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CINETICA DEL DESARROLLO DE CARACTERES FISIOLOGICOS DURANTE LA
MADUREZ DE LA SEMILLA DE Capsicum annuum L.

Marcelo Martinez Mufioz, M.C

Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN
El uso de semilla de alta calidad es de gran importancia en la agricultura moderna. EXxisten
escasos estudios sobre el desarrollo de la semilla de variedades mexicanas de chile (Capsicum
annum L.). El estudio se realizé en 2012-2013 para conocer las particularidades del desarrollo de
la semilla en chile Ancho y Guajillo e identificar la etapa de cosecha més apropiada. En
condiciones de invernadero en Texcoco, México, se estudi la evolucion de la calidad fisica y
fisiologica de semillas obtenidas de frutos cosechados a 40, 60, 80, 100, 120, y 140 d después de
antesis (DDA). Con extraccion de semillaa 0, 7 y 14 d después del corte (DDC). El contenido de
humedad de la semilla fresca (0 DDC) de Guajillo disminuye durante todo el desarrollo al pasar
de 86 a 17 % y en Ancho se mantiene en 47 % a partir de los 100 DDA. De manera general, el
valor maximo de peso de semilla se observo a 80 DDA, de germinacion a 100 DDA y de vigor a
120 DDA. La extraccién de semilla de frutos con 14 DDC mejor6 significativamente su calidad
fisiologica, pues en frutos cosechados a 80 DDA se encontré una germinacién mayor a 93 %
comparado con 5 % a 0 DDC. Se dectect6 la actividad de dos proteinas LEA (50 y 65 kDa)
correlacionadas con los mayores valores de germinacién y vigor. La mejor calidad de semillas

tanto en chile Ancho y Guajillo se alcanzé en frutos cosechados en 120 DDA.

Palabras clave: Almacenamiento postcosecha de frutos, Germinacion, Proteinas LEA.
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KINETICS OF DEVELOPMENT OF PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS
DURING THE MATURITY OF THE SEED OF Capsicum annuum L.

Marcelo Martinez Mufioz, M.Sc

Colegio de Postgraduados, 2014

SUMMARY

High quality seed use is of great importance in modern agriculture. There are few studies on the
development of the seed of Mexican varieties of pepper (Capsicum annuum L.). This
investigation was conducted in 2012-2013 to know the peculiarities of seed development in Chile
Ancho and Guajillo and identify the most appropriate harvesting stage under greenhouse
conditions in Texcoco, Mexico, the evolution of physical and physiological quality of seeds from
harvested fruits at 40, 60, 80, 100, 120 and 140 d after anthesis (DAA) were studied. With
extraction of seed at 0, 7 and 14 d after cutting (DDC). The moisture content of fresh seed (0
DDC) of Guajillo throughout its development decreases from 86 to 17%, and Ancho maintaining
at 47% from 100 DDA. Generally, the maximum seed weight was observed at 80 DAA,
germination at 100 DDA and vigor from 120 DDA. The extracted seeds of fruits from 14 DDC
improved physiological quality significantly, as in fruit harvested at 80 DDA the germination was
found greater than 93% compared to 5% from 0 DDC. The activity of two LEA proteins (50 and
65 kDa) correlated with higher values of germination and vigor it was detected. The best quality

seed in both, Ancho and Guajillo was reached in fruits harvested from 120 DAA.

Keywords: fruit postharvest storage, germination, LEA proteins.

xiii



I. INTRODUCCION GENERAL

Entre las plantas cultivadas de importancia mundial se encuentra el chile (Capsicum ssp.)
como uno de los saborizantes mas importantes en la cocina (Aguilar-Rincon et al., 2010) y forma
parte de los numerosos platillos de la cocina mexicana desde épocas precolombinas, su consumo
puede ser en fresco o en seco, sobre todo en forma de salsas y guisados.

El genero Capsicum pertenece a la familia Solanaceae, consiste de cinco especies cultivadas
(C. annuum, C. frutescens, C. chinense, C. pubescens y C. baccatum) y alrededor de 25 especies
silvestres y semicultivadas (Pozo, 1981; Hernandez-Verdugo et al., 1999; Aguilar-Rincon et al.,
2010). La domesticacion de C. annuum ocurrié en México y América Central en donde, de
acuerdo a las caracteristicas del fruto, se encuentra una amplia diversidad de chile en esta especie
(Pozo, 1981; Smith et al., 1987; Bosland, 1992; Hernandez-Verdugo et al., 1999; Aguilar-Rincon
etal., 2010)

Capsicum annuum L. es la de mayor importancia entre las especies de chiles cultivados y su
distribucion es practicamente en todas las zonas templadas y célidas del mundo (Nuez et al.,
2003). Se disperso en la época colonial; por la extension de su cultivo y el valor econémico que
representa su reproduccion es la especie cultivada mas importante en todo el mundo (Aguilar-
Rincon et al., 2010).

La produccidn se divide en dos modalidades: produccion de chiles secos y de chiles frescos o
verdes. El mayor productor de chiles verdes es China con 15.5 millones de toneladas, en
segundo lugar México con 2.1 millones de toneladas seguido de Turquia con 1.9 millones de
toneladas. Los principales paises productores de chiles secos en el mundo son: India con 1.4
millones de toneladas anuales; China (282,342 t afio™); Pakistan (202,934 t afio™); seguidos de
Perd, Tailandia, Myanmar, Bangladesh con més de (100,000 t afio™); México se encuentra en la

doceava posicion con una produccién media anual de 59,189 t afio™ (FAOSTAT, 2013).
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En Meéxico, en el afio 2012 los principales chiles secos producidos fueron Guajillo con
34,918 t afio, seguido de Ancho con 21,120 t afio™, el rendimiento promedio para Guajillo de
2.28 tha y Ancho con 1.73 t ha™. En verde los principales chiles fueron: Jalapefio con 722,889 t
afio®, Poblano 198,605 t afio™ y Serrano 189,343.16 t afio™. . En cuanto a los estados productores
los principales son Chihuahua con 562,166 t afio™, Sinaloa 556,463 t afio™, Zacatecas 348,833 t
afio, y el que presenta el mejor rendimiento es Sinaloa con 37 t ha™ (SIAP, 2013).

En México, con la gran diversidad de ambientes y climas se han generado diferentes tipos de
chile, los cuales son contrastantes en forma, color, olor, sabor, pungencia y en la manera de
utilizarse en los distintos platillos. La riqueza genética de chiles en México es muy grande y los
estudios a cerca de la fisiologia del crecimiento y desarrollo de los mismos, son escasos. La gran
mayoria de los estudios realizados en el extranjero en estos temas se han realizado en un solo tipo
de chile, el denominado “Sweet Pepper”, cuyas caracteristicas no representan, légicamente, la
gran diversidad existente en nuestro pais. Por ello es necesario estudiar las particularidades de los
tipos de chile existentes en México, para mejorar los diversos procesos de produccién. La
informacién generada en México sobre el cultivo de chile estda enfocada al estudio de
biodiversidad, manejo agronémico, morfoldgico y recursos genéticos. Sin embargo, la variacion
de los atributos de calidad a lo largo del desarrollo de la semilla, la informacion existente en esta
especie aln es escasa, particularmente la relacionada con el conocimiento de la importancia que
tienen algunas caracteristicas fisiologicas y bioquimicas en el desarrollo de esta, para la
obtencion de semillas de alta calidad.

El éxito en la produccion de los cultivos modernos depende del uso de semilla de calidad.
Esto significa que: las semillas deben estar libres de plagas y enfermedades, deben tener
viabilidad, un buen desarrollo y una identidad genética (Cervantes, 1967). En cuanto al proceso

de produccion de semillas de alta calidad, la extraccion de la semilla es un aspecto en el cual
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también existen contrastes entre los tipos de chile, por ejemplo, en chile Guajillo la extraccién se
realiza cuando el fruto esta seco, mientras que, en el chile Jalapefio cuando el fruto esté fresco.
Estas diferencias pueden dar origen a diferencias en la calidad de la semilla, puesto que su
desarrollo presenta diferencias con el paso del tiempo, en aspectos como madurez del embridn,
contenido de inhibidores-activadores de la germinacion y en algunos casos rompimiento de
latencia.

El desarrollo de la semilla es dependiente de la fijacion fotosintética de bioxido de carbono y
del trasporte de sacarosa, aminoacidos y acidos organicos a este érgano (Bradford y Nonogaki,
2007). Una vez que la semilla alcanza su madurez fisiologica logra una maxima acumulacion de
reservas, por lo tanto se relaciona directamente con un mayor peso, ademas de los maximos
valores de germinacion, velocidad de germinacion (vigor) y viabilidad. El trasporte de sacarosa,
aminoéacidos y acidos organicos se detiene e inicia el proceso de adquisicién de la tolerancia a la
desecacion en semillas ortodoxas.

En semillas ortodoxas, la etapa final de las semillas en desarrollo, se inicia con una reduccion
natural en el contenido de agua de las semillas, que eventualmente sera por debajo de 10 %.
Durante esta etapa, los perfiles de proteinas y la expresion de genes cambian; generalmente
asociados con el logro de tolerancia a la desecacion. Estas proteinas son distintas de las proteinas
de almacenamiento se acumulan tardia debido a su acumulacion relativamente tarde durante el
desarrollo embrionario. Se ha sugerido que las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant)
estan asociadas con tolerancia a la desecacion, debido a que son méas abundantes durante la
embriogénesis tardia que durante la mitad de la embriogénesis (Shih et al., 2008).

En el proceso de produccion de semillas de chile existen diversas observaciones empiricas en

cuanto al grado de madurez del fruto al momento de la extraccion de la semilla. Sin embargo, no



existe suficiente informacion sistematizada de trabajos de investigacion sobre el desarrollo de la

semillay su efecto en la calidad de las semillas.

Con todo lo anterior, la presente tesis tuvo como

Il. OBJETIVO GENERAL
Estudiar la cinética del desarrollo de los atributos de calidad fisica y fisiologica en semillas

de chile Ancho y Guajillo.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los indicadores fisicos de humedad y peso de las semillas de chile Ancho y Guajillo,
extraidas en diferentes etapas de desarrollo y con diferentes periodos de almacenamiento
postcosecha del fruto.

Evaluar los atributos de calidad fisiologica en esa semilla.

Identificar la actividad de proteinas LEA durante la adquisicion de tolerancia a la desecacion
y su correlacion con la capacidad germinativa en esa semilla.

Identificar la mejor época para obtener semillas de alta calidad en chile Ancho y Guajillo.



I11. REVISION DE LITERATURA

3.1 Importancia del Cultivo

El cultivo de chile se ha hecho universal, estando presente practicamente en todas las zonas
templadas y calidas del mundo (Nuez, 2003). Su utilizacién data desde tiempos remotos,
principalmente como condimento, aunque también como una fuente importante de vitamina C,
ademas de diversos usos por parte de las diferentes culturas americanas (Long-Solis, 1986).

Todas las formas de chile utilizadas por el hombre pertenecen al género Capsicum, el cual
pertenece a la familia Solanaceae. Actualmente se considera que esta familia estad formada por
unos 90 géneros los cuales estan divididas entre 2 subfamilias: Solanoide y Cestroideae. La
diferencia entre estas se basa en diferentes modelos de desarrollo del embrion; en Solanoide el
embrion esta enrollado y es de un diametro mas o menos uniforme, en la Cestroideae el embrién
es tipicamente recto o ligeramente curvado. Ademas, entre estas subfamilias se encuentran gran

numero de diferencias morfoldgicas, quimicas y citogenéticas.

3.2 Produccion de Chile en México
Del total de variedades producidas, en México existen 22 grupos de chiles verdes, entre los
cuales destacan el Jalapefio, el Poblano y el Serrano; y 12 secos. Los chiles verdes, se producen
en la mayor parte del afio realizdndose dos cosechas, la siembra del ciclo otofio-invierno que
inicia en diciembre y concluye en agosto Yy la de primavera- verano que abarca de junio a marzo.
México es exportador de chile verde principalmente del tipo Morron y exporta tambien chile
seco; se exporta principalmente a Estados Unidos, Japon, Canada, Reino Unido y Alemania

(SIAP, 2013).



3.3 Descripcion Botanica del Género Capsicum

El chile presenta una raiz pivotante, provista de muchas raices secundarias largar y fibrosas.
Suele profundizar entre 30 y 60 cm y exploracion lateral se extiende hasta 50 cm del eje. El
sistema radical representa el 7 al 17% del peso total de la planta adulta (Wien, 1999; Nuez et al.,
2003).

El tallo es erecto, herbaceo, ramificado y circular a la madurez en la seccion media. Puede ser
glabro o pubescente y de crecimiento determinado o indeterminado (Valadez, 1993; Nuez et al.,
2003).

El ndmero de hojas puede ser controlado por la temperatura y el genotipo, pero
generalmente se desarrolla entre 8 y 15 hojas antes de la aparicion de la primera flor, y la relacion
entre el numero de hojas y flores es cercano a uno. Las hojas varian en tamafo, forma y color
pero la mayoria son simples, enteras y simétricas. (Bosland y Votava, 2000).

La flor tipica es pentamera, hermafrodita e hipdgina y se encuentra usualmente solitaria en
las axilas en C. annuum, inicia la floracion con una flor en el primer nudo axilar, después la flor
se forma en cada nudo adicional, en progresion geométrica (Bosland y Votava, 2000).

El fruto es una baya construida por un pericarpio grueso suculento y un tejido placentario al
que se unen las semillas. La pungencia se debe a la presencia de capsaicinoides, cuyo contenido
varia desde trazas hasta 0.7 % de la biomasa total del fruto en los tipos mas picantes (Nuez et al.,
2003). El cambio de coloracion se debe a que el contenido de carotenoides aumenta hasta 120 %
en el momento de la madurez. El contenido de azucares también sufre incrementos progresivos

hasta la maduracion total (Solunkhe, 2003).



3.4 Taxonomia

La taxonomia dentro del género Capsicum es compleja, debido a la gran variedad de formas
existentes pero son cinco especies principales (C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C.
frutescens y C. pubescens), las utilizadas por el hombre (Nuez, 2003).

C. baccatum es la especie mas cominmente cultivada en América del Sur con distribucién
en Brasil, Bolivia, Ecuador, Pert y Chile; sus flores son de color crema y presentan puntos
amarillos, café o verde oscuro en la corola; los cuales son muy caracteristicos de la especie. C.
frutescens se encuentra en el sur y centro de América pero se especula que el centro de
domesticacion fue Panama y de alli se distribuyo hacia México, el Caribe y algunas regiones de
Africa e India (Antonious et al., 2009). C. chinense, es originario de América del sur, donde fue
introducido a Cuba, aunque en la isla no se siembra ni se consume, de ahi se cree que fue traido a
la Peninsula de Yucatan (Soria, 2002; Ruiz et al., 2011), es la especie mas comun en el Caribe y
posee gran diversidad en Brasil, su principal centro de domesticacion. Entre sus principales
cualidades se encuentra su extremada pungencia y es el chile habanero uno de sus mas
importantes representantes (Antonious et al., 2009). C. pubescens fue domesticada en los
Andes y su mayor distribucidn se encuentra desde México hasta el Per(; esta especie produce
flores purpuras con largos nectarios, y su principal caracteristica es la presencia de pubescencia
en las hojas y la coloracién obscura de las semillas. Por la superficie de cultivo, popularidad y
pungencia, el chile manzano es uno de sus principales exponentes (Bosland y Votava, 2000).
C. annuum Presenta flores solitarias en cada nudo y los pedicelos a menudo pendientes durante
la antesis, la corola es de color blanco lechoso sin manchas difusas en la base de pétalos. Los
pétalos de la corola usualmente son rectos. El caliz de los frutos maduros sin constriccion anular
en la union con el pedicelo y las venas a menudo prolongadas en dientes cortos. La carne del

fruto es usualmente firme. Las semillas son de color amarillo (Nuez, 2003; Namesny, 2006).
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3.5 Tipos de Chile

El chile cultivado se caracteriza por la gran heterogeneidad de formas, sabores, tamafios y
colores del fruto, a su vez dicha heterogeneidad puede depender de la regidn. Los principales
tipos de chiles utilizados en México fueron descritos por Laborde y Renddn (1989), aqui se
mencionan algunas de las caracteristicas mas sobresalientes de chile Ancho y Guajillo debido a

que estos son el centro de interés de esta investigacion.

Ancho. Es uno de los tipos de chile mas importantes en México. Se caracteriza por presentar
un fruto de forma triangular o acorazonada, con pericarpio grueso, presenta cajete pronunciado
(hundimiento del pericarpio en la unién con el pedicelo), maduran en color rojo marrén. En
general los frutos tienen un tamafio promedio de 12 cm de largo, y un Ancho promedio de 6.5
cm. Realizando un corte transversal en el fruto se pueden ver el numero de espacios llamados
I6culos separados por venas (placenta) que esta del centro del pericarpio (Aguilar-Rincon et al.,

2010). Se comercializa tanto en verde (50 %), como deshidratado (Pozo, 1981).

a
Figura 1. Chile Ancho a) inmaduro y b) maduro.
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Guajillo. También recibe los nombres de Mirasol y guajon. Es uno de los cuatro chiles mas
importantes en el pais por su volumen de produccion. Presenta frutos delgados de 2.0 a 3.5 cm de
Ancho y un tamafio de 9 a 14 cm. El pericarpio es delgado y al secarse se torna traslucido.
Generalmente los frutos se cosechan cuando estan secos, su consumo es principalmente en seco
para condimento de distintos platillos en diferentes entidades del pais (Aguilar-Rincon et al.,
2010).

Existen otros tipos de chile que se cultivan en México como el Serrano, manzano, rayado,

arbol, piquin, son muy picantes y se consumen principalmente en fresco al igual que precesado.

Figura 2. Chile Guajillo a) inmaduro y b) maduro.



3.6 Calidad de las Semillas

Hernandez (2012), menciona que una semilla se puede ver afectada por un sinnumero de
factores genéticos, fisioldgicos y citoldgicos, asi como patoldgicos y mecanicos; de este modo,
hablar de calidad de semillas implica un conjunto de atributos que contribuyen al establecimiento
de la planta en campo, en donde los factores genéticos, sanitarios, fisicos y fisioldgicos se definen
como mas importantes ante esto, Doijode (2001) afirma que semillas vigorosas producen plantas
fuertes, uniformes y saludables que tienen un mejor desarrollo en su establecimiento y
adicionalmente exhiben relativamente una mayor longevidad.

La calidad de la semilla se puede describir como el valor general de la semilla, resultado de
las caracteristicas genéticas y de todos los demas factores que afectan al desarrollo, maduracion y
capacidad de almacenamiento de la semilla, (OCDE, 2012).

La calidad genética es importante porque garantiza que la semilla genere plantulas con
caracteristicas deseadas; en chile, la calidad genética garantiza el mantenimiento del rendimiento,
pungencia, forma del fruto, tamafio y color (Wall et al., 2002). Esta calidad se obtiene mediante
el fitomejoramiento, a través de la introduccion, cruzamiento y seleccion de material genético
sobresaliente (Hernandez, 2012); por lo tanto, esta determinada por el genotipo de la variedad o
el hibrido.

La sanidad es uno de los principales factores responsables de la expresion de la calidad
(Bringel et al., 2001). Se considera que una semilla posee calidad fitosanitaria si esta libre de
organismos que constituyan factores de riesgo a la produccion, tales como hongos, bacterias, y
virus (Hernandez, 2012).

Las caracteristicas de las semillas como el contenido de humedad, el peso por volumen y
pureza de éstas, son considerados factores de calidad fisica. Adicionalmente, las caracteristicas de

color, tamafio, peso y dafios visibles por hongos e insectos son cualidades importantes para
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determinar este tipo de calidad (Hernandez, 2012). Es importante tener en cuenta no sélo los
dafos visibles, sino también los efectos latentes causados especialmente por aplastamientos, que
resultan ser mas serios que las quebraduras, ya que favorecen la entrada de patdgenos y por ende
el deterioro también de la calidad fitosanitaria (Vieira et al., 1994).

La calidad de la semilla, en términos de viabilidad y vigor, se conoce como fisioldgica y se
establece durante el periodo de desarrollo del cultivo.

La viabilidad se refiere al porcentaje de semillas en un lote que son capaces de germinar y
formar una planta normal en condiciones dptimas, pero, no es suficiente para propdsitos de
agricultura que una semilla complete la germinacién; ademas, debe poseer la habilidad para
germinar bajo un amplio rango de condiciones muchas veces adversas en campo, a esto se le
conoce como vigor (Bradford, 2004).

El vigor de la semilla depende de la constitucidn genética de la planta madre y del ambiente
que la rodea. Semillas vigorosas producen plantas fuertes, uniformes y saludables que tienen un
mejor desarrollo en su establecimiento y adicionalmente exhiben relativamente una mayor

longevidad (Doijode, 2001).

3.7 Las Semillas de Chile

La semilla en chile representa la base para la obtencion de las plantulas que se van a cultivar.
Las semillas son diferentes en forma, tamafio, color; ademéas que en germinacion,
comportamiento y latencia (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975). En chile, las semillas tienen una
forma aplastada hemidiscoidal. El lado més recto presenta el hilio, la superficie es relativamente
lisa sin aspecto pubescente. La mayoria de las semillas se sitian en la region de la placenta
central y el peso y tamafio de la semilla estan correlacionadas con el tamafio del fruto (Nuez,

2003).
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Normalmente, una semilla contiene material de reserva (carbohidratos, lipidos, proteinas),
frecuentemente presente en el endospermo que utiliza durante el proceso de germinacién. En el
caso del chile, el endospermo puede contener una variedad de material almacenado como
almidon, aceite, proteinas o hemicelulosa, y es la principal colocacion de los materiales de
reserva (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975; Nuez, 2003). Las macromoléculas como proteinas y
especialmente los carbohidratos fuente de energia metabolica usada para el reinicio de
crecimiento del embrién en la germinacion (Cochrane, 2000).

El embridn esta curvado sobre si mismo y consta de un eje embrionario con dos cotiledones
y esta constituido por la radicula dirigida hacia la region del hilio; el hipocotilo al que se unen los
cotiledones curvados hacia el interior y la plamula o epicétilo, donde se forman las primeras
hojas no cotiledonares (Nuez, 2003).

Las semillas de chile presentan un comportamiento ortodoxo, manteniéndose viables por
periodos de 5-8 afios a contenidos de humedad entre 4 y 6 % y temperaturas de -10°C. Los
cultivares de C. annuum no presentan fendmenos acusados de latencia en las semillas (Nuez,
2003). Aungue algunos cultivares cercanos a cultivares silvestres como el chile piquin si la
presentan.

Sobre la germinacién inciden diversos factores, destacando la necesidad de humedad y
aireacion, asi como un rango térmico entre 20 y 30°C. Temperaturas proximas a 30 °C la
germinacién es mas rapida que con temperaturas menores y a 35°C no se produce germinacion

(Nuez, 2003).

3.8 Desarrollo de las Semillas
La formacion, dispersion y germinacion de semillas son estados cruciales en el ciclo de vida

de las plantas. La tolerancia a la desecacion, la movilidad de sustancias de reserva y habilidad
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para programar la germinacion para el momento con mejores condiciones ambientales son
factores importantes en la sobrevivencia de muchas especies.

Los cultivos dependen de las semillas como propagulos para el establecimiento de nuevas
plantas, por ejemplo en el cultivo de chile, requiere de estas como el principal método de
reproduccion (Bradford y Nonogaki, 2007).

Las semillas son estructuras complejas que consisten de tres componentes principales: el
embrion que desarrolla en una plantula vegetativa; el endospermo que provee nutrimentos para el
desarrollo del embrion durante los primeros estados de la plantula y la testa que cubre el resto de
los componentes para protegerlos y controlar la germinacion (Bewley y Black, 2000; Blasiak et
al., 2006)

La formacion de estas estructuras y la adquisicion de otras caracteristicas se dividen en tres
fases durante el desarrollo de la semilla: histodiferenciacion, acumulacién de reservas y
adquisicion de tolerancia a la desecacion (Taiz y Zeiger, 2010). En cada uno de estos estados se
incluye una serie de reacciones a nivel celular que determina el inicio y la conclusién de los
procesos mediante la activacién o silenciamiento de miles de genes (Bradford y Nonogaki. 2007).

La histodiferenciacion ocurre inmediatamente después de la polinizacion, cuando el ovulo se
activa para iniciar el desarrollo de las principales estructuras de las semillas; el embrion, el
endospermo y las cubiertas seminales. El crecimiento inicial de la semilla se debe a la division y
al alargamiento celular que se completan en los primeros dias de su formacion (Bradford, 2004).
En las semillas de chile, el embrion proviene de un ovulo campilotropo por lo que esta curvado
sobre si mismo. Consta del eje embrionario con dos cotiledones unidos al hipocotilo, la radicula

dirigida hacia la region del hilio y la plumula o epicotilo, de donde se forman las primeras hojas.
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Seguido a este crecimiento, se presenta la acumulacion de las reservas en organos de
almacenamiento; esto disminuye con el contenido de humedad debido a que los materiales de
reserva sustituyen el agua de las células (Bradfrod, 2004). En chiles, el contenido de agua de las
semillas declina en proporcion con la acumulacion de la materia seca, la cual resulta en un
incremento de reservas pero ya sin presentarse incremento en el tamafio seminal (Blasiak et al.,
2006).

En la etapa de acumulacién de reservas de la semilla se sintetizan en grandes cantidades de
proteinas expresadas por diversos genes que se acumulan en organelos llamados cuerpos
proteicos (Bewley y Black, 2000; Bradford, 2004).

En las semillas de chile es caracteristico que el endospermo rodee al embrion y sea el
principal material de reserva; Contiene una variedad de sustancias de reserva, de las que las
proteinas y especialmente carbohidratos son catalizados para liberar energia metabdlica que se
utiliza para el reinicio del crecimiento del embrién durante la germinacion (Nuez et al., 2003).

La deposicion de estos materiales durante el desarrollo de la semilla de chile son descritos
por Blasiak et al. (2006) quienes observaron que a los 10 d después de antesis (dda) se depositan
proteinas en las membranas de unas pequefias vesiculas en el embridn; sin embargo, los cuerpos
proteicos bien conformados se observan en células del embrion hasta los 30-35 dda sugiriendo
que se formaron de la fusion de las proteinas contenidas en las vesiculas de los estados tempranos
de embriogénesis. Mientras que los granulos de almidon estuvieron presentes en las células de los
cotiledones a partir de los 25 dda pero no en estados tardios. Los lipidos y las proteinas fueron las
mayores reservas en los cotiledones a los 35 dda, asi como en embriones maduros.

La deshidratacion de la semilla contribuye a la dispersion de esta y permite su sobrevivencia
durante largos periodos (Bradford, 2004). La tolerancia a la desecacion esta dada por la sintesis

de proteinas y azucares especificos que aunque se sintetizan durante la fase iniciales del
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desarrollo, cuando el contenido de acido abscisico es aun elevado, su acumulacion se acelera
durante la deshidratacion, alcanzando el maximo en la madurez.

El disacarido trealosa es importante en la adquisicion de tolerancia a la desecacion porque
cuando hay estrés hidrico, la estructura del disacarido le permite remplazar al agua en la
membrana celular y asi mantener su estructura. Este carbohidrato también mantiene la estructura
de algunas proteinas durante la deshidratacion y evita su desdoblamiento y desnaturalizacion. En
algunas semillas la trealosa esta ausente; en estos casos, la sacarosa en conjunto con algunos
oligosacaridos puede realizar la funcion de ésta al crear un estado vidrioso en tejidos secos gque
disminuye la velocidad de las reacciones quimicas que promueven la degradacion de los
componentes de la semilla (Buitink et al., 2002).

En cuanto a las proteinas que se conocen como abundantes en embriogénesis tardia (LEA por
sus siglas en ingles), estas se caracterizan por componerse de aminoacidos hidrofilicos que las
hacen solubles en agua y resistentes a la desnaturalizacion causada por las altas temperaturas. Se
han encontrado evidencias de la presencia de estas proteinas en otros 6rganos de la planta como
respuesta a estrés ambiental y a la acumulacion de acido abscisico; esto sugiere que estas actlan
en el mantenimiento de la conformacion de la membrana celular durante la deshidratacion.

(Bewley y Black, 2000; Bradford, 2004).

3.8.1 Proteinas LEA

En semillas de chile dulce se observo la ausencia de LEAs en los estados iniciales de
madurez de la semilla (40 dda). Sin embargo, estas proteinas se expresaron con poca intensidad
en semillas obtenidas de frutos cosechados 50 dda y almacenados 12 d. En semillas de 60 y 70
dda las proteinas se hicieron presentes en mayores cantidades indicando que su acumulacion

ocurre después del estado de maduracion del fruto pues se asociaron a la etapa de madurez
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fisioldgica, donde la semilla inicia con la adquisicion de tolerancia a la desecacion (Vidigal et al.,
2009).

La presencia de proteinas LEA se correlaciona con la adquisicion de tolerancia a la
desecacion. Las proteinas LEA, originalmente fueron descritas en las semillas de algodén; se
acumulan en grandes cantidades en estructuras tolerantes a la desecacién (semillas, polen) y en
tejidos vegetativos sometidos a estrés de sequia, salinidad y frio. También se hallan en
organismos  anidrobidticos, en plantas de recuperacion, algunos invertebrados y
microorganismos. Desde un principio se les atribuy6 un papel en las respuestas de las plantas en
la adaptacion al estrés (Shih et al. 2008).

Las proteinas LEA se clasifican en diversos grupos en funcion de dominios y secuencias de
aminoéacidos especificos, los grupos 1, 2 y 3 los que abarcan la mayoria de estas proteinas. Una
caracteristica general de estas proteinas es su elevada hidrofilicidad, alto contenido de
aminoacidos y su falta de estructura en estado hidratado. A pesar de encontrarse
mayoritariamente en forma de “random coil”, algunas adquieren un cierto grado de estructura
durante la deshidratacion o en la presencia de agentes promotores de a-hélices (Shih et al. 2008).
A nivel celular se han localizado en el citosol, nacleo, nucléolo, mitocondria, cloroplasto,
vacuola, reticulo endoplasmico, peroxisoma y membrana plasmatica, donde se supone ejercen su
funcién protectora frente al estrés. En relacion a las modificaciones post-traduccionales, algunas
se hallan fosforiladas Los efectos protectores de las proteinas LEA se han demostrado mediante
ensayos in vitro y en aproximaciones transgenicas que han dado lugar a fenotipos resistentes a la
sequia, sal y frio. Por lo general, se considera que estas proteinas contribuyen a la proteccion y a
la estabilizacion de macromoléculas y estructuras celulares en las respuestas de adaptacion al
estrés en plantas; sin embargo, sus funciones especificas ain no han sido esclarecidas (Shih et al.

2008).
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Durante el desarrollo embrionario, y en la gran mayoria de los casos indicados para diferentes
tipos de estrés medioambiental, la induccion de la expresion de los genes lea estd mediada por el
ABA. Esta fitohormona es capaz de inducir precozmente la expresion de dichos genes en
embriones inmaduros o en tejidos vegetativos no estresados cuando se aplica exdgenamente
(Dure 111, 1993). Las proteinas LEA son proteinas altamente hidrofilicas, ricas en glicina y en
aminoacidos cargados que se caracterizan por no tener una estructura globular, y ser, por tanto,
resistentes a la coagulacion por efecto de las altas temperaturas (Dure 111, 1993). Las proteinas
LEA se agrupan en varias familias o grupos de acuerdo con la homologia en la secuencia de
aminoéacidos, y fueron descritas primeramente por Dure en algodén (Ingram y Bartels, 1996;
Colmenero-Flores et al., 1997).

Se ha propuesto que las proteinas LEA protegen proteinas y membranas del dafio debido a la
deshidratacion. El agua, como resultado de su constante dieléctrica, mantiene in vivo la estructura
de proteinas y fosfolipidos, y es posible que proteinas tales como las LEA D-11 y D-13, las
cuales forman una estructura en “random coil” (aminoacidos orientados al azar), sustituyan el
agua y mantengan la estructura de proteinas y membranas en ausencia de esta. Para proteinas
tales como la D-29, que pueden formar hélices anfifilicas, se ha propuesto que puedan actuar
como trampas de iones, secuestrando iones que estan concentrados durante la desecacion (Baker
et al., 1988).

En las semillas ortodoxas, la etapa final del proceso esta marcado por la deshidratacién, de tal
manera que durante la fase de depdsito de reserva, existe también la acumulacion de moléculas
potencialmente protectores, especialmente proteinas LEAs y azlcares solubles, tales como
sacarosa, rafinosa y estaquiosa. Su funcion es evitar que el dafio causado por la extraccion de
agua de los tejidos de semillas (Kermode, 1997; Hoekstra, 2001; Shih et al., 2008 y Vidigal et

al., 2009). A pesar de que se sintetizan en las fases iniciales de desarrollo de la semilla, cuando el
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contenido de ABA sigue siendo alta, su acumulacion se acelera durante la deshidratacion,
alcanzando el maximo en la madurez (Bewley y Black, 1994; Vidigal et al., 2009).

Estas proteinas poseen una elevada flexibilidad estructural la cual les permite adoptar
estructuras diferentes y, por tanto, reconocer ligandos diversos conservando la especificidad en el
reconocimiento de los mismos. En plantas, las hidrofilinas mejor caracterizadas son las proteinas
LEA que se acumulan abundantemente en la semilla seca y en tejidos vegetativos cuando las
plantas se exponen a condiciones de limitacion de agua. Estas proteinas pueden tener una cierta
funcién universal de osmoproteccidn, presenta caracteristicas biofisicas que sugieren que puede
llevar a cabo una funcion bipartita en estados déficit de agua. Durante la sequia, las proteinas
LEA pueden establecer una cubierta de agua y disminuir la fuerza iénica. Despues de la
desecacion, se puede mejorar la resistencia como biovidrio y actuar como un reemplazo del agua

para estabilizar los componentes celulares (Shih et al., 2008).

3.9 Madurez del Fruto y Extraccion de Semilla de chile

El fruto del chile es una baya con un peddnculo grueso corto que varia en forma, color y
acritud. El pericarpio es coriaceo o suculento y el color puede variar de verde a purpura o rojo. La
baya se desarrolla en un ovario bicarpelar con placentacién en la axila. Los componentes
mayores de la fruta son semilla, pericarpio, placenta y pedinculo. La placenta lleva numerosas
semillas. El pericarpio se empieza a secar al madurar. Todos estos componentes pueden variar
dependiendo de la variedad y las condiciones climaticas.

El fruto tarda unos 30-35 d en completar su desarrollo hasta la recoleccion en estado verde.
Comienza a madurar entre 80 y 90 d después de antesis. Todo el contenido de carotenoides como
el de azucares aumenta progresivamente con la madurez llegando en el primer caso hasta un 120

% en coloracion con el estado verde del fruto (Salunkhe, 2003).
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La cosecha del chile se lleva a cabo en dos fases: una para los frutos verdes y otro para los
chiles secos. Los chiles verdes se recogen cuando estan totalmente maduros pero antes de que
cambien de color verde a rojo. El pimiento tarda unos 40 d en florecer después del trasplante y
otros 30 d en desarrollar la fruta a un tamafio adecuado para la recoleccion. Se recogen a
intervalos frecuentes, hasta una o dos veces por semana. La recoleccion frecuente de los frutos
verdes estimula la floracion y la produccion de mas frutos. La recoleccion de los chiles rojos se
hace unos 80-90 d después del trasplante. La recoleccion de los frutos rojos se hace en 2 0 3
veces (Salunkhe, 2003).

Los frutos de chile se consideran en estado optimo para él consumo cuando han alcanzado
caracteres morfologicos caracteristicos de la variedad (largo ancho y espesor del pericarpio), piel
tersa y brillante y toleran la presién manual sin dafios, sin embargo, el aspecto mas visible del
proceso de maduracion del chile en la mayoria de las variedades es el cambio de color de verde a
rojo o a otros colores como amarillo, chocolate-marron o naranja (Nuez, 2003).

Existen otros indices como los usados en la industria de conservas por ejemplo: indice de
color, relacion de sélidos solubles en acidez que permite discriminar entre chiles maduros-rojos
respecto a los maduros que acaban de virar de color, relacion de azucares con acidez, y el
contenido de vitamina C.

El mayor numero de frutos y de mayor tamafio se producen durante el primer ciclo de
fructificacion, aproximadamente entre los 90 y 100 dias. Los ciclos posteriores tienden a producir
progresivamente menos frutos o frutos de menor tamafio, como resultado del deterioro y
agotamiento de la planta (Nuez, 2003).

Fenner (2000) menciono que en la mayoria de las especies de plantas, las semillas varian en
su grado de germinacion entre poblaciones y entre individuos. Algunas de estas variaciones

pueden ser de origen genético, pero mucho de esto es debido a condiciones ambientales
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La produccion de semilla de chile en cualquier caso depende del cultivar, si es picante o
dulce, ya que los tipos picantes son general mente de mayor produccion de semilla (George,
1999).

En diferentes especies de plantas, los factores internos, tales como la posicion de la
inflorescencia en la planta madre o la posicion de la semilla en el fruto pueden marcadamente
influenciar el potencial de germinacion de las semillas, asi como la edad de la planta durante la
induccion floral o durante la maduracion de la semilla (Fenner, 2000). De acuerdo con esto,
Doijode (1991) reporto que en semillas de chile, la viabilidad esta influenciada por su posicién
dentro del fruto, ya que semillas de la porcion basal del fruto tienen mayor potencial de viabilidad
y de vigor que aquellas de la parte media del fruto.

La posicion de la semilla en el fruto también puede afectar el color, la morfologia y el vigor
de la semilla en muchas especies de plantas. En algunas especies existen marcadas diferencias
entre semillas provenientes de diferentes frutos de la misma planta (Fenner, 2000).

Las semillas que estan completamente maduras tienen un mejor comportamiento durante el
almacenamiento, la madurez de la semilla coincide con la madurez del fruto y es expresada por el
cambio en el color del fruto. Frutos cosechados tempranamente dan semillas de baja calidad, con
baja viabilidad y vigor, y los frutos cosechados en su color indicador de madurez proveen mayor
viabilidad (Sayed and Essam, 1952).

Lo anterior hace referencia a que en las primeras etapas de la formacion de semillas, estas
aun no han alcanzado el desarrollo morfoldgico y fisiologico que les permita una germinacion
optima. La pobre geminacién de semillas inmaduras ha sido atribuida a bajos niveles de
nutrientes, enzimas y hormonas indispensables para que dicho proceso se lleve a cabo

correctamente (Kermode, 1995).
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Semillas extraidas de frutos a los 48 d después de la antesis tienen mas alta viabilidad y vigor
y semillas extraidas de frutos del segundo y tercer estrato tienen alta viabilidad después de 12
meses de almacenamiento, (Metha y Ramakrishna,1986).

Doijode (1988) reporta que las semillas de chile cosechadas en el estado de madurez
muestran mas alta germinacién y un alto vigor en plantulas y pueden ser almacenadas por mas
tiempo bajo condiciones controladas.

Sanchez et al. (1993) notaron que las semillas de chile bell extraidas de frutos maduros en
color verde no germinan y requieren de 14 d de almacenamiento para germinar, y que semillas
extraidas de frutos rojos (50 d después de la antesis) y de frutos sobre madurados (60 d después
de la antesis) presentaron mayor capacidad de germinacién y un alto peso seco.

Navarro (1990) menciona que la calidad fisiolégica de la semilla de tomate no se afecta por
el grado de madurez; pero para propoésitos de rendimiento y facilidad de extraccion de la semilla
se recomienda el grado de madurez maduro y pasado.

Hernandez (1990) en un experimento en tomate encontrd6 que los mejores resultados
obtenidos para porcentaje de germinacion, primer conteo de germinacion, valor germinativo y
peso volumétrico, fueron en semillas provenientes de un fruto en color rojo intenso y frutos en
color naranja.

Robles (1992) report6 que los mas altos porcentajes de germinacion y viabilidad de la semilla
de chile habanero se logran al cosechar los frutos en color naranja y pinto, y con un tiempo de
postmaduracion de 7 d después de la cosecha.

Montovani (1980) observd que un almacenamiento por tres dias de los frutos de chiles en
diferentes edades antes de la extraccion, estimuld la germinacion y aumentd el vigor de las

semillas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del Sitio Experimental

En Montecillo, Edo. México a los 19° 27" 32” LN, 98° 54" 22” LO y 2248 msnm se
sembraron 100 semillas de dos tipos de chile Ancho (CP 1243) y Guajillo (CP 1150). Las
poblaciones de chile se obtuvieron del banco de germoplasma del Colegio de Postgraduados,

México.

4.2 Manejo del Experimento

La siembra se realizo el 29 de Abril de 2012 en charolas de unicel de 200 cavidades con un
sustrato estéril, dentro de un invernadero con cubierta de polietileno. El trasplante se hizo el 23
de junio de 2012 en bolsas de polietileno negras de 30 x 30 cm, utilizando tierra de monte, tierra
negra con hojarasca y tezontle 1:1:1 como sustrato. Desde el trasplante al inicio de la floracion se
aplicaron tres riegos por semana y dos fertilizaciones con triple 18 aplicado al sustrato (2 g L%),

ademas al inicio de la floracion se adiciono nitrato de calcio (1 g LY).

4.3 Factores y Niveles de Estudio

Al inicio de la floracion (cuando 50 % de las plantas presentaba al menos dos flores, con las
anteras expuestas) se etiquetaron diariamente por la mafiana, las flores que estuvieran en antesis
(con mas del 50 % de anteras con presencia de polen). Posteriormente, se cosecharon 90 frutos
de cada tipo de chile, en seis etapas de corte. A 30 de estos frutos se les extrajo la semilla
inmediatamente después del corte, otros 30 frutos 7 d despues del corte y al resto 14 d despues

del corte, los cuales se almacenaron en bolsas de papel en condiciones de 18 + 2°C.
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Conformandose asi 36 tratamientos debido a tres factores y sus diferentes niveles de estudio, que

se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Factores y niveles de estudio en el experimento.

FACTOR NIVELES

Tipo de Chile Guajillo
Ancho

40 DDA

60 DDA

80 DDA

Fechas de 100 DDA
Corte 120 DDA
140 DDA

0DDC
Epoca extraccion de semilla 7DDC

14 DDC

DDA: Dias después de antesis. DDC: Dias después del corte

Después de extraer la semilla se realiz6 manualmente, se lavaron con agua corriente durante
1 min, posteriormente se remojaron en captan al 2 % durante 1 min, y se dejaron secar en toallas
de papel durante 48 ha 20 + 2° C, finalmente se almacenaron en sobres de papel 15da 18 +1

°C.
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4.4 Variables Respuesta

4.4.1 Contenido de humedad de la semilla (H, %)

Esta prueba se realizo en semilla fresca (inmediatamente después de la extraccion) y seca (15
d después de las extracciones colocadas en laboratorio sin control de climaa 18 £ 1 °C).

En la determinacion del contenido de humedad, se utiliz6 el método de secado a la estufa a
130 °C, para esto se utilizaran 2 repeticiones de 50 semillas cada una. Para cada repeticién se
pesd una caja de aluminio y su tapa (P1) en una balanza analitica, después se depositd las
semillas en la caja, se tap6 inmediatamente y se pes6 nuevamente (P2).

Se colocé la caja conteniendo las semillas en una estufa (Thelco 31480, EE. UU.) a la
temperatura correspondiente durante 1 h. Al término del tiempo de exposicion, se pesaron
nuevamente obteniéndose el P3. El contenido de humedad se calcul6 mediante la siguiente
formula ISTA (2004).

P2 — P3
% de humedad = mx 100

La semilla secada durante 15 d fue la utilizada para determinacion del resto de variables.

4.4.2 Peso de 1000 semillas (P1000S, g)

Se contabilizaron ocho repeticiones de 100 semillas al azar, se pesaron en una balanza
OHAUS, modelo Adventurer y se calculo el peso correspondiente a 1000 semillas mediante la
siguiente formula ISTA (2004).

Se obtuvo la varianza, la desviacion tipica y el coeficiente de variacion de la siguiente

manera: Se peso cada repeticion y se obtuvo el valor en gramos.
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Se obtuvo la varianza, la desviacion tipica y el coeficiente de variacion de la siguiente
manera:

N(x*)((NX)?)
N(N-1)

1. Varianza =
Donde
X=Peso (g) de cada repeticion
N= Numero de repeticiones
2. Desviacion tipica (S) = Varianza

3. Coeficiente de variacion = % (100)

Donde:

X = Media de peso de cien semillas

Si el coeficiente de variacion no excede de 4, el resultado de la prueba sera aceptado y
calculado con la siguiente formula.

Peso de 1000 semillas= (X)*10

4.2.3 Peso volumétrico (PV, kg hL™)
Se utiliz6 una probeta de 10 ml, en la que se deposité 1 ml de semilla seca en dos

repeticiones y se peso en una balanza OHAUS, modelo Adventurer (ISTA 2004).

4.2.4 Prueba de germinacion (G, %) y velocidad de emergencia de radicula (VR)

La prueba se condujo en un cuarto de germinacion a 25 £ 1 °C, con luz constante; se
emplearon cuatro repeticiones de 50 semillas tratadas con fungicida Captan 2 g L*, se utilizaron
cajas cocteleras con toallitas himedas (sanitas) y humedecidas con KNO3 al 2 %. El porcentaje

de germinacion (G) se llevo al 100% en el total de semillas germinadas al final de la prueba.
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Para la velocidad de germinacion (VR), diariamente se contabilizaban las semillas germinadas
(con protrusion de la radicula), hasta los 21 d lo que permitio observar la cinética de la

germinacion, la cual se calculo mediante la siguiente formula ISTA (2004).

Xi— Xi—
VR 22?21 i i-1

n

Donde

Xi = Numero de semillas germinadas o emergidas en el i — ésimo conteo
Xi-1 = Numero de semillas germinadas o emergidas en el conteo i-1

n = NUmero de dias transcurridos desde la siembra hasta el i- ésimo conteo

4.2.5 Germinacioén posterior al envejecimiento acelerado (G-EA, %)

Se realizd una prueba de envejecimiento acelerado (EA), en la cual 100 semillas se
distribuyeron uniformemente sobre un tamiz de malla de alambre suspendida sobre 100 ml de
agua destilada, dentro de una caja de plastico tipo “sandwichera” de 11 cm x 11 cm x 3.5 cm,
(AOSA, 1983). Las semillas se sometieron a 40 + 0.5°C y 100 % de humedad relativa durante 72
h. Posteriormente las semillas, se pusieron a germinar en una prueba de germinacién estandar

como se describid anteriormente.

4.2.6 Conductividad eléctrica (CE, puS cm* g)
Se determino en cuatro repeticiones de 50 semillas tomadas al azar, que se pesaron y se
sumergieron en 50 mL de agua desionizada durante 24 h a 25 °C (ISTA, 2004). La conductividad

eléctrica de la solucion de inhibicion se midié utilizando un medidor de conductividad, Modelo

72729 (Oakton, Singapur).
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4.2.7 Diseno experimental y analisis estadistico

En la variables de contenido de humedad y peso volumétrico se obtuvieron promedios por
tratamientos y desviaciones estandar mediante la hoja electrénica Excel® 2007 (Microsoft, Inc.
EE.UU). Los promedios de datos observados se ajustaron a curvas poligonales. Para las demas
variables se realizé un Andlisis de Varianza. Los datos de las variables medidas en porcentaje,
previo al anlisis, se transformaron con la funcién arco seno VX/100. Las variables se analizaron
con base en un disefio experimental completamente al azar con un arreglo factorial 2x6x3,
correspondiente a los dos tipos de chile, las seis etapas de corte en el desarrollo del fruto y las
tres épocas de extraccion de semillas. Estos andlisis se hicieron con el Statistical Analysis System

version 9.1.3 (SAS, 2003).

4.2.8 Actividad de proteinas LEA

La extraccion y determinacion de la actividad de proteinas LEA se llevo a cabo en embriones
frescos (obtenidos de semilla recién cosechada) excepto en las semillas cosechadas a los 40
DDA, pues aun no tenian embrion bien formado. La extraccién del embrion se realizé
manualmente en semillas que se mantenian en agua destilada para evitar la deshidratacion. A las
semillas se les realizaba un corte en la calaza y de alli se extrajo el embrion. Se extrajeron
aproximadamente 200 mg de embriones en el menor tiempo posible, que se mantenian en agua
destilada y al final se sumergieron nitrégeno liquido, para su posterior almacenamiento a -80 + 2
°C.

Aproximadamente 50 mg de embriones congelados se molieron en 1 ml de solucion Buffer
(50 mM Tris-HCI pH 7.5), utilizando un mortero y pistilo refrigerados. El triturado fue trasladado
a microtubos de 1500 pL y se centrifugd (16000 G) durante 30 min a 4 ° C. El sobrenadante se

calento durante 15 min a 85 °C en bafio Maria y se centrifugé como antes (16000 G), durante 30
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min a 4 ° C. El sobrenadante se transfirio a un microtubo y el precipitado se deseché. Para la
electroforesis, se cuantifico la cantidad de proteinas existente en el sobrenadante por el método de
Bradford, buscando ajustar la cantidad de sobrenadante necesaria para tener 40 ug de proteina
soluble en cada muestra; esta cantidad se adiciono con 10 pL de solucion buffer de carga magic
mix (SDS(10 %):2.0 ml (10% (p/v)); B-ME: 500ul; Glicerél: 1.0 ml; Azal de Bromofenol: 0.05%
(p/v); Tris HCI (0.5M, pH 6.8) 1.25 ml y esto se afora a 10 ml con Agua destilada). La mezcla se
colocd en un bafio maria hirviendo durante 5 min y se aplicé a cada recipiente (Pozo) de la
camara de electroforesis conteniendo gel de SDS-PAGE (poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico) (12%, gel de separacion, 6% de concentracion de gel). La electroforesis se realizé a 120
V vy el gel se tifié por 12 h en una solucidn que contiene 0,05% de azul de Coomassie y se destifio
en acido acético 10% (modificado de Alfenas, 2006).

Se colocd un marcador (Sigma) de proteinas cuyo peso molecular es conocido. El analisis e
interpretacion de los geles resultantes se hizo observando la presencia-ausencia de bandas y
compérando su peso molecular con el marcador conocido; asi, el peso molecular de las proteinas
propuestas para ser LEAs en el embridn de chile se comparé con la literatura existente adema con

los resultados de las otras variables como la germinacién y el vigor.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
La floracién o antesis en chile Guajillo ocurrio a los 40 d después del trasplante (ddt) y en
chiles Ancho a los 45 ddt.
Los cambios morfoldgicos, fisiologicos y bioquimicos que acompafian la maduracion de la
semilla de estos chiles, son de particular interés, puesto que conducen a la identificacion de
factores involucrados en la obtencién de semilla de maxima calidad, es por ello que se midieron

detalladamente esos cambios, obteniendo lo que a continuacion se reporta.

5.1 Contenido de Humedad
5.1.1 Contenido de humedad en semillas recién extraidas

Semillas extraidas (semilla fresca), a los 40 DDA eran inmaduras, mucilaginosas, delgadas y
con contenido de humedad (H) mayor al 75 % en ambos tipos de chile (Figura 3). De manera
general, para semillas de chile Ancho, entre los 40 y los 80 DDA ocurri6 una reduccion rapida de
la humedad cerca de 47 = 4 %, valor en el que se mantuvo hasta los 140 DDA e inclusive en
semillas almacenadas en el fruto durante 7 y 14 DDC (Figura 3A). Lo anterior indica que
mientras se mantienen en el fruto, las semillas alcanzan un punto de equilibrio alrededor de 47 %
en su contenido de Humedad. Pérez-Camacho et al. (2008) observaron este mismo punto de
equilibrio en semillas de tomate verde (Physalis ixocarpa Brot.) el cual alcanzé 45 % de
contenido de humedad. Al respecto, Modi y White (2004) reportaron en jitomate tipo cherry que
durante la madurez de la semilla la perdida de humedad se debe a que,ocurre un flujo de salida de
agua hacia la placenta, flujo que probablemente este asociado con uno de entrada de azucares
solubles, que permite la deposicion y acumulacion de reservas (Bewley et al., 2013). Las semillas
que se desarrollan en los frutos carnosos, como el tomate (Demir y Ellis, 1992 a; Dias et al,

2006), pimiento (Demir y Ellis,1992 b, Vidigal et al. 2009), meldn (Welbaum y Bradford, 1988)
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y la berenjena (Demir et al., 2002) por lo general oscila entre 38 y 45 %, y permanece alta
durante todo el periodo de maduracién, incluso después de la acumulacién de la materia seca
maxima.

Lo anterior contrasta con el comportamiento de H en las semillas de chile Guajillo (Figura
3B), donde la H disminuye de manera general durante todo el periodo del desarrollo de la
semilla, llegando a niveles de 17 = 3 % en el muestreo de 140 DDA. Aunque la disminucién de H
podria considérese aun menos drastica en algunos muestreos en frutos almacenados 7 y 14 DDC
(a los 60 DDA, por ejemplo), de manera general H tiene un mismo comportamiento entre los tres

tiempos de almacenamiento postcosecha del fruto.

90 ~ 90 -~
__ 80 A <80 1
X S
= 70 A §7O E
T 60 - £ 60 -
E 50 - Fzso 1
T
S 40 - 040 -
S p=
‘€ 30 - S 30 -
] t
§ 20 A S 20 -
10 10
0 T T T T T 1 O T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140
Dias después de antesis Dias después de antesis

Figura 3. Contenido de humedad de semilla recién extraida en frutos de dos tipos de chile (A:
Ancho y B: Guajillo) cosechadas en seis etapas de desarrollo y tres periodos de postcosecha del
fruto: -+ 0 dias después del corte (DDC), --=- 7 DDC y ——14 DDC. Las barras horizontales

representan la desviacion estandar.
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La diferencia en el comportamiento de esta variable es probablemente debida a que el fruto
de chile Guajillo el grosor del pericarpio es menor que el del chile Ancho, sobre todo al final de
su ciclo de desarrollo. De hecho este tipo chile Guajillo se comercializa seco y los productores de
algunas zonas de México, de forma empirica, esperan que el fruto este seco para extraer la

semilla.

5.1.2 Contenido de humedad en semillas secadas por 15 d en condiciones de laboratorio.

En general, las semillas puestas a secarse durante 15 d en condiciones de laboratorio 18 £ 1
°C, de ambos tipos de chile, presentaron un contenido de humedad promedio de 6.4 + 0.6 % H,
excepto las semillas que fueron cosechadas 40 DDA, que presentaron 9.5 £ 1 % H (Figuras 4A 'y
4B), lo cual es normal pues a los 40 DDA las semillas contienen valores muy altos de H como ya
se ha indicado. El contenido de humedad de la semilla se modifica conforme esta se pone en
equilibrio dindmico con el aire que la rodea (Pittcock, 2008; Rodriguez et al., 2011). Los
porcentajes encontrados estan dentro del rango para considerar a una semilla viva (Copeland y
McDonald, 2001; Ayala et al., 2014), de igual forma se consider6 que no afectan el

comportamiento del resto de variables fisicas y fisioldgicas de las semillas.
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Figura 4. Contenido de humedad de semilla secada durante 15 d en condiciones de temperatura
ambiente (18 £ 1 °C) de dos tipos de chile (A: Ancho y B: Guajillo) cosechadas en seis fases de
desarrollo: —e— 40 dias después de antesis (DDA), --#-- 60 DDA, —# - 80 DDA, == - 100 DDA,
-#= 120 DDA, — - 140 DDA y tres periodos de conservacién postcosecha del fruto: 0, 7 y 14

dias después del corte. Las barras horizontales representan la desviacién estandar.

5.2 Peso de 1000 Semillas y Peso Volumétrico

El peso de 1000 semillas (P1000S) es una variable que puede sefialar las principales fases
que la semilla atraviesa durante su desarrollo. En el Cuadro 2 se muestra el resultado del analisis
de varianza de esta variable. Todas las fuentes de vario presentaron un efecto significativo sobre

la variable.
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Cuadro 2. Grados de libertad, cuadrados medios y significancia estadistica en los analisis de la

varianza de la variable de calidad fisica peso de 1000 semillas.

Fuente de Variacion Grados de Libertad Peso de 1000 semillas (g)
Tipo (C) 1 29123
Fecha (F) 5 4.0275 .,
C*F 5 0.0290 .
Extraccion (E) 2 0.1680 .
C*E 2 0.0193
F*E 10 0.0436 ..
C*F*E 10 0.0170 ..
C.V. (%) 4.1

R® 0.98

C.V.= Coeficiente de variacion; ** = Altamente significativo con un a < 0.05.

Si se observa la cinética que sigue esta variable en semillas extraidas del fruto sin
almacenamiento postcosecha (0 DDC) en ambos tipos de chile (Figura 5), se pueden distinguir
dos principales fases: la primera de un rapido crecimiento, que se detiene a los 80 DDA vy la
segunda de un crecimiento mas lento que en el caso del chile Ancho parece continuar hasta los

140 DDA (Figura 5A), es decir hasta el Gltimo muestreo; y en el caso del chile Guajillo el peso
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maximo se alcanza a los 100 DDA, quedando estable hasta el final. Resultados similares fueron
obtenidos por Ayala et al. (2014). Copeland y McDonald (2001) consideran que la maxima
acumulacién de materia seca, se logra cuando la semilla llega a su madurez fisioldgica.

En cuanto al efecto del almacenamiento postcosecha del fruto, en los tres muestreos iniciales
(40, 60 y 80 DDA), el P1000S de frutos sin almacenamiento postcosecha (0 DDC) en ambos
tipos de chile, fue inferior al P1000S de los frutos almacenados durante 7 DDC y 14 DDC
(Figura 5A y 5B). Lo anterior se puede interpretar como que la semilla al interior del fruto sigue
recibiendo fotosintatos que provienen de los tejidos del fruto, lo que le permite completar la fase
de acumulacion de reservas. De hecho en el muestreo realizado a los 80 DDA en ambos tipos de
chile cuando la semilla queda 7 y 14 DDC dentro del fruto, alcanza su maximo P1000S similar al

que alcanza a los 140 DDA.
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Figura 5. Evolucion del peso de mil semillas y volumétrico en chile Ancho (A y C,
respectivamente) y Guajillo (B y D, respectivamente) cosechadas en seis etapas de desarrollo y
tres periodos de postcosecha del fruto: -+ 0 dias después del corte (DDC), --=- 7 DDC y ——
14 DDC. Misma letra en el mismo muestreo son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Las

barras horizontales representan la desviacion estandar.

La variable peso volumétrico (PV) alcanza el maximo a los 80 DDC para todos los

tratamientos a excepcion de la semilla proveniente de frutos sin almacenamiento postcosecha (0
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DDC) de ambos tipos de chile. En el caso del chile Ancho, PV crece hasta los 100 DDA y en
chile Guajillo su crecimiento continua hasta el Gltimo muestro a los 140 DDA. A pesar de lo
anterior, a partir de los 80 DDA las semillas de ambos tipos de chiles se encuentran en un rango
que varia entre 48 y 58 kg hL™ y en el caso particular de la semilla de chile Ancho su promedio
fue de 52.1 + 2 kg hL™. En el caso de la semilla de chile Guajillo el promedio de PV se situé en
56 + 2 kg hL™.

Bradford (2004) sefiala que la importancia de evaluar el peso hectolitrico, radica en que este
es un indicador de la calidad fisica y que un cultivo con deficiencia de nutrimentos, agua, dafio
por heladas o granizo, plagas y enfermedades producira semilla de menor peso. Conforme la
semilla se acerca a su madurez, existe una acumulacion de reservas que les da un mayor peso y
masa mientras las condiciones de crecimiento son favorables. El crecimiento de la semilla es
constante y su estancamiento depende de los factores que determinaran la senescencia del fruto

(Rodriguez et al., 2011).

5.3 Germinacion

La fuente de variacion (FV) (Cuadro 3) de la interaccion tipo de chile con fecha de
extraccion (C*E) resulto no significativa para las variables: G, VR y G-EA, esto indica que el
efecto combinado entre los tipos de chile y de la fecha de extraccién no indujo cambios en
ninguna de estas variables, ademéas FV tipos de chile (C) sobre CE y la interaccion tripe de
C*F*E sobre la variable germinacion posterior al envejecimiento acelerado (G-EA), Resultaron

no significativas.
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Cuadro 3. Grados de libertad, cuadrados medios y significancia estadistica en los analisis de la

varianza de las variables de calidad fisioldgica de semillas.

G VR G-EA CE
FV GL

(%) (radiculas d™) (%) (1S cm™g™)
Tipo (C) 1 682.07 11.02 453.49 2928.07 °
Fecha (F) 5 3442538 7 51.24  33854.95 T 5423701.97
C*F 5 178.47 7 074 7 183.67 118530.53
Extraccién (E) 2 374585 19.42 7 1597.86 21976.49
C*E 2 497 ™ 0.29 M 2.21 M 51266.88
F*E 10 1895.32 11.05 7~ 178114 7 828936.23
C*F*E 10 116.18 047 ~ 3456 N° 40562.44
C.V. (%) 10.0 9.27 11.71 8.31
R? 0.98 0.98 0.98 0.99

FV= Fuente de variacion; GL=Grados de libertad; C.V.= Coeficiente de variacion; G=
Porcentaje de germinacion; G-EA= Germinacion posterior a envejecimiento acelerado; VR =
Velocidad de emergencia de radicula; CE=Conductividad eléctrica. ** = Altamente significativo

y * = Significativo con un a < 0.05; NS = No significativo;.

La cinética de la germinacién a lo largo del desarrollo de la semilla en ambos tipos de chile
sigue para las seis etapas de desarrollo una funcion sigmoidal caracterizada por una fase donde el
crecimiento de la curva no existe, seguido de un crecimiento exponencial que concluye con una

fase de crecimiento mas lento o completa detencién del crecimiento (Figura 6).
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Figura 6. Evolucion de la germinacion de la semilla en chile Ancho (A) y Guajillo (B),
cosechadas en seis etapas de desarrollo. Y tres periodos de almacenamiento postcosecha del
fruto: -+ 0 dias después del corte (DDC), —=- 7 DDC y —— 14 DDC. Misma letra en el

mismo muestreo son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

De esta forma, las semillas en las diferentes etapas de desarrollo no presentaron germinacion
a los 40 DDA. Si inicialmente consideramos solo el desarrollo de la semilla extraida sin
almacenamiento postcosecha del fruto (0 DDC), se puede observar que la semilla del chile
Guajillo (Figura 6B) alcanza més rapidamente valores cercanos al 100% (100 DDA) mientras que
la semilla de chile Ancho lo alcanza hasta los 120 DDA.

La germinacién de las semillas se incrementa con el almacenamiento postcosecha en ambos
tipos de chile. A los 7 DDC, tanto en chile Ancho como en Guajillo aumento un promedio de 14
% G. Cuando el almacenamiento postcosecha es de 14 DDC el aumento de la germinacion en
chile Ancho es de 20 % y para chile Guajillo de 22%, respecto a su similar sin almacenamiento

postcosecha (0 DDC), (Figura 7).
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Figura 7.1 Comparacion de la germinacion de semillas de chile Ancho -+- y Guajillo =
provenientes de frutos almacenados durante: 0, 7 y 14 dias después del corte (DDC). Misma letra

en el mismo muestreo son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

En frutos cosechados a los 60 DDA, la germinacién de semilla se ve favorecida
principalmente en chile Guajillo ya que cuando se almacena la semilla 7 y 14 DDC la
germinacién llega a 21 y 47 % respectivamente. A los 80 DDA, los frutos almacenados
postcosecha 7 DDC presentan un aumento significativo en la germinacion de la semilla logrando
que mas del 75 % de la semilla de ambos tipos de chile germinen. El almacenamiento del fruto
durante 14 DDC mejora significativamente la germinacion respecto al almacenamiento de 7 DDC
y permite que la semilla de ambos tipos de chile sea mayor a 92 % de germinacion llegando a 96
% de germinacion en chile Guajillo (Figura 6).

En la semilla de chile Guajillo a partir de los 100 DDA un almacenamiento postcosecha del
fruto no tiene ningun beneficio en la germinacion de la semilla que contiene. La misma situacion

se presenta para la semilla del chile Ancho, pero a partir de 120 DDA.
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La mejor germinacion se presentd en la etapa de desarrollo de 120 DDA con las tres épocas
de extraccion con un 100 % de germinacion en ambos tipos de chile. Un desenso del porcentaje
de germinacion posterior a esta etapa del desarrollo podria explicarse por una exposicion durante
mas tiempo a factores ambientales que provocan el inicio del deterioro de las semillas como le
sucedid a Ayala et al. (2014), en chile Ancho y Guajillo, al presentarse temperaturas congelantes
al final del ciclo de produccion de semilla. De acuerdo con Rodriguez et al. (2011) y Pichardo et
al. (2014) los atributos de calidad (germinacion, peso, vigor, etc.) se incrementan conforme la
semilla se desarrolla, llegando a su maxima expresion en la fase de madurez fisioldgica; a partir
de ese momento, existe un proceso irreversible de pérdida de dichos atributos en un fenémeno

complejo denominado deterioro de la semilla, el cual culmina con la muerte de la misma.

5.4 Vigor

El vigor se considera como el Ultimo parametro de la calidad fisioldgica que la semilla
adquiere durante su formacion (Bewley et al, 2013) y el que méas facilmente pierde durante el
deterioro.

La velocidad de emergencia de la radicula (VE) y la germinacién posterior a EA son dos de
las variables que tradicionalmente se utilizan para evaluar el vigor (Vidigal et al., 2009; Ayala et

al., 2014).

5.4.1 Velocidad de emergencia de radicula
De igual forma que la germinacidn, la velocidad de emergencia de radicula (VE) (Figura 8)
sigue una cinética de crecimiento sigmoide en cualquiera de sus tratamientos (tipos de chile y

almacenamiento postcosecha de fruto).
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Figura 8. Evolucion de la velocidad de emergencia de radicula en chile Ancho (A) y Guajillo
(B), cosechadas en seis etapas de desarrollo. Y tres periodos de almacenamiento postcosecha del
fruto: —« 0 dias después del corte (DDC), —=— 7 DDC y —— 14 DDC. Misma letra en el

mismo muestreo son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

En frutos sin almacenamiento potscosecha (0 DDC) la variable VE aumento
significativamente en semillas con 100 DDA de desarrollo tanto en chile Ancho como en chile
Guajillo. En frutos de chile Guajillo de 60 DDA de desarrollo almacenados 7 y 14 DDC existe un
aumento significativo en el valor VE llegando a 0.9 y 2.8 (radiculas d™) respectivamente. Sin
embargo estos valores se consideran muy bajos para poder recomendar estos tratamientos. En
estudios posteriores se siguiere estudiar periodos de mayor tiempo de almacenamiento

postcosecha.

El muestreo a los 80 DDA es el que se ve beneficiado mas fuertemente con el

almacenamiento postcosecha de los frutos de ambos tipos de chile. A los 14 DDC el valor de VE
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se establece en 5.6 radiculas d™ para chile Ancho y 6.1 radiculas d™ para Guajillo. En el caso
de chile Ancho este valor representa el 85 % de valor que alcanzan al final a los 140 DDA y en el

caso de chile Guajillo es similar estadisticamente al maximo valor de VE alcanzado.

5.4.2 Germinacion posterior a envejecimiento acelerado
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Figura 9. Evolucion de la germinacion posterior al envejecimiento acelerado en chile Ancho (A)
y Guajillo (B), cosechadas en seis etapas de desarrollo. Y tres periodos de almacenamiento
postcosecha del fruto: —+— 0 dias después del corte (DDC), —=— 7 DDC y —— 14 DDC. Misma

letra en el mismo muestreo son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

La germinacion de la semilla después de la prueba de envejecimiento acelerado, sigue un
comportamiento similar en los dos tipos de chile y los tratamientos postcosecha. A partir de los
80 DDA el almacenamiento postcosecha de 7 y 14 DDA mejora el vigor de la semilla respecto a
la semilla extraida de frutos sin almacenamiento postcosecha (0 DDC). En el caso de los frutos

cosechados a los 80 DDA y almacenados 14 DDC, el porcentaje de germinacion alcanza valores
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estadisticamente similares a los valores maximos en ambos tipos de chile (90 % en Ancho y 96%
en Guajillo), lo que demuestra que en esta fecha de muestro el almacenar los frutos 14 DDC

confiere vigor a la semilla (Figura 9).

5.5 Conductividad eléctrica

Tradicionalmente esta prueba se utiliza como indicador de la viabilidad de la semillas (ISTA,
2004). Al medir conductividad eléctrica (CE) de la solucion de imbibicion se miden los solutos
liberados por las semillas, lo cual es inversamente proporcional a la viabilidad de estas; ya que se
considera que una mayor CE indica la organizacion o integridad de las membranas es deficiente.
En este trabajo de investigacion la disminucion de la CE (Figura 10) indicaria mejoras en la
organizacion de la membrana durante el proceso de maduracién. Demir y Ellis (1992a)
encontraron que la conductividad eléctrica de las semillas de jitomate fue mayor 25 DDA que a

55 DDA, lo cual coincidi6 con la germinacién maxima de las semillas.
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Figura 10. Cinética de la conductividad eléctrica de semillas de chile Ancho (A) y Guajillo (B),
cosechadas en seis etapas de desarrollo. Y en tres épocas de conservacion postcosecha de fruto
-+ 0 dias después del corte (DDC), —=— 7 DDC y —— 14 DDC. Misma letra en el mismo

muestreo son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

La magnitud de los valores registrados de CE en este trabajo es similar a lo observado por
Vidigal et al. (2009) en semillas de Capsicum annuum L. del tipo “sweet pepper” en proceso de

maduracion y durante diferentes periodos de almacenamiento postcosecha de frutos.

Al considerar la semilla proveniente de frutos sin almacenamiento postcosecha (0 DDC), se
puede observar en ambos chiles un aumento del valor de CE cuando se pasa de 40 a 60 DDA y a
partir de este muestreo la curva disminuye hasta los 100 DDA llegando a valores de 295 y 363.3
uS cm™ g™ para Ancho y Guajillo respectivamente. Aunque la tendencia general en ambos tipos
es mantener valores altos al inicio y mas bajos al final del desarrollo, el incremento que se

observa entre 40 y 60 DDA no parece ldgico. Una posible explicacion parece posible.
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A los 40 DDA, la semilla es casi un primordio, y los fotosintatos que le llegaron hasta ese
momento del desarrollo son aun muy pocos, por lo que , al ponerse a imbibir la cantidad de
solutos liberados es mas baja que en semilla un poco mas desarrollada. Si se comparan con los
valores de semillas provenientes de frutos con 7 y 14 d de almacenamiento postcosecha, se puede
ver que los valores son estadisticamente superiores en estos tratamientos. Esto seria debido
entonces a un mayor crecimiento o acumulacién de fotosintatos lo que se puede verificar al
comparar los valores del peso semillas (P1000S) en la Figura 5A y 5B. En ambos chiles, tanto
las semillas provenientes de frutos almacenados 7 DDA como en 14 DDA tienen un peso
estadisticamente superior y en el caso de Guajillo, por ejemplo, estas pesan igual entre ellas pero
mas que la semilla proveniente de frutos sin almacenamiento (0 DDC) comportamiento similar a

la CE de estas semillas (Figura 10).

En el resto de tratamientos, la CE de la semilla de frutos almacenados 7 y 14 DDC de ambos

tipos de chile, llega al minimo a los 80 DDA donde parce estabilizarse.

5.6 Proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant)

En la fase final del desarrollo de la semilla ocurre la deshidratacion de la misma. Este
fendmeno contribuye a dispersion y permite la sobrevivencia durante largos periodos (Bewley et
al., 2013). EIl proceso de deshidratacién es conocido como adquisicion de la tolerancia a la
desecacion y ha sido estudiado en semillas de diversas especies (algodon, maiz, girasol, trigo,
etc).

La tolerancia a la desecacion esta dada por la sintesis de proteinas y azucares especificos que
aunque se sintetizan durante las fases iniciales del desarrollo, cuando el contenido de acido
abscisico es aun elevado, su acumulacion se acelera durante la deshidratacion, alcanzando el
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maximo en la madurez; debido a esto, las proteinas se conocen como abundantes en
embriogénesis tardia (LEA por sus siglas en inglés).

En el caso de la semilla de chile, existen pocos estudios de la presencia y actividad de este
grupo de proteinas durante la fase de la desecacién, especialmente los trabajos de Kim et al.
(2005) y Vidigal et al. (2009), quienes identificaron miembros de familias de las LEAs en semilla
de Capsicum annuum, sin embargo, ellos trabajaron en semillas del llamado “Sweet Pepper”; las
semillas de este tipo de chile tienen un periodo de desarrollo menor a 70 DDA, mientras que las
semillas de chile Ancho y Guajillo el ciclo se completa hasta los 140 DDA, es decir el doble de
tiempo.

En nuestra investigacion el protocolo usado (modificado de Vidigal et al., 2009) permitio la
identificacion de al menos dos proteinas P1 y P2 (Figura 11 y 12) miembros de la familia de las
LEAs que pudieran estar correlacionadas con mayor germinacién y vigor.

P1 tiene un peso de aproximadamente 65 kDa y P2, que muy probablemente sea la misma
proteina que encontro Vidigal et al. (2009) en semillas de chile tipo “ Sweet Pepper” tiene un
peso aproximadamente 50 kDa.

Al encontrarse esta proteina en 3 tipos contrastantes de Capsicum annuum, podemos
considerar que muy probablemente sea constante en la especie.

Existen al menos dos proteinas LEAs mas reportadas en la literatura las cuales juegan un
papel importante en la germinacién y vigor de la semilla del Capsicum annuum, estas son
proteinas de 30 kDa reportada por Vidigal et al., (2009) que en las semillas de chile Ancho y
Guajillo (Figura 11 y 12) aparecen constante y que por lo tanto no juega un papel relevante para
la germinacion y vigor; la otra proteina reportada por Kim et al. (2005) es una proteina de 18
kDa la cual juega un importante papel en la calidad fisiologica de la semilla del tipo de chile no

especificado.
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Figura 11. Gel de poliacrilamida donde se muestran las proteinas solubles presentes en el
embrion de chile Ancho (A) y Guajillo (B) los embriones fueron extraidos de la semilla con 60,

80, 100, 120 y 140 DDA en frutos sin almacenamiento postcosecha 0 DDC.
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Figura 12. Gel de poliacrilamida donde se muestran las proteinas solubles presentes en el

embrion de chile Ancho (A) y Guajillo (B) los embriones fueron extraidos de la semilla con 60,
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80, 100, 120 y 140 DDA de furos sin almacenamiento postcosecha 0 DDC vy 140 d de
almacenamiento postcosecha.
V. DISCUSION GENERAL

La calidad de la semilla es un factor de gran importancia para optimizar la produccion
agricola. El desarrollo de los atributos de calidad, especificamente germinacion y vigor, en
semilla de chile han sido poco estudiadas y no obstante que México es el centro de domesticacion
de C. annuum y poseer una enorme variabilidad de tipos, los trabajos de investigacion existentes
se han realizado sobre todo es variedades de poca importancia en México. En esta investigacion
se pretende tener amplio el conocimiento del proceso de maduracién de la semilla en dos de los
tipos de chile mas importantes de México, lo que permitird optimizar la obtencién de semilla de
calidad.

El desarrollo de la semilla se ha dividido en 3 fases: histodiferenciacion, acumulacion de
reservas Yy tolerancia a la desecacion. Estas fases se pueden sobreponer en algunos periodos del
desarrollo.

A los 40 DDA, las semillas extraida inmediatamente (frutos con 0 DDC) probablemente se
encontraban en fase de histodiferenciacion, ya que no germinaron en absoluto, ademas su peso
expresado por P1000S semillas fue el mas bajo (Figura 5) y su contenido de humedad (H) el mas
alto. Solo alrededor del 15 % del peso total de las semillas era materia seca (Figura 5). De igual
manera los tratamientos de 7 y 14 DDC de 40 DDA no germinaron aunque P1000S aumento
significativamente. Durante la fase de histodiferenciacion, los fotosintatos que llegan a la semilla
primero se utilizan en la division y crecimiento celular ademas en la organogénesis es necesario
primero crear “una red” o estructura paredes y membranas celulares que seran “llenadas”

conforme la semilla se desarrolle.
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A los 60 DDA y 0 DDC para ambos tipos de chile, la germinacion sigue siendo de 0 % y en
semillas de Guajillo provenientes de frutos almacenados 7 DDC existe solo el 21 % de
germinacion (G), similar al porcentaje alcanzado por la semilla de chile Ancho proveniente de
frutos con el 14 DDC. En semilla de Guajillo de frutos con el 14 DDC G llega hasta 47 %. En
los tratamientos donde no existio germinacion, podemos observar que su P1000S (Figuras 5A 'y
5B) es el mas bajo de todos y la conductividad eléctrica (CE), la més alta (Figuras 10A y 10B).
Estas semillas se encontrarian en la etapa donde aun no alcanzaban desarrollo morfoldgico y
fisiolégico que permitiera una germinacién adecuada (Otho et al., 2007).

Pareceria que en chile Ancho, cuando el P1000S es superior a 8.2 g (60 DDA y 14 DDC) la
semilla comienza a germinar; lo mismo sucede en chile Guajillo si P1000S alcanza 5.3 g. De la
misma forma, el inicio de la germinacion en semilla de chile Ancho se asocio con valores de
conductividad eléctrica es de 472.5 pS cm™ g™ (60 DDA y 14 DDC) y para Guajillo de 679.3 pS
cm™ g’ (60 DDAy 7 DDC). Lo anterior significa que a partir de 60 DDA y 14 DDC, en el caso
de chile Ancho, un porcentaje de embriones tenian la capacidad de germinar; incluso antes de la
acumulacién del méaximo peso. Sin embargo, no puede considerarse una etapa Optima para
cosechar la semilla porque el mayor porcentaje de las semillas no habian completado su madurez.
Ademas, es muy probable que las semillas estuvieran en acumulacion de las reservas.

En cuanto a la fase de acumulacidn de reservas, determinar su inicio en este trabajo no es
factible con el protocolo seguido y las variables evaluadas, pues la semilla crece de manera
exponencial desde el primer muestreo en ambos tipos de chile (Figura 5). En cambio el final de
la acumulacion de las reservas seguramente se da cuando el P1000S deja de incrementarse (sub
capitulo 5.2; Figuras 5A y 5B).

Durante el periodo de acumulacion de reservas el contenido de agua de la semilla

gradualmente disminuye y el agua es desplazada por la deposicion o depdsitos de compuestos de
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reservas que son insolubles. En ese momento, una serie de eventos bioquimicos suceden en la
semilla y la llevan a adquirir la capacidad de sobrevivir en condiciones de baja humedad. En el
caso de la semilla de chile Ancho la disminucion del contenido de humedad de la semilla recién
extraida (Figura 3A) llega un limite (alrededor de 47 %) y es bajo esas condiciones, de alta
humedad, que el proceso de adquisicion de tolerancia a la desecacion se da pues una vez extraida
la semilla puede germinar lo que indicaria que su desarrollo se completo satisfactoriamente. De
acuerdo con Bewley et al. (2013), el secado de la semilla ha sido un proceso al que
tradicionalmente se le ha difundido poca importancia, sin embargo, estudios recientes han
demostrado que es un proceso de gran importancia para la conservacion de la semilla y su vigor.

Tradicionalmente, se considera que la madurez fisioldgica de la semilla coincide con los
valores maximos de peso, germinacion y vigor. En este trabajo se puede constatar que el
almacenamiento postcosecha de 14 DDC mejora las caracteristicas de germinacion y vigor en
general. Es a partir de 80 DDA en ambos tipos de chile donde se alcanzan los valores de
germinacion que se consideran semillas de alta calidad para el comercio (93 % en Ancho y 96 %
en Guajillo) y de alto vigor (90 % y 96 % de G-EA y 5.6 y 6 radiculas d™ de VE en chile Ancho
y Guajillo, respectivamente), manteniendo uno de los P1000S maximo.

Estos valores de alta calidad fisiologica coinciden con la aparicién de la proteina P1 en
especifico para chile Guajillo (Figura 12B). A partir de los 100 DDA en chile Ancho la G del
tratamiento 0 DDC es auln significativamente mas baja que 7 y 14 DDC, donde P1 aparece con
mayor nitidez, en tanto que la proteina P2 aparece con mayor nitidez a los 120 DDA en la semilla

de ambos chiles y en todos los tratamientos postcosecha.
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VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 Conclusiones

El contenido de humedad de la semilla al interior del fruto disminuye a lo largo de su
desarrollo en chile Guajillo hasta llegar a niveles de 17 % en el momento de la cosecha a los 140
d después de antesis (DDA), lo cual contrasta con la semilla de chile Ancho donde la humedad se
estabiliza alrededor del 46 % a partir de los 80 DDA. El crecimiento del peso de la semilla en los
dos tipos de chile tiene dos fase importantes, la primera de un rapido crecimiento, la cual culmina
a los 80 DDA vy otra de muy lento crecimiento o estabilidad; la semilla de Ancho es méas pesada
que la de Guajillo, el peso de mil semillas (P1000S) a los 140 DDA fue en promedio 11.3y 8.9 ¢
en chile Ancho y Guajillo, respectivamente. En las primeras fases del desarrollo (hasta los 80
DDA), dejar las semilla al interior del fruto cosechado durante 7 y 14 d provoca un incremento
del P1000S y el peso volumétrico, pero en etapas posteriores no existe diferencia con las semillas
extraidas de frutos sin almacenamiento postcosecha.

En semillas extraidas inmediatamente la maxima germinacion y vigor siguieron una
tendencia de incremento sigmoidal hasta alcanzar un maximo a los 120 DDA. Estas variables
fueron las mas fuertemente afectadas por el almacenamiento postcosecha del fruto. A partir de los
80 DDA en frutos almacenados 14 d es posible obtener semillas con calidad fisiol6gica muy alta:
germinacion superior al 92 % y valores mayores a 5.6 radiculas d* de velocidad de emergencia
de radiculas, 90 % de germinacién de semilla envejecida y 322.89 uS cm™ s en ambos tipos de
chile. Dos proteinas LEA de 65 y 50 kDa se correlacionaron con el desarrollo de la capacidad

germinativa y el vigor en las etapas finales del desarrollo de la semilla a partir de los 100 DDA.
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En ambos tipos de chile, se recomienda la cosecha de semilla a los 80 DDA si se tiene la
infraestructura para almacenar al menos 14 d los frutos cosechados o a los 120 DDA con una

extraccién inmediata de la semilla.

6.2 Perspectivas

En este estudio se confirmaron datos obtenidos por Ayala et al. (2014) en ambos tipos de
chile y se ampliaron los conocimientos sobre el efecto del almacenamiento de fruto (14 d)
ademas de evaluar variables moleculares y bioquimicas que aportan informacion nueva y
relevante.

Los resultados permiten reducir el tiempo en experimentos de mejoramiento genético
reduciendo la duracion del ciclo de seleccion y ademas durante la produccion de semilla
comercial, pues se garantiza una mayor calidad de la semilla obtenida en menor tiempo.

En trabajos posteriores se propone estudiar tres aspectos:

1. Tratamientos con mayor tiempo de almacenamiento postcosecha. Este tipo de
experimentos utilizan una gran cantidad de frutos por lo cual se recomienda usar
Unicamente los tratamientos de 60, 80 y 100 DDA.

2. En cuanto a las técnicas usadas, para el estudio de proteinas LEA se propone modificar la
densidad de geles para aislar proteinas con menor peso molecular ya que estas proteinas
se caracterizan por pesos moleculares pequefios, asi mismo aislar y secuenciar LEAS
especificas del embrion de C. annuum L. o conseguir los marcadores especificos de estas
proteinas ya caracterizadas y contrastarlos en chile Guagillo y Ancho.

3. Se sugiere estudiar la evolucion del color de fruto con un estudio detallado de analisis de

imagenes, el objetivo seria identificar el color en el que se obtenga semilla de alta calidad.
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4. Evaluar otras variable bioquimicas tales como los azucares presentes en la semillas

durante su maduracién
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VIII. ANEXOS

7.1 Conduccion del Experimento.

Figura 14 Flores en antesis
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Figura 15. Fruto etiquetado
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Figura 17 Embriones extraidos
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Figura 19 Materiales de conductividad eléctrica
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Figura 20 Envejecimiento acelerado

[

Figura 21 Gel de poliacrilamida donde se muestran las proteinas solubles presentes en el

embrién

67



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	AGRADECIMIENTOS
	DEDICATORIA
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	I.  INTRODUCCIÓN GENERAL
	II. OBJETIVO GENERAL
	2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

	III. REVISIÓN DE LITERATURA
	3.1 Importancia del Cultivo
	3.2 Producción de Chile en México
	3.3 Descripción Botánica del Género Capsicum
	3.4 Taxonomía
	3.5 Tipos de Chile
	3.6 Calidad de las Semillas
	3.7 Las Semillas de Chile
	3.8 Desarrollo de las Semillas
	3.8.1 Proteínas LEA

	3.9 Madurez del Fruto y Extracción de Semilla de chile

	IV. MATERIALES Y MÉTODOS
	4.1 Localización del Sitio Experimental
	4.2 Manejo del Experimento
	4.3 Factores y Niveles de Estudio
	4.4 Variables Respuesta
	4.4.1 Contenido de humedad de la semilla (H, %)
	4.4.2 Peso de 1000 semillas (P1000S, g)
	4.2.3  Peso volumétrico (PV, kg hL-1)
	4.2.4 Prueba de germinación  (G, %) y velocidad de emergencia de radícula  (VR)
	4.2.5 Germinación posterior al envejecimiento acelerado (G-EA, %)
	4.2.6 Conductividad eléctrica (CE, µS cm1  g-1)
	4.2.7 Diseño experimental y análisis estadístico
	4.2.8 Actividad de proteínas LEA


	V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	5.1 Contenido de Humedad
	5.1.1 Contenido de humedad en semillas recién extraídas
	5.1.2 Contenido de humedad en semillas secadas por 15 d en condiciones de laboratorio.

	5.2 Peso de 1000 Semillas y Peso Volumétrico
	5.3 Germinación
	5.4 Vigor
	5.4.1 Velocidad de emergencia de radícula
	5.4.2  Germinación  posterior a envejecimiento acelerado

	5.5 Conductividad eléctrica
	5.6 Proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant)

	V. DISCUSIÓN GENERAL
	VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
	6.1 Conclusiones
	6.2 Perspectivas

	VII. LITERATURA CITADA
	VIII. ANEXOS
	7.1 Conducción del Experimento.


