineas imberbes de cebada forrajera, con una cierta caracteristica de stay green,



probablemente debida a la ocurrencia de una lenta movilizacion de nutrientes hacia la
espiga o mayor permanencia del follaje.

Estas caracteristicas se han estudiado en otras especies de cultivos como ballico,
sorgo, arroz, y trigo donde el stay green se asocia con la retencion de la capacidad de la
fotosintesis y rendimiento de grano (Gentinetta et al., 1986; Thomas y Howarth, 2000).
Sin embargo, en cebada a pesar de que se ha detectado dicha caracteristica stay green, no
se tiene informacion alguna de la causa y estabilidad de la misma o el papel que
desempefia, ya sea en la actividad metabdlica de la planta (funcional) o solo en
acumulacion de pigmentos (cosmético), lo que podria ser de gran utilidad en la produccion
y mejoramiento de la especie con fines forrajeros.

La ocurrencia del caracter stay green se ha estudiado desde puntos de vista diversos:
determinacion visual, fisiologica o marcadores moleculares. Desde el punto de vista
fisioldgico, la degradacion de la clorofila es una conversion de la Chl “a” en una Chl “5”
durante el proceso de senescencia foliar en el reverdecimiento o0 reverdecimiento
inducido, esta relacion se mantiene estable o incrementa (Gay y Thomas, 1996).

Otros estudios han demostrado que la presencia de proteinas activas, hormonas o
condiciones de estrés por el ambiente (intensidad de luz solar, CO2, temperatura, déficit
hidrico) causan cambios en el metabolismo de la planta, promoviendo la sintesis de
clorofilas en tejido senescente o manteniendo la capacidad de fotosintesis en la planta
(Wingler et al., 2004; Vickova et al., 2006; Martinez et al., 2008). La evaluacion del
desarrollo de los cultivos en diferentes condiciones ambientales a través de tecnologias no
destructivas, con el uso de sensores infrarrojos, permite identificar la presencia de
biomoleculas como el contenido de clorofila, que han sido correlacionados con valores
agrondémicos como produccion de materia seca, rendimiento de grano, altura de planta,
etc. (Gregor y Marsalek, 2004; Teal et al., 2006; Freeman et al., 2007; Reynolds et al.,
1999; Jordan et al., 2012; Raun et al., 2008).

Desde el punto de vista molecular, se ha detectado la presencia de genes con la
expresion o silenciamiento de proteinas que retardan la senescencia en algunas especies,
logrando generar hasta plantas mutantes con caracteristicas de stay green, estableciendo

con alta precision la presencia de genes o la descripcion completa de la secuencia



molecular a través de diferentes técnicas de secuenciacion que provocan tal manifestacion
de stay green (Cha et al., 2002; Zhou et al., 2011; Ramkumar et al., 2019). Actualmente,
la tecnologia Dartseq permite secuenciar con gran rapidéz y confiabilidad el genoma de
especies a un costo relativamente bajo, con la posibilidad de detectar las secuencias
dominantes Ilamadas SNPs (Single Nucleotides Polymorphsm) entre individuos de interés,
ademas de identificarlas en coincidencia con alguna secuencia de nucleotidos que forma
parte de una biomolécula con actividades fotosintéticas o que esté asociada la

caracteristica stay green (Sakuraba et al. 2015; So etal., 2017).



Il.  ANTECEDENTES

2.1 Origen de la cebada (Hordeum vulgare L.)

La cebada (Hordeum vulgare L.) fue una de las primeras especies domesticadas,
originaria del suroeste de Asia y Africa. En la antigiiedad, la clasificaron en dos tipos, por
un lado, estaba la distica o galatica de dos carreras y por otro la cebada hexastica o
caballuda de seis carreras (Bothmer et al., 2003). También por ser un cereal de grano
pequefio, fue clasificada por la época del afio en dos tipos de variedades, conocidas como
“de invierno” y “de primavera”, por sembrarse en diferentes estaciones del afio. Ademas,
a lo largo de los afios, se han realizado intensos estudios referidos a su variabilidad
morfolégica, distribucion de especies, ecologia y capacidad de cruzamiento aspecto muy
importante desde el punto de vista de la mejora de la cebada cultivada (Fedak, 1985).
Respecto a su distribucion se localiza al oeste de Asia y Africa del Norte,asi como en
Europa (Orabi et al., 2007).

Las cebadas cultivadas se clasifican en cebadas de dos carreras (Hordeum vulgare
distichum) y cebadas de seis carreras (Hordeum vulgare hexastichum). La cebada tipo
distica de dos carreras, fue la primera en ser descrita, posiblemente por proceder de una
especie similar a la actual Hordeum vulgare, subespecie spontaneum; mientras las
cebadas de cuatro y seis carreras actuales, ha sido el resultado de mutaciones ocurridas
en la naturaleza. En ambas se insertan en el mismo punto, sobre cada articulacion del
raquis, tres espiguillas, siendo fértil solo la central y estériles las laterales en la cebada
de dos carreras, y las tres fértiles en la cebada de seis carreras, en la que los granos laterales
son ligeramente disimétricos (Bothmer et al., 2003).

2.2 Descripcion botanica

La cebada es una planta anual, que puede llegar a medir en promedio hasta 120 cm,
con dos sistemas de raices, seminales y adventicias cubiertas de pelos absorbentes, de
profundidad dependiendo de la condicion, textura y estructura del suelo, asi como de la

temperatura (Box, 2008). Las raices seminales desaparecen en la planta adulta y las



adventicias se desarrollan en la base del tallo y son numerosas, mas grandes y ramificadas
que las raices seminales. El tallo tiene una estructura cilindrica con entrenudos huecos
separados por articulaciones transversales con septos (Figura 2.1), contiene una corona
principal con potencial de producir macollos secundarios. El nimero y longitud de
macollos por planta esta influenciado por la densidad de siembra, el genotipo y los factores
ambientales.

Puede tener de seis a once entrenudos, de los cuales; el entrenudo basal es el méas
corto, y el didametro de los entrenudos disminuye hacia la parte superior de la planta
(Figura 2.1). El pedinculo es la ultima parte del tallo entre el entrenudo y el collar que
marca la transicion hacia el raquis en la espiga (Newman y Newman, 2008).

Figura 2.1 Cultivo de cebada (Hordeum vulgare L.); A) Apariencia general, donde el didmetro del tallo
disminuye en la parte superior de la planta; B) Estructura del tallo cilindrico; C) Estructura y posicién de
las hojas (ancho de 5-15 mm y longitud de 20-40 cm).

Las hojas son lineales 5-15 mm de ancho, ubicadas alternadamente en el tallo
(Figura 2.1), su estructura es de envoltura, ld&mina, auriculas y ligula. La vaina rodea
completamente el tallo. La ligula y auriculas distinguen la cebada de otros cereales y son
muy Utiles para la identificacion ya que son lisas, envuelven al tallo y pueden ser
pigmentados con antocianinas.

La hoja superior, llamado la hoja bandera, es a menudo la hoja mas pequefia (Figura
2.2). No obstante, su vaina estd mas desarrollada y ofrece proteccion a la espiga tierna
antes de su emergencia (Newman y Newman, 2008).



Figura 2.2 A) Posicion de la hoja bandera en el cultivo de cebada (Hordeum vulgare L.); B) Longitud de
la hoja bandera (15 cm); C) Inflorescencia sin aristas de la cebada forrajera

La inflorescencia se conoce como la cabeza, y sus unidades de floracién, las
espiguillas, se unen directamente al eje central o raquis, a través de una extension del tallo
que soporta la espiga (Figura 2.2). Existen tres espiguillas en cada nudo de la espiga,
Ilamados trillizos, alternados en lados opuestos de la espiga. Cada espiguilla se compone
de dos glumas, que son bracteas vacias y un florete que incluye el lema, la palea, y los
componentes reproductivos cerrados.

Dependiendo de la variedad, cada lema se extiende como una arista, 0 mas
raramente una capucha. Las glumas estériles en algunas variedades pueden ser aristadas o
sin aristas (imberbe), descritas en la Figura 2.2. En las variedades de casco o peladas,el
lema y palea se adhieren al grano.

En las variedades desnudas, el lemay palea no son adheridos y se separan del grano
en la trilla. Este es un fruto seco, indehiscente denominado caridpside. En la cebada de
seis hileras, todas las espiguillas de un triplete son fértiles y capaces de desarrollar granos.

Las semillas laterales tienden a ser ligeramente asimétricas y, en algunas variedades
(formas intermedias) son mas pequefias que el grano central. Mientras que la cebada de
dos hileras, solo la espiguilla central es fértil, produciendo una sola semilla encada nudo
de la espiga, dandole una apariencia plana (Komatsuda et al., 2007).



2.3 Taxonomia de la cebada

Segun en el Species Plantarum 1:84-85.1753, por Linnaeus, Carl von, la cebada se
ubica taxondmicamente de la siguiente manera:
Reino: Plantae
Superdivisién: Espermatofita
Division: Angiospermae
Clase: Monocotyledonae
Subclase: Commelinidae
Grupo: Glumiflora
Orden: Poales o Graminales
Familia: Gramineas o Poaceas
Género: Hordeum
Especie: Hordeum vulgare

2.4 Importancia economica de los cereales

De manera general, la demanda de produccion de cereales a nivel mundial es cada
vez mas notable en sus diversas formas de uso como alimento y materia prima en la
industria, que de acuerdo a las predicciones sugeridas para el 2050, existira un déficit en
el abastecimiento de cereales, segun el Foro “Como alimentar al mundo por expertos de
alto nivel por la FAO”, en la perspectiva de la agricultura mundial, celebrado en Roma
Italia (2009), donde afirmaron que puede aumentar la poblacion mundial hasta mas de
un tercio (2,300 millones de personas) entre los afios 2009 y 2050. Teniendo estimaciones
de la produccion total de cereales a nivel mundial de casi tres millones de toneladas al
afio; y realmente producir poco menos de un millon y medio de toneladas decereales
secundarios, grupo al que pertenece el cultivo de cebada.

En México, segun el informe de actividades del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera del afio 2016, como un reflejo de la situacion actual, se cuenta
con una superficie nacional de 109.3 millones de hectareas de produccion, de los cuales,

solo 4 de cada 10 ha se destinan a la produccion de alimentos. Del total de la



produccidn agricola en 2014, el 73% se comercializo, el 23% se utilizé en el autoconsumo
de los componentes humano o animal y el 4% restante se perdié durante lacosecha, el
transporte o en el almacenamiento. La oferta de produccion de cebada en promedio del
2014 al 2016 fue de 1,447.70 t, con una existencia inicial de 402.13 t, teniendo una
produccién de 913.07 t e importaciones de 132.5 t y demandas en el mercado nacional de
1,447.7 t, de las cuales 729.83 t fueron de uso industrial, 89.73 t para uso pecuario, 52.8 t
de semillas para siembra, con una merma de 20.7 t y consumo total de 892.43 t, teniendo
una disponibilidad para consumo de mas de 1,447.4 t, ya que de exportacion se tiene en
promedio tan solo 0.3 t (SIAP, SAGARPA, 2016).

Esta demanda de alimentos, ha sido una consecuencia del aumento de la ingesta
media de calorias en el mundo, aunado a los cambios de habitos alimenticios o dietas de
las personas, en que las formas de consumo de alimentos se estan haciendo mas similares
en todo el mundo, incorporando alimentos mas caros y de mayor calidad, comoalimentos
derivados de animales (carne y productos lacteos).

Afios atras, la cebada fue utilizada como alimento humano, pero a medida que el
trigo fue ganando importancia, la cebada pasé a transformarse en material para la
fabricacion de cerveza y como forraje para los animales (Newman y Newman 2008), lo
que promovid investigaciones para estudiar sus atributos, por presentar un rapido
desarrollo del cultivo, producir forraje y/o grano en relativamente menor tiempo y costo
en comparacion con otros cereales, dando lugar a la generacion de nuevos genotipos
mejorados que ofrecen buena calidad forrajera (Colin et al., 2007) e industrial (Callejo,
2002; Serna Saldivar, 2001).

Asi mismo, en la busqueda de materia prima a base de cereales para un mercado
bioenergético, puede ser potencialmente enorme para aquellos paises en que la mayor
contribucion en su desarrollo global depende de la agricultura, y requiera adoptar nuevos
materiales genéticos, métodos de produccion mas eficaces y sostenibles, ademas de
adaptarse a los cambios climéticos que hoy en dia se han convertido en una amenaza para
todos, incluyendo a las grandes potencias mundiales, por lo que la cebada tiene algunas
ventajas sobre otros cereales del mismo ciclo por ser mas vigorosa, resistente ala sequia,
salinidad y puede cultivarse en suelos marginales (Colin et al., 2009; Pérez et al., 2016;

Dominguez et al., 2016; Zamora et al., 2017)



2.5 Descripcion agronémica de la cebada

Las variedades que actualmente se utilizan en el norte de México, fueron formadas
y desarrolladas en el Bajio Mexicano, en condiciones de suelo y agua consideradas de alto
potencial productivo, de tal manera que al establecerlas en las condiciones semi desérticas
del noreste de México, se comportan muy diferente al de aquellas &reas. Existen
variedades para forraje que pueden tener mayor produccién y rendimiento en comparacion
a las comerciales destinadas a la produccion de malta. No obstante, estas variedades se
ofrecen a menor precio y son poco disponibles en el mercado; el agricultortiene la ventaja
de comercializar el producto ya sea en grano o en forraje verde, como alimento para
ganado cuando alcance el mejor precio (Colin et al., 2007 y 2009).

Es importante reconocer que dentro de la comercializacion de semillas el ofrecer
variedades nuevas, diferentes y estables, se debe descartar al menos una caracteristica
sobresaliente como es la resistencia, tolerancia o rendimiento.

Este ultimo, es influido por diferentes factores caracteristicos de la planta como
son: a) altura de la planta, parte por la disponibilidad de nitrdgeno; b) caracteristicas de
la hoja, donde el angulo y posicion de la hoja estan estrechamente correlacionados con el
contenido de nitrdgeno; c) capacidad de amacollamiento, tanto por el espacio entre los
tallos y el namero de ellos, que pueden estar juntos (tipo cerrado) o dispersos (tipo
abierto); d) espiga, la relacion paja-grano (indice de cosecha); e) la seleccion de variedades
para alto rendimiento. Sin embargo, los factores mas influyentes para el rendimiento en
cebada y otros cereales son los niveles de nitrégeno, espaciamiento entre plantas, medio
ambiente y en cierto grado de diferencia varietal (Ferraris y Couretot, 2006; Flores et al.,
2014), que en condiciones normales de crecimiento, produce alto rendimiento, buen peso
y un producto forrajero (Poehlman, 1981).

Una fertilizacion tardia via foliar propicia altos rendimientos, pero que estan
asociados frecuentemente con una baja concentracion de proteinas en la semilla (Prystupa
et al., 2006; 2008); dosis altas de fertilizacion producen rendimientos elevadosde semillas
como es en la variedad Esperanza (Nufiez et al., 2001).

Se menciona que el momento 6ptimo de corte de cebada forrajera es al inicio de

floraciéon y en estado vegetativo cuando se van alimentar borregos en crecimiento u



ovejas en comienzo de gestacion; si el cultivo acepta méas de un corte, el momento optimo
seria en estado vegetativo avanzado, independientemente del estado fisiologico de los
ovinos (Orcarberro y Brisefio, 1983). Existe una correlacion entre distintos caracteres, que
pueden ahorrar esfuerzo y tiempo en la seleccion de genotipos superiores(Colin et al.,
2009; Calvo, 2016), sobre todo en lineas imberbes de cebada entre forraje seco total con
peso de hojas, tallos y espiga dando un alto valor de calidad de forraje (Colin et al., 2007;
Hernandez, 2009).

Algunas de estas caracteristicas se pueden determinar de manera indirecta mediante
el uso de tecnologia infrarroja a través del indice de Vegetacion Diferencial Normalizado
(Normalized Difference Vegetation Index, NDVI por su siglas en inglés) (Verhulst et al.,
2010), la cual se correlaciona con la produccion de biomasa total (Zajac et al., 2013), el
contenido de nitrogeno (Melchiori, 2006), transpiracion de la planta, temperatura de la

planta e inclusive con la densidad estomatica (Cristiano et al., 2010; Ramirez et al., 2013).

2.6 Mejoramiento genético en cebada

El Instituto Nacional de Investigacion Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
ha sido el lider en el pais sobre el desarrollo de tecnologia para la produccién de cebada,
donde gran parte de sus aportaciones son debido al incremento de importaciones de cebada
para la industria cervecera, enfocandose su desarrollo de tecnologia para la produccion de
cebada con base en estrategias de agricultura de conservacion, siembra a doble hilera,
biofertilizacion, asi como en el mejoramiento genético intensivo en la generacion y
adaptacion de nuevas variedades para la produccién de grano o malta, y en su mayoria
para condiciones de temporal.

Como resultado de ello, han logrado inscribir 12 de las 15 variedades registradas
en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV, 2019) de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, denominadas: Alina, Armida, Adabella, Esmeralda,
Esperanza, Cerro prieto, Cucapah 87, Capuchona, Centinela, Dofia Josefa MO8 y
Maravilla; todas ellas sobresalen en el rendimiento de grano para malta en ambientes

favorables al cultivo, como son Valles altos, San Luis Potosi y el Bajio (Pérez et al.,
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2016; Beltran et al., 2011; Ramirez et al., 2014). Sin embargo, cuando se presentan
problemas en la calidad del grano para la industria maltera, pasa a ser un insumo en la
industria alimentaria pecuaria (Ekboir et al., 2003).

Ante esta situacion, de insuficiente disponibilidad nacional de variedades cebada
productoras de forraje, ya sea en verde o grano, y la poca informacién sobre el desarrollo
de tecnologia en la generacion de nuevas variedades de cebada forrajera, resultan muy
escasas opciones en la seleccion de cultivos para utilizar como insumos en la produccion
de forraje en el sector de la industria ganadera lechera (Colin, 2007).

En los ultimos afos, el Programa de Cereales de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, encontrd un area de oportunidad en el mejoramiento genético de cebada,
en la generacion de nuevos materiales para este sector, logrando inscribir en el afio 2016
dos variedades en el CNVV, ALICIAN221 y GABYANO95, con caracteristicas
sobresalientes como sin arista 0 imberbes, buena adaptacion, altos rendimientos deforraje
y valor nutritivo (Colin et al., 2007; Colin et al., 2009).

Asimismo, en los afios mas recientes el Programa de Cereales, generé méas de 45
lineas hermanas de cebada forrajera imberbe, producto de la cruza entre la variedad
GABYANO95 con la variedad comercial Esperanza maltera liberada por el Instituto de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). GABYANG95, al igual que su
progenie presentan un caracter de stay green (Figura 2.3), que puede representar una
ventaja para producir rendimientos mayores a otras variedades y especies como la avena

que se usa ampliamente durante otofio-invierno (Colin et al., 2007).

Figura 2.3 Caracter de stay green del progenitor GABYAN95, cebada forrajera sin aristas (imberbe)
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2. 7 Caracter genético de stay green

Una produccion de forraje con caracteristicas de stay green es de suma importancia,
al mantenerse el follaje casi siempre verde y llegar en un tiempo mas retardado a ponerse
amarillo (Thomas y Howarth 2000). Este caracter ha sido reportado en varios cultivos,
entre ellos, se encuentra la cebada (Thomas y Smart, 1993), e incluso se ha hecho una
clasificacion de las formas en que se puede expresar este caracter, algunos pueden ser de
tipo funcional y otros, meramente cosméticos (Thomas y Howarth, 2000).

El tipo A, muestra retraso en la induccion de senescencia, pero la tasa de
degradacion de clorofila es igual a una especie normal después de su induccién de
senescencia. El tipo B, inicia la senescencia al mismo tiempo, pero la disminucion de
clorofila, el contenido y actividad fotosintética son mucho maés lentos. El tipo C, conserva
las clorofilas casi indefinidamente en las hojas senescentes, aunque su eficiencia
fotosintética disminuye normalmente durante la senectud.

El tipo D, resulta en muerte subita de la hoja por secado o congelacién, y el tipo E,
mantiene su nivel de clorofila mucho mas alto en todo el desarrollo de la hoja sin aumentar
la competencia fotosintética (Park et al., 2007). Estos tipos de retraso de la induccién de
senescencia y/o sus efectos, se han estudiado con mas profundidad en especies como sorgo
(Borrell et al., 2000; Mahalakshmi y Bidinger, 2002), trigo duro (Spano et al., 2003), trigo
harinero (Del Blanco et al., 2000; Joshi et al., 2007) y ballico (Kingston-Smith et al.,
1997), entre otros. Sin embargo en cebada, este caracter poco se ha estudiado y difundido
acerca del papel que desempefia, ya sea en la actividad metabolica de la planta (funcional)
0 solo en acumulacién de pigmentos (cosmético).

En la seleccidn de genotipos de algunas especies, se ha encontrado que el aumento
de la fotosintesis de las hojas, es debido a una penetracion eficiente de radiacion en altos
niveles, pues es primordial que durante el llenado de grano, la fuente de fotosintatos en
las hojas este presente y con ello se generara aumento en el rendimiento de grano

(Reynolds et al., 1999), aun cuando exista restriccion de agua y nutrientes (Blum, 1985).
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Ademas, la concentracion de clorofila de hojas, puede estimar en forma indirecta el
contenido de biomasa (Gregor y Marsalek, 2004).

Entre otras ventajas fisiologicas que pudiera aportar este caracter, es el que las
especies resisten a la sequia en post floracion, contribuyendo a una mejora en la alta
produccion bajo condiciones de sequedad y resistencia a enfermedades (Rosenow et al.,
1983, Marcel, 2006), o incluso se ha especulado que si se tarda la senescencia en la fase
terminal de madurez, puede llevar al rendimiento aumentado y puede mejorar la calidad
de grano o semilla (Cha et al., 2002).

La calidad de la semilla es un concepto agronémico mdaltiple, un término relativo,
que significa el grado de excelencia cuando se compara con un estandar aceptable, y que
engloba a un conjunto de atributos o componentes fisicos, fisioldgicos, genéticos y
sanitarios (Popinigis, 1985; Mendoza et al., 2004; Castafieda et al., 2009).

El componente o calidad fisica presenta un alto valor de semilla pura, minimo de
semillas de malezas de otros cultivos y materia inerte, ademas de contemplar el contenido
de humedad, el tamafio, la uniformidad y densidad (Walter y Orlando, 2009; Lopez, 1983).
El componente fisioldgico estd determinado principalmente por la viabilidad y
germinacioén de las semillas (Gonzélez et al., 2008).

La viabilidad de las semillas se refiere a la proporcion de individuos vivos en un lote
de semillas, a través de la conductividad eléctrica, que evalGa indirectamente el grado de
estructuracion de las membranas celulares la cantidad de iones lixiviadosdentro de la
solucién de imbibicién (Soto y Valiengo, 2011), y la germinacién de las semillas, que
refiere a una serie de procesos morfoldgicos y fisioldgicos, de transformacién del embrion
en una plantula normal (Coll et al., 1995).

Cuando se evallan diversas caracteristicas y con base en ellas se desea hacer
seleccion, es preferible usar algin indice que mejora la eficiencia de la seleccion
considerando al mismo tiempo las caracteristicas mas relevantes, a las cuales el
investigador puede asignar un peso especifico de acuerdo a la finalidad deseada (Jones y
Qualset, 1984; Ortiz et al.; 2003).

Existen pocos reportes sobre la asociacion o medicion simultaneamente de la

humedad del follaje en hojas, tallos y espigas en especies que tienen esta caracteristica
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de stay green, pero aun mas escasos los que reportan el efecto de la caracteristica en la

calidad de forraje y semilla.

2.8 Sensores infrarrojos, herramientas posibles para deteccion

del caracter stay green

Existen métodos, procedimientos y modelos matematicos para estimar elcontenido
de clorofila, ademéas de minimizar o destacar errores en la estimacion debido ala presencia
de otros pigmentos fotosintéticos y de compuestos quimicos secundarios (APHA, 1998).

El desarrollo de tecnologias satelitales y la utilizacion de sensores remotos, como
el SPAD 502 (Soil Plant Analysis Development, modelo 502), permite evaluar
indirectamente el contenido de clorofila en las hojas, de forma no destructiva,
construyendo un instrumento Gtil en las investigaciones de desarrollo y rendimiento de
cultivos, generando informacion en el estado nutricional del cultivo, en la relacion entre
el estado nitrogenado de las plantas y los valores de clorofila de las hojas (Piekielek y Fox,
1992; Jemison y Lytle, 1996).

Otro sensor remoto que ha sido una herramienta eficaz, es el indice de Vegetacion
Diferencial Normalizado (Normalized Difference Vegetation Index, NDVI), que puede
asegurar la condicion simulada del crecimiento, desarrollo o rendimiento del cultivo
(Doraiswamy et al., 2003), apoyando en el conocimiento de las relaciones clima/cultivo,
asi como el generar informacion aprovechable en la planeacion y manejo de produccion
agropecuaria.

La interpretacién del valor del NDVI, debe considerar los ciclos fenoldgicos y el
desarrollo de la planta, asi como los cambios en la distribucion temporal y espacial
causados por otros factores como ocurre con los cambios climaticos (Gilabert et al., 1997);
ademas de ser utilizado en la estimacion de vegetacién, biomasa, produccién primaria; en
los indices de area foliar en modelos locales, regionales y hasta en estudios en base el
tiempo entre el uso y cobertura de la vegetacion a escala global (Maskova et al., 2008).

EI NDVI, es la relacion normalizada de los NIR (infrarrojo cercano) y las bandas de

color rojo, obtenido de acuerdo a la relacién:

14



(NIR — Rojo) = NDVI
(NIR + Rojo)

La aplicacion de estos indices de reflectancia espectral, también ha sido practica
para adoptar la seleccion de los rasgos fisiologicos dentro del fitomejoramiento decultivos
y de programas de investigacion, como el identificar genotipos de generacion temprana,
ahorrando costos en los estudios de rendimiento y en mejorar la seleccién de lineas ya
avanzadas (Reynolds et al., 1999). Detectar los aumentos en la tasa de fotosintesis por el
contenido de clorofilas en hojas, da la posibilidad de un incremento enel rendimiento de
materia seca y grano, sin dejar de considerar el origen genético del cultivo (Slafer et al.,
1994; Gutiérrez et al., 2005). Ademas, se ha logrado detectar con sensores infrarrojos
(NDVI, SPAD vy temperatura de dosel) de 20-30 % de variaciéon enla prediccion de
rendimiento en trigo con caracter stay green en diferentes etapasfenoldgicas (Lopes y
Reynolds et al., 2012).

El uso de sensores infrarrojo térmicos, logra en el desarrollo de cultivos, detectar el
equilibrio existente entre los aspectos fisiologicos de la planta y climaticos, que pueden
alterar o generar cambios en los mismos.

Entre estos aspectos estan: la radiacion incidente, la cobertura de la vegetacion, la
evapotranspiracion, los mismos mecanismos fisioldgicos de la planta, las condiciones
climaticas y hasta la humedad del suelo. Por ejemplo, existe una relacion inversamente
proporcional entre la temperatura de dosel de la planta y la humedad del suelo, es decir,
a medida que aumenta la temperatura, en respuesta a la disminucion de humedad del suelo.
Otro factor involucrado es el grado de cobertura de la vegetacion, reflejadotambién en la
temperatura de dosel (Houspanossian et al., 2007).

La temperatura como tal, afecta en el desarrollo de las plantas debido a que tiene
una influencia directa en la velocidad de los procesos metabdlicos, a menor temperatura
el desarrollo de la planta se retarda, y a medida que incrementa, se logra un acelere en el
metabolismo hasta llegar a acortar el ciclo bioldgico de la planta, aunado la prematura o
acelere de la senescencia, teniendo por consecuencia una reduccion en el periodo de

Ilenado del grano (Ugarte et al., 2007).
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Sin embargo, la cebada a nivel mundial, tiene una amplia gama de condiciones
climéticas y estd sujeta a tensiones de frio y congelacién en condiciones climéticas
templadas y frias, donde su produccion, integridad de la membrana y la tasa de
supervivencia indica que es un cultivo de invierno, llamada cebada invernal, siendo mas

tolerante que una cebada de primavera (Hajiboland et al., 2019).

2.9 Biomoléculas relacionadas con el caracter stay green

Es importante indicar que las hormonas son responsables de los patrones de expresion
génica de diversos eventos de crecimiento y desarrollo, ya que participan en multiples
procesos fisiolégicos como germinacién, enraizamiento, movimientos trépicos, la
tolerancia a diferente estrés bidtico o abidtico, floracion, maduracion de frutos, la
senescencia, 0 en el mismo proceso fotosintético de la planta, etc. (McCourt, 1999).

De acuerdo con Kamiya (2010), las biomoléculas estan clasificadas por su estructura
asi como por su funcion fisiolégica comprendiendo a las auxinas, giberelinas, etileno,
jasmonatos, acido salicilico, brasinosteroides, poliaminas, citoquininas y acido abscisico
(ABA). Esta ultima afecta muchos procesos en la planta y juega un papel muy importante
en las respuestas de adaptacion al estés ambiental, ya que induce su sintesis yacumulacion
por los tejidos cuando se presenta un factor de estrés como el déficit hidrico, las bajas o
altas temperaturas o la salinidad, promoviendo el cierre estomatico y acumulacién de
solutos en la raiz debido a una rapida alteracion en el flujo de iones en las células guarda
del aparato estomético (Abe et al., 1997; Kang et al., 2002).

En las células guarda se contiene a los cloroplastos, quienes son los responsables
de esta estimulacién de la apertura de los estomas (Lawson et al., 2014), y del intercambio
de gases entre la atmdsfera, teniendo en gran medida la asimilacion de didxido de carbono
(COy2), en condiciones de luz fluctuantes por el ambiente, ademas de estar fuertemente
correlacionada con la capacidad de la planta de realizar el proceso de fotosintesis de
manera eficiente durante la transmision de luz (Li et al., 2016), proceso transformador de
la energia luminica en energia electroquimica (ATP y NADPH) reduciendo el CO, el SO4
y el NOs para incorporarlos como C, S y N2 en carbohidratos,
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proteinas y lipidos, dando lugar al crecimiento y desarrollo de la planta. Ademas a través
del estoma, también se regula el movimiento del agua por la transpiracion, donde el
compuesto donante es el H>O, que al entrar se oxida y se libera O como un subproducto
de la fotosintesis.

En la cebada, la herencia de los cloroplastos es dada por el progenitor materno
(Mogensen, 1996), teniendo un mayor numero de cloroplastos poco después de lasiembra,
en plantulas de cinco dias después de la siembra (Okkels, 1992). Como se sabe, el
crecimiento de las hojas en las especies monocotiledoneas, ocurre primeramente por una
division celular meristematica basal y luego ocurre una elongacion de las células cerca de
la base de la hoja, conteniendo proplastidos en estas células meristematicas (Mullet, 1988)
y en conforme se avanza a la punta de la hoja base, se contienencloroplastos maduros, por
lo que hace facil su acceso para cualquier estudio del desarrollo del cloroplasto (Okkels,
1992).

Ademas, en las hojas primarias de la cebada, las células mesdéfilas contienenmayor
namero de cloroplastos activos que en las células de meristemo basal que contiene
procloroplastos que no son fotosintético; por lo tanto, la acumulacion de las células
mesdfilas con capacidad fotosintéticas depende del aumento de plastidios y la activacion
de genes nucleares y cloroplastos para ser eficiente el proceso de fotosintesis (Bauggarther
etal., 1989).

Dada la importancia de los cloroplastos en la fotosintesis en cebada
morfol6gicamente se caracterizan por estar delimitados por una doble membrana, externa
y una interna, formado dentro de ésta Ultima por invaginacion de membranas Ilamadas
tilacoides conteniendo proteinas con caracteristicas similares, que participan en las
actividades del proceso de fotosintesis (Scott et al., 1994), como las proteinas Ycf3 que a
su vez estan asociadas con lipidos en la superficie de la membrana (Saski et al., 2007).

Los tilacoides forman vesiculas chatas, donde se almacenan los pigmentos
primarios, como la clorofila, que ademas contiene un espacio interno o lumen, en forma
individual o apiladas, constituyendo la grana, donde se llevan a cabo las principales
actividades del proceso de fotosintesis: Fotosistema | (PSI), fotosistema Il (PSIlI),

citocromo bef y la ATP sintasa (Figura 2.4).
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La clorofila es una molécula responsable de la absorcion de la luz o radiacion solar
entre 380 a 710 nm, dentro del cloroplasto junto con otros pigmentos unidos a proteinas
denominados complejos antena y estan conectados a los PS1y PSII (Figura 2.4), a través
de un centro de reaccion que contienen aceptores y transportadores de electrones
necesarios para llevar los electrones excitados por los fotones absorbidos hasta sus finales

aceptores, las moléculas de NADP oxidado que se reduciraa NADPH (Manrique, 2003).

Carbon fixing M

7 reactions
ADP + Pi

o NAD P+/

Stroma

|

Membrane
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|
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e
Y, HO

(CP43

PSII Cyt bf PSI ATP synthase

Figura. 2.4 Principales actividades bioquimicas del proceso de fotosintesis en el transporte de electrones
(Allen et al., 2011)

En algunos estudios se ha demostrado que las hormonas presentes en la planta
acusan ciertas alteraciones en el desarrollo, como el Bencil Amino Purina (BAP), que
puede promover la sintesis de nuevas clorofilas en tejido senescente (Zavaleta et al.,
1999a, 1999b). En el reverdecimiento inducido las citocininas pueden modular la
expresion de genes que codifican proteinas del complejo cosechador de luz (LHCP) y de
enzimas como la Protoclorofilide Oxido Reductasa (POR) que participa activamente en la
ruta biosintética de la Ch/ “a”y “b” (Zavaleta et al., 1999a, 1999b; Plucken et al., 2002).
Sin embargo, en el caso de plantas que presentan enverdecimiento en forma natural,
pueden intervenir otros tipos de compuestos que induzcan la produccién de clorofila.

El nucleo de las células codifica la proteina POR, y se sintetiza en el citosol. El
precursor de POR es aproximadamente de 44 kDa y se encuentra en plastidios (Lebedev
y Timko 1998). La POR se compone por dos polipeptidos con peso de 38 y 36 kDa, faciles

de localizar en las primeras etapas del enverdecimiento de etioplastos. Cuando
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estan continuamente expuestos a la luz, estos polipeptidos corresponden a dos isoenzimas
PORA y PORB, reacciones quimicas que resultan en la formacién de clorofila, y que se
encuentran en la cebada (Schulz et al., 1989; Holtorf et al., 1995) y enArabidospsis
thaliana (Armstrong et al., 1995; Reinbothe et al., 1996). PORB esta presente y activa
durante el tiempo de vida de la planta, mientras que PORA aparece y funciona sélo durante
las primeras horas de enverdecimiento (Masuda et al., 2003; Pollman et al., 2007).

Otra proteina soluble abundante en las plantas verdes es la Rubisco (ribulosa 1-5
bifosfato carboxilasa/oxigenasa), que representa un 50 % de las proteinas del cloroplasto
(Buchanan et al., 2000), con gran importancia en el proceso de fotosintesis, y que se ven
afectadas por la cantidad de citocininas, las cuales retardan la degradacion de Rubisco y
otras proteinas que participan en la fotosintesis como es en Nicotiana tabacum (Wingler
etal., 2004) y Triticum aestivum (Vic¢kova et al., 2006; Martinez, 2008). Se ha establecido
la alternativa de evaluar la cantidad de clorofila en hoja bandera con ayuda de un SPAD
y el contenido de proteina en el grano de cebada, encontrando una relacién muy estrecha
(Gonzalez, 2009).

Estudios sobre el proceso de senescencia en cebada (Hordeum vulgare L. cv. Steffi),
han demostrado que el contenido total de clorofila y proteinas comienza a disminuir en
las primeras hojas de follaje a los pocos dias de alcanzar la maximalongitud de la
planta, indicando la degradacion de las unidades fotosintéticas, y aproximadamente cinco
semanas despues, se alcanza la etapa final de senescencia de la hoja, casi sin clorofila y
tan solo 30% de proteina. Sin embargo, la eficiencia de las unidades restantes del
fotosistema Il se mantiene alta entre otras semanas, para luego disminuir alcanzando
valores cercanos a cero a otras dos semanas posteriores (Mierschet al., 2000).

Se sabe que en plantas verdes se contienen concentraciones elevadas de clorofila
(Maiocchi y Avanza, 2004; Bautista et al., 2016), dada por dos tipos de clorofila Chl “a”
y Chl “b”, existiendo una relacion aproximada de 3:1 entre la primera y la segunda:la
primera tiene un grupo metilo en la C-3 de carbono, mientras que la Chl “b” tiene un
grupo formilo enlazado al mismo atomo de carbono. Ademas de las diferencias

estructurales entre ambas, sus estabilidades térmicas también son diferentes. La Chl “a”
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es térmicamente menos estable que la Ch/ “b” (Koca et al., 2006). En general, en la
primera etapa de la degradacion de la clorofila de estas plantas verdes, hay un proceso
de conversién de la Chl “a” enuna Chl “6”, por lo que durante el proceso de senescencia
foliar la relacion Chl a/b disminuye, principalmente como resultado de la degradacion o
catabolismo de la Chl “a” en el enverdecimiento o reverdecimientoinducido (mutante),
como es el caso de Nicotiana rustica y Oryza sativa bajo condiciones particulares (Gay y
Thomas, 1996; Park et al., 2007).

Todo ello, trae la posibilidad de usar marcadores morfologicos como isoenzimas,
RFLPs (restricted fragment length polymorphisms), RAPDs (random amplified
polymorphic DNA), que han permitido confeccionar mapas de ligamiento de alta densidad
en el genoma, utilizados para seleccionar caracteres con utilidad agrondmica,
denominados también alelos mutantes en contraposicion al alelo normal. Existen mapas
de ligamiento con marcadores moleculares completos en varios cultivos como el tomate,
maiz, trigo, cebada, etc. Estos marcadores con un efecto neutro o al menos no adverso en
la planta pueden ser una ayuda valiosa en la seleccion (Moreno, 2001).

Un gen marcador debe detectar: a) polimorfismo, b) herencia mendeliana y no
epistasia, c) insensibilidad a la influencia y efectos ambientales, d) ausencia de efectos en
el desarrollo de la planta, es decir comportamiento como un gen neutro, e) facilidad en la
expresion, y simplicidad en la identificacion y analisis, f) co-dominancia, y g) posibilidad
de deteccidn en las primeras fases de desarrollo de la planta.

Se ha encontrado un gen entre otros, que participa en el desarrollo y es regulador de
la degradacion de clorofila durante la senescencia en diferentes estudios, donde han
llegado a nombrarlo como STAYGREEN1 o también STAY-GREEN1 (SGR1) o
NONYELLOWWINGL1 (NYEL) en Arabidopsis thaliana y arroz (Cha et al., 2002; Ren
etal., 2007; Park et al., 2007). Los primeros estudios indicaron que las hojas se mantenian
verdes durante la senescencia, identificando el gen SGR al codificar una nueva proteina
cloroplastica (Park et al., 2007).

Otros estudios, en varias especies aislaron y caracterizaron homdlogos de SGR1,
identificando que al tener mayor senescencia es mas alto el SGR, y cuando existe una
modificacion o alteracion en la transcripcién debido a eventos de estrés en Oryza sativa

(So et al., 2007). Existe el fenotipo verde no funcional (cosmético) en un gen stay green
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(SGR), que afecta la desagradacion de la clorofila, pero no la senescencia (Thomas y
Howart, 2000). En Medicago m. truncatula genera expresiones de genes implicados en
diferentes procesos bioldgicos, (Zhou et al., 2011), mientras que en otros casos, Si se
presenta un silenciamiento del SGR, se produce stay green en las plantas y por ende, se
tiene mayor contenido de clorofilay proteina en la planta (Sakuraba et al., 2015), o afecta
la maduracion de fruto, como es en Solanum lycopersicum (Luo et al., 2013).

El generar progenies sobresalientes a partir de variedades con caracteristicas
destacadas, como el stay green, depende fundamentalmente de su variabilidad genética,
y esta suele estimarse a partir de la frecuencia de individuos heterocigotos (heterocigosis
o diversidad genética), es decir la frecuencia de individuos portadores de alelos diferentes
para un gen dado, y de la diversidad alélica, o sea, el nimero de alelos distintos presentes
en la poblacién para un gen dado.

La diversidad génica y alélica suelen estimarse actualmente a nivel ADN, ahora
Ilamado genotipificacion, a través de técnicas de biologia molecular, utilizando
marcadores moleculares como los microsatélites (SSR) o los microarreglos por Dart
(Diversity Arrays Technology). Ambos tienen una alta capacidad de detectar
polimorfismo en ADN codificante para discriminar individuos homo y heterocigotos en
especies diploides como la cebada. Sin embargo, los microarreglos resulta un sistema de
bajo costo, alto rendimiento y capacidad de discriminacion alélica, reproducibilidad y
velocidad (Alam et al., 2018; Sansaloni et al., 2010), y permite ademas de identificar
paralelamente miles de polimorfismos de tipo simple de los nucleétidos (Sinlge
Nucleotide Polymorphism, SNP) o cambios en algunos nucle6tidos o pequefias
inserciones y delaciones (InDels) para una seleccion genémica (Wenzi et al., 2004).

De tal manera, que en combinacién con plataformas de secuenciacién de nueva
generacion como la DArTseq™, considerada efectiva para analizar genomas de plantas,
accede a descubrir marcadores de interés en todo el genoma a través de la reduccion de
la complejidad del genoma mediante enzimas de restriccion y secuenciacion de los
fragmentos de restricciéon (Kilian et al. 2012; Rama et al., 2014; Edet et al. 2018). El
DArtseq se genera dos archivos de datos: SNP y SilicoDArt (SilicoDArt, 2019). El

primero son los polimorfismos de nucle6tidos encontrados en las secuencias, y el
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segundo es la variacion de presencia-ausencia (PAV) de las secuencias: el seleccionar uno
de los archivos depende de la investigacion.

En estudios recientes la utilizacion de Dartseq en cebada (Hordeum vulgare L.), ha
apoyado en la identificacion de genes especificos, como la resistencia a la roya en la
oxidacion de la hoja localizados en los cromosomas 2H y 5H, la aportacion de un alto
nivel de proteccion en la plantula, por lo que es potencialmente una valiosa fuente de
resistencia para el mejoramiento varietal en el cromosoma 7H (Dracatos et al., 2019).
Otros estudios, identificaron genes en los cromosomas 1H, 2H, 4H, 5H y 7H como los
responsables de la tolerancia a salinidad en diferentes ambientes (Ma et al., 2015) y
ademas, confirmaron que una regién del cromosoma 2H esta asociado con los parametros
de fluorescencia de la Chl “a” (WOjcik et al., 2017). Sin embargo, otros estudios
confirman que el cromosoma 2H es responsable de las respuestas a la sequia, basados en
los cambios en la clorofila (Guo et al., 2007).

Existen diferentes herramientas informaticas en plataformas disponibles en la web,
que pueden apoyar en la seleccién de secuencias de ADN de interés en un estudio,
mediante analisis de alineamientos de pares de secuencias, que tiene como principal
proposito el generar un andlisis estructural y funcional de las nuevas secuencias (SNPS)
descubiertas. A medida que estas nuevas secuencias estan siendo generadas a tasas
exponenciales, es necesario compararlas y conocer las inferencias sobre la evolucion de
una nueva molécula en base a proteinas 0 genes existentes en las bases de datos del
Genbank o de otras bibliotecas de secuencias geno-protedmicas (Legaria, 2004; Meneses
et al., 2011). En términos simples, el alineamiento de secuencias es el proceso en el cual
diferentes secuencias son comparadas mediante la bisqueda de patrones de caracteres
comunes y establecimiento de correspondencia de residuo-residuo entre secuencias

relacionadas.
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III. JUSTIFICACION

El cultivo de cereales forrajeros resulta un eslabon importante en la cadena
productiva de la leche para dar continuidad a la produccion de forraje en la época invernal
cuando decrece la productividad de la mayoria de especies forrajeras. Entre los cereales
utilizados, la cebada tiene algunas ventajas sobre otros del mismo ciclo por ser mas precoz,
vigorosa, tolerante a la sequia, salinidad y puede cultivarse en suelosmarginales.

Como consecuencia de estas ventajas, la cebada representa una buena abastecedora
de forraje rapido en época de invierno (Colin et al., 2007; Colin et al., 2009; Pérez et al.,
2016; Beltran et al., 2011; Ramirez et al., 2014). En México, su utilizacién es casi nula
comparado con paises como Canada, siendo las causas mas probables, la ausencia de
variedades  especialmente  disefladas para  aprovechamiento forrajero y el
desconocimiento de su valor nutritivo (Gill et al., 2013; Aguilar et al., 2013).

Aunado a lo anterior, falta informacion que permita ofrecer semilla de alta calidad
al productor que asegure el éxito en la produccion de forraje. A lo largo de los Gltimos
cinco afios gracias al esfuerzo dedicado al mejoramiento genético y seleccién de la cebada
forrajera, se ha podido generar la variedad GABYANO95, la cual presenta caracteristicas
de precocidad, alta produccion de materia seca con calidad nutricional yel carécter stay
green. Debido a estas caracteristicas se ha utilizado como progenitor para generar
progenies que combinen estos atributos, proporcionando una mayor precocidad. Sin
embargo, se desconoce si el caracter stay green es de tipo funcional ono, y su posible

utilizacion en programas de mejoramiento.
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IV. HIPOTESIS

La presencia del caracter stay green es estable en al menos una linea imberbe de
cebada forrajera, debido a la presencia y actividad de alguna biomolécula precursora de

clorofila en la planta, manifestandose en la calidad de forraje y semilla.
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V.  OBJETIVOS

5. 1 Objetivo general

Estudiar la estabilidad del caracter stay green en lineas imberbes de cebada

forrajera y su eficiencia en la calidad de forraje y semilla.

5.2 Objetivos particulares

Evaluar la estabilidad del caracter stay green en progenies de cebada mediante
parametros de tecnologia infrarroja y de estudio estomatico.

Seleccionar las progenies sobresalientes en base a rendimiento y calidad de
semillas-forraje, mediante pruebas fisicas, fisiologicas y bioguimicas.

Evaluar la respuesta de los genotipos sobresalientes por la adicion de nitrégeno
en la expresion del caracter stay green, rendimiento y calidad de semilla-forraje
mediante tecnologia infrarroja y pruebas fisicas y fisioldgicas.

Genotipificar progenies sobresalientes, compararlos con sus progenitores
mediante microarreglos por Dartseq, secuenciacion de nueva generacionNovaseq
6000 y alineamientos de secuencias con biomoléculas involucradas en la

fotosintesis y stay green.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion de establecimiento en campo y laboratorio del estudio en general

El establecimiento de los materiales genéticos se realizd en tres localidades, en los
Estados de Coahuila y Nuevo Leon, como se indica a continuacion:

1) Localidad 1 (Loc 1). Rancho Beta Santa Monica S.P.R. de R. L. de C.V., Ejido
San Lorenzo, Municipio San Pedro de las Colonias, Coahuila de Zaragoza (Figura
6.1), ubicado dentro de las coordenadas 25° 43" 26.0” de latitud norte y 103°
09712.0” de longitud oeste, a una altitud de 1,090 msnm, con un clima muy &rido
y semicélido, temperaturas promedio de 18-22 °C y precipitacion pluvial anual de

181 mm (Arriaga et al., 2000).

) i ﬁ~ 3 Y

Figura 6.1 Ejido San Ldrenzg,‘;én Sz;ri Pedr‘c‘)‘)de- ia Eorlohi"a‘s', Coah[ji'la. Ubicado en‘\ias coordenadas 25°43"
26” de latitud norte y 103° 09°12.0” de longitud oeste (flecha roja), Localidad 1. Escala 200 m: 3.5 mm
2) Localidad 2 (Loc 2). Campo experimental Norte en el Municipio de Zaragoza
Coahuila de Zaragoza (Figura 6.2), perteneciente a la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicado a 28° 30" latitud norte y 100° 55
longitud oeste, a una altitud de 360 msnm, con un clima arido-calido, temperaturas
promedio de 10-25 °C y precipitacion media anual de 300 a 400 mm (Arriaga et
al., 2000).
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Figura 6.2 Zaragoza, Coahuila. Ubicado en aoordenas 28°30" de latitud norte y 100° 55" de longitud
oeste (flecha roja). Localidad 2. Escala 500 m: 3 mm

3) Localidad 3 (Loc 3). Campo experimental “Ing. Humberto Trevifio Siller” en
Navidad, Nuevo Ledn (Figura 6.3), ubicado en la Colonia agricola de Navidad, del
Municipio de Galeana, N.L., a 84 Km de la ciudad de Saltillo, Coahuila, por la
carretera 57 (Saltillo - San Roberto), que se encuentra dentro de las coordenadas
geograficas 25° 04' latitud norte y 100° 37" longitud oeste, y altitud de 1895 msnm.

La temperatura media anual es de 14.6°C y, precipitacion media anual de 492 mm
(Arriaga et al., 2000).

o

Figura 6.3 Navidad, Nuevo Lén. Ubicado en las coordenadas 25°04" de latitud norte y 100° 37" de

longitud oeste (flecha roja). Localidad 3. Escala 1 Km: 10.4 mm

La temperatura promedio de los meses que comprendieron los ciclos del cultivo en
las tres localidades aparece en la Tabla 6.1, obtenida del resumen mensual del Servicio

Meteoroldgico Nacional, a través del Centro Nacional de Prevencion del Tiempo CNPT
(2019).
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Tabla 6.1 Registro de temperaturas minimas y maximas de los meses (diciembre-junio) y afios (2016-
2017, 2017-2018 y 2018-2019), los ciclos de produccion de los materiales genéticos del estudio

A M Navidad N.L. Zaragoza Coah. San Pedro Coah.
no es Temp. Min  Temp. Max Temp. Min  Temp. Max Temp. Min Temp. Max
2016 Dic 5 22 10 20 8 25
2017 Ene 5 20 10 25 10 27
Feb 5 25 12 27 8 27
Mar 10 25 15 27 10 27
Abr 17 30 17 30 15 32
May 17 32 22 32 17 35
Jun 20 35 25 35 20 35
Dic 5 20 10 17 7 22
2018 Ene 5 17 5 17 5 22
Feb 10 22 10 22 15 27
Mar 12 27 15 30 15 30
Abr 17 30 17 27 15 32
May 20 30 22 32 20 32
Jun 22 32 27 35 20 32
Jul 22 32 27 35 20 32
Ago 22 32 25 35 22 32
Sep 20 27 25 30 22 30
Dic 5 22 7 22 8 22
2019 Ene 5 22 7 20 7 25
Feb 10 25 10 22 10 25
Mar 12 25 12 22 12 25
Abr 15 27 15 30 15 32
May 17 30 17 32 17 35
Jun 22 32 25 35 22 32

Todas las temperaturas estan dadas en grados Celsius (°C). Segtn el CNPT del Servicio Meteoroldgico
Nacional (CNPT, 2019).

La evaluacion de los materiales genéticos en laboratorio, de las diferentes etapas del
estudio, se realizaron en tres laboratorios diferentes, descritos a continuacion:

1. Laboratorio de Ensayos de semillas del Departamento de Fitomejoramiento, de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicado en Calzada
Antonio Narro 1923, Colonia Buenavista, Saltillo, Coahuila.

2. Laboratorio AGRO-LAB México S.A. de C.V. miembro de la Red Mundial de
Laboratorios Dairy One, Milk Laboratory, ubicado en el Parque Industrial
Lagunero en Gomez Palacio Durango.

3. Laboratorio de Servicios de Analisis Genéticos para la Agricultura, perteneciente
al laboratorio de Biociencias del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT), ubicado en Texcoco, Estado de México.

28



6.2 Metodologia del estudio en general

Para la presente investigacion vy llevar a cabo los objetivos planteados, el estudio se
realizd en cuatro etapas correspondientes a cada objetivo particular, respectivamente se
establecieron los materiales genéticos en diferentes localidades y actividades para su

evaluacion tanto en campo como en laboratorio.

6.2.1 Etapa 1: Estabilidad del caracter stay green en progenies de cebada

6.2.1.1 Material genético en la estabilidad del caracter stay green

En esta primera etapa, se evaluaron 20 lineas progenies de cebada forrajera imberbe,
producto de la cruza entre la variedad GABYANO95 con la variedad comercial Esperanza
liberada por el Instituto de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
desarrollados por el Programa de Cereales de Grano Pequefio de Invierno de la UAAAN.

Se utilizaron como testigos a dos variedades comerciales Cerro prieto y
GABYANDO95 y otras especies de grano pequefio como: una avena (cv Cuauhtémoc), una
linea experimental de trigo (AN-266-99) y un triticale (cv Eronga-83), identificados enla
Tabla 6.2

Tabla 6.2 Identificacidn de los materiales genéticos en la estabilidad del caréacter stay green

Namero Genotipo NUmero Genotipo

G1 CANI-1-14 G13 CANI-99-14
G2 CANI-9-14 Gl14 CANI-103-14
G3 CANI-10-14 G15 CANI-104-14
G4 CANI-15-14 G16 CANI-108-14
G5 CANI-63-14 G17 CANI-126-14
G6 CANI-69-14 G18 CANI-128-14
G7 CAN]I-70-14 G19 CANI-130-14
G8 CANI-77-14 G20 CAN]I-131-14
G9 CANI-80-14 G21 Avena Cuauhtémoc
G10 CANI-81-14 G22 Cebada C. Prieto
Gl1 CANI-82-14 G23 Cebada GABYAN95
G12 CANI-85-14 G24 Trigo AN-266-99

CANI= Cebada Antonio Narro Imberbe G25 Triticale ERONGA-83
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6.2.1.2 Establecimiento en campo en la estabilidad del carécter stay green en

progenies de cebada

Para el establecimiento de los genotipos en campo de la etapa 1, se realizé la siembra
en dos localidades, San Pedro de las Colonias (Loc 1) y Zaragoza (Loc 2) en el Estado de
Coahuila, en el ciclo Otofio-invierno del afio 2017-2018.

Previamente a eso, se prepar0 el terreno conforme a las labores tradicionales en el
establecimiento de cereales de grano pequefio bajo condiciones de riego, en siembra
manual en suelo hiimedo a una densidad de siembra de 120 kg ha™* en parcelas de 6 surcos
de 3.0 m de longitud, espaciados a 0.3 m, con una fertilizacion de 120 unidades de
nitrégeno (NHsSO4), 80 unidades de fosforo (NHsH2POs4 (MAP)) y cero de potasio

respectivamente (Figura 6.4).

@ W L8 1o ;
Figura 6.4 Establecimiento y siembra de genotipos en la estabilidad del caracter stay green en las
localidades: A) San Pedro de las Colonias-Coahuila y B) Zaragoza-Coahuila, en el ciclo 2017-2018

Se aplico un disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones, donde cada
parcela fue considerada una repeticion de acuerdo con el procedimiento establecido por
Zar (1996), ya que la distribucién de bloques al azar es de uso comun y eficaz, con
mayores ventajas cuando se conoce el gradiente de variacion, formando bloques
perpendiculares a la direccion del gradiente.

Se realizaron las labores de control de malezas en campo, aplicando herbicida 2-
4-D amina a una dosis de 1.5 L ha™, sin uso de ningln insecticida o fungicida, y se

complemento con deshierbes manuales posteriormente.
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Se llevaron a cabo tres riegos: el primero se hizo al dia siguiente de la siembra
incluyendo el 50 % de la dosis de fertilizacion; el segundo riego se aplico a los 30 dias
después de la siembra con el resto de la dosis de fertilizacidn; y por altimo un tercer riego
a los otros 30 dias.

Durante el desarrollo de las plantas, se registraron las etapas fenoldgicas de acuerdo
a la escala de Zadoks et al. (1974): a partir de la etapa de embuche, una vez emergida
totalmente la hoja bandera, se realizaron dos lecturas a los 75y 90 dias después de la
siembra, determinando: el indice de contenido de clorofila, la temperatura de dosel, el
indice de vegetacion diferencial normalizado y altura de planta por cada parcela.

Asi mismo, se llevaron a cabo dos muestreos a los 75 y 90 dias después de la siembra
en la evaluacion del estudio estomatico de la planta en laboratorio, realizando un corte de
nueve hojas bandera totalmente emergida, expandidas de la primera rama y con la misma
orientacion por parcela, se identificaron, envolvieron en papel aluminio y se trasladaron

en un contenedor térmico al laboratorio.

6.2.1.3 Variables evaluadas de campo en la estabilidad del caracter stay green en

progenies de cebada

Temperatura de dosel (TEMP). La detrminacion de la tempetura de dosel se hizo
mediante un termémetro infrarrojo IP-54, marca Fluke, que tiene la capacidad de medir
desde -30 hasta 500°C con Optica de 10:1. Se dirigio el termdmetro en la parte media de
la parcela, se activo el laser y se tomd la temperatura total de un conjunto de plantas,
registrando los datos en grados centigrados por parcela de cada material genético.

Altura de planta (ALT). La medicion de la altura de la planta por parcela se
consider6 desde el suelo hasta la punta de la planta, utilizando un flexémetro en central
de la parcela y registrando el dato en centimetros.

indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI). Se evalud con sensores de
luz roja e infrarroja, utilizando un sensor portatil, marca GreenSeeker™, el cual emite

breves rafagas de luz, dirigidas en la parte central de la parcela, obteniendo diferentes

31



cantidades de luz reflejada, y expresada una lectura NDVI desde 0.00 a 0.99 en las
configuraciones electronicas.

indice de contenido de clorofila (ICC). Se utiliz6 un determinador SPAD-420,
marca konica Minolta, para medir el verdor de la planta por medio de la absorbancia
utilizando una escala de 0-99, con dos longitudes de onda a 650 nm (rojo) y 940 nm
(infrarrojo) (Kapotis et al., 2003). Para su obtencion, se tomaron 10 lecturas de la parte
media de 10 hojas bandera de cada parcela experimental, registrando en unidades Spad
(Chang and Robinson, 2003).

Rendimiento de forraje (REND). Se cort6 medio metro de plantas de los dos surcos
centrales de cada parcela, con ayuda de una rozadera a 5 cm del suelo y colocando en
bolsa de papel estraza, registrando el peso fresco en gramos. Se dejo secar la muestra a
temperatura ambiente, y se procedié al pesado, para registrar el peso secode la planta 'y

calcular el rendimiento en Kg ha'.

6.2.1.4 Variables evaluadas de laboratorio en la estabilidad del caracter stay green

en progenies de cebada

Estudio estomético. Una vez cortadas las hojas banderas de cada parcela y llevadas
al laboratorio en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, se determinaron las
variables: Densidad e indice estomatico en el haz y envés de la hoja, asi como ancho y
largo de estomas del haz y envés de la hoja de cada parcela de material genético.

Se realizaron impresiones epidérmicas del haz y del envés de las hojas bandera,
utilizando poliestireno-xilol semi liquido, aplicado sobre la superficie foliar con un
pincel. Una vez seca, la pelicula fue removida con un trozo de cinta adhesiva transparente
y se montod sobre un portaobjetos.

En cada impresion, se evaluaron al azar tres campos microscopicos a 40X,
analizando 72 campos del microscopio por poblacion, de la superficie envés 'y 72 de la
superficie haz.

Asi mismo, se determind de cada impresion epidérmica la Densidad Estomética (DE) e
indice Estomatico (IE) de acuerdo con el método de Cafiizares et al. (2003), tanto para el

haz como para el envés.

32



Ademas, se evaluaron el largo y el ancho de las células oclusivas, incluyendo el
poro que componen el aparato estomatico del envés (LE y AE), asi como del haz (LH y
AH), de acuerdo con la metodologia de Ramirez et al. (2013).

De cada campo se tomo una microfotografia, en la que se contaron los estomas y
las células epidérmicas, ademéas de medir el ancho y largo (um) de las células oclusivas
de los estomas en cada uno de los campos del microscopio compuesto (Carl Zeiss) con
una cdmara digital (Pixera Winder Pro) (Figura 6.5), en un total de 144 estomas para la
superficie adaxial y 144 para la superficie abaxial por poblacion, utilizando un software

de medicién (Axion Vision Rel. 4.8, Digypro4).

digital (Pixera Winder Pro); B) Impresiones y medicion de estomas de la epidermis de las hojas decebada,
avena y tricale 40X. Escala 1mm?2:0.2mm y 1mm2:0.5mm

La Densidad Estomatica (DE) y el indice Estomatico (IE) se determinaron con

las ecuaciones siguientes segin Wilkinson, 1979:

NUmero de estomas

DE = estomas por mm?

= 0.02479 mm? (&rea deimagen fotografiada)

NUmero de estomas

IE x100

~ No.de células epidérmicas + No. de estomas
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6.2.1.5 Analisis estadistico en la estabilidad del caracter stay green en progenies

de cebada

Los datos registrados de las variables de la primera etapa fueron analizados con el
paquete Statistical Analisis System (SAS, Ver 6, 2009), obteniendo los cuadrados
medios y niveles de significancias mediante un disefio de parcelas subdivididas, parcela
grande (Localidades (Loc)), mediana (Muestreos (M)) y chica (Genotipos (Geno)).

Asi mismo, se realizaron pruebas de comparacion de medias, utilizando la prueba de
Diferencia Minima Significativa (DMS), o < 0.01 entre fuentes de variacion e
interacciones (Loc x Geno, Loc x M, Geno x M, Loc x M x Geno).

Los datos se analizaron mediante un analisis de bloques al azar combinado entre
localidades para detectar la estabilidad del caracter y las medias de los genotipos,mediante
el andlisis de componentes principales y analisis de conglomerados (Manly, 1986).

6.2.3 Etapa 2: Seleccion de progenies sobresalientes en base a rendimiento y calidad de

semilla-forraje

Para llevar a cabo esta etapa, se consideraron dos evaluaciones de manera
independiente: determinacion de rendimiento y calidad de semillas de las progenies, y
estimacion de la calidad nutritiva de forraje de las lineas sobresalientes en la estabilidad
del caracter stay green y del rendimiento y calidad de semillas.

6.2.3.1 Material genético en la seleccién de progenies sobresalientes en base a

rendimiento y calidad de semilla-forraje

Se evaluaron 20 lineas progenies de cebada forrajera imberbe, en la determinacion
del rendimiento y calidad de semilla, teniendo como testigos: las variedades de cebada
Cerro prieto y GABYAN95, la avena cv. Cuauhtémoc, la linea de trigo AN-266-99, y la

variedad de triticale (Eronga-83), descritas en la Tabla 6.2.
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Con respecto a la evaluacion de la calidad nutritiva de forraje, se consideraron a diez
lineas progenies de cebada forrajera imberbe, seleccionadas por la mayor estabilidad del
caracter stay green y el rendimiento de forraje, resultado de la primera etapa, incluyendo

a los cinco testigos, identificados en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3 Materiales genéticos selectos para evaluar la calidad nutritiva de forraje en dos localidades en el
ciclo O-1, 2018-2019

No. de genotipo Especie Identificacion
G2 Cebada imberbe/SG CANI-9-14
G3 Cebada imberbe/SG CANI-10-14
G4 Cebada imberbe/SG CANI-15-14

G10 Cebada imberbe/SG CANI-82-14
G11 Cebada imberbe/SG CANI-85-14
G12 Cebada imberbe/SG CANI-99-14
G14 Cebada imberbe/SG CANI-104-14
G15 Cebada imberbe/SG CANI-108-14
G18 Cebada imberbe/SG CANI-129-14
G19 Cebada imberbe/SG CANI-130-14
G21 Avena Cuauhtémoc
G22 Cebada, barbada/maltera Cerro prieto
G23 Cebada imberbe/SG GABYAN95
G24 Trigo linea experimental AN-266
G25 Triticale Eronga-83

CANI= Cebada Antonio Narro Imberbe

6.2.3.2 Establecimiento y manejo en campo en la seleccion de progenies

sobresalientes en base a rendimiento y calidad de semilla-forraje

El establecimiento en campo de la etapa 2 se llevd a cabo en las tres localidades:
San Pedro de las Colonias, Coahuila (Loc 1), en el ciclo otofio-invierno del afio 2018-
2019; en Zaragoza, Coahuila (Loc 2), en los ciclos otofio-invierno de los afios 2016- 2017,
2017-2018, 2018-2019; y en Navidad, Nuevo Leon (Loc 3), en los ciclos otofio- invierno
de los afios 2016-2017.

Se realizo la preparacion de terreno y método de siembra en cada ciclo y localidad
conforme a la metodologia descrita en la primera etapa del estudio: con la densidad de
siembra de 120 kg ha, bajo el disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones,
de acuerdo con Zar (1996), aplicando la fertilizacion de 120-80-00 unidades de nitrégeno,
fosforo y potasio respectivamente, y realizando el mismo manejo y dosis de control de

malezas.
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Tambieén se llevaron a cabo tres riegos: el primero al dia siguiente de la siembra, con
el 50 % de la dosis de fertilizacion; el segundo riego a los 30 dias después de la siembra,
aplicando el resto de la dosis, y el altimo riego de auxilio a los otros 30 dias.

Para la determinacion del rendimiento y calidad de semillas, se consideraron las
localidades: Zaragoza, Coahuila (Localidad 2) de los ciclos de produccion otofio- invierno
de los afios 2016-2017, 2017-2018, y de Navidad, Nuevo Leon (Localidad 3) del ciclo de
produccion 2016-2017, una vez llegada la madurez fisioldgica y el punto 6ptimo de
cosecha de los 25 materiales geneéticos a los 125 dias después de la siembra,se realizd
la cosecha de semilla, se trill6 y limpié con una maquina Clipper; se trasladola semilla
de cada material al laboratorio de la UAAAN.

En la determinacion del rendimiento y calidad de forraje, se consideraron las
localidades: San Pedro de las Colonias, Coahuila (Loc 1) y Zaragoza, Coahuila (Loc 2)
del ciclo otofio-invierno del 2018-2019. Se realizd un muestreo a los 90 dias después de
la siembra, haciendo un corte de muestra de 0.5 m lineales de un surco central de cada
parcela por material y fueron enviadas al laboratorio para su correspondiente analisis de

calidad.

6.2.3.3 Variables evaluadas de campo en la seleccion de progenies sobresalientes

en base a rendimiento y calidad de semilla-forraje

Se determinaron las variables de campo descritas en la etapa 1: Temperatura de
dosel (TEMP), altura de planta (ALT), indice de vegetacion diferencial normalizado
(NDVI), indice de contenido de clorofila (ICC) y rendimiento de forraje en materia seca
(REND). Asi como la etapa fenologica (ETAPA) y cobertura de terreno (COB).

Etapa fenoldgica (ETAPA). Se evalu6 a mitad de parcela segun la escala de Zadoks
etal. (1974), basada en las etapas o estaciones morfologicas del crecimiento de las plantas
de cereales.

Cobertura de terreno (COB). Se evalu6 en base al analisis de la extension de la
vegetacion con respecto al recubrimiento de terreno de manera visual y expresada en

porcentaje de cobertura de cada parcela, segin Cook y Box (1961).
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6.2.3.4 Variables evaluadas de laboratorio en la seleccion de progenies

sobresalientes en base a rendimiento y calidad de semilla-forraje

Evaluacién del rendimiento y calidad de semilla. Se evalud la calidad mediante la
metodologia de la International Seed Testing Association (ISTA, 2009) y Association
Official Seed Analists (AOSA, 1992), determinando el rendimiento de semilla, los
parametros de calidad fisica de la semilla y los parametros de la calidad fisiologica.

Rendimiento de semilla (RENDS). Se cosecho la semilla de dos surcos centrales
de cada parcela por material genético, se limpio y registrdé su peso en kilogramos, y
posteriormente, se realizd la conversion y estimacion en t hal, para determinar el
rendimiento de semilla.

La calidad fisica; consistié en evaluacion del contenido de humedad de la semilla,
peso volumétrico y peso de mil semillas.

Contenido de humedad (CH). Se llevo a cabo por el método indirecto, mediante un
determinador Dickey-john™, Modelo GAC 2000, con tres repeticiones por cada genotipo
y registrando el valor en porcentaje.

Peso volumétrico (PV). Se determindé mediante un equipo electronico, marca
Dickey-john™, Modelo GAC 2000, registrando en kilogramos por hectolitro (kg HL™).

Peso de mil semillas (PMS). La prueba consistié en contar manualmente y al azar
ocho repeticiones de 100 semillas de cada genotipo, conforme a la ISTA (2009), y se pesé
cada repeticion en una balanza analitica Ohaus de 0.0001 gramos de precision, se
promedi6 y multiplico por 10, registrando en gramos.

La calidad fisiologica, se evalu6 mediante pruebas de germinacion y vigor de
semillas; en la primera se determind con la prueba de capacidad de germinacion,
determinando las variables de plantulas normales, anormales y semillas sin germinar, y
el vigor, con la evaluacion del crecimiento de plantulas normales y una prueba de estrés,
evaluando la capacidad de germinacion y crecimiento de planta después del tratamiento
de estrés.

Capacidad de germinacion. Se determino en 300 semillas por genotipo,sembrando
tres repeticiones de 100 semillas por cada uno, entre papel “anchor” enrolladas de manera

a formar un “taco”, y fueron colocadas en una camara germinadora
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(Lab-Line) a 25 °C, con 16 horas luz y 8 obscuridad, acuerdo a la ISTA (2009). La
evaluacion se hizo a los 7 dias de exposicion, determinando los porcentajes de
germinaciéon en Plantulas Normales (PN), Plantulas Anormales (PA) y Semillas sin
Germinar (SSG).

Vigor. Se determind mediante tres variables de crecimiento de plantulas: Longitud
Media de Plimula y Radicula (LMP y LMR), asi como tasa de crecimiento de plantula
(Peso Seco, PS), descritas en el manual de pruebas de vigor (AOSA, 1992), contres
repeticiones de 50 semillas por genotipo en cada variable. La semilla se sembro entre
papel “anchor”, enrollando a formar un “taco” y fueron colocadas en una cdmarade
germinacion (Lab-Line) a 25 °C en oscuridad, a los 7 dias después de la siembra.

Para las variables LMP y LMR, se midieron la pliumula y la raiz principal de cada
plantula normal resultante de cada repeticidn, con un escalimetro y se registro el valor en
centimetros por plantula normal (cm pl™) por cada variable.

Una vez medidas las plantulas normales de cada repeticion, se secaron a 65°C por
24 horas, se enfriaron, pesaron y se calculd el PS mediante la siguiente formula,

registrando el valor en miligramos por plantula normal (mg pl™).

_ Peso de plantulas normles (mg)

~ Ntmero de plantulas normales

Asi mismo, para contribuir con el indice de seleccidn de los genotipos se utilizd una
prueba fisiolégica de estrés, de Envejecimiento Acelerado (EA), de acuerdo con la
metodologia de la AOSA (1992); sometiendo 200 semillas de cada material genético en
una camara de envejecimiento acelerado (ENVEJE VWRS SCEINTIFIC), a una
temperatura de 42 °C, con una humedad relativa de 95%, por 48 horas, y al final del
proceso, se realizaron las pruebas de capacidad de germinacion y vigor de las semillas
envejecidas utilizando las metodologias de cada variable antes descritas.

Evaluacidn del rendimiento y calidad de forraje. Se cosecharon dos muestras de cada

genotipo seleccionado a los 90 dds, de manera manual con ayuda de una hoz
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haciendo un corte a 5 cm sobre la superficie del suelo de 0.5 m de un surco de cada parcela
en competencia completa.

Las primeras muestras, se utilizaron para la determinacion del rendimiento de
forraje de la parcela dtil, registrando el peso de forraje fresco y, luego se seco en un
asoleadero techado hasta alcanzar un peso constante y se registré nuevamente el peso para
calcular el rendimiento de forraje (REND) en t ha™.

Las segundas muestras de cada genotipo se trasladaron al laboratorio, donde se llevo
a un secado parcial en una estufa de aire forzado a 65 °C por 24 horas. Posteriormente,
fueron molidas en un molino Wiley® con malla de 1 mm.

A las muestras molidas se les determiné el contenido de materia seca total a 105
°C por 12 h, para expresar el contenido de nutrientes en base a materia seca (% MS).

Después, las muestras se dividieron en tres submuestras (repeticiones), para la
determinacion de las variables: Proteina cruda (PC, %), Fibra detergente acido (FDA,
%), Fibra detergente neutro (FDN, %), Carbohidratos no fibrosos (CNF, %), Almidon
(ALM, %), Grasa cruda (GC, %), Cenizas (CZAS, %), Fosforo (P, %), Calcio (Ca, %),
Magnesio (Mg, %), Potasio (K, %), Cloruros (Cl, %) y Azufre (S, %), se realizé mediante
espectrometria en el infrarrojo cercano (NIRS, Near InfraRed Spectroscopy).

Los espectros fueron tomados con un espectrometro NIRSystems 5000 (FOSS,
Inc. Laurel (MD), USA) en modo de reflectancia, a longitudes de onda entre 400 y 2500
nm.

Ademas, se determinaron las variables: Digestibilidad in vitro (DIG, %), Total de
nutrientes digestibles (TND,%), Energia neta de lactancia (ENL, Mcal Kg?), Energia
neta de mantenimiento (ENM, Mcal Kg?), Energia neta de ganancia (ENG, Mcal Kg™),
Valor relativo de forraje de la FDN dada en 30 horas (VRF); Calidad relativa de forraje
(CRF, %), Litros de leche (LECHE, L de materia seca), a través del sistema deprediccion
para rumiantes por la Fundation for ruminant energy segun Nutrient Requeriments of
Dairy Cattle (NCR, 2001).
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6.2.3.5 Analisis estadistico en la seleccion de progenies sobresalientes en base a

rendimiento y calidad de semilla-forraje

Los datos registrados de las variables de la segunda etapa, sobre la calidad de semilla
de los 25 materiales genéticos, fueron analizados con el paquete Statistical Analisis System
(SAS, Ver 6, 2009), obteniendo los cuadrados medios y niveles de significancias mediante
un disefio de parcelas divididas, identificando como parcela grande (Loc) y chica (Geno).
Asi mismo, se realizaron pruebas de comparacion de medias, utilizando la prueba de
Diferencia Minima Significativa (DMS), a < 0.01 entre fuentes de variacion e
interacciones localidades por genotipos (Loc*Geno).

La informacion a través de las localidades, se analizO mediante un andlisis de
bloques al azar combinado entre localidades para detectar la asociacion entre medias de
las variables y genotipos. Se uso un analisis de componentes principales y analisis de
conglomerados.

Con respecto a los datos registrados de las variables de la segunda etapa, sobre la
calidad de forraje de los 15 materiales genéticos, se promediaron las dos localidades
consideradas repeticiones y, con el resultado de las medias de cada variable; se analizéla
asociacion entre las variables de campo y de calidad nutritiva de forraje, todasevaluadas
a los 90 dias después de la siembra, asi como en los genotipos seleccionados en base a la
estabilidad del caracter stay green, rendimiento y calidad de semilla,mediante un analisis

de componentes principales y analisis de conglomerados (Manly, 1986).

6.2.4 Etapa 3. Respuesta de genotipos sobresalientes por la adicion de nitrégeno en la
expresion del caracter stay green, rendimiento y calidad de semilla-forraje

6.2.4.1 Material genético en la adicién de nitr6geno
El analisis conjunto de la informacion generada de las etapas 1 y 2, en condiciones
de manejo normal, permitié seleccionar a las mejores lineas progenie en base a la

estabilidad del caracter stay green, en el rendimiento y calidad tanto de forraje, como de

semilla. Sin embargo, por cuestiones de presupuesto se tomd la decisién de continuar
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con la evaluacion de las diferentes dosis de fertilizacion nitrogenada en la linea progenie
CANI-85 (G11) y como testigo el progenitor, la variedad GABYAN95 (G23) ambas
cebada forrajeras imberbes, para evaluar la eficiencia e impacto del caracter stay green en

la produccion de forraje y la calidad de semilla.

6.2.4.2 Establecimiento en campo de genotipos sobresalientes en la adicion de

nitrégeno

Se llevo a cabo la produccién de forraje y semillas en las localidades: Zaragoza,
Coahuila (Localidad 2) y Navidad, Nuevo Ledn (Localidad 3), el ciclo Otofio-invierno del
afio 2018- 2019 (Figura 6.6).

£ T ol .
Figura 6.6 Establecimiento de la evaluacién de respuesta en la adicion de nitrégeno de CANI-85 y
GABYANOS5 (etapa 3). A) Zaragoza-Coahuila. (Loc 2), B) Navidad-Nuevo Ledn (Loc 3), ciclo 2018-2019

Se prepararon los terrenos de ambas localidades conforme a las labores tradicionales
para el establecimiento de cereales de grano pequefio en condiciones de riego, sembrando
manualmente los dos materiales genéticos en suelo himedo, a una densidad de siembra
de 120 kg ha* en parcelas de 6 surcos de 3.0 m de longitud, espaciados a 0.3 m, mediante
un disefio de bloques completamente al azar con tres repeticiones, donde cada parcela fue
considerada una repeticion de acuerdo con Zar (1996).
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6.2.4.3 Tratamientos aplicados en genotipos sobresalientes en la adicion de

nitrégeno

Se emplearon diferentes tratamientos basados en dosis de fertilizacion nitrogenada,
descritas en la Tabla 6.4, aplicando sulfato de amonio (NH3SO.) como la fuente de
nitrégeno en dosis de kilogramos de N2 por hectarea, més fosfato de amonio dihidratado
(NHsH2PO4 (MAP)) como fuente de fosforo, aplicando 80 Kg P por hectérea, teniendo

por cada material genético, cinco dosis, tres repeticiones por localidad.

Tabla 6.4 Dosis de fertilizacion nitrogenada (N.) y fésforo (P) en dos cebadas forrajeras imberbes en dos
localidades, en el ciclo O-1, 2018-2019

Dosis Dosis Localidad*
(Kg N ha?) (Kg P ha?t)
00 80 3
60 80 2y3
120 80 2y3
180 80 2y3
240 80 2y3
300 80 2

*Localidad 2= Zaragoza-Coahuila y Localidad 3= Navidad-Nuevo Leon.

En cada tratamiento, se aplicé un 50 % de la dosis de nitrogeno y el 100% de dosis
de fosforo al momento de la siembray en el primer riego; y a los 30 dias después, se aplicd
el segundo riego con el resto de la dosis de nitrogeno y, a los 60 dias después de siembra
se aplicd un tercer riego.

En esta etapa 3, también se llevaron a cabo labores de campo en el control de

malezas, sin aplicacion de insecticida o fungicida y haciendo deshierbes manuales.

6.2.4.4 Variables evaluadas en campo de genotipos sobresalientes en la adicion de

nitrégeno
Se realizaron tres muestreos en ambas localidades a los 75, 90 y 105 dias después

de la siembra, indicados como dias de muestreo (DM), evaluando en cada muestreo a

mitad de cada parcela: la altura de la planta (ALT), la temperatura de dosel (TEMP), el
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indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI), el indice de contenido de clorofila
(ICC), la etapa fenoldgica de la planta (ETAPA) y la cobertura del terreno (COB)

descritas anteriormente.

6.2.4.5 Variables evaluadas en laboratorio de genotipos sobresalientes en la
adicién de nitrégeno

A los 125 dias después de la siembra, una vez llegada la madurez fisioldgica de
semillay el punto 6ptimo de cosecha de los materiales genéticos de cada tratamiento, se
realizd la cosecha, trilla y limpieza de la semilla; en esta actividad de limpieza, se utilizd
una cribadora Clipper con una zaranda tipo oblonga de 1.6 x 9.5 mm. Posteriormente, se
trasladaron todos los materiales genéticos al laboratorio, y se procedié a la evaluacion de
rendimiento y calidad de semilla, procedimientos que se describieron en la etapa 2
anterior, considerando las variables: contenido de humedad (CH), peso volumétrico(PV),
peso de mil semillas (PMS), rendimiento de semilla (RENDS), plantulas normales,
anormales y semillas sin germinar (PN, PA y SSG), asi como la longitud media de
plumula y la radicula (LMP y LMR), por ultimo el peso seco de plantula (PS).

6.2.4.6 Analisis estadistico de genotipos sobresalientes por la adicion de nitrégeno

en la expresion del carécter stay green, rendimiento y calidad de semilla-forraje

Las datos obtenidos en la produccion de forraje en campo bajo fertilizacion
nitrogenada, se analizaron con el paquete Statistical Analisis System (SAS, Ver 6,2009),
mediante un disefio trifactorial con anidamiento combinado entre localidades (Loc), donde
los factores fueron: Genotipos (Geno), Dias de muestreo (DM) y Dosis de fertilizacién
nitrogenada (D) la cual se considero anidada o confundida.

Y para la comparacion de medias de estas variables registradas en el experimento,
se utilizé la prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS), a un nivel de significancia
a < 0.05, teniendo entre las fuentes de variacion e interacciones DM por Loc, Geno por
Loc, Geno por Dm por Loc, Geno dentro de D, Geno por Loc dentro deD, Dias de
muestreo dentro de D, Geno por Dm por Loc dentro de D.
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Para determinar el tipo de efecto que provocaron las dosis de fertilizantes, se
realizaron andlisis de regresion y se obtuvo su funcién de respuesta, en caso de que la
respuesta fuera cuadratica empleando la técnica de la segunda derivada (Briones et al.,
2009), para obtener asi su maximo o minimo segun el tipo de ecuacion. Adicionalmente
se exploro la respuesta sobre los dias a muestreo con la superficie de respuesta (Yaguas,
2017).

6.2.5 Etapa 4. Genotipificacion de progenies sobresalientes y progenitores de cebada

6.2.5.1 Ubicacion y material genético en la genotipificacion

El estudio de genotipificacion de los materiales genéticos se llevo a cabo en las
instalaciones del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), en
el Laboratorio de Biociencias, Servicio de Andlisis Genético para la Agricultura (SAGA).

Se estudiaron las 10 lineas progenies seleccionadas en la etapa 2, considerando a
dos testigos, la variedad comercial Cerro Prieto (G22), por ser una cebada con aristas y de
tipo maltera y la variedad GABYAN95 (G23), por ser el progenitor hembra de las
progenies en estudio, con caracteristicas sin aristas, stay green y de tipo forrajero.Ademas,
con el fin de completar el cuadro de la genealogia de las progenies, se incluy6 al progenitor

macho, la variedad comercial Esperanza, como se describe en la Tabla 6.5.

Tabla 6.5 Materiales genéticos selectos para la genotipificacién mediante microarreglos por Dartseq

No. de genotipo Descripcién Nombre
G2 Cebada imberbe/SG CANI-9-14
G4 Cebada imberbe/SG CANI-15-14
G3 Cebada imberbe/SG CANI-10-14
G10 Cebada imberbe/SG CANI-82-14
G11 Cebada imberbe/SG CANI-85-14
G12 Cebada imberbe/SG CANI-99-14
G14 Cebada imberbe/SG CANI-104-14
G15 Cebada imberbe/SG CANI-108-14
G18 Cebada imberbe/SG CANI-129-14
G19 Cebada imberbe/SG CANI-130-14
G3 Cebada imberbe/SG CANI-10-14
G22 Cebada, barbada/maltera Cerro prieto
G23 Cebada imberbe/SG/ Progenitor hembra GABYAN95
G26 Cebada,barbada/maltera/Progenitor macho Esperanza

CANI= Cebada Antonio Narro Imberbe.
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6.2.5.2 Proceso en la genotipificacion de progenies

Para llevar a cabo el estudio, se realizo la siembra de 10 semillas por material
genético para obtencion de plantula, en charolas de poli-estireno con suelo esteril,
colocando una semilla de cada material por cavidad, y se llevaron a una condicion de
invernadero a 25 £ 1°C, con una humedad relativa de 40 %, con el fotoperiodo de medio
ambiente 9/15 h'y 25/13°C dia/noche, y se realizaron dos riegos a saturacion de suelo, uno
al momento de la siembra y otro a los cinco dias después.

Una vez germinada la plantula, se realizé la genotipificacion de los materiales, que
consistio en: La extraccion y evaluacion de la calidad del ADN, la reduccion de la
complejidad del ADN, una amplificacion selectiva mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa ((Polymerase Chain Reaction, siglas en inglés PCR), evaluacion de la calidad
de PCR (conocidos como “targets”), la purificacion y cuantificacion de los targets, y por
ultimo la secuenciacion.

Extraccién de ADN. Para este proceso, se consideré un cuarto de hoja de plantula
de 15 dias de germinacion en invernadero, previamente liofilizada y molida de cada
genotipo; se realizd la extraccion de ADN gendmico segun la metodologia CTAB(Doyle
and Doyle, 1990) modificado por Baloch (2017), aplicando una solucion stock (Tris pH
7.5 1M; NaCl 5M, EDTA pH 8.0, CTAB y Mercaptoetanol), reteniendo el sobrenadante
y afiadiendo cloroformo:octanol (24:1). Posteriormente se realizaron tres lavados: uno con
isopropanol y dos con etanol al 70%.

Se determing la calidad y cantidad de las muestras de ADN gendmico, utilizando 2
ul de muestra en buffer ER (Buffer de enzimas de restriccién), incubado a 37°C durante
2 horas, mediante electroforesis horizontal con gel de agarosa al 1%, a 120 volts por 24
min, esperando tener bandas gruesas y con un alto nimero de pares de bases.

Reduccion de complejidad. Se realizd6 mediante la adicion de una solucion Mix
gue consistié en: la enzima de restriccion Hpall, de corte frecuente para la digestion
(Griffths et al., 2002), Re buffer, BSA, ATP, T4 DNA ligasa, adaptador comun y
adaptador de barcode. Este ultimo es una secuencia de nucledtidos a fin al sitio de corte
de la enzima secundaria, que actia como “un c6digo de barras”, y que permite identificar

cada muestra de ADN, perteneciente a cada fragmento gendémico obtenido de
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la digestion. La mezcla se incubo en un termociclador por un periodo de 2 horas a 37°C
y 20 min a 60°C.

Reaccion de PCR (amplificacion selectiva). Se realizd la amplificacion de los
fragmentos de ADN mediante una reaccion en cadena de la polimerasa o PCR. Utilizando
un replicador, se tomaron e incubaron 2 pl de cada muestra procesada del proceso
digestion-ligacion, més una mezcla de PCR (Buffer de PCR, dNTPs, primers y enzima
RedTaq), y se llevo al termociclador durante 30 ciclos de 20 seg a 94°C, 30 seg a58°C y
45 seg a 72°C, con un ciclo inicial de 1 min de a 94°C para la desnaturalizacién, y un ciclo
final de elongacién de 7 min a 72°C y tener un tiempo de reposo de 5 min a 10°C.

Calidad de PCR (targets). Después de la amplificacion, se evaluo la calidad de los
fragmentos (targets) a través de electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.2%,
considerando obtener un pequefio barrido de ADN, demostrando un rango de tamafio de
diferentes fragmentos y uniformes en intensidad.

Purificacion y cuantificacion. Se realiz6 el agrupamiento de los targets en una sola
solucion, y a estos conglomerados de muestras de ADN se les denomind pools,
conteniendo 25 pul de cada target, y se purificaron con un kit comercial, Se realiz6 un
control de calidad del pool en gel de agarosa al 1.2%, y se verifico nuevamente el barrido
que comprendié en los fragmentos de diferentes tamafios, para comparar con las muestras
estandar secuenciadas.

Secuenciacion Novaseq™ 6000. Se realizd una dilucion de pool a obtener 0.7nM,
utilizando buffer RSB, se diluydo en NaOH al 2N mas Tris-HCI de 1000mM, para
desnaturalizar, y se coloco en el equipo Novaseq™ 6000 Illumina, con un tiempo de
secuenciacion de 23.17 horas, Clusters passing filter de 79.80%, produccién de 83.56 Gb
y Q30 de 94.36%.

6.2.5.3 Emision de datos y analisis de datos en la genotipificacion

La informacion emitida por el Novaseq 6000, fue procesada mediante la plataforma
Dartseq™, generando los datos: SNPs y SiclicoDArt. Los marcadores SNP
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son nucleotidos polimorfismos presentes en los fragmentos de restriccion, mientras que
los marcadores SilicoDArT representan el PAV de la restriccion de fragmentos.

Se determind la calidad de los marcadores SNPs, en base a la caracterizacion y
calificacion de los polimorfismos, normalmente es del 70 a 80%, se identificaron los de
mejores cualidades en las propiedades como alelos con frecuencia alélica, heterocigosidad
y porcentaje de datos faltantes, asi como los marcadores SNP codominantes se indicaron
con "0" (homocigoto alelo de referencia), "1™ (alelo SNP homocigoto) y 2" (heterocigoto:
presencia de alelos tanto de referencia como de SNP).

Una vez obtenida esta matriz, la plataforma Dartseq™ genera otra matriz
denominada SilicoDArT, basicamente identifica los marcadores dominantes, indicados en
forma binaria, con "1" que representa la presencia del fragmento de restriccion con el
marcador secuencia y "0" designando su ausencia.

La frecuencia se determind para obtener la proporcién de cada alelo marcador en
relacion al total de marcadores, calculando los alelos de menor frecuencia (AMF), los
cuales se refieren a la proporcion de un alelo menos comun dentro de un locus de una
poblacién determinada.

Se realiz6 una distribucion de los marcadores sobre los 7 cromosomas de cebada; se
estimo la cantidad de marcadores que se reconocen en cada cromosoma, dependiendo de
las caracteristicas: Heterogeneidad, AMF, datos perdidos o ausentes y el contenido de
informacién polimorfica (Polymorphic Information Content).

Todos los datos generados del secuenciador fueron introducidos en el paquete BIO-
R (Biodiversity analysis with R for Windows) Versién 2.0 (Pacheco et al., 2016), para el
analisis de coordenadas principales (PCoA), construyendo una matriz de distancia de
alelos compartidos entre individuos de acuerdo con Gao & Starmer (Gao & Starmer, 2008;
Nakamura et al. 2005). La méaxima distancia de alelos compartidos fuede 2, y la minima
distancia fue de 0.

Asi mismo, dentro de los resultados generados por el DArtseq, también se reportd
el total de SNPs, generando la media en una sola linea denominada “One-row”, y se
considero el 80 % de calidad de marcadores SNPs, de los cuales se analizaron a través
de componentes principales en el paguete BIO-R (Biodiversity analysis with R for
Windows) Version 2.0 (Pacheco et al., 2016).
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Aunado a ello, se generd una matriz de dominancia y heterocidad de estos SNPs
de calidad, indicando los marcadores SNPs codominantes mediante barra de colores,
homocigoto-dominante “0” (color verde), Heterocigoto “2” (color rojo), homocigoto-
recesivo “1” (color naranja), y las secuencias del genotipo que no registré el Dartseq (color
blanco).

De la matriz de dominancia y heterocidad, se disefio otra matriz, en base a las
frecuencias de SNPs de los cromosomas 2H, 3H, 4H, 5H y 6H, y otras secuencias que no
se identificaron en un cromosoma en especifico (ChrUn), con la finalidad de identificar
unicamente los SNPs de alelos homocigoto-dominantes (“0”) en las progeniesy el
progenitor GABY AN95, los SNPs heterocigotos (“2”) y los SNPs homocigoto- recesivos
(“1”) en la variedad Cerro prieto y el progenitor Esperanza.

6.2.5.4 Secuencias involucradas en la fotosintesis y stay green de Hordeum
vulgare L. en la genotipificacion

Dadas las frecuencias dominantes, se procedié a seleccionar secuencias de
aminoéacidos de biomoléculas con funciones en el proceso de fotosintesis de la especie
Hordeum vulgare, las plataformas de busqueda fueron NCBI GenBank y Uniprot
identificadas en la Tabla 6.6

Algunas de ellas se transcribieron a nucledtidos, utilizando la herramienta EMBOSS
Backtranseq proporcionada por European Bioinformatics Institute.

Asimismo, se realizd un alineamiento de pares de secuencias de los nucleétidos
SNPs encontrados por el Dartseq™ dominantes homogéneos con la secuencias
nucleotidicas de las biomoléculas (Tabla 6.6), mediante el programa BLASTn dentro del
programa general de BLAST, determinando la homologia como especie, identificando la
similitud de secuencias de nucle6tidos con caracteristicas fisico-quimicas andlogas y para
detectar si se pudiera tratar de la misma biomolécula, por el nimero de SNPs y porcentaje

de coincidencia en las secuencias.
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Tabla 6.6 Identificacién de biomoléculas, secuencia de aminoacidos y nucleétidos involucradas en la

fotosintesis

Biomolécula

Secuencia de aminoacidos

Secuencia traducida
a nucledtidos

Referencia

ATPsintasa
GenBank:
A1E9I5.1

ATGAACATCATCCCGTGCTCCATCAAGACCCTCAAGGGCCTCTA
CGACATCTCCGGCGTGGAGGTGGGCCAGCACTTCTACTGGCAG
ATCGGCGGCTTCCAGATCCACGCCCAGGTGCTCATCACCTCCTG
GGTGGTGATCACCATCCTCCTCGGCTCCGTGGTGATCGCCGTGC
GCAACCCGCAGACCATCCCGACCGACGGCCAGAACTTCTTCGA
GTACGTGCTCGAGTTCATCCGCGACCTCTCCAAGACCCAGATCG
GCGAGGAGTACGGCCCGTGGGTGCCGTTCATCGGCACCATGTT
CCTCTTCATCTTCGTGTCCAACTGGTCCGGCGCCCTCCTCCCGTG
GAAGATCATCGAGCTCCCGCACGGCGAGCTCGCCGCCCCGACC
AACGACATCAACACCACCGTGGCCCTCGCCCTCCTCACCTCCGC
CGCCTACTTCTACGCCGGCCTCTCCAAGAAGGGCCTCTCCTACT
TCGAGAAGTACATCAAGCCGACCCCGATCCTCCTCCCGATCAA
CATCCTCGAGGACTTCACCAAGCCGCTCTCCCTCTCCTTCCGCC
TCTTCGGCAACATCCTCGCCGACGAGCTCGTGGTGGTGGTGCTC
GTGTCCCTCGTGCCGCTCGTGATCCCGATCCCGGTGATGTTCCT
CGGCCTCTTCACCTCCGGCATCCAGGCCCTCATCTTCGCCACCC
TCGCCGCCGCCTACATCGGCGAGTCCATGGAGGGCCACCAC

MNIIPCSIKTLKGLYDISGVEV
GQHFYWQIGGFQIHAQVLITS
WVVITILLGSVVIAVRNPQTIP
TDGQNFFEYVLEFIRDLSKTQ
IGEEYGPWVPFIGTMFLFIFVS
NWSGALLPWKIIELPHGELA
APTNDINTTVALALLTSAAYF
YAGLSKKGLSYFEKYIKPTPI
LLPINILEDFTKPLSLSFRLFG
NILADELVVVVLVSLVPLVIPI
PVMFLGLFTSGIQALIFATLA
AAYIGESMEGHH

Zeng et al.,
2019

Nyima et al.,
2019

Cytocromeb6
GenBank:
ABK79441.1

ATGTCCATGAAGTTCTCCTACACCGCCCTCCGCGGCGGCCGCGG
CCTCGTGACCTACCTCAACAAGGTGTACGACTGGTTCGAGGAG
CGCCTCGAGATCCAGGCCATCGCCGACGACATCACCTCCAAGT
ACGTGCCGCCGCACGTGAACATCTTCTACTGCCTCGGCGGCATC
ACCCTCACCTGCTTCCTCGTGCAGGTGGCCACCGGCTTCGCCAT
GACCTTCTACTACCGCCCGACCGTGACCGAGGCCTTCTCCTCCG
TGCAGTACATCATGACCGAGGCCAACTTCGGCTGGCTCATCCGC
TCCGTGCACCGCTGGTCCGCCTCCATGATGGTGCTCATGATGAT
CCTCCACGTGTTCCGCGTGTACCTCACCGGCGGCTTCAAGAAGC
CGCGCGAGCTCACCTGGGTGACCGGCGTGGTGCTCGCCGTGCT
CACCGCCTCCTTCGGCGTGACCGGCTACTCCCTCCCGTGGGACC
AGATCGGCTACTGGGCCGTGAAGATCGTGACCGGCGTGCCGGA
CGCCATCCCGGTGATCGGCTCCCCGCTCGTGGAGCTCCTCCGCG
GCTCCGCCTCCGTGGGCCAGTCCACCCTCACCCGCTTCTACTCC
CTCCACACCTTCGTGCTCCCGCTCCTCACCGCCGTGTTCATGCTC
ATGCACTTCCCGATGATCCGCAAGCAGGGCATCTCCGGCCCGCT

C

MSMKFSYTALRGGRGLVTY
LNKVYDWFEERLEIQAIADDI
TSKYVPPHVNIFYCLGGITLT
CFLVQVATGFAMTFYYRPTV
TEAFSSVQYIMTEANFGWLIR
SVHRWSASMMVLMMILHVF
RVYLTGGFKKPRELTWVTGV
VLAVLTASFGVTGYSLPWDQ
IGYWAVKIVTGVPDAIPVIGS
PLVELLRGSASVGQSTLTRFY
SLHTFVLPLLTAVFMLMHFP
MIRKQGISGPL

Phosphoenol
pyruvate
GenBank:
CCU7528.1

ATGGAGGCCGTGTCCGTGGACATCGTGGAGGTGCGCGCCAAGT
CCGGCCTCATCACCTACTGCAAGGTGAAGGACCGCGAGGGCTT
CCGCGCCGTGGGCGAGGAGGAGAAGGGCGGCATCCGCGCCCA
GGAGCAGGTGAACGGCGCCCTCGACTGCACCGACCGCGACCCG
GCCCCGATCCTCATGCAGAACTGCTTCATCACCACCGTGATCTC
CATCGACCAGGACCTCCGCTCCAACCGCCACGCCCGCGLCCTCT
TCCTCGTGCCGAACGAGAAGGAGCGCCGCGACGTGTACGACCT
CAACCGCATCCTCTCCCCGCTCCAGTCCGACATCAAGTCCTCCC
CGATCAAGGAGCACACCCGCCTCGAGGAGGAGCTCCACGACAA
CGCCCACATCGACTACGACCGCGTGGCCATCGTGCCGAACCCG
TCCGTGGCCGTGCTCTACGAGGACGCCCTCGTGTTCGAGACCGG
CACCGCCATCACCTCCACCGGCGCCCTCACCGCCTACTCCGGCC
TCAAGACCGGCCGCTCCCCGCAGGACAAGCGCATCGTGAAGGA
GCCGTCCTCCGAGGACGACATCTGGTGGGGCCCGGTGAACAAG
CCGATGACCCCGGAGGTGTGGCGCATCAACCGCGAGCGCGCCA
TCGACTACCTCAACACCCGCAACCGCATCTACGTGGTGGACGG
CTACGCCGGCTGGGACCAGAAGTACCAGATCAAGGTGCGCATC
GTGTGCGCCCGCGCCTACCACGCCCTCTTCATGCGCAACATGCT
CATCCGCCCGGAGCGCGAGGACCTCGCCCAGTTCCAGCCGGAC
TACACCATCTACAACGCCGGCTCCTTCCCGGCCAACCGCTACAC
CTCCGGCATGACCTCCGCCACCTCCATCGCCATCAACTTCGCCG
ACAAGGAGATCGTGATCCTCGGCACCGAGTACGCCGGCGAGAT
GAAGAAGGGCGTGTTCACCATCCTCTTCTACGAGATGCCGGTG
AAGTACAACGTGCTCACCCTCCACTCCTCCGCCAACGAGGGCA
AGGACGGCGACGTGACCCTCTTCTTCGGCCTCTCCGGCACCGGC
AAGACCACCCTCTCCGCCGACCCGCTCCGCGCCCTCATCGGCGA
CGACGAGCACTGCTGGTCCGAGAACGGCATCTTCAACATCGAG
GGCGGCTGCTACGCCAAGTGCCTCGGCCTCTCCGTGGAGAAGG
AGCCGGAGATCTTCGGCGCCATCAAGTTCGGCGCCGTGCTCGA
GAACGTGGTGTTCTCCGCCGAGACCCGCTTCGTGGACTACGAG
GACTCCACCCTCACCGAGAACACCCGCTGCGCCTACCCGATCG
ACCACATCGTGAACGCCAAGATCCCGTGCGTGTCCATCGACCA
CCCGCGCAACATCATCCTCCTCACCTGCGACGCCTCCGGCGTGC
TCCCGCCGATCTCCAAGCTCAACTCCGCCCAGGTGATGTTCCAC
TTCATCTCCGGCTACACCTCCAAGATGACCGGCACCGAGGACG
GCGTGACCGAGCCGCAGGCCACCTTCTCCGCCTGCTTCGCCCAG
CCGTTCCTCGCCCTCCACCCGATGCGCTACGCCGAGATGCTCGC
CGAGAAGATCGAGAACCACCGCGCCAACGCCTGGCTCCTCAAC
ACCGGCTGGGTGGGCGCCGCCGCCACCTCCGGCGGCCAGCGCT
GCCCGCTCAAGTACACCCGCGCCATCCTCTCCGCCATCCACTCC
GGCGAGCTCACCAAGGCCTCCTACGAGACCTACGAGACCTTCA
ACCTCGAGGTGCCGACCTCCTGCTCCGGCGTGCCGTCCAACCTC
CTCAACCCGCGCAACGCCTGGACCGCCGGCGGCAACTCCTTCG
GCGAGGAGGTGGCCCGCCTCGGCGCCCTCTTCATCAAGAACTT
CGAGAAGTACTCCGGCGAGGTGTCCGAGCTCGTGAAGTCCGCC
GGCCCGAAGCTC

MEAVSVDIVEVRAKSGLITY
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NRYTSGMTSATSIAINFADKE
IVILGTEYAGEMKKGVFTILF
YEMPVKYNVLTLHSSANEGK
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GAIKFGAVLENVVFSAETRF
VDYEDSTLTENTRCAYPIDHI
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KNFEKYSGEVSELVKSAGPK
L

Spanu et al.,
2010
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rbcL AAGGCCGGCGTGGGCTTCCAGGCCGGCGTGAAGGACTACAAGC | KAGVGFQAGVKDYKLTYYT | Kizmina et
. TCACCTACTACACCCCGGAGTACGAGACCAAGGACACCGACAT | PEYETKDTDILAAFRVSPQPG
(Rubisco) CCTCGCCGCCTTCCGCGTGTCCCCGCAGCCGGGCGTGCCGCCGG | VPPEEAGAAVAAESSTGTWT | al., 2017
GenBank: AGGAGGCCGGCGCCGCCGTGGCCGCCGAGTCCTCCACCGGCAC | TVWTDGLTSLDRYKGRCYHI
: CTGGACCACCGTGTGGACCGACGGCCTCACCTCCCTCGACCGCT EPVAGEDSWICYVAYPLDLF
AUR29694.1 | ACAAGGGCCGCTGCTACCACATCGAGCCGGTGGCCGGCGAGGA | EEGSVTNMFTSIVGNVFGFK
CTCCCAGTGGATCTGCTACGTGGCCTACCCGCTCGACCTCTTCG | ALRALRLEDLRIPPTYSKTFQ
AGGAGGGCTCCGTGACCAACATGTTCACCTCCATCGTGGGCAA | GPPHGIQVEDKLNKYGRPLL
CGTGTTCGGCTTCAAGGCCCTCCGCGCCCTCCGCCTCGAGGACC | GCTIKPKLGLSAKNYGRACX
TCCGCATCCCGCCGACCTACTCCAAGACCTTCCAGGGCCCGCCG
CACGGCATCCAGGTGGAGCGCGACAAGCTCAACAAGTACGGCC
GCCCGCTCCTCGGCTGCACCATCAAGCCGAAGCTCGGCCTCTCC
GCCAAGAACTACGGCCGCGCCTGCNNN
PORA ATGGCCCTCCAGCTCCTCCCGTCCACCCTCTCCGTGCCGAAGAA | MALQLLPSTLSVPKKGSS | Schulz et al.
UniProtKB/S GGGCTCCTCCATGGGCGCCGTGGCCGTGAAGGACACCGCCGCC | MGAVAVKDTAAFLGVSSK 1089 !
niPr TTCCTCGGCGTGTCCTCCAAGGCCAAGAAGGCCTCCCTCGCCGT
. ot ) GCGCACCCAGGTGGCCACCGCCCCGTCCCCGGTGACCACCTCE | AKKASLAVRTQVATAPSE
wiss-Prot: CCGGGCTCCACCGCCTCCTCCCCGTCCGGCAAGAAGACCCTCCG | VITSPGSTASSPSGKKTL
P13653.1 CCAGGGCGTGGTGGTGATCACCGGCGCCTCCTCCGGCCTCGGC | RQGVVVITGASSGLGLAA
CTCGCCGCCGCCAAGGCCCTCGCCGAGACCGGCAAGTGGCACG | AKALAETGKWHVVMACRD
TGGTGATGGCCTGCCGCGACTTCCTCAAGGCCTCCAAGGCCGCC
AAGGCCGCCGGCATGGCCGACGGCTCCTACACCGTGATGCACE | & DRASKARKAAGMADGSY
TCGACCTCGCCTCCCTCGACTCCGTGCGCCAGTTCGTGGACGCC | L VMHLDLASLDSVRQEVD
TTCCGCCGCGCCGAGATGCCGCTCGACGTGCTCGTGTGCAACGC AFRRAEMPLDVLVCNAAT
CGCCATCTACCGCCCGACCGCCCGCACCCCGACCTTCACCGCCG | YRPTARTPTFTADGHEMS
ACGGCCACGAGATGTCCGTGGGCGTGAACCACCTCGGCCACTT | vGVNHLGHFLLARLLMED
CCTCCTCGCCCGCCTCCTCATGGAGGACCTCCAGAAGTCCGACT
ACCCGTCCCGCCGCATGGTGATCGTGGGCTCCATCACCGGCAA | COKSDYPSRRMVIVGSIT
CTCCAACACCCTCGCCGGCAACGTGCCGCCGAAGGCCTCCCTC | GNSNTLAGNVPPKASLGD
GGCGACCTCCGCGGCCTCGCCGGCGGCCTCTCCGGCGCCTCCG | LRGLAGGLSGASGSAMID
GCTCCGCCATGATCGACGGCGACGAGTCCTTCGACGGCGCCAA | GDESFDGAKAYKDSKVCN
GGCCTACAAGGACTCCAAGGTGTGCAACATGCTCACCATGCAG | ML TMOEFHRRYHEETGIT
GAGTTCCACCGCCGCTACCACGAGGAGACCGGCATCACCTTCT
CCTCCCTCTACCCGGGCTGCATCGCCACCACCGGCCTCTTCCGE | FOSLYPGCIATTGLEREH
GAGCACATCCCGCTCTTCCGCACCCTCTTCCCGCCGTTCCAGAA | IPLFRTLEPPFQKEVTKG
GTTCGTGACCAAGGGCTTCGTGTCCGAGGCCGAGTCCGGCAAG | FVSEAESGKRLAQVVAEP
CGCCTCGCCCAGGTGGTGGCCGAGCCGGTGCTCACCAAGTCCG VLTKSGVYWSWNKDSASF
GCGTGTACTGGTCCTGGAACAAGGACTCCGCCTCCTTCGAGAA | 01, SOEASDPEKARKVI
CCAGCTCTCCCAGGAGGCCTCCGACCCGGAGAAGGCCCGCAAG | pr oo
GTGTGGGAGCTCTCCGAGAAGCTCGTGGGCCTCGCC
PORB ATGGCCCTCCAGGCCGCCACCTCCTTCCTCCCGTCCGCCCTCTC | MALQAATSFLPSALSARKE | Holtorf et
. CGCCCGCAAGGAGGGCGCCGCCAAGGACTCCGCCTTCTTCGGC GAAKDSAFFGVRLADGLKL
UniProtiKB/S | sreceecToocconcoeceCAAGCICoACOcCACCICCeTeee | parsigremewwrssvar | @l 1995
wiss-Prot: CCCAGGCCGCCGCCGTGTCCGCCCCGACCGCCACCCCGGCCTCC RAQRAAVSAPTATPASPAG
Q42850.1 CCGGCCGGCAAGAAGACCGTGCGCACCGGCAACGCCATCATCA | KKTVRTGNATIITGASSGLG
CCGGCGCCTCCTCCGGCCTCGGCCTCGCCACCGCCAAGGCCCTC | LATAKALAESGKWHVIMAC
GCCGAGTCCGGCAAGTGGCACGTGATCATGGCCTGCCGCGACT RDYLKTARAARAAGMPKGS
ACCTCAAGACCGCCCGCGCCGCCCGCGCCGCCGGCATGCCGAA | YTIVHLDLASLDSVRQEVK
GGGCTCCTACACCATCGTGCACCTCGACCTCGCCTCCCTCGACT NVRQLDMPIDVVVCNAAVY
CATCOACOTOGTOOTCTOCAACORERCORTOTACCAGECoACE | CCTAKEPSFTADGFEMSVG
GCCAAGGAGCCGTCCTTCACCGCCGACGGCTTCGAGATGTCCG Zgg;g?g ﬁ\sgg];?g;ﬁ
TGGGCGTGAACCACCTCGGCCACTTCCTCCTCGCCCGCGAGCTC
CTCGAGGACCTCAAGGCCTCCGACTACCCGTCCAAGCGCCTCAT TLAGNVPPKANLGDLRGLA
CATCGTGGGCTCCATCACCGGCAACACCAACACCCTCGCCGGC AGLNGVGSAAMIDGAEFDG
AACGTGCCGCCGAAGGCCAACCTCGGCGACCTCCGCGGCCTCG | AKAYKDSKVCNMLTMQEFH
CCGCCGGCCTCAACGGCGTGGGCTCCGCCGCCATGATCGACGG | RRYHEETGVTFASLYPGCT
CGCCGAGTTCGACGGCGCCAAGGCCTACAAGGACTCCAAGGTG ATTGLFREHIPLFRLLFPP
TGCAACATGCTCACCATGCAGGAGTTCCACCGCCGCTACCACG | oy TTKGYVSEEEAGKRL
AGGAGACCGGCGTGACCTTCGCCTCCCTCTACCCGGGCTGCATC | 0 crner nis oy yismy
GCCACCACCGGCCTCTTCCGCGAGCACATCCCGCTCTTCCGCCT
CCTCTTCCCGCCGTTCCAGAAGTACATCACCAAGGGCTACGTGT | KNSASFENQLSEEASDTEK
CCGAGGAGGAGGCCGGCAAGCGCCTCGCCCAGGTGGTGTCCGA | ARKVWELSEKLVGLA
GCCGTCCCTCACCAAGTCCGGCGTGTACTGGTCCTGGAACAAG
AACTCCGCCTCCTTCGAGAACCAGCTCTCCGAGGAGGCCTCCG
ACACCGAGAAGGCCCGCAAGGTGTGGGAGCTCTCCGAGAAGCT
CGTGGGCCTCGCC
ABA ATGGCCTTCTTCCTCCTCCTCTGCATCCTCGTGTCCGTGGCCATC | MAFFLLLCILVSVAIVSYARH |~ Zang et al.
L. GTGTCCTACGCCCACCACGCCATCCGCCGCCGCCGCCAGGGCT | AIRRRRQGCAHGRHEQAALK !
Ac. AbSCIiSICO | GCGCCCACGGCCGCCACGAGCAGGCCGCCCTCAAGCTCCCGCC | LPPGSMGLPYVGETLQLYSQ | 2019
GenBank: GGGCTCCATGGGCCTCCCGTACGTGGGCGAGACCCTCCAGCTCT DPSVFLSSKQKRYGEIFKTHL Nyima et al
: ACTCCCAGGACCCGTCCGTGTTCCTCTCCTCCAAGCAGAAGCGC | LGCPCVMLASPEAARFVLVS "
KAEB8821597 | TACGGCGAGATCTTCAAGACCCACCTCCTCGGCTGCCCGTGCGT | RAHLFKPTYPRSKERLIGPSA | 2019
1 GATGCTCGCCTCCCCGGAGGCCGCCCGCTTCGTGCTCGTGTCCC | LFFHQGDYHLRLRRLVQGPL
. GCGCCCACCTCTTCAAGCCGACCTACCCGCGCTCCAAGGAGCG | GPEALRKLVPDIEAAVRSTLA
CCTCATCGGCCCGTCCGCCCTCTTCTTCCACCAGGGCGACTACC | AWADGDVASTFHAMKRLSF
ACCTCCGCCTCCGCCGCCTCGTGCAGGGCCCGCTCGGCCCGGA | DVGIVTIFGGRLDERRKEELR
GGCCCTCCGCAAGCTCGTGCCGGACATCGAGGCCGCCGTGCGC | RNYAVVEKGYNSFPNSFPGT
TCCACCCTCGCCGCCTGGGCCGACGGCGACGTGGCCTCCACCTT | LYYKAIQARRRLNGVLSDVY
CCACGCCATGAAGCGCCTCTCCTTCGACGTGGGCATCGTGACCA HERRERGEPGDDLLGCLMRS
TCTTCGGCGGCCGCCTCGACGAGCGCCGCAAGGAGGAGCTCCG | RAGGDDADDEGALLTDEQV

CCGCAACTACGCCGTGGTGGAGAAGGGCTACAACTCCTTCCCG

ADNVIGVLFAAQDTTASVLT
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AACTCCTTCCCGGGCACCCTCTACTACAAGGCCATCCAGGCCCG
CCGCCGCCTCAACGGCGTGCTCTCCGACGTGGTGCACGAGCGC
CGCGAGCGCGGCGAGCCGGGCGACGACCTCCTCGGCTGCCTCA
TGCGCTCCCGCGCCGGCGGCGACGACGCCGACGACGAGGGLCGC
CCTCCTCACCGACGAGCAGGTGGCCGACAACGTGATCGGCGTG
CTCTTCGCCGCCCAGGACACCACCGCCTCCGTGCTCACCTGGAT
CGTGAAGTACCTCCACGACCGCCCGAAGCTCCTCGAGGCCGTG
CGCGCCGAGCACGCCGCCATCCACGAGGCCAACGACGGLCGGEC
GCCGCCCGCTCACCTGGGCCCAGACCCGCTCCATGACCCTCACC
CACCGCGTGATCCTCGAGTCCCTCCGCATGGCCTCCATCATCTC
CTTCACCTTCCGCGAGGCCGTGGCCGACGTGGAGTACAAGGGC
TTCCTCATCCCGAAGGGCTGGAAGGTGATGCCGCTCTTCCGCAA
CATCCACCACTCCCCGGACTACTTCCAGGACCCGCACAAGTTCG
ACCCGTCCCGCTTCAAGGTGGCCCCGCGCCCGAACACCTTCACC
CCGTTCGGCTCCGGCGTGCACGCCTGCCCGGGCAACGAGCTCG
CCAAGCTCGAGATGCTCGTGCTCATCCACCACCTCGTGACCGGC
TACCGCTGGGAGGTGGTGGGCTCCTCCGACGACGTGGAGTACT
CCCCGTTCCCGGTGCCGCGCCACGGCCTCCTCGCCCGCCTCCGC
CGCGACGACGGCGTGTGCGCCGGCCGCAAGGGCTGCCCGACCG
ACGAGGACGACAACTACGACGACGAGGAGGTGATCGTG

WIVKYLHDRPKLLEAVRAEH
AAIHEANDGGRRPLTWAQTR
SMTLTHRVILESLRMASIISFT
FREAVADVEYKGFLIPKGWK
VMPLFRNIHHSPDYFQDPHK
FDPSRFKVAPRPNTFTPFGSG
VHACPGNELAKLEMLVLIHH
LVTGYRWEVVGSSDDVEYSP
FPVPRHGLLARLRRDDGVCA
GRKGCPTDEDDNYDDEEVIV

YCE3 ATGCCGCGCTCCCGCGTGAACGGCAACTTCATCGACAAGAC MPRSRVNGNFIDKTFSIIANIL | Saski et al.
CTTCTCCATCATCGCCAACATCCTCCTCCGCATCATCCCGAC LRIIPTTSGEKKAFTYYRDGM '
GenBank: CACCTCCGGCGAGAAGAAGGCCTTCACCTACTACCGCGACG LAQSEGNYAEALQONYYEATR | 2007
YP 874654.1 | GCATGCTCGCCCAGTCCGAGGGCAACTACGCCGAGGCCCTC LEIDPYDRSYILYNIGLIHTSN
— : CAGAACTACTACGAGGCCACCCGCCTCGAGATCGACCCGTA GEHTKALEYYFRALERNPFL
CGACCGCTCCTACATCCTCTACAACATCGGCCTCATCCACAC PQAFNNMAVICHYRGEQAIL
CTCCAACGGCGAGCACACCAAGGCCCTCGAGTACTACTTCC EGDSEIAEAWFDQAAEYWK
GCGCCCTCGAGCGCAACCCGTTCCTCCCGCAGGCCTTCAACA QAIALTPGNYIEAQNWLKITK
ACATGGCCGTGATCTGCCACTACCGCGGCGAGCAGGCCATC RFEFE
CTCGAGGGCGACTCCGAGATCGCCGAGGCCTGGTTCGACCA
GGCCGCCGAGTACTGGAAGCAGGCCATCGCCCTCACCCCGG
GCAACTACATCGAGGCCCAGAACTGGCTCAAGATCACCAAG
CGCTTCGAGTTCGAGG
Chloroplast ATGGCCATCGCCGCCGCCGCCGGCGCCTCCACCATGTCCCT | MAIAAAAGASTMSLLPISHL | Park et al
CCTCCCGATCTCCCACCTCAAGCAGCTCCAGCTCCAGCGCC | KQLQLQRRARPGRVLVLGRR "
stay green GCGCCCGCCCGGGCCGCGTGCTCGTGCTCGGCCGCCGCCG | RRHVVPRARLFGPAIFEASKL | 2007
Protein CCGCCACGTGGTGCCGCGCGCCCGCCTCTTCGGCCCGGCC | KVLFVGVDEEKHPGKLPRTY
ATCTTCGAGGCCTCCAAGCTCAAGGTGCTCTTCGTGGGCGT | TLTHSDVTARLTLAVSHTIHA
GenBank: GGACGAGGAGAAGCACCCGGGCAAGCTCCCGCGCACCTAC | AQLQGWYNRLQRDEVVAE
AAWS2955.1 | ACCCTCACCCACTCCGACGTGACCGCCCGCCTCACCCTCGE | WKKVQGAMSLHVHCHISGG
) CGTGTCCCACACCATCCACGCCGCCCAGCTCCAGGGCTGGT HFLLDLIAPLRYYIFRKELSV
ACAACCGCCTCCAGCGCGACGAGGTGGTGGCCGAGTGGAA | VLKAFVHGDGSLFSQHPELE
GAAGGTGCAGGGCGCCATGTCCCTCCACGTGCACTGCCACA EATVWVYFHSNNPNFNRVEC
TCTCCGGCGGCCACTTCCTCCTCGACCTCATCGCCCCGCTC | WGPLSDAAAPYDDEAAVDS
CGCTACTACATCTTCCGCAAGGAGCTCTCCGTGGTGCTCAA | PAADAAMAATAVNTAADEQ
GGCCTTCGTGCACGGCGACGGCTCCCTCTTCTCCCAGCACC | ATRAGQWPRRCPGQCDCCFP
CGGAGCTCGAGGAGGCCACCGTGTGGGTGTACTTCCACTCC PECLIPWPHEHEMAADAGQA
AACAACCCGAACTTCAACCGCGTGGAGTGCTGGGGCCCGCT PPQ
CTCCGACGCCGCCGCCCCGTACGACGACGAGGCCGCCGTG
GACTCCCCGGCCGCCGACGCCGCCATGGCCGCCACCGCCG
TGAACACCGCCGCCGACGAGCAGGCCACCCGCGCCGGCCA
GTGGCCGCGCCGCTGCCCGGGCCAGTGCGACTGCTGCTTC
CCGCCGGAGTGCCTCATCCCGTGGCCGCACGAGCACGAGA
TGGCCGCCGACGCCGGCCAGGCCCCGCCGCAG
GGCTGCAGGGACGAATCCTATCGAGCTCCCTCCCCCCTGCCTGT
GenSGR GCCGCACGCACACGCGACCCCAGACGATCCGCCGCTAGCTCCG Park etal.,
MRNA GAGAATCTGGTCGCCGCTCGATTTCTTCTCCCCGTTGAGCGAGG 2007
GenBank: CGTGCAAACTACACCGTGCCCCCTTGCTCGCTCCCCGCCGGTTG
: GTTAACTAGCCGGCGACCCCGGCTCCAGATCCTGCTTCATAGGC
AY850135.1 TTCCTTTCTTGGAACCTGGTTCAGCTCCCACTTCTGGTTGCTTCC

GAGGTGAAAGCAAAGACAGAGCACAAGAGCCCGAGTGTTAGT
AGGGGAGCTAGCTAGCCTAGCAGACATGGCCATCGCCGCTGCC
GCTGGCGCCTCCACCATGTCCCTGCTCCCCATCTCGCACCTCAA
GCAGCTGCAGCTGCAGCGGCGCGCGCGCCCCGGGCGGGTGCTC
GTGCTCGGCCGCCGGAGGCGACACGTCGTGCCGAGGGCGCGGC
TGTTTGGTCCGGCCATCTTCGAGGCGTCCAAGCTCAAGGTGCTG
TTCGTGGGGGTGGACGAGGAGAAGCACCCGGGGAAGCTGCCCC
GGACCTACACGCTCACCCACAGCGACGTGACGGCGCGGCTGAC
GCTGGCCGTGTCGCACACCATCCACGCCGCGCAGCTGCAGGGC
TGGTACAACCGCCTGCAGCGGGACGAGGTGGTGGCCGAGTGGA
AGAAGGTGCAGGGCGCCATGTCGCTGCACGTCCACTGCCACAT
CTCCGGCGGCCACTTCCTGCTCGACCTCATCGCGCCGCTCCGCT
ACTACATCTTCCGCAAGGAGCTCTCCGTGGTTCTGAAGGCGTTC
GTGCACGGCGACGGCAGCCTGTTCAGCCAGCACCCGGAGCTGG
AGGAGGCCACGGTGTGGGTCTACTTCCACTCGAACAACCCCAA
CTTCAACCGCGTCGAGTGCTGGGGCCCGCTCAGCGACGCCGCC
GCGCCATACGATGACGAAGCCGCCGTCGACTCCCCAGCCGCCG
ACGCAGCCATGGCGGCCACGGCGGTGAACACGGCCGCGGACG
AGCAGGCGACGCGCGCGGGCCAGTGGCCGCGGCGGTGCCCCGG
GCAGTGCGACTGCTGCTTCCCGCCGGAGTGCCTCATCCCCTGGC
CGCACGAGCACGAGATGGCCGCCGACGCCGGCCAGGLGLeGee
GCAGTGAAGCCGGACACAGATTAGCCGGCCGGTCGAATCGTTC
AGCTCGCGAAGGTACATACGTAGACGGATGCAACGCAACGCAA
CGCAGCGCATGCGGTGGCGGCAAGAGACCGCCATCGCATGCAT
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GCATGCGTGCGCAGCGCTATTCCTTAATTGGTACGTAGCTTGGT
AATCAATTAGCTCAGCCGTAGTGCATTCTCAGGTTAGTCAGGTA
TAAATGTAACGCCATGGTTTGTGGTGATCTAGCTAGCTAGCTAG
CCGAACCCAGGCTTTGTAAATAAAAATTGAATGCATTATCAGTC
GTGGTTGTTGTACGGGCAAAGAAAGGGACTCATTCGGGGTGTA
CATTTTAAGATCGATGCTGCAACAAGATCCCACTGTTCATCTAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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VII. RESULTADOS

7.1 Etapa 1: Estabilidad del caracter stay green en progenies de cebada

7.1.1 Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias de las variables de campo

en la estabilidad del caracter stay green

Los resultados del andlisis de varianza indicaron diferencias altamente significativas
(p<0.01) en todas las variables de sensores infrarrojos (temperatura de dosel (TEMP),
indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) y contenido de clorofila (ICC)), con
promedios de 23.9 °C, 0.70 y 45.8 spad respectivamente (Tabla 7.1), asi como para la
altura de la planta (ALT) con un promedio de 104.6 cm, y en el rendimiento de forraje
seco (REND) con 11.29 t ha™.

Tabla 7.1 Cuadrados medios, nivel de significancia de las variables de campo en la estabilidad del caracter
stay green

Fuente de gL TEMP NDVI ALT ICC REND
variacion

Localidades 1 3592.17**  1.63** 1140.75** 1184.73**  1409.26**
Rep(Loc) 4 18.82** 0.002* 58.17** 13.52** 24.69**
Muestreo 1 2608.98**  2.65** 18644.08** 951.34** 16.77**
Rep(M) 4 11.24** 0.0008N$ 58.33** 16.64** 9.13**
Genotipos 24 1.76** 0.015** 213.01** 87.23** 15.64**
Loc*Geno 24 1.06** 0.004** 298.22** 9.66** 8.75**
Loc*M 1 24.37* 0.459** 520.08** 746.80** 2512.48**
Geno*M 24 0.90** 0.007** 210.92** 6.25** 6.82**
Loc*Geno*M 24 0.75* 0.003** 36.58** 8.84** 6.51**
Media 23.9 0.70 104.6 45.8 11.29
Des. Estandar 0.76 0.041 4,56 1.95 2.15

R? 0.98 0.94 0.91 0.89 0.85

C.V. 3.2 5.9 4.4 4.3 19.06

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); NS= No significativo; R%Coeficiente de determinacion;
CV=Porcentaje del coeficiente de variacion; TEMP=Temperatura de dosel (°C); NDVI=Indice de vegetacion diferencial
normalizado; ALT=Altura de planta (cm); ICC=Indice de contenido de clorofila (Spad); REND= Rendimiento de forraje
seco (t ha?).

Sin embargo, la temperatura de dosel (TEMP) registrd una diferencia significativa
(p<0.05) en la interaccion localidades por dias de muestreo (Loc por M) y en la localidad

por genotipo por dias de muestreo (Loc por Geno por M), mientras que el
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indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) obtuvo una diferencia significativa
(p<0.05) (Tabla7.1).

En la prueba de comparacion de medias entre las localidades, se encontré que la
Localidad 1 (San Pedro de las Colonias-Coahuila) present6 los mayores valores de indice
de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) de 0.77, indice de contenido de clorofila
(ICC) de 47.79 Spad y el rendimiento de forraje (REND) de 13.46 t ha't, indicados en la
Tabla 7.2.

Tabla 7.2 Comparacion de medias entre localidades y los dias de muestreo de las variables de campo en la
estabilidad del caracter stay green

Localidad TEMP NDVI ALT ICC REND
Loc1l 20.452 0.77¢ 102.67° 47.79% 13.462
Loc 2 27.37° 0.63P 106.572 43.81° 9.12°

Muestreo
75 dds 20.96° 0.792 96.73° 44,027 11.532
90 dds 26.862 0.61° 112.58 47.58? 11.058

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05). Locl= San Pedro de las Colonias-Coahuila; Loc
2= Zaragoza-Coahuila; dds=dias después de la siembra; TEMP=Temperatura de dosel (°C); NDVI=Indice de vegetacion
diferencial normalizado; ALT=Altura de planta (cm); ICC=Indice de contenido de clorofila (Spad); REND=
Rendimiento de forraje seco (t ha2).

Por otro lado, se registraron altos valores a 90 dds para temperatura de dosel (26.96
°C), altura de planta (112.5 cm) e indice de contenido de clorofila (47.58 Spad), como se
puede ver en la Tabla 7.2. Aunque el rendimiento en ambos muestreos resultd
estadisticamente igual por presentar la misma literal, se puede observar un incremento
conforme a los muestreos de 75 a 90 dds. Sin embargo, el indice de vegetacion diferencial
normalizado disminuy6 de 0.79 a 0.61, lo que podria deberse basicamente ala
sensibilidad y adaptacion de los genotipos a las condiciones del ambiente, al no tener un
afecto el rendimiento de forraje.

Con respecto a la comparacién entre los genotipos, se formaron varios grupos
estadisticos: seis en temperatura de dosel (TEMP), donde la mayoria de las lineas
presentaron altas temperaturas de 23.9 a 24.5 °C (Tabla 7.3), incluyendo avena con 23.8°C
y formando el primer grupo estadistico, mientras que el resto de testigos obtuvo menor

temperatura, formando otros grupos estadisticos.
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Tabla 7.3 Comparacion de medias entre los genotipos estudiados en las variables de campo en la estabilidad
del carécter stay green

Genotipo TEMP NDVI ALT ICC REND
G1 245a 0.658hi 105.4cdef 46.82cd 12.18ab
G2 244 a 0.696fg 107.5abcde 44.90efghi 11.76ab
G3 24.1abc 0.700ef 108.8abc 46.69cd 12.64ab
G4 23.9abcde 0.704def 108.8abc 44.69ghi 12.27ab
G5 24.2abc 0.702def 105.8bcdef 44.34hi 11.70ab
G6 23.9abcde 0.735bcd 107.5abcde 43.91hi 12.06ab
G7 23.9abcde 0.709def 104.2efgh 43.83hi 11.77ab
G8 24.2abc 0.683gfhi 104.6efgh 45.04efghi 12.21ab
G9 23.9abcde 0.693fg 103.8fgh 44.34hi 11.16ab
G10 23.8bcde 0.693fg 105.8bcdef 45.29defgh 11.17ab
G11 24.0abcd 0.693fg 101.7ghi 44.12 hi 11.33ab
G12 23.9abcde 0.691fgh 108.3abcd 43.48i 11.51ab
G13 24.3ab 0.69fgh 109.6a 44.85fghi 11.52ab
Gl4 23.7bcde 0.712cde 108.8abc 43.96hi 11.16ab
G15 23.9abcde 0.693fg 109.2ab 43.93hi 11.34ab
G16 23.6cde 0.727cde 105.4cdef 43.68i 11.66ab
G17 24.0abcd 0.650i 101.7ghi 46.99c 11.30ab
G18 23.9abcd 0.663ghi 101.3hi 47.45¢c 11.50ab
G19 24.3ab 0.655i 102.9fgh 46.37cdef 12.80a
G20 23.8bcde 0.653i 105.0edfg 46.43cde 12.28ab
G21 (Avena) 23.8abcde 0.749 bc 102.5fghi 54.61 a 9.14c
G22 (Cerro Prieto)  23.5de 0.753 cb 99.2i 47.07c 9.18c
G23 (GABYAN95) 23.8bcde 0.763 ab 105.0edfg 46.02cdefg 11.06b
G24 (Trigo) 22.6f 0.793a 89.6j 43.47i 9.03c
G25 (Triticale) 23.4e 0.683fghi 103.3fgh 52.72 b 8.50c

** Altamente significativo= p<0.01%; * Significativo= p<0.05%; NS= No significativo; R? = Coeficiente de
determinacidn; CV= Porcentaje del Coeficiente de variacion; TEMP= Temperatura de dosel (°C); NDVI= indice de
vegetacion diferencial normalizado; ALT= Altura de planta (cm); ICC= indice de contenido de clorofila (Spad); REND=
Rendimiento de forraje seco (t ha'); Avena cv. Cuauhtémoc; Trigo linea AH-266-99; Triticale cv. Eronga -83

En indice de verdor y contenido de clorofila (NDVI y ICC), se formaron nueve
grupos estadisticos, siendo el testigo G24 (trigo) en NDVI, con el mayor valor (0.793),
seguido de las lineas G6, G14, G16 con valores de 0.735, 0.712 y 0.727 respectivamente,
e incluidos los testigos G21 (avena), G22 (Cerro prieto) y G23 (GABYAN95) con valores
de 0.749, 0.753 y 0.763, respectivamente, que formaron los tres primeros grupos
estadisticos (Tabla 7.3).

Por otra parte, el ICC registrd a los testigos G21 (avena) y G25 (triticale) con
54.61 y 52.72 Spad (Tabla 7.3), formando los dos primeros grupos, seguidos de las
progenies de cebada G1, G3, G17, G18, G19, G20 y los testigos de cebada G22 (Cerro
prieto) y G23 (GABYAN95) en el tercer grupo, con valores de 46.0 a 47.0 Spad.
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En la altura de plantas (ALT), se formaron diez grupos, encontrando a las lineas de
cebada G2, G3, G4, G6, G12, G13, G14 y G15 con los mayores valores de 109.2 a 109.6
cm en comparacion a los testigos G22 (Cerro prieto) y G24 (trigo), que resultaron con una
media de 99.2 y 89.6 cm, respectivamente.

En el rendimiento de forraje (REND), se encontraron tres grupos (Tabla 7.3),
presentando las lineas progenie de cebada, el mayor rendimiento de forraje (11.16 a
12.80 t ha), superando al progenitor GABYAN95 (G22) con 11.06 t ha?, y al resto de
testigos con los mas bajos rendimientos de 8.5 a 9.18 t ha™™.

La temperatura de dosel registrd los valores méas altos en Zaragoza-Coahuila
(Localidad 2), con las lineas de cebada G8, G17, G18 y G19, rebasando los 30 °C como
lo muestra la Figura 7.1, a pesar de que las temperaturas en esta localidad se encontraron
por arriba de los 31 °C segiin CNTP (2019). En los meses de marzo-abril a los 90 dds, los
testigos mantuvieron la temperatura del dosel por debajo de 31 °C.
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Figura 7.1 Temperatura de dosel a través de localidades y dias de muestreo en la estabilidad del caracter
stay green

La altura de la planta present6 el mayor valor (130 cm) en Zaragoza-Coahuila para
los testigos avena y triticale, asi como las lineas progenie G14 y G15 en las doslocalidades
(120 cm), GABYAN95 vy la linea G4 en San Pedro-Coahuila a los 90 dds (Figura 7.2).
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Figura 7.2 Altura de planta (ALT) a través de localidades y dias de muestreo en la estabilidad del caracter
stay green

El indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) presentd una respuesta
similar en el primer muestreo (a los 75 dds) en San Pedro-Coahuila, con valores por arriba
de 0.80 (Figura 7.3). Sin embargo, los testigos avena, trigo y cebada cv Cerro prieto
tuvieron valores por arriba de 0.80 a los 90 dds, seguidos de las progenies de cebada G7,
G12 y G16 junto con el progenitor G23 (GABYAN95) con 0.80.
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Figura 7.3 indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) a través de localidades y dias de

muestreo en la estabilidad del caracter stay green
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La Figura 7.3 muestra también que en el primer muestreo, los testigos G21 (avena),
G22 (Cerro prieto), G23 (GABYAN95) y G24 (trigo) resultaron con los mayores valores
de NDVI entre 0.80 y 0.85, seguidos de la linea G14 con 0.80.

Con respecto al indice de contenido de clorofila (ICC), se presentaron los mayores
valores en las localidades y ambos dias de muestreo para los testigos avena vy triticale
(Figura 7.4).

Sin embargo, la mayoria de las lineas progenies obtuvieron valores similares en San
Pedro-Coahuila, marcando una estabilidad en la clorofila en los dos muestreos, y en
Zaragoza-Coahuila, persistieron en los mismos valores a los 90 dds.
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Figura 7.4 indice de contenido de clorofila (ICC) a través de localidades y dias de muestreo en la
estabilidad del caracter stay green

El rendimiento de forraje (REND) registr6 los mayores valores (18 t ha*) en San
Pedro-Coahuila a los 75 dds para las lineas G1, G4, G6, G7, G8, G12, G14, G16, G18,
G19, G20 y el progenitor G23 (GABYAN95), superando a los testigos trigo y triticale
(Figura 7.5), y a los 90 dds, para las lineas G3, G13, G19, G20 y G23 (GABYAN95) con
rendimientos por arriba de 13 t ha. Asimismo, en Zaragoza-Coahuila, a los 90 dds, las
lineas G3, G16, G19, G20 y G23 (GABYAN95) obtuvieron altos rendimientos entre 14 y
15 t ha).
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Figura 7.5 Rendimiento de forraje seco (REND) a través de localidades y dias de muestreo en la
estabilidad del caracter stay green

7.1.2 Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias de las variables de

laboratorio en la estabilidad del caracter stay green

El analisis de los estomas en la epidermis del haz mostr6 diferencias altamente
significativas (p<0.01) en las fuentes de variacion localidades, muestreos y localidades
por muestreo (Loc por M) para la densidad estomatica (DEH), el indice estomatico (IEH),
la longitud de estoma (LH) y el ancho de estomas (AH) con promedios de 64.9
estomas/mm?, 56.15%, 51.68 um y 23.61 um, respectivamente (Tabla 7.4). Ademas, se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los genotipos en DEH, IEH, LH, y
en la interaccion genotipos por muestreos (Geno por M) en IEH, LH y AH, mientras que
DEH resulté con diferencia altamente significativa (p<0.01).

Con respecto al andlisis de varianza en el estudio estomatico de la epidermis del
envés de hoja, los resultados presentaron diferencias altamente significativas (p<0.01) en
casi todas las variables, con promedios de 61.9 estomas /mm? para la densidad estomatica
(DEE), 55.82% para el indice estomatico (IEE), 53.15 um para la longitud deestomas (LE)
y 22.21 pum en el ancho de estoma (AE) (Tabla 7.5). Asimismo, no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) en las interacciones localidades por muestreos (Loc por
M) en LE y AE, asi como en localidades por genotipos por muestreos (Loc por Geno por
M) para DEE, IEE y LE.
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Tabla 7.4 Cuadrados medios y nivel de significancia de las variables del estudio estomatico de lasuperficie
del haz de la hoja en la estabilidad del caracter stay green

Fuente de gL DEH IEH LH AH
variacién

Localidades 1 157.08** 166207.78** 1111.67** 373.6**
Rep(Loc) 4 46.71NS 57.098** 181.13** 13.05N8
Muestreo 1 14890.01**  334.48** 28.32** 57.49*
Rep(M) 4 168.11" 43.24** 61.86** 15.10N8
Genotipos 24 157.08" 11.71* 11.71* 31.69**
Loc*Geno 24 222.28* 7.96NS 730.76NS 28.72*
Loc*M 1 21339.55**  107.76** 43.66** 708.38**
Geno*M 24 170.57** 12.26* 52.31* 21.63*
Loc*Geno*M 24 260.97** 17.63** 35.79N8 26.67*
Media 64.9 56.15 51.68 23.61
Desv. Estandar 10.68 3.48 6.17 4.52

R? 0.86 0.99 0.47 0.49
C.V. 16.5 6.2 11.9 19.2

**Altamente significativo (p<0.01); *Significativo (p<0.05); NS= No significativo; R>= Coeficiente de determinacion;
CV= Porcentaje del coeficiente de variacion; DEH= Densidad estomatica del haz (estomas/mm?) ; IEH= Indice
estomatico del haz (%); LH= Longitud del estoma en el haz (um); AH= Ancho del estoma en el haz(um).

Tabla 7.5 Cuadrados medios y nivel de significancia de las variables del estudio estomatico de lasuperficie
del envés de la hoja en la estabilidad del caracter stay green

Fuente de gL DEE IEE LE AE
variacién

Localidades 1 82479.66**  166695.78** 1502.14** 1523.92**
Rep(Loc) 4 331.66* 35.97** 146.04** 16.08**
Muestreo 1 1424.33** 1.54Ns 36.69* 257.61**
Rep (Muestreo) 4 228.54* 15.04* 42.44* 35.55**
Genotipos 24 251.56** 27.98** 27.65NS 16.77**
LOC*GEN 24 242.29* 24.09** 31.25* 17.99**
LOC*MUES 1 4681.43** 164.77** 0.453N\8 7.97NS
GEN*MUES 24 111.10N8 11.85NS 31.38* 10.49**
LOC*GEN*MUES 24 158.98NS 15.51NS 20.76NS 8.83*
Media 61.9 55.82 53.15 22.21
Desv. Estandar 13.21 3.81 5.41 2.60

R? 0.77 0.98 0.47 0.72
%C.V. 21.34 6.82 10.2 11.71

**Altamente significativo (p<0.01); *Significativo (p<0.05); NS= No significativo; R?>= Coeficiente de determinacion;
CV= Porcentaje del coeficiente de variacion; DEE= Densidad estomatica del envés (estomas/mm?); IEE= Indice
estomatico del envés (%); LE = Longitud del estoma en el envés (um); AE= Ancho del estoma en el envés (um).

En la prueba de comparacion de medias entre las localidades en el estudio
estomatico, se encontrd que la localidad 1, San Pedro de las Colonias-Coahuila, presentd
los mayores valores en la densidad estomatica del envés (DEE), en el indice estomatico
(IEH y IEE), longitud (LH y LE) y ancho de estoma (AH y AE) del haz y envés (Tabla
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7.6), siendo San Pedro de las Colonias una mejor condicion para el desarrollo vegetativo

de los genotipos estudiados.

Tabla 7.6 Comparacién de medias entre localidades y dias de muestreo de las variables del estudio

estomatico en la estabilidad del caracter stay green

Localidad DEH IEH LH AH DEE IEE LE AE

Loc1 48.17° 79.692 53.60% 24,722 45.41° 79.392 55.392 24472
Loc 2 81.56% 32.61° 49.75P 22.49" 78.58% 32.25P 50.91° 19.96°

Muestreo

75 dds 57.82P 57.212 51.992 24.042 59.81° 55.892 52.80? 21.29°
90 dds 71.91% 55.09P 51.37% 23.172 64.172 55.75? 53.50% 23.14%

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05); Locl= San Pedro de las Colonias-Coahuila; Loc
2= Zaragoza-Coahuila; dds= dias después de la siembra; DEH= Densidad estomatica del haz (estomas/mm?); IEH=
indice estomatico del haz (%); LH= Longitud del estoma en el haz (um); AH= Ancho del estoma en el haz (um); DEE=
Densidad estomatica del envés (estomas/mm?); IEE= Indice estomatico del envés (%); LE = Longitud del estoma en el
envés (um); AE= Ancho del estoma en el envés (um).

En ambos muestreos, el ancho de estomas del haz (AH), el indice estomatico del
envés (IEE) y la longitud de estomas del haz y envés (LH y LE) evidenciaron grupos
estadisticamente iguales (Tabla 7.6). Sin embargo, el segundo muestreo efectuado después
de 15 dias permite ver que las condiciones climéticas eran un poco diferentes, a tal grado
que se presentaron mayores densidades en ambas superficies de la hoja DEH con
71.91estomas/mm? y DEE con 64.17 estomas/mm? Cabe sefialar que hubo una
disminucion en el IEH de 57.21% (75 dds) a 55.09% (90 dds) como lo muestra la Tabla
7.6.

Con respecto a los genotipos, los estomas de la superficie adaxial presentaron cinco
grupos estadisticos en la densidad estomatica y longitud de estomas (DEH y LH), mientras
que el indice estomatico (IEH) presentd tres grupos, y el ancho de estomas (AH) cuatro
grupos (Tabla 7.7).

En DEH, las lineas de cebada G1, G4, G6, G7, G10, G11, G12, G13, G19 y los
testigos de cebada G22 (cv. Cerro prieto) y G23 (cv. GABYAN95) resultaron con la
mayor densidad de 64.92 a 72.97 estomas/mm? (Tabla 7.7), mientras que en el indice
estomatico, las lineas G4, G12 y G19 del mismo grupo obtuvieron los mayores porcentajes
de 56.11, 56.82 y 56.63 %, respectivamente.

En el tamafio de los estomas, la longitud (LH) y ancho (AH) en la superficie del haz

presentaron a la linea de cebada imberbe G6 con el mayor valor con 51.02 pum en
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LH y 25.73 um en AH. Cabe sefialar que el testigo triticale (cv. Eronga-83) siempre
presentdé un mayor tamafio en la anatomia de los estomas, por lo que se encontro en el
primer grupo estadistico (Figura 7.6), en comparacion de los estomas de la especie de
cebada cv. GABYANO5.

Tabla 7.7 Comparacion de medias entre genotipos en las variables del estudio estomatico de la superficie
del haz de la hoja en la estabilidad del caracter stay green

Genotipo DEH IEH LH AH
Gl 70.20ab 55.70bc 48.28de 22.93bcd
G2 63.41bcde 55.27hc 50.16cde 22.47cd
G3 59.76de 57.67ab 53.93abc 24.24bcd
G4 67.05abcd 56.11abc 51.01bcde 22.48cd
G5 66.30abcde 56.80abc 53.74abc 23.34bcd
G6 69.82ab 54.67c 51.46abcde 25.73abc
G7 69.19abc 55.53bc 51.02bcde 22.99bcd
G8 60.26de 56.24abc 55.23ab 22.60bcd
G9 66.43abcd 55.35bc 53.76abc 24.25bcd
G10 72.97a 54.57c 49.86cde 22.89bcd
G11 67.68abcd 55.60bc 52.97abcd 22.35cd
G12 66.05abcde 56.82abc 49.71cde 21.39d
G13 66.55abcd 55.38bc 50.16cde 23.19bcd
G14 62.27bcde 54.64c 53.88abc 25.15bc
G15 62.27hcde 56.30abc 52.67abcd 22.29cd
G16 63.28bcde 55.78abc 49.88cde 22.79bcd
G17 63.53bcde 57.14abc 51.05bcde 23.10bcd
G18 61.90bcde 57.65ab 52.28abcd 22.88bcd
G19 64.92abcde 56.63abc 51.47abcde 22.96bcd
G20 64.29bcde 56.90abc 54.40abc 24.23bcd
G21 (Avena) 60.89cde 56.28abc 50.56bcde 24.90bcd
G22 (Cerro Prieto) 67.68abcd 55.81abc 49.62cde 23.33bcd
G23 (GABYAN95)  64.41abcde 55.82abc 47.22e 26.21ab
G24 (Trigo) 62.78bcde 56.60abc 51.51abcde 22.50cd
G25 (Triticale) 57.75e 58.55a 56.15a 29.10a

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05); DEH= Densidad estomatica del haz
(estomas/mm?); IEH= Indice estomatico del haz (%); LH= Longitud del estoma en el haz (um); AH= Ancho del estoma
en el haz (um); Avena cv. Cuauhtémoc; Trigo linea AH-266-99; Triticale cv. Eronga -83

e b
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Figura 7.6 Impresiones a 40 X de la epidermis del haz de hojas del estudio estomatico en la estabilidad del
caracter stay green. A) Testigo cebada cv. GABYAN95, Escala 5mm?:0.46mm; B) Testigo triticale cv.
Eronga-83, Escala 5mm?:0.55mm
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En la comparacién de los genotipos en el estudio estomatico del envés, se formaron
cinco grupos estadisticos para la densidad estomatica (DEE). El primer grupo estadistico
fue integrado por las lineas de cebada G1, G5, G6, G7, G10, G15 y G18, asi como los
testigos G21 (avena, cv. Cuauhtémoc) y G22 (cebada cv. Cerro prieto), donde la linea G5

presentd el mayor valor de 73.94 estomas/mm? (Tabla 7.8).

Tabla 7.8 Comparacidn de medias entre genotipos estudiados en las variables del estudio estomatico de la
superficie del envés de la hoja en la estabilidad del caracter stay green

Genotipos DEE IEE LE AE
Gl 65.67abcd 54.96c¢defg 49.91d 21.54cde
G2 61.89bcde 54.99cdefg 52.79abcd 21.72cde
G3 62.40bcde 54.39defg 50.99bcd 21.21cde
G4 59.51bcde 55.72bcdef 50.61cd 20.46e
G5 73.94a 52.10g 55.33ab 22.51bcde
G6 63.90abcde 53.83efg 52.73abcd 22.01cde
G7 68.69ab 54.87cdefg 51.26bcd 21.65cde
G8 60.51bcde 57.57abc 53.48abcd 22.47bcde
G9 60.26bcde 56.48abcdef 54.87abc 22.95bcd
G10 67.05abcd 54.90cdefg 52.71abcd 21.31cde
Gl1 56.86de 56.77abcde 53.70abcd 21.62cde
G12 59.51bcde 56.76abcde 52.06abcd 20.86de
G13 60.39bcde 57.16abcd 53.89abcd 21.51cde
Gl4 58.50bcde 57.20abcd 55.90a 24.43ab
G15 65.67abcd 53.50fg 53.16abcd 21.60cde
G16 58.50bcde 56.33abcdef 53.85abcd 21.77cde
G17 56.40cde 57.32abcd 53.90abcd 21.65cde
G18 63.78abcde 55.57abcdef 52.08abcd 22.08cde
G19 54.35e 58.57a 54.01abcd 22.12cde
G20 57.37 cde 55.77abcdef 55.63a 22.70bcd
G21 (Avena) 67.68abc 55.36bcdef 53.01abcd 24.48ab
G22 (Cerro Prieto) 66.30abcd 55.29bcdef 52.36abcd 22.02cde
G23 (GABYANO95) 61.14bcde 55.15cdefg 52.61abcd 22.02cde
G24 (Trigo) 56.74de 58.28ab 53.29abcd 23.08bc
G25 (Triticale) 62.15bcde 56.98abcd 54.65abc 25.70a

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05). DEE= Densidad estomatica del envés (estomas /
mm?); IEE= indice estomatico del envés (%); LE = Longitud del estoma en el envés (um); AE= Ancho del estoma en
el envés (um).

Para el indice estomatico del envés (IEE), se formaron siete grupos estadisticos
(Tabla 7.8), en donde el primer grupo fue formado por las lineas G8, G11, G12, G13, G14,
G16, G17, G18, G19y G20, asi como los testigo G24 (trigo) y triticale (G25) con valores
de 55.57 a 58.57 %, presentando G19 el mayor indice en el grupo y G18 el menor.
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Cabe sefialar que el indice estomatico, la longitud y ancho de estomas del testigo
triticale (G25) resultd con mayores valores que el resto de los genotipos, formando parte
de los primeros grupos estadisticos con 56.98% (IEE), 54.65 pum (LE) y 25.70 um (AE),

en comparacion con las cebadas forrajera (Figura 7.7).

Flgura 7.7 Impresmnes a 40 X de Ia epldermls del envés de hojas del estudio estomatlco en la estabilidad
del caracter stay green de progenies de cebada. A) Testigo cebada cv. GABY AN95, Escala 10mm?2:0.46mm;
B) Testigo triticale cv. Eronga-83, Escala 10mm?:0.55mm

La densidad de haz y envés de la hoja presento6 la mayor estabilidad de losgenotipos
en la localidad San Pedro-Coahuila (Figura 7.8), con la mayor densidadestomatica a los
75 dds, en la mayoria de las lineas progenies, mientras que en la localidad Zaragoza-
Coahuila, destacaron la mayoria de las lineas progenie de cebada porarriba del 80 % en el

segundo muestreo.

140 120
= 75dds
120} = 90dds

100 L L]

80 o N - L

(%)
1]
[ 1

]
-
]
-
]
]

s =
60 s "s . LENE B LR BT BRI
n "a  gu Em E
.y l ... . .l-- -
l - e ..- s B

Densidad estomatica haz
(%)
L]
L
u
]
]
Densidad Estoma envez

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
9993295838 ¥4 gaNmzasnzes EEREETERED B ansasnenaag

San Pedro Coah. Zaragoza Coah. San Pedro Coah. Zaragoza Coah.

Figura 7.8 Densidad estomética del haz y envés (DEH y DEE) a través de localidades y dias de muestreo
en la estabilidad del caracter stay green

Con respecto a la morfologia de los estomas en el haz y envés de la hoja, en la
localidad San Pedro-Coahuila a los 90 dds, la linea de cebada G3'y el testigo G25 (triticale)

presentaron la mayor longitud de estomas del haz (LH) por arriba de 85 pum, y
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los testigos G21 (avena) y G25 (triticale) la mayor longitud de estomas del envés (LE) con
84 y 85 um, respectivamente (Figura 7.9), mientras que a los 75 dds, la linea G7 registrd

el mayor valor por arriba de 63 pm.
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Figura 7.9 Longitud de estomas del haz y envés (LH y LE) a través de localidades y dias de muestreo en la
estabilidad del caracter stay green

En el ancho de estomas de la epidermis en haz y enveés de la hoja, la localidad San
Pedro-Coahuila, a los 90 dds, presentd a la linea G3 y los testigos G21 (avena), G23 (cv.
GABYANO95) y G25 (triticale cv Eronga-83) con los mayores valores de ancho de estomas
del haz (AH) por arriba de 30 um (Figura 7.10), mientras que en Zaragoza- Coahuila, a
los 75 dds, todos los genotipos resultaron con mayor ancho de estomas en el haz, asi como

a los 90 dds, la linea G6 registré el mayor valor por arriba de 30 pm.
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Figura 7.10 Ancho de estomas del haz y envés (AH y AE) a través de localidades y dias de muestreo en la
estabilidad del caracter stay green de progenies de cebada

En San Pedro-Coahuila a los 90 dds, los testigos G21 (avena), G24 (trigo) y G25
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(triticale) presentaron los mayores valores de ancho de estoma en el envés (AE) de 30 a
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38 um, seguidos por las lineas G7 y G18 con valores de 28 um (Figura 7.10). En esta
misma localidad a los 75 dds, la linea G13 presentd el mayor valor de AE con 30 pum,

destacandose dentro de todos los genotipos.

7.1.3 Andlisis de conglomerados de variables en la estabilidad del caracter stay green en

progenies de cebada a través de los dias de muestreo

El anélisis de conglomerados de las variables estudiadas en la etapa de la estabilidad
del caracter stay green, a los 75 dds, indic6 a traves del dendrograma una participacién de
cinco grupos asociados, a una distancia de 100 (Figura 7.11). La altura de planta (ALT)
constituyo el primer grupo; el segundo grupo se formé por las densidades estomaticas de
ambas superficies (DEH y DEE); el tercer grupo por los indices estomaticos de haz y
envés (IEH y IEE); el cuarto grupo lo conformaron las longitudes de estomas (LH, LE) y
el indice de contenido de clorofila (ICC); y el ltimo grupo fue formado por el rendimiento
de forraje (REND), el indice de vegetacidndiferencial normalizado (NDVI), los anchos de
estomas (AE y AH) y la temperatura de dosel (TEMP), donde el rendimiento de forraje
present6 la mayor relacion con NDVI por estar mas cercanos. También, la temperatura
de dosel se relacion6 mas con los anchos de estomas (AE y AH), por la corta distancia de

ligamento que presentaron (Figura 7.11).

100

Distancia de ligamiento

50 ]
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ALT DEE LE LH IEE IEH DEH ICC NDVI REND AH AE TEMP

Figura 7.11 Agrupamiento de variables evaluadas a los 75 dds en la estabilidad del carécter stay green,
mediante el analisis de conglomerados (distancia de ligamiento 100)
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Los indices estomaticos del haz y envés (IEH y IEE) estan directamente
relacionados por mostrar una menor distancia de ligamiento (Figura 7.11), seguidos las
longitudes de estomas (LE y LH) con una distancia corta, indicando una relacién entre
ambas variables a los primeros 75 dds, mientras que las longitudes de estomas y los indices
estomaticos tiene cierta relacion con el contenido de clorofila por encontrarse cercanos.

Con respecto al segundo muestreo a los 90 dias después de la siembra, el
dendograma indico una distribucién similar a la de 75 dds, pero de una manera mas
definida, en tres conglomerados a una distancia de 100 (Figura 7.12).

La altura de planta se ubicO nuevamente en un grupo, seguida por otro
conglomerado formado por las densidades estomaticas (DEH y DEE), las longitudes de
estomas (LH y LE), los indices estomaticos tanto del haz como del envés (IEH y IEE), y
el indice de contenido de clorofila (ICC); y el dltimo grupo integrado por el rendimiento
de forraje (REND), el indice de vegetacion diferencial normalizado (NDV1), los anchos
de estomas del haz y envés (AH y AE), asi como la temperatura de dosel (TEMP).
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Figura 7.12 Agrupamiento de variables evaluadas a los 90 dds en la estabilidad del caracter stay green,
mediante el analisis de conglomerados (distancia de ligamiento 100)

7.1.4 Analisis de conglomerados de genotipos en la estabilidad del caracter stay green a

través de los dias de muestreo

A los 75 dds, los indices estomaticos en ambas superficies de la hoja (haz y envés)

mostraron una menor distancia de ligamiento (10), indicando una relacion entre ellos y
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de igual forma, los anchos de estomas, las longitudes de estomas y las densidades
estomaticas con una distancia de ligamiento entre 12 y 15 (Figura 7.12). Asimismo, se
identificd la relacion del indice de contenido de clorofila con los indices estomaticos y
longitudes de estomas por presentar una distancia de ligamiento de 20, asi como la
tenperatura de dosel con los anchos de estomas con una distancia de 15.

En el andlisis de conglomerados de los genotipos, a los 75 dds, se registraron siete
conglomerados a una distancia de 10 (Figura 7.13), los testigos trigo, avena y triticale se
ubicaron en distintos grupos cercanos, posiblemente por tener diferentes caracteristicas,
pero a la vez con valores similares en algunas de las variables evaluadas, como fue en la
temperatura de dosel (20.2 °C), en el indice de vegetacion diferencial normalizado (0.84)
y en el indice estomético de haz (57.0 %).

Distancia de ligamiento

6 E—
| il

Trigo Titicale G19 G3 G14 G12 G10 G8 G18  Cerro Prieto  G9 G4 Gl

Avena G5 G15 G20 G17 G13 G6 G16 GABYAN95S GI1 G7 G2

Figura 7.13 Agrupamiento de genotipos evaluados a los 75 dds en la estabilidad de caracter stay green,
mediante el analisis de conglomerados (distancia de ligamiento 10)

Las progenies G5, G19 y G1 se ubicaron en diferentes grupos (Figura 7.13),
distinguiéndose la linea G5 del resto por presentar la mayor densidad estomatica del envés
con 74.7 estomas/mm?, y al estar cerca del triticale, se puede considerar que tienen
caracteristicas similares como la densidad estomatica del haz (56.1 estomas/mm?) y el
ancho de estomas en el envés (22.2 um). La progenie G19 registré el mayor valor en el
indice estomatico del envés (59.4%), con valores similares de las demas variables en el

resto de las progenies. Asi mismo, la progenie G1 presentd mayor temperatura de dosel
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(21.7°C) y densidad estomatica del haz (71.7 estomas/mm?), ubicAndose de manera
distante al resto de las progenies.

En la Figura 7.13, se puede ver un conglomerado integrado por la mayoria de las
lineas, incluyendo a los testigos G22 (Cerro prieto) y G23 (GABYANO95), debido a que
son de la misma especie y presentan valores similares en los paramétros evaluados, por
lo que se puede decir que entre méas cercano se encuentra un genotipo de otro, tienen
caracteristicas semejantes con valores similares o iguales. Por ejemplo, las lineas G9 y
G11 resultaron con valores iguales de temperatura de dosel (20.9 °C), altura de planta
(93.3 cm), contenido de clorofila (42.5 Spad), en el indice estomatico del haz (56.5%).

Las variedades de cebada comercial GABYANO95 y Cerro prieto presentaron
caracteristicas semejantes por tener valores similares en el NDVI (0.82), en la altura de
planta (93 cm), en el contenido de clorofila (44.5 Spad), en el indice estomatico del envés
(55.8 %) y en el ancho de estomas del envés (21.8 um).

A los 90 dias después de la siembra, el analisis registré cuadro conglomerados con
una distancia de ligamiento de 10, ubicando nuevamente a los testigos triticale, avenay la
cebadad cv. Cerro prieto en diferentes grupos (Figura 7.14), caracterizados por presentar
diferentes valores entre ellos y al resto de los genotipos. Del otro lado, las lineas progenie
y los testigos trigo y cebada cv. GABYAN95 presentaron caracteristicas similares. Sin
embargo, trigo presenté mayor valor en el indice de vegtacion diferencial normalizado
(0.76).

14
12

Distanciade ligamiento

Triticale Cerro prieto G5 G10 G3 G20 G17 G18 G16 G8 Gi14 G4 Gl

Avena GABYAN95  GI12 G7 Trigo G19 G11 G15 G13 G9 G6 G2

Figura 7.14 Agrupamiento de genotipos evaluados a los 90 dds en la estabilidad de caracter stay green
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mediante el analisis de conglomerados (distancia de ligamiento 10
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Cabe sefalar que las lineas progenie G17 y G19 presentaron una distancia de
ligamiento menor (Figura 7.14), posiblemente porque presentaron valores similares en la
temperatura de dosel (27.4 °C), en el indice de vegetacion diferencial normalizado (0.53),
en el indice estomatico del haz (55.9%) y en el ancho de estomas del enveés (22.14 um).
Otra distancia de ligamento fue entre las progenies G14 y G6, por presentar resultados

similares en la altura de la planta (117 cm) y el indice de verdor (0.61).

7.1.5 Analisis de conglomerados de genotipos en la estabilidad del caracter stay green en

progenies de cebada a través de localidades y dias de muestreo

Se registraron siete grupos de interés cuyas caracteristicas aparecen en la Tabla 7.9,
formado el Grupo 1 por cuatro lineas G1, G6, G7 y G10, con los mayores valores de
rendimiento de forraje (11.8 t ha), densidad estomatica del haz y envés (DEH con
70.55 estomas/mm? y DEE con 66.33 estomas/mm?), pero menor indice estomatico (IEH
de 55.12 % y IEE de 54.64 %), asi como los largos de estoma (LH con 50.15 um y LE
con 51.65 um).

Tabla 7.9 Numero de integrantes (n), media y desviacion estandar de los grupos generados en el analisis de
conglomerados de las variables agronémicas y estudio estomatico en la estabilidad del caracter stay green

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo4 Grupo5 Grupo 6 Grupo 7
n 4 3 7 1 1 4 5
TEMP 24.01 +0.32 23.69 £0.17 24.01£0.21 23.37 22.62 24.05+0.15 24.07 £0.32
NDVI  0.699 +0.032 0.75+0.01 0.68 £0.02 0.68 0.79 0.70 £0.018 0.70 £0.02

ALT  105.73+1.38 102.22+2.93 104.05+2.45 103.33 89.58 106.25+3.65 107.92 £1.59
ICC 44.96+1.41 49.23+4.69  4532+1.26 52.72 43.47 45.60+1.73 44.32 +0.68
DEH 70.55 +£1.67 64.33 £3.39 64.2 £2.49 57.74 62.78 62.56 +2.73 65.26 £1.79
IEH 55.12 +0.58 55.97 +0.27 56.07 +0.91 58.55 56.60 57.11+0.67 55.87 +0.63
LH 50.15 +1,42 49.13+1.73 53.25+1.53 56.15 51.51 53.16 +0.79 50.18 £0.49
AH 23.63 £1.40 24.78 £1.49 23.51+1.04 29.10 22.50 23.19+0.82 22.46 +0.67
DEE 66.33+2.032 65.04 £3.45 57.83+2.14 62.15 56.74 66.46 +5.19 59.96 +1.27
IEE 54.64 +0.54 55.27+0.11 57.10 +0.88 56.97 58.27 53.89 +1.47 56.14 +0.89
LE 51.65 £1.35 52.66 +0.33 54.5+0.97 54.65 53.29 52.89 +1.86 52.64 +1.37
AE 21.62 +0.29 22.84 £1.42 22.56 +0.97 25.70 23.08 21.85+0.57 21.26 +0.58
REND  11.80 +0.45 9.79 £1.095 11.74 +0.67 8.50 9.02 11.80+0.58 11.75+0.31

TEMP=Temperatura de dosel (°C); NDV I=Indice de verdor diferencial normalizado; ALT= Altura de planta (cm); ICC=
Indice de contenido de clorofila (Spad); DEH=Densidad estomatica del haz(estomas/mm?); IEH=indice estomatica del
haz (%); LH=Largo de estoma del haz (um); AH=Ancho de estoma del haz (um); DEE= Densidad
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estomatica del envés(estomas/mm?); IEE=indice estomético de envés (%); LE= Largo del estoma del envés (um);
AE=Ancho del estoma del envés (um); REND= Rendimiento de forraje (t hat).

El Grupo 2 integrado por los testigos G21 (avena cv. Cuauhtémoc, G22 (cv. Cerro
prieto) y G23 (cv. GABYAN95), presento el mayor indice de contenido de clorofila (49.23
Spad), con menor altura de planta (102.2 cm), largo de estomas del haz (49.13 yum) y
rendimiento de forraje (9.79 t ha 1).

El Grupo 3 se conformd por las progenies G8, G9, G11, G14, G17, G19 y G20
(Tabla 7.9), con altos valores en el indice estomatico y longitud de estoma del envés (57.10
% y 54.4 um, respectivamente), asi como alto rendimiento de forraje (11.74 t ha 1), pero
con menores valores de NDV1 (0.68) y densidad estomatica del haz (64.2 pum).

Los Grupos 4 y 5 se formaron por los testigos triticale y trigo, respectivamente
(Tabla 7.9), destacandose el triticale por presentar mayores valores en el contenido de
clorofila (52.72 Spad), en el indice estomético (58.55 %), largo (56.15 pum) y ancho (29.10
um) de estomas en el haz, pero con menor rendimiento de forraje (8.5 t hal).

El testigo trigo presento el mayor indice estomatico (58.27 %) y ancho (23.08 pum)
de estomas en el envés, asi como el mayor indice de vegetacion diferencial normalizado
(0.79), y con los menores valores de altura de planta (89.6 cm), contenido de clorofila
(43.47 Spad), ancho de estomas del haz (22.5 um), densidad estomatica del envés (56.74
estomas/mm?) y rendimiento de forraje (9.02 t ha %).

Con respecto al Grupo 6, se integré por las progenies G3, G5, G15 y G18, que
registraron los mayores valores de altura de plantula (106.25 c¢cm), indice estomatico
(57.11 %) y largo de estomas (53.16 pum) del haz, asi como de la densidad estomaética
del envés (66.46 estomas/mm?) y rendimiento de forraje con 11.8 t ha  (Tabla 7.9).

Finalmente, el Grupo 7 fue integrado por las progenies G2, G4, G12, G13 y G16,
con los altos valores de altura de planta (107.92 cm), densidad estomaética del haz (65.26
estomas/mm?) y de rendimiento de forraje (11.75 t ha), pero menor valor en los anchos
de estomas del haz (22.46 um) y del envés (21.26 um).

Las comparaciones entre los grupos evidenciaron a las caracteristicas estomaticas
causantes en la distincion entre los grupos, asi al comparar el Grupo 1 con el Grupo 6,
ambos presentaron rendimientos de 11.8 t ha® de forraje, pero se diferenciaron

estadisticamente en la densidad, indice estomatico, asi como en el largo del estoma de la
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superficie del haz, donde el Grupo 6 fue superior en el indice estomaético y largo del estoma
del haz.

La comparacion del Grupo 3 con el Grupo 7 mostro diferencias en la altura de planta,
largos de estoma del haz y envés, siendo superior el Grupo 7 con mayor altura, pero menor
longitud de estomas en ambas superficies. En la comparacién del Grupo 1y el Grupo 7,
se diferenciaron en la densidad estomética del haz y envés y en el indice estomaético del
enves, donde el Grupo 1 presento los mayores valores en las densidades estomaticas, pero
menor valor indice estomatica.

El Grupo 3y el Grupo 6 mostraron diferencias en la densidad e indice estomatica
de la superficie del enveés, donde las progenies del Grupo 3 tuvieron mayor densidad
estomatica y menores indices.

En cuanto a la comparacion del Grupo 3 con el Grupo 7, presentaron diferencias
en la altura de planta, en la densidad estomatica del envés y en el largo de estomas del
haz, donde G7 obtuvo la mayor altura de planta y densidad estomatica del envés. Sin

embargo, ambos grupos presentaron un rendimiento similar.

7.2 Etapa 2: Seleccion de progenies sobresalientes en base a rendimiento

y calidad de semilla-forraje

7.2.1 Seleccion de progenies sobresalientes en base a rendimiento y calidad de semillas

7.2.1.1 Andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias de rendimiento y

calidad fisica de semillas

Los resultados indicaron diferencias altamente significativas (p<0.01) en las
localidades, genotipos y en la interaccion localidad por genotipos (Loc*Geno), con un
promedio para el rendimiento de semillas de 1.57 t ha, contenido de humedad de 11.4%,
peso volumétrico de 51.6 kg HL™! y peso de mil semillas de 39 g. (Tabla 7.10)

En la prueba de comparacion de medias entre las localidades, en Zaragoza-
Coahuila, en el ciclo de produccion de otofio-invierno del 2017-2018, se presentaron los

mayores valores de rendimiento de semillas (2.72 t ha') y peso de mil semillas (43.9 g),
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asi como el menor contenido de humedad en la semillas (9.9%), como se muestra en la
Tabla 7.10.

Tabla 7.10 Cuadrados medios, nivel de significancia y comparacion de medias entre localidades de
rendimiento y calidad fisica de semillas en la seleccion de progenies

Fuentes de gL RENDS CH PV PMS
variacion
Localidades 2 76.121** 116.639** 1847.775** 1379.640**
Rep(Loc) 6 0.152** 0.081NS 710.594* 14.581**
Genotipos 24 01.023** 1.653** 298.049**  132.152**
Loc*Geno 48  0.759** 1.015** 37.426** 44.311**
E. Exp. 144 0.084 0.527 6.819 4.159
Media 1.57 114 51.6 39.0
Desv. Estandar +0.29 +0.73 +2.57 +2.04
R? 0.95 0.81 0.93 0.93
% CV 18.4 6.38 4.99 5.22
Comparacion de medias entre localidades
Navidad-Nuevo Ledn 2017 0.8lc 119b 478 ¢ 36.4Db
Zaragoza-Coahuial 2017 1.19b 123 a 49.7b 36.7b
Zaragoza-Coahuila 2018 272a 99c 57.2a 439 a

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); NS No significativo; R?= Coeficiente de determinacion;
CV= Coeficiente de variacion; Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05); RENDS=
Rendimiento de semilla (t ha); CH= Contenido de humedad (%); PV=Peso volumétrico (Kg HI'); PMS=peso de mil
semillas (g).

Entre los genotipos, se registraron ocho grupos estadisticos en el rendimiento de
semillas (RENDS). El primer grupo estadistico esta formado por 16 genotipos, de los
cuales las lineas de cebada G16, G19, G9, G18, G7, G1 y G5 tuvieron los mayores
rendimientos de semillade 1.6 a 1.9 t ha'l, incluyendo a los testigos triticale y trigo (Tabla
7.11). En el tltimo grupo estadistico, se encontraron a los testigos G23 (GABYAN95) y
G21 (avena) con los rendimientos de semilla mas bajos de 0.87 y 0.25 tha?,
respectivamente.

En el contenido de humedad de semillas, se obtuvieron seis grupos estadisticos,
donde la mayoria de los genotipos presentaron los mayores valores de 11.27 a 11.9%
(Tabla 7.11). Sin embargo, la linea G1y los testigos G24 (trigo) y G21 (avena) obtuvieron
los mejores porcentajes por presentar los valores mas bajos de 9.8 a 10.9 %. Para el peso
volumétrico, se indicaron ocho grupos estadisticos, formando los primeros cinco grupos
los testigos G24 (trigo), G25 (triticale), G22 (cebada cv. Cerro prieto) y las lineas de
cebada G15 y G7, con valores de 51.43 a 74.32 kg HL™ (Tabla 7.11).
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Tabla 7.11 Comparacion de medias entre genotipos de rendimiento y calidad fisica de semillas en la
seleccion de progenies sobresalientes

Genotipo RENDS CH PV PMS
(tha™) (%) (KgHI?) (9)
G1 1.7107 abcde 10.9811 de 49.211 efgh  32.9578¢g
G2 1.4927 ef 11.5444 abcde 49.608 defg  42.7556 abc
G3 1.5991 abcdef 11.27 abcde 48.901 fgh 42,9211 a
G4 1.566 cdef 11.5111 abcde 49.757 defg  40.9978 bc
G5 1.6122 abcdef 11.5111 abcde 49.277 efg 41.0144 be
G6 1.5127 def 11.76 ab 50.072 defg ~ 41.1711 abc
G7 1.7684 abcd 11.5144 abcde 51.431 de 42.8244 ab
G8 1.6782 abcdef 11.7178 abc 51.081 def 40.7633 cd
G9 1.8329 abc 11.1411 bede 49.989 defg  40.45 cdef
G10 1.572 cdef 11.46 abcde 50.436 def 41.0422 abc
G11 1.5822 cdef 11.0589 cde 46.852 h 39.76 cdef
G12 1.4324 f 11.53 abcde 49.324 efg 38.6067 f
G13 1.6104 abcdef 11.2778 abcde 47.84 gh 40.9811 bc
Gl4 1.5884 bcdef 11.8689 a 49.854 defg  40.2156 cdef
G15 1.7058 abcde 11.2822 abcde 51.769d 41.4244 abc
G16 1.8636 a 11.8333 a 50.183 defg  39.94 cdef
G17 1.6471 abcdef 11.7922 ab 49.887 defg ~ 39.9011 cdef
G18 1.8122 abc 11.6444 abcd 49.94 defg 40.7033 cde
G19 1.8553 ab 11.4711 abcde 48.969 fgh 38.8967 def
G20 1.6289 abcdef 11.8289 a 50.394 def 39.6989 cdef
G21 (Avena) 0.2496 h 9.8333f 49.37 efg 30.7867 h
G22 (Cerro Prieto)  1.6722 abcdef 11.1189 bcde 55.478 ¢ 33.6222 g
G23 (GABYAN95) 0.8762 g 11.4878 abcde 50.521 def 38.8044 ef
G24 (Trigo) 1.7149 abcde 10.9322 e 74329 a 27.3367 i
G25 (Triticale) 1.782 abcd 11.0267 de 64.396 b 38.6211 f

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05). RENDS= Rendimiento de semilla; CH=
Contenido de humedad; PVV=Peso volumétrico; PMS=peso de mil semillas.

En el peso de mil semillas, se encontraron nueve grupos estadisticos, las lineas G3,
G7, G2, G15, G6 y G10 obtuvieron los mayores pesos de 41.04 a 42.92 g, formando el
primer grupo estadistico (Tabla 7.11); los testigos G24 (trigo) y G21 (avena) presentaron

los valores mas bajos de 27.3 y 30.7 g respectivamente, ubicados en los ultimos grupos

estadisticos.

7.2.1.2 Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias de la calidad

fisiologica de semillas

En la calidad fisioldgica de semillas, se encontraron diferencias altamente

significativas (p<0.01%) en las variables estudiadas, con promedios de plantulas
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normales (PN) de 91.9 %, plantulas anormales (PA) de 1.5%, semillas sin germinar (SSG)
de 6.6 %, longitud media de plimula (LMP) de 10.6 cm pl, longitud media de radicula
(LMR) de 12.04 cm pl™ y peso seco de plantula (PS) de 18.4 mg pl™ (Tabla 7.12). Cabe
sefialar que los coeficientes de variacion de PA y SSG resultaron con valores de
porcentaje muy altos (150.7 y 71.7%, respectivamente), debido a que en algunos datos
registrados durante el estudio, tuvieron valores de cero por ciento, resultando una gran

distancia en la variacién de una observacion a otra.

Tabla 7.12 Cuadrados medios y nivel de significancia, de la capacidad de germinacion y vigor de semillas
en la seleccion de progenies

Fuente de gL PN PA SSG LMP LMR PS
variacién

Localidades 2  138L617** 156.057**  608.501%*  36.121** 438.896** 717.611**
Rep(Loc) 6  52.147* 6.137NS  36.706*  3.363** 5.858%*  56.965**
Genotipos 24 348.845%*  20.342%%  268.528**  22.048** 09573**  60.027**

Loc*Geno 48 230.701**  9.456** 189.758**  4.636**  3.074** 60.358**
Error. Exp. 144 29.864 5.036 22.479 0.948 1.283 21.377
Media 91.9 1.5 6.6 10.6 12.04 18.4
Desv. Est. +5.46 +2.24 +4.74 +0.97 +1.13 62

R? 0.84 0.64 0.84 0.86 0.87 0.66

% CV 5.95 150.72 71.74 9.17 9.4 25.16

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); NS No significativo; R?= Coeficiente de determinacion;
CV= Coeficiente de variacion; PN=Plantulas Normales (%); PA= Plantulas Anormales (%); SSG= Semillas sin
Germinar (%); LMP=Longitud Media de Plimula (cm pl*); LMR= Longitud Media de Radicula (cm plt); PS=Peso
Seco de plantula (mg pl?).

En la comparacién entre localidades, Navidad-Nuevo Leon y Zaragoza Coahuila
presentaron altos valores de plantulas normales (Tabla 7.13). Sin embargo, en Zaragoza-
Coahuila en el ciclo 2018-2019, se tuvo un 7% menos de capacidad de germinacion, en
las plantulas normales (87 %), pero mayor porcentaje de plantulas anormales y semillas

sin germinar ( 3.1y 9.9%, respectivamente).

Tabla 7.13 Comparacién de medias entre localidades de la capacidad de germinacion y vigor de semillas en
la seleccién de progenies

Localidad PN PA SSG LPM LMR PS
(%) (%) (%) (cmpl?) (empl!) (mgpl?)
Navidad-Nuevo Leon 2017 94.7 a 08b 45b 10.22b 12.84b 17.79b
Zaragoza-Coahuila 2017 94.0a 05b 55b 1142 a 9.33¢c 15.62 ¢
Zaragoza-Coahuila 2018 87.0b 31la 99a 10.22b 13.96 a 21.72 a

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05). PN=Plantulas Normales; PA= Plantulas
Anormales; SSG= Semillas sin Germinar; LMP=Longitud Media de Plimula; LMR= Longitud Media de Radicula;
PS=Peso Seco de plantula.
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Con respecto a la comparacion de medias entre los genotipos, en la capacidad de
germinacién de pléntulas normales (PN), se encontraron seis grupos estadisticos,
formando el primer grupo por la mayoria de los genotipos de 92.2 a 96.4% (Tabla 7.14),
donde las lineas de cebada G3, G20, G1, G12 y G16, asi como el testigo G22 (cebada cv.
Cerro prieto) tuvieron los mayores porcentajes, mientras que la linea G11 y los testigos
G24 (trigo), G25 (triticale) y G21 (avena) se ubicaron en los tres ultimos grupos
estadisticos con los valores méas bajos de 72.5 a 83.1%.

Tabla 7.14 Comparacion de medias entre genotipos de la capacidad de germinacion y vigor en la seleccion
de progenies

Genotipo PN PA SSG LMP LMR PS
(%) (%) (%) (cmpl) (cmpl) (mgpl™)
Gl 96.111a  0.556 efg 3.222 efg  10.3111 ef 11.6667 efghij 17.868 b
G2 92.889 abc 2.111 bedef 4.556 efg  11.0667 cde 12.1333 cdefg 18.028 b
G3 96.444a  0.444 ¢efg 3.111fg 12.0444ab  12.3778cdef 17.8b
G4 95.778a  0.111fg 4111 efg 122444 a 12.7556 cd 16.184 bc
G5 89.333¢c  1.556cdefg 9.111cd 10.6 ef 11.9222 defghi 18.709 b
G6 92.889 abc 1.444 cdefg 5.667 defg 10.7111def 11.6778 efghij 16.957 b
G7 94.556 ab 1 cdefg 4.889 defg 11.7444abc  12.7 cde 24.777 a
G8 93.222 abc 2.222bcde  4.556 efg 11.6222 abc 12.3889 cdef  25.656 a
G9 92.222 abc 0.667 defg 7 def 10.6778 def  12.8333 cd 20.214b
G10 93.333abc 0.111fg 6.556 def 10.5444ef  12.0667 defgh 18.112Db
G11 83.444d  2.667 bcd 13.778 b 9.8556 f 10.9556 ijk 19.607 b
G12 95.889a 1.333cdefg 2.778fg  10.3556 ef 11.2556 ghijk  16.723 bc
G13 95.667a  0.889cdefg 3.444efg 11.7333abc 11.1556 ghijk 18.343 b
Gl14 95.444a  1.333cdefg 3.222efg 10.9556 cde 10.5889 k 19.824 b
G15 95 a 1.333 cdefg 3.667efg 11.8111abc 11.8444 defghi 19.07 b
G16 95.778a  0.444 ¢fg 3.778 efg  11.2111 bcde 10.7556 jk 16.456 bc
G17 93.889abc Og 6.111def 11.8abc 12.0222 defgh 18.387 b
G18 9% a 0g 4.333efg 11.6778abc 11.0556 hijk  18.976 b
G19 94556 ab 1.778 bcdefg 3.667 efg 10.6444 def  11.1222 ghijk 17.123 b
G20 96.444a 0.111fg 3.444 efg 115111 abcd 11.2778 ghijk  19.428 b
G21 (Avena) 72556 f 1444 cdefg 26.444a 6.2h 11.5 fghijk 17.624 b
G22 (Cerro Prieto) 96.111a  2.222bcde  1.667g 11.0444 cde 14.9444 a 16.657 bc
G23 (GABYAN95) 89.556 bc 2.778 bc 7.556de  10.9333cde 12.8778cd 17.027 b
G24 (Trigo) 83.111d 3.667b 13.111bc 7.5444 g 14.0556 ab 12.444 ¢
G25 (Triticale) 77.667e¢ 7a 15444  6.7222 gh 13.1222 be 17.402 b

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05). PN=Plantulas Normales; PA= Plantulas
Anormales; SSG= Semillas sin Germinar; LMP=Longitud Media de Plimula; LMR= Longitud Media de Radicula;
PS=Peso Seco de plantula

En las plantulas anormales y semillas sin germinar, se encontraron siete grupos

estadisticos (Tabla 7.14), donde el testigo G25 (triticale) presentd el mayor valor de
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plantulas anormales de 7%, ubicado en el primer grupo estadistico, seguidos la mayoria
de los genotipos con valores por debajo de 3.6%, mientras que las lineas G3, G4, G10,
G16, G17, G18 y G20 resultaron con valores por debajo del 0.5% formando el ultimo
grupo estadistico, siendo mejores en la capacidad de germinacién, por tener bajos
porcentajes de estas variables.

En las semillas sin germinar, el testigo G21 (avena) resultd con el mayor porcentaje
de 26.4%, mientras que los testigos G25 (triticale) y G24 (trigo) y la linea de cebada G11
presentaron valores de 13.1 a 15.4% (Tabla 7.14).

Sin embargo, el resto de las lineas y los testigos de cebada cv. GABYAN95 (G23)
y cv. Cerro prieto (G22) resultaron con porcentajes por debajo de 5%, confirmando su
buena capacidad de germinacion.

En cuanto el vigor de la semilla, en la longitud media de plimula se encontraron
ocho grupos estadisticos (Tabla 7.14), destacando las lineas de cebada G4, G3, G15, G17,
G7, G13, G18, G8 y G20 con valores de 12.2 a 11.5 cm pl™* y formando el primer grupo
estadistico, mientras que los testigos G25 (triticale) y G21 (avena) resultaron con los
valores mas bajos de 6.7 y 6.2 cm pl?, respectivamente.

En la longitud media de radicula, se registraron once grupos estadisticos, el primer
grupo esta formado por los testigos G22 (cebada cv. Cerro prieto) y G24 (trigo) con 11.5
y 10.6 cm pl?, respectivamente, seguidos por G25 (triticale) y G23 (cebada cv.
GABYAN95) con 13.12 y 12.87 cm pl?, cada uno. El resto de las lineas de cebada
obtuvieron valores por debajo de 12.8 cm pl™?, con un vigor de plantula inferior a los
testigos (Tabla 7.14).

En el peso seco de plantula (PS) se encontraron tres grupos estadisticos, donde las
lineas de cebada G8 y G7 resultaron con los mayores valores de 25.6 y 24.7 mg pl™,
respectivamente (Tabla 7.14), seguidos por la mayoria de los genotipos Ademas las lineas
G12, G16, G4y los testigos G22 (cebada cv. Cerro prieto) y G24 (trigo) presentaron los
pesos mas bajos de 12.4 a 16.7 mg pl?, los cuales formaron el Gltimo grupo estadistico.

Respecto a las variables evaluadas después del envejecimiento acelerado de semilla,
se registraron diferencias altamente significativas (p<0.01%), con promedios de plantulas

normales (EAPN) de 54.2 5, plantulas anormales (EAPA) de 5.6 %, semillas
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sin germinar (EASSG) de 39.7 %, longitud media de plimula (EALMP) de 5.5 cm plty
longitud media de radicula (EALMR) de 10.7 cm pl* (Tabla 7.15).

Tabla 7.15 Cuadrados medios y nivel de significancia de la capacidad de germinacion y vigor después del
Envejecimiento Acelerado (EA) de semillas en la seleccién de progenies

Fuente de gL EAPN EAPA EASSG EALMP EALMR
variacion (%) (%) (%) (cmpl?) (cmpl?)
Localidades 2 35802.098**  606.72** 27981.724*%*  801.874**  1477.938**
Rep(Loc) 6 61.155NS 4,053\ 976.231NS 0.668NS 1.229Ns

Genotipos 24 643.111** 38.518** 610.352** 13.325** 20.001**
Loc*Geno 48  470.542** 48.794** 422.761** 8.859** 12.244**

Error. Exp. 144 107.452 22.275 126.971 1.258 2.073
Media 54.2 5.6 39.7 55 10.7
Desv. Est. +10.4 +4.7 *+11.2 +1.12 +1.44
R? 0.88 0.58 0.83 0.93 0.93
% CV 19.11 84.2 28.3 20.5 13.5

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); NS No significativo; R?= Coeficiente de determinacion;
CV= Coeficiente de variacion; EAPN=Plantulas Normales; EAPA= Plantulas Anormales; EASSG= Semillas sin
Germinar; EALMP=Longitud Media de Plumula; EALMR= Longitud Media de Radicula

En las pruebas después del envejecimiento acelerado, Zaragoza-Coahuila en el ciclo
2018-2019 presentd la mayor capacidad de germinacion con 71 % de plantulas normales,
longitud media de plumula y radicula (EALMP y EALMR) con 8.04 y 13.73 cm pl?,
respectivamente, lo que puede indicar una localidad con buenas condicionespara la

produccién de semilla de calidad (Tabla 7.16).

Tabla 7.16 Comparacion de medias entre localidades de la capacidad de germinacion y vigor después del
Envejecimiento Acelerado (EA) de semillas en la seleccién de progenies

Localidad EAPN EAPA EASSG EALMP EALMR
(%) (%) (%) (cmpl™) (cmpl™)

Navidad-Nuevo Leén 2017 30.0c 9.0a 61.0 a 1.78 ¢ 557¢
Zaragoza-Coahuila 2017 63.0b 35b 335D 6.56 b 12.69b
Zaragoza-Coahuila 2018 71.0a 45b 245¢ 8.04 a 13.73 a

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05). EAPN=Plantulas Normales; EAPA= pléantulas
Anormales; EASSG= Semillas sin Germinar; EALMP=Longitud Media de Plimula; EALMR= Longitud Media de
Radicula

En la capacidad de germinacion despuées del envejecimiento acelerado, en las
plantulas normales (EAPN) se obtuvieron diez grupos estadisticos, formando el primer
grupo por las lineas G2, G1, G4, G3 y el testigo G21 (avena) con los mayores valores de
62 a 72% (Tabla 7.17), mientras que el altimo grupo lo formaron las lineas G19, G7, G5
y G6 con valores por debajo del 50%.
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En las plantulas anormales (EAPA) se obtuvieron seis grupos estadisticos, donde
los testigos G24 (trigo), G22 (cebada cv. Cerro prieto), G25 (triticale) y G21 (avena), asi
como las lineas G14, G19 y G16 con valores de 7 a 11.1%, formaron el primer grupo
estadistico. La mayoria de las lineas de cebada presentaron valores por debajo del 6%,

formando los dltimos grupos estadisticos (Tabla 7.17).

Tabla 7.17 Comparacion de medias entre genotipos de la capacidad de germinacion y vigor después del
Envejecimiento Acelerado (EA) de semillas en la seleccién de progenies

Genotipo EAPN EAPA EASSG EALMP EALMR
(%) (%) (%) (cmpl?) (cmpl™?)
Gl 68.4 ab 2.7 ef 28.91j 7.94 ab 12.33 ab
G2 72.00 a 3.1 def 249] 8.32a 12.74 a
G3 62.7 abcd 2.2 f 35.1 fghij 7.078 be 12.93a
G4 67.1 abc 4.0 cdef 28.9 ij 7.91ab 10.202 cdef
G5 42.7ij 5.8 bedef 50.2 abc 4.63 ghi 13.04 a
G6 38.2] 4.9 bedef 56.9 a 3.39] 9.78 def
G7 43.6 hij 4.0 cdef 52.4 ab 4.3444 ij 9.51 defg
G8 50.7 efghi 5.8 bedef 43.6 bedef 4.91 efghi 10.53 cd
G9 51.1 efghi 3.6 cdef 45.3 bedef 5.41 defgh 10.16 cdef
G10 52.9 efgh 2.7 ef 44.4 bedef 5.71 def 9.69 def
Gl1 52.9 efgh 6.7 bcde 38.2 efghi 5.21 defghi 9.42 defg
G12 58.2 cdef 4.4 bedef 37.3 efghi 6.23 cd 10.44 cd
G13 51.1 efghi 6.2 bcdef 42.7 bedefg 5.056 efghi 8.87 fg
Gl4 48.9 fghi 7.6 abc 38.2 efghi 4.60 ghi 10.23 cde
G15 59.6 bcde 5.3 bedef 32.0 hij 5.93 de 1041 cd
G16 51.6 efghi 7.1 abcd 41.3 cdefgh 5.02 efghi 10.21 cde
G17 48.0 ghi 5.3 bedef 46.7 abcde 4.53 hi 8.94 efg
G18 55.1 defg 6.2 bcdef 38.7 defghi 5.61 defg 9.22 defg
G19 44.0 hij 7.1 abcd 48.9 abcd 4.68 fghi 9.59def
G20 52.4 efgh 5.3 bedef 42.2 bedefgh 5.58 defgh 8.22¢g
G21 (Avena) 66.2 abc 7.6 abc 26.7 ] 4.83 fghi 11.29 bc
G22 (Cerro Prieto)  59.6 bcde 8.4 ab 32.0 hij 5.43 defgh 12.96 a
G23 (GABYAN95)  50.7 efghi 5.3 bedef 44.0 bedef 4.88 fghi 10.47 cd
G24 (Trigo) 56.0 defg 11.1a 32. 9 ghij 5.03 efghi 13.13a
G25 (Triticale) 52.0 efghi 7.6 abc 40.4 cdefgh 4.21ij 12.29 ab

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05). EAPN=Plantulas Normales después del EA;
EAPA= Plantulas Anormales después del EA; EASSG= Semillas sin Germinar después del EA; EALMP=Longitud
Media de Plimula después del EA; EALMR= Longitud Media de Radicula después del EA.

En cuanto a las semillas sin germinar (EASSG) se encontraron diez grupos
estadisticos, donde las lineas G1, G2 y G4 presentaron los valores mas bajos (de 24.8 a
28.8%), mientras que el resto de los genotipos obtuvo valores por arriba del 30%. Por otra
parte, en la longitud media de plumulay radicula (EALMP y EALMR), se registraron diez
y siete grupos estadisticos, respectivamente (Tabla 7.17), formando las lineas G1, G2, G4,
G10, G12 y G15 el primer grupo estadistico con valores de 7.9 a 8.3 cm pl* en longitud

de plimula, y en la longitud de radicula, las lineas progenie G1, G2,
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G3 y G5 junto con los testigos G22 (cebada cv. Cerro prieto), G24 (trigo) y G25
(triticale) resultaron con las mayores longitudes de raiz de 12.3 a 13.1 cm pl™.

7.2.1.3 Analisis de conglomerados de variables y genotipos en el rendimiento y

calidad de semillas

El dendograma de la agrupacion de las variables en la calidad de semillas indicd
tres grupos asociados a una distancia de 100 (Figura 7.15), siendo el primer grupo
constituido por las plantulas normales (PN), seguido del grupo formado por las plantulas
normales y las semillas sin germinar después del envejecimiento acelerado (EAPN y
EASSG), asi como los parametros de la calidad fisica peso de mil semillas (PMS) y peso

volumétrico (PV).
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Figura 7.15 Agrupamiento de las variables: rendimiento y calidad de semillas en la seleccion de progenies
sobresalientes, mediante el anélisis de conglomerados (distancia de ligamiento 200)

El tercer grupo se integré por el resto de las variables, donde se encontraron algunas
asociaciones interesantes por tener una menor distancia de ligamiento (Figura 7.15), como
fueron el contenido de humedad con las longitudes medias de plimulay radicula, asi como
las plantulas anormales con el rendimiento de semillas (RENDS).

En el analisis de conglomerados entre los genotipos, se identificaron cuatro grupos
con una distancia de ligamiento de 23 (Figura 7.16), ubicando en un grupo a los testigos

G25 (triticale) y G24 (trigo), por presentar similar rendimiento de semillas (1.7 t ha %),
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semillas sin germinar (14.3 %) y longitud media de plumula antes y después del
envejecimiento acelerado (13.5y 4.6 cm pl™?).
El testigo G21 (avena) se ubicé en un solo grupo, con el menor valor de plantulas

normales (72.5%) y mayor de semillas sin germinar (26.4 %).
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Figura 7.16 Agrupamiento de genotipos evaluados en la seleccion de progenies, mediante el anlisis de
conglomerados formando cuatro grupos a una distancia de 23

Las lineas progenies de cebada G2, G3, G4, G5, G6, G7 y G8 formaron un otro
conglomerado (Figura 7.16), por presentar valores similares para contenido de humedad
(11.5 %), peso volumétrico (49.7 KgHIY), peso de mil semillas (41.5 g) y longitud media
de radicula (11.9 cm pl?).

El altimo grupo se formé por el resto de las progenies y los testigos G22 y G23
(Cerro prieto y GABYANO95), con valores similares en la calidad fisica en el contenido de
humedad y peso de mil semillas (11.3 %y 49.5 Kg HI, respectivamente), en la capacidad
de germinacidn por presentar los mayores porcentajes de plantulas normales arriba de 95
% y los menores porcentajes de plantulas anormales y semillas sin germinardebajo de 3
% (Figura 7.16).

Asimismo, las progenies G12 y G14 indicaron una asociacién por encontrarse con
menor distancia de ligamiento entre ellas, al compartir valores similares de rendimiento
de semillas (1.4 t ha 1), calidad de semillas en el peso volumétrico (49.5 kg HI™%), plantulas
normales (95.6 %), plantulas anormales (1.3 %) y longitud media de radicula después del
envejecimiento acelerado (10.3 cm plt); y también la progenie G13 con
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G15 que resultaron con valores similares en el contenido de humedad (11.2°C), peso de
mil semillas (41.0 g), plantulas normales (95.0 %), semillas sin germinar (3.6 %).

Al realizar el andlisis de conglomerados de los genotipos a traves de las localidades,
se identificaron cinco grupos de interés con caracteristicas de calidad homdlogas (Tabla
7.18).

Tabla 7.18 Numero de integrantes (n), media y desviacidn estandar de grupos generados en el analisis de
conglomerados en el rendimiento y calidad de semillas en la seleccidn de progenies

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 GRUPO 5
n 13 1 7 2 2

RENDS 1.68 +0.13 0.23+0.00 1.60 +0.09 1.75 +0.047 1.27 +0.56
CH 11.47 +0.31 9.83+0.00 11.55+0.16 10.99 +0.063 11.29 +0.26
PV 49.59 £1.22 49.35+0.00 50.02 +0.92 69.37 +7.018 53.01 +3.48
PMS 39.58 £2.15 30.79+0.00 41.78 £0.99 32.98 £7.98 36.21 +3.66
PN 94.07 £3.38 72.59+0.00 93.57 £2.34 80.37 £3.87 92.89 +4.61
PA 0.88 +0.79 1.481+0.00 1.29 +0.79 5.33+2.30 2.518 +0.42

SSG 5.00 +2.96 26.37+0.00 5.14 +1.88 14.29 +1.57 4.59 +4.19
EAPN 63.49 £9.21 82.67+0.00 25.46 £5.72 64.44 £3.14 70.22 £11.94

EAPA 3.28 £1.09 3.11+0.00 9.71 +2.87 9.78 +5.66 3.33+£1.57
EASSG 33.02 £8.82 14.22+0.00 64.32 £7.01 25.78 £2.51 23.78 £9.74
PS 17.35+3.48 21.31+0.00 17.73 +2.63 22.33+£7.14 21.88 +0.70
LMP 11.00 +0.66 6.20+0.00 11.43 +0.64 7.13+0.59 10.98 +0.084
LMR 11.42 +0.63 11.49+0.00 12.27 +0.39 13.59 +0.66 13.90 £1.45

EALMP 6.84 +1.46 10.11+0.00 1.22 +0.51 6.21 +0.52 8.24 £1.06
EALMR 12.80 +1.59 13.58+0.00 4.59 +1.38 14.15 +0.58 12.94 +1.17

RENDS= Rendimiento de semilla; CH= Contenido de humedad; PV=Peso volumétrico; PMS=peso de mil semillas;
PN=Plantulas Normales; PA= Plantulas Anormales; SSG= Semillas sin Germinar; LMP=Longitud Media de Plimula;
LMR= Longitud Media de Radicula; PS=Peso Seco de plantula; EAPN=Plantulas Normales después del EA; EAPA=
plantulas Anormales después del EA; EASSG= Semillas sin Germinar después del EA; EALMP=Longitud Media de
Plimula después del EA; EALMR= Longitud Media de Radicula después del EA.

El Grupo 1 se conformo por 13 progenies de cebada, presentaron altos valores de
peso de mil semillas (39.58 g), germinacion en las plantulas normales (94.07%) y vigor
en la longitud media de plumula antes (11.0 cm pl?) y después (6.84 cm pl™) del
envejecimiento acelerado, longitud media de radicula después del envejecimiento
acelerado (12.8 cm plt), asi como con alto rendimiento de semillas (1.68 tha™?).

En el Grupo 2, se ubico el testigo G21 (avena), diferenciada del resto de genotipos
por contener valores altos en el peso seco de plantulas (21.31 mg pl™) y en los pardmetros
de vigor después del envejecimiento acelerado como plantulas normales (82.67%) y
longitud media de plimula (12.80 cm pl?), asi como los valores mas bajosen el

rendimiento de semilla (0.23 t hal), en el peso de mil semillas (39.58 g), en la
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capacidad de germinacion (72.5 % de plantulas normales) y en el vigor en la longitud
media de plimula (6.2 cm plt), como se describe en la Tabla 7.18.

El conglomerado con mayor numero de integrantes fue el Grupo 3, formado por las
progenies G2, G3, G4, G5, G6, G7, y G8 teniendo el més alto rendimiento de semillas
(1.60 t ha), alta calidad fisica en el peso de mil semillas (41.78 g) y calidad fisioldgica
en las plantulas normales (93.57 %), asi como alto vigor en la longitud mediade plumula
(11.43 cm plY).

El Grupo 4 se formd por los testigos G25 (triticale) y G24 (trigo), con el mayor valor
de rendimiento de semilla (1.75 t ha), peso volumétrico (69.37 KgHL™), altovigor
en la longitud de radicula antes y después de envejecimiento acelerado (13.59 y
14.15 cm pl?, respectivamente).

Por su parte, el Grupo 5 fue formado por los testigos de cebada G22 y G23
(variedades Cerro prieto y GABYAN95), con altos valores de peso volumétrico (53.01
Kg HL™), porcentaje de plantulas normales antes y después del envejecimiento acelerado
(92.89 y 70.22 %, respectivamente) y longitud media de radicula (13.90 cm pl?), pero
bajos valores en el rendimiento de semillas (1.27 t ha'l).

La comparacion entre los grupos determind la principal diferencia de los
conglomerados. El Grupo 1 con Grupo 3 a pesar de resultar con similares rendimientos de
semilla (1.6 t ha'l), tuvieron diferencias en la calidad fisica en el peso de mil semillas,
presentando el Grupo 3 el mayor valor (41.78 g) que Grupo 1 y resto de los grupos;
mientras que el Grupo 1 resulté con mayor calidad fisioldgica en el vigor después del
envejecimiento acelerado en plantulas normales (63.5 %) y longitud media de plimula 'y
radicula (6.8 y 12.8 cm pl ). Asi, al comparar el Grupo 4 con el resto de grupos,
evidentemente produjé el mayor rendimiento de semillas (1.75 t hat) y calidad fisica en
el peso volumétrico (69.37 Kg HL™).

Al comparar el Grupo 3 con el Grupo 5, se diferenciaron en el vigor de la semilla,
siendo el Grupo 5 con mayor porcentaje de plantulas normales después delenvejecimiento
acelerado con 70.22% y mayor longitud media de radicula antes y después del

envejecimiento (13.9 y 12.9 cm pl, respectivamente).
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7.2.2 Seleccion de progenies sobresalientes en base a rendimiento y calidad de forraje

7.2.2.1 Calidad nutritiva de forraje en progenies sobresalientes

La evaluacion de la calidad nutritiva de forraje de las progenies sobresalientes en la
estabilidad del caracter stay green, rendimiento y calidad de semillas, registr6 el promedio
de las localidades estudiadas, donde la mayoria de las lineas progenies presento valores
de proteina cruda (PC) de 15.7 a 18.5% (Tabla 7.19), mientras que los testigos G24 (trigo)
y G25 (triticale) obtuvieron los mayores promedios con 19.1 'y 19.8%, respectivamente.

Tabla 7.19 Valores promedio de la calidad nutritiva de forraje en: proteina cruda, fibra detergente acida y
neutra, almidon, grasa cruda, etc., en la seleccién de progenies

No. de PC FDA FDN DIG CNF ALM GC TND
Genotipo Identificacion (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
CANI-9 G2 17.8 36.9 55.5 70.5 16.3 4.4 2.1 57
CANI-10 G3 16.9 39.3 55.2 69.5 16.6 3.6 2.7 57
CANI-15 G4 16.5 35.7 55.4 69.5 17.4 1.4 2.2 57
CANI-82 G10 15.9 38.3 56.4 67.5 17.2 1.7 2.3 55
CANI-85 Gl1 17.9 36.5 57.2 71 15.1 0.6 2.3 58
CANI-99 G12 17.8 35.9 56.1 69.5 15.4 1.3 2.5 58.5
CANI-104 G14 16.7 38.6 55.3 715 15.5 2.1 2.3 58.5
CANI-108 G15 18.5 36.9 54.9 68.5 16 2.1 2.4 57.5
CANI-129 G18 16.9 36.1 55.9 69 17.9 1.1 2.2 58
CANI-130 G19 15.7 37.9 55.4 68 17.4 1.9 1.8 57.5
Avena G21 17.4 37 53.6 80.5 13.3 1.9 2.9 57.5
Cerro Prieto G22 16 37.4 58.5 70.5 16.1 1.2 2.4 59
GABYAN©95 G23 17.4 36.8 52.8 75.5 17.8 2.9 3.1 60
Trigo G24 19.1 37.2 55.4 77.5 11.3 0.9 3 59
Triticale G25 19.8 35 53 76 14.9 1.8 3.1 60.5

PC=Proteina cruda; FDA= Fibra detergente acida; FDN=Fibra detergente neutra; DIG=Digestibilidad in vitro;
CNF=Carbohidratos no fibrosos; ALM=Almiddon; GC=grasa cruda; TND= Total de nutrimentos digestibles.

En la fibra detergente acida (FDA), la linea G3 present6 el mayor valor con 39.3%
(Tabla 7.19), seguidas las lineas G10 y G14 con 38.3 y 38.6% cada una, mientrasque el
resto de las lineas progenie presentaron valores superiores al testigos G25 (triticale) que
obtuvo 35 %. Asimismo, la cebada comercial cv. Cerro prieto (G22) obtuvo el valor mas
alto de fibra detergente neutra (FDN) con 58.5%, mientras que el resto de cebadas varid
entre 52.8 y 57.20%.

Con respecto a la digestibilidad in vitro (DIG), el testigo G21 (avena) seguido de
G23 (GABYAN95) obtuvieron los valores més altos 67.5% hasta el 80.5% (Tabla 7.19).
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En los carbohidratos no fibrosos del forraje (CNF), las lineas y testigos de cebada
resultaron con valores de 15.1 a 17.8%, superando a los testigos G21 (avena), G24 (trigo)
y G25 (triticale) quienes presentaron valores por debajo de 15%.

En el resultado del contenido de almidon (ALM), las lineas G3 y G2 presentaron los
mayores valores con 3.6 y 4.4%, respectivamente, mientras que la linea G11 y el testigo
G24 (trigo) resultaron con los valores mas bajos de 0.6 y 0.9% cada uno.

En la grasa cruda (CG), los testigos G21 (avena), G23 (cv. GABYAN95), G24
(trigo) y G25 (triticale) exhibieron los mayores porcentajes de 2.9 a 3.1% (Tabla 7.19);
ademas, resultd que estos tres ultimos testigos, presentaron los mayores valores del total
de nutrientes digestibles (TND), junto con el testigo de cebada cv. Cerro prieto (G22)
teniendo porcentajes desde 59 a 60.5%.

En cuanto a la energia neta de lactancia (ENL), los testigos G23 (cv. GABYAN95)
y G25 (triticale) presentaron un igual y mayor valor de 1.3 Mcal kg™ (Tabla 7.20); en la
energia neta de mantenimiento, nuevamente G25 present6 un valor de 1.3 Mcal kg™.
Mientras que las lineas de cebada obtuvieron valores de 1.1 a 1.2 Mcal kg™ en ambas

energias.

Tabla 7.20 Valores promedio de la calidad nutritiva de forraje en: energias netas, valor relativo, calidad
relativa y litros de leche en la seleccién de progenies

No. de ENL ENM ENG VRF CRF LECHE
Genotipo  Identificacion Mcalkg? Mecalkg?  Mecal kg Lt

CANI-9 G2 1.2 1.1 0.6 101 100 1477.5
CANI-10 G3 1.2 11 0.6 98 103 1404.5
CANI-15 G4 1.2 11 0.6 103 105.5 1453
CANI-82 G10 11 11 05 97 96.5 1369.5
CANI-85 Gl1 1.2 1.2 0.6 98.5 102.5 1524
CANI-99 G12 1.2 1.2 0.6 1015 103.5 1532
CANI-104 Gl4 1.2 1.2 0.6 99 100.5 1342
CANI-108 G15 1.2 1.2 0.6 102.5 95.5 1519.5
CANI-129 G18 1.2 1.2 0.6 1015 108.5 15125
CANI-130 G19 1.2 11 0.6 99.5 94.5 1330
Avena G21 1.2 1.2 0.6 104 111 1520
Cerro Prieto G22 1.2 1.2 0.6 95 115 1589
GABYAN95 G23 1.3 1.2 0.7 106 108 1527
Trigo G24 1.2 1.2 0.6 100.5 81 15135
Triticale G25 1.3 1.3 0.7 108.5 107 1629.5

ENL= Energia neta de lactancia; ENM= Energia neta de mantenimiento; ENG= Energia neta de ganancia; VRF= Valor
relativo de forraje; CRF= Calidad relativa de forraje; LECHE= produccién de leche por tonelada de materia seca.
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En la energia neta de ganancia (ENG), las progenies junto con los testigos G21, G22
y G24 (avena, cebada cv. Cerro prieto y trigo) resultaron con valores de 0.5 a 0.6 Mcal
kg™, donde la linea de cebada G10 contuvo la energia mas baja (Tabla 7.20).

En el valor relativo de forraje de la fibra detergente neutra dada a las 30 horas (VRF),
los testigos G21 (avena), G23 (GABYAN95) y G25 (triticale) obtuvieron los mayores
promedios de 104, 106 y 108.5, respectivamente (Tabla 7.20). En la calidad relativa de
forraje (CRF), la linea G18 y los testigos G21 (avena), G22 (cv. Cerro prieto)y G23 (cv.
GABYANO95) presentaron los mayores valores de 108 a 115.

Y en la produccion de litros de leche (LECHE), el testigo G25 (triticale) result6 con
la mayor cantidad de 1,629.5 L por tonelada de materia seca de forraje (Tabla 7.20),
seguido el testigo G22 (cv. Cerro prieto) con 1,589 L, asi como lineas de cebada G11, G12
y el testigo G23 (cv. GABYAN95) desde 1,520 a 1,532 L por tonelada de materia seca de
forraje.

Los resultados promedio de las cenizas y minerales indicaron que los testigos G21
(avena) y G24 (trigo) obtuvieron el mayor porcentaje de cenizas de 16.6 y 15.8 %,
respectivamente. Asi mismo, en el contenido de fésforo (P), los testigos G21 (avena), G23
(cv. GABYAND95) y G25 (triticale) presentaron los mayores valores de 0.49, 045y 0.41%
cada uno (Tabla 7.21). Sin embargo, en calcio (Ca), las lineas de cebada G2, G14 y G19
resultaron con mayores valores desde 0.6 hasta 0.74%, estando todos los testigos por
debajo de 0.59%.

En cambio, el testigo G21 (avena) resultd con los mayores valores en Mg, Ky Cl
(0.35, 4.46 y 1.87%, respectivamente), seguido por la linea G19 con 0.32% en Mgy 1.61%
en Cl, y el testigo G21 (avena) con 1.87% de CI.

Por otro lado, las lineas de cebada G4, G15, G18 y el testigo G22 (cv. Cerro
prieto) resultaron con los valores mas bajos de cloro desde 1.32 a 1.38 % (Tabla 7.20); asi
las lineas de cebada G2, G15 y el testigo G22 (cv. Cerro prieto) presentaron los valores
mas altos de azufre (S) de 0.4 a 0.41%, mientras que el testigo G24 (trigo)obtuvo
el valor mas bajo con 0.29%; seguido por G21 y G23 (avena y cv. GABYAN95) con
valores de 0.34% vy las lineas de cebada G10 y G12 con 0.35%.
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Tabla 7.21 Valores promedio de la calidad nutritiva de forraje en: contenido de cenizas y minerales en la
seleccion de progenies

No. de CZAS P Ca Mg K Cl S
Genotipo Identificacion (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
CANI-9 G2 11.9 035 06 025 336 149 041
CANI-10 G3 12.5 0.38 054 0.27 3.09 174 0.38
CANI-15 G4 12.1 0.34 053 0.23 311 1.32 0.39
CANI-82 G10 11.7 0.38 059 0.25 331 148 0.35
CANI-85 Gl1 11.4 0.39 048 0.27 3.65 141 0.39
CANI-99 G12 11.5 039 05 024 371 139 0.35
CANI-104 Gl4 13.1 0.39 064 0.17 299 155 0.38
CANI-108 G15 11.8 0.39 059 0.22 339 136 041
CANI-129 G18 11.1 0.34 052 0.23 321 137 0.39
CANI-130 G19 13.4 039 07 032 312 161 0.39
Avena G21 16.6 0.49 053 035 446 187 0.34

Cerro Prieto G22 10.9 039 047 022 316 138 04
GABYAN95 G23 12.2 045 054 018 331 15 034
Trigo G24 15.8 0.37 058 0.25 457 148 0.29
Triticale G25 12.5 0.41 046 0.18 3.89 152 0.35

P= Fosforo; Ca= Calcio; Mg=Magnesio; K= Potasio; Cl= Cloruros; S= Azufre.

7.2.3 Anélisis multivariados de progenies sobresalientes en base a rendimiento y calidad

de semilla-forraje

Se consideraron en el analisis multivariado a través de componentes principales a
las variables de la calidad nutritiva de forraje: proteina cruda (CP), fibra detergente &cida
(FDA), Fibra detergente neutra (FDN), digestibilidad in vitro (DIG), total de nutrientes
digestibles (TND), energias netas (ENL, ENM, ENG), valor relativo de forraje (VRF) y
litros de leche (LECHE) y cenizas (CZAS), asi como las variables de campo: rendimiento
de forraje (REND), temperatura de dosel (TEMP), altura de planta (ALT), etapa
fenoldgica (ETAPA), cobertura de suelo (COB), indice de contenido de clorofila (ICC) y
el indice de vegetacion normalizado (NDVI), con la finalidad de estimar la asociacién e
identificar a las mejores progenies.

El analisis de componentes principales (ACP) explicd con los primeros dos
componentes (CP) un 75 67 % de la varianza total; el primer componente principal
(CP1) contuvo un 49.16 % de la varianza total y explicé principalmente la relacion entre
el valor relativo de forraje con el total de nutrientes digestibles, litros de leche y las
energias netas (ENL, ENM, ENG) establecida de manera positiva entre si y negativa con
el CP1.
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Tambien, se detectd la asociacion positiva entre si y con el componente de las
variables agrondmicas: etapa fenoldgica con altura y temperatura de la planta. Otra
relacion encontrada fue el contenido de proteina con mayor indice de vegetacion y
clorofila se tendra menor contenido de fibras detergentes acida y neutra.

En el segundo Componente 2 (CP2), explicd un 16.47 % de la varianza total y la
relacion positiva entre si y negativa con el componente de la fibra detergente &cida y la
neutra (FDA y FDN), asi mismo, se encontré al indice de vegetacion diferencial
normalizado, cenizas y la digestibilidad in vitro en una relacion positiva y negativo con
los dos componentes.

Al graficar las variables en relacion a los componentes principales, se aprecio que
el rendimiento de forraje se asocio positivamente con la altura de planta (ALT), etapa
fenoldgica (ETAPA), temperatura del dosel (TEMP) y la cobertura del terreno (COB),
sugiriendo que los genotipos mas productivos fueron los de mayor cobertura y
temperatura, méas altos y precoces, caracteristicas que se asociaron también a mayores
contenidos de fibras (FDN y FDA), tal como se aprecia en la Figura 7.17. Sin embargo,
0s genotipos mas rendidores no fueron los de mayor calidad, ya que todas las variables de
la calidad nutritiva forrajera, contenido de clorofila (ICC) y el NDVI se ubicaron del lado
derecho, en el cuadrante 1 de la Figura 7.17.
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Figura 7.17 Componentes principales de las variables agronémicas y calidad nutritiva de forraje a los 90
dds en la seleccion de progenies

Las relaciones entre variables dentro de cada cuadrante son positivas y entre

cuadrantes son de tipo negativo. Las relaciones negativas mas fuertes se presentaron
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entre las variables del cuadrante 1 con las del cuadrante 3, y las del cuadrante 2 con las
del cuadrante cuatro, de tal forma que al graficar los genotipos en el plano generado por
los primeros componentes principales (Figura 7.18), se puede realizar una caracterizacion
parcial de los genotipos. Ademas, se encontrd una clara evidencia en la deteccion de las
diferencias entre las cebadas y los testigos de otra especie, donde el triticale, trigo y avena

se ubicaron lejos de la mayoria de las cebadas.
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Figura 7.18 Componentes principales de los genotipos en base a las caracteristicas agronémicas y
calidad nutritiva de forraje a los 90 dds en la seleccion de progenies

Para identificar a los genotipos sobresalientes en la calidad de forraje en las
caracteristicas agronémicas y nutritivas, se realizé el agrupamiento de genotipos a través
del analisis de conglomerados, reteniendo hasta cuatro grupos de interés (Tabla 7.22).

Las progenies G2, G4, G11, G12, G16, G18y el testigo G22 (Cerro prieto)formaron
el Grupo 1 (Tabla 7.22) y se ubicaron en el primer cuadrante (Figura 7.18), se
caracterizaron principalmente por presentar altos valores en la altura de planta (109.8 cm),
en la cobertura de suelo (90.26 %) y ser mas precoces (66.33 en escala de Zadoks), asi
como por tener el mayor contenido de fibra detergente neutra (56.21 %).

Los testigos G21 y G24 (avena y trigo) formaron el Grupo 2 (Tabla 7.22), se
encontraron en el cuadrante 3 (Figura 7.18) y se difereciaron por los mayores valores en
el indice de verdor (0.84), contenido de clorofila (46.16 Spad), debido a que son mas
tardios, con una etapa fenoldgica de 38.17 en escala de Zadoks y con una altura mas baja
de 82.92 cm. Sin embargo, son més digeribles (digestibilidad in vitro de 79 %) y con alto

contenido de cenizas (16.19%).
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Tabla 7.22 Namero de integrantes (n), media y desviacion estandar de los grupos generados en el analisis
de conglomerados de las variables agronémicas y calidad nutritiva de forraje en la seleccion de progenies

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
n 7 2 2 4

ALT 109.88 +2.52 82.92 +6.48 100.42 £15.91 110.00 £1.52
TEMP 18.69 +0.32 17.30 +£0.00 17.77 +0.68 18.74 +0.49
CcOoB 90.26 +1.45 86.833 £7.31 89.25 +8.60 89.96 +1.54
ETAPA 66.333 £3.56 38.17 £0.24 50.67 +2.83 64.50 +4.46

NDVI 0.76 £0.02 0.84 +0.01 0.79 +0.03 0.74 +0.02
ICC 46.09 +1.21 46.16 +1.66 45.72 +1.09 45.07 £1.16
REND 12.03 +£0.99 10.53 +1.40 11.49+1.49 12.32 +0.39
PC 17.34 +0.88 18.20 +1.20 18.58 +1.66 16.29 +0.63
FDA 36.46 +0.64 37.08 +0.11 35.90 +1.27 38.51 +0.57
FDN 56.21 +1.24 54.48 +1.31 52.90 £0.14 55.538 +0.55
DIG 69.79 +0.91 79.00 +2.12 75.750 £0.35 69.13 +1.79
TND 57.86 +0.75 58.25 +1.06 60.25 +0.35 57.00 £1.47

ENL 1.19 +0.02 1.23 +0.01 1.29 +0.01 1.19 +0.03

EMG 1.15+0.03 1.19 +0.035 1.26 +0.01 1.13 +0.04

ENG 0.59 +0.03 0.62 +0.032 0.69 +0.01 0.57 +0.04
VRF 100.43 £2.79 102.25 +2.47 107.25 £1.77 98.38 +1.11

LECHE 1515.36 +43.05 1516.75 +4.59 1578.25 £72.48 1361.50 +33.09

CZAS 11.53+0.43 16.19 +0.62 12.35+0.25 12.67 +0.76

ALT= Altura de planta; TEMP= Temperatura de dosel; COB= Cobertura de suelo; ETAPA= Etapa fenol6gica; NDVI=
indice de verdor diferencial normalizado; REND= Rendimiento de forraje; PC=Proteina cruda; FDA= Fibra detergente
4cida; FDN=Fibra detergente neutra; DIG=Digestibilidad; TND= Total de nutrimentos digestibles; ENL= Energia neta
de lactancia; ENM= Energia neta de mantenimiento; ENG= Energia neta de ganancia; VRF= Valor relativo de forraje;
CRF= Calidad relativa de forraje; LECHE= produccion de leche por tonelada de materia seca.

El Grupo 3 fue formado por los testigos G23 y G25 (GABYAN9S vy triticale),
ubicados en el ACP en el cuarto cuadrante (Figura 7.18), que a pesar de tratarse de
diferentes especies presentaron alta calidad nutritiva de forraje, con el mayor contenido
de proteina cruda (18.58%), total de nutrientes digestibles (60.255), valor relativo de
forraje (107.25) y mayor produccion de LECHE con 1578.25 L por tonelada de materia
seca de forraje (Tabla 7.22).

El Grupo 4 fue formado por las progenies G3, G10, G14 y G19 caracterizadas por
presentar la mayor altura de planta (110.00 cm), mayor temperatura de dosel (18.74 °C)
y mayor contenido de fibra detergente acida (38.51 %), localizados en el segundo
cuadrante en el ACP (Figura 7.19). Sin embargo, produjeron menos cantidad de leche
(LECHE) con 1361.50 L por tonelada de materia seca de forraje.

En la comparacion de los grupos generados, se diferenciaron principalmente por las
caracteristicas de la calidad nutritiva forrajera, al comparar Grupo 1 con Grupo 3, donde

el Grupo 3 resulté con mayor calidad, altos contenidos de proteina cruda, total de
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nutrientes digestibles y valor relativo de forraje, produciendo mayores energias netas
(lactancia, mantenimiento y ganancia), al igual que mayor cantidad de leche por tonelada
de materia seca de forraje. Sin embargo, el Grupo 1 es mas precoz y ambos grupos
producen un poco menos de rendimiento de forraje que el Grupo 4.

Al comparar el Grupo 1 con el Grupo 4, se destaco el Grupo 1 con mayor indice de
verdor reafirmando su precocidad y carécter stay green, asi como la produccion de forraje
con mayor calidad nutritiva en proteina cruda, energias de mantenimiento y ganancia,

valor relativo de forraje y produccion de leche por tonelada de materia seca de forraje.

7.3 Etapa 3: Genotipos sobresalientes por la adicion de nitrogeno en la expresion del

caracter stay green, rendimiento y calidad de semilla-forraje

7.3.1 Variables de campo de los genotipos sobresalientes por la adicion de nitrégeno

7.3.1.1 Anadlisis de varianza y prueba de comparacion de medias de las variables

de campo de los genotipos sobresalientes por la adicion de nitrogeno

Se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.01) de las variables en las
dos localidades evaluadas (Tabla 7.23), lo que indica que la respuesta de los genotipos fue
diferente a las condiciones de las localidades, a las diferentes dosis de nitrégeno aplicadas,
asi como a las etapas fenoldgicas de los genotipos en el momento de los muestreos.

En la comparacion de medias entre localidades, Navidad-Nuevo Leon presentd los
mayores valores de temperatura de dosel y etapa fenoldgica de 23.9 °C y 75.3 en escala
de Zadoks, respectivamente (Tabla 7.24). Sin embargo, el pronto avance de la etapa
fenoldgica de los genotipos se debi6 a las altas temperaturas ambientales registradas en
los meses junio a septiembre durante el desarrollo del estudio, con temperaturas
promedios de 20 °C la minima y de 32 °C la maxima (CNPT, 2019).
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Tabla 7.23 Analisis de varianza, cuadrados medios y nivel de significancia de las variables de campo en la
adicion de nitrogeno en los genotipos sobresalientes

Fuente de gL TEMP ALT NDVI ETAPA COB ICC REND
variacion

Loc 1 479.22%* 49634.01% 4.09%* 12201.8%* 10110.0T** 1362.35%* 153.13**
Rep (loc) 4 11.38** 103.27** 0.003* 5.44* 36.04** 28.29** 2.36*
DM 2 2105.89** 9862.76** 1.12** 29964.21** 252.37*%* 428.14** 1602.51**
Loc*DM 2 105.65** 6746.76** 0.24** 572.15** 10.77* 1093.622** 362.65**
Rep*DM(Loc) 8 3.88** 48.06** 0.004** 5.20% 15.27* 9.73* 1.1INS
Geno 1 20.60** 938.45** 0.101** 1620.0** 2184.05** 0.63NS 3.51*
Loc*Geno 1 8.15** 2792.67** 0.001NS 1145.08** 510.05** 194.36** 19.49**
Geno*DM 2 7.50%* 240.87** 0.008** 315.12** 69.52** 35.12** 3.87**
Loc*Geno*DM 2 0.79NS 215.76** 0.0018* 165.84** 15.52* 42.88** 1.06NS
Geno*Rep*DM(Loc) 12 1.83* 29.74* 0.002NS 2.95NS 15.09* 27.75%* 4.55%*
Geno*Dosis 10 24.84** 1515.08** 0.22** 337.82** 1079.95** 241.71%* 6.47**
Dosis(Loc*Geno) 6 0.00NS 0.00NS 0.00NS 0.00NS 0.00NS 0.00NS 3.02*
Dosis*DM 15 17.71%* 1223.45** 0.15** 217.97** 698.63** 212.76** 2.95%
Dosis(Loc*Geno*DM) 17 0.00NS 0.00NS 0.00NS 0.00NS 0.00NS 0.00NS 1.74NS
Media 215 90.9 0.63 67.02 84.06 39.19 8.08
Desv. Estandar 112 4.76 0.04 2.00 3.69 2.78 1.63

R2 0.97 0.98 0.98 0.99 0.94 0.91 0.95

% CV 5.2 5.23 7.06 2.99 3.39 7.09 20.14

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); NS No significativo; Rep (loc)= Error Experimental (a);
Rep*DM(Loc)= Error Experimental (b); Geno*Rep*DM(Loc)=Error Experimental (c); R?>= Coeficiente de
determinacion; % CV= Porcentaje del coeficiente de variacion; TEMP=Temperatura de dosel (°C); ALT= Altura de la
planta (cm); NDVI= indice de vegetacion diferencial normalizado; ETAPA= Etapa fenoldgica de la planta (Escala de
Zadoks, 1974); COB= cobertura de la planta (%); ICC= indice de contenido de clorofila (Spad); REND= Rendimiento
de forraje (t ha™).

Tabla 7.24 Comparacién de medias entre localidades, dias de muestreo y genotipos de las variables de
campo en la adicion de nitrégeno
Localidades TEMP ALT NDVI ETAPA COB ICC REND
Zaragoza-Coahuila (Loc2) 19.9b 107.5a 0.78a 58.8b 916a 419a 9.0a
Navidad-Nuevo Leén (Loc3) 23.2a 743b 048b 753a 76.6b 36.4b 7.2b
Dias de muestreo

75 dds 16.3c 76.6c 0.755a 426¢ 85.4a 40.30a 23c
90 dds 204b  949b 0.652b 719b 85.1a 41.13a 9.1b
105 dds 27.9a 101.3a 0.485c 86.5a 81.7b 36.15b 128a
Genotipos
GABYAN95 (G23) 21.9a 93.2a 0.654b 6402b 875a 39.1a 80a
CANI-95 (G11) 21.2b 88.7b 0.906a 70.02a 806b 393a 82a

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05); dds= dias después de la siembra
TEMP=Temperatura de dosel (°C); ALT= Altura de la planta (cm); NDVI= indice de vegetacion diferencial
normalizado; ETAPA= Etapa fenoldgica de la planta (Escala de Zadoks, 1974); COBER= cobertura de la planta (%);
ICC= indice de contenido de clorofila (Spad); REND= Rendimiento de forraje (t ha'?).

Por su parte, Zaragoza-Coahuila presentd mejores condiciones, con temperaturas
promedio minima de 10 °C y maxima de 30 °C en los meses de febrero a abril, provocando
baja temperatura de dosel (19.9 °C), con mayor altura de la planta (10.7.5 cm), indice de
vegetacion diferencial normalizado (0.78), cobertura del suelo (91.6 %),
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contenido de clorofila (41.9 Spad) y mayor rendimiento de forraje con 9.0 t ha! (Tabla
7.24).

Con respecto a los dias de muestreo, se encontré que el muestreo a los 105 dds
obtuvo el mayor valor de temperatura de dosel (27.9 °C), altura de la planta (101.3 cm),
etapa fenoldgica (86.5 en escala de Zadoks), visualizando las parcelas con grano-maduro
semiduro. A este dia de muestreo, también se encontr6 el mayor rendimiento de forraje
con 12.8 t ha. Cabe sefialar que el indice de vegetacion y el contenido de clorofila (NDVI
e ICC) asi como el cubrimiento del follaje o cobertura de suelo (COB) resultaroncon los
valores més altos en el primer muestreo y conforme avanzé el crecimiento de la planta y
los dias muestreo, estas variables disminuyeron como lo muestra la Tabla 7.24.

En la comparacion de medias entre dos genotipos, el progenitor GABY AN95 (G23)
presentd los mayores valores en la temperatura de dosel, altura de la planta y la cobertura
de suelo con 21.9 °C, 93.2 cm, 87.5 %, respectivamente (Tabla 7.24). La progenie CANI-
85 (G11) resulto con el mayor valor en la etapa fenoldgica (70 en escala de Zadoks) e
indice de vegetacion diferencial normalizado (0.906). Sin embargo, ambos genotipos
(G23 y G11) resultaron estadisticamente iguales en el contenido de clorofila (39.1y 39.3

Spad) y en el rendimiento de forraje (8.0 y 8.2 t hal).

7.3.1.2 Temperatura de dosel, altura de planta, cobertura de suelo y rendimiento de

forraje de los genotipos sobresalientes por dosis de nitrégeno a través de muestreos

En la temperatura de dosel, ambos genotipos presentaron una respuesta similar en
ambas localidades con una tendencia postiva y progresiva conforme al avance de los dias
de muestreo (Figura 7.19), donde el progenitor GABYA95 (G23) resulté con 5 °C mas
que la linea CANI-85 (G11), aun sin la adicion de nitrégeno, alcanzado hasta 20, 25y 32
°C alos 75, 90 y 105 dds, respectivamente.

Sin embargo, ambos genotipos a una dosis alta de 300 unidades de nitrégeno, a los
75 dds, presentaron la méas baja temperatura de dosel (13.5°C), aumentando tan solo 3°C
al siguiente muestreo (90 dds) y llegaron a 27 °C a los 105 dds (Figura 7.19).

En la altura de planta, los genotipos resultaron nuevamente con una tendencia

positiva y progresiva conforme avanzaron los dias del desarrollo de las plantas, en las
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dosis aplicadas (Figura 7.20), llegando a una altura de la planta de 130 cm a una dosis de
300 Kg N ha. El progenitor GABYAN95 present6 un incremento de los 90 a 105 dds, de
una altura de 110 cm hasta 130 cm, mientras que CANI-85 resultd de 120 a 130 cm.
Cabe sefialar que ambos genotipos evidenciaron la necesidad de nitrégeno en el
desarrollo de la planta, ya que la dosis de cero unidad de nitrégeno (testigo) y los genotipos
presentaron los valores mas bajos en altura de la planta, incluso se encontrd unefecto
negativo en la linea CANI-85 al registrar alturas por debajo de 60 cm de promedio en las

parcelas experimentales a los 105 dds (Figura 7.20).
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Figura 7.19 Temperatura de dosel en los genotipos por adicién de N2 (Kg N ha?) a través de los dias de
muestreo
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Figura 7.20 Altura de la planta en los genotipos por adicion de N, (Kg N ha) a través de los dias de
muestreo
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En la etapa fenologica de los genotipos, la adicion de nitrégeno provoco un efecto
inverso, afirmando que a mayor dosis de nitrégeno se registra un retraso en el desarrollo
de la planta, pero sin detener las etapas fenoldgicas de la planta (Figura 7.21), siendo
que ambos genotipos a la dosis de 300 Kg N ha, resultaron con los menores valores en
los tres dias de muestreo, llegando a los 105 dds hasta las etapas de presenciar grano
lechoso en GABYANO95 y grano masoso en CANI-85 (70 y 80 en escala de Zadoks,
respectivamente). Por otro lado, los genotipos mostraron un acelerado avance de sus
etapas fenoldgicas sin la adicion de nitrogeno, alcanzando la presencia de grano maduro
seco (95 en escala de Zadoks) a los 105 dds.
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Figura 7.21 Etapa fenoldgica de la planta en los genotipos por adicion de N2 (Kg N ha) a través de los
dias de muestreo

En cuanto a la cobertura de suelo, los genotipos presentaron la mayor cobertura a
una dosis de 300 Kg N ha, con valores por arriba del 95 % (Figura 7.22), teniendo a los
75 dds GABYANO95 el mayor valor de 99% y conforme avanzaron los dias de muestreo,
la tendencia fue disminuyendo hasta 95%, mientras que CANI-85 resultd con 99% y lleg6
a disminuir hasta 92%. Cabe sefialar que en ambos genotipos, la respuesta a las dosis de
nitrégeno fue similar a través de los dias de muestreo. Sin embargo, CANI-85 resultd con
un efecto mayor en la disminucion de cobertura (5 %) en las 120, 180 y 240 Kg N ha?,
mientras que en GABYANO95 fue del 3%.
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Figura 7.22 Cobertura de suelo en los genotipos por adicién de N, (Kg N ha') a través de los dias de

muestreo

En el rendimiento de forraje, ambos genotipos presentaron una respuesta similar,
positiva y progresiva conforme al avance de los dias de muestreo, en la mayoria de las
dosis de nitrdgeno, a excepcion de 300 Kg N ha, donde GABYAN95 a los 75 dds produjo
5tha?yalos 90y 105 dds mantuvo un rendimiento de 6.5 t ha (Figura 7.23). En cambio,
CANI-85 produjo 5 t ha® en el primer (75 dds), sostuvo el rendimiento en el segundo
muestreo (90 dds), y aumenté hasta 19 t ha® en el tercer muestreo (105 dds).Asi mismo,
este mismo genotipo en la dosis de 240 Kg N ha? a los 90 dds, produjo el mayor

rendimiento de forraje (13 t ha') y aumenté hasta 19 t ha! al siguiente muestreo (105

dds).
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7.3.1.3 Analisis de regresion del indice de vegetacion diferencial normalizado y

contenido de clorofila de genotipos por dosis de nitrégeno a través de muestreos

En el indice de vegetacion diferencial normnalizado (NDVI), a partir de los 75 dds
en la dosis de 300 Kg N ha, ambos genotipos registraron el valor maximo de 0.89 y
conforme avanzaron los dias de muestreo y las dosis de nitrogeno fueron méas bajas,
disminuyendo hasta 0.18 (Figura 7.24). Tanto el progenitor GABYAN9 y la linea CANI-
85 obtuvieron en la maxima dosis aplicada, los mayores valores de 0.89 (75 dds)y de
0.85 (90 dds), mientras que sin nitrogeno, GABY AN95 registro los mas bajos valores a
los 75 dds de 0.55, y a los 105 dds aminor6 hasta 0.15, y CANI-85 a los 75 dds obtuvo
0.6 y disminuy¢ a 0.18.
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Figura 7.24 Respuesta cuadratica y coeficiente de determinacion (R?) del indice de vegetacion diferencial
normalizado (NDVI) en genotipo por adicién de Nz (Kg N ha?) a través de los dias de muestreo

Para comprender mejor la respuesta del indice de vegetacion diferencialnormalizado
de los genotipos por las dosis aplicadas, se realizo un anélisis de regresion atraves de los
dias de muestreo encontrando a la linea CANI-85 con el mayor valor inicial (0.854)
superior al valor inicial (0.174) del progenitor GABYAN95 (Figura 7.24).

Sin embargo, la respuesta del indice de verdor no solo pudo deberse a la adicion de

dosis de nitrégeno, pues el coeficiente de determinacion (R?) estuvo por debajo del 70
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%, en CANI-85 de 0.408 y en GABYANO95 de 0.299 (Figura 7.24), lo que indica que
existieron otros factores que intervinieron en la respuesta.

Ademas, la ecuacion de regresion también describe las tendencias de disminucion
del valor de la variable, el progenitor GABY AN95 presenta mas pronto un descenso con
0.0002, que la linea CANI-85 es de 0.0001 (Figura 7.24).

En cuanto a la respuesta del indice de verdor a través de las dosis de N, la Figura
7.25 muestra la tendencia positiva y creciente del indice a la adicion del fertilizante, siendo

la maxima respuesta a la dosis de 300 Kg N ha* como ya se habia mencionado.
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Figura 7.25 Respuesta cuadratica y coeficiente de determinacion (R?) del indice de vegetacion diferencial
normalizado (NDVI) en genotipo por dias de muestreo a través de dosis de N, (Kg N ha?)

Las ecuaciones de regresion indicaron que el progenitor GABY AN95 tiene un valor
inicial de 0.39, menor al que presenta la linea CANI-85 que es de 0.407 (Figura 7.25),
confirmando que la progenie CANI-85 tiene una mayor respuesta en el indice de verdor
al aumentar la dosis de nitrégeno, pero el efecto no es debido Unicamente a la dosis de
nitrégeno, ya que el coeficiente de determinacion (R?) resulté menor del 70 % de
efectividad, GABYANO95 resultd con 0.58 y CANI-85 con 0.42, lo que reafirma la
intervencion de otros factores en la respuesta.

En el indice de contenido de clorofila, en una dosis mayor de nitrégeno (300

unidades de N2), CANI-85 resultd con un valor de 44 Spad a los dos primeros muestreos
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y aumenté a 45 Spad al tercer muestreo (105 dds), como se puede ver en la Figura 7.26,
mientras que GABYANO95 registrd un valor de 42 Spad a los 75y 90 dds y 44 Spad a los
105 dds. Pero a dosis bajas de 240 y 180 Kg N ha™, ambos genotipos presentaron una
respuesta similar en los primeros dos muestreos (75 y 90 dds), el progenitor GABY AN95
resulté con 44 Spad y la linea CANI-85 con 43 Spad, y al tercer muestreo (105 dds)
disminuyeron a 42y 40 Spad, respectivamente (Figura 7.26).

Ademas, a dosis alin mas bajas (00 y 60 Kg N ha?), los dos genotipos resultaron
afectados en la acumulacién de clorofila presentando valores por debajo de 39 Spad y
decayendo dréasticamente a los siguientes muestreos llegando por debajo de 15 Spad en
GABYANO95 y 25 Spad en CANI-85 (Figura 7.26).
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Figura 7.26 Respuesta cuadratica y coeficiente de determinacion (R?) del indice del contenido de clorofila
(ICC) en genotipo por adicion de N2 (Kg N ha?) a través de los dias de muestreo

El andlisis de regresion para el indice de contenido de clorofila determiné que la
linea CANI-85 obtuvo la mayor explicacion de respuesta con un valor de 64.12 Spad a los
75 dds, seguida por el progenitor GABYAN95 con 52.41 Spad, que result6é con el mayor
descenso del contenido de clorofila conforme avanzan los dias de desarrollo de la planta
siendo de 0.0139, mientras que la linea tiende a presentar una disminucion de 0.012, como
sefialan las ecuaciones de regresion en la Figura 7.26.

Asi mismo, al analizar la respuesta de los genotipos en el contenido de clorofila a

través de las dosis de nitrogeno, se identificé que conforme aumenta la dosis de
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nitrégeno, aumenta el contenido de clorofila en ambos genotipos (Figura 7.27),
confirmando esta tendencia en las ecuaciones de regresion, donde la linea CANI-85 tuvo
un valor inicial de 32.67 Spad, superando al progenitor GABYAN que resulté con 30.25
Spad (Figura 7.27). Pero, estas tendencia no puede deberse unicamente a la adicién de
nitrogeno, ya que el coeficiente de determinacion (R?) resulté bajo en ambos genotipos,
GABYANO95 con 0.47 y CANI-85 con 0.68, donde nuevamente pueda deberse a otros
factores.
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Figura 7.27 Respuesta cuadratica y coeficiente de determinacion (R?) del indice del contenido de clorofila
(ICC) en genotipo por dias de muestreo a través de dosis de N2 (Kg N ha?)

7.3.1.4 Superficie de respuesta del indice de vegetacion diferencial normalizado y
contenido de clorofila de los genotipos sobresalientes por dosis de nitrogeno a través

de muestreos

Dados los comportamientos de los genotipos descritos y confirmados por los analisis
de regresion, se utilizé la metodologia de superficie de respuesta en los factores dosis de
nitrégeno y de dias de muestreo para identificar las dosis maximas y minimas, yen mayor
0 menor numero de dias después de la siembra para mantener u obtener la mayor respuesta
de los indices de vegetacion (NDVI) y contenido de clorofila (ICC) en cada genotipo,
estableciendo una acentuacion en la caracteristica de stay green de estas cebadas

forrajeras.
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La superficie de respuesta del indice de vegetacion diferencial normalizado encauzo
una ecuacién de respuesta para cada genotipo (Figura 7.28), indicando elaumento del
indice de verdor conforme aumenta la dosis de nitrégeno iniciando en etapas fenoldgicas
tempranas como a los 70-75 dds, llegando a un valor maximo de verdor, manteniéndose
en distinto dia después de la siembra y posteriormente disminuir, evento que se da
independientemente de la dosis. En el progenitor GABY AN95 se establece que a partir de
150 Kg N hat, se tendran los valores de 0.786 hacia arriba en los primeros 80 dds; pero,
si se deseara mantener el stay green del follaje hasta los 90 dds, se aplicaria una dosis de
200 Kg N ha, entre mas nimero de dias se aplicard mayordosis, pero solo podra

permanecer hasta los 100 dds (Figura 7.28).
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Figura 7.28 Superficie de respuesta del indice de vegetacién diferencial normalizado (NDVI) de genotipos
sobresalientes a través de dosis de N, (Kg N ha') y dias de muestreo

En el caso de la linea CANI-85, se establece que a partir de 200 Kg N ha’, se
obtendran indices de verdor de 0.78 hacia arriba hasta los 75 dds, y si se deseard mantener
alos 90 dds, se aplicaria una dosis de 250 Kg N ha, confirmando lo descrito en el analisis
de regresion antes descrito.

Con respecto a la superficie de respuesta del indice de contenido de clorofila, ambos
genotipos resultaron con diferentes patrones (Figura 7.29), el progenitor GABYAN95
indicé un méaximo valor de clorofila de 42.09 Spad, a partir de la dosis de 100 Kg N ha*
a los 90 dds y puede aumentar el contenido al aplicar mayor dosis y mantenerse hasta los
110 dds. Por su parte, la linea CANI-85 indicd que para obtener maximos contenidos de

clorofila de 43.79 Spad, puede ser a partir de los 80 dds con dosis arriba de 300 Kg N ha
1
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Figura 7.29 Superficie de respuesta del indice de contenido de clorofila (ICC) de los genotipos
sobresalientes a través de dosis de N, (Kg N ha') y dias de muestreo

Pero, si se requiere mayor acumulacion de clorofila en etapas fenoldgicas més
tardias, como a partir de 80 dds, que es cuando existe mayor actividad para acumular
proteina en el forraje, se aplicaria una dosis a partir de 200 Kg N ha* (Figura 7.29).

En forma general, GABYAN95 es mas sensible a la adicion de nitrégeno que su
progenie, respondiendo desde etapas tempranas en los contenidos de clorofila, mientras
qgue CANI-85 lo hace en etapas mas tardias que su progenitora, pero con mayores

contenidos.

7.3.2 Rendimiento y calidad de semillas de los genotipos sobresalientes por la adicion de

nitrégeno

7.3.2.1 Andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias de rendimiento y
calidad de semillas de los genotipos sobresalientes por la adicion de nitrégeno

En el analisis de varianza del rendimiento (RENDS) y calidad fisica de semillas
(peso volumétrico (PV) y peso del mil semillas (PMS)), se encontraron diferencias
altamente significativas (P<0.01) en las localidades, genotipos y la interaccién genotipo
por localidad, alcanzando una media de 2.6 t ha (RENDS), 52.9 Kg HI (PV) y 39.3 g
(PMS) (Tabla 7.25). Asimismo, en el contenido de humedad se tuvo diferencia
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altamente significativas (p<0.01) entre los genotipos y significativas (p<0.05) entre las

localidades, y en genotipo por localidad, con una media de 11.2 °C, (Tabla 7.25).

Tabla 7.25 Analisis de varianza, cuadros medios y nivel de significancia del rendimiento y calidad fisica
de semillas en la adicidn de nitrégeno en genotipos sobresalientes

Fuentes de gL RENDS CH PV PMS
variacion

Localidad 1 6.247** 0.083* 353.710**  22.523**
Rep(Loc) 4 0.475* 0.046NS 2.862NS 9.092**
Genotipo 1 14.073**  5.880** 34.07** 515.747**
Geno*Loc 1 3.935** 0.068* 325.00** 185.024**
Geno*Rep(Loc) 4 0.111NS 0.064NS 4.429NS 5.998*
Geno (Dosis) 10 0.584* 0.124NS 3.645NS 11.865**
Dosis(Loc*geno) 6 0.428* 0.178NS 5.252NS 11.425**
Media 2.60 11.2 52.9 39.3

Desv. Est. 0.66 0.442 2.635 1.83

R? 0.76 0.59 4.97 0.91

% C.V. 254 3.93 0.81 4.65

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); N No significativo; R?= Coeficiente de determinacion;
CV= Coeficiente de variacion; RENDS= Rendimiento de semilla (t ha'); CH= Contenido de humedad (%); PV=Peso
volumétrico (Kg HIY); PMS=peso de mil semillas (g).

En la calidad fisioldgica de la semilla, en las plantulas normales (PN), plantulas
anormales (PA), semillas sin germinar (SSG), longitud media de plimula (LMP) y
radicula (LMR), se encontraron diferencias altamente significativas (p<0.01) en las
localidad, en los genotipos y en la interaccién genotipo por dosis, con un promedio de
93.1 % en PN, 1.2 % en PA, 5.7 % en SSG, 12.2 y 14.4 cm plt en LMP y LMR,
respectivamente, asi como en el peso seco entre los genotipos con un promedio de 18.5
mg pl? (Tabla 7.26). Con la excepcion en PA, se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en las localidades y en la interaccion genotipo por dosis, 10 que indica que uno
de los genotipos en una de las localidades y dosis de nitrogeno presentd una mejor
respuesta en la calidad fisiologica de semilla producida.

La prueba de comparacion de medias entre localidades indicé que Zaragoza-
Coahuila obtuvo los mayores valores de rendimiento de semillas con 2.9 t ha y de peso
volumétrico con 55.6 Kg HI'* (Tabla 7.27), asi como el mayor vigor de semilla en longitud
media de plimula con 12.6 cm pl™. Sin embargo, en Navidad-Nuevo Ledn se produjo
semilla con mayor peso (peso de mil semillas) de 40.1 g, germinacion (plantulasnormales)
de 99.0%, menor plantulas anormales y semillas sin germinar de 0.5% cada uno, ademas

de mayor vigor en la longitud media de pldmula con 14.7 cm pl™.
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Tabla 7.26 Analisis de varianza, cuadros medios y nivel de significancia de la calidad fisiologica de semillas
en la adicién de nitrdgeno en genotipos sobresalientes

Fuente de gL PN PA SSG LMP LMR PS
variacion

Localidad 1 936.33**  21.33* 675.007* 3.018%* 4.569** 0.014™
Rep(Loc) 4 79.466%*  6.93* 107.467** 0.276**  0.327NS  2.54*
Genotipo 1 173.28**  17.28**  69.120**  0.374* 0.803* 84.546%*
Geno*Loc 1 16.333*  0.000NS  16.333* 0.963* 0.48* 24.984**
Geno*Rep(Loc) 4 13.866NS  3.733* 8.267NS  0.349**  0.327NS  0.907Ns
Geno(Dosis) 10 131.48**  6.186* 111.747** 0.596**  0.400NS  2.662*
Dosis(Loc*geno) 6 21.222*  3555NS  16.778NS  0.511**  (0.999**  5.193%*
Media 93.1 1.2 5.7 12.2 14.4 18.5
Desv. Est. 4.62 2.0 5.05 0.34 0.68 1.36

R? 0.85 0.57 0.81 0.84 0.58 0.76

% C.V. 4.96 166.67 89.1 2.78 471 7.33

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); NS No significativo; R?= Coeficiente de determinacion;
CV= Coeficiente de variacion; PN=Plantulas Normales (%); PA= Plantulas Anormales (%); SSG= Semillas sin
Germinar (%); LMP=Longitud Media de Pldmula (cm pl?); LMR= Longitud Media de Radicula (cm pl?); PS=Peso
Seco de plantula (mg pl™).

Tabla 7.27 Comparacién de medias entre localidades y genotipos de rendimiento y calidad de semillas en la
adicion de nitrégeno

Localidades RENDS CH PV PMS PN PA SSG LMP LMR PS

Loc 2 2.9a 11.3a 55.6a 385b 87.3b 1.9a 10.8a 12.6a 14.1b 18.69a
Loc 3 2.2b 11.2a 50.3b 40.1a 99.0a 05b 0.5b 119b 14.7a 18.3%

Genotipos

GABYAN95 2.1b 116a 522b 36.2b 945a 0.7b 4.8a 12.3a 145a 17.32b
CANI-85 3.12a 109b 53.7a 423a 916b 19a 6.5a 122a 143a 19.77a

*Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (P<0.05); Loc 2= Zaragoza-Coahuila; Loc 3= Navidad-
Nuevo Leén; RENDS= Rendimiento de semilla (t ha); CH= Contenido de humedad (%); PVV=Peso volumétrico (Kg
HIY); PMS=peso de mil semillas (g); PN=Plantulas Normales (%); PA= plantulas Anormales (%); SSG= Semillas sin
Germinar (%); LMP=Longitud Media de Plimula (cm pl?); LMR= Longitud Media de Radicula (cm pl't); PS=Peso
Seco de plantula (mg pl?).

Entre los genotipos, la linea CANI-85 result6 con el mayor rendimiento de semillas
con 3.12tha?y alta calidad fisica de semilla, con el menor valor de contenido de humedad
(10.9 %), mayor peso volumétrico y peso de mil semillas con 53.7 Kg HIly 42.3 g,
respectivamente (Tabla 7.27). Sin embargo, ambos genotipos presentaron alta calidad
fisioldgica, con germinaciones por arriba del 91 % en plantulas normales, y un vigor
estadisticamente igual en la longitud de plumula y radicula, lo cual indica que la adicion

de nitrogeno favorece en la produccién de semilla.
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7.3.2.2 Rendimiento y calidad de semillas de los genotipos sobresalientes por dosis

de nitrogeno a través de muestreos

En el rendimiento de semillas, la linea CANI-85 present6 el mayor rendimiento en
las condiciones de Zaragoza-Coahuila en las dosis de N> aplicadas, produciendo de 4.0 a
4.5 t ha! a las dosis de 60, 120 y 300 Kg N ha* (Figura 7.30), y a pesar de que las
condiciones de Navidad-Nuevo Ledn no fueron tan favorables, la progenie supero al
progenitor al producir mayor rendimiento por arriba de 2.5 t ha, en las dosis de 180 y
240 Kg N ha,
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Rendimiento de semilla (t/ha)
N
o

10 15
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(3.) Dosis de N2 (b) Dosis de N>

Figura 7.30 Rendimiento de semillas en genotipo por dosis de N, (Kg N ha?) a través de los dias de
muestreo en: (a) Navidad-Nuevo Leén y (b) Zaragoza-Coahuila

Sin adicion de nitrgeno (00 Kg N hat), el progenitor de cebada cv. GABYANS5
en la localidad Navidad-Nuevo Le6n obtuvo el mayor rendimiento de semillas con 2.8 t
ha! (Figura 7.30), a diferencia de CANI-85, que produjo 1.8 t ha, pero al aumentar la
dosis a 60 Kg N ha*, ambos genotipos resultaron con un rendimiento similar (2.5 t hal),
y a la dosis de 120 Kg N ha* disminuyeron, GABYAN95 a 1.8 t ha'y CANI-85a 2.2 t
hal, siendo mayormente afecto el progenitor GABY AN95.

En la calidad fisica de semilla en el peso de mil semillas, en Zaragoza-Coahuila, la
linea CANI-85 a una dosis de 60 Kg N ha* obtuvo el mayor valor (46.5 g), seguida de las
dosis 240 y 300 Kg N ha con 45 g, mientras que a dosis de 120 y 180 Kg N ha* los

valores del peso disminuyeron hasta 42 g (Figura 7.31). En cambio, el progenitor
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GABYANBO95, en la misma localidad, resulté con valores por debajo de 34 g en las dosis
de nitrégeno aplicadas.

En la localidad Navidad-Nuevo Leon, la linea CANI-85 presento el mayor peso de
semillas con 43.9 g a una dosis de 180 Kg N ha!, y disminuy0 a la siguiente dosis de 240
Kg N ha? con 42.9 g, mientras que el progenitor GABYAN95 presentd un peso de
42.9 g sin adicion de nitrégeno (00 Kg N ha), pero al aumentar a 60 y 120 Kg N ha’,
decliné el peso hasta por debajo de 37 g. No obstante, a la adicion de altas dosis (180 y
240 Kg N ha) incremento el peso hasta 40 g (Figura 7.31).
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Figura 7.31 Peso de mil semillas en genotipo por dosis de N2 (Kg N ha?) a través de los dias de muestreo
en: () Navidad-Nuevo Leon y (b) Zaragoza-Coahuila

En la localidad Navidad-Nuevo Ledn se encontré una mejor condicion en ambos
genotipos con la adicion de nitrégeno para producir semillas de alta capacidad de
germinacion con mayores valores de plantulas normales (100 %) y nulo porcentaje de
plantulas anormales y semillas sin germinar (Figura 7.32).

En las condiciones de Zaragoza-Coahuila, los genotipos resultaron afectados
negativamente en la germinacion, al aumentar las dosis de nitrégeno, entre otros factores,
ya que a una dosis de 60 Kg N hal, tuvieron los mayores valores de plantulas normales
(GABYAN95 de 95% y en CANI-85 de 90%), y a la dosis mas alta (300 Kg Nha™)
resultaron con 80 % en GABYANO95 y 78 % en CANI-85 (Figura 7.32).
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Figura 7.32 Capacidad de germinacion (plantulas normales, plantulas anormales y semillas sin germinar)
en genotipo por dosis de N, (Kg N ha?) a través de los dias de muestreo en: (a) Navidad-Nuevo Ledn y
(b) Zaragoza-Coahuila

Asimismo, la adicion de nitrégeno afect6 al vigor de la semilla de los genotipos de
manera diferente en las localidades, en Navidad-Nuevo Ledn, ambos genotipos resultaron
con la mayor longitud media de radicula (15.5 cm), a una dosis de 120 Kg N ha!, mientras
que en Zaragoza-Coahuila, el progenitor GABY AN95 obtuvo el maximo valor a 240 Kg
N ha? (15.0 cm pl?) declinando a una dosis mayor (300 Kg N ha con
14 cm plt), y en la linea CANI-85 a la dosis de 180 Kg N ha* resulté con mayor longitud
(14.5 cm plY), pero en las dosis posteriores decling hasta 13.4 cm pl™, como muestra en
la Figura 7.33.

En la longitud media de plimula, en Navidad-Nuevo Ledn, GABYAN95 registroel
mayor valor (12.5 cm pl™) a las dosis de 60 y 240 Kg N hal, mientras que la linea CANI-
85, a medida que se aplicd mayor dosis, incrementd la longitud, iniciando a 00 Kg N ha®
Lcon 11 cm pl?, y a 240 Kg N ha* con 12.5 cm pl (Figura 7.33).

En la localidad Zaragoza-Coahuila, GABYANO95 resultdé una respuesta similar en
las primeras tres dosis (60, 120 y 180 Kg N ha™) de 12.4 cm pl?, a 240 Kg N ha!
incremento a 12.7 cm pl?, pero a 300 Kg N ha*, nuevamente disminuy6 a 12.4 cm pl*
(Figura 7.33). En cambio, la linea CANI-85 decrecio el valor de la longitud media de
pliumula conforme al aumento de nitrégeno, presentando el mayor valor (13 cm pl™?) a 60

Kg N haly llegando a un valor de 12. 0 cm pl** a 300 120 unidades de No.
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Figura 7.33 Vigor de semilla en longitud media de pldmula en genotipo por dosis de N, (Kg N hal) a
través de los dias de muestreo en: (a) Navidad-Nuevo Leon y (b) Zaragoza-Coahuila

En cuanto al peso seco de plantula, existid una respuesta positiva en localidad
Navidad-Nuevo Ledn, en ambos genotipos conforme al aumento de de la dosis de
nitrdgeno, donde la linea CANI-85 obtuvo el mayor valor (21.9 mg pl™?) a 180 Kg N ha”
! mientras que GABYANDO5 en esa dosis, obtuvo el menor valor (17 mg pl™), como se
puede ver en la Figura 7.34.
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Figura 7.34 Vigor de semilla en peso seco de plantula en genotipo por dosis de N2 (Kg N ha) a través de
los dias de muestreo en: (a) Navidad-Nuevo Ledn y (b) Zaragoza-Coahuila

En Zaragoza-Coahuila, destacd CANI-85 a las primeras dosis (60 y 120 Kg N ha
1), con 21y 22.5 mg pl?, respectivamente, asi como a 240 Kg N ha* con 19.9 21.9 mg pl-
! mientras que el progenitor GABY AN95 presenté el mayor valor (18.0 mg pl™) a la dosis
de 180 Kg N ha'™.
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7.3.2.3 Analisis de regresion del rendimiento y calidad de semillas de los

genotipos sobresalientes por la adicion de nitrogeno a través de localidades

Dentro del sistema de produccion de semillas, existen algunos parametros
importantes para calificar la semilla de alta calidad en la toma de decisiones sobre la
seleccion de variedades y localidades, para ello, se consideraron las respuestas cuadraticas
del analisis de regresion de los pardmetros de: rendimiento de semillas, peso de mil
semillas, plantulas normales, longitud media de radicula y peso seco de plantulas
explorando a cada genotipo por localidad.

El progenitor GABYAN95 tuvo una mayor explicacion de la respuesta cuadréatica
de rendimiento de semillas en Navidad-Nuevo Leon con un coeficiente de determinacion
R? = 0.84 (Tabla 7.28), lo que indica que el rendimiento depende muy probablemente de
la dosis de nitrégeno. Zaragoza-Coahuila presentd un coeficiente de determinacion de
R?=0.48, lo que es incierto que el rendimiento dependa exclusivamente de la adicion de
nitrégeno, ya que posiblemente existieron otros factores que intervinieron en el
rendimiento de la semilla.

En el peso de mil semillas, GABYANO95 registrdé una mayor explicacion de
respuesta de tipo cuadréatica en Navidad-Nuevo Ledn con un coeficiente de determinacion
R?= 0.96, afirmando la favorable adicion de nitrogeno en el genotipo (Tabla 7.28). En
Zaragoza-Coahuila, se tuvo un R?=0.32, lo que indica que otros factores intervinieron en
la formacién y acumulacion de peso en el grano y no solamentede la adicion de nitrégeno.
Asi mismo, el pardmetro de plantulas normales, en ambas localidades se tuvo una
explicacion de respuesta R?= 0.142 en Navidad-Nuevo Leon y R?=0.56 en Zaragoza-
Coahuila, denotando la posible intervencion de otros factoresclimaticos o de riego ademas

de las dosis de nitrogeno (Tabla 7.28).
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Tabla 7.28 Respuesta cuadratica y coeficiente de determinacion (R?) de rendimiento y calidad de semillas
en GABYANQS a través localidades

Localidad Variable Ecuacion de regresion R?
Navidad-Nuevo Leon RENDS  y =3.06 —0.27 x — 0.014x*  0.84
CH y=11.5-0.059 x + 0.21 x2 0.26

PV y=50.6+1.017x — 0.143 x* 0.26
PMS y =48.82 —7.61x+ 1.207x? 0.96
PN y =100.26 — 0.68 x + 0.093 x> 0.14
SSG y = —0.26 + 0.68 x — 0.09 x? 0.14
LMP y=12.46 —0.447 x + 0.093 x> 0.29
LMR y=13.84+0.928 x —0.171x* 0.70
PS y =16.66+ 1.34x — 0.17 x2 0.31
Zaragoza-Coahuila ~ RENDS y=3.08—-057x+0.071x* 048
CH y =10.82+0.383 x — 0.043 x> 0.39
PV y=54.72—-1317x + 0.157 x> 0.06
PMS y=36.96—2171x+0.271x* 0.32
PN y =94.84 — 0.441x — 0.178 x> 0.56
PA y=-212+2145x—0.285x* 0.13
SSG y=746—1819x+ 0478 x> 0.83
LMP y=12.04+0.20 x — 0.0214 x*> 0.21
LMR y =13.58 + 0.363 x — 0.043x* 0.05
PS y =9.36 + 3.66 x — 0.4 x? 0.95

RENDS= Rendimiento de semilla; CH= Contenido de humedad; PV= Peso volumétrico; PMS= Peso de mil semillas;
PN= Plantulas normales; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; LMP= Longitud media de plimula;
LMR= Longitud media de radicula; PS= Peso seco de plantula.

Otros parametros de interés es la longitud media de radicula y el peso seco de
plantula. Para la longitud media de radicula, GABYAN95 present6 un R? de 0.70 resultd
con la mayor explicacion de la respuesta de tipo cuadratica, en Navidad-Nuevo Leon, y
de 0.049 en Zaragoza-Coahuila (Tabla 7.28). Sin embargo, en el peso seco de plantula,
la respuesta tipo cuadratica resulté contraria, con R?>= 0.31 en Navidad-Nuevo Ledn y R?=
0.95 en Zaragoza-Coahuila, indicando que la acumulacion del peso seco la planta depende
de la adicidn de nitrégeno en esta Gltima localidad.

El analisis de regresion para la linea CANI-85 indic6 que las respuestas de
rendimiento de semillas y peso de mil semillas fueron poco confiables a la teoria de que
el rendimiento y el peso de semilla se debieran a la adicion de nitrégeno, por los valores
bajos de los coeficientes de determinacion. En el rendimiento, Navidad-Nuevo Leon
tuvo un R?= 0.56 y en Zaragoza-Coahuila un R?=0.41, mientras que en el peso de mil
semillas en Navidad fue un R?= 0.49 y en Zaragoza un R?= 0.62 (Tabla 7.29), lo que
muestra que en la linea CANI-85, probablemente otros factores estuvieron involucrados
en el desarrollo de las semillas y por ende, en el rendimiento durante la produccion en

ambas localidades.
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Tabla 7.29 Respuesta cuadratica y coeficiente de determinacion (R?) de rendimiento y calidad de semillas
en la linea CANI-85 a través de localidades

Localidad Variable Ecuacion de regresion R?
Navidad-Nuevo Leon RENDS y =1.62+ 0.38 x — 0.035 x? 0.56
CH y = 11.34 — 0.487 + 0.093 x* 0.45

PV y =51.52 —3.32 x + 0.636 x* 0.85

PMS y =409 —1.40 x + 0.379 x* 0.49

PN y =96.76 + 1.59 x — 0.286 x* 0.11

PA y =15-0.80 x + 0.179 x* 0.23

SSG y =—0.78 4+ 0.69 x — 0.093 x? 0.21
LMP y =10.3 + 0.604 x — 0.035 x* 0.89
LMR y =13.52 4+ 0.90 x — 0.136 x> 0.31

PS y = 16.64 + 1.015 x — 0.64 x* 0.68
Zaragoza-Coahuila. RENDS  y =5.46 —0.887 x + 0.107 x>  0.41
CH y =10.98 4+ 0.07 x — 0.014 x* 0.67

PV y =58.96 — 0.094 x + 0.142 x>  0.001
PMS  y=5634—7.125x+0886x> 0.62

PN y =795+ 9.907 x — 1.91 x? 0.83
PA y=—-874+5324x—0.564x* 0.90
SSG y =29.24 — 1523 x + 2.47 x* 0.83

LMP y =13.12—-0.0186 x — 0.021 x* 0.94
LMR y=1292+40.754x — 0114 x*  0.47
PS y =20.42 4+ 0.324x — 0.064 x> 0.09

RENDS= Rendimiento de semilla; CH= Contenido de humedad; PVV= Peso volumétrico; PMS= Peso de mil semillas;
PN= Plantulas normales; PA= Plantulas anormales; SSG= Semillas sin germinar; LMP= Longitud media de plimulg;
LMR= Longitud media de radicula; PS= Peso seco de pléantula.

El porcentaje de plantulas normales en CANI-85 resultd una mayor explicacion de
la respuesta tipo cuadrética en Zaragoza-Coahuila con un R? = 0.83 (Tabla 7.29),teniendo
la seguridad de que la germinacion de plantulas normales es debida a la adicionde dosis
de nitrégeno; mientras en Navidad-Nuevo Ledn la explicacion fue poco confiable con un
R2=0.11.

En ambas localidades, la longitud media de radicula y peso seco de plantulas de
CANI-85, registraron coeficientes de determinacion menores al 50, indicando poca
explicacion en las respuestas (Tabla 7.29), y probablemente poca influencia en la adicion
de nitrogeno en el vigor de la semilla.

Dadas las ecuaciones de regresion tipo cuadraticas de rendimiento y calidad de
semillas, se calcularon los valores maximos y minimos de las dosis de nitrdgeno mediante
la segunda derivada, sobre todo en los pardmetros con un coeficiente dedeterminacion por
arriba de 70%, con el fin de establecer de manera teorica, la mejor dosis de nitrogeno a la
que se puede producir mayor rendimiento y calidad de semilla.

El progenitor GABYANO95 en las condiciones de Navidad-Nuevo Leon obtuvo en

la segunda derivada de rendimiento de semillas y longitud media de radicula, un nivel
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maximo en la dosis de nitrogeno de 9.64 y 2.71 respectivamente, teniendo como teoria
que para tener alto rendimiento de semillas y longitud de radicula, se pueden aplicar dosis
entre 0y 60 Kg N ha*. En cambio, en la segunda derivada del peso de mil semillasse tuvo
un nivel minimo de 3.15, sefialando que a partir de 0 a 60 Kg N ha* y al aumentar la dosis
de nitrogeno, puede aumentar el peso del grano. En Zaragoza- Coahuila, la segunda
derivada de peso seco de plantula di6 un nivel maximo de 4.58, siendo las dosis entre 0 y
60 Kg N ha* eficaces para obtener vigor en la semilla por la acumulacion de materia seca
en las plantulas.

La linea CANI-85 en las condiciones de Navidad-Nuevo Ledn obtuvo en las
segundas derivadas los niveles maximos de 8.63 para longitud media de plumula y 0.79
para peso seco de plantula, siendo las dosis de 0 a 60 Kg N ha eficientes para promover
el vigor en las semillas que generen plantulas mas largas y con mayor peso. En el resultado
de la derivada de peso volumétrico, se obtuvo un nivel minimo de 2.61, sefialando que al
aumentar la dosis de nitrogeno aumentara progresivamente el peso volumétrico de la
semilla. En las condiciones de Zaragoza-Coahuila, las derivadas para plantulas normales
y longitud media de plimula indicaron los niveles maximos de 259y 0.43,
respectivamente, indicando que la adicién de nitrégeno, no es suficiente en la produccion

de semillas de alta calidad fisioldgica.

7. 4 Etapa 4. Genotipificacidn de progenies sobresalientes y progenitores de cebada

7.4.1 Informacion emitida del Novaseq 6000

Después de procesar la informacion emitida por el secuenciador Novaseq 6000,
se realiz6 un filtrado de mapeo y se identificaron 52,337 marcadores SilicoDArt de alta
calidad y 3,307 marcadores SNPs, con una proporcion de muestras del 70 % en marcador
"1" o "0", con reproducibilidad de 100% y un polimorfismo de 91.82%,ademas de
encontrar una Heterocigosidad Esperada (HE) de 31.03% con desviacion estandar de
+0.126, una Heterocigosidad Observada (HO) de 8.2% con desviacionestandar de £0.094,
asi como el tener un nimero de Alelos Efectivos (AE) de 148.049 con una desviacion
estandar de +0.294, un indice de diversidad de Shannon de 69.8% y
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su desviacion estandar de £0.211, resultando efectiva la tecnologia DArtseq en el analisis
de los genomas de la especie de cebada.

De los marcadores SNPs encontrados, se generd la media llamada “One-row”, y se
analizaron mediante componentes principales (CP), resultando tres componentes
significativos, en el primer componente con 13.67%, el segundo de 10.02% vy el tercero
de 9.66%, ubicando al testigo Cerro prieto (variedad maltera, barbada) en un solo grupo,
mientras que las lineas progenie CANI-82 y CANI-130 en un segundo grupo, el resto de

los genotipos en el tercer grupo, incluyendo a los progenitores GABYAN95 y Esperanza.

7.4.2 Analisis de conglomerados de las progenies sobresalientes y progenitores de

cebada

Los grupos generados en el CP fueron confirmados al realizar el Analisis de
Conglomerados (AC) del genotipiado, identificando las similitudes genéticas entre la
mayoria de las lineas y sus progenitores con una distancia de ligamiento de 0.2 um como
muestra en la Figura 7.35, donde comparten muchas de las frecuencias de ADN
encontradas en la secuencias del genotipiado; en cambio, el testigo de cebada maltera cv.
Cerro prieto tuvo una distancia de ligamiento de 0.68, indicando que solo en algunas
frecuencias fueron similares a las de las cebadas forrajeras imberbe.

Otra confirmacidn de la agrupacion de genotipos se encontré en las lineas CANI-
130 y CANI-82 (Figura 7.35), quienes posiblemente comparten frecuencias de ADN
similares, y que se difieren del resto de las lineas hermanas por encontrarse a una distancia
de ligamiento mas alta (0.2 um).

Asimismo, los progenitores GABYAN95 y Esperanza se ubicaron a una distancia
de ligamiento cercana a cero, seguidas la mayoria de las progenies, teniendo similitudes
entre ellas, lo que es muy acertado al compartir la gran mayoria de las frecuencias con sus
progenies; cabe sefialar que las lineas hermanas CANI-15y CANI-99 tuvieron frecuencias
muy similares, por encontrarse cercanas, asi como las lineas CANI-104, CANI-85 y
CANI-10, como lo muestra la Figura 7.35, coincidiendo con el andlisis de componentes
principales (AC) y con los analisis de conglomerados de las etapas 1y 2,
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donde se determinaron las caracteristicas agronomicas, anatomia y morfologia de
estomas, rendimiento y calidad de semilla-forraje; ademéas de encontrar una similitud

genética entre las lineas CANI-108 y CANI-129 con una distancia de ligamiento de 1.0
pm.

CANI-9
CANI-129
caniion |—— 1
CANI-10 ——
CANI-85
CANI-104
CANI-15
CANI-99

GABYANOS

ESPERANZA :l_

CANI-130

CANI-82 —

Cerro p.

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Distancia de ligamiento (um)

Figura 7.35 Similitudes entre los genotipos seleccionados en el estudio de genotipiado, dados por una
distancia de ligamiento de 0.2 pm

7.4.3 Anadlisis de la matriz de dominancia y heterocidad de los cromosomas de las

progenies sobresalientes y progenitores de cebada

El DArtseq de “One-row” construido de la informacion del secuenciador Novaseq
6000, con el 80% de SNPs de calidad, se construy6 y analizo la matriz de dominancia y
heterocidad de los cromosomas 2H, 3H, 4H, 5H, 6H y los no identificadosa que
cromosoma pertenecen (ChruUn), donde se identificaron un nimero de 300 secuencias de
alelos dominantes homocigotas (SPNs) de las progenies y progenitor hembra
(GABYANDO95), sefialadas en color verde en Figura 7.35, donde algunos SNPs dealgunas
progenie se identificaron como heterocigotos 0 como homocigoto-recesivo, peroen la
mayoria se seleccionaron los homocigoto-dominantes, teniendo 34 SNPs en el cromosoma
2H, 59 en 3H, 47 y 4H, representados en la Figura 7.36 y 65 secuencias SNPs en el

cromosoma 5H, 46 secuencias en 6H y 46 en ChrUn en la Figura 7.37.
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Frecuencia de alelos
Figura 7.36 Diferencias de alelos sobre cromosomas 2H, 3H y 6H, teniendo homocigoto-dominante (verde),
Heterocigoto (rojo), homocigoto-recesivo (naranja), y no se logro diferenciar por el equipo (blanco).
Columnas: G2; G18; G3; G19; G4; G10; G12; G14; G15; G11; G23 (GABYAN95); G26
(Esperanza); G22 (Cerro prieto)
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5H 6H ChrUn
Frecuencia de alelos
Figura 7.37 Diferencias de alelos sobre cromosomas 5H, 6H y ChrUn (sin cromosoma), teniendo
homocigoto-dominante (verde), Heterocigoto (rojo), homocigoto-recesivo (naranja), y no se logro
diferenciar por el equipo (blanco). Columnas: G2; G18; G3; G19; G4; G10; G12; G14; G15; G11; G23
(GABYAND95); G26 (Esperanza); G22 (Cerro prieto)
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7.4.4 Analisis de alineamiento de secuencias SNPs con biomdleculas involucradas en el

proceso de fotosintesis y stay-green de Hordeum vulgare

Al ser identificados, se procedid al analisis de alineamiento en pares, donde los
polimorfismos de tipo simple de los nucleétidos (Single Nucleotide Polymorphism,SNPs)
seleccionados de los cromosomas 2H, 3H, 4H, 5H, 6H, ChrUn se compararoncon las
secuencias de las biomoléculas previamente localizadas en el Genbank y Uniprot,
identificadas por participar en alguna funcién en el proceso de fotosintesis de laplanta,
ademas de contemplar a la proteina que induce la senescencia del caracter stay green, asi
como el mismo gen que da la expresion del caracter stay green (SGR) en la especie
Hordeun vulgare.

El resultado del andlisis de alineamiento identifico un alto nimero de secuencias
de alelos homocigoto-dominantes con similitud de 88 a 100% en al menos una de las
biomoléculas con actividad fotosintética y el stay green (Tabla 7.30).

Algunos polimorfismos de tipo simple de los nucledtidos (SNPs), se encontraron en
mas de una de las biomoléculas, sefialadas en color rojo en la Tabla 7.30, donde el SNPs
identificado como 1002217796 del cromosoma ChrUn, tiene la secuencia
nucleotidica:TGCAGCGGCCAATGTGTGGACACCGCCGCCGGCGCCCAGCACTGCGGCGGCTG
CAACAAGGCGTGCAAG, coincidiendo en diferente rango de nucleétidos con las
biomoléculas protoclorofilido oxido reductasa Ay B (PORA, ABA), con la proteina stay
green y con el gen SGR.

Los polimorfismos de tipo simple de los nucledtidos (SNPs), identificados como
100218478 de ChrUn, teniendo la secuencia
nucleotidica: TGCAGCTTGTTGGGAGGGTTGTTGTAGATGCTGCTGCAAGTTCCGCCTCCTTTG
CTGCGGCGGGAGCCC, el 100218544 del cromosoma 4H:
TGCAGCTGACCGTGGACGGGAGGAGAAGGGGTTGCAGAGGGGTGGGCTGCATCTGATGGTG
GAGTGGAG; y el 100283012 del 5H con la secuencia:
TGCAGGGATCAAGATGTGGTCATCGCCACCATGGATGGAAGAGGAGGAAGATTTGGTGTTCC
ATGGCGG, coincidieron en en protoclorofilido oxido reductasa Ay B (PORA, ABA).

Otros polimorfismos (SNPs), el 100215297 del 6H, con la secuencia:
TGCAGATGGCCGCCAGGATGGGGTTGGACCTGGTCGAGGTAACGCCGCGTCTCCTCCTCCTC
CTCCTTC, Yy el 100285019 del 4H con la secuencia nucleotidica:
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TGCAGCGCCATTCGCCTTCGACCTCAACGTCGAGGTCGAGCCCGAGGACGAGGAGATCGGCC
CTCTCGT coincidieron en la proteina stay green y el gen SGR, todos sefialados en la
misma Tabla 7.30.

Tabla 7.30 Secuencias de alelos dominantes (SPNs) encontrados en Dartseq con similitud de 88-100% con
biomoléculas involucradas en el proceso de fotosintesis y stay green de Hordeum vulgare
BIOMOL1 BIOMOL2 BIOML3 BIOMOL4 BIOMOL5 BIOMOL6 BIOMOL7 BIOMOL8 BIOMOL9 BIOMOL 10

100284868 100218544 100254958 100221326 100217796 100217218 100327445 100217138 100215297 100217796
100286471 100213818 100218345 100216585 100218478 100218478 100199528 100214710 100213818 100215297
100286473 100283224 100220373 100282397 100218544 100218544 100212940 100220037 100217796 100218065
100327445 100312600 100221880 100353580 100219863 100219455 100213703 100220373 100222126 100220062

100344712 100345720 100222908 100220259 100282950 100215297 100221880 100285019 100222957
100348533 100345721 100224391 100283012 100283012 100216585 100223286 100312967 100281861
100348533 100281861 100283217 100312967 100217796 100348533 100314698 100283956
100350691 100283622 100286688 100328316 100218345 100356515 100327445 100285019
100327484 100288497 100356515 100219455 100327484 100286130
100328896 100312083 100362495 100223286 100328896 100286368
100339331 100313765 100362506 100283012 100353580 100311960
100339331 100313839 100286471 100312967
100344712 100345720 100286688 100314698
100344765 100362495 100312967 100327445
100346402 100362506 100313106 100329169
100348533 100315532 100353580
100327484 100360625
100339331
100344712
100353580
100359086
100362606

*BIOMOL= Biomolécula; 1= ATP sintasa; 2= Citocromo b6f; 3= Fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK); 4=
Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco); 5= Protoclorofilido oxido reductasa A (PORA); 6=
Protoclorofilido oxido reductasa B (PORB); 7=Acido abscisico (ABA); 8= Proteina Ycf3; 9=Proteina stay green
inducible a la senescencia en cloroplasto; 10= Gen stay green SGR; en color rojo las coincidencias de SNPs en las
biomoléculas

En el anélisis de alineamiento con la ATPsintasa se encontraron seis secuencias de
alelos dominantes de polimorfismos (SNPs), dos de ellas, del cromosoma 2H y otras dos
del 5H y una del 4H; por mencionar algunos, el SNPs identificado como 100344712 del
cromosoma 4H, coincidié en 16 nucle6tidos de 18 de la ATPsintasa en la posicion de 233
al 250, teniendo 88.89 % de similitud, como indica la Figura 7.38. En otros SNPsdel
cromosoma 5H, los identificados como 100327445 y 100286471 coincidieron entre
92.86 a 100% en 13 de 14 nucle6tidos en la posicion 357 a 370 en el primero y 11
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nucleodtidos 702 a 712 en la segunda secuencia, identificados los nucleodtidos en el

Anexo 1.

Sequences producing significant alignme
Max Total Query E Per.

Description Score Score cover Value Ident Accession
188344712-4H 24.7 24.7 2% 8.19 BB.BY9 Query_40BB0
186286473-3H 23.8 23.8 2% @.65 93.33 Query_40868
18@327445-5H 22.8 22.8 1% 2.3 92.86 Query_48934
180286471-5H 211 21.1 1% 2.3 100.00 Query 48971
_ 21.1 21.1 1% 2.3 100.00 Query_40005
}Egggigég 3!‘! 21.1 21.1 1% 2.3 100.00 Query_4@B883

Alignment Scores <40 [l40-50 []50-80 [W80-200 [E==200

Distribution of the top 6 Blast Hits on 6 subject sequences

Query
| | | | | I I |
1 100 200 300 400 500 600 700

Figura 7.38 Alineamiento en pares de ATPsintasa y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq

El alineamiento con la biomolécula citocromo b6f indico ocho secuencias dealelos
dominantes de los polimorfismos (SNPs), de las cuales cinco fueron del cromosoma 3H,
dos del 4H y una del 2H (Figura 7.39), teniendo dos SNPs 100345721 y100345720 del
3H con 77.27 % de coincidencia en 34 de 44 nucle6tidos en la posicion 604 a 646 (Anexo
2). En el SNPs 100283224 del mismo cromosoma 3H, coincidieron 13 de 14 nucle6tidos
de 44 del citocromo b6f en la posicion 320 a 333 con 92.86 %, y el resto SNPs tuvieron
el 100% de similitud como se observa en la Figura 7.39, de 11 y 12 nucleétidos de la
biomolécula, 11 y 12 nucleétidos de las secuencias de los genotipos en diferentes rangos

de la secuencia del citocromo b6f (Anexo 2).

Sequences producing significant alignments:
Max Total Query E Per.
Description Score Score cover Value Ident Accession

180345721-3H 24.7  24.7 6% B.18 77.27 Query_58516
18034572@-3H 24.7 24,7 6% ®.18 77.27 Query_58515
180350691-3H 22.9 22,9 1% 0.61 100.00 Query 58518
180312600-4H 22.9 22,9 1% @.61 100.00 Query 58504
180283224-3H 22,8 22,8 1% 2.1 92.86 Query_ 58498
108213818-2H 21.1  21.1 1% .1 188.00 Query_ 58540
180348533-3H 21,1 21.1 1% z.1  180.00 Query_ 58517
188218544-4H 21,1 211 1% 7.1 1AR.AR Nuerv SA4RA
Alignment Scores  [ll<40 [40-50 []50-80 [W80-200 [>=200

Distribution of the top 8 Blast Hits on 8 subject sequences

Query
| | | | | 1 | |
1 100 200 300 400 500 600 700
- —_—

Figura 7.39 Alineamiento en pares de Citocromo b6f y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq
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Con la biomolécula fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK), coincidieron
desde 88.24 a 100% en 16 secuencias (SNPs) del estudio, seis SNPs del cromosoma 2H,
tres del 3H, uno del 4H, cuatro del 5H, dos del 6H y una secuencia no identificada en
algun cromosoma registrada como ChrUn, distribuidos a lo largo de la secuencia de la
biomolécula (Figura 7.40).

Tres de los cinco SNPs del cromosoma 5H resultaron con 100% de coincidencia
en 11,12 y 13 nucleottidos en las posiciones 972 a 982, 1663 a 1674, 1014 a1026 (Anexo
3). Otras seis secuencias de alelos dominantes (SNPs) que resultaron con 100% de
coincidencia, fueron cinco SNPs con una coincidencia entre 92.86 y 93.33% y otras dos
con 88.24%, en otras posiciones a lo largo de la biomolécula (Figura 7.40), entre las
posiciones 972 a la 1800 se encontraron la mayoria de los SNPs en coincidencia, como
resultd el SNPs 1003328896, al tener 15 de 15 nucle6tidos con 100% de similitud en la
posicién 1468 a 1482 de la biomolécula; otra 1003327484 con
18 de 19 nucledtidos con 95% de similitud en la posicion 1432 a 1450 del
fosfoenolpiruvato, el Anexo 3, muestra una mayor perspectiva de la coincidencia entre los
nucledtidos de las moléculas del resto de secuencias de alelos dominantes.

Max Total Query E Per.
Description Score Score cover Value Ident Accession

100328896-6H 28.3  28.3 @% @.040 100.00 Query_63213
100327484-3H 27.4 27.4 0% 8.14 94.74 Query_B3211
100286688-5H 24.7  24.7 8% @2.49 100.00 Query 63277
100339331-6H 23.8 23.8 8% 1.7 53.33 Query_63215
10083464082-5H 22.9 22,9 8% 1.7 88.24 Query_63282
100281861-5H 22.9 22.9 @% 1.7 100.00 Query_ 63260
100344712-4H 22.9 22.9 0% 1.7 BB.24 Query_63216
180220373-2H 22.0  22.0 0% 6.0 92.86 Query_63245
100221880-2H 22.0 22.0 @% 6.0 52.86 Query_63229
10@8224391-2H 22.8 22.8 0% 6.0 92.86 Query_63227
100344765-5H 21.1  21.1 8% 6.0 100.080 Query_ 63254
100218345-2H 21.1  21.1 @% 6.0 100.80 Query_63254
1008222908-2H 21.1  21.1 @% 6.0 100.00 Query_63240
100348533-3H 21.1  21.1 &% 6.0 100.00 Query_ 63219
100283622-Un 21.1 21.1 9% 6.0 100.00 Query_63281
180254958-3H 21.1  21.1 @% 6.0 10@.00 Query_63196

Alignment Scores  [ll<40 [l40-50 []50-8 [&0-200 [>=200

Distribution of the top 16 Blast Hits on 16 subject sequences

I 1 | | | |
1 350 700 1050 1400 1750
. 5 ] Y
.

Figura 7.40 Alineamiento en pares de fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK) y alelos dominantes
(SNPs) encontrados en Dartseq

En la biomolécula de Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco),
unicamente se encontraron cuatro secuencias, donde los SNPs 100216585 y 100313468
del 5H, asi como 100282397 del 4H indicaron 100% de coincidencia, en 14, 11 y 12
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nucleotidos respectivamente (Anexo 4) en las posiciones de 483 a 496, de 168 al178, y de
267 a 278 la molécula Rubisco, ademas el SPNs 10021353580 con 89.47% de
coincidencia, en la posicion 367 a 385 en 17 de 19 nucledtidos de la biomolécula (Figura
7.41).

Sequences producing significant alignments:

. . Max Total Query E Per.
Description Score Score cover Value Ident Accession
10@216585-5H 26.5 26.5 2% 9.030 100.00 Query_32447
188216585-5H 26.5 26.5 2% 8.030 100.00 Query_32445
188353580-Un 26.5 26.5 3% 8.039 89.47 (Query_32357
100282397-4H 22,9 22.9 2% 2.48 100.00 Query_32333
108313468-5H 21,1 21.1 2% 1.7 100.00 Query_32438

Alignment Scores  [ll<40 [40-50 []50-80 [H&0-200 [H==200

Distribution of the top 5 Blast Hits on 5 subject sequences

i I ] Querv, I ]
1 100 200 300 400 500

Figura 7.41 Alineamiento en pares de Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) y alelos
dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq

En el alineamiento con la molécula de protoclorofilido oxido reductasa A (PORA),
se obtuvieron 15 secuencias de alelos dominantes del estudio con un 100% de
coincidencia con excepcion del SNPs 100286688 del 5H que tuvo 92.86 % de
coincidencia (Figura 7.42), en 13 de 14 nucledtidos (identificados en el Anexo 5) en la
posicién 179 a 192 de PORA,; el alto porcentaje de similitud lo presentaron dos SNPs
del cromosoma 2H, tres del 3H, dos del 4H, otros tres del 5H, uno del 6H y dos de las
secuencias ChrUn, en diferentes rangos a lo largo de la molécula de PORA entre las
posiciones 14 ala 253 en 11, 12, 13 y 14 nucleétidos (Anexo 5).

Cabe sefialar que algunos SNPs del estudio tuvieron dos rangos de coincidencia en
la misma biomolécula, tal es el caso del SNPs 1002218544 del 4H, con 100 % de
coincidencia en el primer rango en la posicion 13 a 26 en 14 nucle6tidos (Anexo 5), y el
segundo en la posicion 857 a 874 en 16 de 18 nucledtidos de la secuencia de PORA, con
89% de coincidencia (Figura 7.42).

También en la Figura 7.42, se muestra que la secuencia 100345720 obtuvo dos
rangos de coincidencia con esta biomolécula, una en la posicion 149 al60 en 12
nucleodtidos (100% de similitud) y la segunda en la posicién 612 a 627 en 15 de 16
nucleétidos de PORA con 94 % de similitud. Otra secuencia fue 100362495 indicando
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en 11 nucleétidos ambos rangos con 100% coincidencia, uno en la posicion 185 a 195 y
el otro en 243 a 253.

'
Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Per.
Description Score Score cover Value Ident Accession

100218544-4H 26.5 51.3 2% @.883 100.88 Query_21388
100288497-2H 24.7 24,7 1% 9.29 100.80 Query_21443
108313765-3H 24.7 24.7 1% 9.29 100.88 Query_214@8
108217796-Un 24.7 24.7 1% 9.25 100.88 Query_21385
108219863-2H 22,9  45.8 1% 1.8 18@.88 Query_2145@
100345720-3H 22,9  45.80 2% 1.0 100,00 Query_21417
108283217-3H 22.9 22.9 1% 1.8 168.88 Query_2135%9
100286688-5H 22.8 22.8 1% 3.5 52.86 Query_21477
100283012-5H 21.1 21.1 o% 3.5 10@.@8 Query_21513
108228259-5H 21.1 21.1 0% 3.5 100.80 Query_21485
108362506-5H 21.1 21.1 0% 3.5 10@.@8 Query_21474
108362495-3H 21.1  42.2 1% 3.5 168.88 Query_21424
108313839-4H 21.1 21.1 0% 3.5 100.80 Query_21485
100312083-6H 21.1 21.1 o% 3.5 10@.@8 Query_21485
180218478-Un 21.1 21.1 0% 3.5 1e@.@8 Ouerv 21387

Alignment Scores  [ll<40 [l40-50 []50-80 [W80-200 [H>=200

Distribution of the top 19 Blast Hits on 15 subject sequences

Query
| | | | | |
1 200 400 600 800 1000
- .

[r—

Figura 7.42 Alineamiento en pares de Protoclorofilido Oxido Reductasa A (PORA) y alelos dominantes
(SNPs) encontrados en Dartseq

En el analisis de protoclorofilido oxido reductasa B (PORB) y las secuencias de
alelos dominantes (SNPs), se encontraron 11 secuencias con 100% de coincidencia, con
excepcion del SNPs 100219455 del 4H que fue de 93.75% de coincidencia. El resto de
SNPs fueron de los cromosomas 3H (dos SNPs), 4H (tres SNPs), 5H (dos SNPs), 6H (2
SNps) y en ChrUn (uno SNPs), como se muestran en la Figura 7.43. Es interesante referir
que el SNPs 100219455 antes mencionado, obtuvo dos rangos de coincidencia, uno en la
posicion 13 al 26 en 14 nucle6tidos (Anexo 6) con 100% de similitud, y el segundo en la
posicion 857 a 874, en 16 de 18 nucleétidos de PORB con 89% de similitud.

En otra secuencia, fue 1003345720, quien igualmente tuvo dos rangosnucle6tidos
de coincidencia (7.43), estando en el primer rango en la posicion 149 a 160 en 12
nucleotidos de PORB (Anexo 6) con 100% de similitud y el segundo rango en la posicién
612 a 627 en 15 de 16 nucleotidos de la biomolécula (Anexo 6), con 94 % de coincidencia

entre ambas secuencias.
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Sequences producing significant alignments pgy Total Query E Per.
B 5 Score Score cover Value Ident Accession
it 25.6 25.6 1%  0.29 03.75 Query 53793
1002194554t 24.7 24.7 1%  ©.29 100.80 Query 53878
24.7 24.7 1% .29 1008.00 Query_53826
188356515-6H -
1009172154 22,9 22,9 1% 1.8 100.80 Query 537EB
1002839125H 21,1 42,2 1% 3.6 108,80 Query_53916
100362495-3H 21,1 21.1 @ 3.6 100.80 Query 53828
100328316-4H 21.1 21.1 0% 3.6 10@.80 Query_53816
180312967-6H 21.1 21.1 8% 3.6 100.80 Query_53811
100282950-3H 21.1 21.1 @% 3.6 100.80 Query_53802
100218544-4H 21.1 21.1 0% 3.6 10@.8@ Query_53792
100218478-Un 21.1 42.2 1% 3.6 100.80 Query_53791

Alignment Scores <40 [l40-50 |[]50-80 [W80-200 [E>=200

Distribution of the top 13 Blast Hits on 11 subject sequences

I | I Quary I 1
1 200 400 600 800 1000
-

Figura 7.43 Alineamiento en pares de Protoclorofilido Oxido Reductasa B (PORB) y alelos dominantes
(SNPs) encontrados en Dartseq

Entre la hormona acido abscisico (ABA) y los alelos dominantes (SNPs), se
encontraron 22 SNPs el mayor nimero de alineamientos entre 81.48 a 100% de
coincidencia entre secuencias con porcentajes altos en al menos un rango de similitud,
siendo 12 SNPs del cromosoma 5H, dos del 4H, tres del 6H, dos del 3H, una en 2H, 4H
y ChrUn, 16 secuencias de alelos dominantes (SNPs) con 100% (Figura 7.44), y otras
hasta con dos o tres rangos de secuencias en coincidencia en un mismo SNPs, como
100344712 del cromosoma 4H, que tuvo tres rangos de secuencias de nucle6tidos en
coincidencia, uno en la posicion 832 a 850 de ABA, en 18 de 19 nucle6tidos con 95 %
de similitud.

El segundo rango en 714 a 727 de la biomolécula, en 13 de 14 nucleétidos con 93%
y el tercero en la posicion 1209 a 1219 de ABA, en 11 nucleétidos con el 100% de
coincidencia (para identificar las secuencias nucleotidicas con méas exactitud ver el Anexo
7). Otro SNPs con dos rangos de coincidencia fue 1002286471 del 5H, uno en la posicion
405 al 418 de ABA, en 14 nucleétidos y en el segundo en 697 a 708, en 12 nucle6tidos
ambos rangos con 100% de similitud.

El SNPs identificado como 100219455 del cromosoma 4H, presentd dos rangos de
100% coincidencia en la misma molécula de ABA, mostrada en la misma Figura 7.44,
uno en la posicion 807 a 819, en 13 nucleotidos de la biomolécula y otro en la posicion
762 a 772 en 11 nucledtidos de la misma (Anexo 7). Otra secuencia con dos rangos fue
100286688 del 5H, el primero en la posicidén 916 a 926 y el segundo en 890 a 900 ambos

con 100% de coincidencia en 11 nucledtidos, el resto de alelos dominantes (SNPs),
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tuvieron también entre 81.88 a 100% de coincidencia entre 11 a 14 nucle6tidos de

similitud entre las dos moléculas, pero en diferente posicion (Figura 7.44 y Anexo 7).

Sequences producing significant alignments:
Max Total Query E Per.
Description Score Score cover Value Ident Accession

180327445-5H 34.6 34.6 2% Te-B4 B2.B6 Query_ 17BBB
180344712-4H 31.8  74.2 2% @.089 94.74 Query_17834
180286471-5H 26.5 49,5 1% .11 100.80 Query_17925
180212940-5H 24.7 24.7 1% @.38 B81.48 Query_17897
109339331-6H 24.7 24.7 1% ©.38 BB.BY9 Query_ 17833
180219455-4H 24,7 45,9 1% ©.38 100.80 Query_17807

180283012-5H 22,8 22.9 1% 1.3  85.71 Query_1793@
180216585-5H 22.9 45.9 1% 1.3 100.80 Query_17929
108216585-5H 22.9 45.9 1% 1.3 100.80 Query_ 17927
180362586-5H 22,8 22.9 @% 1.3 1060.80 Query_17852
180217796-Un 22,8 22.9 @% 1.3 1060.80 Query_178@3
188215297-6H 22.0 22.0 0% 4.6 92.86 Query_17808
188213783-5H 21.1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_17926
180315532-5H 21,1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_17923
180313186-5H 21,1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_17922
180286688-5H 21.1 42.2 1% 4.6 100.80 Query_17895
180218345-2H 21.1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_ 17872
180359086-3H 21,1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_17841
180353580-Un 21,1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_17833
180327484-3H 21.1 21.1 8% 4.6 100.80 Query_17829
188312967-6H 21.1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_ 17825
180223286-Un 21,1 21.1 @% 4.6 100.80 Query_17813
186219528-Un 21,1 21.1 e% 4.6 100.80 Query_178@8

Alignment Scores <40 [40-50 []50-80 [W80-200 [E>=200

Distribution of the top 30 Blast Hits on 23 subject sequences

Query | |
300 600 s00 1200 1500
[

Figura 7.44 Alineamiento en pares de Acido abscisico (ABA) y alelos dominantes (SNPs) encontrados en
Dartseq

En la Figura 7.44, llama la atencion el SNPs 100327445 del cromosoma 5H, que
tuvo 83% de coincidencia, con un numero mayor de nucle6tidos 29 de 35, en la posicion
788 a 820 de la molécula de ABA.

Con respecto al alineamiento con la biomolécula Ycf3, se encontraron ocho SNPs
de alelos dominantes, tres de ellos del cromosoma 2H, dos del 3H, uno de los cromosomas
4, 6 'y ChrUn; con 100 % de coincidencia en todos los alineamientos, estando los SNPs
100217138 y 10038533 del cromosoma 3H en las posiciones 356 a 368 y 384 a 394 cada
uno (Figura 7.45), en 13y 11 nucle6tidos respectivamente de la biomolécula Ycf3 (Anexo
8).

Los SNPs 100220373, 100221880y 100214710 del cromosoma 2H se encontraron
en las posiciones del nucleétido 152 al 163, del 152 a la 163, y del 486 a496 de la
biomolécula, respectivamente (Figura 7.45).
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1
Sequences producing significant alignments
Max Total Query E Per.

Description Score Score cover Value Ident Accession

180217138-3H 24.7 24.7 2% .13 100.80 Query_38997
180228373-2H 22.9 22.9 2% 2.44 1@0.80 Query_39859
160221886-2H 22.9 22.9 2% 2.44 1@0.80 Query_39043
100214710-2H 21.1 21.1 2% 1.5 100.00 Query_39@48
180356515-6H 21.1 21.1 2% 1.5 180.08 Query_39@36
180348533-3H 21.1 21.1 2% 1.5 180.08 Query_39@33
180223286-Un 21.1 21.1 2% 1.5 180.08 Query_39809
180220037-4H 21.1 21.1 2% 1.5 180.08 Query_39805

Alignment Scores  [ll<40 [l40-50 [[]50-80 [W80-200 [H>=200

Distribution of the top 8 Blast Hits on 8 subject sequences

Query
| 1 | | 1 |
1 100 200 300 400 500

Figura 7.45 Alineamiento en pares de Ycf3 y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq

En el alineamiento con las biomoléculas que indica la caracteristica stay green, se
encontraron 11 secuencias de alelos dominantes del estudio con alta coincidencia con la
proteina stay green inducible a la senescencia a nivel cloroplasto, tres SPNs del ChrUn,
cuatro del 6H, un SNPs de los cromosomas 3H, 4H y 5H. Ocho de estos alelos dominantes
tuvieron 100%; el SNPs 100222126 y 100353580 de alelos no identificados en un
cromosoma (ChrUn) tuvieron 88.24 y 77.78 % de coincidencia en la posicion 43 a la 59
y 16 a la 38 (Figura 7.46), en 15 de 17 y en 21 de 27 nucleétidos de la proteina
(Anexo 9).

Seguences producing significant alignments
Max Total Query E Per.

Description Score Score cover Value Ident Accession

18@8217796-Un 26.5 26.5 1% ©.861 180.88 Query_35649
188222126-Un 22.9 22.9 2% @.74 B8B.24 Query_35657
lee3s3sse-Un 22.0 22.0 2% 2.6 77.78 Query_35685
100285019-4H 22.0 22.0 1% 2.6 92.86 Query_35667
108327445-5H 21.1 B4.5 2% 2.6 10@.00 Query_35734
188213818-2H 21.1 21.1 1% 2.6 108.80 Query_35715
18@328B96-6H 21.1 21.1 1% 2.6 100.80 Query_35677
18@8327484-3H 21,1 21.1 1% 2.6 108.0@ Query_35675
108314698-6H 21.1 21.1 1% 2.6 108.88 Query_35674
10831296 7-6H 21.1 21.1 1% 2.6 108.88 Query_35671
188215297 -6H 21.1 21.1 1% 2.6 108.88 Query_35646

Alignment Scores  lj<40 [l40-50 []50-80 [W]80-200 ([W==200

Distribution of the top 14 Blast Hits on 11 subject sequences

Que
| 1 1 'Y 1 1
1 150 300 450 600 750

Figura 7.46 Alineamiento en pares de proteina stay-green inducible a la senescencia y alelos dominantes
(SNPs) encontrados en Dartseq

Otro SNPs con identificacion 100285019 del 4H tuvo el 92.86% de coincidencia
en la posicion 201 a 214, en 13 de 14 nucledtidos de la proteina stay green, (Figura 7.46).
En el SNPs 100327445 del cromosoma 5H, se encontraron cuatro rangos de coincidencia
en las posiciones 34 a 44, 47 a 57, 53 a 63 59 a 69 en 100 % de coincidencia en 11

nucleodtidos de ambas secuencias (Figura 7.46); mientras el SNPs

126



100217796, coincidié en 14 nucleotidos en la posicion 14 a 27 en 100% de similitud en
la secuencia (Anexo 9).

Con la secuencias de nucleotidos del gen de proteina stay green (SGR) y los SNPs
del estudio, el analisis encontro 17 secuencias con 93.75 a 100 % de coincidencia con este
gen, seis SNPs del cromosoma 5H, cuatro del 6H, dos del 3H y dos del ChrUn (Figura
7.47), teniendo entre dos a cuatros rangos coincidencia en una misma secuencia de alelos
dominantes, como el SNPs 100286368 del cromosoma 5H, con 94 y 100 % de
coincidencia en cada rango, en las posiciones 1288 a 1304 en 16 de 17 nucledtidos, y el
segundo del 1293 a 1304 en 12 nucledtidos del gen (Anexo 10 y 11). EI SNPs 100327445
del mismo cromosoma 5H tuvo dos rangos de coincidencia, donde el primer rango
coincidieron 15 de 16 nucledtidos en la posicion 634 a la 648 con 94% de
coincidencia; y en el segundo rango, en 11 nucleétidos en la posiciéon 1147 al 1157 con
100% de coincidencia (Figura 7.47).

1
Sequences producing significant alignments:

Max Total Query E Per.

Score Score cover Value Ident Accession
27.4 58.4 1% @2.11 94,12 Query_ 33022
25.6 98.9 1% @.39 94.44 Query_ 32936
24.7 45.9 1% ©.39 108.00 Query_32956
24.7 24.7 0% ©.39 108.00 Query_32944

Description

100286368-5H
188222957-6H
188329169-3H
108283956-3H
108218065-4H

22,9 22.9 0% 1.4 100.08 Query 32928
186217796-Un 22,9 44,1 1% 1.4  100.08 Query_32927
100327445-5H 22,0 85.4 1% 4.8 93,75 Query_33012
1@0311960-5H 21,1 21.1 % 4.8 108.08 Query_33823
18036@625-5H 21.1  21.1 O% 4.8 10@.0@ Query 33815
10@286130-5H 21,1 21.1 @% 4.8 108.08 Query_33806
100281861-5H 21,1 21.1 % 4.8  100.00 Query_330802
188353580-Un 21.1 21.1 0% 4.8 10@.80 Query_32963
100314698-6H 21.1  21.1 0% 4.8 100.08 Query 32952
100312967-6H 21,1 21.1 0% 4.8 100.08 Query_32949
180285019-4H 21.1  21.1 0% 4.8 108.08 Query_32945
180220062-4H 21.1  21.1 0% 4.8 100.08 Query 32934
180215297-6H 21.1  21.1 0% 4.8 100.08 Query 32924

Alignment Scores <40 [40-50 []50-80 ([]80-200 [W>=200

Distribution of the top 26 Blast Hits on 17 subject sequences

Query
1 1 1 | | I
1 300 600 900 1200 1500
. e ' . s -
- vt re, -

Figura 7.47 Alineamiento en pares del gen de proteina stay-green (SGR) y alelos dominantes (SNPs)
encontrados en Dartseq

La secuencia 1002217796 del ChrUn indico en el analisis de alineamiento un 100%
de coincidencia en los dos rangos, uno en la posicion 1165 1176 en 12 nucle6tidosy el
segundo en 1534 a 1544 en 11 nucleo6tidos (Anexo 10 y 11). En el SNPs 100222957 del
cromosoma 6H, se encontraron cuatro rangos de nucle6tidos, uno en la posicion 1286 a

1303 en 17 de 18 nuclettidos (Anexo 10y 11) con 94% de similitud, el segundo en 1292

a 1304 vy el tercero en 1293 a 1305 en 13 nucle6tidos en ambos rangos con el

127



100% de coincidencia, y el cuarto y ultimo rango en la posicion 1294 a 1308 en 14 de 15
nucledtidos con 93% (Figura 7.47).

En cambio, las secuencias de alelos dominantes del estudio 1002283956 del
cromosoma 3H y 100218065 del 4H, indicaron un 100 % de coincidencia (Figura 7.46),
en las posiciones 1002 a la 1014 y de 48 a la 59 en 13 y 12 nucleétidos del gen (Anexo
10). En la Figura 7.47, muestra otros SNPs con 100% de coincidencia, del cromosoma 5H
los identificados como 100286130, 100281861, 100360625 100311960 en 11 nucleotidos
en diferentes posiciones (Anexo 10 y 11); asi como a 100314698 y 100312967 del
cromosoma 6H, que también tuvieron 100% de coincidencia, pero en otros 11 nucleétidos
en las posiciones 1112 a 1122 y 1068 a 1078 del gen de SGR.
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VIII. DISCUSION

8.1 Etapa 1: Estabilidad del caracter stay green en progenies de cebada

8.1.1 Variables agrondmicas y de sensores infrarrojos en la estabilidad del carécter stay

green en progenies de cebada

La localidad San Pedro de las Colonias-Coahuila, se puede considerar una buena
condicion para el desarrollo vegetativo y rendimiento de las cebadas forrajeras, al tener
mayores valores en las variables agrondmicas (temperatura de dosel, indice de vegetacion.
indice de contenido de clorofila y rendimiento de forraje) y en el estudio estomatico,
debido a las temperatura del ambiente registradas de los meses diciembre a abril entre los
afios 2016 y 2017, con promedio de 26.5 °C, segin el CNPT (2019), favoreciendo el
desarrollo de la planta y teniendo un efecto positivo en el rendimiento como lo afirman
otros estudios (Navarro et al., 2012; Gonzalez et al., 2016).

La poca variacion en los resultados de la mayoria de las variables a traves de los
muestreos, se debid posiblemente a la sensibilidad y adaptacion a las condiciones del
ambiente sobre todo de las cebadas (Nelson et al., 2009), que conforme avanzé el
desarrollo de los cultivos, hubo un aumento en la temperatura ambiental de las localidades,
causando probablemente cambios en la sintesis de proteinas, pared celular, espesor de la
cuticula y conductancia estomética como lo menciona Trewavas (2003); ademas de que
la temperatura del dosel de las parcelas tendio a estar en equilibrio, en respuesta al cambio
del clima como mencionan Houspanossian et al. (2007); este equilibrio se reflejo en el
aumento de la altura de planta, sin afectar el rendimiento de forraje, donde las progenies
de cebada forrajera en comparacion con otras variedades de la misma especie, presentaron
alturas de planta (105.4 a 109.6 cm) superiores a variedades del Bajio como Armida,
Esperanza, Maravilla y Esmeralda reportadas entre 70.0-90.0 cm, y en el rendimiento,
donde las progenies del estudio (11.7 a 12.8 Kg ha™ )obtuvieron valores similares o
superiores a estas variedades, que reportaron entre 5.9-

11.7 Kg ha! de rendimiento (Zamora et al., 2010; 2017).
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Ademas, el tener la practica de cosechar el forraje de las cebadas en el inter de los
75 a 90 dias después de la siembra, como fue en el estudio, donde se encontraron las
progenies en la etapa fenoldgica de inicio de estado masoso del grano, permite obtener
mayor cantidad de forraje como lo menciona Wilson et al. (2017).

Asi mismo, las lineas progenie y el progenitor GABYAND95 al presentar valores
maximos del indice de verdor y rendimiento de forraje a los 75 dds, se detecta su valor
agrondmico de precocidad como especie de cebada forrajera (Romero et al., 2013; Colin
et al., 2007, 2009; Dominguez et al., 2016), que en comparacion a los testigos de otras
especies e inclusive de la cebada maltera cv. Cerro prieto. Sin embargo, pudiera pensarse
que existe una asociacion entre ambos pardmetros, como lo aseguran en otras especies en
diferentes zonas de produccion, al afirmar que el indice de verdor tiene una alta relacion
con el rendimiento y biomasa (Verhulst et al., 2010; Chavez et al., 2017), lo cual no se
presento tal relacion en el estudio.

El indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) puede variar y depende del
periodo del afio (Bastidas et al., 2016), como se observo en las cebadas forrajeras del
estudio, al registrar variaciones de un muestreo a otro; igualmente tuvieron
comportamientos similares a estudios anteriores sobre maiz, donde a etapas fenoldgicas
tempranas se registraron valores altos de NDVI, al avanzar las etapas se hicieron
progresivos hasta obtener los valores méximos, y posteriormente disminuyeron en etapas
tardias (Teal et al., 2006; Freeman et al., 2007).

Otras respuestas de interés fueron el incremento de la temperatura de dosel (TEMP),
altura de la planta (ALT), el indice de clorofila (ICC) y permanecer el valor del
rendimiento de forraje (REND) a través de los muestreos, siendo un reflejo claro del
crecimiento y desarrollo de la planta, dado por los valores de TEMP y ALT a lo largo de
las etapas fenoldgicas de las progenies y testigos, llegando a incrementar el ICC hasta
un estado de llenado de grano en las parcelas, como se ha encontrado en otros estudios
gue reportan una relacion positiva y ascendente entre etapas fenoldgicas y la
concentracion de clorofila en trigo (Lopes y Reynolds, 2012). Sin embargo, hay una
brusca disminucion en la etapa de llenado de grano como se encontré en trigo (Babar et

al., 2002), o puede descender el ICC lentamente inclusive hasta madurez fisiologica de
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grano, como fue en algunas progenies del estudio, y coincide los reportado en trigo con
stay green en condiciones de calor y combinado calor-sequia (Lopes y Reynolds, 2012).

Ademas, el tener un aumento del ICC en el tiempo de desarrollo de las progenies,
también pudiera ser utilizado para predecir la probable biomasa o rendimiento de forraje
como lo asegura Bertholdsson (2013) en cebadas en suelo inundado, asi como en trigo
stay green al estar correlacionados NDV|1 y el rendimiento en base a la madurez fisiologica
(Lopes y Reynolds, 2012).

8.1.2 Estudio estomatico en la estabilidad del caréacter stay green en progenies de
cebada

En el estudio estomatico al encontrar poca variacion en los indices estomaticos (IEH
y IEE), se pudiera contemplar que el aumento de la temperatura de las condiciones
ambientales a través de los muestreos, no tuvo efecto en la distribucion de los estomas
en ambas superficies (haz y envés), a diferencia de otros estudios, donde Ilegé aumentar
ante un estrés hidrico con temperaturas entre 19 a 32°C en Coffea canephora (Quintana,
etal., 2017). Sin embargo, en este estudio, las lineas de cebada y los testigos, presentaron
un aumento en las densidades estomaticas (DEH y DEE), lo que sugiere, que se debi6 a
otro tipo de estrés aparte de los cambios de temperatura en las localidades, tal vez al
reducido nimero de riegos aportados en campo, sea uno u otro, difiere de otras especies,
que reportaron aumento en la densidad estomatica Coffea canephora (Quintana, et al.,
2017), o disminucion como fue en Sequoia sempervirens a los cambios de ambientes con
poca humedad y precipitacion (Toral et al., 2010).

En la morfologia y anatomia de los estomas de los genotipos estudiados, se
tuvieron cambios en la apertura del estoma en longitud y ancho, como un reflejé de
proteccion (Pandey et al., 2007), al presentar ligeros aumentos del ancho y largo en el
envés (AE y LE), en respuesta a las condiciones ambientales de las localidades, y
posiblemente a la disponibilidad de agua otorgada durante el desarrollo de los genotipos.

No obstante, pudieran estar influyendo otros factores en el estudio estomatico de los
genotipos estudiados, ya que se ha reportado que el tamafio de los estomas, la densidad y

el indice estomatico varian en funcion de la latitud donde se siembran los

131



cultivos, por existir una asociacion en los cambios del fotoperiodo, la disponibilidad
hidrica y las condiciones edaficas, teniendo un importante papel en la aclimatacion de un
cultivo, lo que pudo haber sido en las lineas de cebada, al encontrar variaciones en el
estudio estomatico del envés de la hoja bandera, proporcionando de tal forma una
resistencia estomatica y evitando el exceso de transpiracion (Toral et al., 2010).

Esta sugerencia, se afirmé al presentar mayores valores y significancia en las
caracteristicas estométicas del haz, teniendo la superficie del haz de la hoja de las lineas
de cebada una mayor respuesta a las condiciones climaticas y tal vez a la altitud,radiacion
solar, disponibilidad hidrica y hasta las condiciones edaficas de las localidadesestudiadas,

y generar esta resistencia y disminucion de la transpiracion en la planta.

8.1.3 Relacion de variables y genotipos en la estabilidad del caracter stay green en
progenies de cebada

El encontrar a la altura de la planta en un grupo distante y reflejar poca relacioncon
el resto de variables, pudiera pensarse que no tiene ninguna influencia o dependencia con
las otras variables, como se ha detectado en otros cultivos, que registraron que a mayor
altura de la planta se genera mas biomasa (Salas et al., 2009), o por lo menos de
mantenerse la biomasa hasta un tiempo 6ptimo de cosecha del cultivo forrajero (Espitia et
al., 2012), que en ambos casos se identificaron en las progenies y GABY AN95 con valores
altos tanto en altura como en rendimiento, por lo que se sugiere la existencia de una
asociacion de la altura con el rendimiento de forraje en las cebadas forrajeras.

Otra asociacion que se presento fue la temperatura y el ancho de estoma del haz y
enveés, que a su vez se relacionaron con el rendimiento y el indice de verdor, lo que sugiere,
en primer término que la temperatura de la planta, induce a los cambios en la apertura del
estoma de ambas superficies de la hoja (Pandey et al., 2007), produciendo posiblemente
un aumento en la resistencia estomatica la condicion del ambiente (Quintana et al., 2017,
Toral et al., 2010), ademas de poder producir mayores rendimientos y tasas fotosintéticas

al tener mayor verdor en la planta (Lawson et al., 2014).
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Asi mismo, esta relacion entre el rendimiento de forraje y el indice de verdor, sugiere
cierta sensibilidad de la tecnologia infrarroja en las progenies de cebada forrajeray otras
especies, como los testigos estudiados, en una condicion simulada de crecimientoy
rendimiento (Doraiswamy et al., 2003); asi como los cambios fisioldgicos, que pudieran
provocar las diferentes condiciones climaticas (Gilabert et al., 1997).

El resto de las variables estomaticas tanto del haz como del envés (longitud del
estoma, densidad e indice estomético) al estar agrupadas con el contenido de clorofila,
revela que en cereales de grano pequefio la respuesta del contenido de clorofila esta
relacionada con la cantidad y forma de los estomas, como afirman algunos autores para
otras especies (Toral et al., 2010; Lawson et al., 2014; Quintana et al., 2017).

El analisis de conglomerados como método multivariado, diferencié a las cebadas
de otras especies como triticale y trigo, especialmente por las caracteristicas estomaticas
y retraso de crecimiento (menor altura de la planta), confirmando que este método
multivariado resulta un apoyo eficiente para entender la relacion entre variables y
proporcionar una caracterizacion parcial de los genotipos evaluados, permitiendo
inclusive seleccionar por caracteristicas deseables (Torres et al., 2019), y a la aseveracion
de que las diferencias entre los grupos indican la variabilidad genética presente en las
cebadas forrajeras imberbes (Colin et al., 2007).

Las caracteristicas agrondmicas y morfologicas de los estomas en las progenies
G9, G10, G3, G14, G17, G19 y G20, permitio evidenciar la relacion del crecimiento de
la planta con una baja densidad estomatica del envés, coincidiendo con otras especies
como tomate de cascara (Cristiano et al., 2010; Ramirez et al., 2013); y a la vez con alto
indice de verdor y producir altos rendimientos de forraje, confirmando entre otras, el tener
niveles interesantes de tolerancia a sequia, caracteristica sobresaliente de las cebadas
forrajeras (Colin et al., 2007; 2009), asi como el coincidir con cebadas transgénicas con
densidades estomaticas bajas en plantas mas eficientes en el uso del agua y tolerantes a
sequia, provocando reducciones sustanciales en el intercambio de gases en las hojas, sin
afectar la altura de la planta, rendimiento de biomasa vegetal, asi como, tanto en el peso
como el namero de semillas (Hughes et al., 2017).

Algunos estudios, afirman que a menor densidad estomética y mayor tamafio de

los estomas (longitud), disminuye la evapotranspiracion, y se retiene mayor
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concentracion de clorofila (Alvarez et al. 2018), teniendo un aspecto relevante en la
tolerancia a la sequia, sin tener cambios negativos en la planta, forraje y semillas(Hughes
et al., 2017). Sin embargo, se difiere un poco a estas afirmaciones, en las progenies G4,
G6, G15y G18, donde se caracterizaron con alta densidad, bajo indice y ancho en el envés,
pero alto contenido de clorofila y rendimiento de forraje, siendo de alguna manera mas
efectivo el aparato estomatico del envés de la hoja, aumentando la resistencia estomatica
como reflejo a una condicién ambiental, provocando mayor actividad fotosintética y
produciendo mas biomasa, como se ha reportado en otrasespecies (Quintana et al., 2017;
Toral et al., 2010), y en cebadas transgénicas (Hughes etal., 2017).

Las lineas G2, G5, G12, G13 y G16 tienen una mayor eficiencia en el aparato
asimilador (estomas) a la radiacién solar y en la produccion de materia seca (Rivera et al.,
2005; Rodrigues et al., 2006; Wu et al., 2008), ademas tienen alta capacidad de resistencia
estomatica en la apertura o cierre de estomas expuestos a los cambios de la temperatura
en la planta (Pandey et al., 2007), en respuesta a la condicién ambiental sin afectar el
crecimiento de la planta y su biomasa (Quintana et al., 2017; Toral et al., 2010), y quizas
también a su respuesta genética positiva a la temperatura sin afectar el rendimiento de
forraje (Houspanossian et al., 2007).

Todas las progenies a pesar de encontrarse en diferentes conglomerados, se
caracterizaron con los valores mas altos de altura de la planta y de rendimiento de forraje,
superando a los testigos y a otros reportes de cebadas forrajeras (entre 92-100 cm; Colin
et al., 2007) y cebadas malteras (entre 70 y 90 cm; Zamora et al., 2017), y coincidiendo
con otras cruzas de cebada como la cruza de la variedad Esperanza x O’Connor que
obtuvieron alturas promedio de 106 cm (Wilson et al., 2017).

Mientras que las progenies G1, G2, G4, G5, G6, G7, G8, G11, G12, G13, G15, G186,
(G18, se caracterizaron con mayor estabilidad en el caracter stay green, por contener altos
valores y asociaciones entre el indice de verdor, altura de planta y el rendimiento de
forraje, dado en algun instante por la absorcion de radiacion, el proceso de aumentar los
fotosintatos en la hojas, reflejado por el contenido de clorofila, siendo una evidencia muy
marcada en las progenies con el caracter de stay green clasificado de tipo funcional
(Thomas y Howarth, 2000), y como un proceso primordial durante
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crecimiento y desarrollo de un cultivo, que concluye con altos valores de biomasa y
rendimiento de grano, como afirman algunos autores en especies como sorgo, trigo y maiz
(Reynolds et al., 1999; Jordan et al., 2012; Raun et al., 2008; Freeman et al., 2007)y que
también se reflejaron en altos rendimientos en las progenies.

Ademas, al encontrar esta asociacion entre el contenido de clorofilay el rendimiento
de forraje en los genotipos de cebada forrajera, sugiere que la utilizacion de sensores
infrarrojos en el caso del Spad, ayuda a generar informacion sobre una asociacion genética
(dado por las progenies) y ambos parametros, coincidiendo con estudios de otros cereales
como trigo de invierno (Ristic et al., 2007; Gutiérrez et al., 2005) o diferir en trigos de
primavera (Barutcular et al., 2014).

8. 2 Etapa 2: Seleccion de progenies sobresalientes en base a rendimiento y calidad de

semilla-forraje

8.2.1 Factores que influyen en el rendimiento y calidad de semillas

Las diferentes condiciones de clima, latitud, altitud y tipo de suelo de las
localidades, pudieran ser adecuadas pero no son las méas 6ptimas para producir semilla de
calidad de los genotipos estudiados, ya que son ambientes semiaridos y poco prosperos;
sin embargo, llegaron a producir altos rendimientos de semilla, como en otroscereales
producidos en suelos méas éptimos (Beltran et al., 2011; Santibafiez, 1994), aunque no
especifican los tipos de suelo, se sabe que el tipo franco medio es el ideal para producir
cebada (FAO, 1994), pero en este estudio, a pesar de que el suelo de Zaragoza-Coahuila
es de tipo calcisol-luvico-calcico (Arriaga et al., 2000), las nuevas lineas lograron
adaptarse y producir valores altos de rendimiento y calidad de semillas, ypueden competir
con otras especies comerciales que se producen en el noreste deMéxico, sefialadas en el
reporte del Centro de Estudios para el desarrollo Rural Sustentable y la Soberania
Alimentaria (CEDRSSA, 2015).

El rendimiento de semillas de los genotipos, se encontrd posiblemente limitado por
el déficit hidrico, debido al nimero riegos (tres) durante el desarrollo de las parcelas, ya

que al tener poca disponibilidad de humedad en la etapa de llenado del grano, pudo
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afectar el rendimiento (Gonzalez et al., 2016), justo fue el caso, pues el ultimo riego fue
aplicado a los veinte dias antes de esta etapa fenoldgica de los genotipos.
A pesar de ello, en la mayoria de las lineas de cebada, el peso de mil semillas fue
alto, probablemente generado por los mismos ciclos y factores ambientales de
produccion ya que tienen una influencia sobre el desarrollo del cultivo (Cha et al., 2002;
Raya et al., 2012) y en particular en el peso de la semilla, si existen buenas condiciones
en el ciclo durante el llenado de la semilla, se tiene mayor peso (Garcia et al., 2003); sin
embargo, como sea descrito no fueron las mas optimas; y otra influencia es el tiempo o
época de siembra, que es seguramente el efecto positivo en la semilla producida, el
haber sembrado en la época de otofio, se obtiene un mayor peso de la semilla debido a
las temperaturas frescas, y es muy comun en los cereales de invierno (Pérez et al., 2016).
En cuanto a la variacion del peso volumeétrico en el estudio, se percibir algunos
aspectos de interés que generaron esta variacion en los genotipos, uno es debido a los
diversos los porcentajes del contenido de humedad de la semilla en cada genotipo, pues
ambos pardmetros estan relacionados, la alta o baja cantidad de agua en la semilla afecta
el valor del peso y espacio que ocupa la semilla en un volumen determinado (Moreno,
1996), lo cual deriva variacién en el peso volumétrico, lo ideal y como se encontré en el
estudio, es producir semilla con bajos contenidos de humedad entre 11.5 y 13.5 %
(NMX-FF-043-SCFI-2003; Lbpez et al., 2005) para un buen manejo, conservacion y
almacenamiento de semilla (Abadia et al., 2013). Otro aspecto, que ha afectado en gran
parte de los parametros de calidad de la semilla en este estudio, fue la condicion
climética de cada localidad, sobre todo por la temperatura del ambiente, ya que juega un
papel importante en el desarrollo de la semilla y se refleja también en su peso, si se
tienen temperaturas muy bajas o altas, como se registraron en los meses de febrero-
marzo de 22 a 30 °C (CNPT, 2019) en Zaragoza- Coahuila, en la etapa de llenado pudo
causar estres y disminuir o variar el peso de la semilla y el volumétrico (Pérez et al.,
2016), asi mismo, la variacion de las temperaturas también efecto el ciclo biologico de
las plantas, reduciéndolo hasta causar precocidad (Alam et al., 2007), caracteristica que
en ocasiones es considerada sobresaliente en las cebadas forrajeras (Colin et al., 2007,

2009) por aprovechar el follaje en etapas tempranas, pero en la produccion de semillas
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no es deseable, ya que altera el peso durante la etapa de llenado del grano (Garcia et al.,
2003),y por ende gener6 variacion en el peso de la semilla y el volumétrico.

Sin embargo, estos parametros pudieran también ser parte de la caracteristica propia
de las lineas, pues en estudios sobre descripcion de variedades de cebada maltera
reportaron el peso de mil semillas y el peso volumétrico como parte de los descriptores
varietales, reconociendo estas anomalias del grano durante su formacién (de Dios, 1996;
Ataei, 2006; Garnero, 2012), lo que hace interesante, que los resultados emitidos de este
estudio sean para una futura descripcion de nuevas variedades.

La calidad fisiologica de las semillas es el punto de partida para la produccion y es
indispensable para una buena respuesta en establecimiento de un cultivo (Doria, 2010).
Sin embargo, también puede afectarse por las condiciones climaticas en que se produce,
como fue en Zaragoza-Coahuila, teniendo bajos porcentajes de plantulas normales,debido
a un posible desarrollo de latencia durante la embriogénesis y en la maduracion de las
semillas; causados por los cambios de temperatura ambiental o por la disponibilidad de
humedad (Hilhorst, 2011), la primera por el registré de temperaturas dadas en los meses
de febrero-marzo del 2017-2018 y la segunda por los tres riegos durante la produccion de
semillas del estudio. A pesar de la variacién en los porcentajes en las lineas de cebada,
que fueron por arriba del 95%, son considerados de alta calidad fisiologica para la
comercializacion segun el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de semillas
(SNICS, 2003); y de alto vigor, por tener altos valores en las pruebas de clasificacion de
plantulas: longitud media de radicula y plumula, asi como depeso seco de plantulas
(Marcos-Filho, 2015) y que pueden ser un factor determinante ensu longevidad durante
su almacenamiento (Doria, 2010).

El realizar pruebas de germinacion y clasificacion de las plantulas después de un
proceso de Envejecimiento Acelerado (EA) de las semillas (Matthewes et al., 2012),
aporté una mayor informacion con respecto a la calidad fisioldgica de los genotipos
(Navarro et al., 2015), ya que este proceso causado por un calor himedo, propicio un mal
funcionamiento en el metabolismo de la germinacion de los genotipos (Marcos- Filho et
al., 2015; Gonzalez et al., 2014), generando una disminucion de las plantulas normales y
aumento de las semillas sin germinar; a pesar de ello, se identificaronalgunas lineas de

cebadas con porcentajes de plantulas normales después del EA
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similares al 70 %, y se clasificaron con una calidad de alto nivel de vigor (Mendoza et
al., 2011; Popinigis 1985).

8.2.2 Seleccidn de progenies en base a rendimiento y calidad de semillas

El andlisis de conglomerados permitio identificar a 13 progenies (G9-G20) con los
mayores rendimientos de semillas (1.6-1.9 t hal), valores relativamente diferentes a los
reportados en otros estudios, en cebada maltera con 2.1 t ha* en el centro de México
(Gonzalez et al., 2016), y en otras especies con el caracter stay green, como sorgo con
2.5t ha! en Austria (Jordan et al., 2012), y trigo con 600 g m en Alemania (Kipp et al.,
2014), lo que estimula a continuar evaluando la produccién de semilla en ciclos futuros
0 en nuevas localidades de estos ambientes semiaridos para percibir su adaptacion de estas
nuevas lineas.

Las progenies G2 a la G8 se caracterizaron por contener alta calidad fisica de
semillas en el peso de mil semillas, peso volumétrico y contenido de humedad, superando
a su progenitor y a los testigos de otras especies, coincidiendo con otros reportes de
cebadas malteras (Armida, Adabella, Esmeralda y Esperanza) en el centro deMéxico
(LOpez et al., 2005; Pérez et al., 2016; Gonzalez et al., 2016). Asi mismo, todas las
progenies se identificaron con alta calidad fisioldgica (SNICS, 2003), al presentar altos
porcentajes de germinacion, superando nuevamente a los testigos del estudio.

La aplicacién de pruebas de vigor en la semillas de los genotipos permitid
complementar la informacion sobre el potencial fisiolégico y la posible en su seleccién
(Marcos-Filho et al., 2015). Encontrando que las cebadas del estudio se clasificaron de
alto vigor por presentar valores altos en las pruebas de clasificacion de plantulas, teniendo
potencial en la acumulacion de biomasa y altura de la planta en campo (Marcos-Filho et
al., 2015).

Sin embargo, la avena cv Cuauhtémoc (G21) también se clasificd con nivel alto de
vigor, por los valores de plantulas normales después del envejecimiento acelerado
(Marcos-Filho et al., 2015), asi como las cebadas cv. GABYAN95 y cv. Cerro prieto por

la longitud de raiz en la plantula, antes y después del envejecimiento acelerado,
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caracteristica sobresaliente por brindar uniformidad y anclaje de la planta en campo
(Marcos-Filho et al., 2015).

8.2.3 Comparacion con otros estudios en el rendimiento y calidad de forraje

Con respecto a la calidad nutritiva de forraje, las progenies estudiadas fueron
superiores en el contenido de proteina cruda a lo reportado en otros estudios sobre cebadas
forrajeras en el rango de 13.4 a 17.2% (Colin et al., 2009), y en otras cebadas malteras
como la variedad Petunia con 17.0 % (Romero et al., 2013) y la variedad Dofia Josefa que
present6 17.8% (Aguilar et al., 2013); inclusive a los reportes de cebada en otros paises,
como Canada, con un rango de 8.70 a 10.4% (Gill et al., 2013; Geren, 2014).

El obtener mayor contenido de proteina, pudo deberse a la influencia de las
caracteristicas propias de los genotipos y a las condiciones climaticas de las localidades
que se dieron en el estudio, como menciona Romero et al. (2013).

En algunas progenies y en el testigo cv. Cerro prieto (G22), se obtuvieron los
mayores valores de las fibras detergentes acida y neutra, coincidiendo con otros reportes
anteriores de cebadas forrajeras (Colin et al., 2009), mientras que el resto de progenies
fueron similares a otros estudios de cebadas forrajeras (Geren, 2014), donde se declararon
contenidos adecuados y superiores a las determinaciones realizadas en otros estudios de
esta especie (Gill et al., 2013; Romero et al., 2013; Aguilar et al., 2013).

En el total de nutrientes digestibles, los testigos Cerro prieto, GABYANO95, trigo y
triticale (G22, G23, G24 y G25) se registraron con valores por debajo a los reportados en
otros estudios (Gill et al., 2013; Aguilar et al., 2013).

Sin embargo, en los valores energéticos, en la energia neta de lactancia, tanto los
testigos como algunas progenies de cebada, estuvieron dentro del rango reportado en
cebadas en nuestro pais (Colin et al., 2009), lo cual las hace adecuadas para alimentar
vacas lecheras en produccién; mientras que en la energia neta de mantenimiento se
conservaron ligeramente por debajo de lo reportado en cebadas de dos y seis hileras en
Canada (Gill et al., 2013) registradas entre 1.26-1.40 Mcal kg™, consideradas con una alta
proporcion de forraje para el ganado de carne de ese pais.
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8.2.4 Seleccion de progenies en base a rendimiento y calidad de forraje

El analisis de componentes principales confirmé en el componente principal 1, la
presuncion en las etapa anterior con respecto a la precocidad de la cebada en comparacion
con otros cereales (Romero et al., 2013; Colin et al., 2009) y la relacion de la etapa
fenoldgica con la altura de la planta, asi como en la temperatura con el rendimiento, mayor
cobertura de suelo, contenido de fibras, lo cual conlleva una reduccidn en la energia neta
(ganancia, lactancia y de mantenimiento), proteina cruda, valor relativo de forraje, total
de nutrientes digestibles y la digestibilidad de los genotipos similar a otros estudios
(Juskiw et al., 2000; Khorasani et al., 1997; Colin et al., 2009), asi como una disminucion
en los litros de leche.

El segundo componente confirm6 que en las etapas mas juveniles se pueden
presentar mayores contenidos de minerales y cenizas (Acosta et al., 1991; Colin et al.,
2009), y en este estudio se logré identificar la asociacion con mayores valores del indice
de vegetacion diferencial normalizado. Sin embargo, se desconoce la existencia de algun
reporte respecto esta asociacion del indice de verdor y el contenido de minerales, por lo
que pudiera ser establecido para futuras investigaciones.

También, el analisis de conglomerados separd a los testigos avena (G21) y trigo
(G24) como los de mayor contenido de proteina cruda, energias netas (ganancia, lactancia
y de mantenimiento), asi como de cenizas, proporcionando un forraje mas digestible y con
valores altos en el total de nutrientes digestibles, calidad relativa de forraje, valor relativo
de forraje y en los litros de leche (Colin et al., 2009). Sin embargo,resultaron de poca
altura de la planta, mas tardios (menor etapa fenoldgica), donde produjeron menor
rendimiento de forraje y baja fibra detergente acida.

En cambio, las progenies G3, G10, G14 y G19 se caracterizaron por tener mayor
contenido de fibras, ser mas altas y producir mayor cantidad de forraje, confirmando su
potencialidad de produccion para ambientes semiaridos (Colin et al., 2007; Torres et al.,
2019). Ademas, se reafirmd el carécter stay green de las progenies G2, G4, G10, G11,
G12, G5 y G18, al tener valores altos en el indice de verdor y contenido de clorofila
(Verhulst et al., 2010; Chavez et al., 2017), mayor cobertura de suelo y precocidad (Colin
et al., 2007; Torres et al., 2019).
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La informacion de los andlisis multivariados, facilitaron la interpretacion de las
relaciones entre variables y la identificacion de genotipos, siendo una herramienta util
para visualizar y agrupar asociaciones entre variables, caracterizar parcialmente a los

genotipos y sirvié de base para la seleccion de los genotipos mas sobresalientes.

8. 3 Etapa 3: Respuesta de los genotipos sobresalientes por la adicidn de nitrégeno en la
expresion del carécter stay green, rendimiento y calidad de semilla-forraje

8.3.1 Rendimiento y calidad de forraje (variables agronémicas y de sensores infrarrojos)
de genotipos sobresalientes en la adicién de nitrégeno

La comparacion del progenitor GABYAN9S y la progenie CANI-85 (G12),
proporciono una relevante informacion sobre los valores agronémicos y calidad desemilla
que logran producir con adicion de nitrégeno, como el principal nutriente en la produccion
de cebada (Bergh et al., 2000; Fontanetto et al., 2009 y 2011; Prystupa et al.,2008),
ademas de identificar el efecto de este nutriente en relacion a la caracteristica staygreen,
como ha sido en otros estudios (Gutiérrez et al., 2005), asi como reafirmar la superioridad
de precocidad de la progenie en comparacion a su progenitor (Torres et al., 2019).

La significancia encontrada sugirio que los efectos de las condiciones del clima en
las localidades, como el calor, falta de lluvia o salinidad del suelo, consiguieron provocar
algun tipo de estrés en las plantas generando cierto grado de clorosis en la interaccion
(Pask et al., 2012), como ocurrié en Navidad-Nuevo Leodn, igualmente la aplicacion de
nitrégeno en los materiales estudiados, alcanzo a alterar la actividadfotosintética de las
plantas (Hoffman et al., 2016), como lo reflejaron el indice de verdor y el contenido de
clorofila, al presentar diferentes respuestas a las diferentes condiciones del ambiente como
aseguran algunos autores (Slafer et al., 1994; Gutiérrez et al., 2004; Bastidas et al., 2016).

Los comportamientos de los genotipos a través de los dias de muestreo y dosis de
nitrégeno aplicadas del estudio, identificaron el tipo de respuesta agronémica que fue

similar, positiva y ascendente en la temperatura de dosel, altura de la planta, etapa
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fenoldgica y en el rendimiento de forraje, con los maximos valores a los 105 dds,
coincidiendo con otros estudios, con la tendencia de adquirir mayor rendimiento y altura
de la planta conforme avanzaron las etapas fenoldgicas, como fue la variedad Esperanza
de cebada maltera (Vera et al., 2002), y en maiz (Mechori et al., 2006).

Los sensores infrarrojos que valoraron el indice de verdor y el contenido declorofila,
permitieron detectar el comportamiento de la actividad fotosintética de los genotipos,
captando los méximos valores a los 90 dds, y disminuyendo conforme avanzéel desarrollo
de las parcelas, coincidiendo con otras especies como maiz y trigo (Melchori et al., 2006;
Slafer et al., 1994; Gutiérrez et al., 2004). Esta actividad,también se evidencio en la
altura de la planta, cobertura del suelo y en el mismo rendimiento de forraje, como lo
reportaron algunos autores en especies como maiz, trigoy sorgo, donde encontraron una
relacién del indice de verdor y el Spad (contenido de clorofila) y estos pardmetros
agronomicos (Raun et al., 2008; Freeman et al., 2007; Verhulst et al., 2010; Zajac et al.,
2013; Bastidas et al., 2016).

El estudio también confirm6 la superioridad de la progenie CANI-85 ante su
progenitor GABY AN95, por presentar mayor etapa fenoldgica y rendimiento de forraje,
reafirmando a la progenie como un material precoz y con mayor produccién de forraje,
caracteristicas sobresalientes que han sugerido algunos autores para seleccionar nuevas
lineas mejoradas (Romero et al., 2013; Colin et al., 2007, 2009; Dominguez et al., 2016).
Asimismo, los valores del indice de verdor y el contenido de clorofila, indicaron mayor
estabilidad del carécter stay green, en la progenie, al incrementar el suministro de
nitrgeno, aumentando en la tasa fotosintética conforme avanzd el desarrollo de la
planta, como aseguran Gutiérrez et al. (2005).

Sin embargo, ambas cebadas tienen tendencias positivas y similares en la altura de
la planta, cobertura del suelo y el rendimiento de forraje, a medida que aumenta la adicién
de nitrégeno, alcanzando los maximos valores a 240 y 300 Kg N ha’, coincidiendo con
otros estudios en la produccién de cebada, en la dosis de 240 Kg N ha(Vera et al., 2002;
Melchori et al., 2006). En cambio, la respuesta de la etapa fenolégica es afectada al aplicar
nitrogeno, especialmente en altas dosis (300 Kg N hat), provocando un crecimiento lento
de la planta, segin Vera et al. (2002), ya que el tiempo de aplicaciéon de nitrégeno total

en cebada debe ser a los 46 dds, y en este estudio se
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realizé a los 30 dds, lo que pudo contribuir a la poca respuesta de los genotipos en la

adicioén nitrégeno.

8.3.2 El carécter stay green en la adicion de nitrégeno

Las ecuaciones de regresion de tipo cuadraticas, permitieron establecer una mayor
explicacion del comportamiento de las cebadas forrajeras, identificando el mejor tiempo
de aplicacion y dosis de nitrégeno, para obtener mayores rendimientos ya sea de forraje
o semilla (Vera et al., 2002; Slafer et al., 1994; Gutiérrez et al., 2005). En las cebadas
forrajeras como GABYAN95 y CANI-85 a etapas fenoldgicas de 90 dds, tienen una mayor
respuesta del indice de verdor, cuando se aplican mayores dosis de nitrégeno como lo han
encontrado en variedades de cebada de invierno (Mirosavljevi¢ et al., 2020). Sin
embargo, al aplicar altas dosis puede llegar a demorar la senescencia, comoha sido otros
estudios en trigo (Martre et al., 2006; Alhabbar et al., 2018), lo que hace mas evidente la
caracter de stay green en estas cebadas.

Asi mismo, la respuesta del contenido de clorofila, reafirmé esta aseveracion por
aumentar su valor conforme aumento la dosis, logrando mantenerse en varios diasdurante
el desarrollo de la planta, efecto que también se encontré en cultivos comoarroz,
sorgo, maiz y trigo con caracter stay green (Raun et al., 2008; Freeman et al., 2007;
Verhulst et al., 2010; Zajac et al., 2013; Bastidas et al., 2016). Esta respuesta, también
percibe la constitucion genética del genotipo, dependiendo del interés o propdsito
(fisidlogos y fitomejoradores) en que se estudia (Gutiérrez et al., 2005),adquiriendo
informacion sobre el estado nutricional de nitrdgeno en las cebadas a través de esta
tecnologia infrarroja, teniendo una relacion entre sus caracteristicas agronémicas (altura
de planta, cobertura de suelo y el rendimiento de forraje) con el contenido de clorofila de
las hojas como afirman algunos autores (Piekielek y Fox, 1992; Jeminson y Lytle, 1996),
ademas, de poder confirmar el tipo de caracter funcional del stay green en estos genotipos
(Thomas y Howarth, 2000).

El coeficiente de determinacidn, indic6é que la adicién de nitrégeno no es el Unico
factor que intervino en el indice de verdor y el contenido de clorofila en la produccion
de cebada, entre ellos, el contenido total de materia orgénica del suelo (Grageda et al.,
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2000), que es poco probable su efecto en las cebadas por ser capaces de adaptarse a suelos
marginales (Colin et al., 2009); otro factor, el régimen de abastecimiento de agua (Clarke
et al., 1990), que es una de las limitaciones que intervinieron, por tener un ndmero
reducido de riegos; sin embargo, el caracter stay green no tiene cambios estas limitaciones
(Christopher et al., 2014).

Un dltimo factor y con mayor posibilidad de caracterizar la respuesta de las cebadas
forrajeras del estudio, es el momento de la aplicacion de nitrogeno, pues depende del
propdsito por el cual se adiciona, por ejemplo, si se requiere incrementar desarrollo de la
planta (crecimiento vegetativo o altura de planta), es recomendable aplicar el nitrégeno en
etapas tempranas, efecto que se evidencidé en el estudio; pero si serequiere un mayor
llenado de grano (produccion de semilla), se debe aumentar la dosisde nitrégeno en etapas
un poco mas tardias (Carreck y Christian, 1991), efecto que resultaria interesante evaluar
en estos genotipos, ya que la adicién de nitrégeno fue al inicio del cultivo y a los 30 dias
después de la siembra.

La superficie de respuesta del indice de verdor reconoci6 el tiempo y dosis de
fertilizacion convenientes en obtener una mayor respuesta en la produccién (Yong et al.,
2018), precisando que ambas cebadas, a partir de los 70-75 dias de después de la siembra,
se necesita una dosis de 150 Kg Nha, para obtener altos valores en el indicede verdor,
que su vez, puede reflejarse con mayor rendimiento de forraje (Raun et al., 2008; Freeman
et al., 2007; Verhulst et al., 2010; Bastidas et al., 2016).

El desear mantener los niveles elevados de verdor hasta los 90 dds, como requieren
el corte de forraje en las industrias lecheras (Colin et al., 2009; Torres et al., 2019), es
necesario aplicar mayores dosis (200 kgN ha), que diferencia de otros estudios, para la
produccion de grano aplicaron 180 Kg N ha! a los 66 dds, (Vera et al., 2002; Melchori et
al., 2006), y en otras variedades de cebada, aplicaron menos (46 Kg Nha’), por la
disponibilidad de materia organica en el Valle de México (Zamora et al., 2017).

Si se necesitara hacer mas eficiente la actividad fotosintética de la cebada forrajera
con caracter stay green, como GABYAN95 se requieren una dosis de 100 Kg Nha, a
partir de los 70-75 dds, y en CANI-95 de 300 Kg N ha™ a los 75 dds, para llegar a mantener

el contenido de clorofila alto hasta los 90 dds en que se realiza el corte de
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forraje en las industrias lecheras (Colin et al., 2009; Torres et al., 2019). El asegurar el
potencial de fotosintesis en la planta y obtener mayor rendimiento de forraje, sin lugar a
dudas, también elevaria la produccién de semilla o grano (Lopes y Reynolds, 2012; Babar
et al., 2002), siendo un poco mayor al utilizado en cebadas malteras del centro de México,
para producir grano (Pérez et al., 2016; Zamora et al., 2010).

Cabe sefialar que el presente estudio es pionero en el efecto del nitrégeno sobre la
produccion de forraje, ya que la mayoria de los reportes se enfocan en la produccion de

grano.

8.3.3 Rendimiento y calidad de semilla de genotipos sobresalientes por la adicién de

nitrégeno

Como se ha venido sefialando, las condiciones ambientales fueron un factor
importante en la produccion de semilla (Beltran et al., 2011; Santibafiez et al., 1994),
Prystupa et al., 2008), encontrando una respuesta particular de cada genotipo, debido
precisamente a su composicién genética, adaptacion y necesidad de factores como
disponibilidad hidrica, materia organica, entre otros (Grageda et al., 2000; Clarke et al.,
1990; Carreck y Christian, 1991), ademas, combinando el tiempo y dosis en la aplicacion
de nitrégeno (Bergh et al., 2000; Fontanetto et al., 2009 y 2011), y aunado el nivel del
caracter stay green de cada genotipo en la produccion de semillas (Nufiez et al.,2001;
Melchiori, 2006), se encontré que para producir altos rendimientos son apropiadaslas
condiciones de Zaragoza-Coahuila, pero para obtener semillas de alta calidad es mejor
Navidad-Nuevo Leodn.

Sin embargo, la dosis de nitrégeno fue el factor mas importante en el rendimiento
de semilla dependiendo de la localidad, en Navidad-Nuevo Ledn, la progenie CANI-85
obtuvo el mayor rendimiento, a partir de una dosis de 180 Kg N ha™, mientras que en
Zaragoza-Coahuila fue a 120 Kg N ha, coincidiendo con otros estudios, en cebada cv
Esperanza, con 180 Kg N ha™ en la produccion de grano (Vera et al., 2002). Esta linea,
tiene el potencial para la agroindustria, como semilla mejorada y de alta calidad (Luna et
al., 2012; Arenas et al., 2015), ademas de superar a su progenitor GABYAN95 en la

calidad de semilla.
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En la linea CANI-85, se encontrd que la mejor condicion para obtener semilla de
alta calidad fue Zaragoza-Coahuila, a partir de una dosis de 120 Kg N ha, con altos
valores de peso de mil semillas y peso volumétrico, valores que resultaron superiores a
otros reportes de cebadas producidas en el centro de México (40.0 g en PMS y 58.0 Kg
HI en PV) (LoOpez et al., 2005; Pérez et al., 2016; Gonzalez et al., 2016). Y con alto
porcentaje en la capacidad de germinacion, y en el vigor (peso seco de plantula) a esta
misma dosis (120 KgN hal), siendo dosis mas recomendada en otras variedades de cebada
y especies en el Centro de México (Castarieda et al., 2009; Pérez et al., 2016; Zamora et
al., 2017), ademas de reafirmar el potencial de esta linea, en la acumulaciénde biomasa
y altura de la planta en campo reflejadas en las pruebas de vigor (longitud media de
plimula, radicula y el peso seco) en el laboratorio (Marcos-Filho et al., 2015).

Se confirmd mediante las ecuaciones de regresion, en Navidad-Nuevo Ledn, las
respuestas de ambos genotipos en la produccion de semillas, sefialando que existieron
otros factores que obstruyeron en el rendimiento y calidad de las semillas (Grageda et al.,
2000; Clarke et al., 1990; Carreck y Christian, 1991), identificando como un efecto
importante la adicion de nitrogeno (Bergh et al., 2000; Fontanetto et al., 2009 y 2011;
Prystupa et al., 2008), sobre todo por el momento y dosis adecuado de aplicacion en la
obtencion de mayor peso de la semilla (Vera et al., 2002; Melchori et al., 2006). Y en
Zaragoza-Coahuila, el factor de variacion de temperaturas, tuvo un afecto el llenado de
del grano, causando bajo peso de semillas (Pérez et al., 2016) y en la germinacion,
causando latencia (Buraas y Skinnes, 1984; Strand, 1989).

El precisar las dosis de nitrégeno para la produccién de semillas en cebadas
forrajeras stay green mediante las ecuaciones de segunda derivadas para parametros de
calidad de importancia comercial (SNICS, 2019), permitio establecer los niveles maximos
y minimos, sin dejar de considerar las condiciones ambientales, que son parte esencial en
la toma de decision sobre las dosis de aplicacion de nitrogeno. En Navidad- Nuevo Ledn,
a una dosis baja entre 0-60 Kg N ha*, GABYANO5 lograra obtener mayores rendimientos
de semilla y vigor con mayor longitud radicular, mientras que CANI-85 con alto vigor en
longitud de plantula y acumulacion de peso. Asi, a una dosis mayor, GABYAN95
obtendra un mejor llenado y peso de semilla, y CANI-85 aumentara la densidad de semilla
debido precisamente al aumento de peso.
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En Zaragoza-Coahuila con dosis bajas de fertilizacion (0-60 Kg N hal), se obtendra
en GABYANO95 un alto vigor en la acumulacion de peso seco de la plantula y CANI-85
una alta germinacion de plantulas normales y alto vigor de longitud de plumula, difiriendo
completamente con variedades de cebada maltera y forraje-grano delcentro de México,

que recomiendan dosis por arriba de 120 Kg N ha (Veraet al., 2002;Zamoracet al., 2017).

8. 4 Etapa 4. Genotipificacion de progenies sobresalientes y progenitores de cebada

La informacién generada por los microarreglos en la genotipificacion identifico
miles de polimorfismos de tipo SNP o InDels (Alsop et al., 2011; Wenzi et al., 2004), y
en combinacion con la plataforma DArTseq™. El analizar los genomas de las cebadas,
se lleg6 a descubrir un gran nimero de marcadores o secuencias de alelos de interés a
través de enzimas de restriccion y secuenciacion de los fragmentos de restriccion de ADN
(Alsop et al., 2011; Alam et al., 2018; Bleidom, 2017), ademas se encontrd que a través
del analisis multivariado, se detectaron diferencias entre las progenies y losprogenitores
por secuencias clasificadas como homocigotas dominantes, recesivas yheterocigotas por
tener similitud en la distancia de ligamiento (Wenzi et al., 2004).

Se identificaron las frecuencias alelicas de ADN homocigota-dominantes de la gran
mayoria de las progenies y el progenitor GABYAN95, coincidiendo con algunos autores
al mencionar que la herencia de los cloroplastos es dada por el progenitor hembra
(Mogensen, 1996), y sobre todo por encontrarse en los cromosomas 3H, 4H y 6H que
estan involucrados con actividades fotosintéticas (Wojcik et al., 2017).

Asi, identificados los SNPs en base al principio de la lectura de microsatélites (SSR)
0 los ADN-AFLP, a través de colores (Ramirez-Salcedo et al., 2003), se diferenciaron las
progenies de sus progenitores (GABYANO5 y Esperanza), asi como de la cebada maltera
cv. Cerro prieto, a través de las secuencias en homocigoto-dominante “0” en color verde,
homocigoto-recesivo “1” en naranja y heterocigoto “2” en color rojoen el estudio,
permitiendo identificar la variabilidad genética entre los genotipos, siendo una
herramienta muy util en futuros estudios de biodiversidad genética, filogendmicos, codigo

de barras de ADN entre otros (Bleidorn, 2017) y ahora en la especie de cebada.
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El anélisis de alineamiento en pares de secuencias, apoyo en la identificacion de
secuencias de alelos dominantes (SNPs) de los cromosomas 2H, 3H, 4H, 5H, 6H y de
SNPs que no lograron ser identificados en algin cromosoma (ChrUn), con alta similitud
en los nucledtidos que constituyen las biomoléculas: ATPsintasa, citocromo b6f,
fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK), la ribulosa 1-5 bisfosfato carboxilasa
oxigenasa (Rubisco), la protoclorofilido oxido reductasa Ay B (PORA y PORB), el acido
abscisico (ABA), la proteina Ycf3, que participa activamente en el proceso de fotosintesis
de la planta en Hordeum vulgare (Schulz et al., 1989; Baumgartner, et al., 1989; Cuello
et al., 1987; Cai et al., 2013; Harrison et al., 1993; Horltorf et al., 1995; Miersh et al.,
2000; Saski et al., 2007; Scott et al., 1994; Zeng et al., 2015), como han sido identificadas
otras moléculas o expresiones en otros estudios, al detectar fragmentosde ADN con
expresion diferencial con proteinas tipo kinasas, lipoxigenasa y ricas en glutamato en el
cultivo de papa (Tian et al., 2003); o en otro estudio, donde la expresion depende del tipo
de gen, para dar la formacion de meristemos ya sea florales o vegetativos, ademéas de
considerar las condiciones del ambiente (Tooke et al., 2005).

Se verificd que los SNPs homocigoto-dominantes identificados en un cromosoma
en especifico por el Dartseq, coincidio en su mayoria con la asociacion de los cromosomas
2H, 3H y 5H con algunos parametros del proceso de fotosintesis con otros estudios
realizados en cebada (Guo et al., 2007; Wojcik et al., 2017), y sin duda, se continuara con
el analisis de alineamientos con estos SNPs dominantes y otras biomoléculas relacionadas
con resistencia a salinidad, tolerancia a sequia, o la resistencia de enfermedades comunes
en el Noreste de México, y sobre todo en los campos experimentales en donde se llevo a
cabo el estudio.

Por el alto porcentaje de coincidencia, en un nimero de nucleétidos de secuencias
homocigoto-dominantes (SNPs) con la ATPsintasa, las progenies tiene una caracteristica
dominante en la actividad fotosintética en los cloroplastos, ya que la ATPsintasa, es el
componente clave del canal de protones, al desempefiar la funcion directa en la
translocacion de protones a través de la membrana del cloroplasto, sirve para impulsar la
reaccion de ATPasa en la sintesis de ATP (Saski et al., 2007); y en ocasiones laregulacién
de ATPsintasas representa un mecanismo para la adaptacion de la planta a cambios

ambientales como transiciones de luz oscura, anoxia en las raices y
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fluctuaciones en el suministro de nutrientes (Bunney et al., 2001). El tener una alta
coincidencia en el alineamiento entre las progenies y la secuencia de la proteina Ycf3,
se puede confirmar la alta actividad fotosintética de las cebadas forrajeras, ya que esta
proteina también esta asociada con una membrana extrinseca de tilacoides polipéptidos
necesarios para la acumulaciéon del fotosistema 1 (PSI), y su funcidn igual que las
ATPsintasas depende de la intensidad de luz, si se tuviera la ausencia de Ycf3 afectaria
la expresion de genes del PSI del proceso de fotosintesis (Boudreau et al., 1997;
Nellaepalli et al., 2018).

Otra biomolécula importante en la fotosintesis, es el citocromo b6f, complejo que
regula la transferencia de electrones entre el fotosistema Il (PSII) y el fotositema | (PSI),
como NADH y FADH>, con un flujo de electrones ciclico alrededor del PSI y las
transiciones de estado en el proceso de fotosintesis (Manrique, 2003), actividades que se
realizan muy probablemente en los cloroplastos de las progenies de cebada del estudio, ya
que se encontraron en altos porcentajes de coincidencia entre algunos SNPs y la secuencia
de esta biomolécula.

En el alineamiento de nucleotidos entre los SPNs de las progenies y la secuencia del
Fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK) (Spanu et al., 2010), obtuvo un alta
coincidencia entre ambas secuencias, lo que sugiere que la funcién de esta biomolécula,
de coordinar la intensidad de la luz y la concentracién de CO> durante la fotosintesis en
las hojas (Bailey et al., 2007; Leegood and Walker, 2002), ademas de tener una
correlacion con la fosforilacion, la activacion y la tasa de fotosintesis en la fijacion de CO>
en la planta, sean evidentemente actividades dominantes en los genotipos delestudio, ya
que coincide en otro estudio en pasto Guinea por estar presente, y posiblemente en la
actividad que desempefia y su relacién a los cambios de luz y CO2, (Bailey et al., 2007),
factores que no fueron considerados en este estudio y pudieran contemplarse en estudios
futuros.

El reconocer que la Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) es una
abundante biomolécula en las plantas verdes (Buchanan et al., 2000), era importante
identificar su existencia dentro de las secuencias dominantes de las progenies o el
progenitor GABYANO95, y al realizar el alineamiento de secuencias y como era de

esperase, se confirmo el alto porcentaje de similitud entre algunos pares de secuencias,

149



debido a que como especie Hordeum vulgare, tiene un alto contenido de celulas
mesofilicas con alta cantidad de cloroplastos con proteinas que estan involucradas en la
transcripcion, traduccion y fotosintesis como menciona Baumgarther et al. (1989). Asi
mismo, por la alta coincidencia encontrada entre las secuencias de SNPs de las progenies
de cebada y las secuencias de bioloméculas sensibles a la luz como son el protoclorofilido
oxido reductasa A y B (PORA; PORB), se sugiere que estas moléculas son esenciales en
la actividad biolégica de la planta de la especie de cebada, pues en otro estudio,
determinaron la presencia y desempefio de estas enzimas en Hordeum vulgare,
identificando la expresion de sus genes durante la intensidad de luz de las plantas verdes,
y el contenido de ambas enzimas generando un aumento en el metabolismo de la planta
(Holtorf et al., 1995).

Asi mismo, se encontrd un alto porcentaje de similitud en el alineamiento entre los
SNPs de las progenies y la secuencia de la hormona é&cido abscisico (ABA), lo que
reafirma la existencia de un retardo en la senescencia de las hojas tanto de las progenies
como del progenitor, ya que esta hormona es en parte la causante de la sintesis de proteinas
de cloroplastos, puede provocar retardo en la senescencia, cambios en laretencion de
clorofila'y aumenta cuando hay mayor incidencia de luz (Cuello et al., 1987).

Otras biomoléculas de gran interés en el estudio fueron la proteina stay greeninducible
a la senescencia a nivel cloroplasto, y el gen de la proteina de stay green (SGR), ambas
moléculas se identificaron en los SNPs resultantes del secuenciador, con un alto porcentaje
de coincidencia en un gran nimero de alelos homocigoto-dominantes de las progenies y
el progenitor GABYAN95, teniendo la evidencia genética con mayor certeza,
considerando a los SNPs como marcadores moleculares, coincidir con la secuencia o
formar parte de la secuencia como tal, revelando de esta manera la presencia del gen
SGR o que codifica a la proteina de stay green, como sea encontrado en otros estudios de
diferentes especies como Arabidopsis thaliana, arroz, Medicago m. truncatula, y que han
identificado a la proteina stay green y al gen SGR (Cha et al., 2002; Ren et al., 2007; Park
et al., 2007; Zhou et al., 2011).
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IX. CONCLUSIONES

Las progenies de cebada forrajera imberbe tienen estabilidad en el caracter stay green

detectada a través de la tecnologia infrarroja.

En estas progenies, el indice de contenido de clorofila se asocié a la densidad y longitud
estomatica de las hojas. Los cambios de tamarfio en el ancho de los estomas en el haz, al
parecer se vio afectada por la temperatura de la hoja, mientras que los estomas de la

superficie del envés fueron poco reactivos a los cambios de temperatura.

El caracter stay green se manifiesta de forma acentuada en las progenies de cebada
forrajera imberbe CANI-15, CANI-85, CANI-99 y CANI-128 hasta después de los 120
dias después de la siembra, ubicados en los Grupos 6 y 7 detectados por el analisis de

conglomerados.

Para la agroindustria lechera en su requerimiento de forraje, los Grupos 6 y 7 de las
progenies de cebada forrajera imberbe, en particular CANI-9, CANI-10, CANI-15,CANI-
85, CANI-99 son convenientes a los 90 dias después de la siembra, aportando mayor altura
de la planta, rendimiento de forraje, actividad fotosintética y resistencia estomatica en

comparacion de otras especies como avena, trigo y triticale.

En base al rendimiento y calidad de semillas, las progenies de cebada quienes formaron el
Grupo 1y 3 produjeron méas y con mayor calidad en comparacidn a otras especies (avena
cv Cuauhtémoc, trigo AN-266-99 y triticale cv Eronga-83), sobresaliendo entre ellas
CANI-80, CANI-85, CANI-99, CANI-103, CANI-104, CANI-G108, CANI-128 y

CANI-131, por su alta calidad fisioldgica en la capacidad de germinacion, y el vigor a

través de las pruebas de clasificacion de plantulas LMP, LMR y PS.

Las progenies CANI-1, CANI-9 y CANI-10 por su alto vigor después de un
envejecimiento de la semilla, son progenies potenciales para un registro como nuevas

variedades.
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Por su produccion y la calidad nutritiva de forraje CANI-1, CANI-15, CANI-82, CANI-
85, CANI-104, CANI-128, constituyen una buena opcion para los productores lecheros.
En estas progenies, los mayores rendimientos de forraje se asociaron positivamente con
altura de planta, cobertura de suelo, indice de vegetacion diferencial normalizado e indice
de contenido de clorofila, asi como mayor precocidad, alta proteina cruda, total de

nutrientes digestibles, valor nutritivo de forraje y baja fibra detergente &cida.

Se detectd una respuesta de tipo cuadratica a la adicion de nitrégeno en el indice de verdor,
contenido de clorofila y etapa fenoldgica en GABYAN95 y CANI-85. Sinembargo, por

los coeficientes de determinacién bajos, se recomienda realizar mayores estudios.

En condiciones semiaridas, el progenitor GABYAN95 y CANI-85 a 70-75 dias después
de la siembra, requieren dosis de al menos 150 Kg Nha para obtener valores altos de
indice de verdor y rendimiento de forraje.

GABYANO5 requiere una dosis de 0-60 Kg Nha y CANI-85 una de 120 Kg Nha* para
producir altos rendimientos y calidad de la semilla; Zaragoza, Coahuila fue la mejor
localidad para la produccion de semilla.

Las diferentes relaciones detectadas a través de los analisis de regresion y superficie de
respuesta son herramientas que facilitan la prediccion del rendimiento de forraje, el indice

de verdor y el contenido de clorofila, en base a las dosis de nitrégeno.

La informacién generada de los microarreglos dados por SNPs y el uso de plataformas
como DArTseq™ son dtiles en la genotipificacion de los progenitores y progenies de
cebada forraje, por detectar diferencias en secuencias homocigotas dominantes, recesivas

y heterocigotas al tener similitudes por la distancia de ligamiento.
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Existe similitud entre progenies y el progenitor GABYAN95 debido a la dominancia en
los alelos localizados en los cromosoma 2H, 3H, 4H y 5H, que estan relacionados en la

actividad fotosintética y con el caracter stay green.

Se detectd un alto porcentaje de coincidencia en las secuencias de méas 12 nucledtidos de
biomoléculas como: fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK), protoclorofilido oxido
reductasa A y B (PORA y PORB), &cido abscisico (ABA), proteina stay green inducible

a la senescencia en cloroplasto y el gen stay green SGR en el progenitor y sus progenies.
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1

Alignments:

>100344712-4H

Sequence ID: Query_4888@ Length:
Range 1: 34 to 51

69

Score:24.7 bits(26), Expect:8.19,
Identities:16/1B(89%), Gaps:@8/1B(@%), Strand: Plus/Minu
233 TCATCCGCGACCTCTCCA

PUEDLLEELEL 1T
TCATCCGCGACGCCTCCA

Query 258

Sbjct 51 34

>100286473-3H
Sequence ID: Query_48868 Length:
Range 1: 54 to 6B

69

Score:23.8 bits(25), Expect:8.65,
Identities:14/15(93%), Gaps:8/15(@%), Strand: Plus/Plus
568 CTCTTCGGCAACATC

[ ILLETLEETT ]
CTGTTCGGCAACATC

Query 582

Sbjct 54 68

=>10@8327445-5H
Sequence ID: Query_48934 Length:
Range 1: 29 to 42

69

Score:22.@ bits(23), Expect:2.3,
Identities:13/14(93%), Gaps:8/14(®%), Strand: Plus/Plus
357 CATCGAGCTCCCGC

[ LT
CACCGAGCTCCCGC 42

Query 370

Sbjct 29

Anexo 1. Complemento de resultados de alineamie
encontrados en Dartseq

Alignments:

=>18@8345721-3H

Sequence ID: Query_5B8516 Length:
Range 1: 28 to 69

69

Score:24.7 bits(26), Expect:8.18,

Identities:34/44(77%), Gaps:3/44(6%), Strand: Plus/Minus
604 TTCTACTCCCTCCACACCTTCGTGCTCCC-GCTCCTCACCGLCG

R e A s
TTCTTCTCC-TCCACACC-TAGCCCACCCTGCTCCTCTCRGLCG

Query

Sbjct 69

=>108345728-3H

Sequence ID: Query_58515 Length: 69

Range 1: 2B to 69

Score:24.7 bits(26), Expect:0.1B,

Identities:34/44(77%), Gaps:3/44(6%), Strand: Plus/Minus

Query 684 TTCTACTCCCTCCACACCTTCGTGCTCCC-GCTCCTCACCGCCG
A e e e A A R

Sbjct 69 TTCTTCTCC-TCCACACC-TAGCCCACCCTGCTCCTCTCGGLECG

=18@8358691-3H
Sequence ID: Query_58518 Length
Range 1: 45 to 56

69

Score:22.9 bits(24), Expect:8.61,
Identities:12/12(188%), Gaps:@/12(@%), Strand: Plus/Plus
79 TTCGAGGAGCGC

[LLETEETLTT
Sbjct 45 TTCGAGGAGCGC

Query 20

56

=180312680-4H
Sequence ID: Query_58584 Length
Range 1: B to 19

69

Score:22.9 bits(24), Expect:0.61,

Identities:12/12(10@%), Gaps:8/12(8%), Strand: Plus/Minus
Query 184 CCATCGCCGACG 115
oo o LI

Anexo 2.
(SNPs) encontrados en Dartseq

ANEXOS

=1008286471-5H
Sequence ID: Query_4@8971 Length:
Range 1: 12 to 22

69

Score:21.1 bits(22), Expect:2.3

’
s Identities:11/11(180%), Gaps:8/11(8%), Strand: Plus/Plus

782 CGCCOGCCGCCT 712

[LLITETLTT]
CGCCGCCGLCT 22

Query

Sbjet 12

=>10@8284B68-2H
Sequence ID: Query_4@985 Length:
Range 1: 55 to 65

69

Score:21.1 bits(22), Expect:2.3,
Identities:11/11(100%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus
Query 546 GCCGCTCTCCC

[TEETTILTT
GCCGLTCTCCE

556

Sbjct 55 65

=>10@8348533-3H
Sequence ID: Query_4@883 Length:
Range 1: 13 to 23

69

Score:z21.1 bits(22), Expect:2.3,
Identities:11/11(18@%), Gaps:8/11{@%), Strand: Plus/Minus
Query 11% TCATCACCTCC 129

PULTEELLTL
Sbjct 23  TCATCACCTCC 13

nto en pares de ATPsintasa y alelos dominantes (SNPSs)

=108283224-3H
Sequence ID: Query_58498 Length:
Range 1: 22 to 35

69

Score:22.@ bits(23), Expect:2.1,
Identities:13/14(93%), Gaps:0/14(@%), Strand: Plus/Minus

320 GGTCCGCCTCCATG

[ LLEELELTL
GGGCCGCCTCCATG

gagluery 333

2g Sbjet 35 22

=188213818-2H
Sequence ID: Query_58549 Length:
Range 1: 8 to 1B

69

Score:21.1 bits({22), Expect:2.1,
Identities:11/11(10@%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Minus
591 CACCCTCACCC

[TLETLETLT
CACCCTCACCE

6460uery 601

Sbjct 1B 8

28

=108348533-3H
Sequence ID: Query_58517 Length:
Range 1: 12 to 22

69

Score:21.1 bits({22), Expect:2.1,
Identities:11/11(180%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Minus
117 CATCACCTCCA

FILELETTTT
CATCACCTCCA 12

Query 127

Shjct 22

=108218544-4H
Sequence ID: Query_58486 Length:
Range 1: 19 to 29

69

Score:21.1 bits(22), Expect:2.1,
Identities:11/11(180%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Minus
251 CCTTCTCCTCC 261

NNARRNRANY
CCTTCTCCTCC

Query

Sbjct 29 19

Complemento de resultados de alineamiento en pares de Citocromo b6f y alelos dominantes

154



. . -100281861-5H
f};g;g;g;§;5H Sequence ID: Query_6326@ Length: &9
Sequence ID: Query_63213 Length: 69 Range 1: 48 to 59

Range 1: 54 to 68
Score:22.9 bits{24), Expect:1.7,
Score:28.3 bits(3@), Expect:@.048, Identities:12/12(108%), Gaps: 8/12(0%] Strand: Plus/Plus
Identities:15/15(100%), Gaps:@/15(®@%), Strand: Plus/Minus
Query 1663 GCCGCCGCCACC 1674
Query 1468 TTCCACTTCATCTCC 1482 [NRRAARNER)

T Sbjct 48 GCCGCCGLCACC 59
Sbjct 68 TTCCACTTCATCTCC
>100344712—4H
>180327484-3H Sequence ID: Query_63216 Length: 69
Sequence ID: Query 63211 Length: 69 Range 1: 35 to 51

Range 1: 31 to 48

Score:22.9 bits(24), Expect:1.7,
Score:27.4 bits(29), Expect:@.14, ) Identities:15/17(88%), Gaps:@/17(®%), Strand: Plus/Minus
Tdentities:18/19(95%), Gaps:1/18(5%), Strand: Plus/Minus
Query 1486 TCACCTGCGACGCCTCC 1422

Query 1432 CCGCCGATCTCCAAGCTCA 1450 TR

CLLEL T i
Sbjct 48 CCGCC-ATCTCCAAGCTCA 31 Sbjet 51 TCATCCGCGACGECTEC 35
>1082B6688-5H >180228373-2H
Sequence ID: Query_63277 Length: 69 Sequence ID: Query_63245 Length: &9
Range 1: 35 to 47 Range 1: 4 to 17
Score:24.7 bits(26), Expect:8.43, Score:22.8 bits(23), Expect:6.8, )
Tdentities:13/13(108%), Gaps: a/13(ag], Strand: Plus/MinusIdentities:13/14(93%), Gaps: 0/14(021, Strand: Plus/Minus
Query 1814 CCTCCACTCCTCC 1826 Query 1167 CGAGGGCGGCTGCT 118@
[LLELELELttt L LPELEEILT]
Sbjct 47 CCTCCACTCCTCC 35 Sbjct 17 CGTGGEGLGGLTGLT
>100339331-6H >100221880-2H
Sequence ID: Query 53215 Length: 69 Sequence ID: Query_63229 Length: 69
Range 1: 32 to 46 Range 1: 4 to 17
Score:23.B bits(25), Expect:1.7, Score:22.8 bits(23), Expect:

.e,
Identities:14/15(93%), Gaps:@/15(@%), Strand: Plus/Minus Tdentities:13/14(93%), Gaps:@/14({0%), Strand: Plus/Minus

Query 1851 TT??TTTTTTTTTTT 165 Query 1167 CGAGGGCGGCTGCT 1188

Sbjct 46 GTGACCCTCTTCCTC 32 . LICTLLLELTT ]

Sbject 17 CGTGGGLGGLTGCT
>100346482-5H
Sequence ID: Query_63282 Length: 69 >180224391-2H
Range 1: 9 to 25 Sequence ID: Query_63227 Length: &9

Range 1: 42 to 55
Score:22.8 bits(24), Expect:1.7,
Identities:15/17(B8%), Gaps:@/17(@%), Strand: Plus/Plus Score:22.8 bits(23), Expect:6.8,
Tdentities:13/14(93%), Gaps:0/14(0%), Strand: Plus/Minus
Query 744 CCGCGCCTACCACGCCC 760
T L Query 1121 TCGGCGACGACGAG 1134

Sbjct @ CCGCTACTACCACGCCC 25 II \IIII\II\I
>108344765-5H >100348533-3H
Sequence ID: Query_63294 Length: 69 Sequence ID: Query_63219 Length: 69
Range 1: 27 to 37 Range 1: 12 to 22
Score:21.1 bits(22), Expect:6.0, Score:21.1 bits{22), Expect:6.0
Identities:11/11{180%), Gaps:@/11(8%), Strand: Plus/Minus Identities:11/11(180%), Gaps:0/11(@%), Strand: Plus/Minus
Query 972 CATCCTCTTCT 982 Query 48B3 CATCACCTCCA 493
LELLEDLTT] [NENRNRARNY
Sbjet 37  CATCCTCTTCT 27 Sbjct 22  CATCACCTCCA 12
>100218345-2H >100283622-Un
Sequence ID: Query 63254 Length: 69 Sequence ID: Query_632081 Length: 69
Range 1: 2 to 12 Range 1: 37 to 47
Score:21.1 bits(22), Expect:6.8, Score:2l.1 bits{22), Expect:6.@
Identities:11/11(100%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Minus Identities:11/11(108%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Minus
Query 1790 CGACCTCCTGC 1888 Query 1584 GCGCTACGCCG 1594
FLLLLILL . LLILLLLL]

Shict 12 CEACCTLLTGE 2 Sbjct 47 GCGCTACGCCG 37
>100222908-2H >102254958-3H
Sequence ID: Query_6324@ Length: 69 Sequence ID: Query_63196 Length: 69
Range 1: 4 to 14 - Range 1: 45 to 55

. ; Score:21.1 bits({22), Expect:6.0,
Score:21.1 bits(22), Expect:6.0, ) ’ )
Identities:11/11(100%), Gaps: e/ll(e%], Strand: Plus/Plus Identities:11/11(18@%), Gaps: B/ll(a%]. Strand: Plus/Minus
Query 1868 AGGAGGTGGCC 1B78 Query 387 TT??T?TTTTT 397
e LA Sbjct 55 CAACGCCCACA 45

Anexo 3. Complemento de resultados de alineamiento en pares de fosfoenolpiruvato carboxikinasa
(PEPCK) y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq
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1

Alignments:

=>180216585-5H

Sequence ID: Query_32447 Length:
Range 1: 1 to 14

69

Score:26.5 bits(28), Expect:8.839,
Identities:14/14(100%),

Query 483 GCTCCTCGGCTGCA 496

Sbjct 14 GCTCCTCGGCTGCA

=>180216585-5H
Sequence ID: Query_32445 Length:
Range 1: 1 to 14

69

Score:26.5 bits(28), Expect:8.839,
Identities:14/14(100%),

Query 483 GCTCCTCGGCTGCA 496

Sbjct 14 GCTCCTCGGCTGCA

=18@353588-Un
Sequence ID: Query_32357 Length:
Range 1: 5@ to 6B

69

Score:26.5 bits(28), Expect:8.839,
Identities:17/19(89%), Gaps:0/19(@0%), Strand:

367 CTCCGCGCCCTCCGCCTCG

[T 1] IIIIIIIIIII
CTCCCCGACCTCCGCCTCG 50

Query 385

Sbjct 68

Anexo 4. Complemento de resultados de alineamiento en pares de Ribulosa bifosfato carboxilasa

Gaps:8/14(8%), Strand:

Gaps:8/14(8%), Strand:

Plus/Minus Identities:11/11(188%),

Plus/Minus

=>108282397-4H
Sequence ID: Query_32333 Length: 69
Range 1: 19 to 38

Score:22.9 bits(24), Expect:0.48,
Plus/Minus Identities:12/12(100%),

Query 267 GTGGATCTGCTA 278
[LLLTTLTLT]

Sbjct 3@  GTGGATCTGCTA 19

=>108313468-5H

Sequence ID: Query_32438 Length: 69

Range 1: 23 to 33

Score:21.1 bits(22), Expect:1.7,

Query 168 CGGCACCTGGA 178

Sbict 33 CGGCACCTGGA

(Rubisco) y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq

I
Alignments:

=100218544-4H

Sequence ID: Query_21388 Length: &9
Range 1: 12 to 25

Score:26.5
Identities:

bits(28), Expect:8.883,
14/14(108%), Gaps:8/14(0%),

CTCCTCCCGTCCAC 26

IIIIIIIIIIII\I
TCCTCCCGTCCAC 12

Query 13

Sbjet 25

Range 2: 18 to 35

Score:24.7 bits(26), Expect:0.29,
Identities:16/18(89%), Gaps: 3!13(8%]. Strand:

857 GCATCACCTTCTCCTCCC B74

NV AREnREnnny|
GCAACCCCTTCTCCTCCC 18

Query

Sbjct 35

>1008288497-2H
Sequence ID: Query_21443 Length: &9
Range 1: 41 to 53

Score:24.7
Identities:

bits(26), Expect:8.29,
13/13(100%),

CGCCTTCCTCGGE 96

RNSRRNRNARES:
CGCCTTCCTCGGC 53

Query B84

Sbjct 41

>188313765-3H
Sequence ID: Query_214@88 Length: 69
Range 1: 28 to 48

Score:24.7 bits(26), Expect:8.29,
Identities:13/13(100%),

525 CGGCCACGAGATG 537

[LLTEETTLTTT
CGGCCACGAGATG 40

Query

Sbjct 28

>188217796-Un
Sequence ID: Query_ 21385 Length: 69
Range 1: 18 to 38

Score:24.7 bits(26), Expect:8.29,
Identities:13/13(100%),

75 GGACACCGCCGCC 87
RNRRNNRNANES

Query

Strand: Plus/Minu

Gaps: 3!13(8%]. Strand: Plus/Plus Tgentities: 12/12(100%)

1

=180219863-2H

Sequence ID: Query_2145@ Length: 69
Range 1: 25 to 36

Score:22.9 bits(24), Expect:1.0,
Identities:12/12(188%),

338 CCAAGGCCGCCA 349

LT
CCAAGGCCGCCA 36

Query

Sbjct 25

Range 2: 25 to 3B

Score:22.8 bits(23),

Expect:3.5,
PLlus/Minus Tgentities:13/14(93%),

Gaps: 8!14(8&]

347 CCAAGGLCGCCGGC 360

[LELLTTLTT T
CCAAGGCCGCCAGC 38

Query

Sbjct 25

=18@345720-3H
Sequence ID: Query_21417 Length: 69
Range 1: 19 to 3@

Score:22.9 bits(24), Expect:1.0,

149 CCGCCCCGTCCC

ILLTTLITTT T
CCGCCCCETCCC 19

Query 16@

Sbjct 30

Range 2: 12 to 26

Score:22.8 bits(23),
Identities:15/16(04%),

Expect:3.5,
Gaps: 1116(6&]

Gaps:@/13(@%), Strand: Plus/Plus

612 CCCGTCCCGCCGCATG

[LLTTLTELEL I
CCCGTCCCGCC-CATG

Query 627

Sbjct 26

=180283217-3H
Sequence ID: Query_21399 Length: 69
Range 1: 14 to 25

Score:22.9 bits(24), Expect:1.@,
Identities:12/12(188%),

Gaps:@/13(@%), Strand: Plus/Plus

209  AGACCCTCCGCC

FLLLLTTLTT
AGACCCTCCGCC 25

Query 228

Sbjct 14

156

Gaps:@/12(0%),

Gaps:@/11(0%),

Gaps: 0!12(8%].

Gaps: 0!12(8%]. Strand:

Stramd: Plus/Minus

Stramd: Plus/Minus

Strand: Plus/Plus

Strand: Plus/Plus

Plus/Minus

Strand: Plus/Minus

Gaps:@/12(@%), Strand: Plus/Plus



>108362495-3H
Sequence ID: Query_21424 Length: 69
Range 1: 53 to 63

Score:21.1 bits(22), Expect:3.5,
Identities:11/11(108%), Gaps:8/11(8%), Strand: Plus/Plus

Query 185 CCGCCTCCTCC 195
IIIIIIIIII

Sbjct 53 63

|
Range 2: 54 to 64 >1BB2B66BB-5H

Sequence ID: Query_21477 Length: 69
Score:21.1 bits(22), Expect:3.5, Range 1: 43 to 56

Identities:11/11(1@8@8%), Gaps: Bfll(a%] Strand: Plus/Plus
Score:22.0 bits(23), Expect:3.5,
Query 243 CGCCTCCTCCG 253 Identities:13/14(93%), Gaps:@/14(@%), Strand: Plus/Minus
[RESERRAENY
Sbjct 54 CGCCTCCTCCG 64 Query 179 GCTCCACCGCCTCC 192

I LT
Sbjct 56  GCCCCACCGCCTCC 43

>108313839-4H
Sequence ID: Query_21489% Length: 69

Range 1: 43 to 53 =1@8A2830812-5H
Sequence ID: Query_21512 Length: 69
Score:21.1 bits(22}, Expect:3.5, Range 1: 21 to 31

Identities:11/11(108%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Minus
Score:21.1 bits{22), Expect:3.5,
Query 187 AGGCCAAGAAG 117 Identities:11/11(188%), Gaps:0/11(@%), Strand: Plus/Plus
[LLETEETT
Sbjct 53 AGGCCAAGAAG 43 Query BB8B CATCGCCACCA 898

[ILEELTLT
Sbjct 21  CATCGCCACCA 31

=1083120883-6H
Sequence ID: Query_21485 Length: 69

Range 1: 39 to 49 =>1882208259-5H
Sequence ID: Query_21489 Length: 139
Score:21.1 bits(22), Expect:3.5, Range 1: 87 to 97

Identities:11/11(108%), Gaps:8/11(8%), Strand: Plus/Plus
Score:21.1 bits(22), Expect:3.5,
Query 57% CCTCCTCATGG 589 Identities:11/11(100%), Gaps:8/11(®%), Strand: Plus/Plus
[LLETLLTT T
Sbjct 39 CCTCCTCATGG 49 Query 131 TGCGCACCCAG 141

PLEETTELLL
Sbjct 87  TGCGCACCCAG 97

=>188218478-Un
Sequence ID: Query_21387 Length: &9

Range 1: 42 to 52 =>188362586-5H
Sequence ID: Query_21474 Length: 69
Score:21.1 bits(22), Expect:3.5, Range 1: 7 to 17

Identities:11/11(108%), Gaps:8/11(8%), Strand: Plus/Plus
Score:21.1 bits(22), Expect:3.
Query 1069 TCCGCCTCCTT 1879 Identities:11/11(100%), Gaps: 3!11(3%]. Strand: Plus/Minus

Chir A7 Lllllllllli [ Ouerv 14 TCCTCCCGTCC
Anexo 5. Complemento de resultados de alineamiento en pares de Protoclorofllldo Oxido Reductasa A

(PORA) y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq
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Alignments:

>108219455-4H

Sequence ID: Query_ 53793 Length:
Range 1: 58 to 65

69

Score:25.6 bits(27), Expect:8.29,

|

>108283812-5H

Seguence ID: Query_53916 Length: &9
Range 1: 21 to 31

Identities:15/16(94%), Gaps:®/16(@%), Strand: Plus/Plus Score:2l.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:11/11(100%), Gaps:8/11(0%), Strand: Plus/Plus
Query 129 CGGCCTCCGCACCAAG 144
P Query 989 CATCGCCACCA 919
Sbjct 5@ CGACCTCCGCACCAAG 65 . [TLLLLTTLT
Skjct 21 CATCGCCACCA 31
=10@362506-5H
Sequence ID: Query_53878 Length: 69
Range 1: 7 to 19 Range 2: 37 to 47
Score:24.7 bits(26), Expect:8.29, Score:21.1 bits(22), Expect:3.6, )
Identities:13/13(100%), Gaps:8/13(@%), Strand: Plus/Minuldentities:11/11(100%), Gaps:8/11(0%), Strand: Plus/Minus
Query 24 CTTCCTCCCGTCC 36 Query 854 CCTCCTCTTCC 964
[LLEEELEL L [LLELTTTTT
Sbjct 19 CTTCCTCCCGTCC 7 sbjct 47 ccrccTeTTee 37
=108356515-6H >1083624595-3H
Sequence ID: Query_53826 Length: &3 Sequence ID: Query_ 53828 Length: &9
Range 1: 22 to 34 Range 1: 54 to 64
Score:24.7 bits(26), Expect:0.20, Score:21.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:13/13(108%), Gaps:®/13(@%), Strand: Plus/MinuIdentities:11/11(180%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus
Query 648 CCTCATCATCGTG 660 Query 267 CGCCTCCTCCG 277
[TLLETETLT [LLLTELTLT
Sbjct 34 CCTCATCATCGTG 22 Sbjct 54 CGCCTCCTCCG 64
=>108217218-4H >108328316-4H
Sequence ID: Query_53788 Length: 69 Sequence ID: Query_53816 Length: &9
Range 1: 32 to 43 Range 1: 24 to 34
Score:22.9 bits(24), Expect:1.9, Score:21.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:12/12(100%), Gaps:8/12(@%), Strand: Plus/PlusIdentities:11/11{100%), Gaps:@/11(0%), Strand: Plus/Plus
Query 767 CCGCCATGATCG 778 Query 682 GCGAGCTCCTC 612
| FEEEEEEEEET [NNARNERRNE
>108283012-5H
Seguence ID: Query_53916 Length: 69
Range 1: 21 to 31
Score:21.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:11/11(1@@%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus
Query 9089 CATCGCCACCA 919
LILLELLTT
Sbjct 21 CATCGCCACCA 31
Range 2: 37 to 47
Score:21.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:11/11(180%), Gaps:0/11(@%), Strand: Plus/Minus
Query 954 CCTCCTCTTCC 964
[TTETIIT
Sbjct 47 CCTCCTCTTCC 37
1
=100218478-Un
Sequence ID: Query_53791 Length: 69
=188362485-3H Range 1: 41 to 51
Sequence ID: Query_53828 Length: 69
Range 1: 54 to 64 Score:21.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:11/11(100%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus

Score:21.1 bits({22), Expect:3.6,

Identities:11/11(18@%), Gaps:0/11(8%), Strand: Plus/Plusquery 949 TTCCGCCTCCT 959

Query 267 CGCCTCCTCCG 277 Shjct 41 -I—I—ééééé-l—éé-l— 51
[LLLELLTL

Sbjct 54 CGCCTCCTCCG 64

>108328316-4H
Sequence ID: Query_53816 Length:
Range 1: 24 to 34

69

Score:21.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:11/11(1@0%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus

Query 682 GCGAGCTCCTC

612

Range 2: 42 to 52

Score:21.1 bits(22), Expect:3.6,
Identities:11/11(100%),

Query 1898 TCCGCCTCCTT 1l@e

Sbjct 42 TCCGCCTCCTT

Gaps:0/11(®%), Strand: Plus/Plus

Anexo 6. Complemento de resultados de alineamiento en pares de Protoclorofilido Oxido Reductasa B
(PORB) y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq
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Alignments:

=100327445-5H

Sequence ID: Query_l1788BE Length: &89
Range 1: 35 to 69

Score:34.6 bits{(37),
Identities:29/35(83%),

Expect:7e-04,

Query 788 GCTCCCGCGC——CGGCGGCGACGACGCCGACGACG
T Query 485 CCGCCGCCTCGTGC 418

Sbjet 35

=100344712-4H
Sequence ID: Query_ 17834 Length: 69
Range 1: 18 to 36

Score:31.8 bits{33), Expect:08.809,
Identities:18/19(95%), Gaps:0/19(0%),
Query B832 CTCACCGACGAGCAGGTGG

LU DL
CTCTCCGACGAGCAGGTGG 36

850

Sbjct 18

Range 2: 14 to 27

Score:22.0 bits(23), Expect:4.6,
Identities:13/14(93%),

Query 714 CGTGCTCTCCGACG

[L LT
CGGGCTCTCCGACG 27

727

Sbjct 14

Range 3: 56 to 66

Score:21.1 bits({22), Expect:4.6,
Identities:11/11(180%),

Query 1209 GCACAAGTTCG

ILLLEL T
GCACAAGTTCG 66

1219

, Sbjct 56
=188219455-4H
Sequence ID: Query_17887 Length: 69
Range 1: 41 to 53

Score:24.7 bits{26), Expect:2.38,
Identities:13/13(100%),
887 CGACGCCGACGAC

[LLLTLLELT ]
CGACGCCGACGAC 53

Query 819

Sbjct 41

Range 2: 47 to 57

Score:21.1 bits(22), Expect:4.6,
Identities:11/11(10@%),

762 CGACGACCTCC 772

LU
CGACGACCTCC 57

Query

Sbjct 47

=108283012-5H
Sequence ID: Query_1793@ Length: 69
Range 1: 33 te 51

Score:22.9 bits(24), Expect:1.3,
Identities:1B/21(86%),

TCTTCCTCCTCCTCTGCATCC 28

PILELTELEEL 1 T
Sbjct 51 TCTTCCTCCTCTTC-—CATCC 33

Query &

=188216585-5H
Sequence ID: Query_ 17929 Length: 69
Range 1: 2 to 13

Score:22.9 bits(24), Expect:1.3,
Tdentities:12/12(100%),

Query 769 CTCCTCGGCTGC 78@
[LITIEETLTT

Sbjct 13 CTCCTCGGCTGE 2

Range 2: 2 to 13

Score:22.9 bits(24), Expect:l

Tdentities:12/12(100%),

Query 244 CTCCTCGGCTGC 255

GCTCCCGLGETTCGLCGACGCCEACGLCCALGLLE

Gaps:0/14(@%), Strand: Plus/Plus Identities:22/27(81%),

Gaps:®/13(@%), Strand:

Gaps:@/11(@%), Strand:

Gaps:2/21(9%), Strand: Plus/Minus

Gaps:8/12(8%), Strand:

.3,
Gaps:8/12(8%), Strand:

=188286471-5H
Sequence ID: Query_17925 Length: &9
Range 1: 14 to 27

Gaps:2/35(5%), Strand: Plus/PlusScore:26.5 bits(28), Expect:0.11,

Identities:14/14(100%), Gaps:0/14(@%), Strand: Plus/Plus

820

69 ILLELLETTLTT
Sbjct 14  CCGCCGCCTCGTGC 27

Range 2: 12 to 23

Score:22.9 bits(24), Expect:1.3,

Identities:12/12(108%), Gaps:@/12(@%), Strand: Plus/Plus

Strand: Plus/Plus

697 CGCCGCCGCCTC

LLLELLETDLL
CGCCGCCGCCTC 23

Query 7e8

Sbjct 12

=188212948-5H
Sequence ID: Query_17897
Range 1: 29 to 53

Length: 69

Score:24.7 bits(26), Expect:8.38,
Gaps:2/27(7%), Strand: Plus/Plus
1373 CCTCCGACGACGTGGAGTACTCCCCGT 1389

PLLELEREEET T LT
CCTCCGACGACTCGAAG--CTCCCCGT 53

Query

Sbjct 29

>188339331-6H
Sequence ID: Query_17833 Length: &9
Range 1: 28 to 45

Gaps:@/11(0%), Strand: Plus/PluSC0re:24.7 bits(26), Expect:@.3

8,
Identities:16/18(89%), Gaps:8/1B{8%), Strand: Plus/Minus

Query 2 TGGCCTTCTTCCTCCTCC 19

- LLILLL
|
=100216585-5H
Sequence ID: Query_17927 Length: 69
Range 1: 2 to 13

Score:22.9 bits(24), Expect:1.3,

PLus/PLUS rdentities:12/12(100%), Gaps:@8/12(0%),

Strand: Plus/Minus
CTCCTCGGLTGC

[NNRRNRNARY
CTCCTCGGETGE 2

Query 769 780

Shjct 13

Range 2: 2 to 13
Score:22.9 bits(24), Expect:1.3,

Plus/Plus Identities:12/12(1@@%), Gaps:@/12(@%), Strand: Plus/Minus

Query 244 CTCCTCGGCTGC 255
NNRRNRRARS

Sbjet 13  CTCCTCGGCTGC 2

=1808362506-5H
Sequence ID: Query_178392
Range 1: 33 to 44

Length: &9

Score:22.9 bits(24), Expect:1.3,

Identities:12/12(18@%), Gaps:@/12(@%), Strand: Plus/Plus
Query 1253 ACACCTTCACCC

ILLLLIETTTT
ACACCTTCACCC 44

1264

Sbjct 33

=100217796-Un
Sequence ID: Query_17883 Length: 69
Range 1: 24 to 35

Score:22.9 bits(24), Expect:1.3,

Identities:12/12(1@8%), Gaps:@/12(8%), Strand: Plus/Minus
Plus/Minus

Query 794 GCGCCGGCGGLG

LLLELLELLET
GCGCCGGCGGEE 24

B@5

Sbjct 35

=100215297-6H
Sequence ID: Query_17888
Range 1: 52 to 65

Length: &9

Score:22.8 bits(23), Expect:4.6,
Plus/Minus Identities:13/14(93%), Gaps:0/14(0%), Strand: Plus/Plus

TCTTCCTCCTCCTC 21

NN ARy
Sbict 52 TCCTCCTCCTCCTC

Query 8
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=100218345-2H

>1808213703-5H Seguence ID: Query_ 17872 Length: &9
Sequence ID: Query_17926 Length: 69 ange 1: 28 to 38
Range 1: 30 to 44 Score:2l.1 bits(22), Expect:4.6,

Identities:11/11(188%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Plus
Score:21.1 bits(22), Expect:d.6,
Identities:11/11(100%), Gaps:8/11(0%), Strand: Plus/Plus Juery 1127 TTTTTT{TTTT 1137
Query 459 GCCGACGGCGA 509 Sbict 28 AGGGCTTCCTC

LTI
Sbjct 30  GCCGACGGCGA 4@
=10@359086-3H
Seguence ID: Query_ 17841 Length: &9
lange 1: 17 to 27

>10@315532-5H Score:21.1 bits(22), Expect:4.6,
Sequence ID: Query_17923 Length: 69 Identities:11/11(188%), Gaps:@/11(8%), Strand: Plus/Plus

Range 1: 3@ to 48
Juery 186 TTCCTCTCCTC 2086

Score:21.1 bits(22), Expect:4.6, sbiet 17 44&&4&#&&#& 27

Identities:11/11(100%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Plus

Query 499 GCCGACGGCGA 509 -100353580-Un

) [T Sequence ID: Query 17839 Length: 69
Sbjct 30  GCCGACGGCGA 40 Range 1: 51 to 61

score:21.1 bits(22), Expect:4.6,
Identities:11/11(1@@%), Gaps:@8/11(@%), Strand: Plus/Minus

>10@313106-5H Juery 395 ACCTCCGCCTC 485
Sequence ID: Query_17922 Length: 69 [ERRRRRAAN]

Range 1: 30 to 40 Sbjct 61  ACCTCCGCCTC 51

Score:21.1 bits(22), Expectid.6,
Identities:11/11(100%), Gaps:0/11(@%), Strand: Plus/Plus .ipp327484-3H

Seguence ID: Query_ 17829 Length: &9
Query 459 GCCGACGGCGA 509 Range 1: 5 to 15

sbjct 30 ééééﬁéééééA a0 score:21.1 bits(22), Expect:4.6,

Identities:11/11(1@@%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Minus
Juery 969 CGCCGCCATCC 979
FLLLTLLLLL
~100286688-5H sbjet 15  CGCCGCCATCC 5
Sequence ID: Query_17895 Length: 69
Range 1: 15 to 25
~100312967-6H
Score:21.1 bits(22), Expect:4.6, Sequence ID: Query_17825 Length: &9
Identities:11/11(100%), Gaps:0/11(8%), Strand: Plus/Plus lange 1: 53 to 63
Score:21.1 bits(22), Expect:4.6,
Query 916 GTGAAGTACCT 926 Identities:11/11(18@%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Minus

[LLLETLL
Sbjct 15  GTGAAGTACCT 25 Juery 1278 CGTGCACGCCT 1288

[T
sbjct 63 CGTGCACGCCT 53

Range 2: 43 to 53 =100223286-Un
seqguence ID: Query_ 17813 Length: &9

Score:21.1 bits(22), Expect:4.6, jange 1: 4 to 14

Identities:11/11(100%), Gaps:@/11(0%), Strand: Plus/Minusscore:21,1 bits{22), Expect:4.6
Identities:11/11(180%), Gaps:@8/11{8%), Strand: Plus/Minus

Query 898 CCACCGCCTCC Gea
T Juery 636 GGGCTACAACT 646

sbjct 53 CCACCGLCTCC 43 wmice 10 e S
>108219528-Un

Sequence ID: Query_17888 Length: &9
Range 1: 59 to 69

Score:21.1 bits(22), Expect:4.6,
Identities:11/11(108%), Gaps:®/11(@%), Strand: Plus/Minus

Query 1048 CGCGTGATCCT 1058
FEVLLLTLELTL

Sbict &9 CGCGTGAtCCT 52 L. .
Anexo 7. Complemento de resultados de alineamiento en pares de Acido abscisico (ABA) y alelos

dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq
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Alignments:

>188217138-3H

Sequence ID: Query_38997 Length: 693
Range 1: 12 to 24

Score:24.7 bits(26), Expect:0.13,
Identities:13/13(10@%), Gaps:8/13(@%), Strand: Plus/Plus

Query 356 GCGGCGAGCAGGC 368

Sbjct 12  GCGGCGAGCAGGC 24

>1806228373-2H
Sequence ID: Query_39@59 Length: 69
Range 1: 15 to 26

Score:22.9 bits(24), Expect:0.44,
Identities:12/12(10@%), Gaps:8/12(@%), Strand: Plus/Plus

Query 152 ACGCCGAGGCCC 163

Sbjet 15  ACGCCGAGGCCC 26

>100822188@-2H
Sequence ID: Query_39@43 Length: 69
Range 1: 15 to 26

Score:22.9 bits(24), Expect:0.44,
Identities:12/12(108%), Gaps:8/12(@%), Strand: Plus/Plus

Query 152 ACGCCGAGGCCC 163

Sbjct 15  ACGCCGAGGCCC 26

>1008214710-2H
Sequence ID: Query_39@48 Length: 69
Range 1: 48 to 50

Score:21.1 bits(22), Expect:1.5,
Identities:11/11(108%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus

Query 4B6 GATCACCAAGC 436
[ITETEEELT

Chir+ AR CATPACCAACE

Anexo 8. Complemento de resultados de alineamiento en pares de Ycf3 y alelos dominantes (SNPs)

encontrados en Dartseq

=>100356515-6H
Sequence ID: Query_39836 Length: 69
Range 1: 48 to 58

Score:21.1 bits(22), Expect:1.5,
Tdentities:11/11(18@%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Plus

353 ACCGCGGCGAG 363

[LLLLELTT
ACCGCGGLGAG 58

Query

Sbjct 48

=108348533-3H
Sequence ID: Query_39833 Length: 69
Range 1: 56 to 66

Score:21.1 bits(22), Expect:1.5,
Identities:11/11(100%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Plus
384 CTCCGAGATCG 394

ERRNARRNRN
CTCCGAGATCG 66

Query

Shjct 56

>108223286-Un
Sequence ID: Query_39889 Length: &9
Range 1: 15 to 25

Score:21.1 bits(22), Expect:l.5,
Identities:11/11(100%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus

238 ACATCGGCCTC

[T
ACATCGGLCTC 25

Query 240

Sbjct 15

=>100220037-4H
Sequence ID: Query_39885 Length: 69
Range 1: 3 to 13

Score:21.1 bits(22), Expect:1.5,
Identities:11/11(180%), Gaps:@/11(8%), Strand: Plus/Plus

Query 412 CAGGCCGCCGA 422

Sbject 3 CAGGCCGCCGA 13
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Alignments: !

>100327445-5H
>100217796-Un Sequence ID: Query_35734 Length: 69
Sequence ID: Query_35649 Length: 69 Range 1: 34 to 44
Range 1: 23 to 36

Score:21.1 bits(22), Expect:2.6,
Score:26.5 bits(28), Expect:0.061 Tdentities:11/11(188%), Gaps:8/11(8%), Strand: Plus/Plus

126, ’ H'B ,
Identities:14/14(100%), Gaps:@/14(0%), Strand: Plus/Plusquery 227 AGCTCCCGEGE 237
ITLELLTLT

Query 14 CCGCCGCCGGCGCC 27 Sbjct 34  AGCTCCCGCGC 44

FECEEEEETT
Sbjct 23 CCGCCGCCGGCGLC 36

Range 2: 47 to 57

Score:21.1 bits({22), Expect:2.6

>100222126-Un Identities:11/11(180%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Plus

Sequence ID: Query_35657 Length: 69

Range 1: 17 to 33 Query 816 CGCCGACGCCG B26
. [LLTLEELLT

Score:22.9 bits(24), Expect:0.74, Sbict 47 CGCCGACGLLG 57

Identities:15/17(88%), Gaps:®8/17(@8%), Strand: Plus/Plus

Query 43 CTCCCGATCTCCCACCT 58
LT Range 3: 53 to 63

| [111]
Sbjct 17 CTCCGAATCTCCCACCT 33 Score:21.1 bits(22), Expect:2.6

-6,
Identities:11/11(188%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus

Query 816 CGCCGACGCCG 826
- [NENARRRRAN
=100353580-Un Sbjct 53  CGCCGACGCCG 63
Seguence ID: Query_35685 Length: 69
Range 1: 15 to 41

Score:22.8 bits(23), Expect:2.6,

Tdentities:21/27(78%), Gaps:4/27(14%), Strand: Plus/Min, "ono® 4+ 59 te 69

Score:21.1 bits(22), Expect:2.6,
Query 16 GCCGCCGGCGCC--—-TCCACCATGTC 38 Identities:11/11{188%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus
P LT [ILELTTTTT
Sbjct 41 GCCGTCGGCGTCCTTGTCCACCATGTC 15 Query B16 CGCCGACGLLG 826

[LLTEEELTT
Sbjct 59  CGCCGACGCCG 69

=100285815-4H =10@213818-2H

Sequence ID: Query_ 35667 Length: 69 Sequence ID: Query_35715 Length: &9
Range 1: 43 to 56 Range 1: B to 18
Score:22.8 bits(23), Expect:2.6, Score:21.1 bits(22), Expect:2.6

Identities:13/14(93%), Gaps:@/14{0%), Strand: Plus/Plus Identities:11/11{188%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Minus
Query 243 CACCCTCACCC 253

Query 201 CGTGGACGAGGAGA 214 LITELTLTT

| LErrrerrrrnrnd Sbjct 18 CACCCTCACCC &8

>100328896-6H

Sequence ID: Query_35677 Length: 69

Range 1: 11 to 21

Score:21.1 bits(22), Expect:2.6,
Identities:11/11(1@8%), Gaps:8/11(08%), Strand: Plus/Minus

Query & CATCGCCGCCG 16

[LLLLITTTL
Sbjet 21 CATCGCCGCCG 11

>188312967-6H
~1003274B4-3H Sequenc? ID: Query_35671 Length: &9
Sequence ID: Query_35675 Length: 69 Range 1: 56 to 66

Range 1: 31 to 41 .
Score:21.1 bits{22), Expect:2.6,

Score:21.1 bits(22), Expect:2.6, Identities:11/11(10@%), Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Minus
Identities:11/11(100%), Gaps:8/11(0%), Strand: Plus/Minus
Query 492 CTTCGTGCACG 582
Query 174 CTCCAAGCTCA 1B4 LT
T Sbjct 66 CTTCGTGCACG 56
Sbjct 41 CTCCAAGCTCA 31

=10@8215297-6H

>108314698-6H Sequence ID: Query_35646 Length: 69
Sequence ID: Query_35674 Length: 69 Range 1: 4 to 14
Range 1: 19 to 20

Score:21.1 bits(22), Expect:2.6,

Score:21.1 bits(22), Expect:2.6, Identities:11/11(100%), Gaps:0/11(@%), Strand: Plus/Plus

Identities:11/11(1@8%), Gaps:8/11(08%), Strand: Plus/Minus

ery 781 eSS T NI
Sbict 29 TGCCTCATCCC 18 Sbjct 4 AGATGGCCGCC 14

Anexo 9. Complemento de resultados de alineamiento en pares de proteina stay green inducible a la

senescencia y alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq
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Alignments:

>1002B6368-5H

Sequence ID: Query_33822 Length: 69
Range 1: 53 to 69

|

>188320169-3H

Sequence ID: Query_32956 Length: &9
Range 1: 48 to 60

Score:24.7 bits(26), Expect:@.39,

Score:27.4 bits(29), Expect:@.11, Identities:13/13(18@%), Gaps:8/13(8%), Strand: Plus/Minus
Identities:16/17(94%), Gaps:@/17(0%), Strand: Plus/Plus
Query 597 CGGCGCGGCTGAC 683
Query 1288 CATCGCATGCATGCATG 1304 FULEELELTL LT
T Sbjct 6@ CGGCGCGGCTGAC 48
Sbjct 53 CATCACATGCATGCATG 69
Range 2: 1 to 11
Range 2: 58 to GO
Score:21.1 bits({22), Expect:4.8,
Score:22.9 bhits{24), Expect:1.4, Identities:11/11{18@%), Gaps:8/11(8%), Strand: Plus/Minus
Identities:12/12(100%), Gaps*2@/12(@%), Strand: Plus/Minus
Query 392 AAGCAGCTGCA 482
Query 1203 CATGCATGCATG 13@4 FITEEELTT
|||||||||||| Sbjet 11 AAGCAGCTGCA 1
Sbjct 69 CATGCATGCATG 58
>10@283956-3H
>188222957-6H Sequence ID: Query_32944 Length: &9
Sequence ID: Query_32936 Length: 69 Range 1: 9 to 21
R 1: 51 to 67
ange ° Score:24.7 bits(26), Expect:0.39,
Score:25.6 bits(27), Expect:@.39, Identities:13/13(100%), Gaps:@/13(@%), Strand: Plus/Plus
Identities:17/18(84%), Gaps:1/18(5%), Strand: Plus/Plus Query 1602 CAGCCATGGCGGC 1014
[LLLLLITLLLL
Query 1286 TTTTTCTTTT?TTTTTTT 1383 Sbjct 9 CAGCCATGGLGGE
Sbjct 51 GCCAT-GCATGCATGCAT 67
>1008218865-4H
Sequence ID: Query_32928 Length: 6%
R 1: 5 to 16
Range 2: 53 to B5 angs °
. . Score:22.9 bits(24), Expect:1.4,
Score:24.7 bits(26), Expect:8.39, Identities:12/12(100%), Gaps:@/12(0%), Strand: Plus/Minus
Identities:13/13(100%), Gaps:@/13(@%), Strand: Plus/Minus
Query 48 GCACGCACACGC 59
Query 1292 GCATGCATGCATG 1384 LT
[LLLETTETTTT Sbjct 16 GCACGCACACGC
Sbjct 65 GCATGCATGCATG 53
>1808217796-Un
Sequence ID: Query_32927 Length: &9
Range 3: 53 to 65 Range 1: 48 to 51
Score:24.7 bits(26), Expect:08.39, Score:22.9 bits(24), Expect:1.4,
Identities:13/13(100%), Gaps:@/13(®%), Strand: Plus/Plus Identities:12/12(100%), Gaps:@/12(@%), Strand: Plus/Minus
Query 1293 CATGCATGCATGC 1385 Query 1165 GCCGCCGCAGTG 1176
[TLEEETELT . [LLLLEETTTT
Sbjct 53 CATGCATGCATGC 65 Sbjet 51 GCCGCCGCAGTG 4@
Range 4: 53 to 67 Range 2: 50 to 60
Score:23.8 bits(25), Expect:1.4, Score:21.1 bits{22), Expect:4.8,
Identities:14/15(93%), Gaps:@/15(0%), Strand: Plus/Minus Ldentities:11/11(100%), Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/Plus

Query 1294 ATGCATGCATGCGTG 1388
ILLLTLLTTTEL

Shirt AT ATArATRrATRIATAR B3

Query 1534 GCTGCAACAAG 1544
LELETLT

[
Sbjct 50  GCTGCAACAAG 6@

Anexo 10. Complemento de resultados de alineamiento en pares del gen de proteina stay green (SGR) y
alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq (Parte I)
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=108@327445-5H
Sequence ID: Query_33812 Length: 69
Range 1: 15 to 30

Score:22.@ bits(23), Expect:4.8,
Identities:15/16(94%),

Query 634 CGCC-GCGCAGCTGCA 648
PELE TELEELLLLT

Sbjet 15  CGCCAGCGCAGCTGCA 3@

Range 2: 47 to 57

Score:21.1 bits(22), Expect:4.8,

Identities:11/11{1808%), Gaps:8/11{8%),

Query 1147 CGCOGACGCCG 1157
LLETLTLTTT

Sbjct 47 CGCCGACGCCG 57

Range 3: 53 to 63

Score:21.1 bits(22), Expect:4.8,

Identities:11/11(180%),

1147 CGCOGACGCCG

[EERRRNNN
CGCCGACGCLG

Query 1157

Sbjct 53 63

Range 4: 59 to 69

Score:2l.1 bits(22), Expect:i4.8,
Identities:11/11(18@%),

1147 CGCOGACGCCG

[EERRRNNN
CGCCGACGCLG

Query 1157

Sbjct 59 69

=188311960-5H
Sequence ID: Query_33023 Length: 69
Range 1: 15 to 25

Score:21.1 bits(22), Expect:4.8,
Tdentities:11/11{108%),
53 CACACGCGACC

LLLEITLLTL
CACACGCGACC 15

Query 63

Sbject 25

>10@36@625-5H
Sequence ID: Query_332815 Length:
Range 1: 56 to 66

69

Score:21.1 bits(22), Expect:z4.8,
Identities:11/11(10@%), Gaps:0/11(@%),

1838 GGCCGCGGACG

[LLTITELT
GGCCGLGGACG

Query 1848

Shict 56

=108220062-4H
Sequence ID: Query_32834 Length:
Range 1: 54 to 64

66

69

Score:21.1 bits(22), Expect:4.B,
Identities:11/11(100%),
Query 821 GCGTTCGTGCA

[ENARRNRRNY
GCGTTCGTGCA 54

831

Sbjct 64

Gaps:1/16(6%), Strand: Plus/Plus

>100286130-5H
Sequence ID: Query_33086
Range 1: 2 to 12

Score:21.1 bits(22),
Identities:11/11(108%),

le@l GCAGCCATGGC

[LEELEETLL
GCAGCCATGGC

Query

Sbjct 2

>180281861-5H
Seguence ID: Query_33002
Range 1: 51 to 61

Length: 69

Expect:4.8,
Gaps:8/11(8%), Strand:

1011

12

Length: 69

Score:21.1 bits(22), Expect:4.8

Strand: Plus/Plus rgentities:11/11(100%),

1267 GCGGTGGCGGC

TLLLELTLT
GCGETGGCEGC

Query

Sbjet 61

=>10@353580-Un
Sequence ID: Query_320963
Range 1: 15 to 25

Identities:11/11(108%),
359 TCCACCATGTC

RN NARN
TCCACCATGTC

Query

Sbjct 25

>180314698-6H
Seguence ID: Query_32952
Range 1: 19 to 20

Identities:11/11(100%),
1112 TGCCTCATCCC

PLLLELTLLT
TGCCTCATCCC

Query

Sbjet 29

=>108312967-6H
Sequence ID: Query_32049
Range 1: 38 to 48

Identities:11/11(108%),
1868 CGCGGCGGTGC

FLLELLELLL
CGCGGLGGTGC

Query

Sbjct 48

>180285019-4H
Seguence ID: Query_32945
Range 1: 46 to 56

i Score:21.1 bits(22),
Strand: Plus/PlUs rgentities:11/11(100%),

535 GGACGAGGAGA
LLLLEETETT

ARAMGARGARA

Query

Shirt 4R
=1808215297-6H
Sequence ID: Query_32924
Range 1: 4 to 14

Gaps:8/11(0%), Strand:

1277

51

Length: 69

Gaps:B/11{@%), Strand: Plus/Plus Score:21.1 bits(22), Expect:4.8
Gaps:8/11(8%), Strand:

369

15

Length: 69

Gaps:@/11{0%), Strand: Plus/Plus g.pre.21.1 bits(22), Expect:4.8,
Gaps:8/11(0%), Strand:

1122

19

Length: 69

Gaps:B/11{8%), Strand: Plus/Minus Score:21.1 bits(22), Expect:4.8,
Gaps:8/11(0%), Strand:

1878

38

Length: 69

Expect:4.8,
Gaps:8/11(0%), Strand:

545

LT3

Length: &9

Score:21.1 bits(22), Expect:4.8,

Gaps:@/11(@%), Strand: Plus/MimniIdentities:11/11(108%),

Query 1148 AGATGGCCGCC

Sbjct 4 AGATGGCCGCC

1158

14

Plus/Plus

Plus/Minus

Plus/Minus

Plus/Minus

Plus/Minus

Plus/Plus

Gaps:8/11(@%), Strand: Plus/Plus

Anexo 11. Complemento de resultados de alineamiento en pares del gen de proteina stay green (SGR) y
alelos dominantes (SNPs) encontrados en Dartseq (Parte 11)
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Xl.  PERSPECTIVAS

Profundizar en el estudio en las caracteristicas estomaticas, variables determinadas con
tecnologia infrarroja de las progenies de cebada forrajera y su relacion en la tolerancia a

sequia, calor y otras condiciones adversas.

Llevar a cabo més ciclos de produccion de semilla en nuevas localidades en ambientes
semidridos, para recomendar un sistema de produccion de semillas de cebada forrajera en

Noreste de México

Realizar estudios sobre evaluaciones de fechas de aplicacion, tipo de fertilizante y
disponiblidad hidrica para mejorar el sistema de producciéon de forraje y semilla en

condiciones semiaridas.

De las progenies sobresalientes, realizar las respectivas evaluaciones de caracteristicas
de planta, grano y recomendaciones de produccion de semilla, para el registro de nuevas
variedades de cebada forrajera ante el Servicio Nacional de Inspeccion y
Comercializacion de Semillas (SNICS).

Realizar investigaciones sobre la asociacion del indice de verdor (NDVI) y el contenido

de minerales de forraje en las progenies de cebada forrajera.
Generar el estudio de alineamiento de secuencias del resto de SNPs con otras
biomoléculas involucradas en otras actividades metabolicas de la planta, como resistencia

a enfermedades, tolerancia a sequia y salinidad.

Realizar estudios de identificacion de secuencias que no se encuentren registradas en el

GenBank y puedan ser aptentadas.
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Resumen

En el noreste de México es necesario tener variedades de cebada adaptadas a climas extremos como
alternativa en la produccion de forraje. Para la estimacion de biomasa, existen sensores infrarrojos
remotos que no han sido aplicados en cebadas forrajeras. Los objetivos fueron caracterizar, agrupar
y seleccionar lineas de cebada forrajera imberbe, y estimar la asociacion de sensores con el
rendimiento. Se evaluaron 45 lineas contra variedades comerciales en dos municipios del estado de
Coahuila, durante el otofio-invierno 2016-17; se realizd un disefio alfa-latice con tres repeticiones,
se determind rendimiento de forraje, altura de planta, etapa fenolégica, y como sensores infrarrojos
un termometro IP-54, un GreenSeeker™ para indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI)
y un SPAD-420 para contenido de clorofila; evaluando en dos muestreos. Se realizd un andlisis
parcelas subdivididas para variables, correlaciones para estimacion de relacién y un analisis de
multivariados por muestreo. Los resultados indicaron diferencias altamente significativas en
rendimiento entre genotipos, localidades e interacciones. Las lineas 6, 43, 44, 40 y 1 presentaron
caracteristicas deseables de produccidn forrajera. El analisis de conglomerados a 75 y 90 dds retuvo
cinco y siete grupos de interés respectivamente, marcando diferencias entre grupos en la prueba de
T2, formando grupos diferentes en variedades comerciales y lineas. No se detectd una asociacion
positiva y significativa entre NDVI y rendimiento para los genotipos estudiados. Los métodos
multivariados resultaron herramientas Utiles para seleccionar lineas forrajeras de rapida produccion.
Afirmando a las cebadas como una buena opcion para la produccidn forrajera en épocas invernales
en zonas semidaridas, en comparacion de avena y trigo.

Palabras clave: cebada sin arista, rendimiento de materia seca, NDVI.
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Introduccion

Los cereales de invierno son una alternativa sostenible para la produccion ganadera, debido al uso
eficiente del agua a pesar de la creciente frecuencia de heladas por el cambio climatico. Sin embargo,
existe entre ellos una competencia de utilizacion en los sistemas intensivos pecuarios (Colin et al.,
2009; Calderon et al., 2015). En México, la cebada ademas de ser el principal insumo en la industria
cervecera tiene la alternativa de emplearse como forraje, para pastoreo, para ensilaje o para ser
cosechado tanto en grano como en follaje verde (Newman y Newman, 2008; Zamora et al., 2017).

La cebada tiene ventajas interesantes sobre otros cereales del mismo ciclo, es mas vigorosa,
resistente a sequia y a la salinidad, puede cultivarse en suelos marginales (Colin et al. 2007; 2009;
Keles et al., 2013; Wilson et al., 2017). Se ha documentado que la cebada igual que otros cereales
de invierno presenta altos rendimientos, son ricos en proteinas, vitaminas e hidratos de carbono
(Cherney y Marten, 1982; Cash et al., 2004) y en particular la cebada, no disminuye tanto su calidad
forrajera en etapas posteriores a la antesis, probablemente debido a la mayor cantidad de grano
(Colin et al., 2007, 2009).

Para mantener o incrementar la produccion de forraje de cebada, se requiere seleccionar nuevos
genotipos, métodos de produccion eficaces, sostenibles y que se adapten a los cambios climaticos
(Nelson et al., 2009), ademas se deben considerar caracteristicas deseables para el productor en
sistemas intensivos como: precocidad, altura de planta y alto rendimiento de forraje seco.

En la evaluacion de la produccion de biomasa o materia seca aérea, normalmente se realizan
muestreos o cortes del forraje, pero recientemente se ha desarrollado un método de muestreo
indirecto y no destructivo mediante el uso de sensores infrarrojos conocido como indice de
vegetacion diferencial normalizado (NDVI), teniendo un alto porcentaje de coincidencia con la
produccidn en trigo y maiz (Verhulst et al., 2010; Bastidas et al., 2016); sin embargo, en cebada no
se ha estudiado esta relacion, tampoco con la temperatura del dosel y contenido de clorofila, ni la
posible correlacion entre estos y con la produccion de biomasa total como en otras especies (Medina
et al., 2009; Freeman et al., 2007; Chavez et al., 2017; Castro et al., 2011; Zajac et al., 2013).

Esta investigacion tuvo como objetivos el caracterizar, agrupar y seleccionar lineas de cebada
forrajera sin aristas y estimar la asociacion de sensores infrarrojos entre si y con rendimiento de
materia seca de esta especie.

Materiales y métodos

Se establecid el estudio en dos localidades del estado de Coahuila de Zaragoza: Ejido San Lorenzo,
Municipio San Pedro de las Colonias (localidad 1) y el Campo experimental de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro en el Municipio de Zaragoza (Localidad 2), durante el ciclo otofio-
invierno 2016-17. San Lorenzo se ubica a 25° 43’ 26°’ de latitud norte y 103° 09” 12” longitudoeste,
a una altitud del 090 msnm, con clima muy arido y semicalido, con temperatura entre 18 °C (mes
mas frio) y 22 °C (mes mas caliente), lluvias de verano de 5 a 10% anual con 181 mm. La localidad
de Zaragoza esté ubicada a 28° 30 latitud norte y 100° 55’ longitud oeste, con una altitud 360 msnm,
con clima arido y calido; temperatura media anual mayor de 22 °C, lluvias entre veranoe invierno
mayores a 18% anual entre 300 a 400 mm (Arriaga et al., 2000).
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Se evaluaron 45 lineas progenies de cebada forrajera imberbe, producto de la cruza entre la variedad
GABYAN95 con la variedad comercial Esperanza, utilizando como testigos una avena (cv.
Cuauhtémoc), una cebada maltera (cv. Cerro prieto), la cebada forrajera (cv. GABYAN95), un
triticale de grano (cv. Eronga-83), adicionalmente una linea experimental de trigo (AN-266-99).
Estos genotipos se establecieron en un disefio alfa-latice con tres repeticiones, considerando la
parcela experimental de 5.4 m? (6 surcos de 3 m de longitud, espaciados a 0.3 m).

La preparacion del terreno consistio en las labores tradicionales en las regiones, bajo condiciones de
riego, realizando el barbecho, rastreo y nivelacion, sembrando en seco, manualmente y a chorrillo,
a una densidad de 100 kg ha*. A la siembra se aplicaron 80 unidades de fsforo utilizando fosfato
monoamonico (MAP) y 60 unidades de nitrégeno usando urea. En el primer riego de auxilio se
aplicaron otras 60 unidades mas de nitrégeno. Las malezas se controlaron con 2,4-D amina a una
dosis de 1.5 L hat, no se aplicé fungicida o insecticida.

En ambas localidades se realizd un riego de siembra y tres riegos auxiliares. La lamina total
aproximada durante el ciclo del cultivo fue de 40 cm. Se realizaron dos muestreos a 75 y 90 dias
después de la siembra, cortando con una hoz 50 cm de una hilera con competencia completa,
seccionando a una altura aproximada de 5 cm sobre la superficie del suelo. Las muestras de forraje
verde cosechado se colocaron en bolsas de papel y se secaron en una estufa de aire forzado a 65 °C
por 48 horas, posteriormente se pesaron y se determin0 el rendimiento de forraje seco en gramos
(materia seca), transformando en toneladas por hectarea (REND), al momento del corte se
registraron las variables: altura de la planta en centimetros (ALTURA), temperatura de dosel en
grados Celsius (TEMP), indice de concentracion de clorofila (ICC), indice de vegetacion diferencial
normalizado (NDVI) y la etapa fenoldgica (ETAPA) de acuerdo a la escala de Zadocks et al. (1974).

La TEMP se determind con un termometro infrarrojo IP-54, marca Fluke, con mira laser, sefialando
en la parte media de cada parcela experimental. Para medir el ICC, se utiliz6 un clorofilémetro
SPAD-420, marca Konica Minolta, tomando la lectura en la parte media de 10 hojas banderas de
cada parcela. EI NDVI, se midio a través de un sensor portatil, marca GreenSeeker™, evaluando en
la parte central de cada parcela.

La informacion se analizé6 mediante un disefio de parcelas subdivididas con arreglo en bloques al
azar, considerando las localidades como parcela grande, los muestreos como parcela mediana y los
genotipos como parcela chica, las medias se compararon utilizando la prueba DMS al 0.05% de
probabilidad mediante el uso del paquete SAS (SAS, 1989).

Posteriormente se obtuvieron las correlaciones fenotipicas entre pares de variables. Con las medias
de los genotipos; a traves, de las localidades, se realizaron analisis multivariados de componentes
principales (ACP) y conglomerados (AC) para cada muestreo realizado, el analisis de componentes
principales con el fin de reducir la dimensionalidad de los datos, detectar asociaciones entre
variables y la caracterizacién parcial de los genotipos (Manly, 1986). Se realizd el analisis de
conglomerados para conformar grupos de genotipos similares entre si y distintos a los de otros
grupos, estos analisis se realizaron con el programa Statistica (Statistica, 1994), para decidir sobre
la significancia entre los grupos generados se utilizo la prueba de T? de Hotteling (Jhonson y
Wichern, 1988).
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Resultados y discusion

El andlisis de varianza mostro diferencias altamente significativas entre genotipos y localidades para
TEMP, NDVI, ALTURA, ICC y REND; de igual forma en la interaccion genotipos por localidad
mostré diferencias altamente significativas en todas las variables mencionadas y en la interaccion
genotipos por muestreo en las variables ALTURA, ICC y NDVI se encontraron también diferencias
(p< 0.01), mientras que en REND y TEMP no se reportaron diferencias.

Al jerarquizar los factores y considerar las localidades como parcela grande al momento del analisis
de datos, fue en reconocimiento a la importancia de las condiciones ambientales y su gran influencia
en la produccion (Shao et al., 1995), sobre todo por cambios de temperatura que se pueden presentar
en las areas agricolas, generando un impacto en la distribucion, fenologia y fisiologia del cultivo y
hasta en el rendimiento de los cultivos (Wabhid et al., 2007; Jarvis et al., 2008), lo que pudiera haber
sido el factor que provoco la diferencia significativa entre las localidades de evaluacion.

Las diferencias entre los muestreos, reflejaron el efecto que el tiempo y fenologia impusieron a los
genotipos en la mayoria de las variables evaluadas excepto el REND, debido parcialmente por la
precocidad de la especie de cebada (Colin et al., 2007, 2009; Dominguez et al., 2016), ya que en
general se observd de un muestreo a otro, el incremento de TEMP, ALTURA, ICC y ETAPA
combinado con menor NDVI, coincidiendo con otros autores que a etapas tempranas los valores de
NDVI son bajos, llega a una etapa donde el valor maximiza y disminuye en etapas mas tardias (Teal
et al., 2006; Freeman et al., 2007).

En las interacciones localidades por muestreo y localidades por genotipo se detectaron
comportamientos diferenciales, refrendados por la significancia de la triple interaccion sobre todo
en NDVI e ICC evaluados con los sensores épticos por primera vez en estos materiales forrajeros
imberbes y que sugieren un estudio detallado de la interaccion genotipo ambiente en estas variables.
Las comparaciones de medias confirmaron que la localidad 1 (San Pedro de las Colonias, Coahuila),
destaco por la mayor respuesta el REND, ETAPA, ICC y NDVI combinado con menor TEMP,
mientras, que el efecto de la temperatura y otros factores del ambiente resulté mas evidente en
Zaragoza, Coahuila (localidad 2), posiblemente provocando una ligera degradacion de la clorofila
reflejado en los valores bajos del ICC obtenidos en esta localidad.

Es posible que la temperatura haya acelerado la fenologia de los genotipos (Karsai et al., 2008), lo
cual se reflejo en los menores contenidos ICC, como se ha reportado en lineas mutantes de trigo
duro (Spano et al., 2003). Se conformaron 12 grupos de significancia para la variable TEMP,
encontrando los genotipos 17, 5, 13, 1, 2, 3, 32, 4 y 25 con valores promedios por arriba de 24.2 °C,
formando el primer grupo; similarmente se formaron 13 grupos en REND sobresaliendo los
genotipos 43, 6, 44, 19, 25, 1, 11, 23, 2 y 21 con una produccion entre 11.7-12.8 t ha™* dentro de los
25 genotipos del primer grupo, confirmando la amplia adaptacion de la cebada (Nelson et al., 2009),
aun en condiciones aridas y semiaridas mencionadas por Sadeghpour et al. (2013), coincidiendo con
Dominguez et al. (2016) en el alto indice de biomasa en cebada comparada con trigo Y triticale.

Prosiguiendo con la comparacion de medias, se obtuvieron 19 grupos tanto en NDVI como en

ALTURA, destacando en la primera variable, los testigos trigo AN-266-99 y GABYAN95 con los
valores més altos (0.79 y 0.76 de NDVI respectivamente), y en los genotipos 33, 32, 36, 35, 19, 6,
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8, 29, 34 y 4 al haber mostrado alturas superiores de 107.92 cm, en el ICC reporto al testigo avena
con el mayor indice (54.61 unidades Spad). La avena (cv Cuauhtémoc), trigo (AN-266-99) y triticale
(cv Eronga-83) por su parte, presentaron mayor NDVI e ICC, pero menor REND.

Debido que en los sistemas intensivos de produccidn de forraje se requieren genotipos precoces y la
diferencia entre muestreos reportada por el andlisis de varianza, se analizO por separado la
informacion de dos muestras usando métodos multivariados, el anélisis de componentes principales
(ACP) para el primer muestreo a 75 dds, explicé 63.82% de la varianza total con los dos primeros
componentes principales (CP), el CP1 contuvo 39.95% de la varianza y con los dos primeros
componentes se genero la Figura 1, permitio visualizar en el primer cuadrante una relacién positiva
de las variables TEMP, REND y ALTURA entre si y positiva con ambos componentes, teniendo
mayor asociacion ALTURA (0.89) con el primer componente, seguido por REND y ETAPA.
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Figura 1. Relaciones entre las variables evaluadas en el plano de los dos componentes principales en
un primer muestreo (75 dias).

Esto sugiere que el CP1 es un componente de produccion, precocidad y morfologia, que puede
realizar una separacion entre los genotipos con mayor rendimiento de forraje seco, mas precoces y
altos que presentan también mayor temperatura del dosel, pero con menor NDVI1 e ICC.

El segundo CP separa genotipos mas precoces y con mayor ICC de aquellos con mayor NDVI,
TEMP, ALTURA y rendimiento de forraje seco. La relacion detectada por este componente (CP2)
sugiere la existencia de genotipos que pudiesen presentar el stay green, dado que a mayor etapa
fenoldgica mantienen adn un contenido de clorofila alto.

Este ACP para el primer muestreo permitié detectar la relacion inversa entre el rendimiento de
materia seca y el NDVI que en otros cultivos se ha reportado positiva y significativamente
relacionado con la produccion de biomasa (Teal et al., 2006; Freeman et al., 2007; Raun et al.,
2008); sin embargo, en cebada parece no ocurrir o verse muy afectada por la precocidad de ésta
especie, lo cual pudiera relacionarse también con la menor cantidad de clorofila, tal como la ha
sugerido Spano et al. (2003).
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En la Figura 2, se visualizan los genotipos en el plano generado por los dos primeros CP, donde en
el primer cuadrante los genotipos 1, 6, 19, 29, 32 y 33 entre otros, presentan el mayor rendimiento
de forraje seco, altura de planta y temperatura, en el segundo cuadrante se ubicaron los genotipos
25, 37,44, 41, 42, 43 y 45 siendo considerados los més precoces. En el tercer cuadrante se ubicaron
los genotipos 7, 14 y los testigos triticale y avena presentando el mayor ICC; mientras avena y los
genotipos 7 y 14 se ubicaron cercanos al siguiente cuadrante con valoresaltos de ICC y NDVI. En
el cuarto cuadrante se ubicaron Cerro prieto, GABYAN95 y trigo, asi como los genotipos 11, 12,

13, 16 entre otros, teniendo los mayores valores de NDVI, pero menos rendidores y tardios a los 75
dds.
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Figura 2. Distribucién de genotipos en el plano de los dos componentes principales en un primer
muestreo (75 dias).

Algunas progenies de cebada forrajera mostraron ser superiores a su progenitor (GABYAN95) en
TEMP, ALTURA, ETAPA y REND, lo cual permite la seleccion preliminar de genotipos como
el 40,41, 42,43, 44, 45,25y 1, que con base a su produccidn son opciones potenciales para producir
adecuada cantidad de forraje a los 75 dds. Se asienta una seleccion preliminar dado que falta conocer
su composicién nutricional y otros parametros para hacer la seleccién final, aunque se ha definido
la etapa de embuche para obtener una mayor calidad de forraje en los cultivos de cereales (Espitia
et al., 2012; Flores et al., 2016), donde cebada no es la excepcién (Colin et al., 2007, 2009).

Con el fin de clarificar las relaciones detectadas por el ACP se realizaron correlaciones dePearson
entre pares de variables, las cuales mostraron que la ALTURA fue la variable que masse asocio
con otras, pues mantuvo asociacion positiva y significativa con la TEMP (r= 0.51), con el REND
(r=0.61) y con la ETAPA (r= 0.51), pero se relaciond negativa y significativamentecon el NDVI
(r=-0.31), confirmando las relaciones detectadas por el ACP plasmadas en la Figural, donde se
aprecio lo aqui mencionado. Para el ICC no se encontraron asociaciones significativas en esta etapa.
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La ETAPA se asoci0 positiva y significativamente con el REND (r= 0.32), pero negativa y
significativamente con el NDVI (r= -0.51). se puede establecer que, para este grupo de materiales,
a los 75 dds el rendimiento de forraje esta influenciado por mayor etapa fenoldgica, mayor altura de
planta, mayor temperatura del dosel. Estos resultados reafirman lo reportado por Colin et al. (2007),
respecto a la relacion entre el REND, ALTURA y ETAPA encontrados en cebada.

Del analisis de conglomerados (AC) realizado a los 75 dds, se retuvieron cinco grupos, que la prueba
de T2 declar6 diferentes entre si, los cuales que permitieron establecer que la avena y el triticale
(Grupo 4), se comportaron muy diferente de las cebadas evaluadas, en tanto que el trigo se agrup6
con los genotipos de cebada 7, 9 y 14 conformando el grupo 2, indicando un comportamiento similar.

En este aspecto el AC mostro ser una herramienta efectiva para separar estas especies e identificar
genotipos de cebada con comportamiento similares. Por su parte, los testigos Cerro prieto y
GABYANB95 se agruparon junto con 29 genotipos mas de cebada forrajera imberbe en el grupo 1,
otros 6 genotipos de cebada formaron el grupo 3 por poseer caracteristicas muy similares, al igual
que aquellos que integraron el grupo 5 (Cuadro 1). Todos los grupos fueron diferentes entre si desde
el punto de vista multivariado.

Cuadro 1. Numero de integrantes (n), media y desviacion estandar de los grupos generados por
el andlisis de conglomerados a un primer muestreo de 75 dias.

Variable Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
31 4 6 2 7

Temperatura 21.2 £0.24 20.5+0.457  20.7+£0.197 20.4+0.082  20.9 +£0.197
NDVI 0.8 £0.009 0.81 +0.012  0.78 +0.008 0.8 £0.065 0.78 +0.009
Altura 98.5 +3.867 65.8 +8.305 98.8 +2.97 85 +0 98.9 +2.955
ICC 42.67 £1.365 43.26 £1.98 4557 +1.023 51.97+0.46 41.69 +1.104
Rendimiento 11 +£1.052 8.7 £0.505 11.4 +0.929 9.7 £2.302 11.9 £1.053
Etapa 43.9 £1.777 37.3+2.872 54.8 £2.23 39 +5.657 43.6 £0.787

Al analizar las caracteristicas de los grupos, se pudo realizar una caracterizacion mas completa de
sus integrantes y con ello una seleccién preliminar, de forma que si se desean genotipos con mayor
rendimiento de forraje y mayor altura de planta y una etapa de embuche, pudieran ser ideales los
genotipos pertenecientes al grupo 5, pero si se deseara hacer un corte de forraje mas temprano
(menor de los 75 dias), los genotipos del grupo 3 son alin mas precoces, con un rendimiento de 11.4
t ha de forraje seco y la segunda mayor cantidad de clorofila. Estos dos grupos retnen las
caracteristicas detectadas por el ACP relacionadas con un mayor rendimiento de forraje seco,
objetivo primario en el mejoramiento de forrajeras.

Avena y triticale (grupo 1), se comportaron mas tardios que las cebadas, mostrando altura de planta
y rendimientos aceptables, temperatura fresca y mayores contenidos de clorofila (ICC), aunque esto
no se reflejo en un mayor valor de NDVI. Lo anterior, sustenta la afirmacion de que las cebadas
forrajeras representan una buena opcién en la produccion de forraje a un tiempo mas corto que los
testigos de otras especies, reafirmando la precocidad de la especie cebada (Dominguez et al., 2016),
siendo alternativa para la produccion de forraje temprano en las zonas semiaridas (Colin et al., 2007,
2009; Sadeghpour et al., 2013).
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Para el segundo muestreo realizado a los 90 dias, el ACP explico 66% de la varianza total con los
dos primeros componentes principales (CP). El primer CP contuvo 44.21% de la varianza, ubicando
a la variable NDVI en el primer cuadrante con una relacion positiva en ambos CP, en el segundo
cuadrante se identificé al ICC con relacién positiva en el CP1 y negativa con el CP2 (Figura 3). Este
componente puede interpretarse como de rendimiento y apariencia, dado que del lado derecho
identifica los genotipos de mayor verdor, pero ligados a menor rendimiento, altura, etapa y
temperatura.
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Figura 3. Relaciones entre las variables evaluadas en el plano de los dos componentes principales en
un segundo muestreo (90 dias).

El segundo componente contuvo 21.79% de la varianza y sugiere que la TEMP present6 una relacién
negativa con el resto de las variables ubicandola en el tercer cuadrante (Figura 3). En este segundo
muestreo, se mantuvo la relacion positiva entre el rendimiento de forraje seco (REND) con la
ETAPA, ALTURA y TEMP reportadas en el primer muestreo. Se mantuvo también la relacion
negativa detectada por el ACP entre el NDVI y el forraje seco producido a los 90 dds, lo cual es
contrario a lo reportado en otras especies (Teal et al., 2006; Freeman et al., 2007; Raun et al., 2008).
Se reafirma que el primer CP es un componente de produccion, precocidad y morfologia.

La Figura 4 muestra los genotipos en el plano generado con los dos CP, para su respectiva
caracterizacion parcial, asi, ubicados en el primer cuadrante los testigos trigo y GABYAN95 y los
genotipos 10, 15, 22, 23, 33, 34, 35, 37, 38 y 39, presentaron valores altos del NDVI a los 90 dds,
mientras que en el segundo cuadrante se ubicaron aquellos de mayor contenido de clorofila,
comprendiendo los testigos Cerro prieto, triticale, avena, ademas de los genotipos 7, 9, 12, 14 y 16.
En este muestreo también se encontraron progenies que mostraron valores superiores al progenitor
GABYANBO95 en las variables de ETAPA, REND, ALTURAY TEMP, sobresaliendo genotipos como
el 6, 43, 44, 40 y 1, resaltando que, excepto el genotipo 6, los genotipos restantes mantuvieroneste
comportamiento desde el primer muestreo, con la ventaja de no presentar aristas en la espiga (Flores,
1977; Colin et al., 2009).
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Figura 4. Distribucion de genotipos en el plano de los dos componentes principales en un segundo
muestreo (90 dias).

En el tercer cuadrante se ubicaron a los genotipos 1, 4, 5, 17, 18, 19, 40, 43, 44 y 45 caracterizados
por mayor TEMP y REND, ALTURA y ETAPA, en el cuarto cuadrante se encontraron el resto de
los genotipos con valores de mayor REND, ALTURA y ETAPA. El trigo se ubicé en una posicion
distante del resto de los genotipos evaluados, presentando mayor NDVI, pero siendo mas tardio
(baja ETAPA) y con menor REND en comparacion con las cebadas evaluadas, afirmando en ello,
la relacion que existe entre los rangos de NDVI, la fenologia del cultivo y el rendimiento (De la
Casa et al., 2007; Grohs et al., 2009; Lara y Gandin, 2015). Ademas, que en este segundo muestreo
destacaron algunos genotipos de cebada forrajera imberbe como el 6, 2, 43, 44, 40 y 1 por presentar
mayor rendimiento de forraje, altura de la planta y precocidad.

Las correlaciones estimadas en este segundo muestreo mostraron que todas las variables estudiadas
se relacionaron significativamente con el rendimiento de forraje seco, asi la ALTURA, ETAPA y
TEMP se relacionaron positivamente con REND en magnitudes de r= 0.3, r= 0.64 y r= 0.29,
respectivamente; pero se relacion6 negativamente con el NDVI (r=-0.4) y el contenido de clorofila
(r=-0.34). La TEMP tuvo una relacion negativa y significativa con el NDVI (r=-0.63), pero positiva
y significativa la ETAPA (r= 0.48).

Se resalta aqui la asociacion negativa y significativa entre el NDVI con el REND (r=-0.4), que en
otras especies ha sido reportada como asociada positivamente con el rendimiento de materia seca
(Teal et al., 2006; Freeman et al., 2007; Raun et al., 2008) y que justifica la realizacion de estudios
especificos en cebada para determinar si el NDVI puede ser utilizado en la prediccion de REND,
dado que en este estudio solo se realizaron dos determinaciones del mencionado indice. Las
correlaciones afirmaron los resultados del ACP y confirmaron la relacion significativa y negativa
entre el NDVI con el rendimiento de materia seca (REND), que desde el primer muestreo
evidenciaba la mencionada relacion.
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En el segundo muestreo se retuvieron siete grupos de interés de los reportados por el analisis de
conglomerados, ya que el AC ubicé al trigo como Unico integrante del grupo 5, separado del resto
de los genotipos estudiados. Al igual que en el muestreo anterior, el testigo avena y triticale
conformaron un grupo (grupo 4, del Cuadro 2) y fueron los de mayor ALTURAY ICC, menor REND
y los segundos mas tardios después del trigo, el Grupo 7 lo conformaron la variedad Cerro prieto y
las progenies 12 y 16 de cebada forrajera, con ALTURA similar al Grupo 1 pero con RENDbajo, en
este muestreo las progenies 7, 9 y 14 se comportaron como cebadas tardias (grupo 2).

Al igual que en el primer muestreo, el AC en este segundo muestreo separd efectivamente a los
testigos de otra especie, confirmando el comportamiento diferente de las cebadas forrajeras respecto
a estos testigos y demostrando que el AC puede utilizarse como herramienta en la seleccion de
genotipos. Los genotipos de cebada forrajera imberbe mas rendidores y precoces se ubicaron en el
grupo 1 (Cuadro 2), que a los 90 dds se encontraban en la etapa de grano lechoso, constituyéndose,
asi como uno de los grupos deseables para seleccionar, en tanto que el resto de las forrajeras
imberbes se agruparon en los grupos 3 (mitad de la floracion) y 6 (inicio de floracion), estos ultimos
grupos con rendimientos similares.

Este diferencial en las etapas de las cebadas, ademas de mostrar parte de la variablidad que posee la
especie, representa opciones para la produccion de forraje, pues comparativamente con la avena que
se encontraba al inicio de espigamiento, puede significar el ahorro de un riego cuando se pretende
cosechar el forraje con algo de grano (Colin et al., 2009)

Otros como avena y triticale (grupo 4) se encontraban en una etapa de emergencia de espiga, con
la mayor altura de planta, pero con bajos rendimientos de forraje. Se enfatiza la comparacion de los
nuevos genotipos contra la avena, dado que la avena sigue siendo la mas utilizada en la produccion
de forraje invernal y se desea establecer que algunos genotipos de cebada son opciones viables
para los esquemas intensivos de produccion de forrajes. Si se desea seleccionar genotipos de cebada
forrajera imberbe de mas altura, el grupo 6 mostraron ser los mas altos entre las cebadas, en este
grupo se encontré la variedad GABY AN95 todos con buena precocidad, no tan avanzada que los
grupos 1, pero similar al grupo 3 y méas precoz que los grupos 2, 4,5y 7.

Cuadro 2. Numero de integrantes (n), media y desviacion estandar de los grupos generados por
el analisis de conglomerados en el segundo muestreo de 90 dds.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo4 Grupo5 Grupo 6 Grupo 7
10 3 12 2 1 19 3

TEMP 27.3+£0.317 26.8 £+0.357 27.3+0.34 26.7£0.507 250 26.7 £0.27 26.5+0.328
NDVI 0.55+0.028 0.64 £0.02 0.59 +0.015 0.63 £0.028 0.77 +0 0.63 +0.029 0.62 +0.052
Altura 108 +3.384 83 +0.12 112+2.714 121+1.178 105+0 114 +2.845 108 +2.887
ICC 48.4 +0.846 48.4+1.119 46.3+£0.814 55.4 £2.223 449 +0 46.4 £0.842 47.7 +1.937
REND 11.9+1.053 85+0.962 10.8+0.682 7.9+1.406 9.4+0 10.8+0.504 8.4+0.472
Etapa 72.3+1.585 53.3+4.933 64.6+4.124 52.5+4.950 430 63.7+3.656 60.8+£3.175

Variable

De nueva cuenta el analisis de conglomerados permitidé una caracterizacion mas completa de los
grupos, coincidiendo con Colin et al. (2007) quienes ubicaron en diferente grupo tanto al cultivo de
avena como al triticale. Se confirma lo reportado por Colin et al. (2009), respecto a que las cebadas
forrajeras imberbes tienen méas precocidad y rendimiento entre los cereales de grano pequefio.
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Como se menciono anteriormente, éste diferencial en las etapas fenoldgicas alcanzadas por las
cebadas, ademas de mostrar parte de la variabilidad que posee la especie, representan opciones para
la produccién de forraje, pues comparativamente con la avena, puede significar el ahorro de un riego
cuando se pretende cosechar el forraje con algo de grano, como ocurre en las explotaciones
intensivas de las zonas semiaridas (Colin et al., 2007; Sadeghpour et al., 2013).

Conclusiones

Se confirm¢ el efecto que imponen las localidades en la produccion de forraje seco de los genotipos
evaluados, asi como el referente a las etapas de muestreo. Los métodos multivariados resultaron un
apoyo eficiente para entender las relaciones entre variables y proporcionar una caracterizacion
parcial de los genotipos evaluados, permitiendo inclusive seleccionar por caracteristicas deseables.
Entre los grupos formados existen genotipos imberbes de cebada forrajera deseables para la
produccion rapida de forraje en invierno como son 6, 43, 44, 40y 1.

En los materiales evaluados no se detect6 una asociacion positiva entre el NDVI1 y la produccion de
forraje seco evaluado a través de los muestreos realizados en las localidades utilizadas. De acuerdo
con este estudio, se observé que las cebadas forrajeras por su precocidad son una alternativa para la
produccién de forraje durante el invierno.
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