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CONSERVACION DE SEMILLAS DE ALGODON NATIVO (Gossypium
spp.): ANALISIS FiSICO, FISIOLOGICO Y BIOQUIMICO
Claudia Pérez Mendoza, D. en C.

Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN GENERAL

México es el centro de origen y de diversidad genética del algodon, G. hirsutum y se reporta
ademas, la presencia de 11 especies diploides endémicas. Para sugerir estrategias de
conservacion a largo plazo para las especies silvestres de Gossypium, fue necesario, realizar un
analisis integral sobre los caracteres fisicos, fisiologicos y bioquimicos que influyen en la
conservacion de las semillas de algoddn nativo de Meéxico. Esta investigacion se realizo de
manera conjunta, entre el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo y el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Valle de México. Se
evaluaron diferentes técnicas de calidad de semillas como: la prueba de rayos X, el analisis
digital de imagenes, la prueba de tetrazolio, la prueba de germinacion estandar, la prueba de
vacio y el valor nutricional. Adicionalmente, se determind las caracteristicas fisicas y quimicas
en diferentes papeles sustratos para germinacion de semillas. Diferencias significativas
(P<0.0001) se registraron en todos los estudios realizados en esta investigacion. En la prueba de
rayos X mostro que las semillas de algodon tienen forma ovoide y con base en el porcentaje que
ocupa el embrion y los espacios libre internos en la semilla de algodén se obtuvo patrones de
clasificacion con al menos seis categorias. En cuanto a la caracterizaciéon fisica mediante el
andlisis digital de imagenes, se identificaron tres grupos con caracteristicas contrastantes entre
las especies de algodon, sobresaliendo en el Grupo | G. hirsutum, que se caracterizé por tener
valores altos de peso de mil semillas y ancho de semilla; el Grupo Il estd integrado por G.
shwendimanii (D11) quien presentd mayor area, perimetro y longitud de semilla; en el Grupo 111,
G. aridum (D4) y G. lobatum (D7) con mayor peso hectolitrico de la semilla, por lo que estos
atributos fisicos juegan un papel importante en la caracterizacion de las especies de Gossypium
nativas de México. En la prueba de tetrazolio se encontrd, que evaluar la viabilidad en semillas
de G. lobatum se mejora significativamente utilizando concentraciones de 0.75 a 1.0 % y tincion
de 14 horas. Concentraciones de 1.25 y 1.50 % por mas de 12 horas, no evaluaron
adecuadamente los tejidos vitales del embrion y es dificil interpretar la prueba. Referente a la
evaluacion de los sustratos para germinacion destaca, que el espesor, la capacidad de retencion
del agua, la absorcion capilar, el porcentaje de cenizas y la conductividad eléctrica fueron los
caracteres fisicos y quimicos que apoyaron para diferenciar entre los sustratos. Se identificaron
que los sustratos Servitoalla Blanca Kleenex Jumbo, Toalla Interdoblada color Blanco Pacific
Blue, Servilleta Blanca Kleenex y Servitoalla Blanca Kleenex Duramax como los mas
sobresalientes por sus caracteristicas fisicas y quimicas las cuales, influyeron en la germinacion y



el vigor de las semillas de G. hirsutum. En la prueba de vacio se encontrd que la especie con
mejor calidad fisioldgica fue G. hirsutum y el sustrato que permitié expresar mayor vigor en las
semillas de algodon fue el papel Versa Pak. Ademas, la cantidad de oxigeno estimada para los
diferentes niveles de vacio, influy6 en la germinacion y el vigor de las semillas de algodon. En el
valor nutricional de las semillas de algodon se obtuvo que la especie G. lobatum tuvo mayor
concentracion de proteina y G. hirsutum de fibra café la mayor cantidad de extracto etéreo. Los
acidos grasos presentes en las semillas de algodon fueron linoleico, oleico, palmitico, estearico y
araquidico. La especie G. hirsutum, tuvo el nivel mas alto de los acidos linoleico y oleico,
mientras que las semillas de G. lobatum tuvieron una mayor concentracion de acido palmitico y
de estearico.

Palabras clave: rayos X, analisis de imagenes, germinacion, viabilidad, vigor, composicién
quimica.



CONSERVATION OF NATIVE COTTONSEEDS (Gossypium spp.):
PHYSICAL, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ANALYSIS
Claudia Pérez Mendoza, D. en C.

Colegio de Postgraduados, 2018.

GENERAL ABSTRACT

Mexico is the center of origin and genetic diversity of cotton, G. hirsutum and is also reported
the presence of 11 endemic diploid species. To suggest long-term conservation strategies for the
wild species of Gossypium, it was necessary to carry out a comprehensive analysis of the
physical, physiological and biochemical characteristics that influence the conservation of native
cottonseeds in Mexico. This research was carried out jointly, between the Postgraduate College,
Campus Montecillo and the National Institute of Forestry, Agricultural and Livestock Research,
Valle de México Experimental Field. Different seed quality techniques were evaluated such as:
the X-ray test, the digital image analysis, the tetrazolium test, the standard germination test, the
vacuum test and the nutritional value. Additionally, the physical and chemical characteristics of
different substrates for seed germination were determined. Significant differences (P <0.0001)
were recorded in all the studies conducted in this investigation. In the X-ray test showed that the
cotton seeds are ovoid and based on the percentage occupied by the embryo and the internal free
spaces in the cottonseed was obtained classification patterns with at least six categories. In terms
of physical characterization through digital image analysis, three groups with contrasting
characteristics among cotton species were identified, standing out in Group | G. hirsutum, which
was characterized by having high values of a thousand seeds and width of seed; Group Il is
composed of G. shwendimanii (D11) who presented the greatest area, perimeter and length of
seed; in Group 11, G. aridum (D4) and G. lobatum (D7) with greater weight of the seed, so these
physical attributes play an important role in the characterization of Gossypium species native to
Mexico. In the tetrazolium test it was found that evaluating the viability in seeds of G. lobatum is
significantly improved using concentrations of 0.75 to 1.0 % and staining for 14 hours.
Concentrations of 1.25 and 1.50 % for more than 12 hours, did not adequately evaluate the vital
tissues of the embryo and it is difficult to interpret the test. Regarding the evaluation of
substrates for germination stresses, that the thickness, water retention capacity, capillary
absorption, percentage of ash and electrical conductivity were the physical and chemical
characteristics that supported to differentiate between the substrates. The substrates Servitoalla
Blanca Kleenex Jumbo, Interwoven Towel White Pacific Blue, White Serviette Kleenex and
Servitoalla Blanca Kleenex Duramax were identified as the most outstanding for their physical
and chemical characteristics which, influenced the germination and vigor of the seeds of G
hirsutum In the vacuum test it was found that the species with the best physiological quality was
G. hirsutum and the substrate that allowed to express greater vigor in the cottonseeds was the
Versa Pak paper. In addition, the amount of oxygen estimated for the different vacuum levels



influenced the germination and vigor of the cotton seeds. In the nutritional value of the
cottonseeds it was obtained that the species G. lobatum had higher protein concentration and G.
hirsutum of brown fiber the greater amount of ether extract. The fatty acids present in the cotton
seeds were linoleic, oleic, palmitic, stearic and arachidic. The species G. hirsutum, had the
highest level of linoleic and oleic acids, while the seeds of G. lobatum had a higher concentration
of palmitic and stearic acid.

Key words: X-rays, image analysis, germination, viability, vigor, chemical composition.
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DEFINICIONES

Area. Superficie comprendida dentro de un perimetro.
Area de testa. Es la relacion del area dentro del limite de la testa por el 4rea del fruto.
Diametro Feret. Es el diametro de un circulo que tiene la misma area que el objeto, se calcula

como:

\ (4 x rea / )

Elongacion. La relacion entre la longitud del eje mayor y la longitud del eje menor.

Espesor de la testa. La proporcion de la longitud promedio de la testa a lo largo de las lineas
horizontales y verticales a través del peso del centro (asumiendo que todos los pixeles tienen el
mismo peso) al promedio de la altura y anchura maxima.

Factor-forma. Se calcula como:

(4 x m x area) / perimetro?

Forma. Configuracion externa de algo. Dos objetos pueden tener la misma forma y distinto
tamario.

Fruto. Producto del desarrollo del ovario de una flor después de la fecundacion. En él quedan
contenidas las semillas. Con frecuencia cooperan a la formacion del fruto tanto el caliz como el
receptaculo floral y otros 6rganos.

Morfologia. Parte de la biologia que trata de la forma de los seres organicos y de las
modificaciones o transformaciones que experimentan.

Morfometria. Es una herramienta de gran utilidad para la biologia ya que permite describir
cuantitativamente, analizar e interpretar la forma y su variacion bioldgica.

Ovoide. Si el area del fruto es mayor por encima de la altura media que por debajo de ella,
entonces su forma es Ovoide y se calcula a partir de la anchura maxima (W), la altura a la que el
ancho méaximo se produce (y), el ancho promedio por encima de esa altura (wl) y el ancho

promedio por debajo de esa altura (w2) y una funcion de escala scale_ov como:

Ovoide =1/2 * scale_ov (y) * (L -w2 /W + w1 /W)
Si es Ovoide > 0, restando 0.4.

XiX



De lo contrario, Ovoide es 0.

Parametro. Dato o factor que se toma como necesario para analizar o valorar una situacion. En
Matematicas. - Variable que, en una familia de elementos, sirve para identificar cada uno de ellos
mediante su valor numérico.

Perimetro. Contorno de una figura. Medida de ese contorno.

Semilla. Ovulo maduro fertilizado.

Superficie. Magnitud que expresa la extension de un cuerpo en dos dimensiones, largo y ancho.
Su unidad en el Sistema Internacional es el metro cuadrado (m?).

Tamafo. Mayor o menor volumen o dimensién de algo.

XX



INTRODUCCION GENERAL

El algodon pertenece a la familia Malvaceae y al género Gossypium e incluye 50 especies que se
encuentran distribuidas en los continentes de Asia, Africa, Oceania y América (Lee y Fang,
2015). México es el centro de origen y de diversidad genética de Gossypium hirsutum y se
reporta ademas, la presencia de 11 especies diploides endémicas (G. armourianum, G. lobatum,
G. gossypioides, G. aridum, G. laxum, G. schwendimanii, G. thurberi, G. trilobum, G.
davidsonii, G. turneri y G. harknesii) (Ulloa et al., 2006).

Lee y Fang (2015) indican que la especie G. hirsutum es la mas cultivada y representa el 95 % de
la produccion mundial, de G. barbadense originaria de Perd, se produce alrededor del 3 a 5 %,
mientras que las especies G. herbaceum de la India y G. arboreum originarias de Africa y Asia,
ambas contribuyen con el 2 % de la produccion mundial del algodén (Wagas et al., 2014). El
algodon se propaga principalmente por semilla y se clasifica como una semilla ortodoxa. La
principal caracteristica de este tipo de semillas es su tolerancia a la deshidratacion (Magnitskiy y

Plaza, 2007), lo que mejora su viabilidad y el potencial de almacenamiento (Nkang, 2002).

El almacenamiento de las semillas ortodoxas en condiciones controladas, permite mantener la
viabilidad y el vigor de la semilla por un mayor periodo de tiempo. No obstante, para que la
conservacion de las semillas sea exitosa se debe considerar, de acuerdo a Isasi (2002) y Rao et
al., (2007), los aspectos bioldgicos (madurez fisioldgica, calidad inicial, sanidad, método de
cosecha, dormancia), fisiologicos (longevidad, viabilidad y germinacién) y fisicos (contenido de

humedad, temperatura y humedad relativa de almacenamiento) de éstas semillas.

Tomando en cuenta lo anterior y el valor que tiene el conservar las semillas con alta calidad, se
han desarrollado en los Laboratorios de Anélisis de Semillas, diversas metodologias con el fin de
determinar la calidad genética, fisica, fisiolégica y sanitaria, principalmente en especies
cultivadas, pero sin considerar las diferencias que existen entre éstas y las especies silvestres,
como es el caso del algoddn en México. Por lo anterior, se requiere de manera inmediata, generar

el conocimiento necesario que permita identificar las diferencias, entre las especies de algodédn



cultivadas y las silvestres, para estar en la posibilidad de conservar, de la manera mas exitosa y

con la mas alta calidad, las semillas de Gossypium spp.

Dada la complejidad de los factores que intervienen en el andlisis de semillas, es necesario hacer
uso de las herramientas tecnoldgicas, como son la técnica de rayos X y el procesamiento de
analisis digital de imagenes, para hacer mas eficiente la caracterizacion fisica en semillas de
especies silvestres o cultivadas de algodon. En los Laboratorios de Analisis de Semillas que
existen en nuestro pais, no es muy comun el empleo del equipo de rayos X, lo anterior se debe en
parte, al costo tan elevado de esos equipos y que por lo general son escasos. Por tal razon, son
limitados los estudios en los que se aborden de manera integral, aspectos de morfometria de las
semillas a traves de esta técnica, particularmente en aquellas especies como las de algoddn

(Gossypium spp.) de las que nuestro pais es el centro de origen.

La morfometria digital asistida por computadora, proporciona rapidamente una poderosa matriz
de medicion exacta y precisa del tamafio, la forma, la textura, entre otras, de grandes lotes de
semillas (Gyulai et al., 2015). Esta técnica es un metodo rapido, eficiente y no destructivo para
determinar los perfiles del tamafio de semilla; ademas, de bajo costo (Mandal et al., 2012) por lo
que constituye una herramienta tecnoldgica que puede hacer mas eficiente la caracterizacion de

semillas de especies cultivadas o silvestres de algodon.

Por otra parte, ademas del uso de una semilla con buena calidad fisica, es importante evaluar la
calidad fisioldgica de la misma y para determinarla, es necesario realizar la prueba de
germinacién estandar. Uno de los requisitos para efectuar estas pruebas, es la utilizacion de un
sustrato que permita proveer humedad adecuada, entre otras caracteristicas, ademas de
proporcionar soporte a las semillas durante la germinacion (Moreno, 1996). Al respecto, existen
diversos tipos de materiales de origen orgdnico e inorganico que pueden utilizarse como
sustratos, entre los que se encuentran la toalla de papel, la arena y tierra, el papel de filtro, el
algodon, el relleno de papel de celulosa corrugado, el musgo de turba, el aserrin, la mica y las
pruebas en discos Petri (USDA, 1965). Sin embargo, no todos los materiales mencionados son
utiles para llevar a cabo con éxito la prueba de germinacién estandar en las semillas de diferentes

cultivos, por lo que es necesario realizar estudios que permitan contar con informacion especifica



referente a la influencia que tienen las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de los
diferentes tipos de papel, para que puedan ser utilizados como sustratos, en la germinacion de las

semillas de las diferentes especies de algodon.

La viabilidad es la capacidad de una semilla para germinar en condiciones favorables (Copeland
y McDonald, 2001). La determinacion de la viabilidad se puede realizar mediante distintas
pruebas y una de ellas es la Prueba de tetrazolio (2,3,5, cloruro de trifenil tetrazolio) que estima
en forma répida, la condicion bioldgica de las semillas en cuanto a la viabilidad y vigor (Fenner,
2000). Las Reglas de la Asociacion Internacional de Pruebas de Semillas (International Seed
Testing Association, ISTA, 2013) recomienda para Gossypium spp., la tincién de la semilla, por
inmersion en una solucién de tetrazolio al 1.0 % por 18 horas a 30 °C, mientras que las Reglas
para Analisis de Sementes (RAS-MAPA, 2009) recomiendan para este mismo género, una
concentracion de tetrazolio al 0.1 % por un periodo de dos a cuatro horas y temperaturas de 30 a
35 °C. No obstante, existen semillas de especies silvestres de algoddn que son dificiles de
preparar y evaluar utilizando la prueba de tetrazolio, esto debido, en parte, a que los protocolos
no estan bien definidos para las especies de algodon. Considerando lo anterior, es importante
realizar diferentes estudios que aporten informacion que facilite los procesos y que conlleve a
una correcta evaluacion de la viabilidad en este tipo de semillas, uno de ellos es determinar, si la
concentracion y el tiempo de exposicion éptimos de tetrazolio, son los mismos para las semillas
de las diferentes especies silvestres de algoddn, esto con relacion a la recomendaciones
establecidas por los organismos oficiales, en donde no se especifica si la especie utilizada es

silvestre o semidomesticada.

Dada la complejidad de los factores que intervienen para evaluar el vigor, se han disefiado varias
pruebas que permiten evaluar el potencial de germinacion de las semillas, sometiéndolas a estrés
antes o durante su germinacion (Hyatt y Tekrony, 2008). Por ejemplo, Artola et al., (2004) en
Lotus corniculatus, evaluaron la capacidad de germinacién de las semillas expuestas a
condiciones de vacio y reportaron que la prueba de vacio permitio diferenciar, por la condicion
de vigor de la semilla, los ecotipos de Lotus. Considerando lo anterior y tomando en cuenta que
no en todas las especies se obtienen resultados similares, es importante validar la prueba de vacio
para evaluar el vigor de la semilla, en las diferentes especies de algoddn nativo de México.



Finalmente, ademas de la importancia que tiene evaluar la calidad fisica y fisioldgica de las
semillas de las diferentes especies de algodon, es esencial determinar la composicién quimica de
las mismas; ya que, estas son ricas en proteinas y aceites y por esta razén, son mas susceptibles
al deterioro fisiologico (Sanchez et al., 1999). Basra et al., (2003) realizaron un estudio con
semillas de algodén (G. hirsutum L.) exponiéndolas a diferentes periodos de envejecimiento
acelerado y reportaron, que la baja germinacién en las semillas de G. hirsutum, va acompafiada
por un aumento en la lixiviacion de solutos, en contenido de &cidos grasos libres, en la
peroxidacion de lipidos, asi como en un incremento en el tiempo medio de emergencia de las
plantulas, después de la exposicion a diferentes periodos de envejecimiento acelerado. Por tal
razon, contar con informacion de la composicion quimica de las diferentes especies de algodon,
es un aspecto trascendental para ser considerado en la conservacion de éstas semillas en los
bancos de germoplasma, lo que permitiria realizar un manejo adecuado del germoplasma del

género Gossypium.

Considerando lo anterior y con el propoésito de dar continuidad a los trabajos de investigacion
que se han realizado en los ultimos afios en México, se consideré imprescindible contribuir,
mediante la generacion de conocimientos, al estudio de los diferentes factores que inciden en la
conservacion de las semillas de las especies de algoddn, tanto domesticadas como silvestres
nativas de México. Los diferentes estudios realizados, se presentan en esta tesis y se describen a

continuacion:

1) El género Gossypium: una revision sobre su origen, importancia y conservacion de semillas;
este capitulo retune informacion de interés y utilidad para el lector preocupado por la importancia
que tiene el conservar la riqueza genética del algodon nativo de México, 2) Evaluacion de la
morfometria en semillas de algoddn utilizando rayos X, en el que mediante esta técnica se
determinaron en las semillas la forma y el tamafio asi como, los porcentajes que ocupan el
embridn, la testa y el espacio libres dentro de las semillas de algodoén, 3) Caracterizacion fisica
de especies de algodon (Gossypium spp.) con base en atributos de la semilla; aqui se determind
la calidad fisica y el tamafio de la semilla mediante el procesamiento y andlisis digital de
imagenes, 4) Evaluacion de la viabilidad en semillas de algodon silvestre (G. lobatum) utilizando
diferentes tiempos de exposicion y concentracion de tetrazolio, 5) Evaluacion de sustratos con



base en sus propiedades fisicas y quimicas, para su utilizacion en pruebas de germinacion de
semillas de algoddn; en este estudio se determinaron propiedades fisicas y quimicas de diferentes
sustratos, las cuales juegan un papel determinante en la germinacion de las semillas de G.
hirsutum, 6) Prueba de vacio y tipo de sustrato en la germinacion y el vigor en semillas de
Gossypium spp.; en esta etapa de investigacién se estudié el comportamiento del vigor de dos
especies de algoddn bajo cuatro condiciones de vacio y dos sustratos contrastantes, 7) Valor
nutricional de la semilla de algodon silvestre (G. lobatum) y semidomesticado (G. hirsutum)
nativas de México; en esta fase de investigacion se enfoc6 a determinar el contenido de proteina,

asi como el tipo y proporcion de acidos grasos de la semilla de algodédn nativa de México.

En esta tesis, se presenta un apartado denominado logros y aportaciones en donde, se presentan
los resultados de las diferentes fases de la presente investigacion y que, sin duda alguna,
contribuirdn a la identificacion de futuras lineas de investigacion sobre la conservacion de los
recursos genéticos del algodon en México. En la pendltima seccion se presentan las conclusiones
generales gque se derivaron de las fases de investigacion realizadas. Finalmente, en la seccion de
anexos se presenta informacion como el material fotografico de las diferentes actividades

realizadas en esta tesis.

Considerando lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos e hipotesis:

Objetivos

General
Estudiar los caracteres fisicos, fisiologicos y bioquimicos que influyen en la conservacion de las

semillas de algodon nativo (Gossypium spp.) de Meéxico.

Especificos:
> Recolectar semillas de cinco especies de algodén (G. aridum, G. lobatum, G.
schwendimanii y G. hirsutum) nativas de México.
> Caracterizar especies de algodon (Gossypium spp.) mediante descriptores de calidad
fisica, rayos X y andlisis de imagenes.



» Evaluar la germinacion, la viabilidad y el vigor en semillas de algodén silvestre y
semidomesticado.

> Estudiar el comportamiento del vigor de las semillas de G. hirsutum y G. lobatum,
sometidas a diferentes condiciones de vacio utilizando dos tipos de sustratos.

» Determinar la composicion quimica de la semilla de algodon (Gossypium spp.) nativa de

Meéxico.

Hipotesis

La generacién de conocimientos en la calidad fisica, fisioldgica y bioquimica de la semilla de
algodon, nativo de México, permitira proporcionar informacion valiosa para los bancos de
germoplasma y para los tomadores de decisiones responsables de la generacion de directrices
nacionales e internacionales en la conservacion y utilizacion de los recursos genéticos del

algodon (Gossypium spp.).
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Resumen

Durante los altimos afios, se han producido muchos cambios en aspectos cientificos del género
Gossypium. Las semillas de las nuevas especies, han sido depositadas en los bancos de
germoplasma de algunos paises, en donde se han disefiado nuevas tecnologias para una mejor
conservacion, caracterizacion y utilizacién del germoplasma de algoddn. Los ultimos avances
cientificos del género Gossypium que se han revisado incluyen: origen, distribucion, recoleccion,

importancia, composicion quimica, conservacion y analisis de la calidad de las semillas.
Palabras clave: algodén, genoma, expediciones, bancos de germoplasma.

Abstract

During the last years, there have been many changes in the scientific aspects in the genus
Gossypium. The seeds of the new species have been deposited in the germplasm banks of some

countries, where new technologies have been designed for a better conservation, characterization

and use of cotton germplasm. The latest scientific advances of the Gossypium genus that have
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been reviewed, include origin, distribution, collection, importance, chemical composition,

conservation and analysis of seed quality.

Keywords: cotton, genome, expeditions, germplasm banks.

1.1 Introduccion

En el afio 445 A.C., el griego Herodoto escribio a proposito de la India “encontramos arboles
creciendo en estado silvestre, donde el fruto es una lana mejor y més bella que la de los
borregos” (Hébert, 2006). Los arquedlogos han encontrado fragmentos de tejidos de algodon con
antigiiedad de 8 000 afios en Pakistan y 7 200 afios en México. Desde la India, el arte del

algoddn se exporta al viejo mundo.

Antes de la llegada de los espafioles a América el algodén constituyé uno de los productos
principales, pues el hallazgo de innumerables malacates de barro en las zonas arqueoldgicas,
demuestra la gran difusion que esta planta tuvo en la época precortesiana, asi como su
participacion en la economia de los pueblos ya que en muchas ocasiones era un simbolo de
tributo el entregar mantas tejidas de algoddn, en otras funcionaba como moneda, por lo que fue

muy apreciado, debido a sus multiples cualidades (Rodriguez, 1976).

La produccion de algodon en el sefiorio mexica alcanzaba cifras importantes ya que, segun
calculos, los aztecas producian cerca de 50 mil toneladas que equivaldrian a 220 mil pacas de

fibra, una suma muy importante para la época (Preciado, 1912; Arglello, 1946).

En el Codice Mendocino, se mencionan las técnicas que utilizaban los mexicas y que se
complementan con los materiales arqueoldgicos encontrados en diversas excavaciones. En el
mismo, se observa la técnica del hilado del algodén con huso y malacate (Corona, 1964). En las
culturas Zapoteca y Mixteca se han encontrado figuras, pinturas, murales y vasijas, entre otros

elementos, que muestran el uso de los textiles y su diversidad (Corona, 1964).
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Los mexicas consideraban a Xochiquétzal, como patrona de las labores textiles, quién fue
considerada la primera mujer que habia hilado y tejido algodon. En el Codice Matritense se
representa a Xochiquétzal sentada frente a un telar, vestida ricamente y adorada por mujeres que
tenian gran habilidad con la aguja (Corona, 1964). Tlazolte6tl-Toci, quien era la diosa del
henequén y del algoddn, estaba intimamente asociada con el hilado y el tejido y aparecia con

madejas de algoddn sin hilar y con husos en su tocado (Weitlaner, 2005).

El algoddén jugd un papel importante en el México prehispénico para la manufactura de las
vestimentas. El hilado, era una actividad desempefiada por las mujeres mexicas que desde nifias
aprendian y adquirian los utensilios que las acompafiaban hasta su muerte. Weitlaner (2005)
menciona, que los implementos necesarios para la fabricacion de textiles eran quemados al morir
la propietaria. La tradicion del hilado y las técnicas familiares eran transmitidas de madres a
hijas en las clases humildes, mientras que las mujeres de clase alta asistian a un lugar

especializado para aprender estas técnicas (Armelia, 2008).

La palabra “algoddn” es un término agricola y tecnoldgico mas que botanico, utilizado para
describir las especies cultivadas del género Gossypium (Palomo, 1996). Primeramente, se
utilizaba para significar nada mas que un tejido fino y la palabra era tan amplia que incluia
tambien el lino. La primera palabra conocida para nombrar al algodon, fue karpasa-i palabras
derivadas del sanscrito (Hébert, 2006).

En México al algodon se le conoce por una gran variedad de nombres indigenas: taman o pitz
(maya), xdrata (tarasco), cuinim (huasteco), ichcatl (nahualt), cachi o tocata (mixteco), xilla
(zapoteco), panamac (dialecto totonaca o de Papantla), tuxnuc (tzotzil), slia (chantino) (Preciado,

1912; Rodriguez, 1976), shuruata (purépecha), tsocoy (huasteco) (Fryxell, 1992).

En otros idiomas los nombres comunes del algodon segun Preciado (1912) son: Aleman:
Baumwolle, Arabe: Cutn, Alcoton, Al-godon, Goz, Qutun o Kutum, Danés: Bomuld, Egipcio:
Koutn, Francés: Coton, Holandés: Katoen y Boomwol, Inglés: Cotton, Indostano: Godon,
Italiano: Cotone, Japonés: Wata, Polaco: Bawelma, Portugués: Algodao, Ruso: Khloptechataja,
Sueco: Bomull.
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1.2 Origen y distribucion geografica

El origen del género Gossypium se estima que fue hace 5y 15 millones de afios, con una rapida
diversificacion temprana de los principales grupos del genoma (Wendel y Cronn 2003).
Manickam y Prakash (2016) refieren que el algodon (Gossypium spp.) es Unico entre las plantas
cultivadas ya que cuatro especies han sido domesticadas de forma independiente en cuatro
regiones diferentes del mundo: dos tetraploides, G. hirsutum en Mesoamérica, G. barbadense en
América del Sur y dos diploides, G. herbaceum en Arabia y Siria y G. arboreum en el valle del

Indo de India y Pakistan (Coppens d’Eeckenbrugge y Lacape, 2014).

Durante el proceso de domesticacion, se transformaron de arbustos erectos perennes sensibles al
fotoperiodo a plantas neutras, cortas, compactas y anuales; sus pequefias semillas impermeables,
escasamente cubiertas por fibras gruesas, se volvieron semillas mas grandes y se cubrieron de
fibra blanca abundante y larga. Simultdneamente, sus semillas perdieron su¢ impermeabilidad y
latencia. La gran diversidad del algoddén, resulté de las sucesivas oleadas de mejoramiento
agrondémico y difusion del germoplasma mediado por los humanos (Coppens d’Eeckenbrugge y

Lacape, 2014).

Las investigaciones filogenéticas en Gossypium distinguen, a 45 especies diploides modernas
distribuidas entre tres linajes geograficos principales y ocho genomas (Cuadro 1) (Coppens
d’Eeckenbrugge y Lacape, 2014) mismos, que fueron definidos con letras mayusculas A, B, C,
D, E, F, Gy K (Dessauw y Hau, 2006), la proximidad de los genomas fue indicada con nameros
en los subindices por Beasley (1942) citado por Marcelo (2007). Asi, el subindice en cada
genoma denota relacion dentro de un grupo, por ejemplo: G. herbaceum (A1) y G. arboreum (Az)
(Saunders, 1961).
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Cuadro 1. Genomas de las especies de Gossypium.

Genoma Especies reconocidas Distribucion

(NUm. De geografica

especies)

A(2) G. arboreum, G. herbaceum Africa, Asia

B (3-4) G. anomalum, G. triphyllum, G. capitis-viridis, (G. Africa, Islas Cape
trifurcatum) Verde

C(® G. sturtianum, G. robinsonii Australia

D (13-14) G. thurberi, G. armourianum, G. harknessii, G. davidsonii, G. México, Perl, Islas

klotzschianum, G. aridum, G. raimondii, G. gossypioides, G. Galépagos, Arizona,
lobatum, G. trilobum, G. laxum, G. turneri, G. schwendimanii, Peninsula de Arabia,
(Gossypium sp. Nueva) Noroeste de Africa,
Sureste de Asia.
E (5-9) G. stocksii, G.somalense, G. areysianum, G. incanum, G. Peninsula de Arabia,

trifurcatum (G. benadirense), (G. bricchettii), (G. vollesenii), Noroeste de Africa,

(G. trifurcatum) Sureste de Asia,
F (1) G. longicalyx Este de Africa
G (3) G. bickii, G. australe, G. nelsonii Australia
K (12) G. anapoides, G. costulatum, G. cunninghamii, G. enthyle, G. Noroeste de Australia,

exiguum, G. londonderriense, G. marchantii, G. nobile, G. Peninsula de Cobourg,

pilosum, G. populifolium, G. pulchellum, G. rotundifolium Norte de Australia
AD (7) G. hirsutum, G. barbadense, G. tomentosum, G. mustelinum, Nuevos Tropicos Yy
G. darwinii, G. ekmanianum, Gossypium sp. Nueva. Subtropicales del
Mundo, incluidos

Hawai, el Atolén de
Wake vy las Islas
Galapagos

Fuente: Wendel y Grover (2015).
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En cuanto al linaje tetraploide del algoddn éste, se origind en los ultimos 1-2 millones de afios a
partir de un Unico evento de hibridacion entre un genoma A materno africano y un genoma D
americano. Se diversifico en cinco especies, tres especies silvestres endémicas, G. darwinii Watt
nativa de Galapagos, G. tomentosum Nutt. Ex Seem. de las islas hawaianas, G. mustelinum Miers
ex Watt restringido al noreste de Brasil, y las dos especies cultivadas G. barbadense y G.
hirsutum. Esta ultima, tiene la mayor importancia mundial porque proporciona mas del 90 % de
fibra y su semilla es una fuente importante de aceite y de proteina (Wendel y Cronn 2003). Del
total de especies identificadas hasta la actualidad, 12 especies se localizan en México, donde
habitan 11 especies diploides, una tetraploide y una nueva especie que aln se sigue estudiando
(Ulloa et al., 2006, Ulloa et al., 2013).

1.3 Generalidades del género Gossypium

El género Gossypium tiene una larga historia de estudio taxonémico y evolutivo. El algodén
(Gossypium) fue clasificado por primera vez a mediados del siglo XVIII por Carlos Linneo,
botanico sueco y padre de la taxonomia (Smith, 1995; Palomo-Gil, 1996; Department of Health
and Ageing Office of the Gene Technology Regulador, 2008).

A principios del siglo XX, el botanico Gavriil Semenovich Zaitsev realiz6 el primer trabajo
taxondémico para dilucidar la ploidia del género Gossypium (Wendel et al., 2010). Zaitsev
publicé en el afio de 1928, un documento titulado: "Una contribucion a la clasificacion del
género Gossypium L.", que fue la base de la concepciéon moderna para la clasificacion
taxondmica del algodon (Fryxell, 1979). La principal contribucion de Zaitzev, fue clasificar a los
algodones del Viejo Mundo (G. arboreum y G. herbaceum) como diploides (2n = 2x = 26),
mientras que los del Nuevo Mundo (G. barbadense y G. hirsutum) como tetraploides (2n = 2x =
52) (Wendel et al., 2010).

Actualmente, el género Gossypium es uno de los ocho géneros que pertenece a la familia
Malvaceae y a la tribu Gossypieae (Frixell, 1979; Palomo-Gil, 1996) y de este género, se
conocen actualmente 50 especies entre anuales, bianuales y perennes, herbaceas, arbustivas y
arbéreas (Curvelo, 2000; Gotmare et al., 2018).
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La clasificacion taxondémica de Gossypium, de acuerdo con la USDA (2018b), se presenta a

continuacion:

Reino: Vegetal
Sub-reino: Tracheobionta (Plantas vasculares)
Superdivision: ESEPEIGNCR{(EQIEGREERTIES)

Division: Magnoliophyta (plantas con flores)

Clase: Magnoliopsida (Dicotileddneas)

Subclase: Dilleniidae
Orden: W EWEIES

Familia: Malvaceae

Género: Gossypium

1.4 Expediciones para la recoleccion de especies de Gossypium

En México, como principal centro de diversidad genética se han realizado varias expediciones
para recolectar germoplasma de algoddn, ya que el éxito de la investigacion genética, citologica
y taxondmica, al igual que éxito de los programas de mejoramiento genético, depende, en gran

parte, de la disponibilidad de variabilidad germoplasmica (Palomo, 1996).

Palomo (1996) menciona que, la primera expedicion formal para colectar la variabilidad de
algodén de México se efectud en el afio de 1905, pero ya desde el afio 1800 Estados Unidos
habia introducido a su territorio especies mexicanas. En Cuadro 2, se presentan las expediciones

realizadas para recolectar especies silvestres de algoddn presentes en México.
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Cuadro 2. Colectores de especies silvestres de algodon (Gossypium spp.) en México.

Colectores

Pais de origen

Estados Unidos

Afio
1905-1906

O.F. Cook y B.T Jordan

G.N. Collins y C.B. Doyle

O.F. Cook y J.W. Hubbard

F.M. Maurer y S.M. Bukasov
T.R. Richmond y C.W. Manning
S.G. Stephens

C.W. Manning y J.O Ware

H.S. Gentry

N. Lemeshev, U. Usakov, A. Abdu-Maulayer, R. Prado y Q.

Obispo

N. Lemeshev y Q. Obispo

G. Ano, J. Schwendiman, J. Fersing y M. Lacape

P.A. Fryxell, S. Koch

A.E. Percival, J.M. Stewart, A. Herndndez y F. De Ledn

Z.F. Chen, Shao an Ho, C. Arroyo, A. Palomo y A.

Hernandez
A.E. Percival, J.M. Stewart, E.A. Garciay L. Pérez

F. Talipov, C. Catalén, F. Salgado y M. Bahena
J.M. Stewart, M. Ulloa, A.S. Godoy y C.E.A. Garcia

Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos

Rusia y México

Rusia y México
Francia
Estados Unidos
Estados Unidos

China y México

Estados Unidos y México

Rusia y México

Estados Unidos y México

1906-1907
1925
1929
1946

1946-1947
1948
1952
1975

1977-1978
1982
1983
1984
1984

1990

1989-1993
2002-2004

A partir del 2010, investigadores del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas

y Pecuarias (INIFAP), el Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero, el Centro de

Investigaciones Cientificas de Yucatan (CICY) y la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo (UMSNH) con el apoyo del Sistema Nacional de los Recursos Fitogenéticos

(SINAREFI) realizaron varias expediciones por la Republica Mexicana, para recolectar

germoplasma de algoddn con fines de conservacion.
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1.5 Distribucion y caracteristicas de las especies de Gossypium en México

Segun Small y Wendel, (2000), Alvarez et al., (2003), Feng et al., (2011) e Ibroklim et al.,
(2014), las especies diploides de Gossypium originarias de México se encuentran clasificadas de

la siguiente forma:

Subgénero Houzingenia Fryxell

Seccion Houzingenia (G. trilobum, G. thurberi)

Seccion Integrifolia Todaro (G. davidsonii)

Seccién Caducibracteolata Mauer (G. harknesii, G. armourianum, G. turneri)

Seccién Erixylum (Rose & Standley) Fryxell (G. aridum, G. lobatum, G. laxum, G.
schwendimanii)

Seccion Selera (Ulbrich) Fryxell (G. gossypioides)

Referente a la especie tetraploide G. hirsututm, Palomo (1996) menciona que se encuentra en el
Subgénero Karpas Rafinesque junto con la especie G. lanceolatum. A continuacion se describen
brevemente las doce especies nativas de México que integran al género Gossypium (Palomo,
1996; Ulloa, 2014):

G. aridum. Se distribuye en las costas de Veracruz, Puebla, Guerrero, Michoacéan, Jalisco,
Colima y Sinaloa. Pueden ser arbustos 6 arboles creciendo en forma natural con altura de 2 m
hasta 13-15 m, presentan pocas ramas, la flor es de color rosa, las capsulas son de tamafio
pequefio, los frutos son deicentes al igual que en otras especies diploides. La capsula esta
orientada hacia arriba, el fruto tiene cuatro I6bulos, la capsula es de color café oscuro, no termina

en pico.

G. armourianum. Se localiza en la costa del Golfo de Baja California Sur y en la Isla de San
Marcos. Posee hojas enteras ovadas, su flor es de color amarillo con centro de color rojo y la
capsula es ovoide con tres o cuatro l6culos. Cada léculo contiene de una a tres semillas de 8 mm

de longitud. La fibra es muy corta y de color cafe.
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G. davidsonii. Se localiza en las costas sur de Sonora y de Baja California Sur y en Las Islas de
Revillagigedo. Esta especie es de interés desde el punto de vista evolutivo del género
Gossypium, ya que tiene hojas enteras ovadas y es dificil de cruzar con otras especies. La
evolucion del género es en el sentido de pasar de formas con hojas enteras hacia formas con
hojas partidas (lobuladas); por tal razon, es posible que G. davidsonii sea la especie mas
ancestral que surgio en las primeras fases de la evolucion de este género (Lemeshev, 1978). La
flor es de color amarillo con una pequefia mancha de color rojo en el interior, su capsula es
ovoide y generalmente, tiene cuatro l6culos. La semilla mide 6 mm de largo y tiene fibra corta y
escasa. Esta especie se caracteriza, por contar con una alta pubescencia en sus 6rganos

vegetativos, lo que le da resistencia al ataque de plagas (insectos chupadores).

G. gossypioides. Es una especie originaria de Oaxaca y Sinaloa. Puede ser arbol 6 arbusto, las
flores son de color crema, de tamafio grande y abierto. La floracidn es en octubre-noviembre y
parte de diciembre. La capsula de gossypioides estd orientada hacia abajo (suelo), tiene las

bracteas pegadas, tiene un caliz muy grande que alcanza a cubrir con facilidad la capsula.

G. harknessii. Se localiza en Baja California Sur y en la Isla del Carmen. Sus hojas son enteras
algo lobuladas y mas anchas que largas. La flor es de color amarillo con base interior de color
rojo y la capsula es ovoide con tres a cuatro l6culos. Las semillas miden de 8 a 10 mm de largo
con fibras grisaceas muy pequefias y fuertemente adheridas. Al igual que G. armourianum, es
muy resistente a la sequia y tiene bracteas caducas. Es una especie muy importante ya que aportd
los genes de esterilidad genético-citoplasmica y los genes restauradores de la fertilidad, que

hicieron posible la formacion de genotipos hibridos de algodon con propdsitos comerciales.

G. laxum. Se encuentra en el cafidn del Zopilote del Estado de Guerrero. Tienen la flor rosa con
el centro de color purpura muy fuerte, bracteas muy pequefias, pétalos grandes, los cérpelos

terminan en punta muy dura (picos). Puede ser arbusto 06 arbol.
G. lobatum. Se localiza en el estado de Michoacan. Arboles de 3 a 7 m de altura, ramas laxas,

pubescente, hojas pecioladas, glandulas oscuras punteadas y pubescentes, flores y frutos de uno a

cinco en el axilas de las hojas, bracteas ampliamente triangulares, céliz amarillento, densamente
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pubescente, pétalos con una mancha purpura oscura que cubre la mitad inferior del pétalo,
columna estaminal larga, antera parpura, polen amarillo anaranjado, excediendo el estilo del
androceo, capsulas con 3 léculos, pubescente, punteada, varias semillas por loculo, fibras

blanquecinas a bronceado. Las dimensiones de la semilla en promedio es de 10 x 1.8 mm.

G. thurberi. Se encuentra en Arizona, en el norte de la Peninsula de Baja California Sur, Sonora
y Oeste de Chihuahua. La hoja es glabra y presenta de tres a cinco Iébulos angostos y largos,
bien definidos. La flor es de color crema o ligeramente amarilla, con una base interior de color
rojo o sin él. La capsula es glabra de forma semirredonda a oblonga con tres l6culos. Cada l6culo
contiene de seis a ocho semillas con una longitud de 3 a 4 mm y casi glabras. Esta especie
soporta temperaturas de -7 °C, caracteristicas deseables en las formas cultivadas para conferirles
resistencia a bajas temperaturas. Al cruzarla con variedades cultivadas, incrementa la resistencia
de la fibra.

G. trilobum. Se localiza en Michoacan, Morelos, Puebla y Sinaloa. Posee hojas con tres 16bulos
bien definidos en las inflorescencias. La flor es ligeramente amarilla con el centro de color rojo.
La capsula es glabra con tres I6culos y de forma oblonga. Cada léculo contiene de ocho a diez
semillas, cuya longitud es de 3 a 4 mm. Las pubescencias de la semilla son muy pequefias y

ligeramente pequerias.

G. turneri. Se localiza en la costa de Sonora, cerca de la bahia de San Carlos. La hoja es
someramente trilobulada, entera, con casi el mismo largo y ancho, y caduca. La flor es de color
amarillo brillante y presenta una pequefia mancha rojiza en la base. La capsula tiene de tres a
cinco loculos y es de forma redonda a ovoide. La semilla mide de 7 a 8 mm de longitud y esta

cubierta por pubescencias (fibra) muy cortas.

G. schwendimanii. Son de las ultimas especies reportadas y se localiza en Michoacan. Arbusto 6
arbol, las semillas son alargadas 6 elongadas, La capsula es de color café claro con gosipol, la
capsula termina en pico. Tiene hoja lanceolada, larga, capsula de tamafio pequefio, trilocular, y

las semillas estan dispuestas en linea como en cadena; estan contenidas en una capsula con tres o
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cuatro loculos y el promedio de las dimensiones de las semillas es de 10 x 2.5 mm, con fibras

pubescentes.

G. hirsutum. Se encuentra en los estados del sur y sureste de México. Es un arbusto 6 arbol de
1.5 m hasta 4-6 m de altura, tiene una flor de color blanca 6 amarilla, el fruto tiene 4 6 5 léculos.
La semilla es de forma redonda y al despepitar la semilla queda con borra. Esta especie no se
encuentra actualmente en forma natural ¢ silvestre, solamente se encuentra en patios 0 jardines
de casas como ornamental, y en ocasiones es sembrada por curiosidad y la fibra tiene un uso

domeéstico.

1.6 Importancia del algodon

A nivel mundial se cultivan aproximadamente 30 millones de hectareas de algodén (USDA,
2018a). La especie G. hirsutum es el principal algodon cultivado y aporta del 80 a 90 % de la
produccion mundial (Solleiro et al., 2014) esto es debido, a las buenas caracteristicas de la fibra
que produce. Los principales paises productores de algodon son: India, China, Estados Unidos,
Pakistan, Uzbekistan y Brasil, los cuales producen el 72.9 % (USDA, 2018a) y en ese escenario,
México solo aporta el 0.74 % (SAGARPA, 2017). En el mundo, el principal productor de fibra 'y
aceite de algoddn en el afio 2011 fue China, quien concentro el 25 % de la produccion de fibra y
el 30 % de aceite; México produjo 274,000 t de fibra y 34,700 t de aceite de algodon,
representando el 1.0 y el 0.7 % de la produccion mundial, respectivamente (FAO, 2013).
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Figura 1. Principales paises productores de algodon. 2015-2016. (Elaboracion propia con
datos de la USDA, 2018a y SAGARPA, 2017).

Solleiro et al., (2014) mencionan que en la década de los sesentas México, llegd a ser de los
primeros exportadores mundiales de algoddn. El cultivo de algodon comenzé a perder presencia
y apoyo hasta casi llegar a desaparecer sobre todo a partir de la apertura comercial del tratado de
libre comercio. La falta de politicas que apuntalaran la produccién de algodon derivd que
México destacara pero, como uno de los principales importadores de algodon en el mundo.
Actualmente, el cultivo de algodén intenta recuperarse ya que las perspectivas de consumos
nacionales e internacionales, asi como los precios internacionales, han propiciado un aumento en

el volumen de produccién (Solleiro et al., 2014).

En el 2017 la superficie sembrada de algodén en México fue de 210 185 mil ha y la cosechada
195,411 ha, de las cuales se produjeron 888,195 toneladas de algodon hueso con un rendimiento
promedio de 4.55 t ha™. En el Cuadro 3, se muestran los principales estados productores, siendo
el estado de Chihuahua el que se encuentra en primer lugar y representa el 69 % del total de la
produccion nacional (SIAP, 2018).

22



Cuadro 3. Principales estados productores de algodon hueso en México en el afio 2017.

Estado Superficie Superficie Produccion Rendimiento
sembrada (hal)  cosechada (ha™) (t) (t*ha?)

Chihuahua 145,554 145,554 672,747 4.62
Baja California 25,769 20,615 100,472 4.87
Coahuila 18,017 15,421 69,411 4.50
Durango 3,039 3,039 14,398 4,74
Sonora 7,828 3,402 8,195 2.41
Tamaulipas 9,979 7,381 22,972 3.11
Total 210,185 195,411 888,195 4.55

Fuente: Elaboracién propia con datos de SIAP, 2018.

Respecto a la semilla, es un subproducto del algodon y a nivel nacional se producen casi 400,000
toneladas anuales (Solleiro et al., 2014) y después del proceso de eliminacion de la fibra es
destinada a la industria como insumo oleaginoso para extraer aceite de consumo humano
(Montes et al., 2012) o bien, se emplean directa o indirectamente en la alimentacion humanay en
el ganado (Bertrand et al., 2005; Elangovan et al., 2006).

1.7 Composicion quimica de la semilla

Existe una gran cantidad de literatura relacionada con la composicion quimica, estructural y
nutricional de las semillas de las especies cultivadas, ya que alrededor del 70 % de todos los
alimentos para consumo humano provienen directamente de las semillas y son la materia prima
para la industria en la alimentacion animal (Bewley et al., 2013). Las semillas contienen
sustancias almacenadas como: carbohidratos, aceites y proteinas. Algunos compuestos menores
que se encuentran en las semillas y son reconocidos nutricionalmente como tdxicos son: los
alcaloides, lectinas, inhibidores de proteinasas, fitina y oligosacéridos de la familia de la rafinosa
(Bewley et al., 2013).
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En el caso de las semillas de algodon, estas son una buena fuente de aceite y proteina (Saxena et
al., 2011) son las mas utilizadas para la alimentacion animal. Sin embargo, esta planta contiene

un compuesto toxico llamado gosipol.

El gosipol es un compuesto fenolico que se aislé por primera vez en 1899 por Marchlewski y
nombrado como Gossypium fenol (Dowd, 2105). EI nombre se deriva del nombre cientifico del
género de la planta (Gossypium) combinado con la terminacion "ol" del fenol. El gosipol tiene un
peso molecular de 518.55 Dalton, tiene un pigmento amarillo, es cristalino, es insoluble en agua
y hexano, es soluble en acetona, cloroformo, éter y metil etil cetona (butanona), y es
parcialmente soluble en aceites vegetales crudos (Gadelha et al., 2014). La férmula quimica es
CaoH300s, y la formula estructural quimica es 2,2-bis (8-formil-1, 6,7-trihidroxi-5-isopropil-3-
metilnaftaleno) (Gadelha et al., 2014; Camara et al., 2015).

El gosipol es producido por las glandulas pigmentarias en los tallos, hojas, semillas y capullos de
algodon (Dowd, 2015). Las glandulas pigmentarias son pequefias manchas negras que se
encuentran distribuidas por toda la planta de algoddn, pero su mayor concentracion se encuentra
en las semillas (Gadelha et al., 2014; Camara et al., 2015; Rathore et al., 2017). El gosipol tiene
particular importancia ya que es el responsable de proporcionar a la planta de algoddn,
resistencia a las plagas asi como de patogenos (Rathore et al., 2017). El gosipol es una mezcla de
dos enantiomeros, (-) y (+) gosipol. El (-) enantiomero de gosipol se elimina mas lentamente,
aunque es la forma més activa bioldgicamente. En consecuencia, es mas toxico que el (+)

gosipol.

Las especies de Gossypium producen ambos enantiomeros en proporciones variables, que esta
determinada genéticamente. Por ejemplo, la proporcion (-) de gosipol varia de 33.8 a 47 % en las
semillas G. hirsutum y de 24.9 a 68.9 % en las semillas de G. barbadense (Gadelha et al., 2014).
Knutsen et al., (2017) mencionan que en hatos lecheros en una racion completa con 15 % de
semilla de algodon debe contener 7 000 mg/kg aproximadamente de gosipol libre con un
contenido de humedad del 12 % el cual, equivale a 26.9 mg/kg de peso corporal por dia para la

ingesta de gosipol en vacas lecheras.
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Por otra parte, Singh et al., (1985) refieren que en semillas de algod6n (G. hirsutum) contienen
aproximadamente un 20 % de aceite y 24 % de proteina. Bhatkalkar et al., (2016) reportaron en
semillas de algodon rangos de proteina cruda total (PCT) que van de 32.69 a 36.38 % y Mujahid
et al., (2000) determinaron valores de 18.19 a 28.58 % con una media de 22.31 % de PCT.

Sekhar y Rao, (2011) refieren que técnicamente, el aceite de las semillas de algodon es adecuado
como ingrediente para elaborar productos de panaderia y pasteles glaseados, asi como para, la
fritura doméstica, la preparacion de margarinas (sustituto de la mantequilla) y aceite vegetable
hidrogenado. Heuzé et al., (2016) realizaron un estudio en 138 muestras de algodon para
determinar el extracto etéreo (aceite) en sus semillas y reportaron, rangos de 13.2 a 24.7 % con
un promedio de 19.7 %, mientras que Bosede y Andrew (2012) mencionan que la cantidad de

aceite en semillas de algoddn es de 22.09 %.

El aceite de las semillas de algoddn, tiene una buena estabilidad oxidativa, es rico en acidos
grasos, tales como el acido oleico (C18:19), acido estearico (C18: 0), acido palmitico (C16:0) y
acido linoleico (C18:2). El acido palmitico constituye aproximadamente el 25 % de los acidos
grasos totales en el aceite de semilla de algodén convencional (Liu et al., 2017). Debido a sus
altos contenidos de tocoferoles antioxidantes y al acido oleico (Sekhar y Rao, 2011). Okonkwo y
Okafor (2016) reportaron que el contenido de aceite en semillas de algodon en promedio fue de
27.83 % y de acuerdo a la caracterizacion de su aceite, los acidos grasos linoleico (55.38 %),

palmitico (27.39 %) y oleico (14.53 %) representaron del contenido de aceite total el 97.3 %.

1.8 Conservacion de Gossypium

Las primeras iniciativas sobre la conservacion de los recursos fitogenéticos a nivel mundial se
gestaron en las dos primeras Conferencias Internacionales sobre Recursos Fitogenéticos
promovidas por la FAO en los afios 1967 y 1973 (Franco, 2008). En ellas, se exhorté a los
gobiernos llevar a cabo actividades sobre recoleccion, conservacion, mantenimiento, evaluacion,
documentacion e intercambio de los recursos fitogenéticos en provecho de toda la humanidad
(FAO, 2010).
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Para México, es importante llevar a cabo acciones en el rescate y la conservacion de los recursos
geneéticos nativos de algoddn ya que es el cuarto pais con mayor diversidad en el mundo. La
conservacion del germoplasma puede dividirse en dos modalidades: in situ y ex situ (Pezoa,
2011).

La conservacion in situ, se entiende como la conservacion de los ecosistemas y los habitats
naturales de especies en sus entornos naturales y, en el caso de las especies domesticadas y
cultivadas, en los entornos en que hayan desarrollado sus propiedades especificas (Egea y
Gonzalez, 2013) mientras, que la conservacion ex situ implica la toma de muestras, la
transferencia y el almacenamiento (en bancos de gemoplasma y jardines botanicos) de una
poblacion o determinada especie (Egea y Gonzalez, 2013), siendo los bancos de semillas una de

las formas mas efectivas de conservar “Fuera del sitio” (Eastwood y Linington, 2012).

Hay y Probert (2013) reportan la existencia de mas de 1 750 Bancos de Germoplasma de
Semillas establecidos en todo el mundo y segun la FAO (2010), se estima que aproximadamente
7.4 millones de accesiones de germoplasma que representan mas de 16 500 especies de plantas
(Yong-Bi, 2017) entre las especies que se encuentran almacenadas sobresalen: cereales,
leguminosas, forrajes, vegetales, frutillas, tubérculos, oleaginosas, fibra, azicar y otros (Figura
2).
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Figura 2. Contribucion de los principales grupos de cultivos en el total de colecciones ex
situ. (Fuente: FAOQ, 2010).
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La FAO (2010), refiere que para el caso del germoplasma de algodon se han recolectado 104
780 accesiones. Esas accesiones, se encuentran resguardadas en los bancos de germoplasma de
semillas principalmente en nueve paises: Pakistan, Uzbekistan, India, Estados Unidos, China,

Rusia, Francia, Brasil y Australia (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Colecciones mundiales de algoddn (Gossypium spp.).

Banco de germoplasma Total de Numero
accesiones de
Especies
Pakistan Pakistan Central Cotton Research Mehboob ur-Rahman et
Institute al., 2014
Uzbekistan Academic of Science of Uzbekistan 25000 4 Ibrokhim et al., 2014

Ministry of Agriculture and Water
Resources of Uzbekistan

Biology Department of the Natural
University (NU) of Uzbekistan

India Central Institute for Cotton Research 10 154 26 Narayanan et al., 2014
(CICR)

Estados Unidos  National  Center  for  Genetic 10 000 45 Campbell et al., 2010
Resources and Preservation
(NCGRP)

China Institute of the Chinese Academy of 8868 32 Yinghua Jia et al., 2014
Agricultural Sciences

Rusia N.I.  Vavilov Institute of Plant 6322 27 Campbell et al., 2010
Industry (VIR)

Francia Centre de Coopération Internationale 3070 27 Dessauw y Hau, 2006

en Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD)

Brasil National ~ Center  for  Genetic 4361 31 Da Silva et al., 2005
Resources and Bioetchnology Campbell et al., 2010
(CENARGEN)

Australia Commonwealth  Scientific ~ and 2280 33 Stiller y Wilson, 2014

Industrial Research  Organisation
(CSIRO Plant Industry)

Australian Tropical Grains
Germplasm Centre (ATGGC)

Los métodos de conservacion en esos bancos de germoplasma siguen el principio de almacenar
el material vegetal deshidratado (ej. con silice gel) y a bajas temperaturas (entre 4 0 5°C y —
25°C; Bachetta et al., 2008). Para el caso del germoplasma del género Gossypium Desauw y Hau
(2006), Campbell et al., (2010), Ibrokhim et al., (2014), Mehboob ur-Rahman et al., (2014),
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Narayanan et al., (2014), Stiller y Wilson, (2014) y Yinghua Jia et al., (2014) sefialan que las
semillas de las diferentes especies de algodon se encuentran almacenadas en camaras frias con

temperaturas que oscilan de 0°a 7 °C.

En el caso de México, se tienen alrededor de 1 190 accesiones de nueve especies de Gossypium
que estan almacenadas en los Centros de Conservacion designados por el Servicio Nacional de
Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) de las cuales, 684 fueron recolectadas por los
investigadores de la Red de Algodon durante el periodo 2010 a 2015 y el resto, son accesiones
que fueron repatriadas del Centro Nacional para la Preservacion de los Recursos Genéticos
(NCGRP por sus siglas en inglés), de Fort Collins, Colorado, EEUU durante el afio 2010.

Por otra parte, la criocongelacion de material vivo implica, la mayoria de veces, la proteccion de
las células y estructuras que lo componen frente a la congelacion del agua que forma parte de
todo tejido vivo. Para realizar esta crioproteccion, se utilizan diferentes sustancias que actlan
como crioprotectores y diferentes métodos se han utilizado con la finalidad de eliminar la mayor
parte posible de agua de las celulas y asi evitar los dafios que causaria ésta en el proceso de
congelacion (Bachetta et al., 2008).

Una técnica muy utilizada actualmente en la criopreservacion de material vivo, que consiste en
la encapsulacion en alginato y la inmersion directa en nitrégeno liquido. La ventaja de esta
técnica frente a otras que se venian usando (congelacion progresiva, crioprotectores agresivos,
etc.) es la relativa facilidad y rapidez con la que se realiza y la poca agresividad de los
crioprotectores utilizados (sacarosa). Se fundamenta principalmente en dos hechos: el maximo
desecado posible del material a criopreservar (es la funcion del encapsulado en alginato) y la
vitrificacion de este material para evitar la formacion de cristales de hielo que dafien los tejidos,
que se consigue con la inmersién directa en nitrégeno liquido (Hirata et al., 1996; Wood et al.,
2000; Engelmann, 2004).

Esta técnica se ha utilizado de manera positiva en semillas de la especie Gossypium hirsutum.

Rocha et al., (2009) evaluaron el método de crioconservacion en nitrégeno liquido (-196 °C) y
en vapor de nitrégeno (-170 °C) en cuatro cultivares de algodon con fibra verde, marrén y
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blanca, por 5, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento asi como su germinacion y vigor despues de
ser criopreservadas. Estos autores Encontraron que pueden utilizarse ambos métodos y que

mejoran germinacion y vigor.

1.9 Analisis de la calidad de semillas de Gossypium

El éxito en la conservacion del germoplasma estd determinado por la longevidad inherente y por
el comportamiento fisiol6gico bajo condiciones de almacén que presenten las especies vegetales
(es decir: ortodoxa, recalcitrante o intermedia), su calidad inicial, el contenido de humedad del
material almacenado (Villalobos y Engelman, 1995) y las técnicas de conservacion de las
semillas de las especies (Terry et al., 2003). El IPGRI ha publicado diversos manuales sobre
tecnologia de semillas para los bancos de germoplasma, que incluyen principios y metodologias
especificas para diversas especies sobre germinacion y viabilidad (Ellis et al., 1985) sin

embargo, todavia hay mucho por investigar.

1.9.1 Calidad de semillas

La calidad de semillas es una interaccién de sus componentes principales: calidad fisioldgica,
genetica, sanitaria y fisica, que en conjunto determinan los atributos de las semillas (Franca-
Neto, 2016). La calidad de la semilla tambien, se define en funcion de las variables siguientes:
pureza fisico-botanica, contenido de humedad, peso de 1 000 semillas, viabilidad, germinacion,
vigor y estado sanitario (Azulgaray et al., 2006).

1.9.1.1 Calidad fisica

La calidad fisica de las semillas se refiere a caracteristicas como contenido de humedad, pureza
fisica, dafio mecanico, apariencia, peso de mil semillas y peso volumétrico, entre otros (Tillmann
et al., 2003 citados por Garcia-Rodriguez, 2018).

El contenido de humedad es el factor mas importante que determina la velocidad a la cual, las
semillas se deterioran, teniendo un impacto considerable en su longevidad ya que aln pequefias

variaciones en el contenido de humedad, tienen un gran efecto en su vida de almacenamiento
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(Rao et al., 2007) y en el caso de las semillas de algoddn, no es la excepcién. Dessauw y Hau,
(2006) refieren que el contenido de humedad Optimo para que las semillas de algodon sean
resguardadas por un periodo de 12 a 15 afios en los bancos de germoplasma es de 4 % y 40 % de
humedad relativa.

Algunos estudios indican, que el contenido de humedad juega un papel importante en la
evaluacion de las semillas ya que altos contenidos favorecen el desarrollo de insectos y hongos
que afectan negativamente los procesos fisioldgicos de las semillas (Moreno, 1996; Copeland y
Mc Donald, 2001). Asimismo, altos contenidos de humedad influyen en la nitidez para visualizar
en las semillas el eje embrionario, cotiledones 06 alteraciones morfol6gicas internas a través de la
técnica de Rayos X (Carvalho et al., (2007).

Por otra parte, Rahman et al., (2007) mencionan que los rasgos fisicos de las semillas como el
peso, el volumen y la densidad estan relacionados con el vigor de las plantulas, el rendimiento y
la calidad de la fibra en el cultivo de algodon. El peso hectolitrico (PH) se define como el peso
en kilogramos de un volumen de grano en 100 litros (OEIDRUS-BC, 2018) y es una
caracteristica varietal influenciada por el clima, el suelo, la fertilizacion, sistema de cultivos,

ataque de insectos, enfermedades y madurez de la semilla, entre otros (MAPA, 2009).

El peso hectolitrico (PH) en semillas de algodon varia conforme a la especie y a la madurez
fisiologica tal y como lo sefiala, Krieg y Bartee (1975). Aguirre y Peske (1988) reportaron 410
kg/m® de PH en G. hirsutum, mientras que Ozarslan (2002) determind valores de 95.4 a 109.6
mm?3 en semillas de Gossypium spp., Vasuki y Tajuddin (2015) determin6 valores que oscilaron
de 620 a 648 kg/m® (Gossypium spp.) y Murphy (2018) encontro, un valor promedio de 32 libras

por bushel.

El peso de mil semillas (P1000S) es una importante medicién de la calidad de semillas
(Deivasigamani y Swaminathan, 2018); el P1000S de algodon varia segun las condiciones de
cultivo y las variedades (Cousifio et al., 2005). Algunos reportes sobre el P1000S de algodon
indican valores de 73.63 a 93.60 g (Vasuki y Tajuddin, 2015) y otros, de 104.06 a 109.64 g
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(Ozarslan, 2002). Deivasigamani y Swaminathan (2018) determinaron que el P100S de algodén
con fibra es de 11.70 g y sin fibra, de 10.45 g.

Deivasigamani y Swaminathan (2018) mencionan, que el peso de semillas también se utiliza
como un indicador en los estandares de la industria para la alimentacién del ganado con semillas
de algodon ya que semillas con menor peso tienen menor valor econdmico que aquellas de

mayor peso (Elam, 1995).

En la mayoria de los casos en que se trata de evaluar la calidad fisica de una semilla, se hace
referencia al tamafio de la misma ya que es un término muy utilizado para comparar sus
propiedades fisicas. Diversos investigadores se han encaminado a estudiar en conjunto el tamafio
de semillas ya que juegan un papel importante, en el disefio de maquinaria para siembra
(Oluwamayokun et al., 2018). Muchas de esas investigaciones se han llevado a cabo en forma
convencional, utilizando instrumentos como el vernier (Firatligil-Durmus et al., 2010). Ozarslan
(2002) midio las propiedades fisicas de las semillas de algodon y encontré que la longitud, el
ancho y el grosor vario de 9.02 a 9.19, 4.70 a 4.86 y 4.25 a 4.45 mm, la esfericidad oscilo de
0.626 a 0.635 y el area proyectada fue de 35.89 a 40.14 mm2 Vasuki y Tajuddin (2015)
calcularon el angulo de reposo y observaron valores de 19.2 a 26.3 grados Yy la esfericidad de
0.655 a 0.636.

El analisis de imagenes digital es una nueva técnica que permite hacer mediciones del tamafio de
semilla en forma répida y precisa (Firatligil-Durmus et al., 2010). Jayan y Kumar (2004)
probaron la técnica de analisis de imagenes en semillas de maiz y algoddn y encontraron que el
largo de la semilla de algodon fue de 9.10 = 0.09 mm, 5.60 £ 0.05 mm de ancho, 37.00+ 0.08
mm? de éarea, 1.26+0.10 de redondez, entre otros. Ramesh et al., (2015) determinaron las
propiedades geométricas en semillas de algodon y encontraron, una fuerte correlacién entre la
técnica de analisis de imagenes y método manual en la determinacién de la longitud y el ancho

en semillas de algodon.

Por otra parte, una de las metodologias aprobadas por la Asociacion Internacional de Andlisis de
Semillas (ISTA, 2013) y utilizadas para evaluar la calidad de semillas, es la Prueba de Rayos X,
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que es un método no destructivo para el analisis interno de las caracteristicas de las semillas
como: anatomia, defectos morfoldgicos, cambios fisioldgicos que ocurren durante la maduracién

y ataques de insectos, entre otros (Azulgaray et al., 2006).

Salinas et al., (2016) mencionan que ésta técnica ha sido utilizada como un método para
deteccion de dafios en la semilla por el picudo rosado (Fenton y Waite, 1932), estudios
morfoldgicos de embriones de G. hirsutum (Rode y Sawarar, 2017), llenado del embrion
(Ferguson y Tuner, 1971) y la de microdureza de la epidermis externa de las semillas (Paiziev y
Krakhmalev, 2006), por mencionar algunos.

1.9.1.2 Calidad fisiol6gica

La germinacion de las semillas de algodén (Gossypium spp.) se evalia mediante la prueba de
germinacion estandar y segun las Normas de la ISTA (Association of Official Seed Analysts,
2013) las especificaciones son las siguientes: 1) el ensayo se puede realizar entre papel o en
arena; 2) las temperaturas pueden ser de 20-30 °C; 3) los conteos se realizan al cuarto y doceavo
dia. Sin embargo, las recomendaciones sobre la prueba de germinacion estandar en semillas de
algoddén carece de especificaciones para las 50 especies de algodon lo cual crea algunos

inconvenientes al evaluar su germinacion.

Algunos autores han reportado estudios sobre la influencia de la temperatura y los sustratos en la
germinacion de semillas de algodén. Los primeros estudios exploratorios en algodon se
enfocaron a determinar la temperatura Optima de germinacion y fueron realizados por Toole y
Drumond (1924) en la especie G. hirsutum y concluyeron, que las semillas de algoddn
germinaron satisfactoriamente a 20 °C. Lehman (1925), observé que la germinacion de las
semillas de algodén fue menor a 15 °C y mayor a 30 °C. Otros autores, han reportado que las
temperaturas 6ptimas para la germinacién del algodon oscilaron de 33 a 36 °C (Camp y Walker;
1927; Arndt, 1945), mientras que Novembre y Marcos-Filho (1999) refieren que 25 °C es la

temperatura mas favorable.
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La germinacion de las semillas bajo condiciones controladas, se lleva a cabo en laboratorio,
utilizando diferentes tipos de sustratos que tienen la funcion de proveer humedad adecuada y
sostén a las semillas durante la germinacion (Moreno, 1996). Las Reglas Internacionales para
Ensayos de Semillas (RULES-ISTA, 2013) recomiendan utilizar para las pruebas de
germinacion estandar, papel, arena y medio de crecimiento orgdnico como sustratos, mientras
que el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 1965) recomienda utilizar
papel secante de germinacion, toalla de papel, arena y tierra, papel filtro, algodén, relleno de

papel de celulosa corrugado musgo de turba y aserrin, entre otros.

Algunos estudios se han centrado en la evaluacion de distintos tipos de papel como sustratos en
la germinacion de semillas de algodon. Los resultados de la investigacion realizada por Silva et
al., (2012) indicaron que el sustrato papel estraza, resulté el mas adecuado para las pruebas de
germinacion ya que presentd menor conductividad electrica y pH. Asimismo, fue ligeramente
superior en la germinacion del algodon comparado con los sustratos papel Valot y arena. Pérez y
Tovar (2017), evaluaron la calidad fisioldégica de semillas de algodon semidomesticado
utilizando seis diferentes sustratos e identificaron que el mejor fue la Toalla Sanita Blanca por
presentar un mayor peso seco de la plantula, asi como de la raiz; ademés de un alto porcentaje de

germinacién y mayor longitud de la plantula.

Por otra parte, en los bancos de germoplasma se requiere contar con garantias sobre la calidad de
las semillas del material a conservar a largo plazo. Esto obliga a contar con herramientas
confiables para evaluar dicha calidad en cuanto a su viabilidad. Entre las técnicas clasicas y
seguras esta la prueba de germinacion estandar, la cual se lleva a cabo en los laboratorios de
analisis de semillas. Esa prueba requiere de periodos de tiempo relativamente largos (dias o
semanas) y mas, cuando se trata de conocer si las semillas de las especies nativas presentan
problemas de dormancia, por lo que se hace imprescindible contar con resultados en un tiempo

relativamente corto.
La prueba de viabilidad por tetrazolio, es una técnica que permite en forma rapida y sobre bases

confiables, estimar y predecir el comportamiento germinativo de las semillas. Esta técnica, es

una prueba bioquimica que mide la actividad enzimética y de acuerdo a la viabilidad de la
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semilla, produce una coloracién roja en diferentes zonas de las semillas o no la colorea, si se

trata de una semilla dafiada o muerta.

Algunos autores han utilizado la prueba de tetrazolio para estimar la viabilidad y el vigor en
semillas de algodon utilizando diferentes concentraciones y tiempos de tincion (Cervi y
Mendonca, 2009; Young-Wang et al., 2014; Gil y Lopez, 2015). Los resultados de las
investigacion realizadas por Cervi y Mendonca (2009) mostraron que concentraciones al 0.075
%, 40 °C y por dos horas y media, se obtiene una coloracion 6ptima que sirve para evaluar la
viabilidad de los embriones en la especie G. hirsutum, mientras que Young-Wang et al., (2014)
obtuvieron efectividad con 0.5 % de concentracion de la solucién de tetrazolio a 35 °C por tres
horas; Gil y Lépez (2015) por otro lado con 0.1 % y 30 minutos obtuvieron los mejores

resultados de viabilidad en semillas de algodon.

La evaluacion de la calidad fisioldgica se basa en la prueba de germinacion estandar y se lleva a
cabo bajo condiciones ideales de laboratorio (temperatura, luz, humedad, oxigeno, sustrato y
sanidad), de tal modo que los resultados difieren a lo que se obtiene bajo condiciones de campo
(Kavak et al., 2008). En la busqueda de técnicas que permitan predecir mejor lo que puede
ocurrir en campo, se han diseflado varias pruebas de vigor para evaluar el potencial de
germinacién de las semillas, sometiéndolas a estrés antes o durante su germinacion (Hyatt y
Tekrony, 2008).

En el caso de las pruebas de vigor al menos ocho tipos diferentes se han utilizado para evaluar el
vigor en semillas de algodon. Entre las méas usadas estan, prueba de frio, la tasa de germinacién
y/de crecimiento de plantulas, prueba de tetrazolio (Delouche y Baskin, 1970), exudado,
(McDaniel, 1970) conductividad eléctrica (Presley (1958)), envejecimiento acelerado (Basra et
al., 2003), prueba de ATP (Stewart y Guinn (1969) y la prueba de vacio (Pérez et al., 2018).

La Asociacion de Analistas de Semillas (AOSA, 1983) menciona que la prueba de frio es similar
a la prueba de germinacion estandar, excepto, que se usa una temperatura de 18 °C en lugar de
20-30 °C 0 30 °C vy el porcentaje de plantulas normales con 1 % pulgada o mas (hipocotilo y
radicula) se determina después de 6 a 7 dias, respectivamente.
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McDaniel (1977) describié un método diferente para estimar el vigor en semillas de algodon
basado en el método de la exudacion. Este método consiste en remojar las semillas en agua a 65-
70 °C por una hora y media 'y los lixiviados se evalian en un refractometro. Este autor menciona
que lecturas por debajo de 0.2 se consideran indicativos de buena calidad de semilla, mientras

que lecturas por encima de 0.6 son indicativas de semillas de mala calidad.

Presley (1958) fue uno de los primeros en evaluar la prueba de conductividad eléctrica en
semillas de algodon, generando diferentes niveles de viabilidad por envejecimiento artificial y
demostro asi que la conductividad eléctrica de las semillas aumenta a medida que el grado de

deterioro va aumentando, disminuyendo la germinacion.

Basra et al., (2003) realizaron un estudio con semillas de algodon (G. hirsutum L.)
exponiéndolasa diferentes periodos de envejecimiento acelerado y reportaron que la baja
germinacién en las semillas de algodon va acompafiada por un aumento en la lixiviacion de
solutos, en contenido de &cidos grasos libres, en la peroxidacion de lipidos, asi como en un
incremento en el tiempo medio de emergencia de las plantulas después de la exposicion a

diferentes periodos de envejecimiento acelerado.

Por otra parte, la evaluacion de los niveles de ATP es otro enfoque que se ha utilizado para
predecir el vigor de las semillas. Durante la formacion de la semilla, el contenido de ATP de la
semilla aumenta y se utiliza para el crecimiento estructural y en los procesos biosintéticos
durante la germinacién (Ching, 1982). EI embrion no solo tiene las enzimas y el sustrato para la
sintesis de novo del ATP, sino también las enzimas necesarias que convertiran a la adenina y

adenosina en ATP.

Stewart y Guinn (1969) estudiaron el efector del dafio por frio y sus cambios en el ATP de la
plantula de algodon y reportaron, que las plantulas jovenes de G. hirsutum que estuvieron
aclimatadas a 5 °C mostraron una disminucién continda en la concentracion de ATP. Las plantas
que estuvieron bajo condiciones de frio y que se incorporaron a las condiciones éptimas,

pudieron restablecer la concentracion inicial del ATP. Estos autores concluyeron, que todavia
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hay mucho que investigar para conocer mas a detalle el dafio por frio en semillas de algodén y su

relacion, con la disminucion en la concentracion de ATP a bajas temperaturas.

Finalmente, Pérez et al., (2018) en semillas de G. hirsutum y G. lobatum, evaluaron la capacidad
de germinacion de las semillas en dos sustratos para germinacion expuestas a condiciones de
vacio; estos autores reportaron que la especie con mejor calidad fisiologica fue G. hirsutum vy el
sustrato que permitio expresar mayor vigor en las semillas de algodon fue el papel Versa Pak.
Ademas, la cantidad de oxigeno estimada para los diferentes niveles de vacio, influyé en la
germinacién y el vigor de las semillas de algodon.
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Resumen

La prueba de rayos X es un método preciso, rapido y no destructivo para detectar dafios en las
semillas. Este estudio se evalu6 la morfometria de las semillas de algodon por medio de rayos X
asi como, se cuantificé el porcentaje que ocupa el embridn, la testa y los espacios libres internos
en cada semilla. Se utilizaron tres ecotipos de G. hirsutum. Cien semillas por ecotipo se
expusieron a los rayos X y se analizaron con el software Tomate Analyzer. Se observo amplia
variacion en las caracteristicas morfometricas del tamafio en las semillas de algodon. La prueba
de rayos X fue efectiva para evaluar la morfologia en las semillas de G. hirsutum. El analisis de
rayos X permitio realizar la evaluacion fisica de las semillas de algodén G. hirsutum que no
pueden ser observadas a través del analisis visual. Se determind, un patron de clasificacion con
seis categorias para semillas en la especie semidomesticada G. hirsutum.

Palabras clave: ecotipos, anélisis de imagenes, embridn, integridad fisica, categorias.
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Abstract

The X-ray test is a precise, rapid and non-destructive method to detect damage to the seeds. This
study evaluated the morphometry of cottonseeds by means of X-rays, as well as quantifying the
percentage occupied by the embryo, the testa and the internal free spaces in each seed. Three
ecotypes of G. hirsutum were used. One hundred seeds per ecotype were exposed to X-rays and
analyzed with the Tomato Analyzer software according to the proportion of the area occupied by
the embryo, the testa and the free space in the internal structure of the seed. There was a wide
variation in the morphometric characteristics of size in cottonseeds. The X-ray test was effective
in evaluating the morphology of cottonseeds. The seeds of the species of G. hirsutum showed a
wide variation in their morphometry. X-ray analysis allowed the physical evaluation of G.
hirsutum cottonseeds that cannot be observed through visual analysis. A classification pattern

with six categories for seeds in the semi-domesticated species G. hirsutum was determined.

Keywords: embryo, image analysis, seed dimensions, fractal area.

2.1 Introduccién

México es el centro de origen y de diversidad genética del algodon maés cultivado en el mundo
(G. hirsutum) y el cual es conocido, como Acala, Moco, Cambodia o algodén americano
(upland) (Abdullaev et al., 2012). Ulloa et al., (2006) reportan algunas expediciones para
colectar y conservar los recursos genéticos de algodon ya que el éxito de la investigacion
genética, citogenética y taxondmica, al igual que el éxito de los programas de mejoramiento

genético dependen en gran parte de esa variabilidad genética.

Ante la creciente demanda por conservar semillas de especies nativas en los programas de
conservacion de las especies vegetales nativas de México, ha surgido la necesidad de aplicar

nuevas técnicas para la evaluar la calidad de esas semillas como es la prueba de los rayos X.
Este método consiste en la absorcion de los rayos X en diferentes cantidades por los tejidos de

las semillas, lo cual depende del espesor, la densidad y la composicion de estos tejidos, ademas
de la longitud de onda de la radiacion (ISTA, 2013). Cuando las semillas son expuestas a una
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fuente de energia a base de rayos X, se genera una imagen visible caracterizada por diferentes
grados de sombras y luz creando asi, una imagen permanente y que constituye una radiografia de
los tejidos de la semilla (Obando y Moreira de Carvalho, 2002; Neumann et al., 2013). Esas
radiografias posteriormente son analizadas por un software para realizar mediciones sobre la

morfometria de las semillas.

El analisis de rayos X tiene gran importancia en la conservacion ex situ del germoplasma y un
ejemplo de ello es el Banco de Semillas Milenium que se localiza en Noruega en donde, esta
técnica es una herramienta invaluable en la determinacion del nivel de calidad de las muestras de
semillas antes, durante o después de la limpieza (Terry et al., 2003). Es un método no destructivo
que permite el analisis interno de las propiedades de las semillas: anatomia, defectos
morfoldgicos, cambios fisioldgicos que ocurren durante la maduracion de la semilla, ataque de
insectos (Altzugaray et al., 2006), semillas llenas o vacias o con presencia de dafios mecanicos
(ISTA, 2013).

Los rayos X, se han empleado para determinar la viabilidad en semillas de especies forestales
(Simak y Gustafsson, 1953; Iglesias et al., 2006) y en especies agricolas de importancia
econémica como el algodon (Ferguson y Tuner, 1971). Los rayos X se han utilizado para
estudiar aspectos relacionados con la morfologia en semillas de jitomate (Van der Burg et al.,
1994) y chile (Gagliardi y Marcos- Filho, 2011) asi como, la morfometria, la viabilidad y
variabilidad en semillas de Pinus hartwegii. Iglesias et al., (2006) reportaron que con esta técnica
se pudo realizar la caracterizacion morfométrica en los lotes de semillas de Pinus hartwegii en

diferentes poblaciones.

En semillas de algoddn, se ha documentado las bondades del analisis de rayos X entre las que se
encuentran: 1) presencia del gusano rosado en las estructuras internas (Fenton y Waite, 1932), 2)
clasificacion de semillas con base en su llenado (Ferguson y Turner, 1971), 3) identificacion de
semillas dafiadas mecanicamente (Karivaradaraaju, 2007) e, 4) identificacion de aspectos

morfoldgicos y de germinacion (Rode y Sawarkar, 2017).
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A pesar de todos los avances tecnoldgicos en los laboratorios de andlisis de semillas de México
no es muy comun el empleo de los rayos X esto es debido, al costo tan elevado de esos equipos y
también, a que son limitados los estudios en los que se aborden de manera integral, la
morfometria y viabilidad de las semillas a través de los rayos X particularmente, en aquellas
especies en las que México es el centro de origen como es el caso del algoddn (Gossypium spp.).
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la morfometria de las semillas de algodon,

por medio de la técnica de rayos X.

2.2 Materiales y métodos

En el afio 2016, se recolect6 semilla de algodon con fibra blanca en la localidad del Algodonal,
Colima (378 m; LN: 19°23°50” y LO: 103°95°75”) y dos muestras de algodon de fibra blanca y
café del estado de Oaxaca, las cuales se regeneraron en el mismo afio en el Campo Experimental
Zacatepec, Morelos, (917 m; LN: 18°39°17” y LO: 99°12°04”) adscrito al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Las capsulas recolectadas en cada
ecotipo de algodon fueron colocadas en bolsas de papel Kraft y se transportaron en bolsas de
plastico al laboratorio de Bioguimica de Forrajes del Campo Experimental Valle de México
(CEVAMEX-INIFAP) para su acondicionamiento.

Calidad fisica

Acondicionamiento de las semillas: las muestras de cada ecotipo de algoddn, se acondicionaron
eliminando manualmente la fibra de la semilla; posteriormente, las muestras se separaron en sus
componentes: semilla pura, otras semillas y materia inerte y los resultados se reportaron en
porcentaje (ISTA, 2013).

Determinacion del contenido de humedad por el método de la estufa: se tomaron al azar cuatro
repeticiones de un gramo de semillas por cada ecotipo de G. hirsutum, luego de acuerdo a las
reglas de la ISTA (2013) las semillas se molieron y se colocaron en cajas de aluminio que se
pesaron y se introdujeron, en una estufa previamente calibrada a una temperatura de 103° C + 2°
C durante 17 horas. El tiempo de secado, se empezd a registrar a partir de que la temperatura

alcanzo los 103 °C. Los resultados fueron expresados en porcentaje (ISTA, 2013).
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Andlisis de Rayos X de las semillas

El estudio se realizd en el laboratorio de andlisis de semillas del Banco de Germoplasma
“Ingeniero José Angel Navar” de la Comision Nacional Forestal (CONAFOR) ubicado en
Xalapa, Veracruz, México, con el equipo de rayos X FAXITRON MX-20. Previo a lo anterior,
se realiz6 una muestra aleatoria de 100 semillas por cada ecotipo de algodén y luego, se
subdividieron en cuatro repeticiones de 25 semillas que fueron expuestas a 20 kV por 20 s a 30

cm de la fuente de radiacion.

Las imagenes obtenidas con el equipo de rayos X, se procesaron posteriormente el software
Tomato Analyzer Ver. 3.0 (Rodriguez et al., 2010) con el objetivo, de realizar la caracterizacién
morfométrica externa considerando el area, perimetro, longitud, ancho, grosor de la testa y forma

de la semilla; para el embrion se determinaron, los caracteres: area, perimetro, largo y ancho.

Con ese mismo software, se calculd el porcentaje que ocupa el embrion, la testa asi como, el
espacio libre interno en cada semilla (fraction area). Posteriormente, los embriones fueron
agrupados en clases considerando los criterios basicos de interpretacion descritos por Ferguson y
Turner (1971) para algodon (G. hirsutum): 1) vacias-no viables, 2) 50% de ocupacion del
embridn, 3) 75% de ocupacién del embrion, 4) 90% de ocupacién del embrién y 5) 100% de

ocupacion del embrion (Figura 1).

a b C

‘ v (O

Figura 1. Imagenes de semillas de G. hirsutum después de la prueba de rayos X con tres

clasificaciones: a) 50% lleno; b) 75% llenado; y c) 90% lleno (Fuente: Ferguson y Turner,

1971).
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Andlisis estadisticos

Con los datos de las variables morfométricas de las radiografias digitales de las semillas, se
obtuvieron estadisticas descriptivas para definir las categorias, con base en la distribucion de sus
frecuencias y sus intervalos de confianza al 95% de probabilidad, utilizando el programa Infostat
(2016).

2.3 Resultados y discusion

Los porcentajes de pureza y de semillas dafiadas por cada ecotipo de algoddn, fueron los
siguientes: 93.2 y 6.5% para G. hirsutum con fibra blanca y originaria de Colima mientras, que
para los dos ecotipos de G. hirsutum provenientes de Oaxaca sus valores fueron de 92.4 'y 7.6%
para la de fibra café y 98.7 y 1.1% para la de fibra blanca de Oaxaca.

En general, el contenido de humedad de las semillas de los tres ecotipos de algodon vari6 de
12.07 a 14.96%. Simak (1991) menciona, que la humedad de las semillas influye en la densidad
Optica, es decir, cuanto menor es la humedad, mayor es la densidad dptica, lo que posibilita una

mayor diferenciacion de las estructuras internas de las semillas visualizadas en las radiografias.

Las estadisticas descriptivas para las seis variables morfométricas, revelaron diferencias
significativas (P < 0.0001) entre semillas de la especie G. hirsutum. (Cuadro 1). Las
caracteristicas morfométricas de las semillas presentaron un perimetro de 9.64 + 1.35 mm?, area
de 4.42 + 1.42 mm?, longitud promedio de 2,66 + 0.61 mm, ancho promedio de 0.20 + 0.27 mm,

grosor de la testa 0.20 £ 0.02 mm con coeficientes de variacion de 10.07 a 39.24% (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Valores de los estadisticos descriptivos y de dispersion relativa para las variables

de tamafio y forma de las semillas de algodon en la especie G. hirsutum.

Rango
Variables Datos Media Coeficiente Desviacion ~ Minimo  Maximo  Significancia
de variacion estandar
Perimetro (mm?) 300 11.84 11.41 1.35 5.92 16.50 <0.0001
Area (mm?) 300 9.64 20.05 1.93 4.09 16.40 <0.0001
Longitud (mm) 300 4.42 13.80 0.61 3.10 6.35 <0.0001
Ancho (mm) 300 2.66 10.07 0.27 1.68 3.33 <0.0001
Grosor de testa (mm) 300 0.20 10.44 0.02 0.11 0.31 <0.0001
Forma de la semilla 300 0.25 39.24 0.10 0.0 0.47 <0.0001

Con base en la distribucion de frecuencias, las semillas de G. hirsutum se agruparon en ocho
categorias (Cuadro 2), en donde los mayores porcentajes para los datos de perimetro se
concentraron en 196 semillas (68.77%) que se agruparon en las categorias IV y V, mientras que
para el area de semilla se concentraron en 175 semillas (61.40%) que se agruparon en las

categorias Il y IV, respectivamente.

En cuanto a las variables de tamafio de semilla como son la longitud y ancho, se observo que en
tan solo 151 semillas se obtuvo el 54.74% de la variabilidad de longitud siendo las categorias
mas sobresalientes la Il y IV, mientras que, para el ancho de la semilla esta, se present6 en 175
semillas (52.28%) la variabilidad, obteniéndose las categorias mas sobresalientes la V y VI
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Distribucion de frecuencias y categorias para las variables fisicas de semilla de

algodon (G. hirsutum).

Categoria Perimetro % Area % Longitud % Ancho %
(mm?) semillas (mm?) semillas (mm) semillas (mm) semillas
Intervalos Intervalos Intervalos Intervalos

| 5.92-7.24 0.35 4.09-5.65 0.70 3.10-3.51 3.51 1.68-1.88 0.35

1 7.24-8.56 0.0 5.65-7.21 6.67 3.51-3.91 14.03 1.88-2.09 1.05
1 8.56-9.89 1.75 7.21-8.78 28.77 3.91-4.32 34.39 2.09-2.30 7.37
v 9.89-11.21 34.73 8.78-10.34 32.63 4.32-4.72 20.35 2.30-2.50 19.30
\Y 11.21-12.53 34.03 10.34-11.90 16.84 4.72-5.13 11.58 2.50-2.71 29.12
VI 12.53-13.85 22.10 11.90-1347 11.22 5.13-5.54 11.93 2.71-2.91 23.16
VII 13.85-15.17 5.61 13.47-15.03 2.10 5.54-5.94 2.80 2.91-3.12 15.79
VI 15.17-16.50 1.40 15.03-16.60 1.05 5.94-6.35 1.40 3.12-3.33 3.86

El espesor de la testa de la semilla, se agrup6 principalmente en la categoria IV observé con

valores que oscilaron de 0.19 a 0.20 mm en 211 semillas (74.04%) (Figura 2).

221.554

166.16

110.78

frecuencia absoluta

55.39 1

0.00 |

0.10 0.12 0.15 0.17 0.20 0.22 0.25 0.28 0.30 0.33
1 1l 1 v v v Vil Vil

Figura 2. Histograma de frecuencias para las categorias relacionadas con el espesor de la

testa en semillas de G. hirsutum.
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En cuanto a la forma de las semillas de algodén el 52.98% fueron de forma ovoide
concentrandose en las categorias V y VI (Figura 3) coincidiendo este resultado con lo reportado
por Heuzé et al., (2015).

0.31

0.234

0.154

frecuencia relativa

0.08

000 T T T T T T T T T
-0.03 0.03 0.09 0.15 0.20 0.26 0.32 0.38 0.44 0.50

Figura 3. Histogramas de frecuencias para la forma ovoide del embrién en G. hirsutum.

La evaluacion de la morfometria interna de las semillas a través de la técnica de rayos X es muy
importante, ya que permite caracterizar las especies que han sido poco estudiadas y mejorar la
calidad de los lotes de semillas, respecto a sus atributos fisicos y fisiologicos, dado que las
semillas defectuosas o vacias afectan los resultados de la germinacion (Gomes-Junior y Duijn,
2017).

Las estadisticas descriptivas para las cinco variables evaluadas en los embriones de semillas de
algodén como perimetro, area, longitud y ancho del embrién, indicaron diferencias significativas
(P <0.0001), lo cual evidencia una importante variabilidad en todas las caracteristicas estudiadas
en los embriones de algodon (Cuadro 3). El tamafio promedio en los embriones fue de 10.92 +
1.30 mm? de perimetro, 8.56 + 1.78 mm?de érea, 4.22 + 0.59 mm de longitud y 2.51 + 10.76 mm

de ancho, mientras que el coeficiente de variacion varid de 10.76 a 39.24% (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Valores de los estadisticos descriptivos y de dispersién relativa, de las variables

relacionadas con el tamafio de embridn en las semillas de algoddn (G. hirsutum).

Rango
Variables Datos Media  Coeficiente  Desviacion ~ Minimo Maximo Significancia
de variacion estandar
Perimetro (mm?) 300 10.92 11.90 1.30 4.19 15.27 <0.0001
Area (mm?) 300 8.56 20.83 1.78 2.43 14.24 <0.0001
Longitud (mm) 300 4.22 14.05 0.59 2.60 6.20 <0.0001
Ancho (mm) 300 2.51 10.76 0.27 1.24 3.20 <0.0001

En ese contexto, el perimetro del embridon mas frecuente se presentd en la categoria V la cual,
oscil6 de 9.73-11.11 mm? con un registro de 136 semillas (47.72%); para el caso del area del
embridn en las categorias IV y V se agrup6 el 61.05% de la variabilidad, la cual equivale a 174
semillas del total (Cuadro 4). La longitud de embrion mas frecuente se concentr6 en 171 semillas
(59.99%) pertenecientes a las categorias 111 y 1V; el ancho se tuvo un comportamiento semejante
a la longitud ya que en 178 semillas se agrupé el 62.25% provenientes de las categorias V y VI
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Distribucion de frecuencias y categorias para las variables de tamafio de las

semillas de algoddn (G. hirsutum).

Categoria Perimetro % Area % Longitud % Ancho %
(mm?) semillas (mm?) semillas (mm) semillas (mm) semillas
Intervalos Intervalos Intervalos Intervalos

| 4.19-5.57 0.35 2.43-3.90 0.70 2.60-3.05 0.70 1.24-1.48 0.35

I 5.57-6.96 0.0 3.90-5.38 1.40 3.05-3.50 6.32 1.48-1.73 0.35

" 6.96-8.34 0.0 5.38-6.85 11.58  3.50-3.95 29.82 1.73-1.97 2.10

v 8.34-9.73 14.04 6.85-8.33 37.19  3.95-4.40 30.17 1.97-2.22 9.12
\% 9.73-11.11 47.72 8.33-9.81 23.86  4.40-4.85 14.39 2.22-2.46 30.17
VI 11.11-12.50 2351 9.81-11.28 17.54  4.85-5.30 15.44 2.46-2.71 32.28
VII 12.50-13.88  12.63  11.28-12.76 6.32 5.30-5.75 1.75 2.71-2.95 22.80
VI 13.88-15.27 1.75 12.76-14.24 1.40 5.75-6.20 1.40 2.95-3.20 2.80

Por otra parte, Gagliardi y Marcos-Filho (2011) refieren que las investigaciones con apoyo del
analisis de rayos X para identificar semillas normales o llenas de las que son vanas, deben irse
mejorando para evitar errores y subjetividades en la inspeccion visual al momento de calificar la
estructura de una semilla. Una opcidn disponible y probada con éxito en esta investigacion, es el
uso del software Tomato Analyzer que es de acceso libre y fue desarrollado inicialmente para la
evaluacion semiautomatica de atributos morfoldgicos medidos manualmente o estimados
subjetivamente en caracteristicas fenotipicas de frutos de tomate (Brewer et al., 2006; Gonzalo et

al., 2009) y es util, para el analisis de imagenes en semillas.

Estudios preliminares en semillas de algodon (G. hirsutum L.) realizados por Marcos-Filho et al.,
(2010) respaldan la utilidad de ese software su uso se complementd adecuadamente con las
imagenes obtenidas de la técnica de los rayos X, obteniéndose resultados interesantes en la

cuantificacion del llenado de semillas.
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Con el uso del software Tomato Analyzer en la cuantificacion del porcentaje que ocupa el
embridn y la testa asi como, los espacios libres internos (fraction area) en las semillas de
algodon, se registraron diferencias significativas (P < 0.0001). Los valores del coeficiente de
variacion (CV) oscilaron de 8.55 a 29.98%, valores que se traducen en una alta confiabilidad en
la validez de estos resultados (Cuadro 5).

Con la base en el analisis de frecuencias se determind que para el porcentaje de la testa se
obtuvieron ocho categorias, mientras que para el espacio que ocupa el embrion y el espacio libre
interno de la semilla (fraction area) se determinaron s6lo seis categorias (Cuadro 5).

El porcentaje de la testa que ocupa en la semilla, se agrupé principalmente en las categorias Il y
IV que oscilaron de 1.63-2.41 y 2.41-3.20% en 215 semillas (75.44%). Estudios previos de
Marcos-Filho et al., (2010) con el software Tomato Analyzer con semillas de algodon
determinaron, que el porcentaje que ocupaba la testa de semilla de algodon es del 14% el cual

difiere a lo encontrado con este estudio.

En cuanto al porcentaje que ocupa el embridn en la semilla estuvo entre 88.30 a 97.61% y se
registrd en la categoria VIII con 196 semillas (68.77%) y en menor proporcion se registrd en las
categorias VII, VI, V, IV y I (Cuadro 5). El porcentaje de espacio libre interno del embrion de

algodon maés frecuente oscilo de 0.14-9.50% registrandose en 201 semillas (70.52%).

Esos espacios entre el embridn y la testa quizas interaccionaron con el contenido de humedad
que presentd la semilla al efectuar este estudio ya que segun Paiziev y Krakhmalev (2006),
semillas de algodon con porcentajes de humedad del 8-10% tiene un espacio estrecho y hueco
entre la cubierta de la semilla y el embrion de 0.05-0.1 mm. Marcos-Filho et al., (2010)
mencionan, que las areas vacias en las semillas y detectadas por los rayos X, han sido estudiadas

con el objetivo, de identificar su relacién con la germinacion y el vigor.
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Cuadro 5. Distribucion de frecuencias e intervalos por categoria de semilla para los
porcentajes que ocupa la testa, el embrion, y el espacio libre interno en semillas de algodén
(G. hirsutum).

Categoria Testa de la % Embrion en la % Espacios %
semilla (%) semillas semilla (%) semillas libres (%) semillas
Intervalos Intervalos Intervalos
I 0.06-0.84 0.35 23.12-32.43 0.35 0.14-9.50 70.52
I 0.84-1.63 5.96 32.43-41.74 0.00 9.50-18.86 21.40
Il 1.63-2.41 38.95 41.74-51.05 0.00 18.86-28.21 5.61
v 2.41-3.20 36.49 51.05-60.37 1.05 28.21-37.57 1.05
V 3.20-3.98 14.03 60.37-69.98 0.70 37.57-46.93 1.05
Vi 3.98-4.76 3.51 69.98-78.99 5.96 46.93-56.29 0.00
VIl 4.76-5.55 0.35 78.98-88.30 23.16 56.29-65.65 0.00
VIl 5.55-6.33 0.35 88.30-97.61 68.77 65.65-75.00 0.35
Media 2.55 88.98 8.45
Desviacién estandar 0.74 7.60 7.78
Coeficiente de variacion 29.22 8.55 29.98
Significancia <0.0001 <0.0001 <0.0001

Tomando en cuenta, los porcentajes del espacio que ocupa el embrién, y los espacios libres
internos en la semilla se ilustro con las fotografias provenientes de la técnica de los rayos X el
patron de clasificacion con las seis categorias resultantes del analisis de distribucion de
frecuencias en semillas de la especie semidomesticada G. hirsutum. Dicho patrén de
clasificacion es de utilidad para clasificar las semillas con base en su calidad fisica y fisiologica
(Figura 4).
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Categorias
I

VI

Descripcion
Embriones que ocupan en promedio 27.77%
de llenado y un espacio libre del 70.32%.
Embrién considerado como no viable en
pruebas de calidad fisioldgica.
Semilla vana

Embriones que presentan anomalias
morfoldgicas y que afectan la germinacion.
El embrién ocupa el 55.71%, los espacios
libres internos son de 42.25% en promedio.
Embrion considerado como no viable en

analisis prueba de tetrazolio.

Embriones visualmente pequefios, con
ligeros dafios en los cotiledones y con
posibilidad de  desarrollar  plantulas
anormales. El embrion ocupa el 65.02%, los
espacios libres internos son de 32.89% en
promedio. Embrion considerado como no

viable en analisis con prueba de tetrazolio.

Embrién visualmente sano, con estructuras
internas  definidas, con posibilidad de
desarrollar plantulas normales. En algunos
embriones se observd ligeros dafios en sus
cotiledones. El embrién ocupa el 74.33%,
los espacios libres internos son de 53% en
promedio. Embrion posiblemente viable en
analisis con pruebas de tetrazolio.
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\VAl Embriones visualmente sanos, viables, con
sus estructuras internas bien definidas, con
posibilidades de desarrollar plantulas
normales. El embrién ocupa el 83.65%, los
espacios libres internos son de 14.18% en
promedio. Embriones considerados como

viables en analisis con pruebas de tetrazolio.

VI Embriones visualmente sanos, viables, con
estructuras internas bien definidas con
posibilidad de  desarrollar  plantulas
normales. Testa sin dafio. EI embrion ocupa
el 92.92%, los espacios libres internos son
de 4.82% en promedio. Embriones

considerados como viables en analisis con

pruebas de tetrazolio.

Figura 4. Patrones de clasificacion de semillas de la especie semidomesticada Gossypium

hirsutum.

La técnica de analisis de rayos X es eficaz para evaluar la calidad de la semilla, ya que pueden
reducir la subjetividad de los analisis tradicionales, volviendo el proceso mas rapido y mas
eficiente (Prado et al., 2018) estos resultados permitiran, complementar los esfuerzos que en
México se desarrollan en el andlisis de semillas, a fin de establecer estrategias mas efectivas que
contribuyan a la conservacion de estos valiosos recursos genéticos, que las metodologias
aplicadas en este trabajo, sirvan de base para el desarrollo de trabajos similares en semillas de

otras especies de algodon.

2.4 Conclusiones

La prueba de rayos X fue efectiva para evaluar la morfologia en las semillas de algodoén. Las
semillas de la especie de G. hirsutum presentaron una amplia variacion en su morfometria. El

analisis de rayos X permitid realizar la evaluacion y caracterizacion de las semillas de algodon
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G. hirsutum. Se determind con base en el porcentaje que ocupa el embrién y los espacios libre

internos en la semilla de algodon (G. hirsutum), un patrén de clasificacion con seis categorias.
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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue realizar la caracterizacion fisica de especies de
algodon con base en los atributos de la semilla. El trabajo se realiz6 en dos fases: en la primera,
se determind el peso de mil semillas y el peso hectolitrico; en la segunda, se determinaron las
dimensiones de las semillas mediante el procesamiento y analisis digital de imagenes. Se
evaluaron cuatro especies de algodon (G. hirsutum, G. aridum, G. lobatum y G. shwendimanii)
bajo un disefio experimental completamente al azar con cinco repeticiones. El analisis de los
datos se realiz6 mediante analisis de varianza, pruebas de medias, componentes principales y de
agrupamiento. Los resultados indicaron diferencias significativas (P < 0.01) en todos los
caracteres fisicos de las semillas. Se identificaron tres grupos con caracteristicas contrastantes
entre las especies de algoddn, siendo G. hirsutum, la especie que presentd el valor mas alto en la
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magnitud del vector de los caracteres fisicos de la semilla de algoddn. El area, ancho y peso de
mil semillas, fueron los principales pardmetros que explicaron el 98.6 % de la variabilidad
existente en las caracteristicas de las semillas, por lo que estos atributos fisicos juegan un papel

importante en la caracterizacion de las especies de Gossypium nativas de México.

Palabras clave: andlisis de imagenes, peso de mil semillas, peso volumétrico, dimensiones de

semilla.

Abstract

The objective of this research was to realize the physical characterization of cotton species
(Gossypium spp.) based on the attributes of the seed. This research was carried out in two phases:
in the first one, the weight of 1000 seeds and the hectolitric weight was determined. In the
second one, seed dimensions were obtained by digital images and analysis process. The four
cotton species (G. hirsutum, G. aridum, G. lobatum y G. shwendimanii) were tested under a
completely random experimental design with five replicates. The data analysis was made by the
variance analysis method, tests of means, principal components and cluster analysis. The results
showed significant differences (P < 0.01) in all the physical characters of the seeds. Three groups
with contrasting characteristics among the cotton species were identified, being G. hirsutum, the
species that presented the highest value in the vector magnitude of the physical characters of the
cottonseed. The area, width and weight of a thousand seeds were the main variables that
explained 98.6 % of the variability existing in the characteristics of the seed, so these physical
attributes play an important role in the characterization of the Gossypium native species of

Mexico.

Index words: image analysis, thousand seed weight, hectolitric weight, seed dimensions.

3.1 Introduccidn

El algoddn pertenece a la familia Malvaceae, a la tribu Gossypieae y al género Gossypium;
actualmente se tienen identificadas 50 especies, 45 diploides y cinco tetraploides distribuidas en
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los continentes de Asia, Africa, Australia y América (Ulloa, 2014). Este autor reporta también
que, en el hemisferio occidental, se encuentran 13 especies silvestres diploides de Gossypium de
las cuales once son endémicas de México (G. armourianum, G. lobatum, G. gossypioides, G.
aridum, G. laxum, G. shwendimanii, G. thurberi, G. trilobum, G. davisonii, G. turneri y G.

harknesii).

De acuerdo con Curvelo (2000), de las 50 especies, cuatro se cultivan en el mundo por presentar
fibra con valor comercial. Estas son originarias del Peru (G. barbadense), México (G. hirsutum),
Asia (G. arboreum) y Africa (G. herbaceum) (Wendel y Grover, 2015); la especie G. hirsutum es
la mas ampliamente cultivada y comprende aproximadamente el 95 % de la produccion mundial,
G. barbadense, alrededor del 3 a 5 %, mientras que G. herbaceum es importante solo en la India
y G. arboreum en la actualidad se cultiva localmente en las zonas mas secas de Africa y Asia
(Lee y Fang, 2015).

Para que las especies de algodon nativas de México sean conservadas en los bancos de
germoplasma, es conveniente contar con la informacion necesaria que facilite el desarrollo de
estudios posteriores y dentro de la informacion importante, estan los datos de las caracteristicas

morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas de las plantas.

Nufiez-Colin y Escobedo-Lopez (2015) refieren que caracterizar a un recurso fitogenético es
determinar los atributos peculiares de dicho recurso, de modo que se pueda distinguir claramente
de cualquier otro. Las caracteristicas distintivas de las semillas, tales como forma, tamafio y
color, juegan un papel importante para la identificacion varietal (Smykalova et al., 2011) y la
semilla de algodon, no es la excepcion. Sin embargo, la medicion convencional de la variacion
en las caracteristicas de la semilla ha sido dificil, a menudo con sesgos y errores sistematicos

(Gyulai et al., 2015) ademas de laborioso y de mayor consumo de tiempo.

La morfometria digital asistida por computadora, proporciona rapidamente una poderosa matriz
de medicidn exacta y precisa del tamafo, la forma, la textura, entre otras, de grandes poblaciones
(Gyulai et al., 2015). Esta técnica es un método rapido, eficiente y no destructivo para
determinar los perfiles de tamafio de semilla; ademas, de bajo costo (Mandal et al., 2012) por lo
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que es una herramienta tecnoldgica que puede hacer mas eficiente la caracterizacion de especies

cultivadas o silvestres de algodon.

Venora et al. (2009) reportan que el analisis digital de iméagenes, ha contribuido en los bancos de
germoplasma para la organizacion, conservacion e identificacion en razas criollas de frijol
clasificadas por el tamafio de semilla, forma, textura y color. Esta técnica también se ha utilizado
para caracterizar semillas de quinua (Medina et al., 2010), leguminosas (Firatligil-Durmus et al.,
2010), maiz, arroz, soya y chicharo (Mandal et al., 2012). Estas caracteristicas son de especial
interés para disefiar maquinaria que es utilizada en el procesamiento de semillas (Mandal et al.,
2012). Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue realizar la caracterizacion

fisica de especies de algoddn con base en los atributos de la semilla (Gossypium spp.).

3.2 Materiales y métodos

En mayo del 2015, se recolectaron semillas de algodon en los estados de Colima (G. hirsutum),
Nayarit (G. aridum) y Michoacan (G. lobatum y G. shwendimanii). Las semillas de estas cuatro
especies de algodén fueron seleccionadas por su uniformidad y sanidad antes de ser
caracterizadas fisicamente. En la semilla de la especie G. hirsutum que presenta fibra, ésta fue
separada manualmente de la semilla. La determinacion de los caracteres fisicos en las semillas de
las diferentes especies se realiz6 en dos fases: en la primera, se determind el peso de mil semillas
y peso hectolitrico; en la segunda, se evaluaron las dimensiones de las semillas mediante el

procesamiento y andlisis digital de imagenes.

El peso de mil semillas (P1000S) se determin6 conforme a la metodologia recomendada por
ISTA (ISTA, 2013) utilizando ocho repeticiones de 100 semillas por cada especie de Gossypium.
El peso hectolitrico (PH) se determino de acuerdo al método 1SO 7971-2:1995 (Determination of

bulk density, called mass per hectolitre) en seis repeticiones de semillas.
Para el procesamiento del analisis de imagenes, se utilizd un escaner a color marca CANON

modelo Canonscan LIDE 100, una computadora portatil y el programa Image Tool Ver. 3.0. Se

utilizaron cinco repeticiones de 20 semillas por cada especie de algodon. Las semillas se

67



escanearon, obteniéndose las imagenes respectivas; posteriormente, se procesaron mediante el
programa indicado. Las variables registradas fueron: area, perimetro, longitud y ancho de la
semilla, elongacion (longitud/ancho), factor forma (4w &rea/perimetro?) y diametro Feret (Vx (4 X
area/m)) (Wilcox et al., 2002).

El disefio experimental utilizado fue un completamente al azar con cinco repeticiones. Se
realizaron los analisis de varianza para cada una de las variables y en aquellas que hubo
significancia estadistica, se hizo una comparacion de medias de Tukey (o = 0.05). Se realizd un
analisis de componentes principales el cual facilité la identificacion de los caracteres fisicos con

mas influencia para la diferenciacion de semillas entre las especies de algoddn.

Adicionalmente, se aplicd un analisis de agrupamiento utilizando distancias euclidianas
calculadas a partir de datos estandarizados. La construccion del dendograma derivado de las
distancias euclidianas, se realiz6 con el método de minima varianza de Average. La altura de
corte del dendograma para definir el nimero de grupos, se establecié mediante las pruebas:
criterio de agrupamiento cubico (CCC) y el estadistico denominado pseudoestadistica T2 de
Hollander (Johnson, 2000). Por ultimo, se representaron en forma grafica los grupos con las
especies de algodén y con las variables discriminantes. Los analisis estadisticos se llevaron a
cabo con el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2000).

3.3 Resultados y discusion

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.01) entre las especies de algodon estudiadas para
las variables de peso de mil semillas (P1000S) y peso hectolitrico (PH). El coeficiente de
determinacion (R?) para las dos variables fue de 0.99 mientras que el coeficiente de variacion
(CV) para P1000S fue de 2.79 % y para el PH fue de 1.86 %. De acuerdo con el coeficiente de
variacion registrado para el P1000S se cumple con lo establecido por la ISTA (2013) ya que el
resultado es aceptado con un CV que no exceda de 6.0 % para semillas brozosas y de 4.0 % para

otro tipo de semillas.
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Respecto al P1000S (Figura 1) el mayor valor fue obtenido en la especie G. hirsutum seguido por
G. lobatum, G. schwendimanii, mientras que G. aridum fue la que registr6 el menor P1000S. Esa
variacion registrada en el P1000S podria deberse, principalmente, al tamafio de la semilla,
caracteristico de cada especie nativa de algodon. Al respecto, Thomson (1979) indica que el
tamarfio de semilla se expresa generalmente como el peso de mil semillas y es, hasta cierto punto,
un caracter heredable ya que la variacion genética se presenta con mayor frecuencia en plantas
alébgamas que en autégamas. Asimismo, Van Humbeeck y Oviedo de Cristaldo (2012)
mencionan, que la variable P1000S es una caracteristica varietal que menos modificaciones
tienen por efecto del ambiente; por lo tanto, debe ser tomada en cuenta para estudios de

caracterizacion fisica en semillas.

m— P1000S PH
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48.81a -
e " 50 7
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0 0
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Figura 1. Comportamiento de los pesos de mil semillas (P1000S) y hectolitrico (PH) en las

especies de algodon. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

Las especies G. hirsutum y G. lobatum no presentaron diferencias significativas (P > 0.01)
respecto al peso hectolitrico y fueron significativamente menores a la especie G. aridum que
registro el mayor valor. Ademas, la especie G. schwendimanii present6 el menor valor de PH

comparado con el resto de las especies (Figura 1).

Por otra parte, se presentaron diferencias significativas (P < 0.01) para todas las variables de
caracterizacion fisica de la semilla de las especies de algodon, obtenidas a través del analisis de

imagenes (Cuadro 1). Los valores del coeficiente de determinacion (R?) oscilaron entre 0.82 a
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0.99, los cuales son cercanos a 1, esto indica un buen ajuste del modelo estadistico para describir
la relacion que existe entre las variables de estudio. EI CV para las siete variables evaluadas
vario entre 2.62 y 5.62 %, valores que confieren una alta confiabilidad en la validez de estos
resultados.

Cuadro 1. Comparacion de medias para las variables de caracterizacion fisica evaluadas en

cuatro especies de algoddén nativas de México.

Variables
Especie Area Perimetro Longitud Ancho
(mm?) (mm) (mm) (mm)
G. hirsutum 40.60 at 26.53 ¢ 9.37c 550a
G. shwendimanii 4453 a 55.10 a 13.21a 5.03 ab
G. lobatum 40.42 a 31.84b 11.86 b 4.36
G. aridum 30.33Db 25.48 ¢ 8.63 ¢ 4.73 bc
Significancia * * * *
R? 0.91 0.99 0.96 0.82
CVv 5.62 531 4.80 5.36
Media 38.97 34.74 10.77 4.90
DMSH (Tukey, 0.05) 4.11 4.20 0.97 0.49

R? = Coeficiente de determinacién; CV = Coeficiente de variacién; * P < 0.01. DMSH: Diferencia minima

significativa honesta; "Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

Respecto a la variable &rea de la semilla, las medias poblacionales de G. hirsutum, G.
shwendimanii y G. lobatum no presentaron diferencias significativas (P > 0.01) entre ellas; pero
si (P < 0.01) respecto a la especie G. aridum, que fue la que registré el menor valor. Arapa y
Padrén (2014) han reportado que caracteristicas fisicas como el area de la semilla, reviste
especial interés en la industria semillera, sobre todo, para el disefio de cribas y camaras de

procesamiento de las semillas.

Referente al perimetro de la semilla, no hubo diferencias significativas entre G. hirsutum y G.

aridum; sin embargo, si se observaron diferencias significativas (P < 0.01) entre éstas especies
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con G. lobatum y G. shwendimanii, siendo esta Gltima, la especie que registré el mayor valor en
esta variable. Los datos obtenidos para el perimetro de la semilla son de suma importancia en la
industria semillera; ya que, con la informacion que se determina en este parametro, se podrian
disefar y/o fabricar cribas 0 maquinaria especifica de gran utilidad para el acondicionamiento y
beneficio de las semillas.

En cuanto a la longitud de la semilla, se observo que las especies G. shwendimanii y G. lobatum
fueron significativamente diferentes (P < 0.01) entre ellas y también con G. hirsutum y G.
aridum; sin embargo, éstas dos Ultimas presentaron valores mas bajos y similares (P > 0.01).
Referente al ancho de la semilla los valores mas altos fueron para G. hirsutum y G.
shwendimanii las cuales no presentaron diferencias significativas (P > 0.01) entre ellas, pero si
con G. lobatum (P < 0.01). El ancho de semilla de G. aridum fue similar a G. lobatum. Al
respecto, Sunanda y Kakatkar (2013), asi como Medina et al. (2010) reportan que el largo y el
ancho de semilla son indicativos de tamafio y podrian estar correlacionados con aspectos de

vigor y germinacion de las semillas.

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas (P < 0.01) para elongacion de la semilla
entre las especies evaluadas (Figura 2), G. shwendimanii y G. lobatum presentaron valores
similares (P > 0.01) pero diferentes a G. hirsutum y G. aridum, en estas Ultimas especies no hubo
diferencias significativas entre ellas (P > 0.01). Los valores obtenidos en esta variable son
relevantes para el disefio de maquinaria para la cosecha, transporte, limpieza, separacion,

embalaje y procesamiento de semillas (Mandal et al., 2012).
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Figura 2. Comportamiento de la elongacion, Diametro Feret y Factor-Forma determinados
a traveés del andlisis digital de imégenes en semillas de las especies de algodon. Medias con

la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

Al analizar el didametro Feret (dr), que es el valor medio de la distancia entre pares de lineas
paralelas tangentes al perimetro proyectado de cada semilla, se observaron diferencias entre
especies (P < 0.01) siendo G. shwendimanii la que tuvo el valor méas alto, y las restantes
presentaron valores similares. En cuanto al indice Factor-forma, todas las especies de algodon
fueron estadisticamente diferentes (P < 0.01), siendo G. shwendimanii la que mostré el menor
valor. Puecher et al. (1996) sefialan que, en muchas especies, la forma de la semilla se ha
utilizado para explicar diferencias entre genotipos y para el disefio de equipo de siembra y de

beneficio.

Con la finalidad de identificar los caracteres con mayor influencia en la diferenciacion de las
especies de algoddn, se realizaron los anélisis de componentes principales y de agrupamiento.
Previo al andlisis, los datos se analizaron por colinealidad, las variables que se eliminaron
fueron: elongacion, el didmetro Feret y el Factor-forma por presentar colinealidad con é&rea,

perimetro, longitud y ancho de la semilla.

Con base en los resultados obtenidos, tres componentes describieron el 98.6 % de la varianza
total (Cuadro 2). El primer componente principal (CP1), explica el 58.9 % de la varianza y la
variable principal que describe esta variacion es el area de la semilla de algodén. El segundo

componente (CP2) explica el 30.2 % y las variables relacionadas a este componente son el peso
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de mil semillas y el ancho de la semilla de las diferentes especies de algodon. El tercer
componente principal (CP3) explica el 9.5 % de la variabilidad total y la variable principal es el
ancho de la semilla de algodon. Al respecto, Kapadia et al. (2017) mencionan que las variables
de tamafio, forma, textura y color de la semilla contribuyen mejor en la organizacion,
clasificacion, conservacion y mejoramiento de las especies silvestres que se encuentran

resguardadas en los bancos de germoplasma.

Cuadro 2. Proporcién de la varianza absoluta y acumulada de los primeros tres

componentes principales en cuatro especies de algodon (Gossypium spp.) nativo de México.

Peso de
Peso i ) Varianza Varianza
1000 o Area  Perimetro Longitud Ancho ]
Componente ] hectolitrico explicada  acumulada
semillas (mm?) (mm) (mm) (mm)
(kg hL) (%) (%)
(9)
CP1 -0.005 -0.494 0.509 0.469 0.481 0.212 58.9 58.9
CP2
0.712 -0.154 0.133 -0.243 -0.298  0.550 30.2 89.1
CP3
-0.362 0.348 -0.194 0.421 -0164 0.710 9.5 98.6

Por otra parte, para el analisis de agrupamiento mediante el método de minima varianza de
Average y distancias euclidianas al cuadrado (Johnson, 2000), se incluyeron las seis variables
seleccionadas. La Figura 3, representa los valores del criterio de agrupamiento cubico y de la
pseudoestadistica T? de Hollander (Johnson, 2000); estas herramientas estadisticas fueron
utilizadas para definir que tres fue el nimero apropiado de agrupamientos de las cuatro especies

de algodon.
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Figura 3. Definicion del namero de grupos conformados de acuerdo al criterio cubico de

agrupamiento (3a) y la pseudoestadistica T2 de Hollander (3b).
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Con base en la comparacién de vectores de medias con ajuste de Bonferroni (Cuadro 3) y en el
analisis de agrupamiento (Figura 4), se determind que, el grupo 1 registro la mayor magnitud del
vector (94) seguido del grupo 11 (80) y el valor mas bajo correspondié al grupo Il (67),
presentando diferencias significativas entre ellos (P < 0.05). El grupo | estuvo conformado por la
especie tetraploide G. hirsutum (AD1), la cual se caracteriz6 por tener valores altos de P1000S y
ancho de semilla. Gotmare et al. (2018) mencionan que G. hirsutum se caracteriza por ser un
arbusto anual con hojas anchas a muy estrechas, con nectarios presentes; las capsulas pueden ser
redondas, ovaladas o alargadas grandes y contienen entre tres a cinco loculos. Estos autores
reportan también, que la fibra de G. hirsutum puede ser de color blanco, café o verde y las

semillas miden en promedio 10 mm de largo por 4 mm de ancho.

El grupo Il quedé constituido por la especie diploide G. shwendimanii (D11) que se caracteriza
por tener mayor area, perimetro y longitud de semilla. Ulloa (2014) reporta a esta especie como
endémica del estado de Michoacéan y se caracteriza por ser un arbusto con hojas lanceoladas y
largas, la capsula es pequefia de color café claro con tres l6culos, las semillas miden en promedio

10.0 mm de largo y 2.5 mm de ancho y presentan la fibra densamente pubescente.

Cuadro 3. Vectores de medias con ajuste de Bonferroni y magnitud del vector de los

caracteres fisicos en semillas de algodon (Gossypium spp.).

P1000S Peso Area Perimetro Longitud Ancho  Magnitud
Grupo Literal © Hectolitrico () (mm) (mm) (mm) del vector
(kg hL)
Grupo 1 a 74.15 32.82 40.60 25.53 9.37 5.50 94
Grupo 2 b 22.35 26.02 44,53 55.10 13.21 5.03 80
Grupo 3 c 25.41 40.47 35.38 28.66 10.25 2.55 67

El grupo 11l se encuentra conformado por las especies diploides G. aridum (D4) y G. lobatum
(D7) y su principal caracteristica es la de tener mayor peso hectolitrico de la semilla. Ulloa
(2014) menciona que G. aridum se distribuye desde el norte de Sinaloa al sur de Oaxaca y se
caracteriza por ser un arbusto con poca ramificacion, la capsula es de tamafio pequefio con cuatro
I6culos y es de color café oscuro, las semillas miden en promedio 7.3 x 1.7 mm y con fibras

parduscas fuertemente comprimidas. G. lobatum, es endémica del estado de Michoacan, es
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arborescente, la capsula es de color café claro con tres I6culos y semillas con un promedio de

10.0 x 1.8 mm con fibras densamente pubescentes (Ulloa, 2014).

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, se demuestra que existe una amplia
variabilidad genética en los atributos fisicos de la semilla de algodon, lo cual es Gtil para poder
diferenciar las especies, logrando una mejor caracterizacién de las mismas, lo que es de gran
importancia en los programas de mejoramientos genético para la creacion de nuevas variedades

convencionales de algodon en México.

G. hirsutum

—

8
Grupo | 7

G. shwendimanii

Grupo Il 17

e

G. lobatum

i

Grupo Il "
3
T
2 G. aridum
i
1

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
Distancia de promedio entre clusters

Figura 4. Dendograma de las especies de algodon, obtenido mediante el uso de distancias

euclidianas.

3.4 Conclusiones

Se identificaron tres grupos con caracteristicas contrastantes entre las especies de algodoén,
siendo G. hirsutum, la especie que presentd el valor mas alto en la magnitud del vector de los
caracteres fisicos de la semilla de algoddn. El area, ancho y peso de mil semillas, fueron los
principales pardmetros que explicaron el 98.6 % de la variabilidad existente en las caracteristicas
de las semillas, por lo que estos atributos fisicos juegan un papel importante en la caracterizacion

de las especies de Gossypium nativas de México.
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PRUEBA DE TETRAZOLIO PARA EVALUAR VIABILIDAD EN SEMILLAS DE

Gossypium lobatum
EVALUATION OF THE VIABILITY OF WILD COTTONSEEDS (Gossypium lobatum)
C. PEREZ-MENDOZA!, M.R. TOVAR-GOMEZ? G. GARCIA DE LOS SANTOSY, A.

HERNANDEZ-LIVERA?, J. SUAREZ-ESPINOSA!, E. VALADEZ-MOCTEZUMA?

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. (E-mail: garciag@colpos.mx); 2INIFAP-Campo

Experimental Valle de México. Km. 13.5 Carretera Los Reyes-Texcoco. 56250, Estado de

México. *Universidad Auténoma Chapingo.

Resumen

La prueba de tetrazolio es ampliamente utilizada para evaluar la viabilidad de semillas. Aunque,
en especies del género Gossypium, los protocolos no han sido adn definidos. El objetivo fue
determinar el tiempo éptimo de tincion y concentracion de soluciones de tetrazolio, para evaluar
viabilidad en semillas de algodon silvestre, Gossypium lobatum. Las semillas se humedecieron
previamente con agua destilada por cuatro horas. Se probaron siete concentraciones de tetrazolio,
diez tiempos de exposiciébn a una temperatura de 25 °C, bajo un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial con tres repeticiones. Esta prueba diferencio las
semillas viables y vigorosas de G. lobatum, por el patron y la intensidad de la coloracion
observados. Evaluar la viabilidad y el vigor de semillas de G. lobatum con tetrazolio se mejora
significativamente utilizando concentraciones de 0.75 a 1.0 % vy tincion de 14 horas.
Concentraciones de 1.25y 1.50 % por mas de 12 horas, no evaluaron adecuadamente los tejidos
vitales del embrion y es dificil interpretar la prueba. La ecuacion de regresion lineal maltiple
explico un incremento lineal significativo en el porcentaje de embriones viables y vigorosos, por

cada concentracion y tiempo de exposicion de soluciones de tetrazolio.
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Palabras clave: ajuste de metodologia, algodon, concentracion, embriones, patron de

coloracion, tiempo de exposicion.

Abstract

The tetrazolium test is widely used to evaluate the viability of seeds. However, in species of the
genus Gossypium, the protocols have not yet been defined. The aim was to determine the
optimum time of staining and tetrazolium solution concentrations to evaluate the viability in wild
cotton Gossypium lobatum seeds. The seeds were previously soaked in distilled water for four
hours. Seven tetrazolium concentrations were tested at ten exposure times at a temperature of 25
°C and with a completely randomized experimental design with a factorial arrangement and three
repetitions. This test differentiated the feasible and vigorous G. lobatum seeds by the pattern and
the intensity of the coloration observed. The evaluation of the feasibility and the vigor of G.
lobatum seeds with tetrazolium is significantly improved using concentrations of 0.75 and 1.0 %
and staining for 14 hours. Concentrations of 1.25 and 1.50 % for over 12 hours did not help
adequately evaluate the vital tissues of the embryo, and interpreting the test is difficult. The
multiple linear regression equation explained a significant linear increase in the percentage of
feasible and vigorous embryos for each concentration and time of exposure to tetrazolium

solutions.

Keywords: methodology adjustment, cotton, concentration, embryos, coloring pattern, time of

exposure.
4.1 Introduccion

El género Gossypium, por su variabilidad genética, es de gran utilidad en el mejoramiento

genético. Debido al peligro de extincion que presentan las especies silvestres del género

Gossypium, es necesario disefiar métodos eficientes para preservar y conservar en forma ex situ

las semillas de estas especies a largo plazo, pero sin alterar su viabilidad y poder germinativo.
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Elias y Garay (2004) reportan que las semillas de especies nativas no domesticadas, poseen altos
niveles de latencia y para una mayor confiabilidad en la evaluacion de la calidad fisiologica de
esas semillas, propusieron la Prueba de Tetrazolio (TZ) para determinar la viabilidad (Soares et
al., 2016). La prueba de TZ es rapida y se basa en la actividad de las enzimas del grupo de las
deshidrogenasas, involucradas en la actividad respiratoria de las semillas, pues catalizan la

reduccion de la solucion de TZ 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio) en los tejidos vivos.

Al hidratarse las semillas, los iones hidrégeno (H*) liberados por la actividad de las
deshidrogenasas se transfieren a la sal de TZ, que actla como un receptor de ese elemento. El
TZ, es una sal incolora y difusible, que se reduce a un compuesto no difusible de color rojo
conocido como trifenilformazan, indicando que existe actividad respiratoria en las mitocondrias,
y por lo tanto que los tejidos son viables (Elias y Garay, 2004; Gaspar-Oliveira et al., 2009;
Costa y Santos, 2010; Lamarca y Barbedo, 2014; Maldonado et al., 2016, Carvalho et al., 2018).
En los tejidos muertos, no hay actividad de la solucion de TZ con las deshidrogenasas, por lo que

resulta una coloracion blanca o amarillenta y textura flacida (Costa y Santos, 2010).

Algunos autores han utilizado la prueba de TZ para estimar la viabilidad y el vigor en semillas de
soya (Franca-Neto et al., 1998), melon (Bhering et al., 2005), tomate (Santos et al., 2007),
algodon (Cervi y Mendonga, 2009), leucaena (Costa y Santos, 2010), cacahuate (Santos et al.,
2012), nanche (Maldonado-Peralta et al., 2016), entre otras especies.

Para el caso de las semillas de algoddn, existen recomendaciones para realizar la prueba de TZ
en las Reglas de la International Seed Testing Association (ISTA 2013) y en las Reglas para
Andlisis de Sementes (RAS-MAPA, 2009), aunque son indicaciones generales que aplican para

el género Gossypium spp., y no hay especificaciones para las 50 especies de Gossypium.

La ISTA (2013) recomienda para Gossypium spp., tincién por inmersion en una solucion de TZ
al 1.0 % por 18 horas a 30 °C; mientras que las RAS (MAPA, 2009) recomiendan para este
mismo género, una concentracion de TZ al 0.1 %, por un periodo de dos a cuatro horas y
temperaturas de 30 a 35 °C. No obstante, existen especies silvestres de algoddn que son dificiles

de preparar y evaluar durante la prueba de TZ, debido a que los protocolos no han sido bien
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definidos. Las recomendaciones actuales para realizar la prueba con semillas de algodén, no
estan claramente definidas y hay dificultades en la forma de preparacion y evaluacion. Por lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue determinar el tiempo y concentracion dptimos de
las soluciones de tetrazolio para evaluar la viabilidad en semillas de algodon silvestre en la

especie Gossypium lobatum.

4.2 Materiales y métodos

Se utilizaron semillas de algodén silvestre Gossypium lobatum que se recolectaron en el afio
2016 en el estado de Michoacan, México. Tomando en cuenta estudios previos sobre imbibicion
en semillas de G. lobatum, se utilizaron cajas germinadoras de 4 5/8” (largo) x 4 5/8” (ancho) x 1
1/8” (alto) y dentro de cada caja, se colocaron dos toallas de papel (Kimberly Clark®)
previamente humedecidas con agua destilada donde se distribuyeron 300 semillas, después se
cubrieron con el papel y con la tapa de la caja para evitar la evaporacion, luego se colocaron en

una camara de ambiente controlado a 25 °C por cuatro horas.

Posteriormente, se removié la testa de los embriones, realizando un corte distal en la parte
superior de la semilla y otro longitudinal, se presiono ligeramente y con la ayuda de las pinzas se
extrajeron los embriones, mismos que se colocaron en agua destilada por 30 minutos mas y se

agitaron levemente para desprender la cubierta seminal del embrion.

Para definir las concentraciones de TZ (2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio (Sigma®)) y los
tiempos de exposicion requeridos para evaluar la viabilidad en semillas de algodon silvestre, se
establecié un experimento bajo un disefio experimental completamente al azar con un arreglo de
tratamientos factorial, donde el factor A consistio de las concentraciones de TZ (0.075, 0.10,
0.50, 0.75, 1.0, 1.25 y 1.50 %) y el factor B, los tiempos de exposicion en la solucién de TZ (2,
4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 horas); de esta combinacion resultaron 70 tratamientos, con tres

repeticiones de 10 embriones dando un total de 210 unidades experimentales.

Cada repeticion se colocé en vasos de precipitados de 100 ml, se adiciond la solucién de TZ con
la concentracion correspondiente hasta cubrir los embriones por completo, los recipientes se

colocaron en una estufa (Central Scientific Division OF. CENCO) a 25 °C. Después de
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cumplirse los tiempos de tincion, los embriones se retiraron de la solucion de TZ, se enjuagaron
en agua corriente y se colocaron cuidadosamente en papel toalla previamente humedecida, para

evitar su deshidratacion durante la evaluacion.

Para determinar el tiempo méas adecuado de exposicion a la tincion en cada concentracion de TZ,
se hicieron evaluaciones de los patrones de evaluacidn presentes en las semillas, considerando el
criterio de (Cervi y Mendonca, 2009) para semillas de algoddn: a) ausencia de coloracién (sin
color), b) coloracion inicial con el tono rosa, c) coloracién débil con el tono rosa més fuerte en el
extremo de la radicula, d) coloracion adecuada de rosa, €) rojo intenso (coloracion excesiva). A
cada patrén de coloracion observado durante el tiempo de evaluacion del experimento, se le

asignaron valores conforme a la Tabla de Colores de Tejidos Vegetales Munsell (1977).

Para validar la viabilidad y el vigor de los embriones de algodon en la prueba de TZ, estos se
disectaron longitudinalmente (Figura 1) y luego analizados individualmente a través de un

Microscopio (Marca Olympus SZX7) con una camara digital para microscopia (INFINITY 1).

Glandulas de
Gosipol

Testa

Cotileddn

Epicotilo

Hipocotilo

L. Radicula
Micrépilo

Figura 1. Corte longitudinal de una semilla de Gossypium lobatum procesada en cloruro de

tetrazolio.

Posteriormente, los embriones fueron agrupados en clases considerando los criterios basicos de
interpretacion descritos por Delouche et al. (1962), Delouche y Baskin (1970), AOSA (1970) y
McCarty y Baskin (1978) para semillas de algoddn, estableciéndose las siguientes clases (Figura
2):
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Clase 1. Embriones viables y vigorosos. Semillas con tejidos firmes, sin lesiones visibles en el
embrion y en los cotiledones y con coloracion uniforme del rosa a rojo brillante. Semillas con

ligeros dafios superficiales localizados en parte externa de cotiledones.

Clase 2. Embriones viables con medio vigor. Embriones de color rosa_con menor intensidad,
indicando restriccion a la penetracion de la solucién de TZ, pero con tejidos firmes. El eje
embrionario con ligeros dafios internos y superficiales; los cotiledones pueden ser descoloridos o
bien, con areas menores del 50 % con tejido muerto (de color blanco).

Clase 3. Embriones no viables. El eje embrionario, la radicula y los cotiledones no se tifieron.
Embrion con lesiones o areas muertas en eje embrionario; en esta clase se incluyeron los

embriones con areas mayores del 50 % de tejido muerto.

Clase 1 Clase 2 Clase 3

Figura 2. Clasificacion de los criterios de interpretacion en semillas de algodon, en la
prueba de viabilidad con tetrazolio.

Los datos de viabilidad y vigor expresados en porcentajes, se transformaron mediante la funcion
de arcoseno. Los datos se sometieron al analisis de varianza (ANOVA) y a la prueba de
comparacién de medias de Tukey al 5 % de probabilidad. Se realizaron pruebas de normalidad
(prueba de Shapiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas (prueba de Bartlett) con una
significancia de 0.05 %. Adicionalmente, se realizaron andlisis de regresion lineal multiple,
utilizando el programa estadistico de SAS® 9.2 (SAS Institute, 2009).
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4.3 Resultados

Se observaron patrones de coloracion contrastantes en los embriones de algodén (Figura 3), y
con base en la Tabla de Colores de Tejidos Vegetales de Munsell se les fueron asignados los
valores siguientes: 2.5 R 8/2 para coloracion inicial, 2.5 R 8/4 débil, 25 R 7/6 y 25 R 7/8
adecuada, 2.5 R 5/10 y 2.5 R 4/10 excesiva.

25R8/2 25R 8/4 25R7/6y7/8 25R5/10y 4/10

Figura 3. Patron de tincion de los embriones de algoddn en la prueba de viabilidad con
tetrazolio: a) coloracion inicial, b) deébil, ¢) adecuada y d) excesiva, de acuerdo con la Tabla
de Colores de Munsell (1977).

De acuerdo a los patrones de coloracion de TZ de los embriones obtenidos (Cuadro 1), se
observa que la reduccion de la concentracion de TZ afect6 la uniformizacion de la coloracion en
los embriones, siendo necesario esperar 20 horas para que las semillas en la concentracion de TZ
0.075 % adquirieran la tonalidad adecuada y 18 h para las soluciones de 0.10 y 0.50 %.

En las concentraciones 0.75 y 1.0 %, se requirieron 14 h para que los embriones registraran la
coloracion optima, mientras que, para las soluciones de TZ de 1.25y 1.50 %, fueron suficientes
ocho horas para llegar a la coloracion adecuada. Es importante mencionar, que al utilizar
concentraciones de TZ con 1.25 % y 1.50 % con tiempos de exposicion mayores a 12 horas,
hubo coloraciones de rojo intenso en los tejidos de los embriones, que impidieron identificar en
forma precisa los dafios, especialmente en las regiones vitales del embrion, por lo que no se

recomienda utilizar altas concentraciones de TZ.
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Estas observaciones ofrecen la posibilidad de utilizar diferentes concentraciones de TZ, tomando
en cuenta los tiempos de exposicion en la solucion, lo cual es una buena alternativa para los

trabajos de rutina que se realizan en los laboratorios de analisis de semillas.

Cuadro 1. Patrones de coloracion de las semillas de algodén G. lobatum, en funcién de la

concentracion y del tiempo de exposicion en la solucion de tetrazolio.

Concentracion Tiempo de exposicién
de TZ (%) (horas)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
0.075 Cl Cl CD CD CD CD CD CD CD CA
0.10 Cl CD CD CD CD CD CD CD CA CA
0.50 Cl CD CD CD CD CD CD CD CA CA
0.75 Cl CD CD CD CD CD CA CA CA CA
1.00 CD CD CD CD CD CD CA CA CA CE
1.25 CD CD CD CA CA CA CE CE CE CE
1.50 CD CD CD CA CA CA CE CE CE CE

ClI = coloracion inicial (2.5 R 8/2); CD = débil (2.5 R 8/4); CA = adecuada (2.5 R 7/6 y 2.5 R 7/8); CE = excesiva
(2.5 R 5/10y 2.5 R 4/10) de acuerdo, con la Tabla de Colores de Munsell (1977).

Por otra parte, la viabilidad y el vigor de los embriones de G. lobatum mostraron diferencias
significativas (P < 0.0001); ya que al utilizar concentraciones de TZ de 0.75 y 1.0 %, fueron
ligeramente superiores en 78.9 y 76.6 % respecto a la concentracion 0.075 %, que registré el
minimo porcentaje de embriones viables y vigorosos (Cuadro 2). También, cuando se utilizaron
las concentraciones de TZ al 0.10, 0.075 y 0.50 %, se obtuvieron embriones viables y con vigor
medio, registrando valores de 30.5, 29.5 y 17.4 %, respectivamente. Aunque, es importante
mencionar, que la coloracion fue rosa débil, pero con el tejido tefiido en su totalidad en los
embriones viables con vigor medio, mientras que en la concentracion 0.075 % hubo mayor

porcentaje de embriones no viables con 17.7 % (Cuadro 2).

En relacion con los tiempos de tincion de los embriones de G. lobatum, en las diferentes
concentraciones de TZ, también hubo diferencias significativas (P < 0.0001), ya que al sumergir
los embriones en la solucién de TZ por 14 a 20 horas, se registraron 63.7, 62.8, 60.2 y 60.8

unidades porcentuales de embriones viables y vigorosos, en comparacion con el tiempo de
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exposicion de dos horas, que registrd el menor porcentaje de embriones viables y vigorosos
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentaje de embriones viables y vigorosos, viables con vigor medio y no viables, a diferentes concentraciones y

tiempos de exposicidn de tetrazolio en Gossypium lobatum.

Variable Concentracion (%)
0.075 0.10 0.50 0.75 1.0 1.25 1.50 Media DMSH

Viables vigorosos (%) 46.1c 56.1b 70.6 a 789 a 76.6 a 75.5a 75.5a 68.2 5.71

Viables vigor medio (%) 29.5a 305a 174D 145bc 13.1bc 10.3 bc 9.1c 17.9 6.95

No viables (%) 17.7 a 6.6b 4.7b 1.7b 45hb 6.1b 6.1b 6.1 8.21

Tiempos de exposicion (horas)
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Media DMSH

Viables vigorosos (%) 239 f 393e 53.8 f 735¢ 75.8bc  79.2 abc 84.7 ab 84.1ab 86.7 a 87.6 a 68.2 7.39
Viables vigor medio (%) 66.2a 414b 29.4b 135¢cd 5.4 de 146¢ 6.4 cde 7.8 cde 21e 6.7 cde 17.9 8.99
No viables (%) 51ab 139a 4.8 ab 6.4 ab 12.3a 29b 54 ab 4.4 ab 5.8ab 21b 6.1 10.6

* Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey p < 0.05).
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Es importante mencionar que conforme iban transcurriendo las horas de tincion de los embriones
en las diferentes soluciones de TZ, el porcentaje de semillas de medio vigor fue disminuyendo,
mientras que el mayor porcentaje de semillas no viables se presenté a las 4 y 18 horas,

respectivamente (Cuadro 2).

Se hicieron regresiones lineales mdaltiples estimadas para la concentracion y tiempos de
exposicion en las soluciones de TZ (Cuadro 3). En ese contexto, el porcentaje de embriones
viables y vigorosos present6 una respuesta lineal multiple positiva y significativa (P < 0.0001) y
segun la ecuacién estimada, el porcentaje de embriones viables y vigorosos aumenta en 5.98 %
por cada unidad de concentracion (%) si se mantiene el tiempo fijo y aumenta el 3.58 % por cada
unidad de tiempo (h) de exposicion en las soluciones de tetrazolio probados en los embriones de
G. lobatum, lo anterior manteniendo la concentracion fija. Cabe mencionar, que hubo un buen

ajuste (R? = 0.77) del modelo regresion lineal multiple.

Cuadro 3. Ecuaciones de regresion lineal multiple estimadas en funcion de la concentracion
y tiempos de exposicién en las soluciones de tetrazolio, para viabilidad y vigor en embriones
de Gossypium lobatum.

Variable Ecuacion R? CcVv
Embriones viables y vigorosos (%) Y =7.254 +5.985CTZ + 3.589TT 0.77 17.18
Embriones viables (%) Y =72.271-4.782CTZ -3.096TT 0.64 28.8
Embriones no viables (%) Y =20.463 -1.467CTZ -0.456TT 0.10 28.5

CTZ = concentracion de tetrazolio en porcentaje; TT = tiempos de exposicion (horas); R?> = coeficiente de

determinacion; CV = coeficiente de variacion.

La ecuacion de regresion (Figura 4), para el porcentaje de embriones viables y vigorosos, explico
un incremento significativo en forma cuadratica por cada tiempo de exposicion y concentracion
de las soluciones de tetrazolio, lo que ocurrid, principalmente en las concentraciones de 0.075 a

0.75 % que registraron valores de 76.8 a 98.9 % en el periodo de 16 a 20 horas.
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Figura 4. Valores observados y predichos de la ecuacion de regresion lineal multiple para

embriones viables y vigorosos de Gossypium lobatum.

Para la concentracion de 1.0 %, 14 horas fueron suficientes para obtener embriones viables y
vigorosos, mientras que para las de 1.25 y 1.50 %, se requieren ocho horas de tincion para iniciar
la evaluacion de la viabilidad y el vigor en semillas de algodon silvestre (Figura 4). Es importante
mencionar, que las semillas, cuando estdn en contacto con altas concentraciones de TZ por
periodos mayores de 14 horas, se tifien con coloraciones rojo intenso en los tejidos de los
embriones, los cuales no permitieron identificar en forma precisa los dafios, especialmente en las

regiones vitales del embrion.

Por otra parte, el porcentaje de embriones viables con vigor medio, se ajusté a un modelo de
regresion lineal multiple y significativo (P < 0.0001) en el que la ecuacion estimada indica una
reduccion en 4.78 % por cada unidad de concentracion (%) si se mantiene fijo y disminuye el
3.09 % por unidad de tiempo de exposicion en el que los embriones se encuentren inmersos en
las soluciones de TZ (Cuadro 4). El analisis de regresion para el porcentaje de embriones no
viables, mostro respuesta lineal significativa (P < 0.0001), indicando una reduccion de 1.46 % de
semillas no viables por cada concentracion de TZ si se mantiene fijo y disminuye también en 0.45

% por cada hora de exposicion.
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4.4 Discusion

Distintos factores pueden interferir en una buena evaluacion de resultados en la prueba de TZ,
principalmente aquellos que se relacionan con la metodologia utilizada, como la concentracion de
la solucion de TZ, el periodo y temperatura de exposicion a la solucion y los criterios de

interpretacion (Gaspar-Oliveira et al., 2009).

Es importante por tanto, determinar adecuadamente los patrones de coloracion (Cuadro 1) en las
semillas tal y como se hizo en la especie G. lobatum, para la que se identificaron las diferentes
concentraciones de tincidn y los tiempos de exposicion que podrian aplicarse, para que cuando se
haga una prueba de TZ, los embriones de algoddn silvestre se evallen adecuadamente de acuerdo
con la coloracion que se obtenga; esto contribuye a una interpretacion segura y eficiente, ya que
constituye un factor de gran importancia para el éxito de la prueba de TZ.

Tomando en cuenta la intensidad de la coloracion obtenida, se observo que las concentraciones
de 0.075 % y 0.10 % no fueron adecuadas porque se requirié de un mayor tiempo de exposicion
de los embriones en la solucion de TZ, lo cual coincide con Faber et al. (2015) quienes reportaron
coloracion débil en las semillas de canola, independientemente del tiempo de coloracion y del

tipo de preparacion que se utilizo.

Cuando los embriones fueron expuestos a soluciones de 1.25 y 1.50 %, solo se requirieron de
ocho horas, ya que los tejidos estan vivos y vigorosos, adquirieron una coloracion uniforme. Lo
anterior indica que dichos tejidos al entrar en contacto con el cloruro de tetrazolio reaccionan con
el H* que es el producto de la respiracion celular, facilitando una coloracion rapida y uniforme de
color rosa; por esta razon, la prueba de tetrazolio ha sido considerada también como un método
colorimétrico confiable (Gaspar—Oliveira et al., 2010) ya que indica la presencia de enzimas

funcionales, como la peroxidasa, esterasa y deshidrogenasa (Iborra et al., 1992).
Al comparar los resultados de tincion de los embriones de G. lobatum usando el patron propuesto

por Cervi y Mendonca (2009) en semillas de G. hirsutum, se observé que en la solucion de TZ al
0.075 % y 150 minutos de tiempo de exposicién, no se obtuvo la coloracion Optima para los
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embriones de la especie G. lobatum. Estos resultados podrian quizas ser explicados en primer
lugar, en funcién a la especie usada en este estudio, pues es diferente a la que Cervi y Mendonca
(2009) utilizaron en su investigacion; en segundo, al método de preparacion de las semillas y; en

tercero, a las caracteristicas de permeabilidad del embrion.

Por otra parte, las Reglas Internacionales para el Analisis de Semillas de la ISTA (ISTA, 2013)
recomiendan como regla general para semillas de Gossypium spp., usar la concentracion al 1.0 %
por 18 horas. Grabe (1976) sugiere utilizar la solucién de TZ al 1.0 % cuando no se disecta el
embrién antes de la coloracion y el 0.1 % se debe aplicar en semillas en las que el embrion es

disectado antes de sumergirlo en la solucion de TZ.

Algunos autores han reportado resultados de viabilidad con TZ en semillas de diferentes cultivos
y recomiendan concentraciones menores, por ejemplo, 0.075 % en semillas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) y algoddn (G. hirsutum) (Santos et al., 2007; Cervi y Mendonca,
2009), 0.15 % en leucaena (Leucaena leucocephala (Lam.)) (Costa y Santos, 2010), 0.10 % en
papaya (Carica papaya L.) (Carvalho et al., 2018), 0.50 % en canola (Brassica napus L.) (Faber
et al., 2015) y 0.25 % en polen de berenjena (Solanum melongena L.) (Araméndiz-Tatis et al.,
2013), comparado con el 1 % recomendado por la ISTA pero sin afectar la precision de los

resultados (Lamarca y Barbedo, 2014).

De acuerdo con lo observado en las estructuras del embrion, con soluciones de TZ 0.075 %, a las
20 horas los embriones de G. lobatum, estas presentaron un color rosado tenue, situacion que
quizas pudo deberse, a la baja tasa respiratoria de las células embrionarias o bien, a que los
embriones no reaccionaron con esa concentracion de TZ tan reducida. Estos resultados no
concuerdan con Cervi y Mendonca (2009) quienes reportaron gue con esa misma concentracion
de TZ a 40 °C y por un periodo de 150 minutos, es adecuado evaluar la viabilidad en semillas de

G. hirsutum.
Por otra parte, las concentraciones de TZ de 0.10 y 0.50 % permitieron obtener a las 18 horas,

una coloracién rosa fuerte brillante en el eje embrionario y en los cotiledones, lo que permitié

observar mejor las estructuras del embrion al reducir la cantidad del reactivo en la preparacion de
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la solucion (Franca-Neto et al., 1998), lo que al mismo tiempo significa que esas dos

concentraciones podrian representar un menor gasto en la solucion del cloruro de tetrazolio.

En los diferentes tratamientos de concentracion de TZ y tiempos evaluados, se observd una
coloracion mas uniforme y no hubo dificultad para valorar los embriones de algodén, cuando se
sumergieron en soluciones de TZ a 0.75 y 1.0 % durante 14 horas; ya que las areas del eje
hipocotilo-radicula y la region de insercion de los cotiledones se tifieron de un color rosa
brillante, mientras que los tejidos muertos o deteriorados presentaron un color blanco lechoso.
Contrario a lo anterior, Costa y Santos (2010) observaron en semillas de leucaena (Leucaena
leucocephala (Lam.)) de Wit.), que al utilizar una concentracién de TZ al 1.0 %, los tejidos se

colorearon de un rojo intenso lo cual dificulto la evaluacion de las semillas.

En cuanto a las concentraciones de 1.25 y 1.50 %, se observd que cuando los embriones se
sumergieron en el TZ por 8 a 14 horas, se tuvieron coloraciones adecuadas en los tejidos vitales
del embridn, pero a las 16 horas, se produjo una coloracion rojo carmin intenso en los embriones
dificultando la interpretacion de la prueba; por lo tanto, esas concentraciones y tiempos de
exposicion a partir de 16 horas y hasta las 20 horas, fueron excluidas de este documento
coincidiendo con Faber et al. (2015) en semillas de canola, al ser expuestas a tiempos mayores de
12 horas, pues presentaron pigmentacion excesiva y no fue posible evaluar adecuadamente el

dafo ocasionado en la region del eje embrionario.

Bhering et al. (2005) mencionan que el uso de altas concentraciones de cloruro de tetrazolio,
afectan la coloracion roja normal, conduciendo a evaluaciones imprecisas, en razon de que es
dificil evaluar mediante TZ, asi como la presencia de los dafios, especialmente en las regiones
vitales del embrién debido a la poca actividad que registran las enzimas deshidrogenasas.
Asimismo, Silva et al. (2013) en embriones de girasol observaron, que dependiendo de la
combinacion de tiempo y concentracion de la solucion de TZ, hay menos precision para

distinguir la coloracion de los tejidos.
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4.5 Conclusiones

El tiempo de evaluacion de la prueba de tetrazolio para estimar la viabilidad en semillas de
Gossypium lobatum, se puede reducir significativamente utilizando concentraciones de 0.75a 1.0
% durante 14 horas de exposicion, en contraste al recomendado por el ISTA. Las concentraciones
de 1.25y 1.50 % con un periodo mayor a 12 horas, no fueron las mas adecuadas para evaluar los
tejidos vitales del embrion, ya que dificulta la interpretacion de la prueba de tetrazolio. La
ecuacion de regresion lineal maltiple explico un incremento lineal significativo en el porcentaje
de embriones viables y vigorosos, por cada concentracion de solucién de tetrazolio y tiempos de
exposicion. Con la concentracion y tiempos recomendados, la prueba de tetrazolio pudo
diferenciar las semillas viables y vigorosas de Gossypium lobatum, con base en el patrén

observado y en la intensidad de la coloracion.
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Resumen

Este trabajo se realizo con el propdsito de evaluar el efecto de diferentes materiales utilizados
como sustratos en las pruebas de germinacion estandar. Se utilizaron semillas de la especie
Gossypium hirsutum L., y 14 diferentes tipos sustratos que fueron analizados por sus caracteres
fisicos y quimicos. La calidad fisioldgica se analiz6 mediante la prueba de germinacion estandar
conforme a las normas de la ISTA. El disefio experimental utilizado fue completamente al azar
con seis repeticiones. Hubo diferencias significativas en todas las variables fisicas y quimicas en
los diferentes sustratos y también, en las variables derivadas de la prueba de germinacion
estandar. Se realizaron anélisis de varianza y en su caso, comparaciones multiples de medias a
posteriori; asi como un analisis multivariado de comparacién de vectores de medias;
considerando las 13 variables evaluadas, los sustratos fueron significativamente diferentes. La
Toalla de Cocina, Versa Pak y Servilleta Kleenex y Toalla de Cocina Kleenex fueron los mejores
sustratos, por lo que se recomienda su uso para las pruebas de germinacién de semillas de

algodon.

Palabras clave: caracteristicas fisicas, quimicas, prueba de germinacion estandar, estadistica

multivariada.

99


mailto:tovar.rosario@inifap.gob.mx

Abstract

Este trabajo se realiz6 con el propdsito de evaluar el efecto de diferentes materiales utilizados
como sustratos en las pruebas de germinacion estandar. Se utilizaron semillas de la especie
Gossypium hirsutum L., y 14 diferentes tipos sustratos que fueron analizados por sus caracteres
fisicos y quimicos. La calidad fisioldgica se analizé mediante la prueba de germinacién estandar
conforme a las normas de la ISTA. EIl disefio experimental utilizado fue completamente al azar
con seis repeticiones. Hubo diferencias significativas en todas las variables fisicas y quimicas en
los diferentes sustratos y también, en las variables derivadas de la prueba de germinacién
estandar. Se realizaron analisis de varianza y en su caso, comparaciones multiples de medias a
posteriori; asi como un analisis multivariado de comparacion de vectores de medias;
considerando las 13 variables evaluadas, los sustratos fueron significativamente diferentes. La
Toalla de Cocina, Versa Pak y Servilleta Kleenex y Toalla de Cocina Kleenex fueron los mejores
sustratos, por lo que se recomienda su uso para las pruebas de germinacion de semillas de

algodon.

Palabras clave: caracteristicas fisicas, quimicas, prueba de germinacién estdndar, estadistica

multivariada.

5.1 Introduccién

El algoddn cultivado (Gossypium hirsutum L.) pertenece a la familia Malvaceae (Ulloa et al.,
2007), es nativo de México y crecen también, 11 de las 13 especies silvestres diploides reportadas
del genoma D (Ulloa, 2014; Wendel y Grover, 2015). Las especies de Gossypium se propagan
por medio de semillas y se clasifican como ortodoxas. Las semillas se pueden conservar a largo
plazo sin perder su viabilidad en los bancos de germoplasma siempre y cuando, contengan bajos
contenidos de humedad (6%), condiciones controladas de temperatura (-20 °C) y humedad
relativa (15%) (Campbell et al., 2010).

Los procedimientos para las pruebas de germinacion estandar de las diferentes especies silvestres,

no estan registradas en las Reglas Internacionales para el Andlisis de Semillas-ISTA (ISTA
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Rules; ISTA 2013); las cuales incluyen, recomendaciones de temperatura, luz, humedad, tipo de

sustratos, criterios de evaluacion de las plantulas, entre otras.

De acuerdo a las Reglas ISTA (ISTA, 2013), los sustratos recomendados para la evaluacion de la
germinacion en el laboratorio son: papel, arena y medios de crecimiento organico. El sustrato
papel incluye: papel secante de germinacion, toalla de papel, papel de filtro, relleno de papel de
celulosa corrugado, algodon, musgo de turba, aserrin, mica, pruebas en discos Petri (USDA,

1965), papel kimpak, tela, entre otros (Moreno, 1996).

En México, los tipos de sustrato que se utilizan para las pruebas de germinacion son de
importacion, lo cual representa mayores inversiones y costos de produccion elevados. Se
recomienda, que para elegir un material como sustrato de germinacién de semillas, se deben
considerar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas (Crespo et al., 2012) como la
composicion, textura del papel, espesor, ausencia de sustancias toxicas, (Moreno, 1996; Oliveira
y Hernandez, 2008), aireacion, capacidad de retencion de agua, absorcion capilar, buen drenaje y
bajo peso humedo por volumen, pH, conductividad eléctrica y ausencia de patogenos (Popinigis,
1985; Moreno, 1996; Cabrera, 1999; Oliveira y Hernandez, 2008; Dutra et al., 2012) ya que todas
estas caracteristicas influyen en la disponibilidad de agua, oxigeno, luz y nutrientes durante la
germinacién (Lima et al., 2010; Weitbrecht et al., 2011; Silva et al., 2014).

Para el caso de las semillas, el pH y la conductividad eléctrica son dos caracteristicas quimicas
que juegan un papel relevante en la germinacion ya que, si no estan en el rango 6ptimo, impiden
una buena conduccién de las pruebas de germinacion. En semillas de maiz se ha observado que el
pH origina cambios en las estructuras de las proteinas y en la actividad enzimatica, mientras que
la conductividad eléctrica afecta la integridad de la membrana celular con la pérdida de solutos
citoplasmaticos relacionado con las propiedades electroliticas, causando con ello, un rapido
deterioro de las semillas (Vitoria y Méndez, 2007). Torres et al., (2017) mencionan que el pH es
muy importante y debe estar en el rango optimo (5.4 a 6.2) ya que afecta el crecimiento y la
cantidad de nutrientes disponibles a las plantulas y por ende, a la conductividad eléctrica de las

sales disueltas en los sustratos.
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Se han realizado algunos estudios con el objetivo de evaluar diferentes sustratos papel, y se han
obtenido respuestas favorables en el potencial germinativo de semillas de café (Guevara et al.,
1997), sandalo rojo (Fanti y Perez, 1999), maiz (Rincon-Enriquez y Lopez-Herrera, 2000), pitaya

(Andrade et al., 2008), por mencionar algunos.

Silva et al., (2012) al evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas de tres sustratos (papel Valot,
papel estraza y arena) en relacion con la germinacion en semillas de algodon (Gossypium
hirsutum L.), no encontraron diferencias significativas en conductividad eléctrica, pH,
fitotoxicidad y potencial germinativo en esos sustratos mientras, que para la capacidad de

retencion de agua si hubo.

Sin embargo, existe limitada informacion respecto a la influencia que tienen las caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas de los diferentes tipos de papel que pueden ser utilizados como
sustratos en la germinacion de las semillas en especies de algodén nativo de México. Por lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar diferentes tipos de papel (nacionales y
extranjeros) con potencial para ser usados como sustratos en la germinacion estandar en semillas

de algoddn semidomesticado (Gossypium hirsutum L.).

6.2 Materiales y métodos

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Bioquimica de Forrajes, Campo
Experimental Valle de México adscrito al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (CEVAMEX-INIFAP). Se utilizaron semillas de algodon semidomesticado
(Gossypium hirsutum L.) desfibradas manualmente y recolectadas en el afio 2015. EIl disefio de

tratamientos utilizado fue completamente al azar con doce repeticiones.

Sustratos. Se utilizaron catorce sustratos diferentes: 1) Papel filtro Grado 541 (Whatman®), 2)
Papel Versa Pak (también conocido como Seedburo® K-24), 3) Papel Blotter (Seedburo®), 4)
Toalla Interdoblada color Blanco (Kimberly-Clark®), 5) Toalla Interdoblada color Melon
(Kimberly-Clark®), 6) Toalla Interdoblada color Café (Mocambo®), 7) Servitoalla color Blanco
(Kleenex Jumbo®; Kimberly-Clark®), 8) Papel Estraza Blanco, 9) Papel Estraza Rosado, 10)
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Papel Kraft, 11) Papel Periddico (La Jornada®), 12) Toalla Interdoblada color Blanco (Pacific
Blue®) 13) Servilleta Blanca Kleenex (Servilletas Kleenex® Brand de Lujo), 14) Servitoalla color
Blanco (Kleenex Duramax®; Kimberly-Clark®); de cada uno de estos sustratos, se tomaron
muestras de papel de un area de 127.69 cm? mismas que se caracterizaron desde el punto de vista

fisico y quimico.

Caracterizacion fisica

Gramaje (GRAM). Tomando como referencia el método: ISO 536-2011 se seleccionaron doce
muestras de papel con un area de 127.69 cm? mismas que fueron pesadas cada una en una
balanza de precision con un margen de error del 0.5 % para posteriormente, determinar el
gramaje segun la féormula que sugiere el método: G = (PM / A) * 10,000. Dénde: PM es el peso

de la muestraen g y A es el area de la muestra en cm?,

Espesor (ES). Se empled la metodologia sugerida 1SO-534-2011 para determinar el espesor en
papel; para ello, se realizd colocando cada muestra de papel sustrato dentro del instrumento
llamado micrometro o calibrador (Marca Mituyoto®) con el cual, se fueron realizando las

mediciones y se registraron en milimetros.

Capacidad de Retencién de Agua (CRA). En esta variable se utiliz6 la Norma Técnica 1SO
11275-1998 y de acuerdo a la metodologia se pesaron doce muestras de cada sustrato y se
colocaron en la superficie de una base de madera con malla de plastico que se encontraban dentro
de las cajas germinadoras. Se afiadieron 50 mL agua hasta que los sustratos alcanzaron el punto
de saturacion; posteriormente se cubrieron con la tapa de la caja para evitar la evaporacién. El
exceso de agua se filtro a través de la malla de plastico, se dejaron trascurrir las 12 horas para
pesar dichas muestras despues de sumergidas en agua, luego se secaron en una estufa a 80 °C
durante 24 h y se pesaron de nuevo. Con los datos obtenidos antes y después de sumergir en agua
los sustratos, se calcularon: la cantidad de agua presente en el sustrato antes de su saturacion, el
peso seco del sustrato utilizado, la cantidad de agua presente cuando el sustrato estuvo a
capacidad de campo y la maxima cantidad de agua retenida en los sustratos en base al porcentaje

de su peso seco.
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Absorcion capilar (AC). Para llevar a cabo en forma correcta la determinacion de la AC se utilizo
el método de Kleemm el cual se encuentra descrito en el ISO 8787-1986 y NMX-097-SCFI-
2008. Para ello, se cortaron, en forma paralela a la fibra del papel, doce repeticiones de tiras de
papel de 10 mm de ancho cada una, y doce en sentido transversal. Se introdujeron 2.0 cm de las
tiras de papel en agua destilada. Después de dos minutos, se midid con una aproximacion de 0.1
cm, la altura de ascension del agua. Se calculo la media de las doce repeticiones cortadas en

sentido paralelo y transversal y de estas se tomaron los datos como resultado de la prueba.

Caracterizacion quimica
pH. Se determind de acuerdo al método 1SO 10390-1994 (La calidad del suelo—Determinacion
del pH) el cual, consistié en medir con un potenciometro (marca Hanna®) el pH en la superficie

del papel previamente humedecido con agua destilada con pH de 7.0 (1SO 10390-1994).

Conductividad eléctrica (CE). Se utiliz6 el método ISO 11265-1994, mezclando en un recipiente,
10 g de cada sustrato con 100 ml del agua a 20 °C. Posteriormente, se agité por 30 minutos, antes
de obtener el soluto, pasando la mezcla a traves de un papel filtro. La conductividad del soluto se
midid, utilizando un medidor de conductividad previamente calibrado (marca Hanna®), mojando

la célula de inmersiédn. Los datos se expresaron en MiliSiemens por metro.

Contenido de Cenizas (CEN). Se determiné mediante el método ISO 2144-2015 por calcinacién
en mufla. Este dato se obtuvo por diferencia de pesaje entre el residuo de calcinacion obtenido
con una mufla a 900 °C en crisol de porcelana y la muestra de un gramo de papel seco, segin la
férmula: CEN = (G1 / G) * 100, Donde: G es el peso inicial de la muestra seca en gy, G1 es el

peso del residuo de calcinacion en gramos.

Prueba de germinacion

La prueba de germinacién se llevo a cabo de acuerdo a lo establecido por el ISTA (2013), con
algunas modificaciones, utilizando el método “sobre papel”. Para ello se emplearon cajas
germinadoras de plastico especiales para germinacion cuyas dimensiones fueron: 4 5/8” (largo) x
4 5/8” (ancho) x 1 1/8” (alto) colocando dentro de ellas los diferentes tipos de sustratos
previamente humedecidos con agua destilada y sobre ellos, se colocaron seis repeticiones de 25
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semillas distribuidas en cinco columnas o hileras; posteriormente se cubrieron con la tapa de la
caja y se acomodaron en una camara germinadora a una temperatura de 25 °C durante doce dias.
Las variables evaluadas fueron: primer conteo de germinacion en porcentaje (PCG), porcentaje

de germinacién total (PGT) (ISTA, 2013) y porcentaje de semillas infestadas (PSI).

Las plantulas normales se midieron utilizando una regla graduada en centimetros para determinar
la longitud de plantula total (desde el apice de la raiz principal hasta la insercion de la primera
hoja). Los datos se expresaron en centimetros. El peso de la materia seca de plantulas se
determind después de secar las plantulas normales en bolsas de papel Kraft en un horno de aire

forzado a 72°C durante 72 h. Los datos se expresaron en gramos.

Antes de iniciar los analisis de las variables se verificaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, asi como, la multicolinealidad. Los datos que no presentaron
normalidad en los residuales fueron transformados con la funcién arcoseno VX/100.
Posteriormente, se realiz6 el analisis multivariado de comparacion de vectores de medias y el
ajuste de Bonferroni a = 0.05 (SAS, 2000). También, se calculd, la magnitud del vector
utilizando la informacién de las variables de respuesta en cada papel sustrato. Adicionalmente, se
realiz6 un andlisis discriminante candnico para identificar diferencias entre sustratos y entender
las relaciones de las variables medidas dentro de los grupos. Para el caso de la variable PSI se

aplicaron comparaciones multiples de medias a posteriori, aplicando la correccion de Bonferroni.

5.3 Resultados

Se observaron diferencias significativas (P < 0.0001), en el analisis de varianza multivariada para
todas las variables evaluadas en los diferentes papeles sustratos lo cual fue reforzado, a través de
los criterios de las pruebas de Pillai, Hotelling y Wilks y que se muestran en el Cuadro 1. Por lo
anterior, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que al menos un vector de medias difiere
significativamente de los demas. Cabe sefialar que de acuerdo al analisis de Bonferroni, el

porcentaje de semillas infestadas de algodon también, fue significativo (P < 0.0001).
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Cuadro 1. Pruebas de significancia multivariable®.

Nombre de la prueba Valor F aproximada GL para la Significancia de
hipétesis F
Pillai 6.963 16.38 156.0 <0.0001
Hotelling 1279.51 1159.31 156.0 <0.0001
Wilks 0.000 146.20 156.0 <0.0001
Roy 849.20

S =12, M= 0.0, N= 70.5. Estos son parametros de la distribucion, donde S es el nimero de valores propios en la

matriz de varianzas y covarianzas, mientras que M = (|g-u|-1)/2 y N = (N-R-U-1)/2.

Como resultado de la comparaciéon de vectores de medias con ajuste de Bonferroni y de la
magnitud del vector, se registr6 que al menos seis papeles sustratos fueron significativamente
diferentes (P < 0.0001) en donde, la Toalla de Cocina Jumbo Kleenex, Versa Pak, Servilleta
Kleenex, Toalla de Cocina Kleenex, Sanita Pacific y Sanita Blanca fueron los sustratos con mejor
respuesta (Cuadro 2). Estos sustratos se caracterizaron por presentar mayor gramaje (35.10 a
393.40 g), espesor (0.11 a 1.30 mm), pH (6.9 a 7.0), conductividad eléctrica (8.10 a 22.4 mS/m),
porcentaje de cenizas totales (0.08 a 5.30 %), PCG (35.80 a 74.80 %), PGT (62.30 a 84.50 %),
LPT (6.48 a 12.34 cm), PSPT (0.22 a 1.54 g) e IVG (13.46 a 132.87) variables, que influyeron
considerablemente en el peso total de la magnitud del vector (Cuadro 2).

Referente a la Capacidad de Retencion de Agua y Absorcion Capilar (Figura 1) se observo que
los sustratos Toalla de Cocina, Versa Pak y Servilleta Kleenex fueron significativamente
superiores (P < 0.0001) en 81.6, 78.3 'y 77.7 % con respecto, al papel Kraft que presentd la menor
Capacidad de Retencion de Agua. Asimismo, se observo también, que para la Absorcion Capilar
(Figura 1), los sustratos Versa Pak, Sanita Pacific, Toalla de Cocina y Servilleta Kleenex fueron
los sobresalientes ya que presentaron 96.2, 95.0 y 94.9 % mas de absorcion capilar que el papel

sustrato Kraft que fue el de menor valor.
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Figura 1. Capacidad de retencion de agua (%) y absorcion capilar (mm) evaluados en los

diferentes sustratos para germinacion.

Es importante mencionar, que para el caso del sustrato papel Estraza Rosado este resultd, en
todos los parametros fisicos y quimicos, con caracteristicas de menor calidad, por ejemplo, en
conductividad eléctrica tuvo 45 mS/m (Cuadro 2) y conforme, a las especificaciones estipuladas
por la Asociacion Internacional de Pruebas de Semillas (ISTA) respecto al uso de los sustratos, el
papel Estraza Rosado no cumpliria con los estandares de conductividad eléctrica el cual debe ser

menor de 40 miliSiemens.
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Cuadro 2. Analisis Multivariado de comparacion de vectores de medias con ajuste de Bonferroni y la magnitud del vector para

12 variables evaluadas en los diferentes papeles sustratos.

GRAM ES CRA AC CE CEN PGC PG LPT PSPT IVG Magnitud
Sustratos Literal pH
(0)] (cm) (%) (%) (mS/m) (%) (%) (%) (cm) (cm) del vector
Toalla de Cocina a 38.70 0.11 1009.20 50.60 6.90 2240 120 58.80 79.70 12.34 117 95.21 1021
Versa Pak b 39340 130 854.90 69.50 7.00 11.70 3.90 74.80 8450 9.24 1.54 132.87 960
Servilleta Kleenex c 3510 0.14 83290 5030 7.00 810 0.33 40.80 70.80 6.48 0.28 20.52 839
Toalla de Cocina Kleenex d 60.10 0.24  801.70 49.50 6.90 440 0.08 3580 6330 4.21 0.21 13.46 809
Sanita Pacific e 3950 0.12 77030 5340 720 9.80 0.65 45.00 6250 6.63 0.22 1361 777
Sanita Blanca f 75.30 0.12 718.30 44.20 700 2460 530 69.70 77.20 8.59 1.32 104.51 739
Sanita Melén g 36.60 0.08 557.90 22.10 6.80 2530 4.40 64.70 84.30 7.83 1.34 113.98 581
Blotter h 39490 0.17 25350 2630 690 7.70 0.36 78.20 80.50 7.58 154 124.78 499
Sanita Café i 39.20 0.07 43590 1250 6.80 2350 3.80 55.80 84.20 11.64 1.24 105.26 462
Estraza Blanco i 4720 0.06 356.70 8.30 7.00 2370 11.80 64.70 81.30 10.77 1.07 88.29 386
Estraza Rosado k 60.30 0.09 30640 1590 680 4570 7.50 61.30 76.20 1157 113 86.85 342
Periodico | 46.90 0.06  256.60 5.60 6.90 19.70 12.00 59.50 79.30 11.55 0.94 75.80 290
Filtro m 73.50 0.15 224.00 43.20 6.90 8.10 0.05 7550 78.80 9.97 0.83 67.63 272
Kraft n 99.90 0.14 18550 2.70 7.00 3500 240 64.00 76.50 10.36 1.20 93.77 254

* GRAM = gramaje; ES = espesor; CRA = capacidad de retencion de agua (%); AC = absorcion Capilar (mm); pH = potencial hidrégeno, CE = conductividad eléctrica; CEN =
porcentaje de cenizas; PCG = primer conteo de germinacion; PGT = germinacion final en porcentaje; LPT = longitud de plantula total; PSPT = Peso seco de plantula total; IVG =

indice de vigor de germinacion. Ajuste de Bonferroni. (a = 0.05 %).
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Por otra parte, de acuerdo al andlisis de Bonferroni, se registré que los sustratos Kraft, Toalla de
Cocina y Estraza Rosado presentaron porcentajes de semillas infestadas de 11.3, 9.79 y 7.56 %,
mientras que los menores valores de porcentaje de semillas infestadas se obtuvieron en los

papeles sustratos Filtro y Versa Pak con 2.22 y 0.92 % (Figura 2).
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Figura 2. Evaluacién del porcentaje de semillas infestadas de algoddén en los diferentes

papeles sustratos.

Por otra parte, tomando en cuenta el analisis discriminante canénico (CANDISC) (Cuadro 3), se
observo que las dos primeras variables canonicas (CAN1 y CAN2) resultaron significativas y
ambas, explicaron el 91.04 % de la varianza total existente entre los sustratos, misma que se

obtuvo con la medicion de las 11 variables.

La primera variable canonica (CAN1) explico 66.35 % de la variabilidad total; dentro de la
CANL las variables que describen esa variacion fueron: espesor, capacidad de retencidn del
agua, absorcion capilar y cenizas. La segunda variable canonica (CAN2), explica 24.69 % vy las
variables que describen esta variacion dentro de esta CAN2 son: espesor, capacidad de retencion

del agua, absorcion capilar, cenizas, conductividad eléctrica y peso seco de plantula.



Cuadro 3. Proporcion de la varianza explicada, acumulada, probabilidad y coeficientes

canonicos estandarizados para las dos primeras variables canonicas.

Variables CAN1 CAN2
Gramaje 0.283 0.09
Espesor 22.15 -10.65
Capacidad de retencion del agua 1.22 3.68
Absorcién capilar 6.08 6.20
pH 0.15 -0.03
Conductividad eléctrica -0.07 -0.77
Cenizas -2.68 -9.77
Porcentaje de germinacion total 0.04 -0.004
Porcentaje de semillas infestadas 0.09 0.008
Longitud de plantula total -0.26 0.008
Peso seco de plantula total 0.17 -0.472
Proporcién de la varianza explicada 66.35 24.69
Proporcion de la varianza acumulada 66.35 91.04
Valor de probabilidad <0.0001 < 0.0001

La dispersion de los papeles sustratos se muestran en el diagrama bidimensional (Figura 3) en un
plano formado por las variables CAN1 y CAN2 con el objetivo, de determinar los diferentes

grupos con caracteristicas similares.
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Figura 3. Distribucion de los papeles sustratos en funcion de las variables canonicas CAN1

y CANZ.

Con base en las variables candnicas CAN1 y CAN2 se puede observar que el Cuadrante | esta

conformado por los sustratos: Toalla de Cocina Jumbo, Sanita Pacific, Servilleta Kleenex y
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Toalla de Cocina Kleenex los cuales, se diferenciaron del resto de los sustratos esto por presentar
mayor espesor, capacidad de retencion de agua y absorcion capilar que son los caracteres fisicos
que influyeron para que dichos sustratos fueran los mas sobresalientes en la germinacion,
desarrollo y acumulacién de materia seca de las plantulas de algodon. Estos papeles sustratos
fueron elaborados en México y Colombia.

El cuadrante Il muestra un contraste interesante en donde, los sustratos Filtro, Blotter y Sanita
Blanca tuvieron mayor espesor, capacidad de retencion de agua, absorcién capilar, pero con
menor espesor, conductividad eléctrica y porcentaje de cenizas; caracteristicas que les
permitieron ubicarse como los de mejor respuesta en la variable CAN2. Es importante mencionar

que los sustratos fueron elaborados en Alemania, estados Unidos y México.

El Cuadrante Ill esta conformado por el sustrato Versa Pak el cual se encuentra solo en este
cuadrante. En la Figura 3, se muestra la ubicacion del Versa Pak como el sustrato con mayor
espesor, buen gramaje, buena capacidad de retencién de agua y absorcion capilar, pero con
menores porcentajes de cenizas totales y conductividad eléctrica. Ademas, dicho sustrato,
permitié que las semillas de la especie de algodon semidomesticado expresaran altos porcentajes

de germinacién. Este material es de origen estadounidense.

En el Cuadrante IV, se ubicaron los papeles sustratos Sanita Meldn, Sanita Café, Estraza Blanco,
Estraza Rosado y Kraft. Este grupo es contrastante, porque presentaron los menores valores en
los caracteres fisicos y quimicos los cuales, influyeron en forma negativa para que dichos
sustratos, fueran poco eficientes en la germinacion de las semillas, en el desarrollo y en el peso

de materia seca de las plantulas de algodon. Estos materiales fueron elaborados en México.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los diferentes papeles sustratos analizados en este
estudio se pueden diferenciar principalmente por su espesor que es una de las propiedades
fisicas, que puede afectar o bien influir en la capacidad del sustrato para retener y absorber agua,
aunque de hecho influyen también en caracteristicas quimicas como la conductividad eléctrica y

porcentaje de cenizas. Todas esas caracteristicas se correlacionaron entre si y en conjunto,
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permitieron al sustrato proveer humedad y aireacién adecuada, ser sostén de las semillas durante

la germinacién y proveer de minerales para su desarrollo de la plantula.

Por lo anterior, el andlisis discriminante candnico, cumplié con el objetivo de identificar los
caracteres fisicos, quimicos y fisiolégicos que mejor describieron la variabilidad entre los

papeles sustratos (Cuadro 3; Figura 2).

5.4 Discusion

Para el desarrollo y crecimiento de las plantulas, el sustrato empleado es un factor fundamental.
En la actualidad existen una gran cantidad de papeles sustratos que pueden ser utilizados en las
pruebas de germinacion estandar y su eleccion dependera de la especie a evaluar, el costo, la
disponibilidad y sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del sustrato los cuales

permitirdn, que haya una excelente germinacion y un buen desarrollo de plantulas.

En ese contexto, las caracteristicas fisicas evaluadas como Gramaje, Espesor, Capacidad de
Retencion de Agua y Absorcion de Capilaridad, permitieron diferenciar sustancialmente entre los
diferentes sustratos en donde, la Toalla de Cocina Jumbo Kleenex, Versa Pak, Servilleta
Kleenex, Toalla de Cocina Kleenex, Sanita Pacific y Sanita Blanca fueron los sobresalientes en
este estudio. Rincon-Enriquez y Lépez-Herrera (2000) indican que las caracteristicas fisicas de
cada papel utilizado como sustrato, tales como capacidad de retencién de humedad, porosidad,
textura (Moreno, 1996) y, quimicas como el pH entre otros, son de mucha importancia
(Popinigis, 1985) ya que puede dar por resultado, plantulas con un mayor desarrollo y
crecimiento sano, vigoroso y con mayor capacidad para la acumulacion de materia seca
(Thomson, 1979).

Al evaluar las caracteristicas quimicas de pH y conductividad eléctrica, se determind que todos
los sustratos se encontraban en el rango éptimo de los valores de pH establecidos por la ISTA,
que indican valores entre 6.0 y 7.5, mientras que para la conductividad eléctrica sélo el sustrato
Estraza Rosado (45 mS/m) no se encontraba en el valor establecido para esta caracteristica que

es de < 40 millisiems por metro (ISTA, 2013). Parés et al. (2008) mencionan que el pH y la
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conductividad eléctrica son dos caracteres quimicos muy importantes y que deben ser tomados
en cuenta, cuando se elija un sustrato pues, podrian afectar negativamente la germinacién y/o la

capacidad de emergencia de las plantulas.

Silva et al. (2012) mencionan que tanto el pH (7.85 a 8.60) como la conductividad eléctrica (0.36
a 0.46 dS.m?) evaluados en su estudio de germinacion en semillas de algodon con diferentes
sustratos, estuvieron debajo del umbral de susceptibilidad reportado para el cultivo de algodon
también; asimismo, Khah y Passam (1994) tampoco encontraron asociaciones entre el pH y la

germinacion en semillas de algodon cv. Zeta-2.

En la evaluacion de la calidad fisioldgica en laboratorio mediante la prueba de germinacion
estandar, se observo que la Toalla de Cocina Jumbo Kleenex, Versa Pak, Servilleta Kleenex,
Toalla de Cocina Kleenex, Sanita Pacific y Sanita Blanca fueron los sustratos mas adecuados
para obtener una buena germinacién en semillas de algoddn, ya que toda el agua absorbida a
través de la capilaridad fue retenida por los sustratos y esta, estuvo disponible desde el inicio
para la semilla en cualquier momento y cantidad, a medida que fue requerida en la germinacion y

desarrollo de las plantulas de algodon.

Valencia-Diaz y Montafia (2003) mencionan, que la variacion de humedad en el sustrato es un
factor importante en la germinacion. Este caso se presentd, en los sustratos Filtro, Toalla Sanita
Melén y Blotter, que se humedecieron constantemente durante el periodo que dur6 la prueba de
germinacion estandar y, por ende, registraron bajos porcentajes de germinacién. Baskin y Baskin
(2001) refieren, que los sustratos con baja retencion de agua presentan ciclos de deshidratacién e
hidratacion, los cuales afectan el proceso de germinacion ya que, al hidratarse, se reactivan
diversas enzimas y también la sintesis de otras que van a desplegar las sustancias de reserva,

mismas que son esenciales para reiniciar el crecimiento del embrion (Peske y Peske, 2011).

Por otra parte, los sustratos Toalla Sanita Melon, Blotter y Papel Filtro resultaron con mayor
porcentaje de semillas infestadas, lo cual probablemente se debid, a que las semillas presentaron
un periodo de susceptibilidad (alta humedad en el sustrato), el cual coincidié con un bajo

contenido de taninos y terpenoides, en el hipdcotilo asi como en los tejidos de la raiz, ya que
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esos dos compuestos le confieren a la plantula de algodén mayor resistencia al ataque de
patdgenos durante la germinacion (Vida Rural, 2000). Por lo anterior, se recomienda poner
especial atencion a los procedimientos de limpieza de semillas y a los sustratos antes de
establecer una prueba de germinacion, para evitar la proliferacion de microorganismos (De
Almeida et al., 2009).

Con la finalidad de estimar de manera rapida y precisa cuales fueron los mejores sustratos con
base en sus caracteres fisicos y quimicos y su respuesta en la germinacion y el vigor en semillas
de algod6n semidomesticado se empled para ello, el analisis discriminante canénico. Tomando
en cuenta dicho analisis estadistico, los resultados indicaron que los sustratos con mayor espesor,
capacidad de retencidon de agua, absorcion de agua, conductividad eléctrica y porcentaje de
cenizas fueron: Toalla de Cocina Jumbo, Sanita Pacific, Servilleta Kleenex y Toalla de Cocina
Kleenex. Por lo que esas propiedades fisicas y quimicas deben ser consideradas para elegir un
material como sustrato de germinacion (Popinigis, 1985; Crespo et al., 2012; Dutra et al., 2012)

aunado también, que no tenga problemas de patdgenos.

5.5 Conclusiones

La calidad de los papeles sustratos se vieron afectados principalmente por sus caracteristicas
fisicas y quimicas. La calidad que presentaron los sustratos evaluados en este estudio afectaron la
germinacion y el vigor de las semillas de algodon semidomesticado (Gossypium hirsutum). Con
base en el analisis discriminante candnico las variables mas relevantes para la diferenciacion de
los papeles sustratos son espesor, capacidad de retencién del agua, absorcién capilar, porcentaje
de cenizas, conductividad eléctrica y peso seco de plantula contribuyendo a explicar el 91.04 %
de la varianza total. Los sustratos con mejores caracteristicas fisicas y quimicas fueron Toalla de

Cocina Jumbo, Sanita Pacific, Servilleta Kleenex y Toalla de Cocina Kleenex.
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PRUEBA DE VACIO Y TIPO DE SUSTRATO EN LA GERMINACION Y EL VIGOR
EN SEMILLAS DE Gossypium spp.

VACUUM TEST AND TYPE OF SUBSTRATE GERMINATION AND SEED VIGOR
Gossypium spp.
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Resumen

En la busqueda de estrategias para determinar el grado de vigor de las semillas y considerando
que uno de los principales factores ambientales que afectan la germinacion es el oxigeno, se
evalu6 el efecto de la reduccién de la concentracion de oxigeno y tipo de sustrato en la
germinacion y el vigor de semillas de G. hirsutum y G. lobatum. La capacidad de germinacion y
el vigor de las semillas de G. hirsutum y G. lobatum, fue determinada en un ambiente con
carencia de oxigeno, dada por las condiciones de vacio de 300, 500, 600 y 700 mm de Hg,
durante el proceso de germinacién (12 dias a 25+1°C) y en dos tipos de papel como sustrato.
Hubo significancia estadistica en todas las variables para bloques, sustratos y condicién de vacio;
en la doble asi como en la triple interaccién (P < 0.0001; P < 0.005, respectivamente). Con base
en esta prueba de vigor, la especie G. hirsutum present6 la mejor calidad fisiologica. El sustrato
Versa Pak permitié que las semillas de algoddn expresaran la mayor condicion de vigor. La
germinacion y el vigor de las semillas de estas especies decrecieron en forma exponencial al
incrementarse los diferentes niveles de vacio y la concomitante disminucion de la cantidad de
oxigeno en los niveles de vacio respectivos. Ademas, el umbral de oxigeno estimado para G.

hirsutum y G. lobatum, influyeron en la germinacion y el vigor de las semillas.
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Palabras clave: G. hirsutum, G. lobatum, carencia de oxigeno, calidad fisioldgica, biomasa seca.

Abstract

Cotton is an important crop, and therefore it is necessary to know precisely the quality and vigor
of the seeds of the native Mexican Gossypium species. With a selected vigor test, the capacity of
germination of G. hirsutum and G. lobatum seeds was determined in an environment lacking
oxygen, given by vacuum conditions of 300, 500, 600 and 700 mm of Hg, during the process of
germination (12 days at 25£1°C) using two types of paper as substrate. Statistical significances
resulted in all variables for blocks, substrate and vacuum condition, in double as well as triple
interaction (P < 0.0001; P < 0.005, respectively). Based on this vigor test, the species G.
hirsutum displayed the best physiological quality. The substrate Versa Pak helped the
cottonseeds to express the highest condition of vigor. The germination and the vigor of the seeds
of this species decreased exponentially when the different levels of vacuum increased, and the
associated reduction for oxygen in the respective vacuum levels. In addition, the oxygen
threshold estimated for G. hirsutum and G. lobatum influenced the germination and vigor of the

seeds.

Key words: G. hirsutum, G. lobatum, lack of oxygen, dry biomass.

6.1 Introduccién

México es el centro de origen de once especies silvestres de algodén (G. armourianum, G.
lobatum, G. gossypioides, G. aridum, G. laxum, G. schwendimanii, G. thurberi, G. trilobum, G.
davidsonii, G. turneri y G. harknesii) y una semidomesticada (G. hirsutum) (Ulloa et al., 2013);
esta ultima, presenta en su fibra distintas tonalidades de colores naturales como blanco, verde o

café “coyuche”.

Durante los ultimos afios los avances en la biologia de las semillas han permitido comprender
mejor la fisiologia de semillas y en ese contexto, Gil y Lépez (2015) estudiaron las
caracteristicas germinativas de semillas del algodon nativo del Pert G. hirsutum de fibra de color

verde, lila y marrén y encontraron, que la variedad con fibra de color marron registré altos
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porcentajes de germinacion (92 %) y elevada tasa de emergencia (74.6 %) lo cual esta asociado a
un mayor grado de domesticacion, a diferencia del resto de las variedades cuyos valores de
emergencia y germinacion fueron menos uniformes; lo que coincide con una domesticacion

incipiente.

Es por ello, que es de interés conocer con precision, la calidad de las semillas de las especies de
algodon nativas de Mexico. Existen varias pruebas de laboratorio para conocer la condicion
fisioldgica de la semilla y una de ellas es la prueba de germinacién estandar, que se realiza bajo
condiciones ideales de luz, temperatura, humedad, aireacion 6ptima y sustrato libre de cualquier
microorganismo, etc. (ISTA, 2013).

En la basqueda de protocolos que permitan predecir mejor lo que puede ocurrir en campo, se han
disefiado varias pruebas de vigor para evaluar el potencial de germinacion de las semillas
sometiéndolas a estrés, antes o durante su germinacion (Hyatt y Tekrony, 2008). McDonald,
(1980) menciona que una prueba de vigor debe ser practica, econdmica, cuantitativa,
reproducible y correlacionada con la emergencia en campo de las plantulas. Sin embargo, hasta
el momento, no existe una prueba universalmente aceptada, para evaluar el vigor de las semillas

en una determinada especie o de un conjunto de especies (Filho, 2015).

En la exploracién de estrategias para determinar el vigor, se ha considerado que el oxigeno (O3)
es uno de los principales factores ambientales que afectan la germinacion de las semillas (Artola
et al.,, 2004). Algunos autores, han argumentado acerca del papel relevante que tiene la
deficiencia de Oz y que puede ser extrema, durante el proceso de germinacion (Magneschi y
Perata, 2009; Ray et al., 2016).

Se ha reportado que semillas de trigo, maiz y sorgo que germinan con concentraciones de O del
20.9 %, disminuyen gradualmente la velocidad y el porcentaje de germinacion (Al-Ani et al.,
1985; Yasin y Andreasen, 2016). Semillas con alto contenido de &cidos grasos como el caso de la
soya (Xiao-Hai et al., 2005) o algodon, se han reportado como especies intolerantes a la falta de
oxigeno (anoxia) (Al-Ani et al., 1985; Ellis et al., 2000; Bradford, 2007) ya que requieren de

altas cantidades de O para utilizar los compuestos de reserva en la germinacién de las semillas
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(Pita y Pérez, 1998), mientras que, semillas de arroz son capaces de germinar bajo condiciones
de carencia casi absoluta en el medio de Oz, ya que esta capacidad depende de las vias de

fermentacion etandlica (Magneshi y Perata, 2009).

Por otra parte, el sustrato utilizado en la prueba de germinacién, es de una gran importancia, ya
que factores como la aireacion, la estructura, la capacidad de retencion de agua, grado de
infestacion de patdgenos, entre otros, pueden variar de un sustrato a otro; lo que en conjunto
condicionan la promocién o la inhibicion de la germinacién de las semillas (Bernardo et al.,
2007).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la condicién de vacio o
cantidad de oxigeno disponible y del tipo de sustrato en la germinacion y el vigor en semillas de

G. hirsutum y G. lobatum.

6.2 Materiales y metodos

La investigacion se llevo a cabo en el afio 2017 en el laboratorio de Genética Molecular Campus
Montecillo del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Texcoco, México. Los tipos de sustratos
(SU) fueron: Toalla Sanita Interdoblada color Café (Mocambo®) y Versa Pak (también conocido
como Seedburo® K-24), por sus caracteristicas fisicas y quimicas contrastantes, fueron
seleccionados como sustratos en esta investigacion, para germinar las semillas sin escarificar, de

las especies silvestres y nativas de México G. hirsutum (fibra café) y G. lobatum.

En cajas Petri de 90 mm de diametro por 14 mm, las semillas se distribuyeron sobre los sustratos
humedecidos con agua destilada, considerandose por cada especie, cuatro repeticiones de 10
semillas cada una y, de inmediato, se colocaron en desecadores de vidrio para someterlas a las
condiciones de vacio (CVA) establecidas de 0, 300, 500, 600 y 700 mm de Hg, de acuerdo a la
metodologia propuesta por Artola et al., (2004) con las modificaciones indicadas en este estudio.
Las semillas fueron conservadas, en laboratorio, durante 12 dias en las condiciones de vacio a
una temperatura de 25 °C. El tratamiento testigo fue la semilla colocada en un desecador de

vidrio, pero sin ser sometida a la condicion de vacio. Las variables evaluadas fueron: porcentaje

122



de germinacién total (PGT) y peso de biomasa seca total de plantulas (PSPT) expresado en

miligramos (mg) después de ser secadas en una estufa a 70 °C durante 72 horas (ISTA 2013).

Los tratamientos se estudiaron utilizando un disefio experimental de blogues al azar generalizado
en un arreglo factorial, en donde los bloques fueron las dos especies de Gossypium, el factor A
los tipos de papel sustrato y el factor B, la condicion de vacio con cuatro repeticiones. El tamafio
de muestra (ISTA, 2013) para la prueba de germinacion fue de 50 semillas por repeticion, sin
embargo, en especies silvestres es dificil usar ese tamafio de muestra ya que estas no producen
suficiente semilla, por lo que se procedié a estimar el tamafio 6ptimo de acuerdo a la
metodologia propuesta por Muller y Benignus (1992) y Castelloe (2000) para el disefio

experimental de bloques al azar con un nivel de significancia al 0.05 %.

Previo al analisis de varianza, los datos de plantulas germinadas expresadas en porcentaje, se
transformaron mediante la funcién de 7 = arcoseno = \y/100, donde y es el valor a transformar y
T el valor de la variable transformada. Los datos de las variables de respuesta se sometieron al
analisis de varianza utilizando el programa estadistico Statistical Analysis System (SAS, 2000)
version 9.0, y las diferencias entre los tratamientos se estimaron con la prueba de comparacion
de medias Tukey con 5 % de significancia. Los datos de germinacion total en porcentaje fueron

analizados por regresion no lineal utilizando la funcion cuadratica (SAS, 2000).
6.3 Resultados

Hubo significancia estadistica en todas las variables para blogues (P < 0.005), sustratos (P <
0.0001) y condicion de vacio (P < 0.0001) asi como, en la doble interaccion de sustratos x
condicion de vacio (P < 0.0001) y en la triple interaccion de bloques x sustratos x condicion de
vacio (P < 0.0001; P < 0.005). El coeficiente de determinacion (R?) oscil6 de 0.91 a 0.99, valores
que son cercanos a 1, que indica un buen ajuste del modelo estadistico, ya que permite describir
la relacion que existe entre las variables de estudio; el CV vari6 entre 16.2 y 27.1 %, valores que

dan validez y confiabilidad a estos resultados.

En la especie G. hirsutum se observo que la germinacion fue superior en 13.2 % respecto a G.

lobatum, que registré un porcentaje mas bajo de germinacion total (Figura 1). La especie G.
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hirsutum, ademaés, también tuvo un peso de biomasa seca de plantulas superior a G. lobatum lo
cual significd una variacion porcentual de 66.1 % (Figura 1).

mmm PGT
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0 .

G. hirsutum Especies G. lobatum

57.6Db

Germinacion (%)
Peso seco (mg)

Figura 1. Comportamiento del porcentaje de germinacion total (PGT) y peso de biomasa
seca de plantulas totales (PSPT) en especies de Gossypium spp. Medias con la misma letra
son estadisticamente iguales (Tukey p < 0.05).

En cuanto al tipo de papel empleado como sustrato, se demostro que con Versa Pak (Figura 2) el
porcentaje de germinaciéon de las semillas fue mayor que en la Toalla Sanita Café, con una
diferencia de germinacion entre sustratos del 16.1 %.

mmm PGT —8=—PSPT
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Figura 2. Comportamiento del porcentaje de germinacion total (PGT) y peso de biomasa
seca de plantulas totales (PSPT) en dos tipos de sustratos para germinacion. Medias con la
misma letra son estadisticamente iguales (Tukey p < 0.05).
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Referente al peso de biomasa seca de plantulas totales, el producido en el sustrato Versa Pak fue
ligeramente mayor (0.40 mg) en relacion, con el PSPT producido en la Toalla Sanita Café (0.34
mg) (Figura 2). Estos resultados podrian explicarse quizas por la composicion fisico-quimica de
cada uno de los sustratos utilizados, ya que en estudios previos (datos no mostrados), el Versa
Pak se caracteriz6 por tener mayor grosor y porosidad y mejor capacidad de absorcién de agua,
lo que ocasiond un incremento en la germinacidn total de plantulas y a la vez, de que acumularon
mayor biomasa seca, mientras que el papel Toalla Sanita Café mostré menor grosor, porosidad y
capacidad de absorcion de agua.

e PGT  —8—PSPT

100.0 96.8a

80.0

60.0

40.0

Germinacion (%)
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20.0

0.0

CVAO CVA 300 CVA 500 CVA 600 CVA 700

Condicién de vacio

Figura 3. Comportamiento de la condicién de vacio en el porcentaje de germinacion total y
peso de biomasa seca de plantulas totales. Medias con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey p < 0.05).

En los distintos niveles de vacio se observé que a medida que se incrementd el nivel de vacio,
disminuy6 la capacidad germinativa de la semilla en las especies de algodén; esto ocurrid, en el
tratamiento CVA 300 mm de Hg en donde, la semilla mostr6 una ligera reduccion en la
germinacion ocasionado por el bajo nivel de Oz y después del tratamiento de CVA 500, la
germinacion se desplomo drasticamente tal y como se registrd, en el CVA 700 bajo el que
obtuvo solo el 1.57 % promedio de germinacion total (Figura 3). Asimismo, el peso de biomasa
seca de plantulas totales, también fue disminuyendo gradualmente conforme se incrementd el
nivel de la condicién de vacio.
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Por otra parte, los resultados de la doble interaccion de sustrato y condicion de vacio, indicaron
que la tasa de germinacién fue mas alta en el sustrato Versa Pak para los tratamientos de CVA

300 y CVA 500, mientras que para el caso del sustrato Sanita Café, sélo el nivel de CVA 300 fue
la mejor por su PGT (Figura 4).

ECVAOQ = CVA 300 = CVA 500 CVA 600 CVA 700
100.00 97.50a

87.50a 83.80a

80.00

60.00

50.00 b 50.00 b

40.00

Germinacion (%)

20.00
8.80¢c

1.30¢c

0.00

Versa Pak Toalla Sanita Café
Sustrato papel

Figura 4. Comportamiento de la interaccidn sustrato y condicion de vacio en el porcentaje

de germinacidn total en Gossypium spp. Medias con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey p < 0.05).

En cuanto a la combinacién de SU x CVA se observo que con la combinacion de Toalla Sanita
Café y CVA 300, el peso de biomasa seca de plantulas fue ligeramente mayor mientras, que
combinando los dos sustratos con los tratamientos CVA 300, CVA 500 y CVA 600 los PSPT

fueron similares, excepto en el tratamiento CVA 700 en el que no se registré informacion (Figura
5).
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Figura 5. Comportamiento de la combinacién sustrato y condicion de vacio en el peso de
biomasa seca de plantulas totales. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales
(Tukey p < 0.05).

Es importante resaltar que el tratamiento CVA 0 obtuvo los valores mas altos del porcentaje de
germinacion y acumulacion de la biomasa seca de las plantulas en las especies de algodon,
debido a que, al no haber restricciéon de esto probablemente se debi6 a que, durante el proceso de
germinacion, las semillas absorbieron el O del aire necesario circundante, aunado a que las

condiciones de temperatura y humedad fueron las adecuadas para la germinacion.

Por otra parte, la germinacién de las especies G. hirsutum y G. lobatum decrecié en forma
exponencial al incrementarse la condicion de vacio de 0 a 700 mm de Hg, expresando los valores
obtenidos para los parametros de la funcion mediante regresion no lineal, como: y = a + bx + cx?
en la que a = 87.3747, b = 0.1088 y ¢ = -0.00029, respectivamente en G. hirsutum. En G.
hirsutum se registré el mayor porcentaje de germinacion en el tratamiento CVA 300 pero
disminuy6 gradualmente en 24.64 (CVA 500), 45.66 (CVA 600) y 74.48 (CVA 700) unidades
porcentuales (Figura 6).

Para el caso de la especie G. lobatum, la funcion de regresion no lineal, se expres6 como: y = a +
bx + cx? en la que a = 93.5082, b = 0.0801 y ¢ = -0.00030, respectivamente. En la especie G.
lobatum la mayor tasa de germinacion fue bajo las condiciones del tratamiento testigo (CVA 0) y
fue decreciendo drasticamente en 37.39 (CVA 500), 64.10 (CVA 600) y 97.24 (CVA 700)
unidades porcentuales (Figura 6).
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Figura 6. Cinética de la germinacion de las semillas, en las condiciones de vacio indicadas,
en las especies G. hirsutum y G. lobatum.

6.4 Discusién

Para que las semillas germinen, las células del embridn requieren de cantidades especificas de
oxigeno para realizar los procesos generadores de energia, como son la respiracién y la
fermentacion (Azcon-Bieto y Talon, 2008). Ambos procesos, implican un intercambio de gases
CO2 y O entre las células y el ambiente (Azcon-Bieto y Talon, 2008) ya que para evitar que se
afecten las fases de la germinacion, se requieren de atmosferas normales con 21 % de Oz y 0.03
% de CO; (Doria, 2010).

En el caso de semillas oleaginosas como el algoddn, la soya o el girasol (Ellis et al., 2000; Xiao-
Hai et al., 2005; Abreu et al., 2013) se ha demostrado la intolerancia o “susceptibilidad” que
presentan a la reduccion de la disponibilidad de O, y esta dada por los altos contenidos de
lipidos, ya que requieren de mayores cantidades de O para que puedan realizar las actividades
metabolicas de respiracion y fermentacion (Ellis et al., 2000) mientras, que semillas de arroz en
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presencia de 0.3 % de O presenta tasas de germinacion de 80 % y esa resistencia a la

anaerobiosis se debe al alto contenido de almidon (Al-Ani et al, 1985; Magneshi y Perata, 2009).

En esta investigacion los resultados obtenidos mostraron que las especies G. hirsutum y G.
lobatum se vieron afectadas por la condicion de vacio en la germinacion total y en el vigor (peso
seco de plantulas); lo que podria estar asociado en primer lugar, a cambios en el metabolismo de
las semillas que fueron inducidas a la via anaerdbica como un mecanismo adaptativo a la
carencia de oxigeno, aunque poco eficiente para la produccion de energia (Jiménez et al., 2012)
y segundo, a la constitucidon genética de cada especie tal y como lo observo, Finch-Savage et al.,
(2005) entre genotipos dobles haploides de Brassica oleraceae cuando sometieron semillas a

germinar bajo condiciones de hipoxia.

Se observo también una disminucion en la acumulacion del peso de biomasa seca de plantulas
totales entre las especies G. hirsutum y G. lobatum cuando se sometieron a los diferentes
tratamientos de la condicion de vacio; este mismo efecto fue reportado, por Dantas et al, (2000)
cuando evaluaron la germinacion y el vigor en semillas de variedades de maiz bajo condiciones
de hipoxia, que disminuy6 la acumulacion de materia seca de la raiz y de la parte aérea (Gazola
etal., 2014).

En cuanto al efecto que tuvo la condicion de vacio en los tipos de sustratos evaluados en la
germinacion, se observd, que la semilla en el sustrato Versa Pak tuvo la mayor germinacion,
contrastando con la Toalla Sanita Café, que produjo los menores porcentajes de germinacion y
menor peso de materia seca de las plantulas emergidas en los distintos tratamientos evaluados.
Estos resultados podrian estar asociados a las propiedades fisicas y a la composicion quimica de
cada sustrato, como la porosidad, que esta relacionada directamente con el suministro de agua y

oxigeno en las raices de las plantulas.
Vence (2008) menciona, que la relacion agua-aire en los sustratos varia ampliamente de acuerdo

a los tamarios de las particulas que predominan en su composicion, siendo uno de los factores

que definen el tamafio de los poros. Burés (2002) refiere también, que un sustrato con particulas
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grandes y con poros internos abiertos, garantiza una buena provision de agua y altos niveles de

aireacion.

En los diferentes tratamientos de la condicion de vacio se registr6 que a medida que se
incrementaban los niveles de vacio (0 a 700 mm de Hg), disminuyeron considerablemente las
tasas de germinacion, lo que podria deberse a que ante la falta de O, la respiracién mitocondrial,
la oxidacion y los procesos de oxigenacion se inhibieron (Koppitz, 2004) afectando el proceso de
germinacion de las semillas en las especies de Gossypium spp; por lo cual se infiere, que el Oz es
el sustrato requerido para producir la energia necesaria en la germinacién (Taylor, 1997; Yasin y
Andreasen, 2016). Estos resultados coinciden con Artola et al, (2004) quienes también evaluaron

la condicion de vacio, en semillas de Lotus corniculatus.

Se observo también que, a medida que disminuia el O2 en los desecadores, decrecié la
germinacién en las semillas de algoddn, lo que probablemente origind que se dafiaron las
estructuras mitocondriales por las condiciones de hipoxia, lo cual indica una afectacion en la
actividad de la enzima superoxido dismutasa y se produjerapor lo tanto, la peroxidacion de los
lipidos que son la causa del deterioro de las semillas (Bailly, 2004; Abreu et al., 2013) y

reflejadndose en altos porcentajes de semillas sin germinar como resulto en la especie G. lobatum.

El efecto de la condicion de vacio en la acumulacién de materia seca de las plantulas, fue
negativa para las dos especies de algodén, ya que a mayor condicidn de vacio menor fue el peso
de biomasa seca de plantulas totales. Este comportamiento podria estar asociado a la disminucion
del crecimiento de las partes estructurales de la plantula durante el crecimiento, considerandose
como una estrategia para ahorrar energia y mantener un funcionamiento minimo del

metabolismo en las regiones mas afectadas por la hipoxia (Batista et al., 2008).

Considerando que la condicion de vacio absoluta, después de cerrar el desecador, no siempre se
logra obtener (0.3 — 3 % de O2 segun Meena et al., 2017), se estimo el porcentaje de O residual
para cada tratamiento conforme a lo sugerido por Meena et al., 2017) y, se infiere que, a 300 mm
de Hg, aun hay 14.57 % de O; a 500 mm de Hg, 8.14 %; a 600 mm de Hg, 4.93 % y a 700 mm

de Hg, 1.71 % de O». Estos resultados de O residual se aproximan a lo reportado por Meena et
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al., (2017), quienes demostraron para 688.18 mm de Hg (91.75 kPa) valores de 2.09 % de O, y
para 734.53 mm de Hg (97.929 kPa) de vacio, un 0.60 % de O..

Finalmente, tomando como base los valores de las regresiones no lineales, se estimaron los
umbrales minimos del O residual que pudiera generar un efecto negativo en la germinacion de
las semillas de Gossypium spp. Se registraron ligeras diferencias entre los umbrales para las dos
especies de algodon en donde, G. lobatum a 1.47 % de O residual (707.53 mm Hg), la
germinacion es nula, mientras que en G. hirsutum esto podria suceder a 0 % de O, (765.8 mm
Hg) y podria presentar tasas de germinacion de 0.60 %. Al respecto, Heichel y Day (1972)
concluyeron que las especies dicotiledoneas requieren de oxigeno a niveles superiores de 2 %

para que se activen los sistemas de oxidacion involucrados en la germinacién de las semillas.

6.5 Conclusiones

Gossypium hirsutum presentd la mejor calidad fisiologica determinada por su capacidad de
germinar bajo las condiciones de vacio probadas. El sustrato Versa Pak fue el que permitié
expresar mayor vigor en las semillas de algodon. La germinacion y el vigor de las semillas de
estas especies, decrecieron en forma exponencial al incrementar los diferentes niveles de vacio y
disminuir la cantidad de oxigeno estimada. El umbral de oxigeno estimado para G. hirsutum y G.

lobatum, influyeron en la germinacion y el vigor de las semillas.
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VALOR NUTRICIONAL DE LA SEMILLA DE ALGODON SILVESTRE (Gossypium
lobatum) Y SEMIDOMESTICADO (Gossypium hirsutum) NATIVAS DE MEXICO
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Resumen

La composicion quimica de la semilla de algoddn es un pardmetro importante por su utilizacion
que tiene en la alimentacién humana y animal. El objetivo de este estudio, fue determinar el
valor nutricional de las semillas de algodén silvestre y semidomesticada nativas de México. Se
utilizaron semillas de las especies G. lobatum y G. hirsutum y se cuantificé la proteina, extracto
etéreo y los acidos grasos. Hubo diferencias significativas en todas las variables evaluadas. La
mayor concentracion de proteina fue en G. lobatum (25.6 %), mientras que para extracto etéreo
fue en G. hirsutum de fibra café (5.3 unidades porcentuales). Se identificaron que los principales
acidos en semillas de las especies de Gossypium fueron: linoleico, palmitico, oleico y estearico;
estos cuatro, representaron, del contenido de aceite total, el 96.3 % en G. lobatum y 96.5 % para

ambas, G. hirsutum de fibra café y para la de fibra blanca.

Palabras clave: especies, proteina, extracto etéreo, acidos grasos.
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Abstract

The chemical composition of cottonseed is an important parameter for its use in human and
animal food. The goal of this study was to determine the nutritional value of wild and semi-
domesticated cotton seeds native to Mexico. Seeds of the species G. lobatum and G. hirsutum
were used and the protein, ether extract and fatty acids were quantified. There were significant
differences in all the variables evaluated. The highest protein concentration was in G. lobatum
(25.6 %), while for ethereal extract was in G. hirsutum of brown fiber (5.3 percentage units). It
was identified that the main acids in seeds of the Gossypium species were: linoleic, palmitic,
oleic and stearic; these four, represented, of the total oil content, 96.3 % in G. lobatum and 96.5

% for both, G. hirsutum of brown fiber and for white fiber.

Key words: species, protein, ether extract, fatty acids.

7.1 Introduccién

La diversidad genética del algodon (Gossypium) es exclusivamente amplia con diversos nichos
geogréficos y ecoldgicos en el mundo (Ulloa, 2014). Dessauw y Hau (2006) refieren que el
algodon pertenece a la familia Malvaceae y al género Gossypium, que consta de 50 especies: 45
especies diploides y cinco especies tetraploides. De las 50 especies de Gossypium, cuatro se
cultivan por su fibra de valor comercial siendo, las especies G. hirsutum (AD31) y G. barbadense
(ADy) las que dominan la produccién mundial de la fibra natural (Ulloa, 2014) y se localizan en
México y Per(, mientras que las especies G. herbaceum (A1) y G. arboreum (A2) producen

principalmente fibras de consumo no industrial textil y se ubican en Africa-Asia (Ulloa, 2014).

De las cuatro especies de algodon domesticadas, G. hirsutum es originaria de México y ocupa el
95 % de la produccion mundial de la fibra (Lee y Fang, 2015), también ocupa el séptimo lugar en
la produccidn de aceite (USDA, 2018). Ademas, Ulloa (2014) reporta que México es el centro de
origen del género Gossypium con 11 especies silvestres (G. armourianum, G. lobatum, G.
gossypioides, G. aridum, G. laxum, G. schwendimanii, G. thurberi, G. trilobum, G. davidsonii,

G. turneri y G. harknesii) de las 13 especies diploides con genoma D.
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La composicion quimica es un parametro importante, en la evaluacién de la calidad de la semilla
de algoddn por sus diferentes aplicaciones (He et al., 2013). La semilla de algoddn, después de
eliminarle la fibra, es destinada a la industria como insumo oleaginoso (Montes et al. 2012) o
bien, la semilla de algodén y sus subproductos pueden ser usados como alimento humano,
alimento para animales y materia prima industrial (He et al. 2013). Las semillas de algodon son
una rica fuente de proteina y aceite. Dowd et al. (2010) refieren que los contenidos de proteina y

aceite en la semilla de algodon podrian variar de 17 a 27 % y 12 a 32 %, respectivamente.

El aceite de la semilla de algodon también es rico en acidos grasos estables a la oxidacion como
el acido linoleico, oleico, estearico y palmitico (Liu et al. 2017). Nasiruddin et al. (2012),
refieren que el aceite de algodon contiene aproximadamente 50 % de &cido linoleico, mientras
que para acido palmitico se reporta un 25 % (Liu et al. 2017) y 17.2 % de &cido oleico y 2.2 de
acido esteérico (Agarwald y Gopalakrishnan, 2007).

Las especies silvestres de algodén han demostrado ser una valiosa fuente de material genéticos
que podria ser Gtil para la modelacion de variedades de acuerdo a los requerimientos modernos y
condiciones (Khan et al. 2000). Nuevas variedades de algoddn se desarrollado con el principal
énfasis en el rendimiento y calidad de fibra, pero seria deseable explorar las posibilidades de
desarrollar nuevas variedades con un alto contenido de aceite en la semilla sin afectar

negativamente el rendimiento o la calidad de la fibra (Gotmare et al. 2004).

En ese contexto, Gotmare et al. (2004) evaluaron el contenido de aceite en 22 especies silvestres
de Gossypium y encontraron una amplia variabilidad en el porcentaje de aceite siendo G.
lobatum la de mayor contenido (22.89 %) y G. stocksii la de menor contenido (10.26 %). En
México es limitada la informacion sobre el valor nutricional de las especies silvestres y
semidomesticadas de algoddn. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue determinar el
contenido de proteina, asi como el tipo y proporcion de acidos grasos de la semilla de algodén

silvestre (Gossypium lobatum) y semidomesticado (Gossypium hirsutum) nativo de México.
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7.2 Materiales y métodos

Este trabajo se llevé a cabo en el afio 2017 de manera conjunta entre el Laboratorio de Nutricion
Animal del Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Ganaderia del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo y el Campo Experimental Valle de México del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias. Para ello, se utilizaron semillas de
las especies silvestre (G. lobatum sin fibra) y semidomesticada (G. hirsutum, fibra café y fibra
blanca), nativas de México. Las semillas de G. lobatum fueron colectadas en Michoacéan y las de
G. hirsutum en Oaxaca, éstas ultimas se regeneraron en 2016 en el Campo Experimental
Zacatepec, Morelos, México. El analisis de los datos se realiz6 con un modelo estadistico con un

criterio de clasificacion.

Las semillas de las dos especies de algodon se molieron en un molino Willey con una malla de 1
mm de diametro. Posteriormente, se determind el contenido de proteina total (PT) por el método
de Microkjendahl y la concentracién de extracto etéreo (EE) por los métodos descritos por la
AOAC (2015). Ademas, se determin0 el contenido de materia seca total con la finalidad de
ajustar la PT y EE a 100 % base seca. La composicion de &cidos grasos se determiné mediante
un cromatografo de gases HP 6890 con inyector automatico y detector de ionizacién de flama
con columna capilar SUPELCO de 100 m X didmetro interno de 0.25 mm X 0.25 micras de
pelicula, con helio como gas acarreador. Para la identificacion de los acidos grasos se utilizd un
estandar Supelco™ 37 Componente FAME mix con nimero de catalogo 47885-U y con los
patrones de fragmentacion obtenidos de bibliotecas de referencia NIST (National Institute of

Standars and Technology).

El analisis de varianza se hizo mediante el procedimiento de modelos lineales generalizados
(GLM) del SAS y para las fuentes de variacion que resultaron significativas estadisticamente, se
efectué6 una prueba de comparacion multiple de medias de Tukey (o = 0.05) utilizando el

programa estadistico SAS (2002).
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7.3 Resultados y discusion

Con base en los resultados obtenidos del andlisis de varianza (Tabla 1), se encontraron
diferencias significativas (P < 0.01) en todas las variables evaluadas. Lo anterior indica, que las
especies de algodon difieren por la composicion quimica de sus semillas. Los coeficientes de
variacion fueron bajos para todas las variables; en tanto que los valores del coeficiente de

determinacion (R?) estuvieron cercanos a 1.

Tabla 1. Cuadrados medios y significancia estadistica para las variables del analisis

guimico en semillas de especies de algodén nativas de México.

Variables
Factor de Proteina  Extracto Acido Acido Acido Acido Acido

variacion Total Etéreo  Linoleico Palmitico Oleico Estedrico Araquidico
Especies 42.32 24.21 60.4 31.5 10.7 0.60 0.07
—— —— * >k * ke ——
CV (%) 3.04 2.04 5.32 3.50 5.53 5.99 5.81
R? 0.97 0.97 0.75 0.92 0.78 0.83 0.98
Media 21.5 23.2 48.0 26.8 18.2 3.39 0.40

***(P < 0.0001), **(P < 0.001), *(P < 0.01); CV= Coeficiente de Variacion; R? = Coeficiente de determinacion.

Para la concentracion de proteina en la especie de algodén G. lobatum fue significativamente
superior a G. hirsutum café y G. hirsutum blanca, lo cual significé una variacion porcentual entre
accesiones de algodon de 19.1 y 28.5 %, respectivamente (Figura 1); comportamiento similar
con lo reportado por Cherry (1983) quien determind, en semillas de algoddn, rangos de proteina
de 22.25 a 23.44 %, mientras que Nasiruddin et al. (2012) indicaron concentraciones de proteina
de 25.53 %. Saxena et al. (2011) sefialan que las semillas de algodon podrian considerarse como

una rica fuente de proteina vegetal.
Respecto al contenido de Extracto Etéreo (EE), se registrd que la especie G. hirsutum de fibra

café fue significativamente mayor (5.3 unidades porcentuales) comparado con G. lobatum que
obtuvo el menor contenido de aceite. Asimismo, G. hirsutum de fibra café fue diferente y mayor
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a G. hirsutum de fibra blanca por 4.6 unidades porcentuales. Esto quizas se debié a la
constitucion genética de las especies de algodon como lo sefialan Gotmare et al. (2004) quienes
reportan valores promedio de 10.26 a 22.89 % de aceite en semillas de Gossypium de especies
silvestres, siendo la especie G. lobatum la que presentd el mayor contenido de aceite en su
estudio.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, se logro diferenciar las especies de
Gossypium evaluadas por su contenido de proteina y de aceite total lo cual coincide, con estudios
previos realizados por Verikariya et al. (2006) quienes asociaron que las variaciones en el
contenido de aceite y proteina podrian deberse, a la discrepancia de diferentes genotipos que

tienen diferente origen.
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Figura 1. Contenido de proteina total y de extracto etéreo en semillas de G. lobatum y G.

hirsutum.

Por otra parte, en cuanto a la composicion de los acidos grasos de las especies de algoddn
(Figura 2), se identificaron que los principales acidos fueron: linoleico, palmitico, oleico y
estedrico; estos cuatro acidos, representaron, del contenido de aceite total, del 96.3 % en G.
lobatum y 96.5 % para ambas, G. hirsutum de fibra café y para la de fibra blanca. Tomando en

cuenta los resultados observados en los porcentajes de acidos grasos por el efecto de las especies
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evaluadas, que dichos resultados son superiores a los reportados por Bolek et al. (2016) quienes
indican valores ligeramente bajos de acido linoleico (46.81 %), oleico (20.21 %), palmitico
(25.72 %) y estearico (2.38 %).

Se observé que en la especie G. hirsutum de fibra blanca, la concentracién del acido linoleico fue
significativamente mayor (8.8 unidades porcentuales) comparado con G. lobatum, quien tuvo el
menor contenido. Sin embargo, G. lobatum fue significativamente mayor en el contenido de los
acidos palmitico y estéarico, ademas de un buen contenido de oleico.

El linoleico, es un acido graso de la serie ®-6 el cual posee 18 atomos de carbono y dos dobles
enlaces (Sanchez et al. 2016); por lo que es importante destacar que la concentracion de este
acido determinada en las semillas de algodén silvestre y semidomesticado es comparable con
aceites como de Girasol (65.7 %), maiz (58.9 %) y linaza (56 %); Limachi et al. 2009). Limachi
et al. (2006) reportan que la adicion del acido linoleico en la dieta de los animales, ocasiona
modificaciones corporales y disminucion de las lipoproteinas de baja densidad, colesterol total y

triglicéridos.
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Figura 2. Proporcion de &cidos grasos presentes en el contenido de aceite de las especies G.
lobatum y G. hirsutum.
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Algunos autores han reportado en promedio en semillas de algodén 18 % de &cido oleico
(Agarwal y Gopalakrishnan, 2007) y en el caso de las semillas de la especie G. hirsutum de fibra
café, el contenido del &cido oleico fue significativamente mayor con 3.8 % unidades
porcentuales comparado con G. hirsutum de fibra blanca y fue similar a la especie G. lobatum. El
oleico es un &cido graso monoinsaturado (AGMI) de la serie ®-9 de 18 &tomos de carbono y del
cual se ha reportado su presencia en la mayoria de los aceites y grasas, especialmente en el aceite
de oliva, canola, girasol y cartamo y tiene efectos benéficos en el humano en la regulacién del

metabolismo de los lipidos y el equilibrio del peso corporal, entre otros beneficios.

Es importante mencionar, que las dos especies de algodon estudiadas se caracterizaron por tener
un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados destacando, los acidos grasos esenciales
(linoleico y oleico), con un promedio de 68.5 % en G. hirsutum y 61.9 % en G. lobatum
marcando una variacion porcentual entre estas especies de 9.6 %, respectivamente. Molina
(2018) menciona que el aceite de la semilla de algodon es tipico del grupo linoleico-oleico de los
vegetales oleaginosos y esos dos acidos representan alrededor del 75 % del total de los acidos

grasos valor, superior al encontrado en este estudio.

Por otra parte, en la especie silvestre G. lobatum se registraron concentraciones de 30.5 % de
acido palmitico y 3.9 % de estearico, que en conjunto, fueron significativamente superiores con
5.6 % y 0.82 % unidades porcentuales respecto, a la especie G. hirsutum de fibra café y blanca.
Agarwal y Gopalakrishnan (2007) encontraron para el 4cido palmitico, valores de 23.1 a 28.0 %,
y para acido estearico de 2.4 a 3.4 % en semillas de G. hirsutum, mientras que Dowd et al.
(2010) mencionan que la concentracion de acido palmitico (24 %), en el aceite de la semilla de

algodon, es mas alta, en comparacion con muchos otros aceites vegetales.

Otro de los resultados obtenidos en este estudio, corresponde a la concentracion de &cido
araquidico (Figura 3). La presencia del acido araquidico en las semillas de Gossypium fue mayor
en la especie G. lobatum quien fue ligeramente superior (0.58 %), comparado con G. hirsutum de
fibra café (0.30 %) que registrdé la menor cuantificacion del acido araquidico. Jiménez et al.
(2013) mencionan que el acido linoleico (C18:2) es el precursor del &cido araquidénico (C20:4,

AA) vy la fuente mas comun del &cido araquidico es el aceite de cacahuate, aunque puede
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encontrarse en bajos niveles en las grasas animales también, en semillas de girasol, lino, ajonjoli,
calabaza, entre otros. Estos autores sefialan que el acido araquidico es un componente estructural
de los fosfolipidos de las membranas y es el sustrato para la formacion de una serie de derivados

lipidicos llamados eicosanoides.

0.7

0.5
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Figura 3. Concentracion de acido araquidico en el contenido de aceite de las especies G.

lobatum y G. hirsutum.

Se logro diferenciar, por su contenido de proteina total, extracto etéreo, asi como el tipo y
proporcion de acidos grasos entre las especies de Gossypium evaluadas. La especie G. lobatum
tuvo mayor concentracion de proteina que G. hirsutum café y blanca. Sin embargo, en cuanto al
contenido de extracto etéreo, la especie G. lobatum obtuvo la menor concentracion y G. hirsutum
de fibra café la mayor cantidad de extracto etéreo. Los acidos grasos presentes en las semillas de
algoddn fueron linoleico, oleico, palmitico, estearico y araquidico. La especie G. hirsutum, tuvo
el nivel més alto de los acidos linoleico y oleico, mientras que las semillas de G. lobatum

tuvieron una mayor concentracién de acido palmitico y de estearico.

Agradecimientos

Al CONACYT por la beca otorgada a la primera autora durante su formacion académica en el

Doctorado en Recursos Genéticos y Productividad, Produccién de Semillas. Al Instituto

144



Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y al Colegio de
Postgraduados (COLPOS) por las facilidades otorgadas para realizar esta investigacion. A la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) por
el apoyo econdémico otorgado al proyecto: “Algoddén Nativo de Meéxico: Innovaciones
tecnoldgicas para su conservacion y aprovechamiento sustentable*. A la Ing. Elsa Margarita

Crosby Galvan por su asesoria en este estudio.

7.4 Literatura citada

Agarwal DK, Gopalakrishnan N (2007) Seed oil improvement in cotton. Model training course
on “Cultivation of long staple cotton (ELS)”. Central Institute for Cotton Research
Nagpur. pp: 61-70.

Association of Officiating Analytical Chemists, AOAC (2005) Official method of analysis. 18th
Edition. Washington DC, USA.

Bolek Y, Tekerek H, Hayat K, Bardak A (2016) Screening of cotton genotypes for protein
content, oil and fatty acid composition. Journal of Agricultural Science 8: 107-121.

Cherry JP (1983) Cottonseed oil. JAOCS 60: 360-367.

Dessauw D, Hau B (2006) Inventory and history of the CIRAD cotton (Gossypium spp.)
germplasm collection. Plant Genetic Resources Newsletter 147: 52-58.

Dowd KM, Boykin LD, Meredith RW, Campbell TB, Bourland MF, Gannaway JR, Glass KM,
Zhang J (2010) Fatty acid profiles of cottonseed genotypes from the National Cotton
Variety Trials. The Journal of Cotton Science 14: 64—73.

Gotmare V, Singh P, Mayee DC, Deshpande V, Bhagat C (2004) Genetic variability for seed oil
content and seed index in some wild species and perennial races of cotton. Plant Breeding
123: 207-208.

He Z, Shankle M, Hang H, Way RT, Tewolde H, Uchimiya M (2013) Mineral composition of
cottonseed is affected by fertilization management practices. Agronomy Journal 105:
341-350.

Jiménez PP, Masson SL, Quitral RV (2013) Composicion quimica de semillas de chia, linaza y
rosa mosqueta y su aporte en acidos grasos omega-3. Revista Chilena de Nutricién 40:
155-160.

145



Khan SA, D. Hussain D, Askari E, Stewart JMcD, Malik KA, Zafar Y (2000) Molecular
phylogeny of Gossypium species by DNA fingerprinting. Theoretical and Applied
Genetics 101: 931-938.

Lee JA, Fang DD (2015) Cotton as a world crop: origin, history, and current status. In: Cotton.
D. D. Fang and R. G. Percy (eds.). American Society of Agronomy, Inc. Crop Science
Society of America, Inc. Soil Science Society of America, Inc. United States. pp:1-24.

Limachi VI, Farfan O, Sterner O, Giménez TAI (2009) Estudios preliminares de la
caracterizacion quimica de acidos grasos del aceite de frutos de Bertholletia excelsa por
cromatografia de gases. BIOFARBO 17: 47-53.

Liu Q, Wu M, Zhang B, Shrestha P, Petrie J, Green AG, Singh SP (2017) Genetic enhancement
of palmitic acid accumulation in cottonseed oil through RNAIi down-regulation of
ghKAS2 encoding b-ketoacyl-ACP synthase Il (KASII). Plant Biotechnology Journal 15:
132-143.

Molina MR (2018) Oxidacion acelerada de aceite de semilla de algodon.
http://www.unne.edu.ar/unnevieja/Web/cyt/cyt/exactas/e-042.pdf. Fecha de consulta 9 de
abril de 2018.

Montes NDGJ, Montero AG, Coronado OMA, Garcia GC, Toscano PL, Campbell RH, Pérez SA
(2012) Propuesta de aprovechamiento de la semilla de algodén en Baja California.
file:///IC:/Users/Usuario/Downloads/Propuestadeaprovechamientodelasemilladealgodnen
BajaCalifornia.pdf. Fecha de consulta 9 de abril de 2018.

Nasiruddin MA, Masood T, Shah SS (2012) Evaluation of oil seeds for their potential nutrients.
Journal of Agricultural and Biological Science 7: 730-734.

Sanchez MNA, Jiménez MC, Cardador MA, Martin del Campo BS, Davila OG (2016)
Caracterizacion fisica, nutricional y no nutricional de las semillas de Inga paterno.
Revista Chilena de Nutricion 43: 400-407.

Statistical Analysis Software, SAS/STAT (2002) Guide for personal computers. Statistical
Analysis System Institute. Inc. Cary, NC. USA.

Saxena KD, Sharma KS, Sambi SS (2011) Comparative extraction of cottonseed oil by n-Hexane
and Ethanol. ARPN Journal of Engineering and Applied Sciences 6: 84-89.

Ulloa M (2014) The Diploid D Genome Cottons (Gossypium spp.) of the New World. pp: 203-
229. http://dx.doi.org/10.5772/58387. Fecha de consulta 9 de abril de 2018.

146



United States Department of Agriculture (USDA). 2018. Oilseeds: world markets and trade.
Foreign Agricultural Service. https://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/oilseeds.pdf.
Fecha de consulta 9 de abril de 2018.

Vekariya VK, Faldu GO, Patel CK, Solanki BG (2016) Analysis of cotton genotypes for quality
appraisal of seeds. Journal of Cell and Tissue Research 16: 5889-5892.

147



APORTACIONES Y LOGROS EN LA PRESENTE INVESTIGACION

Una vez que las muestras de semillas ingresan a un Banco de Germoplasma, después de realizar
la recoleccion de las mismas, es necesario llevar a cabo una serie de pruebas para evaluar la
calidad fisica, fisioldgica y bioquimica, con el objetivo de contar con informacion necesaria que
permita planificar el periodo de conservacion a corto, mediano y largo plazo de la semilla; en
este caso, de las especies de algodon. En este apartado se presentan los aportes cientificos que se
obtuvieron en la presente investigacion. Las aportaciones y logros que se describen en la
presente investigacion, pretenden contribuir con informacion valiosa para los bancos de
germoplasma y a los tomadores de decisiones que son responsables en la conservacion de las

especies silvestres de algodon nativas de México.

Recoleccion de semillas de cinco especies de algodon (G. aridum, G. lobatum, G.

schwendimanii y G. hirsutum) nativas de México

Como indican algunos de los principales tratados sobre conservacion vegetal (Rao et al., 2007;
Bachetta et al., 2008), el proceso inicia con la recoleccion de semillas. La semilla es un individuo
con plena potencialidad y contiene parte de la variabilidad genética de la especie (Ferrer-Gallego
et al., 2013). Esta actividad es la méas critica en cualquier banco de germoplasma, ya que de ella
depende la eficacia de cualquier estrategia de conservacién ex situ; por ejemplo, la longevidad de
una muestra de semillas ortodoxas que llega al banco de germoplasma, estd fuertemente

determinada por su calidad en el momento de la recoleccion (Bachetta et al., 2008).

En el afio 2015, se recolectaron las semillas de las especies G. aridum, G. lobatum, G.
schwendimanii y G. hirsutum en los estados Nayarit, Michoacan y Colima, respectivamente. Las
semillas de estas cuatro especies se utilizaron en los estudios de caracterizacion fisica (capitulo
3), ademas, las semillas de G. hirsutum se usaron también en la evaluacion de sustratos para la
prueba de germinacion (capitulo 5). En el afio 2016, se llevo a cabo la recoleccion de las semillas
de algoddn de las especies G. lobatum, G. schwendimanii y G. hirsutum, las dos primeras del
estado de Michoacan y la segunda especie originaria de Oaxaca y regenerada en el estado de

Morelos; éstas tres especies se utilizaron en los estudios de la composicion quimica de la semilla
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(capitulo 7) y para la determinacién de la morfometria de las semillas (capitulo 2), sélo se
estudio a la especie G. hirsutum. Para determinar la viabilidad mediante la prueba de tetrazolio
(capitulo 4) se utilizé la especie G. lobatum, mientras que, para determinar el comportamiento
del vigor, mediante la prueba de vacio (capitulo 6), se estudiaron las especies G. hirsutum y G.

lobatum.

Entre las aportaciones cientificas que se tiene en esta fase de investigacion es la generacion de
informacion en los diferentes estudios realizados con esas especies de algodén, ademas de la
recoleccion de semillas de cuatro especies nativas de México. Un logro importante con lo
anterior, es el rescate de la variabilidad genética de las cuatro especies de Gossypium; ya que,
algunas de estas especies estan siendo amenazadas en su habitat, como es el caso de la especie
G. aridum en el estado de Nayarit, que en uno de los sitios de recoleccion identificados, la
poblacion de esta especie fue eliminada totalmente, por la conversidn de ésta area natural en una

zona de produccién agricola, especificamente con la siembra del cultivo de cafia de azlcar.

Caracterizar especies de algodon (Gossypium spp.) mediante descriptores de calidad fisica,

Rayos X y andlisis de imagenes

Una vez recolectadas las semillas, el material es procesado y manipulado pasando por una serie
de operaciones adecuadas para cada especie y cuya finalidad es la de obtener un material apto
para su almacenamiento en condiciones Optimas y con la menor perdida posible de vigor y
viabilidad (Ferrer-Gallego et al., 2012). Manejar las semillas con procedimientos inapropiados
acelera el deterioro de éstas y hace mas costosa la conservacion (Rao et al., 2007). Entre los
procedimientos que se deben tomar en cuenta para integrar material al banco de germoplasma, es

la evaluacion de la calidad fisica de las semillas.

Una de las técnicas de rutina utilizadas en el Banco de Semillas Millennium de Noruega para
evaluar la calidad fisica de las semillas, es la prueba de rayos X (Terry et al., 2003). Este método
no es destructivo y permite realizar un analisis interno de las propiedades semillas: anatomia,
defectos morfoldgicos, cambios fisioldgicos que ocurren durante la maduracién, ataques de

insectos, entre otros (Azulgaray et al., 2006). En México, el uso de esta técnica no es muy comun
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ya que el costo del equipo es elevado; ademas, la informacion limitada sobre estudios que
aborden el uso de los rayos X en semillas de especies agricolas, nativas de México, hacen que

esta técnica no sea utilizada como un método de diagnostico para el analisis de semillas.

Considerando lo anterior, se llevo a cabo un estudio en donde se aplicé la técnica de rayos X, con
el objetivo de determinar la morfometria de las semillas en tres ecotipos de algodon de la especie
G. hirsutum. Las imagenes radiograficas digitales capturadas, se analizaron a través del
programa Tomate Analyzer para obtener el tamafio (area, perimetro, longitud y ancho) y la
forma, asi como el porcentaje del llenado del embridn, de la testa y del &rea libre de cada semilla.
Los datos obtenidos, se analizaron por estadisticas descriptivas para estimar las categorias con
base en la distribucién de las frecuencias y los intervalos de confianza al 95 % de probabilidad.
Entre los resultados sobresalientes destacan que el perimetro promedio de los embriones fue de
10.92 + 1.30 mm?, el area promedio tuvo un valor de 8.56 + 1.78 mm?, la longitud fue de 4.22 +
0.59 mm de y el ancho de 2.51 + 10.76 mm. Ademas, el 52.9 % de la variabilidad total de los
embriones de algoddn de la especie G. hirsutum, presentaron la forma ovoide. El porcentaje del
llenado del embrion varié de 23.12 a 97.61 %, para la testa oscilo de 0.06 a 6.33 % y para el area
libre en la semilla de 0.14 a 75 %. Considerando los valores obtenidos para el porcentaje del
llenado del embrion en la semilla, asi como el area libre, se determind un patrén de clasificacion

con seis categorias para las semillas de la especie G. hirsutum.

Dentro de las contribuciones que se realizan en esta investigacion, destaca la determinacion de
los caracteres morfométricos de las semillas algoddn (G. hirsutum), asi como la de un patrén de
clasificacion con seis categorias, en el cual se describen los porcentajes del llenado del embrion,
de la testa y del area libre en la semilla. Esta informacion es un logro importante que podria ser
de gran utilidad en los bancos de germoplasma para hacer una discriminacion inicial de las

semillas de algoddn y conformar una muestra con mejor calidad fisica.

Por otra parte, se tiene también, que, en los bancos de germoplasma, es importante la evaluacion
de otros parametros de la calidad fisica, entre los que se encuentran el contenido de humedad, el
peso hectolitrico y el peso de mil semillas; adicionalmente se puede considerar el color, la forma

y el tamafio como caracteristicas distintivas de las semillas y que juegan un papel importante
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para la identificacion varietal (Smykalova et al., 2011). Sin embargo, la medicién de los
caracteres de longitud, ancho y espesor de las semillas, requiere de técnicas mas laboriosas
(manual) y de medicion individual, con mayor consumo de tiempo. La determinacion de los
valores de estas variables con métodos mas eficientes, rapidos y precisos, como es el
procesamiento y analisis de imagenes digitales, facilita y proporciona informacion consistente,

eficaz y objetiva.

Tomando en cuenta lo anterior, otro estudio que se llevo a cabo en la presente investigacion, fue
la caracterizacion fisica de cuatro especies de algodén (G. aridum, G. lobatum, G.
schwendimanii y G. hirsutum) con base en los atributos de la semilla. La investigacion se realizd
en dos fases: en la primera, se determind el peso de mil semillas y el peso hectolitrico; en la
segunda, se determinaron las dimensiones de las semillas (area, perimetro, longitud, ancho,
elongacion, didmetro Feret y Factor-Forma) mediante el procesamiento y andlisis digital de
imagenes. El analisis de los datos se realizd por analisis de varianza, pruebas de medias,

componentes principales, vectores de medias con ajuste de Bonferroni y de agrupamiento.

Con base en los analisis multivariados, se logrd la separacion de las especies de algodon y se
definieron tres grupos contrastantes, sobresaliendo en el Grupo | G. hirsutum, la cual se
caracterizo por tener valores altos de peso de mil semillas y ancho de semilla; el Grupo Il quedo
constituido por G. shwendimanii (D11) quien presentd mayor area, perimetro y longitud de
semilla; en el Grupo Ill, G. aridum (Ds) y G. lobatum (D7) con mayor peso hectolitrico de la

semilla.

Entre las contribuciones que destacan son la identificacion de los caracteres fisicos de mayor
relevancia en este estudio como el area, ancho y el peso de mil semillas, los cuales coadyuvan en
la diferenciacion de las especies de algodon. Esos caracteres fisicos son importantes ya que
pueden ser considerados por los programas de mejoramiento genético de algodon para la
generacion de nuevas variedades como lo menciona, Tanabata et al., (2012) que la forma y el
tamafo de semilla son componentes que pueden afectar el rendimiento, mientras que Snider et
al., (2014) consideran que el tamafio y el contenido de nutrientes de las semillas son indicadores

del potencial de vigor de plantulas.
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Otra de las aportaciones en esta fase de investigacion, es la combinacion de las técnicas
multivariadas como los componentes principales, los vectores de medias y el andlisis de
agrupamiento a los datos registrados en las diferentes variables de respuesta, para lograr una

caracterizacion mas precisa en las semillas de las especies de algodon.

Evaluar la germinacién y la viabilidad en semillas de algodon silvestre y semidomesticada

Una vez que ha sido evaluada la calidad fisica de las semillas, otro de los procedimientos que se
realizan en los bancos de germoplasma antes de que las semillas sean conservadas, es la
evaluacion de la calidad fisioldgica. Por tanto, las semillas deben tener una alta viabilidad al
inicio del almacenamiento y mantenerla durante el almacenamiento (Rao et al., 2007). Existen
muchos métodos para determinar la viabilidad de las semillas, pero, el mas exacto y confiable es
la prueba de germinacion estandar (Rao et al., 2007). Existen, otras pruebas bioquimicas, que
tienen la ventaja de ser mas rapidas y permiten evaluar la viabilidad en las semillas como es el

caso, de la prueba de tetrazolio (TZ).

La prueba de tetrazolio es muy 0til para determinar la viabilidad en semillas de especies
silvestres que son dificiles de germinar y presentan latencia (Elias y Garay, 2004) por ejemplo,
algunas especies silvestres de algodon (Gossypium) se caracterizan por tener mayor grosor en la
testa, presentan problemas de dormancia y, por ende, bajos porcentajes de germinacion (Karban

y Lowenberg, 1992).

Sin embargo, el procedimiento de la prueba de TZ para algodon discrepan entre las Reglas
Internacionales para Analisis de Semillas-ISTA (conc. 1%, 18 h, 30°C) y las Reglas para
Analisis de Semillas-MAPA (conc. 0.1%, 2-4 h, 30-35°C) porque son indicaciones generales que
aplican para el género Gossypium spp., y no hay especificaciones para las 50 especies de
Gossypium. No obstante, existen especies silvestres de algodén que son dificiles de preparar y
evaluar durante la prueba de TZ, debido a que los protocolos no han sido bien definidos. Por lo
que el objetivo, fue determinar el tiempo y concentracion optima de las soluciones de TZ para

evaluar la viabilidad y el vigor en semillas de algodén silvestre en la especie G. lobatum.
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Para ello, se probaron diez tiempos de exposicion y siete concentraciones de TZ, con una
temperatura de 25 °C. Con los datos obtenidos se determinaron los analisis de varianza
respectivos, pruebas de medias y regresiones lineales mdltiples. Entre los resultados
sobresalientes que se obtuvieron en la prueba de TZ es la diferenciacion de las semillas viables
de G. lobatum con base, en el patron e intensidad de la coloracion observada. Esos patrones de
coloracion se representaron esquematicamente y se les asignaron valores cuantitativos conforme,
a la Carta de Colores de Tejidos Vegetales de Munsell (1977): 2.5 R 8/2 para coloracion inicial,
2.5R 8/4 débil, 25 R 7/6 y 2.5 R 7/8 adecuada, 2.5 R 5/10 y 2.5 R 4/10 excesiva.

Otro de los resultados sobresalientes en este estudio, es la determinacion de que con 14 horas de
tincion y concentraciones de 0.75 y 1.0 % de TZ permiten valorar sin dificultad las areas del eje
hipocotilo-radicula y la region de insercion de los cotiledones en semillas de G. lobatum esto
conforme, a la respuesta lineal multiple positiva y significativa. Esta informacion es de
relevancia para los analistas de semillas, ya que les permite reducir la cantidad del 2,3,5-trifenil
cloruro de tetrazolio (Sigma®) que se utiliza en la prueba de TZ y por ende, se reducira el costo

del reactivo y del tiempo de evaluacion.

Entre las aportaciones que se obtuvieron destaca, la generacion de los patrones de coloracién con
valores cuantitativos para las semillas de algodon silvestre. Otra aportacion importante, es la
reduccion de la concentracion y tiempo de exposicion en la solucién de TZ, en contraste al

recomendado por la ISTA para el caso de semillas de algoddn silvestres nativo de México.

Otros de los procedimientos que los bancos de germoplasma realizan en los analisis de rutina
para la conservacion de las semillas, es la prueba de germinacion estandar. La prueba de
germinacion estandar es esencial para controlar la calidad de las muestras de semillas
conservadas, pues permite conocer su viabilidad a lo largo del proceso de conservacién también,
la eficiencia de los métodos utilizados para germinar ya que, en ocasiones, sucede que las
condiciones Optimas de germinacion en laboratorio no coincidan con los resultados
experimentales realizados en el campo para la especie en estudio. Estas discrepancias

frecuentemente se dan por diferentes causas entre las que se encuentran: la temperatura, agua,
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luz, oxigeno o el sustrato las cuales, estan estrechamente asociados con el proceso de la

germinacién de las semillas (Bachetta et al., 2012).

En la prueba de germinacion se utilizan protocolos estandarizados por la Asociacion
Internacional para el Analisis de Semillas (ISTA; Ferrer-Gallego et al., 2008) en donde, los
requerimientos basicos para que una semilla germine bajo condiciones favorables y produzca
plantulas normales son el agua, oxigeno, luz, temperatura y sustrato adecuado aunado a que, los
procedimientos para las pruebas de germinacion estandar de las diferentes especies silvestres, no
estan registradas en las Reglas Internacionales para el Andlisis de Semillas-ISTA (ISTA Rules;
ISTA 2013). Por ejemplo, el sustrato para germinacién es un factor muy importante y entre las
caracteristicas deseables que debe tener es la de brindar soporte a la planta, tener una estructura
estable, favorecer la germinacion, permitir el intercambio gaseoso y poseer un nivel adecuado de

retencion de humedad (Moreno, 1996).

En Meéxico, se utilizan algunos papeles como sustratos para la germinacion de semillas, pero, es
limitada la informacion sobre las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de esos sustratos.
Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar diferentes tipos de papel (nacionales
y extranjeros) con potencial para ser usados como sustratos en la germinacion estandar en
semillas de algodén semidomesticado (G. hirsutum L.). Se determinaron las caracteristicas
fisicas (gramaje, espesor, capacidad de retencion de agua, absorcion capilar) y quimicas
(conductividad eléctrica, pH, contenido de cenizas) de 14 sustratos para germinacion, ocho son
de México, uno de Colombia, uno de Alemania y dos de Estados Unidos estos ultimos, son los
recomendados por la ISTA y la AOSA para pruebas de germinacion estandar; posteriormente, se
realizo la prueba de germinacion conforme, a las normas de la ISTA. Se realizaron los analisis de
varianza y en su caso, comparaciones multiples de medias a posteriori; asi como un analisis

multivariado de comparacion de vectores de medias y candnico discriminante.

Entre los resultados sobresalientes destaca, que, con base en el analisis multivariado de vectores
de medias, el espesor, capacidad de retencion del agua, absorcion capilar, porcentaje de cenizas y
conductividad eléctrica fueron los caracteres fisicos y quimicos que apoyaron para diferenciar

entre los sustratos. Esas caracteristicas son importantes ya que le proporcionan a la semilla un
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buen ambiente con buena retencion de humedad y de aireacion, de tal manera que no produzcan

plantulas anormales debido a la falta de oxigeno o exceso de agua (Bewley y Black, 1994).

Se identificaron que los papeles sustratos Servitoalla Blanca Kleenex Jumbo, Toalla Interdoblada
color Blanco Pacific Blue, Servilleta Blanca Kleenex y Servitoalla Blanca Kleenex Duramax
como los méas sobresalientes por sus caracteristicas fisicas y quimicas las cuales, influyeron en la
germinacion y el vigor de las semillas de G. hirsutum. Es importante resaltar, que tres sustratos
son elaborados en Meéxico, uno en Colombia y son de bajo costo y de facil acceso para

adquirirlos.

Es conveniente resaltar, que una de las aportaciones cientificas es la identificacion de cuatro
nuevos sustratos para ser utilizados en la prueba de germinacidn con base en sus caracteristicas
fisicas y quimicas. Otra de las contribuciones importantes, es que al utilizar estos sustratos se
reduce el costo, son mas accesibles de adquirirlos comparado, con los sustratos de importacion.
La combinacidn de técnicas multivariadas como es el caso, de los vectores de medias y analisis
canonico para identificar los mejores sustratos para germinacion fue otra de las aportaciones que

arrojo este estudio.

Estudiar el comportamiento del vigor de la semilla de G. hirsutum y G. lobatum, sometidas

a diferentes condiciones de vacio y con dos tipos de sustratos

Otro de los procedimientos que debe ser considerado por los bancos de germoplasma es la
evaluacion del vigor como un método de diagnoéstico para el analisis de calidad fisioldgica de las
semillas. Doria (2010) refiere que el vigor de las semillas es un factor determinante en la
longevidad de estas durante el almacenamiento ya que, a mayor vigor, mayor potencialidad de
permanecer almacenadas. El vigor es la suma total de aquellas propiedades de la semilla que
determinan el nivel de la actividad y capacidad de la semilla o del lote de semillas durante la
germinacién y emergencia de la plantula (Perry, 1981). Sin embargo, la definicion de vigor hace
referencia a la semilla y al comportamiento inicial de la plantula, pero no considera la posible

dormancia y la composicion genética de la semilla (Bachetta et al., 2008).
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Se han disefiado varias pruebas de vigor para evaluar el potencial de germinacion de las semillas
sometiéndolas a estrés, antes o durante su germinacion (Hyatt y Tekrony, 2008). En la
exploracion de estrategias para determinar el vigor, se ha considerado que el oxigeno (O2) es uno
de los principales factores ambientales que afectan la germinacion de las semillas (Artola et al,
2004). En semillas oleaginosas como es el caso del algoddn, se ha reportado como una especie
intolerante a la falta de oxigeno ya que se requiere 21 % para utilizarlo en los compuestos de

reserva en la germinacion (Ellis et al., 2000).

Con base en lo anterior, objetivo fue estudiar el comportamiento del vigor de la semilla en dos
especies de Gossypium spp., sometidas a la prueba de vacio y tipo de sustrato. Se evaluaron dos
especies de algodon (G. hirsutum y G. lobatum), cuatro condiciones de vacio (CVA 300, CVA
500, CVA 600 y CVA 700) y dos sustratos (Versa Pak y Toalla Sanita Interdoblada Café). Se

realizaron los andlisis de varianza respectivos, pruebas de medias y regresiones no lineales.

Entre los resultados destaca que la especie G. hirsutum fue la mas sobresaliente por su
germinacion y vigor comparado, con G. lobatum que present6 los valores mas bajos en esos dos
parametros. El papel Versa Pak fue el que mayor vigor de plantulas registr6 comparado con la
Toalla Sanita Café, estos resultados podrian estar asociados a las propiedades fisicas y a la
composicion quimica de cada sustrato, asi como la porosidad, que esta relacionada directamente

con el suministro de agua y Oz en las raices de las plantulas.

Otro resultado relevante es la estimacion de los umbrales minimos del O residual por cada
condicion de vacio lo cual genero, un efecto negativo en la germinacion de las semillas en cada
especie de algodon en donde, G. lobatum a 1.47 % de O residual (707.53 mm Hg), la
germinacion fue nula, mientras que en G. hirsutum a 0 % de O, (765.8 mm Hg) podria presentar

tasas de germinacion de 0.60 %.
Entre las aportaciones que se obtuvieron destaca, la identificacion de G. hirsutum como especie

tolerante a la falta de O,. Otra contribucion de este estudio, es la estimacion por especie de

algoddn de los umbrales minimos de Oz que podrian inhibir la germinacién de las semillas. La
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prueba de vacio es una técnica util que permite evaluar el vigor de la semilla de Gossypium con

cantidades menores de O al requerido.

Determinar la composicion quimica de la semilla de algoddn (Gossypium spp.) nativa de

Meéxico

Se considera que una semilla es viable cuando presenta las caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas y bioquimicas fundamentales para su germinacion. La pérdida de viabilidad
generalmente viene acompafiada de la reduccion de la capacidad respiratoria, del contenido de
acidos grasos insaturados, de lipidos de la membrana, de la actividad enzimatica y del contenido
de ARNm (Bachetta et al., 2008) y para el caso de las semillas de algodon que tienen alto
contenido de aceite y proteina esto debe ser tomado en cuenta. Bolek et al., (2016) mencionan
que los programas de mejoramiento genético al desarrollar nuevas variedades de algodén con
buen rendimiento y calidad de fibra podrian considerar, como un valor agregado la composicion

quimica de la semilla.

Tomando en cuenta lo expuesto anteriormente, se plante6 como objetivo, determinar el
contenido de proteina, asi como el tipo y proporcion de &cidos grasos de la semilla de algodén
nativa de México. Para ello, se evaluaron semillas de algodon silvestre (G. lobatum sin fibra) y
semidomesticada (G. hirsutum, fibra café y fibra blanca) en las cuales, se determinaron con
forme a los métodos descritos por la Association of Officiating Analytical Chemists (AOAC,
2015) el contenido de proteina total y extracto etéreo, mientras que la composicion de acidos
grasos se determind mediante un cromatografo de gases. Se realizd un andlisis de varianza y

pruebas de comparacion de medias.

Entre los resultados que se desprende de esta investigacion es que la especie silvestre G. lobatum
fue significativamente superior a G. hirsutum café y G. hirsutum blanca, lo cual significo
diferencias porcentuales entre materiales de algodon de 19.1 y 28.5 %, respectivamente. En
cuanto al contenido de extracto etéreo se registrd que la especie semidomesticada G. hirsutum de
fibra café fue la que tuvo el mas alto porcentaje de aceite (26.6 %) comparado con G. lobatum

que obtuvo el menor contenido de aceite (21.3 %). En cuanto a la composicion de los &cidos
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grasos que estan presentes en las semillas de las especies de Gossypium se identificd que los
principales acidos fueron: linoleico (C18: 2A9,12), palmitico (C16:0), oleico (C18:1A9) y
estearico (C18:0); estos cuatro acidos representaron el 96.3 % del contenido de aceite total en G.
lobatum y 96.5 % en G. hirsutum de fibra café y fibra blanca.

Entre las aportaciones sobresalientes que se obtuvieron en este estudio destaca la cuantificacién
de proteina total y de extracto etéreo también, la identificacion y cuantificacion de los acidos
grasos que se encuentran presentes en la semilla de algodon nativo de México. La informacion
generada sobre la composicién quimica de la semilla de algodén es de gran utilidad para los
bancos de germoplasma y los tomadores de decisiones para predecir el deterioro de estas
especies ya que semillas ricas en aceite como es el caso de algodon inciden significativamente en
la baja germinacion en las semillas de algodén que va acompafiada por un aumento en la
lixiviacion de solutos, en el contenido de acidos grasos libres, en la peroxidacion de lipidos, asi
como un incremento en el tiempo medio de emergencia de las plantulas después de la exposicion

a diferentes periodos de envejecimiento (Basra et al., 2003).

Consideraciones préacticas

Una vez que las semillas han sido recolectadas estas, podran ser almacenadas bajo condiciones
adecuadas por largos periodos, pero, el tiempo de que puedan sobrevivir dependera en gran parte
de su calidad genética, fisica, fisiologica, sanitaria y bioquimica inicial al momento de
ingresarlas al banco de germoplasma.

Ademas de la calidad, se debe considerar que la cantidad de semillas en la poblacion recolectada
sea suficiente para satisfacer los requerimientos de la investigacion, conservacion y evaluacion,
ya que segun, Di Sacco et al., (2012) sugieren tomar de la poblacion no mas del 20 % de las
semillas sanas disponibles en el momento de la recoleccion lo cual equivale a 3,000 a 5,000
semillas para especies que no estan en peligro de extincidn pero, en especies raras y en peligro de
extincion, dado que son poblaciones pequeiias, la cantidad aceptable es de 500 a 1,000 semillas
viables. Por lo que el nimero de semillas debe ser analizado para los estudios de germinacion y

viabilidad ya que puede variar en funcion de la disponibilidad efectiva de las mismas (si la
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cantidad es baja a menudo se renuncia a realizar pruebas destructivas) asi como de los diferentes

protocolos utilizados (Bachetta et al., 2012).

Ademas, en los laboratorios de anélisis de semillas que encuentran ubicados en las instituciones
de investigacion, docencia o en los bancos de germoplasma de México no siempre estan dotados
con los equipos y el material necesario para realizar todas las técnicas que sugiere la ISTA para
evaluar la calidad fisica y fisiologica en las semillas de especies silvestres de algodén y que
lleven a los analistas de semillas, a conclusiones rapidas y eficaces sobre las caracteristicas

fisicas y germinativas de una determinada especie.

Tomando en cuenta lo anterior, debe ser considerado para el caso de G. aridum (Da), G. lobatum
(D7) y G. schewdimanii (D11) que son especies silvestres con habitos de crecimiento
arborescentes y habitos dnicos de floracion y fructificacion (después de la defoliacion en la
estacion seca; Ulloa, 2014), ya que estas se encuentran amenazadas en sus habitats porque han
sido severamente erosionados por la poblacion humana y una produccion agricola intensa y
extensa de guayaba (Psidium spp.) y aguacate (Persea spp.) en el estado de Michoacan y de cafia

de azlcar (Saccharum spp.) en el estado de Nayarit, México.

Por lo que recolectar cantidades mayores de semillas para efectuar estudios de germinacion,
viabilidad (prueba de tetrazolio) y de vigor (conductividad eléctrica, envejecimiento acelerado,
prueba de frio, ATP, entre otras) con el nimero de semillas por cada repeticion tal y como
sugiere las Reglas de la ISTA que sean aplicadas para evaluar la calidad de semilla en especies
silvestre como es el caso de algoddn, es especialmente critico ya que no permitiria a las especies
asegurar que haya suficientes semillas en el suelo y se lleve a cabo la regeneracion natural de la

poblacion.

Considerando los resultados obtenidos en esta investigacion y lo sugerido por Elias et al., (2006)
las pruebas de pureza fisica y viabilidad de las semillas son las dos mas importantes para evaluar
la calidad de semillas en especies silvestres nativas. Otras de las pruebas de calidad de la semilla,
se encuentran las pruebas de vigor, de los rayos X y el contenido de humedad de la semilla, que

es util la informacion sobre la calidad de las semillas. Por lo que podria ser tomada en cuenta,

159



por los bancos de germoplasma y por los tomadores de decisiones, para la generacion de los

protocolos dptimos que aseguren la mayor calidad posible de las semillas objeto de estudio.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con base en los resultados obtenidos y de acuerdo con las condiciones en que se realizd la

presente investigacion se concluye lo siguiente:

» Se identificaron tres grupos con caracteristicas contrastantes entre las especies de
algodon, siendo Gossypium hirsutum, la especie que presentd el valor mas alto en la

magnitud del vector de los caracteres fisicos de la semilla de algodon.

> El area, ancho y peso de mil semillas, fueron los principales pardmetros que explicaron el
98.6 % de la variabilidad existente en las caracteristicas de las semillas, por lo que estos
atributos fisicos juegan un papel importante en la caracterizacion de las especies de

Gossypium nativas de México.

» Los mejores papeles como sustratos para pruebas de germinacion estandar en semillas de
algodon (Gossypium hirsutum L.) fueron Toalla de Cocina, Versa Pak, Servilleta Kleenex
y Toalla de Cocina Kleenex por su comportamiento en la prueba de germinacion estandar

en funcidn de las caracteristicas fisico- quimicas de los sustratos.

» Los sustratos Sanita Pacific, Sanita Blanca, Sanita Café, Sanita Mel6n, Estraza Blanco,
Kraft, Periddico y Filtro, por sus caracteristicas fisicas y quimicas, resultaron con un

comportamiento intermedio en la prueba de germinacion estandar.

» El sustrato papel Estraza Rosado resulté en todos los parametros fisicos y quimicos, con
caracteristicas de calidad baja, con base en el criterio estipulado por la Asociacion
Internacional de Pruebas de Semillas, afectandose por lo tanto, el potencial de

germinacion y vigor de las semillas de algodon.

> El tiempo de evaluacion de la prueba de tetrazolio para estimar la viabilidad y el vigor en

semillas de Gossypium lobatum, se puede reducir significativamente utilizando
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concentraciones de 0.75 a 1.0 % durante 14 horas de exposicidn, en contraste al

recomendado por el ISTA.

Las concentraciones de 1.25 y 1.50 % con un periodo mayor a 12 horas, no fueron las
més adecuadas para evaluar los tejidos vitales del embridn, ya que dificulta la

interpretacion de la prueba de tetrazolio.

La ecuacion de regresion lineal multiple explico un incremento lineal significativo en el
porcentaje de embriones viables y vigorosos, por cada concentracion de solucién de

tetrazolio y tiempos de exposicion.

Con la concentracion y tiempos recomendados, la prueba de tetrazolio pudo diferenciar
las semillas viables y vigorosas de Gossypium lobatum, con base en el patron observado

y en la intensidad de la coloracion.

La especie Gossypium hirsutum presentd la mejor calidad fisioldgica determinada por su

capacidad de germinar bajo las condiciones de vacio probadas.

El sustrato Versa Pak fue el que permitio expresar mayor vigor en las semillas de
algodon. La germinacion y el vigor de las semillas de estas especies, decrecieron en
forma exponencial al incrementar los diferentes niveles de vacio y disminuir la cantidad

de oxigeno estimada.

El umbral de oxigeno estimado para Gossypium hirsutum y Gossypium lobatum,

influyeron en la germinacion y el vigor de las semillas.
La mayor concentracién de proteina fue en la especie de algodon Gossypium lobatum con

25.6 % y en el extracto etéreo la especie Gossypium hirsutum de fibra café tuvo el

porcentaje de aceite mas alto por 5.3 unidades porcentuales.
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» Los acidos grasos presentes en las semillas de Gossypium fueron linoléico, oleico,

palmitico, estearico y araquirico.
> Las accesiones de la especie Gossypium hirsutum, tuvieron el nivel més alto de los acidos

linoléico y oleico con 68.5% mientras que el aceite de las semillas de Gossypium lobatum

tienen mayor concentracion de acido palmitico con 30.5 % y 3.9 % de estearico.
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ANEXOS
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Figura Al. Imagenes capturadas a traves del equipo de rayos X de semillas de la especie
Gossypium hirsutum.
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Figura A2. Imagenes de semillas de G. hirsutum (a) y G. aridum (b) utilizadas en el analisis
de imagenes.
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Figura A3. Imégenes de semillas de G. lobatum (a) y G. shwendimanii (b) utilizadas en el
analisis de iméagenes.
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Figura A4. Imagenes de semillas de Gossypium lobatum evaluadas en la Prueba de
Tetrazolio.
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VERSA PAK

TOALLA SANITA MELON

Figura A5. Imagenes de los sustratos utilizados en la prueba de germinacion estandar en

semillas de algodon de la especie semidomesticada Gossypium hirsutum.
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Figura A6. Imagenes de los sustratos utilizados en la prueba de germinacion estandar en
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TOALLA DE COCINA

ESTRAZA BLANCO

Figura A7. Imagenes de los sustratos utilizados en la prueba de germinacion estandar en

semillas de algoddn de la especie semidomesticada Gossypium hirsutum.
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Figura A8. Imagenes de los sustratos utilizados en la prueba de germinacion estandar en

semillas de algodon de la especie semidomesticada Gossypium hirsutum.
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Figura A9. Iméagenes de los sustratos utilizados en la prueba de germinacion estandar en

semillas de algoddn de la especie semidomesticada Gossypium hirsutum.
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Figura A10. Iméagenes de los sustratos utilizados en la prueba de germinacién estandar en

semillas de algoddn de la especie semidomesticada Gossypium hirsutum.
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BLOTTER
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Figura All. Imégenes de los sustratos utilizados en la prueba de germinacion estandar en

semillas de algodon de la especie semidomesticada Gossypium hirsutum.
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Figura Al2. Imagenes de la prueba de vacio en semillas algodon de la especie

semidomesticada Gossypium hirsutum y silvestre Gossypium lobatum.
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