
1
International Journal of Biological and Natural Sciences ISSN 2764-1813 DOI 10.22533/at.ed.813212214017

International 
Journal of
Biological 
and Natural 
Sciences

v. 2, n. 1, 2022

All content in this magazine is 
licensed under a Creative Com-
mons Attribution License. Attri-
bution-Non-Commercial-Non-
Derivatives 4.0 International (CC 
BY-NC-ND 4.0).

COMPARACIÓN DE 
LÍNEAS DE CEBADA 
Y OTRAS ESPECIES 
DE CEREALES 
MEDIANTE ATRIBUTOS 
FISIOLÓGICOS Y 
BIOQUÍMICOS DE 
SEMILLAS

María Alejandra Torres Tapia
Dra. es Profesora-investigadora de la 
Universidad Autónoma Agraria Antonio 
Narro, Saltillo Coahuila.

Víctor Manuel Zamora Villa
Es Profesor-investigador de la Universidad 
Autónoma Agraria Antonio Narro, Saltillo 
Coahuila.

Modesto Colín Rico
Es Profesor-investigador de la Universidad 
Autónoma Agraria Antonio Narro, Saltillo 
Coahuila.

Graciela Flores Suárez
Es egresada de la Carrea Ingeniero 
Agrónomo en Producción de la Universidad 
Autónoma Agraria Antonio Narro, Saltillo 
Coahuila.



2
International Journal of Biological and Natural Sciences ISSN 2764-1813 DOI 10.22533/at.ed.813212214017

Resumen: En la oferta y demanda de 
variedades entre cereales de grano pequeño 
es necesario contar con atributos, que 
permitan calificar semilla de alta calidad 
para tener éxito en la producción de forraje. 
Se compararon líneas de cebada y otros 
cereales, mediante pruebas de laboratorio 
aportando información sobre los atributos 
fisiológicos y bioquímicos de las semillas. 
Las líneas G1, G13, G16, Cerro prieto y AN-
366 (trigo) resultaron con mayores valores 
de germinación, G16 y G1, Cerro prieto y 
Cuauhtémoc (avena) de vigor (envejecimiento 
acelerado), así como G4 y GABYAN95 con 
alto peso seco de plántula y contenido de 
proteínas (albúminas), asimismo, G16 y 
G18 en glutelinas y gliadinas; mientras que 
avena en glutelinas, pero con bajas gliadinas 
y albúminas. Concluyendo que existe una 
relación positiva entre albúminas y peso de 
plántula, a mayor contenido de proteínas 
estructurales (albúminas) mayor vigor (peso 
seco), sobresaliendo G4 y GABYAN95 con 
alta calidad de semillas.

Palabras clave: cebada, calidad, semilla, 
germinación, vigor, albúminas

INTRODUCCIÓN
Los cereales son una de las principales 

fuentes directa e indirecta en la alimentación 
humanidad, directa cuando el grano es 
utilizado para la elaboración de alimentos, y 
la segunda cuando es usado como la materia 
prima en la producción de alimento para 
ganado, en tal caso, como semilla que a su 
vez puede ser utilizada para dos sistemas de 
producción para grano o para forraje. Sea 
uno u otro sistema, en la oferta y demanda 
de variedades de los cereales de grano 
pequeño, tienen que competir entre ellos en 
el mercado agrícola y disponer de nuevas y 
mejores variedades comerciales, por lo que es 
necesario que posean atributos, que permitan 
calificar como semilla de alta calidad para 

tener éxito en la producción de forraje. El 
concepto agronómico de calidad es múltiple 
por englobar un conjunto de atributos físicos, 
fisiológicos, genéticos y sanitarios (Milošević 
et al., 2010), que en la comercialización 
de semillas son indispensables tener altos 
porcentajes en los atributos fisiológicos, 
sobre todo de germinación (SNICS, 2019). 
Existen otros, como el vigor que a través 
del envejecimiento acelerado de semilla, 
basado en su deterioro artificial (Vashisth, 
2009; Durán et al., 2011) con exposición 
a varias temperaturas y humedades 
relativas (González, 2014), colaboran en la 
caracterización o selección de materiales 
genéticos en base su respuesta de tolerancia 
a las condiciones adversas diseñadas en el 
deterioro (Mohammadi & Soltani, 2011). 

El fitomejorador tiene diversas 
metodologías para la selección de materiales 
genéticos, que la mayoría son prolongadas 
y de alta inversión en el establecimiento, 
manejo y cantidad de semillas en campo, 
por lo que hace tediosa la pronta decisión de 
oferta de nuevas variedades en el mercado. 
Considerando, que la semilla está compuesta 
de proteínas, carbohidratos, lípidos, vitaminas 
y sales minerales; componentes químicos, 
que tienen un papel importante en sus 
procesos metabólicos, fisiológicos así como 
anatómicos,  y por su contenido pueden llegar 
a generar resistencia, tolerancia, longevidad, 
adaptabilidad en un lote de semillas; si se 
pudieran evaluar de manera indirecta a través 
de pruebas de calidad, ayudaría en la selección 
de materiales, como se inquiere en las cebadas 
forrajeras. Poco se conoce sobre el papel que 
tienen las proteínas albúminas, glutelinas y 
gliadinas en la calidad fisiológica de la semilla 
de esta especie; sería interesante beneficiarse 
con nuevas metodologías en la obtención 
de calificaciones más precisas y rápidas para 
selección de genotipos de mejor calidad de 
la semilla (García, 2003). Por ello se planteó 
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el objetivo de comparar  genotipos de cebada 
y otras especies de cereales (avena, trigo, 
triticale) a través de parámetros de vigor por 
el envejecimiento acelerado, tipo y cantidad 
de proteínas presente en la semilla.

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO
UBICACIÓN DEL ESTUDIO Y 
MATERIAL GENÉTICO
El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio 

de Cultivo de Tejidos, de Departamento 
de Fitomejoramiento en la Universidad 
Autónoma Agraria Antonio Narro, ubicada 
en Saltillo, Coahuila, México. Se evaluó la 
semilla de veinte nuevas líneas de cebada 
forrajera imberbe, generadas de la cruza cv. 
Esperanza y cv. GABYAN95, producida  en 
Zaragoza Coahuila en el ciclo otoño-invierno 
del 2017-2018, por el Programa de Cereales 
de Grano Pequeño del Departamento 
de Fitomejoramiento de la Universidad 
Autónoma Agraria Antonio Narro, se 
consideraron como testigos: una avena 
comercial cv. Cuauhtémoc, dos cebadas 

comerciales cv. Cerro Prieto y cv. GABYAN95, 
una línea de trigo experimental AN-266 y 
el triticale cv. Eronga-83, identificadas en el 
Cuadro 3.1 siguiente:

METODOLOGÍA
El estudio se llevó a cabo en dos partes: 1) 

El deterioro artificial de la semilla mediante 
Envejecimiento Acelerado (EA) y evaluación 
de la capacidad de germinación; y 2) El estudio 
de proteínas presentes en la semilla. En la 
parte 1, Se realizó mediante la metodología 
propuesta por Association Official Seed 
Analists (AOSA, 1992). Evaluando cuatro 
repeticiones de 25 semillas por genotipo, 
colocadas en la  cámara de envejecimiento 
Modelo VWR Scientific para su deterioro 
artificial o envejecimiento acelerado se basa 
en someter la semilla a una temperatura de 
42°C ± 1 °C por 72 horas con una humedad 
relativa de 95 %; al término, se determinó la 
capacidad de germinación y vigor conforme 
a las reglas de la International Seed Testing 
Association (ISTA, 2009), en una cámara de 

Identificación Genotipo Identificación Genotipo
G1 CANI-1 G11 CANI-83

G2 CANI-9 G12 CANI-85

G3 CANI-15 G13 CANI-99

G4 CANI-63 G14 CANI-103

G5 CANI-69 G15 CANI-104

G6 CANI-70 G16 CANI-108

G7 CANI-77 G17 CANI-126

G8 CANI-80 G18 CANI-128

G9 CANI-81 G19 CANI-130

G10 CANI-82 G20 CANI-131

Testigos 
(G21) Avena cv. Cuauhtémoc

(G22) Cebada  cv. Cerro Prieto

(G23) Cebada cv. GABYAN95

(G24) Trigo línea experimental AN-366

(G25) Triticale  cv. Eronga-83

Cuadro 3.1 Identificación de genotipos estudiados



4
International Journal of Biological and Natural Sciences ISSN 2764-1813 DOI 10.22533/at.ed.813212214017

germinación Modelo Biotronette mark III de 
alta capacidad a una temperatura de 25 ±1 °C, 
con 8 h luz y 16 h oscuridad por 7 días,   al 
término se evaluaron las variables: Plántulas 
Normales (PN en porcentaje), Plántulas 
Anormales (PA en porcentaje) y Semillas Sin 
Germinar (SSG en porcentaje); en el vigor, 
Longitud de Plúmula (LMP en cm pl-1) y Peso 
Seco de plántula (PS en mg pl-1). 

En la parte 2, Se llevó a cabo mediante 
la extracción de las proteínas Albúminas, 
Gliadinas y Glutelinas, partiendo de 1 g de 
muestra de semilla molida de cada genotipo, 
y evaluando tres repeticiones por muestra. 
Para la extracción de Albúminas se utilizó 
agua destilada por 4 horas a 4°C, para las 
Gliadinas, una solución A (25 mL Etanol 
al 70 %, 50 mg Pironina Y/G en 100 mL 
de agua destilada) por 24 horas, y para las 
Glutelinas una solución B (27 g Urea, 3.0 mL 
Mercaptoetanol y 10 g de Sulfato dodecil de 
sodio, en un volumen de 100 mL de agua 
destilada) por 24 horas. Una vez extraídas se 
realizó la cuantificación de proteínas mediante 
el método de Bradford (1976), se basa en la 
unión de un colorante, Comassie Blue G-250 
a las proteínas extraídas. El colorante es una 
solución ácida azul. Las proteínas se unen 
a la forma azul para formar un complejo 
proteína-colorante con un coeficiente de 
extinción mayor que el colorante libre. Este 
método es sensible (1-15 µg) simple, rápido, 
barato y require pocas sustancias interfieren 
en su determinación, entre las sustancias 
que interfieren están los detergentes y las 
soluciones básicas. Una vez dada la reacción, 
se utilizó un espectrofotómetro Modelo Serie 
BioMate 3 a 595 nm. 

Los datos fueron analizados mediante 
un diseño completamente al azar utilizando 
el paquete SAS Versión 9.0 (2002), con 
cuatro repeticiones en las variables de la 
capacidad de germinación y vigor; y en la 
cuantificación de cada proteína se realizaron 

en tres repeticiones. Se realizaron pruebas 
de comparación de medias con DMS y se 
calcularon las correlaciones entre pares de 
variables mediante la ecuación de Pearson 
con la finalidad de identificar la relación que 
pudiera existir entre las variables estudiadas.

RESUMEN DE RESULTADOS
Los resultados del análisis de varianza 

encontró diferencias altamente significativas 
en la capacidad de germinación de las semilla 
envejecidas, indicando que al menos uno de 
los genotipos resultó son mayor porcentaje de 
plántulas normales o de semillas sin germinar, 
así como un alto vigor en la longitud media 
plúmula y peso seco de la plántula. Teniendo 
los promedios de 60.9, 3.2 y 35.57 % en las 
plántulas normales, anormales y semilla sin 
germinar, respectivamente, y en el vigor, la 
longitud media de plúmula tuvo 6.39 cm pl 
-1 y en el peso seco de plántula de 14.04 mg 
pl-1. Así mismo, el análisis indicó diferencias 
significativas (α ≤0.01%) en las proteínas 
albúminas, gliadinas y glutelinas presentes en 
la semilla de los genotipos estudiados, con los 
promedios de 601.07, 543.3 y 831.71 µg/mL, 
respectivamente.

En la prueba de comparación de medias 
entre genotipos, en las plántulas normales, 
se encontraron nuevo grupos estadísticos, 
donde el primer grupo se conformó por ocho 
genotipos con germinaciones desde 70.6 a 
85.3 %, entre ellos los testigos cebada cv. Cerro 
prieto (G22) con el mayor valor (85.3%), avena 
(G21) con 80.0%,  así  como las líneas de cebada 
G16 y G1  con 78.66%, seguidos en el mismo 
grupo estadístico, los testigos triticale (G25) 
con 77.33%  y trigo (G24) con menor valor de 
72.0% (Figura 1a). Cabe señalar que el testigo 
de cebada cv. GABYAN95 (G23), se ubicó 
en un tercer grupo con una germinación de 
58.66%, propiciando un mal funcionamiento 
en el metabolismo de germinación de  este 
genotipo (Marcos-Filho et al., 2015; González 
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Fuentes de 
variación

gL PN
(%)

PA
(%)

SSG
(%)

LMP
(cm/
pl)

PS
(mg/pl)

ALB
(µg/mL)

GLI
(µg/mL)

GLU
(µg/mL)

Genotipos 24 624.32** 12.88 NS 716.76** 8.98** 15.85** 26404.97** 38947.90** 127568.83**

Error experimental 50 145.49 13.01 158.08 1.86 10.15 3271.42 7264.52 20536.57

Media 60.9 3.2 35.57 6.39 14.04 601.07 543.3 831.71

C.V. 19.8 112.7 35.5 21.3 22.7 0.5 15.7 17.2

Desviación 
Estándar

12.1 3.6 12.6 1.4 3.2 57.2 85.23 143.3

R2 0.67 0.32 0.69 0.7 0.42 0.79 0.72 0.74

Cuadro 1 Cuadrados medios y nivel de significancia  de las variables estudiadas después del envejecimiento 
acelerado y la cuantificación de proteínas de genotipos de cereales de grano pequeño

 ** Altamente significativo; % CV= Porcentaje del Coeficiente de Variación; R2= Coeficiente de 
determinación; gL= Grados de Libertad; PN= Plántulas Normales; PA= Plántula Anormales; SSG= Semilla 
sin Germinar; LMP= Longitud Media de Plúmula; PS= Peso Seco; ALB= Albumina; GLI=Gliadina;. 

GLU=Glutelina

et al., 2014), generando una disminución 
de las plántulas normales y aumento de las 
semillas sin germinar. A pesar de ello, las líneas 
juntos con Cerro prieto y avena, tuvieron una 
mayor capacidad de tolerancia a condiciones 
adversas de temperatura y humedad como 
afirman (Matthewes et al., 2012), después del 
EA similares al 70 %, y se clasificaron con una 
calidad de alto nivel de vigor (Mendoza et al., 
2011). 

En las plántulas anormales tuvieron tres 
grupos estadístico, en el primer grupo se 
formó por 11 genotipos con valor de 4.0 a 
9.33%, donde avena (G21) obtuvo el mayor 
valor (6.66%). En  las semillas sin germinar, se 
encontraron diez grupos estadísticos, donde 
las líneas G1 y G16, así como los testigos 
avena  (G21) y cebada Cerro prieto (G22) 
resultaron con los porcentajes más bajos de 
10 a 28 %; mientras la línea G9 presentó el 
mayor porcentaje (65.33%), seguida por las 
líneas G11, G19 y G18 (con 62.67, 57.33 y 
56.0%, respectivamente); así mismo, el testigo 
GABYAN95 (G23) formó parte del tercer 
grupo estadístico con 40.0 %, estos altos 
valores de plántulas anormales y semillas sin 
germinar, son la confirmación del efecto del 
deterioro de la semilla (Marcos-Filho et al., 

2015; González et al., 2014), clasificados como 
materiales genéticos de baja calidad fisiológica 
como menciona Moreno (1996).

En el vigor, en la clasificación de plántula 
longitud media de plúmula, se obtuvieron 
ocho grupos estadísticos, destacando en el 
primer grupo al testigo cv. Cerro prieto (G22) 
con el valor más alto (9.49 cm pl-19, seguido 
por las líneas  G1 y G3 (con 9.18 y 9.6 cm/
pl, respectivamente) y los testigos trigo (G24), 
triticale (G25) y avena (G21) con valores 
de 8.26, 8.10 y 7.4 cm/pl. Y en el peso seco 
de plántulas se encontraron  cinco grupos 
estadísticos, donde la línea G4 y el testigo 
GABYAN95 (G23) obtuvieron los mayores 
valores de 18.54 y 17.6 mg/pl, respectivamente 
(figura 1 b). Sin embargo, las líneas G9 y 
G2, también resultaron con altos pesos de 
16.42 y 15.74 mg/pl, cada uno. Mientras que 
la avena (G21) obtuvo el  valor  más bajo 
(6.72 mg/pl) clasificada de bajo vigor en 
acumulación de materia seca (Figura 1 b). La 
aplicación de pruebas de vigor en la semillas 
de los genotipos, permitió complementar la 
información sobre el potencial fisiológico y 
posible selección de genotipos (Marcos-Filho 
et al., 2015). Encontrando que las nuevas 
líneas de cebada se clasificaron de alto vigor 
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por presentar valores altos en las pruebas de 
clasificación de plántulas, teniendo potencial 
en la acumulación de biomasa y altura de la 
planta en campo (Marcos-Filho et al., 2015).

La prueba de comparación de medias entre 
genotipos para la proteína albúmina (Figura 
3a), registró 12 grupos estadísticos, formando 
el primer grupo estadístico las línea G4 y G9 
con los mayores valores (719.23 y 702.67 µg/
mL, respectivamente), los testigos GABYAN95 
(G23), triticale (G25) y Cerro prieto (G22) 
con valores de 684.17 a 700.73 µg/mL, junto 
con ocho genotipos más; mientras que avena 
resultó en el último grupo con la más baja 
concentracion de 329.6 µg/mL.

El contenido de proteína gliadina, se 
encontraron nueve grupos estadísticos, en 
el primer grupo estadístico destacó la línea 
G16 con el mayor valor (731.93 µg mL-

1), seguida por las líneas G20, G18 y G13 
con valores 679.83, 672.33 y 657.23 µg/mL, 

respectivamente, así como por los testigos 
triticale (G25)  y Cerro prieto (G22) con 
contenidos de 612.47 y 596.33 µg /mL (Figura 
3b). Encontrar altos contenidos de gliadinas en 
las semillas de los cereales de grano, permite 
reconocer su actividad de tipo estructural 
o de reserva sobre todo en el endospermo 
(Shewry & Halford,  2004) y posiblemente su 
relación con la viscosidad de la materia seca, 
al presentar la línea G16 el mayor contenido 
de gliadinas, también resultó con la mayor 
acumulación de peso seco en la plántula. Con 
respecto, al testigo de cebada cv. GABYAN95 
(G23) resultó con una concentración menor 
(585.13 µg/mL) formando el segundo grupo, 
y en el último grupo se encontró la línea 
G7 en la última posición con la más baja 
concentración (277.95 µg/mL). 

La prueba de comparación de medias 
para la proteína glutelina, indicó 13 grupos 
estadísticos (Figura 4), teniendo en el primer 

Figura 1 Comparación de medias entre genotipos de cereales de grano pequeño en la germinación (a) 
plántulas normales y el vigor (b) peso seco de plántula después un envejecimiento acelerado

Figura 3 Comparación de medias entre genotipos de cereales de grano pequeño en los contenidos de 
proteína a) albúmina; b) gliadina.
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grupo la línea G16 con la mayor concentración 
(1,235.7 µg /mL), lo que pudiera indicar que es 
un genotipo de alta calidad, debido al mayor 
vigor en el porcentaje de plántulas normales 
después del envejecimiento acelerado, 
coincidiendo  con la relación de respuesta 
entre el mayor contenido de glutelina con 
el vigor en maíz (Torres, 2004); dentro del 
mismo grupo estadístico le siguieron el testigo 
avena (G21) con 1,192.0 µg/L y las líneas G18 
y G4 con 1,077.7 y 1,020.7 µg/mL, cada una 
(Figura 4). Mientras que las líneas G14, G10 
y G15, junto con los testigos cv. GABYAN95 
(G23) y trigo (G24) formaron el último grupo 
estadístico con los valores más bajos desde  
414.6 a 573.5 µg/mL.

En el análisis de correlaciones entre las 

variables estudiadas, se encontró que las 
plántulas normales tuvieron una relación 
significativa (p< 0.05%) y positiva con las 
plántulas anormales (r= 0.41) y negativa con 
las semillas sin germinar (r= -0.98), como 
señala el Cuadro 2; lo que sugiere que al 
someter la semilla a un deterioro artificial, 
se obtendrán porcentajes altos de plántulas 
normales, pero habrá un incremento en el 
número de anormalidades y disminución 
en las semillas sin germinar. Así mismo, las 
plantas anormales y semillas sin germinar 
tuvieron una relación significativa (p< 0.05%) 
y negativa (r= -0.54), reflejando que a mayor 
porcentaje de plántulas anormales existirá 
menor  porcentaje de semillas sin germinar. 

En el Cuadro 2, se muestra el resultado de 

Figura 4 Comparación de medias entre genotipos de cereales de grano pequeño en el contenido de proteína 
glutelina.

DE PN PA SSG LMP PS GLU GLI ALB
PN 14.42 1.00 0.414 -0.985 0.888 -0.266 0.072 -0.0003 -0.107

PA 2.07 1.00 -0.540 0.295 -0.525 -0.015 -0.224 -0.295

SSG 15.45 1.00 -0.856 0.328 -0.075 0.033 0.132

LMP 1.73 1.00 -0.020 -0.017 0.087 -0.013

PS 2.29 1.00 -0.364 0.369 0.590

GLU 209.43 1.00 0.141 -0.408

GLI 113.94 1.00 -0.063

ALB 93.61 1.00

Cuadro 2 Correlaciones y desviación estándar entre las variables evaluadas en el estudio de 25 genotipos 
de cereales de granos pequeño

DE= Desviación estándar; GLU=Glutelina; GLI=Gliadina; ALB= Albúmina PN= Plántulas Normales; PA= 
Plántula Anormales; SSG= Semilla sin Germinar; LMP= Longitud Media de Plúmula; PS= Peso Seco
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la correlación entre las plántulas anormales y 
el peso seco de plántulas con significativa (p< 
0.05%) negativa (r= -0.52), siendo que a mayor 
valor de plántulas anormales, decrecerá el 
peso seco de las plántulas; mientras que entre 
las semillas sin germinar y longitud media 
de plúmula tuvieron una negativa (r= -0.85), 
donde al incrementarse el porcentaje de 
semillas sin germinar disminuirá la longitud 
de las plántulas. En cambio, las plántulas 
normales y la longitud media de plúmula 
presentaron una asociación significativa  (p< 
0.05%) y positiva (r= 0.89); lo que permite 
identificar a los genotipos que tuvieron mayor 
valor de plántulas normales tendrán la mayor 
longitud de la plántula, clasificándolos de alto 
vigor (Marcos-Filho et al., 2015). 

Con respecto a la asociación entre las 
pruebas fisiológicas y el contenido de 
proteínas, se encontró que la albúmina tiene 
una relación significativa (p< 0.05%)  y 
positiva con el peso seco de la plántula de r= 
0.59 (Cuadro 2). Mientras que las glutelinas y 
las albúminas tuvieron una relación negativa 
(r= -0.408); lo que puede indicar que al tener 
mayor contenido de albúmina existirá una 
disminución de glutelinas en la semilla de los 
cereales de grano pequeño. 

CONCLUSIONES
El deterioro artificial a través de 

envejecimiento acelerado tiene diferentes 
efectos en la germinación y vigor de las 
semillas de cereales de grano pequeño, 
destacando las líneas de cebada G16, G15 
y G1, y la cebada cv. Cerro prieto y la avena 
cv. Cuauhtémoc, por tener alto vigor en 
porcentaje de plántulas normales y longitud 
media de plúmula. Así mismo, las cebadas cv. 
GABYAN95 y la línea G16, con alto vigor en 
el peso seco de plántula. Existen diferencias 
en el contenido de proteínas presentes en las 
semillas de cereales de grano pequeño, donde 
destacan las líneas de cebada G16 y G18 

con alta contenido de glutelinas y gliadinas, 
pero bajo contenido de albúminas; mientras 
que la avena cv. Cuauhtémoc presentó alto 
contenido de glutelinas, pero bajo contenido 
de gliadinas y albúminas comparada con 
el resto de los genotipos estudiados. En los 
genotipos evaluados existe una relación entre 
las variables de vigor evaluadas, al presentarse 
mayor porcentaje de plántulas normales, se 
tendrá un mayor peso seco y longitud media 
de plúmula, además de disminuir las semillas 
sin germinar, comportamientos dados en las 
líneas G1, G13 y G16, así como en la cebada 
cv. Cerro prieto y en la línea experimental AN-
366 de trigo. Existe una relación positiva entre 
el contenido de albúminas en las semillas y 
el peso seco de las plántulas, probablemente 
debido a que las albúminas son proteínas 
estructurales, sobresaliendo las líneas G4 y 
G9, además de la cebada cv. GABYAN95.
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