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Abreviatura Significado

ECZ Electroforesis capilar de zona

ACN Acetonitrilo

L* Luminosidad

wi indice de blancura

LMW Bajo peso molecular

| Intensidad

EPA Acido eicopentanoico

ALA Alanina

CIE Comisidn Internacional de L'Eclairage

CIELhC Espacio de color L*, h*, C*

%RSD Porcentaje de desviacion estandar relativa

Long Longitud

Jal Jalisco

Gro Guerrero

Chih Chihuahua

Slv El Salvador

msnm metros sobre el nivel del mar

HDL Lipidos de alta densidad




1 Introduccion.

México, junto con China, India, Colombia y Peru se encuentra entre los cinco paises
llamados “megadiversos”, los cuales en conjunto albergan entre el 60 % y 70 % de la
diversidad bioldgica conocida del planeta. En México se encuentra representado el 12 %
de la diversidad terrestre del planeta. Practicamente todos los tipos de vegetacidon
terrestres conocidos se encuentran representados en el pais, y algunos ecosistemas como
los humedales de Cuatrocienégas en Coahuila sélo se encuentran en México.

Esta diversidad es el resultado de la compleja topografia, geologia y los diversos climas y
microclimas que se encuentran en todo el territorio. Asimismo, la ubicacién geografica de
México hace que se distinga por ser el territorio de unién de dos regiones biogeograficas,
la Neartica y la Neotropical. La diversidad bioldgica de nuestro pais se caracteriza por estar
compuesta de un gran nimero de especies endémicas, es decir, que son exclusivas al pais,
mostrando asi la evoluciéon de especies con distinta afinidad ecolégica y geografica.
Aproximadamente el 50 % de las especies de plantas que se encuentran en nuestro
territorio son endémicas, esto se traduce en aproximadamente 15,000 especies que, si
desaparecieran en México, desaparecerian del planeta.

La pérdida progresiva del conocimiento etnobotdnico de las poblaciones silvestres,
asociada con la pérdida del habitat en algunos sitios ha provocado una degradacién de
importantes recursos genéticos, asi como del desconocimiento de especies con un gran
potencial terapéutico y econdmico. La pérdida de esta variacion genética es comun en
plantas con ciclos anuales y son el resultado de la domesticacidon de las especies, este
fenédmeno es particularmente llamativo en variedades comerciales, donde son obvias las
diferencias morfoldgicas debidas a la seleccién artificial como resultado la intervencion
humana (Cahill, 2004)

La republica mexicana esta catalogada como una de las dreas con mayor diversidad del
género Salvia (fam. Lamiaceae) en el mundo (Ramamoorthy, 1984, & Walker, Sytsma,
Treutlein, & Wink, 2004), en 2004 Villasefior reportd que se cuenta con un total de 292
especies de este género, el segundo a nivel nacional solo por detras del Mammillaria (fam.
Cactaceae) con 306. Entre las principales caracteristicas de las salvias encontradas en
México es que se albergan en bosques, desarrollandose mejor en altitudes que van de los
1500-3000 msnm, la mayor parte de estas especies son arbustos perenes (86 %), en su
mayoria presentan flores de colores (76 %), con tonalidades azules y/o moradas, logrando
una actividad maxima de floracién en el mes de octubre (Cornejo & Ibarra, 2011), los
estados con mayor diversidad de salvias corresponden a Oaxaca, Guerrero, Puebla, Jalisco
y Michoacan (Ramamoorthy & Elliott, 1988).

Una de las especies incluidas en este género es la semilla de chia (Salvia hispanica L.)
venerada en tiempos prehispdnicos junto con el maiz (Zea mays), el frijol (Phaseolus spp.)



y el huautli (amaranto) (Amaranthus leucocarpus), y prohibido e incluso perseguido su
cultivo en tiempos de la conquista, debido a su uso en rituales religiosos (Hernandez J. ,
2008).

Aunque ya hace casi 100 afios en 1918 se dio una patente para la extraccién del aceite de
chia (Lomanitz, 1918), actualmente la semilla ha recobrado importancia debido a su alto
contenido en fibra, proteinas, compuestos fendlicos y antioxidantes, principalmente
Omegas 3, 6 y 9, asi como su aplicaciéon en la disminucién de los niveles de triglicéridos,
colesterol LDL, en el tratamiento para personas con hipertension, arterioesclerosis y
principalmente para la prevencién de enfermedades cardiovasculares y el llamado
“sindrome metabdlico” (Beltran & Vargas, 2011).
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2 Marco teodrico.
2.1 Lachia.

2.1.1 Descripcidn y clasificacion.

La semilla de chia (Salvia hispanica L.) es una planta perene-arbusto que pertenece a la
familia Lamiaceae y al género Salvia, su clasificacion completa se muestra en la tabla 1.
Crece en suelos arcillosos o arenosos que estén bien drenados, incluso en zonas aridas;
aunqgue no toleran las heladas ni crecen a la sombra (Herndndez J. , 2008). Esta planta
llega a medir un metro o mds de altura, el drea de distribucién natural de la chia se ubica
en la zona montafiosa de la vertiente del Océano Pacifico, desde Chihuahua hasta
Centroamérica, sobre el Eje Neovolcdnico Transversal y las Sierras Madre: Occidental, del
Sur y de Chiapas (imagen 1). Estas condiciones generan aislamiento geografico que
motivan la fragmentacion y diferenciacién de las poblaciones (Hernandez J. , 2008), segun

reportd Flores en 1938 los estados de Sonora y Chihuahua cuentan con variedades
silvestres de esta semilla.

35

30 \ h\-‘ 7 .\\
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"] Eje Neovolcanico Transversal
R Sierra Madre del Sur
Altiplano Volcdnico de Guatemala

=115 =110 05 -100 -95 -20 -85

Imagen 1. Area de distribucién natural de chia, tomado de Hernandez, 2008 (Elaborado a partir de Cahill
(2004) y Kirchhoff (1960)).
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Tabla 1. Clasificacion Taxonémica de la semilla de chia. (Beltran & Vargas, 2011 y Lavias, 2014). A). Hojas
de diferentes muestras de chia, B) El tamafio de las inflorescencias indica domesticacion de la planta. C)
Planta de chia en desarrollo. Fotos recopiladas de Hernandez, 2008 (A y B) y Lavias, 2014 (C).

Reino Plantae Fisiologia
Subreino Viridaeplantae .
Division Tracheophyta
Subdivision  Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Neopetoideae
Tribu Mentheae
Género Salvia
Especie Salvia hispanica L.
TSN* 32718

W
*Taxonomic Serial Number.

Herndndez en 2008 reportd que las semillas cultivadas, en especial las de Jalisco,
presentan un sistema de apareamiento intermedio o mixto' con un 22.17 % de
cruzamiento natural y las semillas silvestres principalmente son autégamas'" con un
promedio de propagacion cruzada de 1.5 %, también menciona que la caracteristica
principal que indica el grado de domesticacidon de la semilla se puede observar en la
indehiscencia de la planta, ya que demuestra la pérdida de sus capacidades para la
propagacion y una alta dependencia del cultivo humano (Cahill, 2005, Hernandez &
Miranda, 2008). Por otra parte, algunos autores indican que las plantas de chia no
presentan problemas debido al ataque de plagas o enfermedades, por lo que estan libres
del uso de pesticidas, llegando solo a ser atacadas por las hormigas en sus hojas, durante
la madurez, y algunas aves que se comen las semillas (Campanilla & Martinez, 2012,
Hernandez, 2008), sin embargo, el uso de herbicidas es necesario debido al crecimiento de
malezas en los campos de cultivo (Orozco, 1993).

2.1.2 Composicion general y nutricional.

Una de las principales caracteristicas de la semilla de chia es su alto contenido de aceite,
rico en acidos grasos esenciales, omegas 3, 6 y 9 (tabla 2), el cual fue utilizado
artesanalmente en la época prehispdnica para cosmeéticos, barnices y jarrones (Cahill,
2003). Adicionalmente, es un alimento que cuenta con tocoferoles, con funcion
antioxidante, ademas de una gran variedad de fitoesteroles (tabla 3), los cuales cuentan

'Se basa en la suposicién de que cada fertilizacion es o bien la autofecundacion o fertilizacién cruzada completamente al
azar.
'Son aquellas que se reproducen sexualmente por autofecundacion.
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con propiedades inmunomoduladoras y anticancerigenas, se ha reportado que una dieta
rica en escualeno, estigmasterol, campesterol y B-sitosterol, ayuda a reducir el colesterol
en la sangre previniendo problemas cardiovasculares asi como cancer de colon, seno y
prostata (Award & Fink, 2000).

Tabla 2. Composicion del aceite de chia de algunas zonas de América.

dzl sleor:iﬁa g/100 g de aceite
Palmitico  Estedrico Oleico Linoleico  a-linolénico

Pais Aceite
16:00 18:00 18:01 18:02 18:03
Argentina’ 34 7 3 6.7 19.5 63.1
Argentina** 335 6.89 2.39 6.37 225 60.35
Bolivia“ 32.7 7.4 2.7 7.1 18.7 63.6
Bolivia** 29.98 7.72 3.59 9.12 21.93 56.93
Colombia’ 29.9 7.5 3.5 7.6 19.2 57.9
México* - 6.6 3.3 7.6 20.3 60.2
México’ 31 6.7 33 7.5 19.6 61.6
México™” 20-36 - - 5 43 46.1
México?! - - - 0.8 48.6 42.2
México? - - --- 0.7 45.2 39.3
México?® - - - -0.8 39.3 56.2
México* 31.4 - - 8.16 32.81 59.02
Ecuador 31.47 6.39 3.74 6.59 16.99 64.75
Perd’ 324 7.2 3 6.9 18.4 64.2

* (Ayerza R., 1995), ** (Ayerza & Coates, 2011) “(Ayerza & Coates, 2006), * (Palma & Donde, 1947),
1 (Baughman & Jamieson, 1929), 2 (Gardner & Nat’l, 1937), 3 (Steger & Pennekamp, 1942), 4 (Pascual, 2013).

Tabla 3. Compuestos identificados en el aceite de chia. (Alvarez, 2004), * (Ixtaina V., 2010).

En la fraccién

saponificable no saponificable
Acido Palmitico Escualeno
Acido Estearico Campesterol o giberelinas
Acido Oleico Estigmasterol
Acido Linoleico B-sitosterol
Acido a-linoleico Estigmastanol
Acido Eicosanoico Farnesol

Acido vaccénico*

El aceite de la semilla de chia cuenta con una gran actividad antioxidante y antiradicales
libres (Normén, y otros, 2002); estas propiedades no se limitan al aceite, ya que la harina
desengrasada contiene varios polifenoles (tabla 4); uno de ellos recientemente
identificado fue el secoisolariciresinoldiglucdsido (SDG) (Ayerza R. , 2013) cuya principal
caracteristica radica en sus acciones farmacoldgicas aplicadas en el tratamiento de la
diabetes, la aterosclerosis, cancer de mama, colon y préstata asi como en la enfermedad
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cardiovascular (Dhaval, Jitendra, S.S, & Arindam, 2012). La semilla también cuenta con una
gran cantidad de aminoacidos esenciales y no esenciales (tabla 5).

Tabla 4. Principales antioxidantes presentes en la chia. (Hernandez M. , 2014), *Ixtaina, Nolasco, & Tomas,
(2011) e Ixtaina V. Y., (2010), A (Ayerza R. , 2013).

Compuesto En la harina y el aceite Solo en la harina
identificado
Acido cafeico* X
Acido clorogénico*A X
Acido fertlico X
Acido gdlico X
Acido p-cumdrico X
Acido trans-cindmico X
Acido vanilllnico X
Miriceting *A X
Quercetina*A X
Kampferol*A X
SDGIIIA

Tabla 5. Aminoacidos esenciales y no esenciales contenidos en la semilla de chia (Ayerza & Coates, 2006).

Aminoacidos

Acido aspartico Metionina
Acido glutdmico Tirosina
Alanina Lisina
Arginina Prolina
Cistina Histidina
Glicina Fenilalanina
Serina Leucina
Treonina Isoleucina

En la tabla 6 se muestra la cantidad de nutrimentos con los que cuenta la chia, donde se
muestra que la semilla es fuente de vitamina B3 que esta relacionada con la prevencion de
enfermedades coronarias (Lugo, 2013). Hay que tomar en cuenta que en los alimentos los
lipidos también son considerados macronutrientes (Nasiff, 2009).

2.1.3 Factores ambientales en la composicion.

» El contenido de aceite de las semillas es afectado por la temperatura y el régimen
de lluvias del lugar donde se cultiva (Hernandez J. , 2008).
» La expresion de proteinas varia debido a la localizacién geografica (Lavias, 2014).

"' No se especifica en que parte de la semilla fue identificado, pero se menciona que se encuentra presente
en semillas blancas y negras.
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» Propiedades del tipo de suelo, agua usada en el riego y la variedad de la planta
modifican el contenido de minerales y otros nutrientes (Ayerza & Coates, 2006).

Tabla 6. Propiedades nutricionales de la chia. (Ayerza & Coates, 2006), * (Lugo, 2013).

Nutrimento Semilla de chia entera Harina desengrasada

Macronutrientes mg/100g

Calcio 714 1180 (138.2%)
Potasio 700 1100
Magnesio 390 500
2 Fosforo 1067 1117
:g Micronutrientes mg/100g
%" Aluminio 2 4.3
; Boro - 14
] Cobre 0.2 2.6
'.§ Hierro 16.4 20.4 (17.29%)
=z Manganeso 2.3 6.8
Molibdeno 0.2
Sodio - 2.9
Zinc 3.7 8.5
Vitamina A 441U -—-
E Tiamina (B1) 0.18 0.79
.f>§ Rivoflavina (B2) 0.04 0.46
Niacina (B3) 6.13 11.3

2.1.4 Omegas en el organismo.

Dentro de los organismos vivos los acidos grasos son utilizados como sustratos de diversos
procesos celulares, tales como las biosintesis de membranas, modificaciones en proteinas,
regulacidn de la transcripcidn, sefializacion intracelular y fuente de energia para el higado,
corazén y musculo esquelético (Valenzuela, Tapia, Marcela, & Valenzuela, 2011).

Todos estos dacidos grasos se encuentran en la doble capa de fosfolipidos de las
membranas celulares; las composicion de éstas pueden cambiar dependiendo de la dieta
de cada individuo, influyendo sobre la presidn arterial, la sensibilidad a la insulina, el
endotelio, las enfermedades inflamatorias, las autoinmunes y el cancer, ademas de que
los acidos grasos “trans” favorecen la aparicién de ateromas, un factor importante para el
desarrollo de enfermedades como la ateroesclerosis (Nasiff, 2009).

Los acidos grasos, en especial el grupo de los omega-3 y 6 (acidos grasos esenciales) sirven
de sustratos para la sintesis de diversos mediadores fisioldgicos; los primeros fungen
como precursores de acido eicopentanoico (EPA) y docosahexanoico (DHA) y los segundos
pueden derivarse en acido araquiddnico. Sus principales fuentes de obtencién son los
alimentos de origen animal y vegetal, teniendo mayor presencia en aceites vegetales
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como el de chia y el de oliva, asi como pescados con alto contenido de grasas incluidos el
atun y el salmén. En la tabla 7 se muestran algunas consecuencias de la suficiencia e
insuficiencia de estos acidos grasos en la dieta.

Tabla 7 . Beneficios del consumo de Omega-3 y Omega-6 (Valenzuela, Tapia, Marcela, & Valenzuela,
2011), * (Nasiff, 2009).

Suficiencia Insuficiencia*
Disminuyen: Disminuyen:
»  Los niveles plasmaticos de triglicéridos »  Elaprendizaje
»  El colesterol »  Crecimiento
»  Lasintesis de LDL »  Fertilidad

»  Electrorretinograma anormal (respuesta eléctrica

»  La presion arterial y las arritmias . .
2 u de las células de la retina)

»  Laagregacion plaquetaria Aumentan:
Aumentan: »  Alteraciones de la vision
»  Elcolesterol HDL »  Lesiones de la piel

»  Polidipsia (aumento anormal de la sed)
»  Riesgo de desarrollar higado graso

El DHA es primordial para la formacién del sistema nervioso y visual en los mamiferos en
general, ya que contribuye al trabajo neuronal, funciones de aprendizaje y memorizacién
(Nasiff, 2009), mientras que el EPA disminuye los triglicéridos y el colesterol sanguineo,
baja la presién vascular, tiene efectos antitrombdéticos y antiinflamatorios, ambos tienen
propiedades antiinflamatorias y citoprotectoras ademas de aumentar la actividad de
drogas anticancerigenas (Valenzuela, Tapia, Marcela, & Valenzuela, 2011).

En la actualidad existen muchos problemas de salud relacionados con el estilo de vida
sedentaria, un alto grado de estrés, una dieta rica en grasas y carbohidratos, reflejados en
el aumento de los indices de obesidad, diabetes e infarto al miocardio. En México y el
mundo las principales causas de muerte en los ultimos afios son debidas a la cardiopatia
isquémica, que es una enfermedad ocasionada por la arteriosclerosis de las arterias
coronarias que consiste en la formacién de coldgeno, ademas de la acumulacién de lipidos
y células inflamatorias que ocasionan el estrechamiento de estas vias (CNN México, 2014).

2.1.5 Omegas en la prevencion y/o tratamiento de algunas enfermedades.

Enfermedades cardiovasculares.- La arteriosclerosis es un padecimiento multifactorial
gue se desarrolla a largo plazo, caracterizada por valores anormales de triglicéridos,
colesterol elevado e inflamacién; consta de la formacién de una capa o placa dentro de las
arterias, compuesta principalmente por lipidos, las cuales disminuyen la elasticidad de los
vasos sanguineos, ocasionando una oxigenacion inadecuada. Algunos estudios muestran
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gue esta enfermedad comienza en la infancia y no presenta ningln sintoma por varios
afos, pudiendo pasar desapercibida hasta el momento de sufrir un infarto al miocardio o
alguna enfermedad vascular cerebral que concluya en la muerte del individuo (Vazquez,
2007).

Enfermedades neurodegenerativas. La vulnerabilidad oxidativa de los omegas reduce el
estrés oxidativo de las neuronas, ademas de favorecer la expresion de genes
neuroprotectores, por lo que pueden ser utilizados en el tratamiento de neuropatologias,
ademas de la neuropatia diabética, Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple, depresién y
esquizofrenia (Valenzuela, Tapia, Marcela, & Valenzuela, 2011, Caballer, 2011).

En tratamiento del cancer. El EPA y DHA retrasan el crecimiento y metastasis de los
tumores primarios, reduciendo la expresién de genes relacionados con tumorogenesis;
también aumenta la eficacia de los medicamentos en las quimioterapias para mujeres con
cancer de mama; inducen y modulan la apoptosis favoreciendo la diferenciacién celular,
adicionalmente bloquean la formaciéon de tumores inducidos por farmacos (Valenzuela,
Tapia, Marcela, & Valenzuela, 2011).

Artritis reumatoide. Este padecimiento corresponde a un desorden autoinmune
caracterizado por la inflamacidn y destruccidon progresiva de los tejidos que forman las
articulaciones; la funcién de los omegas consiste en la Inhabilitacion de los mediadores de
inflamacién (Valenzuela, Tapia, Marcela, & Valenzuela, 2011).

La administraciéon de EPA y DHA permite disminuir significativamente el daifo inducido por
la Isquemia-reperfusion (IR), las cuales son lesiones debidas a infartos al miocardio, lesién
renal aguda, apoplejias e isquemias por shock sistémico (Valenzuela, Tapia, Marcela, &
Valenzuela, 2011).

2.1.6 Estudios de los beneficios de la chia

Debido a todas las propiedades de la chia mencionadas anteriormente se han realizado
estudios que demuestren los beneficios reales de su consumo, en la tabla 8 se muestran
algunos de ellos, algunas conclusiones llegan a contrastar incluso en la dosis, ya que
Beltran & Vargas en 2011 menciona que la dosis ideal corresponde al consumo de 7 g/dia.

2.1.7 Utilizacion actual.

Debido a sus grandes cantidades de aceite y proteinas (tabla 9), ademas de que su alta
actividad antioxidante las semillas de chia tienen aplicacién en la fabricacién de alimentos
y crianza de animales para consumo humano (tabla 10).
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Tabla 8. Estudios realizados con diferentes dosis de chia. Tabla extraida de (Norlaily, y otros, 2012).

Tiempo de Sujetos de prueba Tipo de Resultados
estudio Administracion
El contenido de ALA y EPA fue elevado después de la
7 semanas 10 mujeres con 25 g de chia por dia suplementacion de los alimentos con chia molida. El
postmenopausia resultado tuvo concordancia con estudios anteriores
realizados en las gallinas, ratas y conejos.
No hay resultados significativos en la pérdida de peso
Muestra de 76 y los factores de riesgo de enfermedad a pesar de que
personas el nivel plasmatico de ALA aumento. Los resultados
12 semanas 37 con placebo y 25 g de chia en 250 contrastan con la hipotesis planteada por Nieman et
39 con semilla de mL de agua por dia al. de que el alto contenido de fibra dietética y ALA en
chia) chia pueden promover la pérdida de peso y reducir
factores de riesgo de enfermedades del corazény la
obesidad.
Muestra al azar con
dieta controlada
(500 kcal), 67 Bebida de 235 kcal
2 meses sujetos con que contenia proteina  Pérdida de peso corporal y reduccion de los niveles de
sindrome de soya, nopal, glucosa y de triglicéridos en la sangre.
metabdlico semillas de chia 'y
35 con placebo avena
y32 con la bebida
Muestra aleatoria, Pan blanco 50 g Reduccién de la glucemia postprandial.
120 minutos  en 11 sujetos sanos  contiene 0.7, 15,024  (Es aquella que se hace presente en la sangre después
g de semillas de chia de haber ingerido alimentos)
Tabla 9. Andlisis proximal de semillas de chia de diferentes localidades.
Localidad % de aceite Proteinas Cenizas Fibra Carbohidrato
dietética s
Jalisco (N) ~ 23.44-33.54
Lavias, 2014 Jalisco (B) 22.73-31.69 --- --- --- ---
Oaxaca (N) 30.80 - 33.22 --- --- -
Puebla 28.16 - 36.30 --- --- -
Vera, 2014 Jalisco 27.6 --- --- --- ---
Pascual, 2013 Colima 31.4 - - -
Lugo, 2013 Jalisco 32.84 22.3 3.69 17.07 17.51
sandoval, 2012 Colima 32,5 22.0740.7 3.7£0.2 33.614.2 3.1
Ixtaina, Nolasco, & Argentina 33.6 --- --- - ---
Tomas, 2011
Ayerza & Coates, Argentina 33.5 16.45 - ---
2011 Bolivia 29.98 26.03 --- -
Ecuador 31.47 15.95 --- - ---
Ixtaina, 2010 Argentina 33.6+0.4 29 5 27 7
Guatemala 26.7+19 19 4 29 -
Ledesma, 2008 Jalisco 32.23+0.08 24.6 £0.25 5.96 £0.06 34.59 £0.07 2.62
Alvarez, Valdivia, Jalisco 29.5 + 4.05 -
Arbuto, & Tecante, Sinaloa 25.5+4.,55 -
2008
Molina, 2008 Jalisco 34.55+0.5 26.80+0.4 4.10 £ 0.009 30.49+£0.5 4.06
Monroy, Mancilla, - 35.2 19.9 4.64 30.27 9.99
Gallaga, Medina, &
Continda...
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Continda...

Santiago, 2008
Ayerza & Coates, - 30.4 20.7 4.61

27.5 40.29
2006
Olivos, 2005 Jalisco 32.23+0.08 24.6 £0.25 5.96+0.06 34.59 +0.07 2.62
Sinaloa 29.61 £ 0.07 19.59+0.27 4.65+0.47 4588 +0.02 0.27
Bushway & Belya, -—- 31.14 24.66 4.82 18.81 Contid$a54
1981
Palma & Donde, - 20-36 - - - -
1947
Flores, 1938 -—- 40.9 22.43 7.15 - 29.52

Tabla 10. Diversas aplicaciones de la semilla de chia (Norlaily, y otros, 2012), * (Molina, 2008),** (Ledesma
R, 2008), *** (Vera, 2014).

Uso de la Producto

Aplicacion y/o beneficio
semilla

Crianza de Pollos Aumento de w -3y 6 en el huevo y yema

Aumento de w - 3 y dcido palmitico disminuido en la carne. La evaluacion

Alimento sensorial del sabor y la produccién de huevos y pollos de engorde no
animal eran afectadas
Crianza de Cerdos y conejos  Aumento de acidos grasos insaturados en las grasas de la carne, asi como
la mejora del aroma, sabor y la digestibilidad.
Harina (15-20 % de harina
de chia harina de maiz) Aumento de la fibra dietética total y disminucién en el indice glucémico
Harina
Formulacién de Ingredientes para las Mejora de la retencion de agua, capacidad de absorcién, y estabilidad de
alimentos galletas, barras de cereales la emulsién.
, patatas fritas, postres,
panes, jaleas, y emulsiones
Las globulinas de la chia son buenos emulsificantes con una
Emulsificantes* estabilizaciéon del 100 % a bajas concentraciones con un pHde 40 7,
pudiendo ser usadas en la fabricacion de embutidos, mayonesas
aderezos o en productos de panaderia y crema batida
Agentes protectores** Uso de las proteinas como peliculas protectoras de alimentos frente a
ataques microbianos
Suplemento para mujeres Mejora los niveles de ALA 'y EPA
Suplemento posmenopdausicas
Bebidas de recarga de Mejora de los atletas de resistencia por mas de 90 minutos, pero no de
carbohidratos los atletas de rendimiento
Biocombustible*** A pesar de su alto contenido de aceite, su alta capacidad antioxidante no
permite su utilizacion como materia prima en la fabricacion de
Varios

biocombustibles
Ungiento Aplicacién tdpica del aceite de chia para enfermedades de la piel tales
como prurito y eczema xerotico especialmente en pacientes diabéticos y
con disfuncién renal
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2.1.8 Produccion.

En México los primeros registros sobre la produccion de chia datan del afio 2003
(SAGARPA, 2015) siendo el estado de Jalisco, especificamente el municipio de Acatic, el
pionero en el cultivo de esta semilla; teniendo inicialmente una superficie de cultivo de
300 hectareas (ha), con el paso de los afios se unieron varios estados con una produccién
intermitente, en 2009 Puebla con 20 ha, en 2013 Sinaloa con 80 ha y en 2014
Aguascalientes, Guanajuato, Nayarit y San Luis Potosi que juntos sumaron 190 ha. A once
afios de su incursidon Jalisco se mantiene como el principal productor donde con 2
municipios, Acatic, y Cuquio suma el 69.19 % y en conjunto con otros contribuyen con el
94.88 % de la produccidn nacional, siendo el segundo productor el estado de puebla, con
solo el 4.1 % y por ultimo los demas estados con el 1.02 % (grafica 1).

Produccion nacional afho 2014

95% W lJalisco

4%  ®mPuebla

1% m Nayarit

0% msan Luis Potosi
0%  m Aguascalientes

0%  m Guanajuato

Grafica 1 Distribucion de los principales productores de chia a nivel nacional (SAGARPA, 2015).

El cultivo de esta semilla se ha ido incrementando con el paso del tiempo, logrando en
s6lo once afios un aumento en la superficie de cultivo de 300 ha a 16,721 ha y mas de diez
veces la produccién anual (grafica 2). Hay que tomar en cuenta que los estados
mencionados anteriormente contrastan con los reportados por Ayerza en 1995 quien
menciona que aparte de Jalisco existen pequeios productores en los estados de Guerrero,
Chiapas, Michoacdn, Oaxaca, Puebla, Zacatecas y Sinaloa, donde algunas areas para este
cultivo debido a su baja demanda fueron abandonadas, reemplazando su cultivo por el de
maiz, lo que hace suponer que existen un mayor niumero de localidades que actualmente
se dedican al cultivo de chia.
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9548.14
8431.89

2913.5 3448.6
2060.16

Grafica 2 Produccion total de chia en toneladas por afio (SAGARPA, 2015).

Dentro del contexto internacional se estima el uso de una superficie alrededor de las
250,000 ha’s anuales, siendo los principales productores Argentina, Australia, Bolivia,
Chile, México, Nicaragua, Paraguay y Peru, quienes surten la creciente demanda de paises
europeos, Estados Unidos y Japdn (Gonzdlez G., 2014).

2.1.9 Variedades de chia.

Antes de hablar de variedades de chia se deben tomar en cuenta algunos conceptos.

» Genotipo. Es la informacién genética del organismo contenido en el ADN nuclear
referido al conjunto de genes.

Fenotipo. Son las caracteristicas fisicas o conductuales que son expresadas del
genotipo dependiendo del ambiente (Oliva, Ballesta, Josep, & Joan, 2008).
Variedad botdnica. Segun la Unién Internacional para la Proteccion de las
Obtenciones Vegetales (UPOV, 2010), una variedad puede tener un genotipo
natural o una “combinacién de genotipos”, que abarca, por ejemplo, las variedades
sintéticas y los hibridos, caracterizandose por:

>

>

Definirse por la expresidn de caracteristicas resultantes de un cierto
genotipo o la combinacién de genotipos.

Distinguirse de cualquier otra planta en la expresion de por lo menos una
caracteristica.

Que se propague sin alteraciones.

Cultivar. Segun el cédigo internacional de nomenclatura para plantas cultivadas las
palabras variedad y cultivar han sido usadas como sindnimos, un cultivar debe de
cumplir con ciertas condiciones tales que:

21



e Sean plantas seleccionadas por el hombre y tenga una caracteristica o
caracteristicas particulares deseadas.

e Que dichas caracteristicas se mantengan cuando son propagadas
apropiadamente mostrando asi la estabilidad de sus caracteristicas y del
organismo durante y después de la propagacion.

Sin embargo, las variedades botdnicas pueden darse naturalmente y los cultivares son
seleccionados artificialmente, si dentro de un cultivar las condiciones ambientales
cambian el fenotipo modificando sus cualidades pasa a ser una variedad y deja de ser
cultivar.

Existen registradas dos variedades de Salvia hispanica L. una localizada en el estado de
Michoacdn, especificamente en Uruapan, otra con origen en Guatemala (IPNI, 2005).
Reportes indican la presencia de una semilla con usos similares a la chia en México, la
procedencia de esta planta se ubica en el estado de California (tabla 11) , también llamada
“chia” por los nativos sin embargo su clasificacion muestra que se trata de una especie
diferente (USDA-NRCS, 2003). Tampoco debe confundirse con la llamada “chia roja” que
es otra especie (Chenopodium berlandieri subsp nuttalliae) andloga del huauzontle, la
Salvia polystachya Ort presente en las orilla de los caminos con vistosas flores azules, la
cual no tiene frutos comestibles (CONABIO, 2015) o algunas otras Ilamadas
tradicionalmente como “chias” entre las que destacan la chia cimarrona (Salvia tiliifolia),
chia de chapata (Amarantus Leucocarpus), o la chia gorda [Hyptis Suaveolens (L.) Piot]
(UNAM, 2015).

Tabla 11. Diferentes variedades de Salvia hispanica L.

Clasificacion Apariencia

»  Salvia hispanica L. var. chionocalyx Fernald (México)

»  Salvia hispanica L. var. Intonsa Fernald (Guatemala)

»  Salvia columbariae Benth. (California)

Por otro lado Orozco creo su propia clasificacion de variedades basdndose en
caracteristicas especificas de la planta y sus semillas (imagen 2); ésta incluye las
modificaciones sufridas por la planta al reprimir un gen de coloracion en las flores
mediante la utilizacién de “rayos x” (Orozco, 2015).
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Ayerza & Coates en 2009 reportaron 4 diferentes genotipos de chia (tabla 12) vy
concluyeron que dependiendo del genotipo utilizado en la propagacién se tiene un
impacto significativo en el rendimiento del cultivo, ademds de que existe un impacto poco
significativo en la composicion de la semilla (contenido de proteina, porcentaje de aceite,

composicion de acidos grasos y polifenoles), siendo el tipo Miztic y Tzotzol los de mayores
rendimientos (738 y 704 kg/ha) (Ayerza & Coates, 2009).

Tabla 12.- diferentes cultivares reportados.

Cultivares Referencia
> Miztic
> lztacVl Ayerza & Coates, 2009
> lztacll

> Tzotzol'

Lineas puras:
» semillas blancas
» semillas negras
» con Flores azules claro
» con Flores azul fuerte Orozco, 2015
» con pubescencia azul
» que presentan pigmentacion en los tallos
Lineas modificadas:
» semillas blancas y negras que dan flores
blancas

Estas pocas diferencias observadas confirman lo dicho por Hernandez y Miranda en 2008,
donde afirmaron que la diversidad genética en torno a la chia se ha reducido; por tanto, se

requiere valorar la diversidad actual de esta especie nativa de Mesoamérica para
planificar mejor su conservacion y aprovechamiento.

Imagen 2.- Variedades de chia segun la clasificacién de Orozco 1991.

V' Semillas que presentan coloracidn blanca.
V' Semillas que presentan coloracién negra.
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2.2 Las proteinas.

2.2.1 Proteinas de cereales y pseudocereales.

Histéricamente los cereales"' estan intimamente ligados al desarrollo de la humanidad, ya
sea para su propia alimentacion o la alimentacién de diferentes tipos de ganado, dentro
de los procesos mas antiguos de la elaboracién de alimentos se encuentra la fabricacion
de pan, el cual esta ligado directamente al manejo de proteinas.

Los cereales proporcionan parte de las proteinas que requerimos diariamente. Dentro de
los sistemas bioldgicos éstas juegan un papel muy importante, debido a la gran variedad
de funciones que realizan, de esta manera las proteinas son en cierta forma “Unicas”
debido a su alta complejidad y heterogeneidad.

Los atributos sensoriales de los alimentos se encuentran influenciadas por las proteinas
contenidas en ellos, por ejemplo en los productos horneados tienen gran importancias las
proteinas de trigo para la formacidn de gluten, asi como las de huevo que contribuyen con
propiedades gelificantes, emulgentes, espumantes y fijadoras de agua.

Los pseudocereales son cualquier planta que, aunque no perteneciente a la familia de las
gramineas, produce semillas que se pueden utilizar para hacer harina; entre los
pseudocereales mas utilizados estan el amaranto y la quinoa. La tabla 13 presenta una
comparacion entre la composicién de algunos cereales y pseudocereales con la chia
(Mendiola, 2009).

Tabla 13.- Analisis proximal de algunos cereales y pseudocereales. * (Lugo, 2013), % (Ayerza & Coates,
2006), 3 (USDA, 2015).

Quinoa Amaranto Trigo Maiz Arroz Chia
Proteinas 14 % 16 % 11.6 % 9.8 % 7.7 % 22.3 %!
Hidratos de carbono 60 % 62 % 69.7 % 70 % 749 % 17.51 %!
Grasas 5% 7.5% 3.5% 7% 2.8% 32.84 %!
Lisina 0.89 % 0.89 % 0.36 % 0.22% 5.50 %2
Metionina 0.32% 0.32% 0.17 % 0.27 % 0.27 % 0.44 %2
Triptéfano 0.15% 0.15% 0.14 % 0.07 % 0.1% 1.59 %2
Calorias (en 100 g) 341 333 309 338 353 4863

La Salvia hispanica L. es una planta herbacea de la familia de la menta, no poseen altas
concentraciones de carbohidratos, tiene un alto contenido de lipidos poliinsarurados
(tabla 2) y no necesitan ser cocinadas para poder ser ingeridas en la dieta; puede
introducirse en la clasificacion de pseudocereal debido a su alto contenido de fibra, la

VIplantas gramineas que dan frutos farinaceos. También se conoce como cereales a estos mismos frutos, al conjunto de
las semillas de estas plantas y a los alimentos elaborados a partir de estas semillas. Son monocotiledéneas.
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capacidad de utilizarla en forma de harina para la panificaciéon y que son plantas
dicotileddneas (Natero & Romano, 2016).

2.2.2 Solubilidad.

La disolucidn de las proteinas es una manifestacidén de un equilibrio de interacciones entre
proteinas con el disolvente.

Proteina — Proteina + disolvente <» Proteina — disolvente
Existiendo dentro de este equilibrio dos fuerzas repulsivas:

» Las interacciones hidrofobas: disminuyen la solubilidad al favorecen las
interacciones proteina-proteina.

» Las interacciones idnicas: aumentan la solubilidad contribuyendo a las
interacciones proteinas-agua (Damodara, Parkin, & Fennema, 2010).

Como la solubilidad de las proteinas esta intimamente ligada a sus estados estructurales
dicha propiedad es usada comunmente para medir el grado de desnaturalizacidon durante
los procesos de extraccidn, aislamiento y purificacion.

Las proteinas son moléculas anfifilicas que migran espontdneamente a la interface aire-
agua o aceite-agua, dando asi una mayor concentracién de las proteinas en la interface
gue en el seno de la solucién.

En la interface de la solucidn las cadenas de proteinas se presentan en tres
configuraciones:

> “Trenes”
> Bucles
» Colas

La distribucion relativa de estas tres configuraciones depende de las caracteristicas
conformacionales de la proteina (Damodara, Parkin, & Fennema, 2010). Cuanto mayor sea
la porcion de segmentos en conformacion de “trenes” mayor serd la unién y menor la
tensidn interfacial.

2.2.3 Fracciones de OSBORNE.

Debido a su importancia econémica las proteinas de reserva fueron las primeras en ser
estudiadas. En 1907 Osborne basandose en la solubilidad de las proteinas de trigo las
clasificé como:
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e Albuminas: Solubles en agua a pH= 6 por ejemplo, seroalbiminas, ovoalbiminas y
a- lactoalbumina.

e Globulinas: Solubles en soluciones salinas diluidas a pH= 7 por ejemplo, glicina,
faseolina y B-lactoalbimina.

e Prolaminas: Solubles en soluciones al 70 % de etanol por ejemplo: Zeinas (maiz) y
gliadinas (trigo).

e Glutelinas: Solubles en soluciones acidas (pH= 2) y soluciones alcalinas (pH= 12)
por ejemplo, glutelinas de trigo. Al disolver esta fraccidn en ditioeritrol + propanol
al 50 % se pueden obtener otras dos subfracciones:

i.  Proteinas HMW: moléculas de alto peso molecular que precipitan
al elevar la concentracion a 60 % de propanol.

ii. Proteinas LMW: moléculas de bajo peso molecular que se
mantienen en solucién el elevar la concentracién de 50 % a 60 %
de propanol.

De esta manera, se han ido modificado las condiciones originales descritas por Osborne
para la separacion de las diferentes fracciones de proteinas (Bielitz & Grosch, 2009).

Durante su evolucidn los cereales han sufrido mutaciones dando diferencias entre sus
genes actuales y los ancestrales, ocasionando cambios en la expresion de sus proteinas
Bean, Bietz & Lookhart en 1998 mencionan que debido a su heterogeneidad y la expresion
casi invariante de las proteinas de almacenamiento, éstas proporcionan huellas dactilares
gue diferencian a los genotipos de cereales y cultivares, esto concuerda con lo informado
por Bielitz & Grosch en 2009, quienes mencionan que solo la composicién de aminoacidos
de las prolaminas se relacionan con el parentesco botanico entre los cereales.

2.2.4 Composicion proteica de la semilla de chia.

Algunas aplicaciones ventajosas de la semilla de chia en panaderia son gracias a que su
harina no contiene gluten"", por lo que puede ser consumido por personas que padezcan
la enfermedad CeliacaV". La tabla 14 muestra el contenido de proteinas reportado para la
semilla de Salvia hispanica L.

VIE| gluten es una proteina amorfa contenida en la semilla de muchos cereales (trigo, cebada, centeno,
espelta, triticale y posiblemente avena) combinada con almidén. Representa un 80 % de las proteinas del
trigo y esta compuesta de gliadina y glutenina. El gluten es el responsable de la elasticidad de la masa de
harina, y confiere la consistencia elastica y esponjosa de los panes y masas horneadas (FACE, 2014).

Vil 3 celiaquia es la intolerancia permanente al gluten, conjunto de proteinas presentes en el trigo, avena,
cebada y centeno y productos derivados de estos cuatro cereales. Se dice que es una condicidn
autoinmune, es decir que el sistema de defensa de los celiacos reconoceria como "extrafio" o no
perteneciente al organismo, al gluten, y produciria anticuerpos o "defensas" contra el mismo. Estos
anticuerpos provocarian la lesion del intestino con destruccién o atrofia de su mucosa (capa interior del
intestino), produciéndose una alteracién en la absorcidn de los alimentos (Ministerio de Sanidad y Consumo,
2008).
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Tabla 14. Proteinas contenidas en las semillas de chia.

Fraccion proteica Contenido (g/100 g de proteina total)
(Olivos, 2005) (Sandoval, 2012)
Harina desengrasada 35.5+0.6
Albuminas 3.9 17.3+£0.8
Globulinas 6.96 52.0%1.1
Prolaminas 0.27 12.7+0.2
Glutelinas 22.95 145+0.2
Insoluble (residuo) (nitrégeno no 53.89 3.4+0.6
proteico)
Organopéptidos y aminoacidos libres 12.03 --

(fraccion perdida durante la extraccidn)

La estabilidad de las diferentes fracciones de proteinas depende de la temperatura que se
aplique el momento de su uso, para las proteinas de chia, en especial las prolaminas, su
rango se encuentra entre los 60-103 °C, las temperatura de desnaturalizacion reportadas
se recopilan en la tabla 15.

Tabla 15. Temperaturas de desnaturalizacion de las proteinas.

Fraccion Temperatura de desnaturalizacion (°C)
(Olivos, 2005) (Sandoval, 2012)
Albuminas 60.74-101.14 103.6 +0.72
Globulinas 116.41-135.53 104.7+0.24
Prolaminas 61.30-79.79 85.6+0.60
Glutelinas 94.45-115.30 91.3+0.85

2.3 Electroforesis capilar (EC).

La Electroforesis vista como una técnica de separacidn tuvo sus inicios con la observacién
de la migracion de pequenos granos de arena (didxido de silicio) al aplicar una corriente
sobre dos electrodos sumergidos en agua y una capa fina de arena, descrito por primera
vez por Reuss en 1809, tiempo después en 1816 se observd que al aplicar una corriente
sobre agua, ésta se cargaba de forma positiva, teniendo una migracién hacia el polo
negativo credndose un flujo liquido que va en contra de la corriente eléctrica, a este
fenédmeno se le llama Fuerza electroendosmotica o también Ilamado Flujo electrosmético
(FEO) (Miguel, 2000). Estas propiedades dieron la pauta para la separacion de compuestos
usando una relacion carga/masa.

La EC es una técnica poderosa y muy utilizada para el estudio de las proteinas, gracias a
gue es una técnica rapida, altamente sensible y automatizada. Metodologias basadas en
las fracciones de OSBORNE durante el pretratamiento de las muestras han sido
desarrolladas con éxito (Lookhart & Bean, 1995), consiguiendo asi medir el contenido de
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proteinas en granos de maiz (Zeinas), trigo (Gliadinas) (Bietz & Schmalzried, 1995, Bean,
Bietz, & Lookhart, 1998), avena, arroz, cebada y centeno (Bean & Lookhart, 2000),
obteniendo la identificacion y clasificacidn de distintas variedades de estos granos con una
alta resolucion y rdpida reproducibilidad.

Esta capacidad para diferenciar cultivares es importante durante la crianza,
comercializacidén, utilizacién y en la investigacion, debido a que el conocimiento de las
proteinas de los cereales es transcendental para la prediccion de la calidad, la
identificacion de lineas que garantizan un ingreso econdmico 6ptimo, el rendimiento, la
resistencia genética, o la capacidad de adaptacién de las plantas o cereales (Bean, Bietz, &
Lookhart, 1998).
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Imagen 3. Estructura quimica de los aditivos utilizados por Bean & Lookhart (1988). A) acido
iminodiacético B) hidroxipropilmetil celulosa, también llamado hipromelosa.

Estudios realizador por Bean & Lookhart en 1998 demostraron que las condiciones de
separacion Optimas para la identificacién de prolaminas dependia del uso de
hidroxipropilmetilcelulosa como recubrimiento dindmico del capilar, acetonitrilo (ACN)
como aditivo, ademas del uso de un buffer isoeléctrico, como es el acido iminodiacético
(IDA) (imagen 3), que genera una baja corriente y rdpida separacién, concluyendo
finalmente con la importancia de la remocién de las fracciones de albuminas y globulinas
en la muestra, ya que éstas interaccionan fijdndose en las paredes del capilar aumentando
la linea base y altura de los picos. Particularmente, para el caso de la chia, con la
utilizacion de la EC se ha logrado la separacidn y clasificacién de globulinas (Molina, 2008 y
Sandoval, 2012), mientras que la Electroforesis Capilar de Zona (ECZ) (imagen 4) sirvid
para la determinacion y cuantificacién de compuestos polifendlicos contenidos en aceite y
semilla (Gonzdlez, 2010 y Herndndez, 2014), siendo utilizada mas recientemente para
clasificar diferentes tipos de semillas comerciales mediante el analisis de prolaminas,
concluyendo que no existen diferencias significativas, pudiendo tener asi un mismo origen
(Lavias, 2014).
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Imagen 4. Principales componentes de un equipo de EC. [Diagrama de Miguel Angel Romero Aguilar].
(LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitlan lzcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

2.3.1 Principales consideraciones para el uso de la ECZ.

» Capilar. En la actualidad los equipos empleados para esta técnica utilizan
principalmente capilares constituidos por silice fundida con un recubrimiento de
poliimida, lo que les confiere un facil manejo y flexibilidad, cuentan con una
abertura interna de un didmetro que va de los 10 a los 200 um, estos capilares son
anticonvectivos, lo que elimina el uso de geles soporte, ya que debido a su
pequeiio didmetro, pero una gran superficie, el calor generado puede ser disipado
rapidamente, finalmente los voltajes aplicados pueden ser altos, reduciendo asi el
tiempo de analisis (Osatinsky, 2007).

» Buffer. Debido a que la técnica se basa en las diferencias de movilidades (relacién
carga/masa) la seleccién del buffer es uno de los puntos criticos, ya que con él se
busca imponer un pH donde las moléculas se encuentren cargadas, es decir,
posean una carga neta y por lo tanto una movilidad. Las caracteristicas principales
de un buen buffer son; que no reaccione con la muestra, poca absorbancia y baja
generacidon de corriente, por lo que es recomendable el uso de compuestos
inorganicos o bioldgicos en concentraciones de 103a 101 M (Vargas, 2008).

» Campo eléctrico. Consiste en el gradiente de potencial que hace posible la

separacion por EC, se rige por la ley de Ohm donde V=IR y depende los siguientes
factores:
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» Diferencia de potencial (V). Define el campo eléctrico, a mayor V mayor
serd la velocidad de migracién, es medida en Volts.

» Intensidad (). Esta relacionada con la resistencia Buffer, cuantifica el flujo
de carga eléctrica y estd relacionada con la diferencia de potencial.

» Resistencia (R). Cuanto mayor sea la resistencia del buffer menor sera la
movilidad electroforética, una mayor concentraciéon de buffer generara
mayor viscosidad (una mayor fuerza idnica e intensidad de corriente) y por
consiguiente una menor R.

» Temperatura. El flujo de corriente genera calor, estando directamente
relacionado con la diferencia de potencial y la resistencia del Buffer, si no se
controla puede llegar a desnaturalizar las muestras (Hernandez M., 2014).

» FEO. Surge como consecuencia de la aplicacién de un campo eléctrico sobre un
capilar relleno con una solucién conductora, atiende la teoria de la doble capa
donde la interface entre un soélido y un liquido pueden formar una doble capa
debido a dos fenédmenos:

» Primero. Formacién de una capa fija donde los iones en disolucidn se
neutralizan parcialmente en la pared del capilar.

» Segundo. Los iones que no fueron neutralizados forman una nueva capa.

» Finalmente en el seno de la solucion existe un equilibrio de cargas.

Estos fendmenos se deben a la ionizacién de los grupos silanol dentro de las
paredes del capilar ocurriendo alguno de los siguientes posibles equilibrios:

pH < 3 SiOH + H* s SiOH,*
pH >3 SiOH s Si0~ + H

Al aplicar un campo eléctrico la primera capa permanece inmdévil, mientras que la
segunda y el seno de la soluciéon se muevan en direccidn al polo de carga opuesta.
Estas interacciones crean un FEO casi uniforme y un perfil plano el cual no
contribuye a la dispersién de zonas del analito. Las especies que se mueven con el
FEO aumentan su velocidad de migracidn, si el analito se mueve en contra del FEO
su velocidad disminuye. (Castillo, Revilla, & Lépez, 2002).

> Aditivos. Estos cambian el potencial zeta de la superficie del capilar y varian con el
tipo de andlisis, algunos ejemplos de ellos se muestran en la tabla 16.

» Seleccion de un estandar Interno. Dependiendo de la naturaleza y utilizacién de la
muestra un compuesto de concentracidon conocida puede ser usado como
referencia, su seleccion estd relacionada con algunas de las siguientes
caracteristicas:
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» Que sea un reactivo de alta pureza y estable.

» Que posea un tiempo de migracion adecuado (dentro del tiempo de analisis
del método).

» Que sea una especie cargada (esta caracteristica depende del tipo de EC).

» Que sea un compuesto de naturaleza similar (molécula parecida) a la de los
analitos.

» Que su sefial no se traslape con la de ninguno de los analitos (condicion de
selectividad).

» Que tenga buena simetria de pico, una buena repetibilidad tanto en sus
tiempos de migracion como en sus areas.

Tabla 16. Aditivos utilizados en EC. Lavias, 2014 (Tomado de Oda & Landers, 1997).

Aditivo Ejemplo Funcion
Modifica el FEO, cambio
Sales inorganicas NaCl, CaCl,, K;S04 conformacional e hidratacién de
proteinas.
. L. . . Modifican el FEO, solubilizacién
Disolventes organicos Metanol, ACN, Etilenglicol L, . y
solvatacidn de analitos
Modifican el FEO, solubilizacion de
Aditivos orgdanicos Urea proteinas, desnaturalizacidn de
oligonucledtidos.
o, . Hexano, heptano, octano, analogos Emparejamiento de los iones
Acidos sulfénicos o . . L
del nonano analito, interacciones hidrofdbicas
) ) Diaminoalcanos, bromuro de Modifican el FEO, neutralizan
Aminas divalentes . . ., .
hexametonio cargas, interaccion de analitos.
I Bromuro de dodeciltrimetilamonio Inversion de carga en la pared del
Surfactantes catidnicos L e L
(DTBA) capilar, interaccién hidrofébica
. Hidroxipropilmetilcelulosa, Reduccién del FEO, aporte de medio
Derivados de celulosa . . . .
metilcelulosa, hidroxietilcelulosa tamiz.

2.4 Uso de los parametros de color.

Existe una gran cantidad de elementos que afectan la percepcion del color, algunas de
ellos son debidos a la fuente de luz, el contraste, la distancia, el tamafio del objeto e
incluso la percepciéon del observador, por ello en 1976 la Comisidén Internationale de
L’Eclairage (CIE) cred unas coordenadas de color triestimulo referidos a la percepcién del
ojo humano, denominadas como L*, a*, b* o también llamadas coordenadas CIELab,
interpretadas como:

» L*, para colores claros u obscuros donde 100= blanco, 50= gris y 0= negro
» a*, representa las tonalidades que van de verde (a<0) a rojo (a>0)

» b*, indican tonos azules (b <0) a amarillos(b>0)

También existen algunas variaciones donde se aplica una relacién entre los pardmetros ay
b como son el dangulo hue (h*), que orienta sobre la proporciéon de rojos y amarillos asi
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como la cromaticidad (C*) que hace referencia a la saturacién o pureza del color; estas
coordenadas reciben el nombre de CIELhC (Konicaminolta, 2003) (imagen 5).

Estas coordenadas son un componente basico en la evaluacién sensorial de los alimentos
ya que sirven para la identificaciéon de los grados de madurez en frutas de diferentes
variedades (Gonzdlez, 2010 y Salinas, Almaguer, Pefia, & Rios, 2009), vinos (Cabrera,
Pérez, Rodriguez, Conde, & Pérez) e incluso de productos procesados como los embutidos
(Frontela, Lépez, Ros, & Martinez, 2006), ampliando sus aplicaciones a polimeros, textiles,
tintas, etc.

Otro pardmetro importante es el llamado indice de Blancura (WI por sus siglas en inglés
Whiteness index). Un producto depende de su naturaleza y aplicacién. Los materiales
naturales, como el algodén o lana, tienden a producir un tinte amarillento visto
frecuentemente como un defecto de calidad debido al envejecimiento o la suciedad, por
lo cual la industria modifican los materiales para compensar este efecto. (Konica Minolta).
Esta medida tiene un amplio uso en la industria textil, del papel extendiéndose a la de
medicamentos, plasticos, cerdmica y alimentos. Una superficie blanca ideal debe tener un
WI igual a 100 (Montoya, Giraldo, & Lucas, 2012).

El color en los aceites vegetales estd relacionado con los pigmentos; en el caso de la chia
presenta carotenoides siendo el B-carotenoide el compuesto principal y no presenta
clorofilas (Ixtaina V., 2010), aun no existe un estandar de color para el aceite ni la semilla
de chia.

+b* (Amarillo)
60

b*

N

Red
+a"

Black
Imagen 5. A) Muestra del comportamiento y uso del parametro a, b y L dentro del sistema Hunter B)
Espacio de color CIELhC, C) Espacio de color CIELab (Konicaminolta, 2003).
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3 Objetivos.

3.1 Objetivo general.

Identificar y clasificar diferentes variedades de chia (Salvia hispanica L.) mediante el
analisis del perfil de proteinas usando la técnica de electroforesis capilar, con la finalidad
de lograr un registro basado en la relacidon genotipo-fenotipo, contribuyendo asi al
conocimiento de las diferencias entre estas variedades (razas) de Salvia hispanica y con
esto ayudar indirectamente a fomentar la utilizacion de cultivos salvajes que puedan
enriquecer la variabilidad genética y coadyuve al mejoramiento genético de ésta planta.

3.2 Objetivos especificos.

>

Llevar a cabo una limpieza fisica de las 18 muestras de semillas de chia comercial y
silvestre, con la finalidad de dejarlas libres de particulas extrafias que pudieran
influir en los resultados.

Realizar la medicién de algunos parametros fisicos de las 18 muestras de chia
comercial y silvestre (% aceite, color, pardmetros colorimétricos, tamafio y peso de
las semillas), con la finalidad de encontrar diferencias que contribuyan a su
caracterizacion.

Llevar a cabo el pretratamiento de las muestras de las semillas de chia, con la
finalidad de realizar el fraccionamiento de las proteinas presentes en la harina de
chia, método de Osborne y de esta forma obtener las prolaminas.

Seleccionar el estdndar interno adecuado a utilizar en la técnica de electroforesis
capilar, con la finalidad de evaluar la repetibilidad y por ende la confiabilidad del
método.

Elegir las sefales de las prolamianas que presenten mas diferencias entre las
muestras, ya que después se utilizaran para la identificacién y propuesta de
clasificacién entre fenotipos/genotipos de chia.
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4 Hipotesis.

» Si se ha logrado la identificacion de variedades de granos como maiz y trigo
mediante el perfil especifico de prolaminas obtenido por EC, entonces, con los
perfiles especificos de prolaminas de las semillas de chia, en conjunto con la
evaluacién de otros parametros fisico-quimicos (porcentaje de aceite, tamafio,
color, peso de la semilla y pardmetros colorimétricos) que han mostrado
diferencias, es posible la identificacion y clasificacion de distintos
fenotipos/genotipos de chia.
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5 Metodologia.

5.1 Materiales.

5.1.1

o
=
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Equipos.

Equipo de electroforesis capilar P/ACE MDQ con detector de arreglo de diodos
Beckman Coulter (Fullerton CA.-USA) y cartucho con apertura # 2 (200 um).
Centrifuga Allegra™ 21, BeckmanCoulter (Fullerton CA.-USA).

pH-metro senslION+ PH3 Benchop (Hach Colorado-USA).

Electrodo 50 10 T (Hach Colorado-USA).

Rotavapor Biichi R-114 con bafo de agua Biichi B-481 (Blichi labortechnik AG-
Suiza).

Espectrofotometro CM-600d (Konica Minolta-Japdn).

Microscopio estéreo modelo V-S4 (Velab microscopes-USA).

Camara digital (AmpScope-USA).

Desionizador MilliQ (Millipore MA- USA).

Sonicador (Transtonic 750-Alemania).

Balanza analitica (Boeco-Alemania).

Vortex Maxi Mix Il (Thermolyne-USA).

Micropipeta 50 um (EPPENDORF 3130-Alemania).

Licuadora clasica de dos velocidades modelo 465-15 (Oster-USA)

Reactivos.

Hidroxipropilmetilcelulosa (Sigma Aldrich-St. Louis, Missouri, USA).
Acido iminoacético (Fluka, Hannover-Alemania).

ACN grado HPLC (J.T. Baker-Center Valley, USA).

Agua desionizada.

Hexanos A.C.S. (MEYER, Tlahuac-México D.F.).

Cloruro de potasio (Mallinckrodt-St. Louis, MO, USA).

Etanol absoluto HPLC (Fermont-Monterrey, México).

Hidréxido de sodio (Fermont-Monterrey, México).
Hidroxipropilmetilcelulosa (Sigma Aldrich-St. Louis, Missouri, USA).
Tris (hidroximetil)amino-metano (Sigma Aldrich-St. Louis, Missouri, USA).
Acido etilendiamintetraacético (EDTA) (J.T. Baker-Center Valley, USA).
Succinato de doxilamina (Donacién Bayer de México, Lerma, Toluca).

Caracteristicas del capilar.

Capilar de silice fundida con recubrimiento externo de poliimida. (Polymicro
Technologies, Phoenix-USA).
Diametro interno 50 um.
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» Longitud total 32.0 cm.
» Longitud al detector 21.5 cm.

5.2 Preparacion de soluciones.

» Buffer de separacion (Buffer S.): Se realizd un Buffer de IDA (50 mM) +
Hidroxipropilmeticelulosa (0.05 %) + ACN (20 %) + aforado con agua desionizada a
un pH=2.4.

» Solucién de Tris (hidroximetil) aminometano (50 mM), EDTA sédico (5 mM) y KCI
(50 mMm).

» Una solucién de NaOH 0.2 M.

» Una solucién de alcohol:agua 70:30 V/V.

5.3 Clasificacion de las muestras:

La tabla 17 muestra la localidad de procedencia, la coloracién y el tipo de propagacién de
las semillas, donde propagacion se refiere a si son o no cultivadas por el hombre,
dividiéndose en silvestres (Sil), cultivadas (Cul), o las que presentan la leyenda de Ambas
(Amb), nombradas asi debido a que las semillas fueron tomadas de las naturaleza y estan
en proceso de domesticacidn, basdndose en si la planta cultivada es dehiscente (que le
planta bota la semilla de forma natural para su propagacion, semillas silvestres) o
indehiscente (que debido al continuo manejo por el hombre perdié la capacidad de
propagar su semilla de forma auténoma, semillas cultivadas).

La mayoria de las muestras de trabajo fueron sembradas y cosechadas en el Campo
Agricola Experimental de la Universidad Auténoma de Chapingo, Estado de México (altitud
2,250 m, Latit. N 19° 29’ y Long. W 98° 53’) por el Dr. José Alfonso Hernandez Gémez;
logrando asi que las caracteristicas de las semillas no se vea influenciados por las
condiciones geograficas, abarcando los tipos Silvestres, Cultivados y Ambos (muestras 5-
16), las restantes (muestras 1-4, 17 y 18) fueron conseguidas directamente con los
productores adquiriendo tipos Cultivados y Ambos que pueden ser contrastados en el
analisis.

5.3.1 Limpiezay preparacion de las muestras.

Se realizd la remocién de impurezas auxiliado por métodos fisicos (uso de tamiz y/o a
mano). Se quitaron restos de hojas, ramas, semillas rotas o huecas y semillas de maleza.

5.4 Determinacion del peso de las semillas.

Se contaron y pesaron semillas de cada muestra para obtener el peso promedio de las
semillas, por lo que se reporta el peso de mil semillas.
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5.5 Determinacion del tamano de las semillas.

La toma de imagenes se realizé utilizando un microscopio Velabmicroscopes V-54° y el
programa Am Scope Digital camera®. En la obtencidn de las dimensiones de las diferentes
semillas se manejo el software Image Pro Express ® con un aumento de 10x.

5.6 Obtencion del contenido de aceite.

» Se molié en una licuadora la semilla de chia a velocidad 2 por 40 segundos.

» Enseguida se hizo pasar la harina obtenida por un tamiz No. 20, se pesaron 5 gy se
colocaron en un cartucho de papel filtro poro chico.

» Para la extraccion de aceite se utilizd un equipo Soxhlet con hexanos (mezcla de
isdmeros) como disolvente con una duracion de 6 h (Gonzalez, 2010).

» Finalmente con ayuda de un rotavapor Biichi R144®se elimind el exceso de
disolvente, el matraz se colocd en un desecador para llevar a peso constante y el
contenido de aceite se determind por diferencia de peso.

» La harina desengrasada se colocé en bolsas de platico y se resguardaron en un
desecador hasta su uso.

5.7 Extraccion de prolaminas.

1. Primero se pesaron 0.7 g de harina desgrasada en un tubo para centrifuga.

2. Después se agregé al tubo 5 mL de la solucién compuesta por Tris-HCI, EDTA sddico
y cloruro de potasio y se agité en vortex durante 5 minutos (velocidad de 3/4 del
total).

3. Posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min, transcurrido el tiempo
se elimind el sobrenadante (eliminacidn de albuminas y globulinas).

4. Al pellet formado se vertieron 3 mL de agua desionizada, se agitd nuevamente en
vortex (velocidad de 3/4 del total) durante 1 min y se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 15 min, finalizado el tiempo se desechd el sobrenadante.

5. Al nuevo pellet formado se adiciond 5 mL de etanol al 70 %, agitando por ultima
vez en vortex (velocidad de 3/4 del total) durante 10 min, para centrifugar
finalmente a 13,000 rpm durante 15 min (obtencién de prolaminas).

6. Se recolectd el sobrenadante, al cual se le agregaron 50 ppm del estandar interno
(Succinato de Doxilamina) y se llevd a un aforo 5 mL, esta ultima solucién se hizo
pasar por un acrodisco de 0.45 um para su uso inmediato.

La imagen 6 muestra las caracteristicas observadas durante la extraccion de prolaminas,
las flechas de color azul muestran el inicio y eliminacién de albuminas y globulinas, las
naranjas la extraccién de la fraccién de prolaminas, finalmente las rojas la obtencién del
extracto utilizado en la obtencidn del perfil de prolaminas.
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Tabla 17. Ubicacidn geografica, tipo de propagacion y color de las muestras utilizadas durante el estudio. Las coordenadas corresponden al lugar donde
se sembraron las semillas, no su lugar de origen. Las coordenadas de la ubicacion de origen se muestran en el Anexo 1.

Clasificacion Localizacion Ciudad/Pais Color Propagacion' Lat. N Long. W  Altitud (m) Donado
Jal.Cul.Bla.01 La Arena, Zapotlanejo. Jalisco Blanca Cul 20° 27' 102° 52" 1522 Dra. Maria Gabriela Vargas Martinez
Jal.Cul.Bla.02 Tierra roja, Arandas. Jalisco Blanca Cul 20° 36' 102° 00' 2000 Dra. Maria Gabriela Vargas Martinez
Jal.Cul.Pin.03 La Arena, Zapotlanejo. Jalisco Pinta Cul 20° 27" 102° 52' 1522 Dr. Maria Gabriela Vargas Martinez
Jal.Cul.Pin.04 Tierra roja, Arandas. Jalisco Pinta Cul 20° 36' 102° 00 2000 Dra. Maria Gabriela Vargas Martinez
Gro.Amb.Neg.05 Chiepetldn, Artesanos de Olinala. Guerrero Negra Amb 19029 98053’ 2250 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Gro.Amb.Bla.06 Areas de cultivo en Cuescomapa. Guerrero Blanca Amb 19029’ 98053’ 2250 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Gro.Amb.Neg.07 Productores de Temalacacingo. Guerrero Negra Amb 19029 98053 2250 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Gro.Amb.Neg.08 Productores de Temalacacingo. Guerrero Negra Amb 19029 98053’ 2250 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Gtm.Cul.Neg.09 Mercado de la ciudad de Guatemala. Guatemala Negra Cul 19029 98053 2250 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Slv.Cul.Neg.10 Mercado de San Salvador. El Salvador Negra Cul 19029’ 98053’ 2250 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Oax.Cul.Neg.11 Mercado de la Ciudad de Oaxaca. Oaxaca Negra Cul 19029 98053’ 2250 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Chih.Sil.Neg.12 Sierra cerca del pueblo Los Pilares Chihuahua Negra Sil 19029’ 98053’ 2250 Dr. Robert Bye (16665)Jardin Botanico
UNAM.
Chih.Sil.Neg.13 Sierra cerca del pueblo Tubares. Chihuahua Negra Sil 19° 29’ 980 53’ 2250 Dr. Robert Bye (01445)Jardin Botanico
UNAM
Sin.Sil.Neg.14 Mittlenam, Santa Lucia. Sinaloa Negra Sil 19029’ 98053’ 2250 Dr. Joseph P. Cahill, provenientes de la
coleccién Howard Gentry, UC-Riverside.
Pue.Cul.Neg.15 Mercado de Tepalcingo. (San Puebla Negra Cul 19029 98053’ 2250 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Francisco Xochiteopan)
Pue.Cul.Neg.16 Mercado de Cuernavaca. Puebla Negra Cul 19029’ 99053’ 2250 Dr. José Alfonso Hernandez Gomez
Pue.Amb.Bla.17 Productores de Tochimilco. Puebla Blanca Amb 18° 54/ 98° 34’ 2060 Miguel Angel Romero Aguilar
Pue.Amb.Neg.18 Productores de Tochimilco. Puebla Negra Amb 18° 54/ 98° 34’ 2060 Miguel Angel Romero Aguilar

XForma de Propagacion de las semillas sembradas originalmente, Cul= cultivada (comercial), Sil= Silvestre, Amb= Ambas.
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Rompimiento de las céhilas y extraccion de albuminas y
globulinas

Eliminacion de exceso

Imagen 6. Observaciones durante la metodologia. [Fotografia de Miguel Angel Romero Aguilar].
(LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitlan lzcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

5.8 Obtencidn del perfil de prolaminas.

5.8.1 Acondicionamiento del capilar.

Se armd un capilar con las condiciones antes descritas y se acondiciond con las
especificaciones siguientes.

» En un capilar nuevo (tabla 18).
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» Acondicionamiento inicial (por dia) (tabla 19).
» Condiciones de Separacion (tabla 20).

Tabla 18. Condiciones de lavado para el uso de un capilar nuevo.

Accion Solucién Tiempo (min) Temperatura (°C)
1-Lavado Agua desionizada 3 5
2-Lavado NaOH (0.2M) 10 40
3-Lavado NaOH (0.2M) 2 25
4-Lavado Agua desionizada 2 25
5-Lavado Buffer 10 40

Tabla 19. Condiciones de lavado para el acondicionamiento del capilar al inicio dia.

Accion Solucién Tiempo (min) Temperatura (°C)
1-Lavado Agua desionizada 3 40
2-Lavado NaOH (0.2M) 10 40
3-Lavado Agua desionizada 5 40
4-Lavado Buffer 40 40

Tabla 20. Condiciones utilizadas en la separacion de prolaminas de chia.

Accion Solucién Tiempo Presion Voltaje (kV) Longitud Temperatura (°C)
(min) (psi) (nm)
Lavado entre Buffer 15 25 40
corridas
Inyeccidn Muestra 0.5 seg 0.5 40
Voltaje 15 15 200 40

5.9 Tratamiento estadistico.

Para el analisis de resultados se utilizaron los softwares:

VVVYVVYY

Paqueteria de Microsoft office Excel®.
StatgraphicsCenturion IV®.

Minitab 17°.

32 karat®.

AmpScope Digital Camera®.

Image pro express®.
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6 Resultados y analisis.

6.1 Limpieza de las muestras.

Las semillas se hicieron pasar por diferentes tamices (No. 12, No. 20 y No. 30) para
eliminar sélidos grandes y pequefios (imagen 7 y 8) que pudieran interferir para la
obtencién de los perfiles.

Imagen 7. A) Tamices (12, 20 y 30) utilizados para la limpieza y separacion de las semillas, B) Alguna de las
particulas grandes separadas en un tamiz malla 12. [Fotografia de Miguel Angel Romero Aguilar].
(LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitlan Izcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

Imagen 8. Semilla de chia recolectadas en tamiz malla 20. [Fotografia de Miguel Angel Romero Aguilar].
(LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitlan Izcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

Debido a la presencia de algunas areas de distinta coloracion, se llevd a cabo la remocién
de semillas “vacias” (la coloracién café en las semillas demuestra una maduracién
incompleta) (Hernandez, 2008) y restos de planta seca por seleccidn fisica en la fraccidn
recolectada en el tamiz No. 20 (imagen 9).

La seleccidn por sus caracteristicas fisicas permitié disminuir de esa manera las posibles

interferencias al obtener una semilla con la coloracién lo mas uniforme posible (imagen
10).
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Imagen 9. Seleccién fisica de los residuos presentes en las semillas de chia. [Fotografia de Miguel Angel
Romero Aguilar]. (LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitlan lzcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

\
A4 & A/I/

Imagen 10. Semillas después de la remocién de las partes secas. [Fotografia de Miguel Angel Romero
Aguilar]. (LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitlan lzcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

Al observar por medio de un microscopio los residuos, estos se clasificaron en restos de
plantas secas, semillas inmaduras, secas y rotas, atacadas por hongos, y semillas extranas,
las fotografias se recopilan en la imagen 11.

Las impurezas removidas eliminaron posibles interferencias en el andlisis del contenido de
aceite o de proteinas. El principal origen de estas interferencias puede deberse al tipo de
recolecciéon de la semilla, donde las cultivadas de manera tradicional presentan menor
dano en las semillas y mayor pureza de éstas, en comparacién con las que son cultivadas
de forma comercial, en las que la recoleccién es auxiliada por maquinaria. Tales
diferencias aumentan la probabilidad de encontrar mayor cantidad de restos secos de
hojas, semillas rotas con o sin cascara y semillas ajenas como son las de Amarantus
hybridus (Vera, 2014), que crece en los campos de cultivo pero por el tipo de recoleccion
no es separada al momento de la cosecha.
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Imagen 11. Residuos encontrados en las semillas A) restos de planta seca, B) semillas inmaduras, C)

semillas secas, D) Semillas rotas (debido al tipo de recoleccidn), E) semillas atacadas por hongos, y F)

semillas ajenas (Amarantus hybridus). [Fotografia de Miguel Angel Romero Aguilar]. (Laboratorio de
microbiologia UIM-UNAM Campo 4, Cuautitlan lzcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

6.2 Determinacion del peso de las semillas.

Se contaron y pesaron 200 semillas de cada muestra para obtener el peso promedio de
1,000 semillas (imagen 12).

Los pesos obtenidos durante el estudio se compararon con los reportados anteriormente
por varios autores (tabla 21), segun reporta Lavias en 2014 los perfiles de proteinas
cambian dependiendo de las caracteristicas geograficas, por lo que se puede suponer que
las propiedades fisicas también son afectadas.

En general los pesos de las semillas son similares a los ya reportados, por lo que se

continud con analisis univariantes para conocer la influencia de varios factores sobre el
peso de las semillas.
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Imagen 12. 200 semillas de chia, (Izquierda) blanca y (derecha) negras. [Fotografia de Miguel Angel
Romero Aguilar]. (LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitlan lzcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

Tabla 21. Pesos promedio reportados de las diferentes muestras de chia.

Peso de mil semillas (g)

Muestra Obtenidos VeraS.,2014 Ixtaina V., 2010 Hernandez G., 2008
Jal.Cul.Bla.01 1.157 Blancas --- Blancas
Jal.Cul.Bla.02 1.136 1.200 1122
Jal.Cul.Pin.03 1.223 Negras --- Negras
Jal.Cul.Pin.04 1.208 1.100 - 1.265

Gro.Amb.Neg.05 0.806 - - 0.825
Gro.Amb.Bla.06 0.819 - - 0.870

Gro.Amb.Neg.07 1.024 --- ---

Gro.Amb.Neg.08  1.111 1162
Gtm.Cul.Neg.09 1.163 - 1.115 1.177
Slv.Cul.Neg.10 1.226 - - 1.180
Oax.Cul.Neg.11 1.192 - - 1.092
Chih.Sil.Neg.12 1.276 - - 1.020
Chih.Sil.Neg.13 1.034 - - 1.071
GimSilNeg.14 0.894 - - 1.027
Pue.Cul.Neg.15 1.109 - - 1.195
Pue.Cul.Neg.16 1.089 - - 1.197

Pue.Amb.Bla.17 1.201 - - .
Pue.Amb.Neg.18 1.268 --- === -

6.3 Influencia de los factores en el peso de la semilla.

Como se puede ver en la figura 1, no se observan diferencias significativas en los pesos de
las semillas de chia con respecto al tipo de propagacién del cultivo (P>0.05), coloracién de
la semilla y localidad de origen por lo que se aceptéd Ho: donde todas las medias son
iguales. Detalles de la prueba de hipodtesis y el andlisis de varianza se pueden ver en el
Anexo 1. Cabe hacer mencidn que aunque no se cumple la homocedasticidad (igualdad de
varianzas) para los analisis usando los factores localidad y forma de propagacion, se
realizd la prueba estadistica equivalente no paramétrica (prueba de Kruskal-Wallis)
obteniendo la misma conclusién con la aceptacién de Ho, por lo que no existen diferencias
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significativas entre las medias. Sin embargo, en la figura 1-C y basandonos en la tabla de la
prueba de multiples rangos (tabla 22), se observa una diferencia entre los pesos de las
semillas de Guerrero (05, 06) y Sinaloa (14) con el resto de las localidades estudiadas
(tabla 21), siendo en promedio un 27.69 % mas ligeras que las demas. También puede
verse que existe una mayor dispersion en los pesos de las semillas cuando la propagacién
es dehiscente (que la planta bota la semilla) que son los casos de semillas silvestres y la
opcién ambas, mientras que cuando es indehiscente presentan pesos mucho mas
uniformes. De ahi se deriva que las semillas cultivadas que en su mayoria son pintas,
presenten una muy baja dispersién en sus pesos.

Ambas | B — Blanca | F————— - —
c
9
5] [
® S
gCultlvada B gNegra b 0 —
9
x
Silvestre + Pinta
A B H
0.8 0.9 1 11 1.2 1.3 0.8 0.9 1 11 1.2 1.3
Pesos Pesos
Guatemala +
el
S Jalisco 11k
g Oaxaca }
Puetla ]
Salvador +
Sinaloa| C
0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3

Pesos

Figura 1. Influencia del factor A) propagacidn, B) color de la semilla y C) localidad de procedencia en el
peso de la semilla de chia.

Tabla 22. Seleccion de los casos significativos de la Prueba de Multiples Rangos para pesos por localidad
de procedencia. Método: 95.0 %diferencia minima significativa (LSD).

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Guerrero — Jalisco * -0.24125 0.175527
Guerrero — Puebla * -0.226625 0.175527

Guerrero — Salvador * -0.286375 0.277533
Jalisco - Sinaloa * 0.287375 0.277533

* indica una diferencia significativa.

6.4 El color de las semillas.

La coloracién de las semillas se evalud utilizando un espectrofotémetro con el cual se
obtuvieron las coordenadas a, b y L (sistema ClELab), con las que se calcularon las
coordenadas de Cromaticidad (C*), Tono (H*) (Sistema CIELhC) y el indice de Blancura
(WI) siguiendo la ecuacion de Hunt (valores promedio y ecuaciones en el anexo 3).
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Tabla 23. Promedios de los diferentes parametros colorimétricos de las muestras de chia.

Parametro L a b wi
Muestra Promedio
Jal.Cul.Bla.01 63.76 3.54 11.45 40.0250
Jal.Cul.Bla.02 61.59 3.43 11.81 36.4517
Jal.Cul.Pin.03 41.46 2.60 7.25 27.4950
Jal.Cul.Pin.04 40.90 2.59 8.65 22.7350
Gro.Amb.Neg.05 34.44 2.92 7.30 21.3017
Gro.Amb.Bla.06 59.44 3.61 12.04 34.1483
Gro.Amb.Neg.07 36.81 2.69 6.56 25.1900
Gro.Amb.Neg.08 41.06 2.00 7.50 24.5717
Gtm.Cul.Neg.09 37.43 3.23 7.18 25.5683
Slv.Cul.Neg.10 37.38 3.08 7.13 25.2000
Oax.Cul.Neg.11 36.74 3.52 8.43 21.9900
Chih.Sil.Neg.12 37.30 3.29 7.91 23.4217
Chih.Sil.Neg.13 38.05 3.11 8.25 22.6283
Sin.Sil.Neg.14 37.29 2.78 7.77 22.3117
Pue.Cul.Neg.15 34.58 2.74 7.16 21.3267
Pue.Cul.Neg.16 32.86 2.66 6.85 20.2917
Pue.Amb.Bla.17 64.10 3.04 11.54 38.5917
Pue.Amb.Neg.18 34.40 2.36 6.09 23.2250

Los valores recopilados en la tabla 23 muestran las coordenadas a*(verde-rojo), b* (azul-
amarillo) y L* (negro-blanco), concluyendo que las semillas de chia presentan en general
una coloracidn ligeramente roja-amarilla con tonalidades grises a excepcion de las semillas
blancas que presentan un comportamiento rojo con mayor tonalidad amarilla y colores
claros. La identificacidn de estos colores concuerda con estudios reportados por Ixtaina
(2010) donde menciona que el color en los aceites vegetales estd relacionado con los
pigmentos. La chia en particular no presenta clorofilas en su estructura; sin embargo,
contiene el B-caroteno como compuesto principal, lo que le brinda coloraciones amarillas
0 naranjas.

Por otro lado, el WI al ser un parametro especifico del conjunto de todas las variables
obtenidas en un rango definido nos puede indicar diferencias, brindando en primer lugar
una clara diferencia entre semillas blancas y negras; de esta manera se logré un analisis
mas simple.

46



6.4.1 WI en las muestras.
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Figura 2. Influencia de los factores A) propagacion, B) color de la semilla y C) localidad de procedencia, en
el WI de todas las muestras de chia.

Tabla 24. Seleccion de los casos significativos de la Prueba de Multiples Rangos para WI por localidad de
procedencia, para todas las muestras, Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Chihuahua - Jalisco * -8.65167 3.99002
El Salvador — Jalisco * -6.47667 5.15109
Guatemala — Jalisco * -6.10833 5.15109

Guerrero - Jalisco * -5.37375 3.25784

*

9.68667 5.15109
Jalisco — Puebla 5.81792 3.25784
Jalisco — Sinaloa * 9.365 5.15109

Jalisco — Oaxaca

*

* indica una diferencia significativa.

La figura 2 muestra los diferentes andlisis realizados con el indice de blancura (prueba de
hipdtesis en el anexo 4). Para todos los casos la P<0.05, rechazdndose la Ho, por lo que si
existen diferencias significativas entre las medias como lo indica la H1. Se observa que
todas las muestras analizadas por el factor localidad (figura 2C), presentan diferencias
significativas con el estado de Jalisco (tabla 24) eso puedo ser debido a que las semillas
predominantes en dicho estado son las blancas y pintas las cuales tiene un alto grado de
domesticacién y cruzamiento, aun asi existen diferencias significativas para cada tipo de
coloracion (tabla 25) por lo que si tiene sentido la clasificacion que se realiza en éste
trabajo de semillas negras, blancas y pintas. También se observa que hay diferencias
significativas debidas al tipo de propagacidon siendo mas obscuras las semillas silvestres
(tabla 26), indicando esto que la domesticacién del hombre y el mayor cruzamiento en los
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cultivos afecta la blancura de las semillas por lo tanto este parametro puede ser bien
utilizado para su clasificacidon. Adicionalmente se observd que las semillas blancas tienden
a presentar valores superiores de WI (50 a 60 %) y L (50 a 70 %) respecto a las muestras

pintas y negras.

Tabla 25. Seleccion de los casos significativos de la Prueba de Muiltiples Rangos para WI por color de la
semilla, para todas las muestras.

Contraste Sig.  Diferencia  +/- Limites
Blanca — Negra * 14.2186 1.12946
Blanca - Pinta * 12.1892 1.69419
Negra — Pinta * -2.02944 1.49413

* indica una diferencia significativa.

Tabla 26. Seleccion de los casos significativos de la Prueba de Multiples Rangos para WI por tipo de
propagacion, para todas las muestras. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Ambos - Silvestre * 5.05083 3.51524
Cultivada - Silvestre * 3.99981 3.3142

* indica una diferencia significativa.

6.4.2 WI blancas vs pintas

A B
Ambos F - —{ Blanca }7 + —{

kS

S 5

g 8

<]

o

Cultivada }7 + 4{ Pinta I + |
19 23 27 31 35 39 43 19 23 27 31 35 39 43
Indice de blancura Indice de Blancura
Guerrero I
o
he)
Syalisco | F——] - —
L
Puebla — =+ |H

19 23 27 31 35 39 43
Indice de Blancura

Figura 3. Influencia de los factores, A) propagacion, B) color de la semilla y C) localidad de procedencia, en
el WI de las semillas blancas y pintas.

Los analisis (prueba de hipdtesis en anexo 4.1) muestran que no se acepta Ho, es decir
gue hay una diferencia significativa entre la coloraciéon de la semilla blanca y pinta.
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Mientras que para el tipo de propagacion y la localidad si se acepta Ho (tanto en la prueba
paramétrica, como en la no paramétrica) (tabla 27).

Tabla 27. Prueba de Muiltiples Rangos para WI por color de la semilla, para semillas blancas y pintas.
Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Blanca - Pinta * 12.1892 2.27906

* indica una diferencia significativa.

6.4.3 WI en muestras negras.
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Figura 4. Influencia de los factores A) propagacion y B) localidad de procedencia, en el WI de las semillas
negras.

Tabla 28. Seleccion de los casos significativos de la Prueba de Muiltiples Rangos para WI por localidad de
procedencia, para semillas negras. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Chihuahua - El Salvador * -2.175 1.52216
Chihuahua — Guatemala * -2.54333 1.52216

Chihuahua — Puebla * 1.41056 1.13455
El Salvador — Guerrero * 1.51222 1.43511
El Salvador — Oaxaca * 3.21 1.75764
El Salvador — Puebla * 3.58556 1.43511
El Salvador - Sinaloa * 2.88833 1.75764

Guatemala — Guerrero * 1.88056 1.43511
Guatemala — Oaxaca * 3.57833 1.75764

Guatemala — Puebla * 3.95389 1.43511
Guatemala - Sinaloa * 3.25667 1.75764
Guerrero — Oaxaca * 1.69778 1.43511
Guerrero — Puebla * 2.07333 1.01478

* indica una diferencia significativa.

La figura 4 muestra los andlisis para el WI aplicado sélo a semillas negras (mayores
detalles en el anexo 4.3), no se observaron diferencias significativas para el tipo de
propagacion de las semilla, por lo que se aceptd Ho, el factor localidad de procedencia
presentd diferencias por lo que se acepta H1. Las semillas que presentan una coloracién
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mas “clara” son las correspondientes a los paises de Centro América (Guatemala y El
Salvador) respecto a los estados de Chihuahua, Oaxaca, Puebla y Sinaloa, siendo las mas
“obscuras” las pertenecientes a Oaxaca y Puebla. Por otro lado, el estado de Guerrero
muestra una coloracidon intermedia, ya que presenta diferencias con Guatemala, El
Salvador, Puebla y Oaxaca, asi como similitud con Chihuahua (ver tabla 28). Este
parametro (WI) muestra diferencias significativas, dependiendo del estado e incluso el
pais de origen en semillas negras.

6.4.4 WI en semillas blancas.
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Figura 5. Influencia de los factores A) propagacion y B) localidad de procedencia, en el WI de las semillas
blancas.

No existen diferencias significativas del WI de las semillas de chia con respecto al tipo de
propagacion (P=0.1650), por lo que se acepta Ho (prueba de hipdtesis en anexo 4.4);
mientas que con respecto a la localidad de procedencia, si existen diferencias significativas
entre la semilla de Guerrero con las de Jalisco y Puebla (tabla 29) por lo que se acepta H1.
Los resultados muestran que las semillas de chia blanca poseen diferencias en el WI de
acuerdo a la localidad de procedencia, por lo que pueden ser diferenciadas de esta forma.

Tabla 29. Prueba de multiples rangos para el WI por localidad de procedencia.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Guerrero - Jalisco & -4.09 2.90715
Guerrero — Puebla * -4.44333 3.35689

* indica una diferencia significativa.

6.5 Dimensiones de las semillas.

La imagen 13 muestra la apariencia de las diferentes muestras de Salvia hispanica L.
notese que las semillas de tonalidades grises presentan lineas de colores negras, mientras
gue las blancas muestran estrias en la superficie dando una apariencia de fragmentacion.
La tabla 30 muestra el recopilado las dimensiones obtenidas.

Dentro de la literatura se encontraron pocos datos sobre las dimensiones de las semillas
de chia, en la tabla 31 se muestran algunas referencias encontradas. Estos datos indican
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que las semillas originarias del estado de Jalisco, que corresponden a las mas comerciales
a nivel nacional, son ligeramente mas pequefias (10 % de ancho y 6 % en longitud) que las
cultivadas en paises como Argentina y Guatemala. Aunado a esto los valores reportados
difieren ligeramente de los obtenidos durante la experimentacion.

Chih.Sil.Neg.13 Sin.Sil.Neg.14 Pue.Cul.Neg.15

Continua...
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Imagen 13. Semillas de chia [Fotografias de Miguel Angel Romero Aguilar]. (Laboratorio de microbiologia
UIM-UNAM campo 4, Cuautitlan lzcalli, Edo. de México). Archivo del autor.

Tabla 30. Promedios de las dimensiones de las diferentes muestras.

Muestra Promedio de ancho (mm) Promedio de longitud (mm)
Jal.Cul.Bla.01 1.74 2.77
Jal.Cul.Bla.02 1.69 2.68
Jal.Cul.Pin.03 1.84 2.87
Jal.Cul.Pin.04 1.85 2.86

Gro.Amb.Neg.05 1.59 2.53
Gro.Amb.Bla.06 1.52 2.42
Gro.Amb.Neg.07 1.73 2.69
Gro.Amb.Neg.08 1.78 2.82
Gtm.Cul.Neg.09 1.72 2.71
Slv.Cul.Neg.10 1.86 2.85
Oax.Cul.Neg.11 1.88 2.87
Chih.Sil.Neg.12 1.87 2.97
Chih.Sil.Neg.13 1.8 2.87
Sin.Sil.Neg.14 1.73 2.68
Pue.Cul.Neg.15 1.81 2.7
Pue.Cul.Neg.16 1.83 2.85
Pue.Amb.Bla.17 1.79 2.93
Pue.Amb.Neg.18 1.78 2.92

Tabla 31- Recopilado de las dimensiones de las semillas de chia. 1y 2 Ixtaina, Nolasco, & Tomas, 2008 e
Ixtaina, 2010, 3 y 4 de Vera, 2014, 5-6 de Ixtaina, 2010.

# ancho (mm) longitud (mm) Color Localidad
1 1.32 2.11 Negra

Argentina
2 1.4 2.15 Blanca
3 1.19 1.92 Negra

Jalisco

4 1.18 1.96 Blanca
5 1.27 2.03 Negra

Guatemala
6 1.31 1.99 Blanca
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6.5.1 Ancho.
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Figura 6. Influencia de los factores A) propagacion, B) color y C) localidad de origen en el contenido de
aceite de la semilla de chia.

Los tres factores tomados en cuenta, el tipo de propagacion, la localidad de procedencia y
la coloracion de la semilla muestran diferencias significativas en las medias, por lo que se
aceptéd H1 (ver prueba de hipdtesis en anexo 5.1). Los resultados muestran que las
semillas comenzadas a ser trabajadas por el hombre presentan diferencias significativas
en las dimensiones del ancho de la semilla (tabla 32), donde la mayoria de éstas
corresponden al estado de Guerrero (tabla 33), siendo un poco mas delgadas que sus
contrapartes, y que las semillas de coloracién blanca son menos anchas que las de

coloraciones obscuras (tabla 34).

Tabla 32. Prueba de Muiltiples Rangos para Ancho de la semilla por tipo de propagacion.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Ambas - Cultivada & -10.3024 6.25073
Ambas - Silvestre * -10.0861 8.38624

* indica una diferencia significativa.

Tabla 33. Prueba de multiples Rangos para ancho de la semilla por localidad de origen.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Chihuahua — Guerrero * 17.7238 9.74132
El Salvador — Guerrero * 21.0014 12.576

Guerrero — Oaxaca * -22.4456 12.576
Guerrero — Puebla * -14.7271 7.95375
Continda...
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Guerrero - Jalisco i -12.4185 7.95375

* indica una diferencia significativa.

Tabla 34. Prueba de muiltiples rangos para ancho de la semilla por coloracién.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Blanca — Negra * -9.5231 6.87216
Blanca - Pinta * -15.5492 10.3082

* indica una diferencia significativa.

6.5.2 Longitud.
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Figura 7. Influencia de los factores A) propagacion, B) color y C) localidad de procedencia en la longitud de
la semilla de chia.

La figura 7 muestra los diagramas de caja con bigote obtenidos de los ANOVA's realizados,
donde no se muestran diferencias significativas en las medias para los factores coloracion
y tipo de propagacion con respecto a la longitud de la semilla, por lo que se acepta Ho (ver
anexo 5.2). Cabe hacer mencién que para los factores antes mencionados los datos no
cumplen con la homocedasticidad de varianzas, por lo que tuvo que aplicarse el modelo
NO paramétrico con la Prueba de Kruskal-Wallis, confirmandose la correcta aceptacién de
Ho para el tipo de propagacion. Para la influencia de la localidad de procedencia con
respecto a la longitud de la semilla, si existen diferencias significativas entre las medias
(tabla 35), por lo que se acepta H1 (ver anexo 5.2.1). Las semillas que muestran mayor
diferencia son la que provienen del estado de Guerrero, teniendo diferencias con los
estados de Chihuahua, El Salvador, Oaxaca, Puebla, Jalisco y las de Chihuahua con
Guatemala y Sinaloa. Las mas largas corresponden a Chihuahua y Puebla, mientras que las
pequeiias a Guerrero y Guatemala, las demas presentan un tamafio de semilla medio. En
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el caso de la coloracion el andlisis de varianzas demostré que existen diferencias
significativas por lo que se aceptd H1 (anexo 5.2.2) y es posible el contraste entre semillas
blancas y pintas (tabla 36).

Tabla 35. Seleccion de los casos significativos de la Prueba de multiples Rangos para la longitud de la
semilla por localidad de origen.

Contraste Sig.  Diferencia +/- Limites
Chihuahua — Guatemala * 20.7899 19.1834
Chihuahua - Guerrero * 30.7371 13.5647
Chihuahua - Sinaloa * 23.8362 19.1834
El Salvador — Guerrero * 23.2868 17.512
Guerrero — Oaxaca * -26.0532 17.512
Guerrero — Puebla * -23.643 11.0756
Guerrero — Jalisco * -18.1153 11.0756

* indica una diferencia significativa

Tabla 36. Prueba de multiples rangos para la longitud de la semilla por color.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Blanca - Pinta * -16.3857 15.0596

* indica una diferencia significativa.

6.6 Determinacion del porcentaje total de aceite.

Las extracciones se realizaron por triplicado para cada muestra (imagen 14), el aceite
presenta un olor caracteristico y en ocasiones restos blancos de posibles resinas. Los
valores de % RSD obtenidos se encuentran debajo del 3 %, solo en algunas muestras se
localiza inferior al 5 %, estos resultados presentan mayores precisiones que los reportados
por Ayerza & Coates en 2009. La variacién en el % RSD puede deberse a las presencia de
semillas inmaduras o vacias (tabla 37). Se planted un intervalo para los tipos de
propagacion de las semillas.

> Silvestres. 26.01-29.75%
» Cultivadas 30.85-33.64 %
» Ambas 29.85-35.11%

El contenido reportados para Guatemala (26.7 %) varian en 5 %, los estados de Jalisco
(22.73-34.55 %), Puebla (28.16-36.30 %) y Sinaloa (29.61 %) entran dentro del intervalo.
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Imagen 14. Izquierda) Armado del equipo Soxhlet, Derecha) obtencion del aceite de chia, [Fotografia de
Miguel Angel Romero Aguilar]. (LADEMA-UNAM Campo 1, Cuautitldn lzcalli, Edo. de México). Archivo del
autor.

Tabla 37. Porcentaje de aceite en las semillas de chia.

Muestra Porcentaje  Desviacion. % RSD
de aceite Estandar

Jal.Cul.Bla.01 30.85 0.34 1.12
Jal.Cul.Bla.02 33.71 0.50 1.47
Jal.Cul.Pin.03 33.76 0.43 1.29
Jal.Cul.Pin.04 30.85 0.92 2.98
Gro.Amb.Neg.05 29.85 0.87 2.93
Gro.Amb.Bla.06 30.15 0.21 0.69
Gro.Amb.Neg.07 31.71 0.82 2.58
Gro.Amb.Neg.08 32.48 0.36 1.11
Gtm.Cul.Neg.09 33.36 0.55 1.65
Slv.Cul.Neg.10 33.94 1.20 3.54
Oax.Cul.Neg.11 33.64 0.09 0.25
Chih.Sil.Neg.12 29.75 0.62 2.09
Chih.Sil.Neg.13 26.01 0.07 0.27
Sin.Sil.Neg.14 28.29 0.40 141
Pue.Cul.Neg.15 32.70 0.56 1.70
Pue.Cul.Neg.16 31.99 1.31 4.11
Pue.Amb.Bla.17 34.66 0.37 1.06
Pue.Amb.Neg.18 35.11 0.58 1.64

Como se puede observar el intervalo del porcentaje de aceite obtenido en este trabajo
(26.01-35.11 %) por el método de extraccion Soxhlet utilizando hexano como disolvente
entra dentro de los valores reportados por otros autores (ver Tabla 9). Cabe hacer
mencidn que existe una fuerte variabilidad del contenido de aceite de las semillas de chia
con respecto a la referencia utilizada. Esta variacién puede deberse a las diferentes
temperaturas de extraccidén, asi como los tiempos de extraccién, la pureza de los
disolventes, la naturaleza de la semilla (localidad y condiciones atmosféricas de
crecimiento), por lo que esta variacidon resulta en causas multifactoriales de dificil
homogenizacién.
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6.6.1 Influencia de los factores en el contenido de aceite.
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Figura 8. Influencia de los factores A) propagacion, B) color y C) lugar de origen en el contenido de aceite
de la semilla de chia.

Como se puede ver en la figura 8, no se observaron diferencias significativas en el
contenido de aceite debido a la coloracién de la semilla por lo que se aceptd Ho. Se
presentan diferencias significativas debido al tipo de propagacion, y lugar de origen, en las
que se aceptd H1, (detalles de las pruebas de hipdtesis y el andlisis de varianza se pueden
ver en el anexo 6). Las semillas originarias de los estado de Chihuahua y Sinaloa presentan
diferencias con el resto de las muestras, ya que poseen el menor contenido de aceite.
Estas semillas corresponden al tipo de propagacion silvestre, mostrando asi como una
conclusiéon importante de este trabajo que las semillas silvestres tienen un menor
contenido de aceite respecto a las que se encuentran manipuladas por el hombre (tabla
38). Las semillas originarias de Guerrero y Jalisco presentan un porcentaje de aceite
similar, y las que tienen un mayor contenido de aceite son las de Puebla, Oaxaca y
Centroamérica (Guatemala y El Salvador) (tabla 39).

Se ha reportado que el porcentaje de aceite se ve influenciado por la localidad del cultivo,
la altura, el régimen de lluvias, la fase de crecimiento del cultivo y la temperatura del lugar
donde se siembre la semilla (Lavias, 2014, Ayerza & Coates, 2009, Peiretti & Gai, 2009,
Ayerza & Coates, 2011, Alvarez, Valdivia, Arbuto, & Tecante, 2008, Ayerza R., 2008). En
este estudio, como se dijo ya anteriormente, esos parametros fueron controlados, debido
a que las semillas de distinto origen, fueron plantadas y cosechadas de un mismo sitio (ver
tabla 17, con excepcion de las de Jalisco y dos de Puebla), observando que las semillas que
tienen como origen un clima mas seco (Chihuahua y Sinaloa) mantienen esa caracteristica
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y presentan una menor cantidad de aceite (media mucho mas baja que las demas)
independientemente del régimen de lluvias y la altura a la que se siembren.

Tabla 38. Prueba de Muiltiples Rangos para porcentaje de aceite por tipo de propagacion.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Ambos - Silvestre * 3.96573 1.56005
Cultivada - Silvestre * 4.5804 1.51438

* indica una diferencia significativa.

Tabla 39. Seleccion de los casos significativos de la Prueba de multiples Rangos para porcentaje de aceite
por lugar de origen.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Chihuahua - El salvador * -6.06321 2.39793
Chihuahua - Guatemala * -5.48354 2.39793
Chihuahua — Guerrero * -2.78385 1.67371

Chihuahua - Jalisco * -3.99478 1.72109
Chihuahua — Oaxaca * -5.76033 2.39793
Chihuahua - Puebla * -5.48411 1.65473
El salvador — Guerrero * 3.27935 2.17209
El salvador — Sinaloa * 5.65082 2.76889
Guatemala — Guerrero * 2.69969 2.17209
Guatemala - Sinaloa * 5.07116 2.76889
Guerrero — Oaxaca * -2.97648 2.17209
Guerrero — Puebla * -2.70026 1.30616
Guerrero — Sinaloa * 2.37147 2.17209
Jalisco — Puebla * -1.48933 1.36635
Jalisco - Sinaloa * 3.5824 2.20881
Oaxaca — Sinaloa * 5.34795 2.76889
Puebla - Sinaloa * 5.07173 2.1575

* indica una diferencia significativa

6.7 Extraccion de prolaminas.

6.7.1 Seleccion de la temperatura de separacion en EC.

Se probaron dos temperaturas de separacion de las prolaminas por EC, una a 25 °Cy otra
a 40 °C reportada con anterioridad, con las cuales se busca obtener un electroferograma
con el mayor nimero de picos que sirvan para la clasificacién posterior.

Los % RSD (tabla 40 y 41) muestran que a una T= 25 °C existe una buena precisién en

tiempos de migracion (<3 %), teniendo una buena repetibilidad si se mide el mismo dia.
Esta precisidn se pierde (RSD>5 %) al realizar el comparativo en diferentes dias, ademas de
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la desaparicién de varios picos por lo que se concluye que a 25 °C las mediciones no son
reproducibles (imagen 15).

Tabla 40. Repetibilidad a 25 °C (el mismo dia). Se tomaron en cuenta los picos que presentan mayores
diferencias entre muestras.

T=25°C Tiempos de migracién

# pico rep. 1 rep2 rep3 Promedio Desuv. Est. %RSD
1 2.808 2.796 2.800 2.801 0.002 0.099
2 2.850 2.837 2.842 2.843 0.003 0.113
3 3.133 3.125 3.129 3.129 0.002 0.073
4 3.767 3.763 3.767 3.765 0.002 0.054
5 4.671 4.667 4.662 4.666 0.002 0.059
6 6.471 6.471 6.492 6.478 0.010 0.165
7 6.968 6.963 7.000 6.977 0.018 0.267
8 7.304 7.308 7.333 7.315 0.012 0.176
9 9.400 9.396 9.421 9.405 0.012 0.134

Tabla 41. Repetibilidad a 40 °C (el mismo dia). Se observa un mayor %RSD, ademas de una mayor nimero

de picos.
T=40°C Tiempos de migracién
# pico repl rep2 rep3 Promedio Desv. Est. %RSD
1 2.217 2.275 2.133 2.208 0.071 3.233
2 2.296 2.258 2.229 2.261 0.033 1.486
3 2.400 2.362 2.337 2.366 0.031 1.340
4 2.942 2.796 2.767 2.835 0.093 3.308
5 3.525 3.000 3.413 3.464 0.056 1.635
6 4.729 4.633 4.579 4.647 0.075 1.634
7 5.046 4.942 4.883 4957 0.082 1.664
8 5.250 5.138 5.071 5.153 0.090 1.755
9 6.417 6.250 6.162 6.276 0.129 2.063
10 6.633 6.454 6.346 6.477 0.144 2.237
11 10.288 9.908 9.700 9.965 0.298 2.992

Por otra parte, los datos de la muestra analizada a 40 °C en diferentes dias muestran ser
repetibles (RSD< 3.3%) y reproducibles, sobre todo con la posterior adicién de un estandar
interno (apartado 6.7.6). En la imagen 16 se muestra un ejemplo de la repetibilidad del
sistema a 40 °C. Ambos resultados (repetibilidad y reproducibilidad) revelan la precisién
intermedia del sistema y fueron evaluados posteriormente al ser adicionado un estandar
interno (apartado 6.7.6).
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Imagen 15. Muestra separada a 25°C, se observa que la nitidez de los picos se pierde con la influencia del
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Imagen 16. Perfil y repetibilidad de la muestra a 40 °C.

Habiendo obtenido ya una buena reproducibilidad del método desarrollado, se procedié a
evaluar los perfiles de diferentes semillas de chia. Estos Electroferogramas se muestran en
laimagen 17, encerrados en los circulos se pueden observar diferencias en los perfiles.

Se pueden observar sefiales diferenciales entre los distintos tipos de chia, las cuales se
muestran dentro de los évalos. Estas diferencias serdn las que nos ayuden a la clasificacién

posterior.
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Imagen 17. Perfiles de distintas muestras.
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6.7.2 Estabilidad de la muestra (extracto de prolaminas de chia)

Ya definida la temperatura de separacion a 40 °C, se determind el nimero de corridas en
que la muestra se mantiene estable con el mismo perfil. Para tal tarea se prepard una
muestra, la cual se midié varias veces en un lapso de 12 horas.

En la imagen 18 se observa que con el paso de las corridas, dos picos tienden a separarse
(encerrados en los circulos café y negro), esta separacién puede deberse a que se genera
calor dentro del equipo y éste afecta la estabilidad de las muestras. Este problema de
inestabilidad de la muestra se elimind mas adelante (apartado 6.7.6) con la utilizacién de
un equipo de electroforesis capilar con cdmara de enfriamiento de muestras.
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Imagen 18. Perfiles en funcién del tiempo.

6.7.3 Seleccion del estandar interno.

Es muy frecuente la utilizacion de un estandar interno (STD) en métodos de separacion
donde las muestras estan contenidas en una matriz muy compleja, como es el caso de
alimentos. Esta adicion resulta beneficiosa debido a que su adicidon corrige sobre todo
problemas en el cambio de viscosidad de las muestras y variaciones en los voliumenes
inyectados al capilar. La seleccién de estdndar interno adecuado estd influida por los
criterios descritos en el apartado 2.3.1.

Se probaron estandares de alto peso molecular que salieran en la medida de lo posible, a
tiempos bajos, con la finalidad de no alargar demasiado el tiempo de andlisis. Los
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estandares utilizados y los tiempos de migracién se muestran en la tabla 42 (la forma de
los espectros de absorcién se muestran en el anexo 6).

Tabla 42. Moléculas propuestas como estandar interno.

Estandar Tiempo de migracion
Ractopanima 3.529
Amplicilina 4.313
Cefprazil 4.775
Penicilina 2.675
Trimetropina 3.142
Doxilamina (seleccionado) 1.842
Clorfeniramina 1.904
Oxitetraciclina 3.837
Captopril
Oxaciclina ---

El estandar interno seleccionando fue el Succinato de doxilamina, debido a que tiene el
tiempo de migracion mas bajo, es selectiva su sefial y la forma del pico fue gaussiana. Esta
seleccidn se realizé adicionando el estandar interno a la muestra de Jalisco.Cul.Bla.01.

6.7.4 Problematica del ajuste del pH.

Debido a que el buffer de separacion ademas de contener acido iminodiacético, contiene
20 % de acetonitrilo, las mediciones obtenidas son de pH*(pH operacional), ya que no se
utilizé electrodo para mezclas (agua:acetonitrilo). Esta situacion creo problemas para el
ajuste del pH*. Un andlisis del comportamiento del perfil de prolaminas con ajuste y sin
ajuste de pH* sirvid para seleccionar las condiciones que favorecieran la deteccién de un
mayor numero de picos y obteniendo una mayor cantidad de diferencias.
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Imagen 19. Comparacion de Electroferogramas con y sin ajuste de pH.

La imagen 19 muestra que el ajuste en el pH* disminuye el nimero de picos obtenidos en
el electroferograma, ocasionando un traslape en los primeros minutos asi como la
disminucion en los tiempos de migracién (el % RSD se muestra en el anexo 7). La mayor
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cantidad de picos se hizo presente durante los primeros minutos de andlisis, por lo que se
optd por no realizar ajustes en el pH*, ya que de esta forma los electroferogramas
resultaron mas repetibles.

6.7.5 Estabilidad con estandar interno y camara de refrigeracion.

Adicionando el estandar interno (STD) a la muestra y con la utilizacion de la camara de
refrigeracion del equipo de electroforesis capilar, se volvié a hacer la prueba de
estabilidad (repetibilidad de las sefales). Como se observa en la imagen 20, la muestra
presenta un grupo de sefiales a los 5.5 min, donde se observan cuatro picos diferenciados
(corridas 1 al 7, de abajo a arriba) hasta la octava corrida que sélo se obtienen tres sefiales
(electroferogramas 8 al 19) todos estos marcados con un circulo azul. Se evidencié que el
segundo pico de ese grupo, no es repetible pues a veces se dobla su sefial, por lo que se
decidid no tomarlo en cuenta para su monitoreo con seial diferencial con respecto a la
variedad de semilla de chia. En lo que respecta a las sefiales de los évalos morado vy
marrdén solo se observan pequefios cambios en los tiempos de migracidn, pero con las
mismas sefiales a seguir. Estos pequefios cambios en los tiempos de migracion debido a
las diferencias de viscosidad de las muestras se corrigen con la adicién del estandar
interno (apartado 6.7.7).
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Imagen 20. Prueba de estabilidad de la muestra utilizando un estandar interno y camara de conservacién.

6.7.6 Repetibilidad y Precision intermedia con estandar interno.

Se realizé un andlisis de la precisién intermedia para las sefales de la muestra tomando en
cuenta el estdndar interno. En la imagen 21 se muestran tres repeticiones para una misma
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muestra y en la tabla 43 los valores obtenidos para realizar los cdlculos. La llamada
relacién de areas reportada en la tabla 46 se obtiene del cociente del tiempo de migracidn
del pico correspondiente (ejemplo pico 1, traza azul 2.229) dividido entre el tiempo de
migracion obtenido (en esa misma traza azul) del estandar interno (1.746), por lo que ese
cociente da como resultados la Ilamada Relacion de tiempos en 1.277 y redondeado en la

tabla como 1.28.
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Imagen 21. Repeticiones en un mismo dia para una muestra.
Tabla 43. Precisién intermedia, respetabilidad por dia.
Traza Identificacion Azul Negra Roja Azul Negra Roja
Pico tiempo de migracion (min) relacion de tiempos promedio desviacion % RSD
estandar

STD STD 1.746 1.758 1.738 - - - 1.747 0.01 0.58
1 A 2.229 2.246 2.217 1.28 1.28 1.28 1.28 0.00 0.08
2 B 2.271 2.296 2.242 1.30 1.31 1.29 1.30 0.01 0.63
3 C 2.317 2.346 2.279 1.33 1.33 1.31 1.32 0.01 0.89
4 D 2.404 2.425 2.354 1.38 1.38 1.35 1.37 0.01 1.00
5 E 2.508 2.529 2.492 1.44 1.44 1.43 1.44 0.00 0.17
6 F 2.583 2.596 2.567 1.48 1.48 1.48 1.48 0.00 0.10
7 G 3.021 3.038 3.017 1.73 1.73 1.74 1.73 0.00 0.23
8 H 3.133 3.179 3.15 1.79 1.81 1.81 1.81 0.01 0.23
9 | 3.817 3.854 3.763 2.19 2.19 2.17 2.18 0.01 0.52
10 J 3.938 3.962 3.875 2.26 2.25 2.23 2.25 0.01 0.65
11 K 4.662 4.595 4.683 2.67 2.61 2.69 2.66 0.04 1.56
12 L 5.308 5.35 5.379 3.04 3.04 3.09 3.06 0.03 1.01
13 M 5.688 5.733 5.763 3.26 3.26 3.32 3.28 0.03 1.00
14 N 5.971 6.021 6.05 3.42 3.42 3.48 3.44 0.03 0.99
15 (0] 7.533 7.617 7.513 4.31 4.33 4.32 4.32 0.01 0.21
16 P 7.833 7.921 7.808 4.49 4.51 4.49 4.49 0.01 0.22
17 Q 13.517 13.696 13.629 7.74 7.79 7.84 7.79 0.05 0.64

Como se puede observar en la tabla 43 los % RSD obtenidos usando la relacién de tiempos
son bastante buenos (% RSD < 1.6 para todos los picos monitoreados) para la muestra en
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sus tres repeticiones, adicionalmente se concluyd en la identificacién de 17 picos para la
muestra (imagen 21).

6.7.7 Obtencidn del perfil de prolaminas.

Utilizando los resultados anteriores, se realizd la identificacién y clasificacidon de los picos
de las diferentes muestras de chia. Se tomé como base (control) la muestra el
Jal.Cul.Bla.01 cuyo electroferograma se aprecia en la imagen 22.

En la imagenes 23 a 31 se muestran algunos electroferogramas selectos (de la totalidad de
los 53 obtenidos) que muestran las diferencias particulares en los perfiles de las muestras.
Todas las observaciones son entre muestras con alguna similitud de localizacién y
tomando en cuenta el comportamiento del STD interno, a excepcién de la mostrada en la
imagen 28 donde la muestra de Oaxaca se compara con una semilla silvestre del estado de
Chihuahua.
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Imagen 22 Asignacion de etiquetas encontradas en la muestra Jal.Cul.Bla.01. La clave de la muestra usada como control significa que es una muestra del
estado de Jalisco (Jal) con tipo de proliferacion cultivada (Cul), con semillas de color blanco (Bla) y la localizacién 01 (segun tabla 17).

66



0.0200

0.0175]
0.0150]
0.01251
0.0100
= 0.0075;
0.0050
0.0025/
0.0000
0.0025 ]

0.0050 -
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Jal.Cul.Bla.01

Jal.Cul.Bla.02

Minutes

Imagen 23. Semillas Blancas de Jalisco, con proliferacion del tipo Cultivada y con localizacion 01-Zapotlanejo y 02-Arandas.

Picos sélo de Jal.Cul.01: H, J.
Picos sélo de Jal.Cul.02:Y, F1.
Picos comunes: A,B,C,D, E,F,G,I,K, L, M, O, P, Q.

En la imagen

23 se observa que las muestras blancas originarias de Jalisco mantienen un perfil similar aun cuando tienen una

localidad de origen distinto (Zapotlanejo y Arandas). Los picos del trazo negro son ligeramente mds altos que el rojo.
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Imagen 24. Semillas de Jalisco Pintas con proliferacion del tipo Cultivada y con localizacion 03-Zapotlanejo y 04-Arandas.

Picos sélo de Jal.Pin.03: D, F1, L1

Picos sélo de Jal.Pin.04:Y,Z,F, H, J,J1, N2, Q

Picos comunes: A, B,C, E, F2, G

El pico etiquetado como A en Jal.Pin.04 presenta una sefal pequefia con respecto a la mayor sefial de la muestra Jal.Pin.03 (ver
imagen 24), mientras que Cy E tienen sefales mas altas en la muestra Jal.Pin.04. El trazo negro tiene mayor intensidad que el rojo y
solo-la semilla de 03 la Arena Zapotlanejo no presenta el pico Q a diferencia de todas las demas.
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Imagen 25. Semilla de Guerrero blanca vs negra con proliferacion del tipo “Ambas” y con localizacién 05-Chiepetlan y 06-Cuescomapa.

Sélo picos de Gro.Amb.Neg.05: C1, F, D1, M1, Q1

Sélo picos de Gro.Amb.Bla.06: Y, A, H, J, N1

Picos comunes: B, C,D, E, F2,G,I,L, M, N, O, P, Q

El pico D en el trazo rojo superior es una sefial muy pequefa respecto al trazo negro inferior. El trazo rojo cuenta con picos mas
pronunciados siendo referido al STD (imagen 25). Asi que estos electroferogramas presentan diferencias claras entre semillas blancas
y negras.
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Imagen 26. Semilla de Guerrero negras con proliferacion del tipo “Ambos” y con localizacion 07 y 08 de los productores de Temalacacingo.

Sélo picos de Gro.Amb.Neg.07: D1, F, F2,J1, M1, N2, N4

Sélo picos de Gro.Amb.Neg.08: Y, A, H, J, P1, Q1

Picos comunes:B,C,D, E, G, 1, K,L, M, N, O, P, Q

Este andlisis nos muestra que existen diferencias en el perfil de las semillas que suponen una misma localidad, resaltando los picos D.
Los picos mas concentrados corresponden a la semilla de Gro.Amb.Neg.08. (ver imagen 26). Probablemente estos cambios surgieran
gue provienen de variedades distintas, lo cual se debe probar con otros métodos adicionales.
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Imagen 27, Semilla de Centro América negra con proliferacion del tipo Cultivada y con localizacién 09-Mercado de la ciudad de Guatemala y 10-Mercado de
San Salvador.

Picos de Gtm.Cul.Neg.09: A, D, F1

Picos de Slv.Cul.Neg.10: D1, F

Picos comunes: Y, B,C, E,F2,G,I,L,M, N, O, P,Q

Los picos con mayor intensidad corresponden a la semilla de “El Salvador”, ya que se puedo observar una gran diferencia entre la
altura de los picos Y y E (ver imagen 27). Puede observarse que entre estos 2 electroferogramas existe un menor numero de
diferencias, aunque provengan de distintos paises, que entre las diferencias existentes entre las chias de un mismo estado (imagen
25 de las semillas de Guerrero).
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Imagen 28. Semillas de Oaxaca y Chihuahua con proliferacion Cultivada (Cul) y Silvestre (Sil) con localizacién 11-Mercado de de Oaxaca y 12-Jardin Botanico
UNAM.

Picos de Oax.Cul.Neg.11: C, C1, M1, N1, N3, N4
Picos de Chih.Sil.Neg.12: Z, B, F2, H, M1
Picos comunes: Y, A,D,E,G,I,L,M,N, O, P,Q
Se observa claramente en el pico E de las semillas de Chihuahua (traza negra) una sefal ancha y de menor magnitud que la de
Oaxaca (traza roja), ademds de una mayor cantidad de picos en la de Oaxaca (Imagen 28). También se observa que en su mayoria son
mas pequenos los picos del trazo negro a excepcion del pico “Y” que es el mas pronunciado. Esto pone de manifiesto las claras
diferencias entre las semillas silvestres y cultivadas.
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Imagen 29, Semillas silvestres de Chihuahua y Sinaloa proliferacién Silvestre (Sil) con localizaciéon 13-Jardin Botanico UNAM y 14-Santa Lucia, Mittlenam
(coleccidn de Universidad de California-Riverside).

Picos de Chih.Sil.Neg.13: Z, F

Picos de Sin.Sil.Neg.14: A, D, F1, F2, K, N2

Picos Comunes: Y, B,C,E,G,H,I,L,M,N, O, P, Q

Existe diferencia entre la expresion de las proteinas del pico E, siendo menor en el trazo superior (rojo) de Chihuahua, también
presentan diferente intensidad los picos Y, O, P (ver imagen 29), por lo que existen muchas diferencias entre semillas silvestres de
distinto estado para poder ser procesadas en analisis posteriores.
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Imagen 30, Semilla de Negras de Puebla proliferacion Cultivada (Cul) con localizacion 15-San Francisco Xochiteopan y 16-Mercado de Cuernavaca.

Picos de Pue.Cul.Neg.15: D2, H

Picos de Pue.Cul.Neg.16: A, C1, D, K, N1, N3, N4

Picos comunes: B, C,E,F,F2,G,H,I,L, M,N, O, P, Q

La semilla de Pue.Cul.Neg.15 (traza roja) también presenta el pico E ancho y de poca altura comparado con la traza negra. La
Pue.Cul.Neg.16 posee una mayor cantidad y mayor altura de los picos, esta relacidon es observada al compararlos contra el STD (ver
imagen 30).
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Imagen 31. Semilla de Puebla Blanca y Negra, con proliferacion del tipo “Ambas” (Amb, dehiscente) con localizacién 17 y 18 de Tochimilco.

Picos de Pue.Amb.Bla.17: A, C1, D, F, M1

Picos de Pue.Amb.Neg.18: 7, J, K

Picos comunes: Y, B,C, E,G,H, I, L, M, N, O,P,Q

En la imagen 30 se puede observar que la muestra Pue.Amb.Neg.18 (traza negra) presenta una menor cantidad de picos pero éstos
son mas pronunciados (altos) que su contraparte (traza roja) en especial los picos C, Y.
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6.7.8 Diferencias y clasificacion.

Se pudo observar en los electroferogramas que con frecuencia las sefiales que aparecen
en los primeros cinco minutos muestran mayores diferencias, éstas son muy marcadas
para algunas chias pero en especial en las semillas silvestres y las pintas (ver imagen 32 By
C). Adicionalmente, se observé que las muestras blancas mantienen la misma tendencia
de proporciones respecto al STD en el perfil (ver imagen 32A).
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Imagen 32. Tendencias del perfil de las semillas en los primeros 5 min A) blancas B) pintas y C) negras
(silvestres).

Las principales caracteristicas de los perfiles (huella digital) de las semillas silvestres radica
en la forma de los picos que se separaron durante los primeros minutos, siendo mas
significativos los picos C, D y E. Las semillas Jal.Cul.Pin.04 presentan junto con la
Pue.Amb.18 la mayor intensidad en las sefiales de todas las muestras.

En la tabla 44 se muestran los picos diferenciales de todas las muestras de Salvia hispanica
L., fueron omitidos los picos E, G, |, L, N, O y P debido a que se encuentran presentes en
todas las semillas (sin diferencias entre ellas), ademas de que los picos etiquetado como
M y M1 se retiraron ya que la prueba de estabilidad, mostrada con anterioridad, indica
gue estos tienden a generarse (por inestabilidad) siendo poco confiables para usarlos en la
identificacion y clasificacion.

Se procedid a la elaboracion de un andlisis de conglomerados con la finalidad de apreciar
mas claramente las relaciones de agrupacién entre los datos de las diferentes semillas e
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incluso formar grupos entre ellos de acuerdo a su similitud. Usando todos los datos de las
propiedades fisicas y el perfil de proteinas (con excepcion del tipo de color y tipo de
propagacion) se construyd el dendograma [se utilizé “Distancia Euclidiana” como
algoritmo de la definicién de distancia y como método aglomerativo el del “Vecino mas
lejano” (Complete linkage)], el cual nos presenta en el eje de las “x” la clave de la semillay
en el eje de las “y” el porcentaje de similitud entre las muestras, siendo mas similar
conforme aumenta el porcentaje (cercania a 100). De modo tal que de la imagen 33 se
puede decir que:

» Existe una separacién completa de las semillas blancas (agrupacion azul) y
negras/pintas, independientemente de su localizacién original, esto puede deberse
a ciertas caracteristicas diferenciales en los datos, muy probablemente por las
medidas de color (WI) y a los picos diferenciales presentes en los
electroferogramas. Ademas, las Unicas 2 semillas pintas se ubican ambas en una
sola agrupacién junto con una semilla negra 08 de Guerrero (traza roja).

» Las semillas silvestres se agrupan juntas (traza verde) no importando el lugar de
procedencia, pudiendo distinguirse de entre las cultivadas/ambas perfectamente.

» Las semillas de Centroamérica forman un grupo pequefio con una alta similitud, lo
gue nos dice que comparten muchas caracteristicas que las hace agruparse. (traza
rosa)

» Dentro del conjunto de la rama mas grande de semillas negras/pintas, se observa
la presencia de una semilla del estado de Guerrero. Como se habia mencionado
anteriormente las semillas que tienen mayor indice de domesticacion son las que
presentan indehiscencia por lo que se puede proponer la idea de que las semillas
de Jalisco (trazo rojo) quizas tengan un alto grado de domesticacidn pero pueden
provenir de un ancestro comun con las de Guerrero, ya que estas conservan
algunos rasgos silvestres como lo es la dehiscencia. Las semillas del Guatemala vy el
salvador también presentan similitudes con las de Guerrero de la misma forma que
las de Jalisco, e incluso las de Puebla, por lo que se podria estar hablando de
cultivares diferentes.

Un estudio similar fue hecho por Hernandez en 2008, quien usando las caracteristicas de
crecimiento de las plantas de chia logrd su clasificacion y separacion, obteniendo 6 grupos
marcados como Jalisco, Centro América, Puebla, Guerrero, Chihuahua y Oaxaca. En dicho
estudio solo se usaron las caracteristicas fisicas de la planta, las cuales no cambian
espontaneamente por la variacion en el tipo de suelo o el régimen de lluvias, ya que
mantienen una adaptacion lenta y constante si existen las condiciones adecuadas. Algunas
caracteristicas fisicas y quimicas como lo son el porcentaje de aceite y la expresién de
prolaminas, entre otras estudiadas en este trabajo, son influenciadas por las condiciones
geograficas, pero aun y cuando las condiciones no fueron las mismas se siguid
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manteniendo la diferenciacion, todo esto nos indica que es posible la identificacidon y
clasificacién de las semillas utilizando el perfil de las prolaminas por area de cultivo.
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Imagen 33. Agrupacion de las semillas, para el analisis se utilizé similitud cero.
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Tabla 44. Se muestra la “huella digital de las diferentes semillas de chia, 0 representa ausencia del pico y 1 su presencia”.

Q Q1

N1 N2 N3 N4 P1

L1

1

F2

F1

D2

D1

C1

Pico
Jal.Cul.Bla.01
Jal.Cul.Bla.02
Jal.Cul.Pin.03
Jal.Cul.Pin.04

Gro.Amb.Neg.05
Gro.Amb.Bla.06
Gro.Amb.Neg.07
Gro.Amb.Neg.08
Gtm.Cul.Neg.09
Slv.Cul.Neg.10
Oax.Cul.Neg.11

0

0
1
0
1
0
1
0
1
1
1
1
1
1
1
0
0
1
1

0
1
0
0
0

0
0

1
1
0
0

Chih.Sil.Neg.12

Chih.Sil.Neg.13

Sin.Sil.Neg.14
Pue.Cul.Neg.15

Pue.Cul.Neg.16
Pue.Amb.Bla.17

1

Pue.Amb.Neg.18
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7 Conclusiones.

Se logrd exitosamente identificar los perfiles de proteinas caracteristicos de diferentes
variedades de chia (Salvia hispanica L.) por Electroforesis Capilar. Estas sefales
diferenciales encontradas en los electroferogramas, junto con otras propiedades
fisicoquimicas como: el color, el porcentaje de aceite, el tamafio de la semilla, su peso
promedio y el indice de blancura, lograron ser informacién relevante para encontrar
diferencias significativas entre las chias comerciales y silvestres y formar agrupaciones con
similitudes en el analisis de conglomerados.

En lo que respecta a las medidas fisicoquimicas y su andlisis por ANOVA, existen
diferencias significativas: a) en los datos de la longitud y ancho con el lugar de procedencia
y b) en el porcentaje de aceite contenido pues depende del tipo de propagacion de la
semilla de chia (silvestre o cultivada) y en su localidad de origen; teniendo un menor
contenido las semillas silvestres y en especial si proceden de los estados de Chihuahua y
Sinaloa. Adicionalmente existen diferencias significativas en c) los datos del color medido
entre las semillas blancas, negras y pintas, independientemente de su localizacién original,
con una formacién de agrupaciones diferenciada en el andlisis de conglomerados.

Se obtuvieron exitosamente los perfiles de las prolaminas presentes en 18 muestras
semillas de chia comercial y silvestre utilizando la técnica de electroforesis capilar. Estas
mediciones se realizaron ya habiendo adicionado el succinato de doxilamina que fue
seleccionado como estdndar interno en estudios previos. Se evalué también Ia
repetibilidad del método a utilizar y de esta forma se probd que éste es confiable para la
obtencidn de los perfiles de las prolaminas de chia.

Con base en el dendograma construido, se obtuvo una clara diferenciacién entre semillas
blancas y negras, ademas de la separacidn y agrupacion de las muestras en silvestres,
cultivadas y ambas. La semillas de Guerrero se presenta en la mayoria de los grupos
mostrando asi que pueden tener un ancestro comun con las cultivadas e incluso pudiendo
ser progenitor, ya que mantienen dehiscencia propia de las semillas silvestres.

El analisis del perfil de las prolaminas no puede ser utilizado como Unica referencia para
determinar la variedad de la semilla, el trabajo realizado demostrd que existen diferencias
entre las distintas muestras, pero para una plena aseveracion es necesaria una
clasificacién taxondmica de estas semillas.
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9 Anexos.

1. Ubicacion geografica.

Tabla Anexo 1. Localizacidn original de las semillas utilizadas durante la experimentacion.

Clasificacion Localizacion Ciudad/Pais Color PropagacionX Lat. N Long. W  Altitud (m) Donado
Jal.Cul.Bla.0o1 La Arena, Zapotlanejo. Jalisco Blanca Cul 20° 27" 102° 52" 1522 Dra. Maria Gabriela Vargas Martinez
Jal.Cul.Bla.02 Tierra roja, Arandas. Jalisco Blanca Cul 20° 36' 102° 00" 2000 Dra. Maria Gabriela Vargas Martinez
Jal.Cul.Pin.03 La Arena, Zapotlanejo. Jalisco Pinta Cul 20° 27" 102° 52' 1522 Dr. Maria Gabriela Vargas Martinez
Jal.Cul.Pin.04 Tierra roja, Arandas. Jalisco Pinta Cul 20° 36' 102° 00" 2000 Dra. Maria Gabriela Vargas Martinez
Gro.Amb.Neg.05 Chiepetldn, Artesanos de Olinala. Guerrero Negra Amb 17043 98° 36’ 1720 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Gro.Amb.Bla.06 Areas de cultivo en Cuescomapa. Guerrero Blanca Amb 17°34 980 55 1980 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Gro.Amb.Neg.07 Productores de Temalacacingo. Guerrero Negra Amb 17053 98° 40’ 1480 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Gro.Amb.Neg.08 Productores de Temalacacingo. Guerrero Negra Amb 17053 98° 40’ 1480 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Gtm.Cul.Neg.09 Mercado de la ciudad de Guatemala. Guatemala Negra Cul 14037 90° 31 1514 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Slv.Cul.Neg.10 Mercado de San Salvador. El Salvador Negra Cul 13042 89012 690 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Oax.Cul.Neg.11 Mercado de la Ciudad de Oaxaca. Oaxaca Negra Cul 17° 03’ 96° 43’ 1560 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Chih.Sil.Neg.12 Jardin Botanico UNAM. Chihuahua Negra Sil 26° 46 106° 45 2200 Dr. Robert Bye (16665)
Chih.Sil.Neg.13 Jardin Botanico UNAM. Chihuahua Negra Sil 27° 03’ 107° 58 1620 Dr. Robert Bye (01445)
Sin.Sil.Neg.14 UC-Riverside. Sinaloa Negra Sil 25253  107°26 1100 Dr. Joseph P. Cahill, provenientes de la
colecciéon Howard Gentry
Pue.Cul.Neg.15 Mercado de Tepalcingo. (San Puebla Negra Cul 18° 54 98026 1845 Dr. José Alfonso Herndndez Gémez
Francisco Xochiteopan)
Pue.Cul.Neg.16 Mercado de Cuernavaca. Puebla Negra Cul 18055’ 99013 1500 Dr. José Alfonso Hernandez Gémez
Pue.Amb.Bla.17 Productores de Tochimilco. Puebla Blanca Amb 18°54' 98° 34’ 2060 Miguel Angel Romero Aguilar
Pue.Amb.Neg.18 Productores de Tochimilco. Puebla Negra Amb 18° 54' 98° 34’ 2060 Miguel Angel Romero Aguilar

*Forma de Propagacion de las semillas sembradas originalmente, Cul= cultivada, Sil= Silvestre, Amb= Ambas.
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Parametros para pruebas de hipoétesis.

> Se acepta H,cuando no existen diferencias significativas entre los valores de las
medias.
Aplica cuando el valor de la Razén F,y, < Frgpias, O si se cumple que el valor P >
0.05, correspondiente a la probabilidad con un intervalo de confianza del 95% en
una grafica simétrica con 2 colas.

» Se acepta H, cuando existe diferencia significativa en por lo menos uno de los
valores de las medias.
Aplica cuando se rechaza Hy,dado que F .., > Frgpiqas, 0 €l valor P < 0.05.

2. Influencia de los factores en el peso de la semilla.
2.3 Influencia del tipo de propagacion en el peso de la semilla.

Tabla Anexo 2. ANOVA para Pesos de la semilla por tipo de propagacion.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0656733 2 0.0328366 1.75 0.2070
Intra grupos 0.280989 15 0.0187326
Total (Corr.) 0.346663 17

Hy: Xgitestre = X cultivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacién en el peso de
la semilla.

Hi: Xgivestre * X cuttivada # X ambas» EXiste influencia del factor propagacién en peso de por lo
menos un tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H,, por lo tanto no existe
influencia significativa del peso de la semilla debido al tipo de propagacién.

Cabe hacer mencién que se observd que los datos NO cumplen con la condicion de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.025), por lo que se invalida la
prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplico la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicion de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 3) confirman la aceptacién de Ho, por lo que no existen
diferencias significativas entre las medias de los pesos de las semillas por el factor del tipo de
propagacion.

Tabla Anexo 3. Prueba de Kruskal-Wallis para el Peso de la semilla por el factor tipo de propagacion.

Propagacion Tamarfio de muestra | Intervalo promedio
Ambas 6 7.5
Cultivada 9 11.1111
Silvestre 3 8.66667

Test estadistico = 1.73489 Valor P = 0.420023
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2.2 Influencia del lugar de procedencia de la semilla en el peso de la semilla.

Tabla Anexo 4. ANOVA para pesos por localidad de procedencia.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.222546 7 0.0317922 2.56 0.0862
Intra grupos 0.124117 10 0.0124117
Total (Corr.) 0.346663 17

I;IO: X chihuahua = X Guatemala = XGuerrero = X]alisco = Xoaxaca = Xsinaloa = XEl salvador =
X puebia » NO existe influencia del factor localidad de procedencia en el peso de la semilla.

I;Il: XChihuahua * XGuatemala * XGuerrero * X]alisco * XOaxaca * XSinaloa * XEl Salvador *
X puebiar Existe influencia del factor localidad de procedencia en el peso de por lo menos un tipo
de semilla.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto no existe
influencia significativa del peso de la semilla debido a la localidad de procedencia.

Tabla Anexo 5. Prueba de Multiples Rangos para Pesos por Localidad de Procedencia. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Chihuahua — Guatemala -0.0085 0.304022
Chihuahua — Guerrero 0.214875 0.214976
Chihuahua — Jalisco -0.026375 0.214976
Chihuahua — Oaxaca -0.0375 0.304022
Chihuahua — Puebla -0.01175 0.214976
Chihuahua — Salvador -0.0715 0.304022
Chihuahua — Sinaloa 0.261 0.304022
Guatemala — Guerrero 0.223375 0.277533
Guatemala — Jalisco -0.017875 0.277533
Guatemala — Oaxaca -0.029 0.351054
Guatemala — Puebla -0.00325 0.277533
Guatemala — Salvador -0.063 0.351054
Guatemala — Sinaloa 0.2695 0.351054
Guerrero — Jalisco * -0.24125 0.175527
Guerrero — Oaxaca -0.252375 0.277533
Guerrero — Puebla * -0.226625 0.175527
Guerrero — Salvador * -0.286375 0.277533
Guerrero — Sinaloa 0.046125 0.277533
Jalisco — Oaxaca -0.011125 0.277533
Jalisco — Puebla 0.014625 0.175527
Jalisco — Salvador -0.045125 0.277533
Jalisco — Sinaloa * 0.287375 0.277533
Oaxaca — Puebla 0.02575 0.277533
Oaxaca — Salvador -0.034 0.351054
Oaxaca — Sinaloa 0.2985 0.351054
Puebla — Salvador -0.05975 0.277533
Puebla — Sinaloa 0.27275 0.277533
Salvador — Sinaloa 0.3325 0.351054

* indica una diferencia significativa.
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La prueba de multiples rangos muestras diferencias particulares entre las semillas de Guerrero con
El Salvador y los estados de Jalisco y Puebla asi como las del estado de Jalisco con las que

provienen de Sinaloa.

Cabe hacer mencién que se observd que los datos NO cumplen con la condiciéon de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.003), por lo que se invalida la
prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplicé la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicidn de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 6) confirman la aceptacién de Ho, por lo que no existen
diferencias significativas entre las medias de los pesos de las semillas por el factor del tipo de

propagacion.

Tabla Anexo 6. Prueba de Kruskal-Wallis para el peso de la semilla por el factor localidad.

Localidad Tamado de muestra Intervalo promedio
Chihuahua 2 11.5
El Salvador 1 16.0
Guatemala 1 11.0
Guerrero 4 3.75
Jalisco 4 12.0
Oaxaca 1 12.0
Puebla 4 10.75
Sinaloa 1 3.0

Test estadistico = 9.2807 Valor P =0.233126

2.3 Influencia del color de la semilla en el peso de la semilla.

Tabla Anexo 7. ANOVA Para pesos por color.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.027567 2 0.0137835 0.65 0.5372
Intra grupos 0.319096 15 0.021273
Total (Corr.) 0.346663 17

Ho:Xyegra = XBlanca = Xpinta NO existe influencia del color en el peso de la semilla.

Hy:Xnegra # XBlanca # Xpinta EXiste influencia del color de la semilla en el peso de la semilla.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H,, por lo tanto no existe

influencia significativa del peso de la semilla debido a su coloracidn.
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3. Parametros colorimétricos.

Tabla Anexo 8. Férmulas para el calculo de los parametros colorimétricos en el sistema CIELab.

L' =116'(Y/Yy) /3 — 16 a* =500 | (X — X)) — (¥ —Yp) /3
¢t =(a?+ b*Z)l/Z b*=200" (Y —Y) /35— (Z -2/
h* =arc.tg(b/a) WI = L* — 3b + 3a (Hunter) (Montoya 2012)
S* = L/h*

3.1. Valores promedio para la obtenciéon de los parametros.

Tabla Anexo 9. Medidas utilizadas para el calculo de los parametros colorimétricos.

promedio desviaciéon promedio desviacién promedio desviacién

63.76 0.93 3.54 0.28 11.45 0.29
61.59 1.98 3.43 0.33 11.81 0.95
41.46 1.79 2.6 0.21 7.25 0.19
40.9 3,52 2.59 0.18 8.65 1.17
34.44 1.45 2.92 0.26 7.3 0.85
59.44 0.81 3.61 0.12 12.04 0.75
36.81 0.74 2.69 0.13 6.56 0.29
41.06 2.19 2 0.21 7.5 0.65
37.43 1.12 3.23 0.1 7.18 0.55
37.38 0.3 3.08 0.13 713 0.16
36.74 1.22 3.52 0.11 8.43 0.5
37.3 0.86 328 0.12 7S 0.3
38.05 1.44 311 0.13 8.25 0.4
37.29 1.1 2.78 0.11 7.77 0.79
34.58 0.87 2.74 0.11 7.16 0.44
32.86 2.34 2.66 0.23 6.85 0.87
64.1 0.95 3.04 0.24 11.54 0.75
34.4 0.94 2.36 0.12 6.09 0.28

3.2. Parametros adicionales.

Tabla Anexo 10. Parametros colorimétricos.

11.9843

40.025

12.3005 1.2879 36.4517
7.6989 1.227 27.495
9.0288 1.2795 22.735
7.8608 1.1902 21.3017
12.5712 1.2795 34.1483
Continua...
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Continda...

7.0851
7.7568
7.871
7.7679
9.1378
8.565
8.8146
8.2534
7.6648
7.3462
11.9373
6.5288

1.1821
1.3102
1.1486
1.1638
1.1756
1.1772
1.2104
1.2275
1.2052
1.2005
1.3132
1.2007

25.19
24.5717
25.5683

25.2

21.99
23.4217
22.6283
22.3117
21.3267
20.2917
38.5917

23.225

3.3. Relacion de los diferentes parametros.

Luminosidad (L*)
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Grafica Anexo 1. Luminosidad de las diferentes muestras.
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Grafica Anexo 3. Tono.




Indice de Blancura (WI)
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Gréfica Anexo 4. indice de blancura.
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4. indice de blancura.
4.1. Para todas las muestras.
4.1.1.Propagacion.

Tabla Anexo 11. ANOVA para indice de blancura por tipo de propagacion, para todas las muestras.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 316.936 2 158.468 4.20 0.0176
Intra grupos 3960.17 105 37.7159
Total (Corr.) 42771 107

Hy: Xgitestre = X cultivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacién en el indice
de blancura.

Hi: Xsivestre * X cuttivada # X ambas» EXiste influencia del factor propagacién en el indice de
blancura de por lo menos un tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta Hq, por lo tanto existe influencia
significativa del indice de blancura de la semilla debido al tipo de propagacion de la semilla.

Tabla Anexo 12. Prueba de Muiltiples Rangos para indice de blancura por tipo de propagacion, para todas las
muestras. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
Ambos — Cultivada 1.05102 2.6201
Ambos — Silvestre * 5.05083 3.51524

Cultivada — Silvestre * 3.99981 3.3142

* indica una diferencia significativa.

Se observan una mayor diferencia de las semillas respecto a las demas, esto puede ser debido a
que la coloracidn de las semillas silvestres es prioritariamente Negra y las que son cultivada o
ambas, no son solo semillas negras (hay mds variedad de color).

Cabe hacer mencién que se observd que los datos NO cumplen con la condiciéon de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.004), por lo que se invalida la
prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplico la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicién de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 13) confirman la NO aceptacidon de Ho, por lo que existen
diferencias significativas entre las medias del indice de Blancura de las semillas por el factor del
tipo de propagacion.

Tabla Anexo 13. Prueba de Kruskal-Wallis para el indice de blancura por el tipo de propagacion.

Propagacion Tamaiio de la muestra Rango promedio
Ambos 36 61.9722
Cultivada 54 55.6019
Silvestre 18 36.25

Prueba estadistica = 8.22714 Valor-P=0.0163493
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4.1.2. Color.

Tabla Anexo 14. ANOVA para indice de blancura por color de la semilla, para todas las muestras.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 3663.85 2 1831.93 313.66 0.0000
Intra grupos 613.247 105 5.84045
Total (Corr.) 4277.1 107

Ho:Xnegra = XBlanca = Xpinta NO existe influencia del color en el indice de blancura de las
semillas de chia.

Hy:Xnegra # XBlanca # Xpinta EXiste influencia del color en el indice de blancura de las
semillas de chia.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta Hq, por lo tanto existe influencia
significativa del indice de blancura debido a la coloracion de la semilla.

Tabla Anexo 15. Prueba de Multiples Rangos para indice de blancura por color de la semilla, para todas las muestras.
Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Blanca — Negra * 14.2186 1.12946
Blanca — Pinta * 12.1892 1.69419
Negra — Pinta * -2.02944 1.49413

* indica una diferencia significativa.

Existe una diferencia al comparar varios tipos de semillas de tres coloraciones distintas con un
mismo analisis.

Cabe hacer mencién que se observd que los datos NO cumplen con la condiciéon de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.0002), por lo que se invalida
la prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplicd la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicion de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 16) confirman la NO aceptacion de Ho, por lo que existen
diferencias significativas entre las medias del indice de Blancura de las semillas por el factor del
color de la semilla.

Tabla Anexo 16. Prueba de Kruskal-Walls para el indice de blancura por color de la semilla.

Color Tamafo de la muestra Rango promedio
Blanca 24 96.5
Negra 72 39.7083
Pinta 12 59.25

Prueba estadistica = 59.491 Valor-P = 0.0
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4.1.3. Localidad.

Tabla Anexo 17. ANOVA para indice de blancura por localidad de procedencia, para todas las muestras.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1041.41 7 148.772 4.60 0.0002
Intra grupos 3235.69 100 32.3569
Total (Corr.) 4277.1 107

I;IO: X chihuahua = X Guatemala = X Guerrero = X]alisco = Xoaxaca = Xsinaloa = XEl salvador =
X puebta » NO existe influencia del factor localidad de procedencia en el indice de blancura de las
semillas.

I;Il: XChihuahua * XGuatemala * XGuerrero * X]alisco * XOaxaca * XSinaloa * XEl Salvador *
X pueblas EXiste influencia del factor localidad de procedencia en el indice de blancura de por lo
menos un tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto existe influencia
significativa del indice de blancura debido a la localidad de procedencia de la semilla.

Tabla Anexo 18. Prueba de Muiltiples Rangos para indice de blancura por localidad de procedencia, para todas las
muestras. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Chihuahua - El Salvador -2.175 5.64274
Chihuahua — Guatemala -2.54333 5.64274

Chihuahua — Guerrero -3.27792 3.99002
Chihuahua — Jalisco * -8.65167 3.99002
Chihuahua — Oaxaca 1.035 5.64274
Chihuahua — Puebla -2.83375 3.99002
Chihuahua — Sinaloa 0.713333 5.64274

El Salvador — Guatemala -0.368333 6.51567

El Salvador — Guerrero -1.10292 5.15109
El Salvador — Jalisco * -6.47667 5.15109
El Salvador — Oaxaca 3.21 6.51567
El Salvador — Puebla -0.65875 5.15109
El Salvador — Sinaloa 2.88833 6.51567

Guatemala — Guerrero -0.734583 5.15109
Guatemala — Jalisco * -6.10833 5.15109
Guatemala — Oaxaca 3.57833 6.51567
Guatemala — Puebla -0.290417 5.15109
Guatemala — Sinaloa 3.25667 6.51567

Guerrero — Jalisco * -5.37375 3.25784
Guerrero — Oaxaca 4.31292 5.15109
Guerrero — Puebla 0.444167 3.25784
Guerrero — Sinaloa 3.99125 5.15109
Jalisco — Oaxaca * 9.68667 5.15109
Jalisco — Puebla * 5.81792 3.25784
Jalisco — Sinaloa * 9.365 5.15109
Oaxaca — Puebla -3.86875 5.15109
Oaxaca — Sinaloa -0.321667 6.51567
Puebla — Sinaloa 3.54708 5.15109

* indica una diferencia significativa.
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Se observa que las semillas de Jalisco tiene una diferencia muy marcada con las demas semillas,
esto es debido a que en su mayoria son semillas pintas, por lo que no tiene una coloraciéon
completamente definida

Cabe hacer menciéon que se observd que los datos NO cumplen con la condicion de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.00005), por lo que se invalida
la prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplicd la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicidn de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 19) confirman la NO aceptacidon de Ho, por lo que existen
diferencias significativas entre las medias del indice de Blancura de las semillas por el factor
localidad de procedencia.

Tabla Anexo 19. Prueba de Krukal-Wallis para el indice de blancura por localidad de procedencia.

Localidad Tamanfo de la muestra Rango promedio
Chihuahua 12 38.625
El Salvador 6 66.0833
Guatemala 6 68.3333
Guerrero 24 57.7708
Jalisco 24 78.7917
Oaxaca 6 24.1667
Puebla 24 41.8542
Sinaloa 6 31.5

Prueba estadistica = 32.5477 Valor-P = 0.000032138

4.2. Para las muestras blancas y pintas.
4.2.1. Propagacion.

Tabla Anexo 20. ANOVA para indice de blancura por tipo de propagacion, para semillas blancas y pintas.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 176.219 1 176.219 4.42 0.0429
Intra grupos 1354.47 34 39.8373
Total (Corr.) 1530.69 35

Hy: Xgitestre = Xcultivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacién en el indice
de blancura de las semillas blancas y/o pintas.

Hy: Xgivestre * X cuttivada # X ambas» EXiste influencia del factor propagacién en el indice de
blancura de por lo menos un tipo de semilla blancas y/o pinta.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H4, por lo tanto existe influencia
significativa del porcentaje de aceite de la semilla debido al tipo de propagacion de la semilla.

Cabe hacer mencién que se observd que los datos NO cumplen con la condiciéon de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.0002), por lo que se invalida
la prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplicd la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicion de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 21) aceptan Ho, por lo que las medias del indice de blancura de
las semillas blancas y pintas con respecto al tipo de propagacidn se pueden considerar iguales.
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Tabla Anexo 21. Prueba de Kruskal-Wallis para el indice de blancura por propagacion.

Propagacion Tamanfio de la muestra Rango promedio
Ambos 12 22.6667
Cultivada 24 16.4167

4.2.2. Color.

Tabla Anexo 22. ANOVA para indice de blancura por color de la semilla, para semillas blancas y pintas.

Prueba estadistica = 2.81568 Valor-P = 0.0933438

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1188.61 1 1188.61 118.14 0.0000
Intra grupos 342.08 34 10.0612
Total (Corr.) 1530.69 35

Ho: X gianca = Xpinta NO existe influencia del color en el indice de blancura de las semillas

blancas y pintas.

Hq:Xpianca # X pinta Existe influencia del color en el indice de blancura de las semillas blancas y

pintas.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta Hq, por lo tanto existe influencia

significativa del indice de blancura debido a la coloraciéon de la semilla.

Tabla Anexo 23. Prueba de Muiltiples Rangos para indice de blancura color de la semilla, para semillas blancas y

pintas. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste

Sig.  |Diferencia

+/- Limites

Blanca - Pinta *

12.1892

2.27906

* indica una diferencia significativa.
Se muestra que se puede diferenciar adecuadamente una semilla blanca de una pinta

4.2.3. Localidad.

Tabla Anexo 24. ANOVA para indice de blancura por localidad de procedencia para semillas blancas y/o pintas.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 235.449 2 117.724 3.00 0.0636
Intra grupos 1295.24 33 39.2496
Total (Corr.) 1530.69 35

Ho:= Xguerrero = Xjatisco = Xpuebla » NO existe influencia del factor localidad de procedencia
en el indice de blancura de las semillas blancas y/o pintas.

Hi: Xcuerrero * )_(]al,-m, # Xpuebiar EXiste influencia del factor localidad de procedencia en el
indice de blancura de por lo menos un tipo de semilla blanca y/o pinta.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto no existe
influencia significativa del indice de blancura debido la localidad de procedencia para las
semillas blancas y pintas.
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Cabe hacer mencién que se observd que los datos NO cumplen con la condiciéon de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.00005), por lo que se invalida
la prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplicd la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicion de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 25) aceptan Ho, por lo que las medias del indice de blancura de
las semillas blancas y pintas con respecto a la localidad de procedencia se pueden considerar
iguales.

Tabla Anexo 25. Prueba de Kruskal-Wallis para indice de blancura por localidad de procedencia.

Localidad Tamanfo de la muestra Rango promedio

Guerrero 6 17.6667
Jalisco 24 16.4167
Puebla 6 27.6667

Prueba estadistica = 5.51873 Valor-P = 0.063332

4.3. Para las muestras negras.
4.3.1. Propagacion.

Tabla Anexo 26. ANOVA para indice de blancura por tipo de propagacién, para semillas negras.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 8.60887 2 4.30444 1.13 0.3286
Intra grupos 262.559 69 |3.8052

Total (Corr.) 271.167 71

Hy: Xgitestre = X cultivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacién para el indice
de blancura en semillas negras.

Hi: Xsiestre * X cuttivada # X ambas» EXiste influencia del factor propagacion para el indice de
blancura de por lo menos un tipo de semilla negra.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto no existe
influencia significativa en el indice de blancura de la semilla debido al tipo de propagacion.

Cabe hacer mencién que se observd que los datos NO cumplen con la condicion de
homocedasticidad (igualdad de varianzas, prueba de Levene con P=0.005), por lo que se invalida la
prueba paramétrica de ANOVA. Por tal motivo, se aplicé la prueba equivalente “no paramétrica”
(prueba de Kruskal-Wallis) donde no hay que cumplir con la condicién de homocedasticidad. Los
resultados obtenidos (tabla anexo 27) aceptan Ho, por lo que las medias del indice de blancura de
las semillas negras con respecto al tipo de propagacidn se pueden considerar iguales.

Tabla Anexo 27. Prueba de Kruskal-Wallis para el indice de blancura por propagacion.

Propagacion Tamafo de la muestra Rango promedio
Ambos 24 41.7917
Cultivada 30 34.1167
Silvestre 18 33.4167

Prueba estadistica = 2.31417 Valor-P = 0.314401
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4.3.2. Localidad.

Tabla Anexo 28. ANOVA para indice de blancura por localidad de procedencia, para semillas negras.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 120.132 6 20.0221 8.62 0.0000
Intra grupos 151.035 65 2.32362
Total (Corr.) 271.167 71

Ho: Xchinuahua = XGuatemala = XGuerrero = Xoaxaca = Xsinaloa = XEi1 satvador = XpPuebla » NO
existe influencia del factor localidad de procedencia en el indice de blancura de las semillas

negras.

Hl: XChihuahua * XGuatemala * XGuerrero * XOaxaca * XSinaloa * XEl Salvador * XPueblar
Existe influencia del factor localidad de procedencia en el indice de blancura de por lo menos un

tipo de semilla negra.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H{, por lo tanto existen
diferencias significativas en el indice de blancura de la semilla debido a la localidad de
procedencia.

Tabla Anexo 29. Prueba de Muiltiples Rangos para indice de blancura por localidad de procedencia, para semillas
negras. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Chihuahua - El Salvador * -2.175 1.52216
Chihuahua — Guatemala * -2.54333 1.52216

Chihuahua — Guerrero -0.662778 1.13455
Chihuahua — Oaxaca 1.035 1.52216
Chihuahua — Puebla * 1.41056 1.13455
Chihuahua — Sinaloa 0.713333 1.52216

El Salvador - Guatemala -0.368333 1.75764

El Salvador — Guerrero * 1.51222 1.43511
El Salvador — Oaxaca * 3.21 1.75764
El Salvador — Puebla * 3.58556 1.43511
El Salvador — Sinaloa * 2.88833 1.75764

Guatemala — Guerrero * 1.88056 1.43511
Guatemala — Oaxaca * 3.57833 1.75764
Guatemala — Puebla * 3.95389 1.43511
Guatemala — Sinaloa * 3.25667 1.75764
Guerrero — Oaxaca * 1.69778 1.43511

Guerrero — Puebla * 2.07333 1.01478
Guerrero — Sinaloa 1.37611 1.43511
Oaxaca — Puebla 0.375556 1.43511
Oaxaca — Sinaloa -0.321667 1.75764
Puebla — Sinaloa -0.697222 1.43511

* indica una diferencia significativa.
Se observan claras diferencias entre las semillas provenientes de Guerrero y Centro-América

(Guatemala y el Salvador), respecto a las demas semillas, presentando una decoloracién mas
pronunciada, en un término medio se encuentra el estado de Chihuahua y Sinaloa, que representa
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la fraccion Silvestre y con una coloracién mas uniformemente negra se encuentran los estados de
Oaxaca y Puebla.

4.4. indice de blancura para semillas blancas.
4.4.1.Por tipo de propagacion.

Tabla Anexo 30. ANOVA para indice de blancura por tipo de propagacion, para semillas blancas.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 20.944 1 20.944 2.06 0.1650
Intra grupos 223.382 22 10.1537
Total (Corr.) 244.326 23

Ho: X cuttivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacion para el indice de blancura
en semillas blancas.

Hy: X cuttivada # X ambas» EXiste influencia del factor propagacién para el indice de blancura de
por lo menos un tipo de semilla blanca.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto no existe
influencia significativa en el indice de blancura de la semilla debido al tipo de propagacién.

4.4.2. Localidad

Tabla Anexo 31. ANOVA para indice de blancura por localidad de procedencia para semillas blancas.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 80.1737 2 40.0868 5.13 0.0154
Intra grupos 164.152 21 7.81678
Total (Corr.) 244.326 23

Ho:Xja1isco = XGuerrero = X puebla » NO existe influencia del factor localidad de procedencia en
el indice de blancura de las semillas negras.

Hy: Xja1isco # Xuerrero # Xpuebla » EXiste influencia del factor localidad de procedencia en el
indice de blancura de por lo menos un tipo de semilla negra.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta Hq, por lo tanto existe influencia
significativa en el indice de blancura de la semilla debido a la localidad de procedencia.

Tabla Anexo 32. Prueba de Muiltiples Rangos para indice de blancura por localidad de procedencia, para semillas
blancas. Método: 95.0 porcentaje LSD.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Guerrero — Jalisco * -4.09 2.90715
Guerrero — Puebla * -4.44333 3.35689

Jalisco — Puebla -0.353333 2.90715

* indica una diferencia significativa.
Se observa diferencia significativa entre las semillas con origen en el estado de guerrero con las de
Jalisco y puebla.
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5. Por Dimensiones de la semilla.
5.1.Ancho de las semillas.
5.1.1. Tipo de Propagacion.

Tabla Anexo 33. ANOVA para ancho de la semilla por tipos de propagacion.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 2101.09 2 1050.54 5.90 0.0040
Intra grupos 15487.8 87 [178.021

Total (Corr.) 17588.9 89

Ho: Xgivestre = X cuttivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacién en el Ancho
de la semilla.

Hi: Xsiestre * Xcuttivada * Xambas» EXiste influencia del factor propagacién en el Ancho en
por lo menos un tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto existe influencia
significativa de las dimensiones de ancho de la semilla debido al tipo de Propagacién de la
semilla.

Tabla Anexo 34. Prueba de Muiltiples Rangos para ancho de la semilla por tipo de propagacion.

Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
Ambas — Cultivada * -10.3024 6.25073
Ambas — Silvestre * -10.0861 8.38624
Cultivada — Silvestre 0.21626 7.90662

* indica una diferencia significativa.

Los resultados de la tabla 11 demuestran que las semillas que comienzan a ser domesticadas por
el hombre presentan diferencias significativas en las dimensiones del ancho de la semilla.

5.1.2. Color de la semilla.

Tabla Anexo 35. ANOVA para ancho por color de la semilla.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1988.57 2 994.287 5.54 0.0054
Intra grupos 15600.3 87 |179.314

Total (Corr.) 17588.9 89

Ho:Xyegra = XBianca = Xpinta NO existe influencia del color en el Ancho de las semillas.

Hy:Xyegra # Xpianca # Xpinta EXiste influencia del color en el Ancho de la semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta Hq, por lo tanto existe influencia
significativa de las dimensiones de Ancho de la semilla debido a la coloracidén de la semilla.
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Tabla Anexo 36. Prueba de multiples rangos para ancho de la semilla por coloracion.

Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
Blanca - Negra * -9.5231 6.87216
Blanca - Pinta * -15.5492 10.3082
Negra - Pinta -6.02614 9.09101

* indica una diferencia significativa.

Las semillas de coloracién blanca muestran diferencias en las dimensiones, comparadas con las

Negras y Pintas.

5.1.3. Localidad.
Tabla Anexo 37. ANOVA para ancho por localidad de procedencia.
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 4480.57 7 640.081 4.00 0.0008
Intra grupos 13108.3 82 [159.858
Total (Corr.) 17588.9 89

Ho: X chihuahua = X Guatemala = XGuerrero = X]alisco = Xoaxaca = Xsinaloa = XEl Salvador =

X puebia » NO existe influencia del factor localidad de procedencia en el Ancho de las semillas.

I;Il: XChihuahua * XGuatemala * XGuerrero * X]alisco * XOaxaca * XSinaloa * XEl Salvador *
Xpuebia » Existe influencia del factor localidad de procedencia en el Ancho de por lo menos un

tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H4, por lo tanto existe influencia

significativa de las dimensiones de ancho de la semilla debido a la localidad de procedencia.

Tabla Anexo 38. Prueba de Muiltiples Rangos para ancho de la semilla por localidad de procedencia. Método: 95.0
porcentaje de LSD.

Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
Chihuahua - El Salvador -3.27756 13.7763
Chihuahua — Guatemala 11.0825 13.7763
Chihuahua — Guerrero * 17.7238 9.74132
Chihuahua — Oaxaca -4.72178 13.7763
Chihuahua — Puebla 2.99674 9.74132
Chihuahua — Sinaloa 9.72328 13.7763
Chihuahua — Jalisco 5.30535 9.74132
El Salvador — Guatemala 14.3601 15.9075
El Salvador — Guerrero * 21.0014 12.576
El Salvador — Oaxaca -1.44422 15.9075
El Salvador — Puebla 6.2743 12.576
El Salvador — Sinaloa 13.0008 15.9075
El Salvador — Jalisco 8.58291 12.576
Guatemala — Guerrero 6.64132 12.576
Guatemala — Oaxaca -15.8043 15.9075
Guatemala — Puebla -8.08576 12.576
Guatemala — Sinaloa -1.35922 15.9075
Guatemala — Jalisco -5.77715 12.576
Guerrero — Oaxaca * -22.4456 12.576
Continua...
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Continda...

Guerrero — Puebla * -14.7271 7.95375
Guerrero — Sinaloa -8.00054 12.576
Guerrero — Jalisco * -12.4185 7.95375
Oaxaca — Puebla 7.71852 12.576
Oaxaca — Sinaloa 14.4451 15.9075
Oaxaca — Jalisco 10.0271 12.576
Puebla - Sinaloa 6.72654 12.576
Puebla —Jalisco 2.30861 7.95375
Sinaloa — Jalisco -4.41793 12.576

* indica una diferencia significativa.

Se observa que el estado que presentan un menor tamafio en al ancho de la semilla se ubican en
Guerrero, teniendo claras diferencias con las semillas originarias del salvador, también se muestra
que las semillas originarias del estado de Oaxaca presentan un mayor tamano respecto al resto de
las muestras.

5.2. Longitud de las semillas.
5.2.1. Tipo de propagacion.

Tabla Anexo 39. ANOVA para longitud de la semilla por tipo de propagacion.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 1885.15 2 942.577 2.45 0.0920
Intra grupos 33437.6 87 1384.34

Total (Corr.) 35322.8 89

Hy: Xgitestre = X cultivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacién en la longitud
de la semilla.

Hy: Xgivestre * Xcuttivada # X ambas» EXiste influencia del factor propagacién en la longitud en
por lo menos un tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto no existen
influencias significativas de las dimensiones de longitud en las semillas debido al tipo de
propagacion de la semilla.

Tabla Anexo 40. Prueba de Muiltiples rangos para longitud de la semilla por tipo de propagacion.

Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
Ambas — Cultivada -7.96981 9.18446
Ambas — Silvestre * -12.4856 12.3222
Cultivada — Silvestre -4.51574 11.6175

* indica una diferencia significativa.

Adicionalmente se observa que las semillas silvestres son un poco mas alargadas que las que
comienzan a ser manipuladas por el hombre.
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5.2.2. Color.

Tabla Anexo 41. ANOVA para longitud por color de la semilla.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 2026.7 2 1013.35 2.65 0.0765
Intra grupos 33296.1 87 1382.713

Total (Corr.) 35322.8 89

Ho:Xnegra = XBlanca = Xpinta NO existe influencia del color en la longitud de las semillas.

Hy:Xnegra # XBlanca # Xpinta EXiste influencia del color en la longitud de la semilla.

El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H,, por lo tanto no existe
influencia significativa de la longitud de la semilla debido su coloracion.

Tabla Anexo 42. Prueba de Multiples Rangos para longitud de la semilla por coloracién.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Blanca - Negra -8.90253 10.0397
Blanca - Pinta * -16.3857 15.0596
Negra - Pinta -7.48318 13.2813

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de similitud de varianzas, Si Fexp < Frabias S€ acepta Ho, Si Fexp >Frabias S€ acepta Hi

Tabla Anexo 43. Datos usados en el andlisis.

Blancas Pintas

Promedio 270.495 286.88

Desviacion estandar (S) 23.8444 8.3327
Grados de libertad 19 9

Varianza (S?) 568.5554 69.4342

S 2 blancas
F j—

=g = 818840 = Fgy, Frap = 3.0026
pintas

Fgxp > Frqp por lo que se acepta Hy

Prueba de la influencia de la matriz

oo L = 2)xS2 + [(n, — 2)x5)
promedio) n, +n, — 4
mp; —mp
texp = T T
2
\/S Exp (Z(xi1—f1)2 + Z(xiz—fz)z)
texp=18.0155 trap = 2.0555

Debido a que tey, > tiqp Se acepta Hi por lo que existen diferencias significativas entre la longitud
de semillas blancas y pintas.
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5.2.3. Localidad.
Tabla Anexo 44. ANOVA para longitud de la semilla por localidad de procedencia.
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 9905.16 7 1415.02 4.57 0.0002
Intra grupos 25417.6 82 ]309.971
Total (Corr.) 35322.8 89

HO: XChihuahua = XGuatemala = XGuerrero = X]alisco = XOaxaca = XSinaloa = XEl Salvador =
X puebia » NO existe influencia del factor localidad de procedencia en la longitud de las semillas.

Hl: XChihuahua * XGuatemala * XGuerrero * X]alisco * XOaxaca * XSinaloa * XEl Salvador *
Xpuebia » Existe influencia del factor localidad de procedencia en la longitud de por lo menos un

tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H4, por lo tanto existe influencia
significativa de la longitud de la semilla debido a la localidad de procedencia.

Tabla Anexo 45. Prueba de multiples rangos para longitud de la semilla por localidad de procedencia, Metodo: 95.0
porcentaje de LSD.

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Chihuahua - El Salvador 7.45029 19.1834
Chihuahua — Guatemala * 20.7899 19.1834
Chihuahua — Guerrero * 30.7371 13.5647
Chihuahua — Oaxaca 4.68389 19.1834
Chihuahua — Puebla 7.0941 13.5647
Chihuahua — Sinaloa * 23.8362 19.1834
Chihuahua — Jalisco 12.6218 13.5647
El Salvador — Guatemala 13.3396 22.1511
El Salvador — Guerrero * 23.2868 17.512
El Salvador — Oaxaca -2.7664 22.1511
El Salvador — Puebla -0.356185 17.512
El Salvador — Sinaloa 16.3859 22.1511
El Salvador — Jalisco 5.17149 17.512
Guatemala — Guerrero 9.94721 17.512
Guatemala — Oaxaca -16.106 22.1511
Guatemala — Puebla -13.6958 17.512
Guatemala — Sinaloa 3.04632 22.1511
Guatemala — Jalisco -8.16813 17.512
Guerrero — Oaxaca * -26.0532 17.512
Guerrero — Puebla * -23.643 11.0756
Guerrero — Sinaloa -6.90089 17.512
Guerrero — Jalisco * -18.1153 11.0756
Oaxaca — Puebla 2.41021 17.512
Oaxaca — Sinaloa 19.1523 22.1511
Oaxaca — Jalisco 7.93789 17.512
Puebla — Sinaloa 16.7421 17.512
Puebla — Jalisco 5.52768 11.0756
Sinaloa — Jalisco -11.2144 17.512

* indica una diferencia significativa.
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El analisis muestra que las semillas de los estado de Chihuahua y Guerrero presentan una mayor
diferencia con el resto de las muestras siendo las mas grandes y las mas pequefias
respectivamente, adicionalmente, se observa que las muestras silvestres también difieren de las
misma forma.
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6. Influencia de los factores en el contenido de aceite.

6.1.Influencia del tipo de propagacién en el contenido de aceite de la semilla de chia.

Tabla Anexo 46. ANOVA para porcentaje de aceite por propagacion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos |144.429 2 72.2147 18.95 0.0000
Intra grupos 201.996 53 (3.81124

Total (Corr.) 346.425 55

Ho: Xgivestre = Xcuttivada = X ambas» NO existe influencia del factor propagacion en el
porciento de aceite de la semilla.

Hq: Xsiestre * X cuttivada X ambas» EXiste influencia del factor propagacién en el porciento
de aceite en por lo menos un tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H4, por lo tanto existe influencia
significativa del porciento de aceite de la semilla debido al tipo de propagacion de la semilla.

Tabla Anexo 47. Prueba de multiples rangos para peso de la semilla por tipo de propagaciéon. Método : 95.0
porcentaje de LSD.

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Ambos - Cultivada -0.614674 1.14885
Ambos - Silvestre * 3.96573 1.56005
Cultivada - Silvestre * 4.5804 1.51438

Las semillas silvestres presentan diferencias significativas con las que han sido manipuladas por el
hombre.

6.2. Localidad.

Tabla Anexo 48. ANOVA para porcentaje de aceite por localidad de procedencia.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 209.88 7 29.9829 10.54 0.0000
Intra grupos 136.545 48 12.84468

Total (Corr.) 346.425 55

I;IO: X chihuahua = X Guatemala = XGuerrero = X]alisco = Xoaxaca = Xsinaloa = XEl salvador =
Xpuebia » NO existe influencia del factor localidad de procedencia en el porciento de aceite de la
semilla.

I;Il: XChihuahua * XGuatemala * XGuerrero * X]alisco * XOaxaca * XSinaloa * XEl Salvador 7
X pueblia » Existe influencia del factor localidad de procedencia en el porciento de aceite de por lo
menos un tipo de semilla.

El Valor P de probabilidad es menor a 0.05 por lo que se acepta H4, por lo tanto existe influencia
significativa del porciento de aceite de la semilla debido a la localidad de procedencia.
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Tabla Anexo 49. Prueba de muiltiples rangos para porcentaje de aceite por localidad de procedencia. Método: 95.0

porcentaje de LSD.

Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
Chihuahua - El salvador * -6.06321 2.39793
Chihuahua - Guatemala * -5.48354 2.39793
Chihuahua - Guerrero * -2.78385 1.67371
Chihuahua — Jalisco * -3.99478 1.72109
Chihuahua — Oaxaca * -5.76033 2.39793
Chihuahua — Puebla * -5.48411 1.65473
Chihuahua — Sinaloa -0.412385 2.39793
El salvador - Guatemala 0.579663 2.76889
El salvador - Guerrero * 3.27935 2.17209
El salvador — Jalisco 2.06842 2.20881
El salvador — Oaxaca 0.302877 2.76889
El salvador — Puebla 0.579095 2.1575
El salvador — Sinaloa * 5.65082 2.76889
Guatemala - Guerrero * 2.69969 2.17209
Guatemala — Jalisco 1.48876 2.20881
Guatemala — Oaxaca -0.276786 2.76889
Guatemala — Puebla -0.000567314  |2.1575
Guatemala — Sinaloa * 5.07116 2.76889
Guerrero — Jalisco -1.21093 1.38928
Guerrero — Oaxaca * -2.97648 2.17209
Guerrero — Puebla * -2.70026 1.30616
Guerrero — Sinaloa * 2.37147 2.17209
Jalisco — Oaxaca -1.76555 2.20881
Jalisco — Puebla * -1.48933 1.36635
Jalisco — Sinaloa * 3.5824 2.20881
Oaxaca — Puebla 0.276219 2.1575
Oaxaca — Sinaloa * 5.34795 2.76889
Puebla — Sinaloa * 5.07173 2.1575

* indica una diferencia significativa.

Existen diferencias significativas del porciento de aceite de las semillas de Chihuahua y Sinaloa
comparadas con el resto de las localidades, adicionalmente de las originarias del estado de
Guerrero con todas las semillas excepto las del estado de Jalisco, y las de Jalisco con las de Puebla.

6.3. Color.
Tabla Anexo 50. ANOVA para porcentaje de aceite por coloracion de la semilla.
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos |4.60314 2 2.30157 0.36 0.7015
Intra grupos 341.822 53 [6.44947
Total (Corr.) 346.425 55

Ho:Xyegra = XBlanca = Xpinta NO existe influencia del color en el porciento de aceite de las
semillas.

Hy:Xyegra # XBlanca # Xpinta EXiste influencia del color en el porciento de aceite de la
semilla.
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El Valor P de probabilidad es mayor a 0.05 por lo que se acepta H, por lo tanto no existe
influencia significativa del porcentaje de aceite de la semilla debido a la coloracién de la semilla.
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7. Espectros de absorcion de los diferentes estandares utilizados.

Tabla Anexo 51. Espectros de absorcion de los diferentes estandares utilizados.

Ractopamina

200 —5smn

150

100

50-

o

200 225 250 275 300 325 350 375 A
m

0

Ampicilina

150

100

200 225 250 275 300 325 350 375 A
nm

Cefpazil

80

60

40

20

200 225 250 275 300 325 350 375 A
m

Trimetropina

150-

100

200 225 250 275 300 325 350 375 4
nm

0

Penicilina

5
200 225 250 275 300 325 350 375 4
nm

Doxilamina

150

100

50

200 225 250 275 300 325 350 375 A
m

Oxitetraciclina

200 225 250 275 300 325 350 375 A
nm

Clorfeniramina

150

100

50

200 225 250 275 300 325 350 375 A
nm
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8. Prueba de ajuste de pH*.

Tabla Anexo 52. Precision intermedia, repeticiones el mismo dia sin ajuste de pH*.

Pico Muestra sin ajuste de pH*

estandar 1.771 1.783 1.777 0.008 0.478

2 2.358 2.362 2.360 0.003 0.120

4 2.558 2.583 2.571 0.018 0.688

6 3.061 3.082 3.072 0.015 0.483

8 5.284 53 5.292 0.011 0.214

10 5.867 5.9 5.884 0.023 0.397

12 7.483 7.537 7.510 0.038 0.508

14 8.1 8.167 8.134 0.047 0.582

Tabla Anexo 53. Precision intermedia, repeticiones por dia, con ajuste de pH*.

Pico Muestra con ajuste de pH

Estandar 1.788 1.788 1.788 0.000 0.000

2 2.354 2.354 2.354 0.000 0.000

4 2.708 2.71 2.709 0.001 0.052

6 3.188 3.183 3.186 0.004 0.111

8 5.088 51 5.094 0.008 0.167

10 6.375 6.1 6.238 0.194 3.118

12 8.292 8.338 8.315 0.033 0.391

14 14.267 14.125 14.196 0.100 0.707
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9. Repetibilidad de la muestra con estandar interno.

Tabla Anexo 54. Precision intermedia por dia con estandar interno.

Traza Azul Negra Roja Azul Negra Roja

STD 1.746 1.758 1.738 - ---- - 1.745 0.01 0.58

B 2.271 2.296 2.242 1.30 1.31 1.29 1.30 0.01 0.63

D 2.404 2.425 2.354 1.38 1.38 1.35 1.37 0.01 1.00

F 2.583 2.596 2.567 1.48 1.48 1.48 1.48 0.00 0.10

H 3.133 3.179 3.15 1.79 1.81 1.81 1.81 0.01 0.52

J 3.938 3.962 3.875 2.26 2.25 2.23 2.25 0.01 0.64

L 5.308 5.35 5.379 3.04 3.04 3.09 3.06 0.03 1.01

N 5.971 6.021 6.05 342 342 3.48 3.44 0.03 0.99

P 7.833 7.921 7.808 4.49 4.51 4.49 4.49 0.01 0.22
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