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ABSTRACT

Habanero chili pepper (Capsicum chinense Jacq.) is an important crop in the Yucatan Peninsula, which recently extended
to other regions of Mexico. There are few studies about the seed of this species, whose physiological quality deteriorates
quickly. Therefore, it was evaluated through the accelerated aging (AA) test, to assess its quality. Three periods of AA
were tested (24, 48 and 72 h), two temperatures (35 and 50 °C), and two levels of relative humidity (RH, 99 and 20%), on
seeds from three experimental varieties. The controls without aging had 97-99 % of germination. The greatest decrease in
germination (75 %) (P<0.01) was observed with the treatment of 50 °C and 100 % RH compared to the other combinations
of temperature and RH, where germinations of around 90 % were obtained. The viability was not higher (P<0.01) than
the germination, following the same pattern of behavior. In terms of vigor, the treatment of 35 °C and 100 RH provoked
higher G11 (50%) and speed of emergence (7.4 radicles d ™) versus 1% and 1 radicle d %, respectively, from the treatment
of 50 °C and 100 % RH. It is possible to use the AA test to assess the physiological quality of the habanero pepper seed,
and the period of 24 h at 50 °C and 100 % RH could be an adequate treatment for it.
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RESUMEN

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es un cultivo importante en la Peninsula de Yucatan, que recientemente
se extendio a otras regiones de México. Existen pocos estudios sobre la semilla de esta especie cuya calidad fisiologica
se deteriora rdpidamente. Por lo anterior, se evalud mediante la prueba de envejecimiento acelerado (EA) su calidad. Se
probaron tres periodos de EA (24, 48 y 72 h), dos temperaturas (35 y 50 °C) y dos niveles de humedad relativa (HR, 99 y
20%), sobre semilla de tres variedades experimentales. Los testigos sin envejecer tuvieron un 97-99% de germinacion. La
mayor disminucion en germinacion (75%) (P<0.01), se observd con el tratamiento de 50 °C y 100 % HR respecto a las
otras combinaciones de temperatura y HR, donde se obtuvieron germinaciones de alrededor de 90%. La viabilidad no
fue mayor (P=<0.01) a la germinacion, siguiendo el mismo patron de comportamiento. En cuanto a vigor, el tratamiento
de 35 °C y 100% HR provoco mayores G11 (50%) y velocidad de emergencia (7.4 radiculas d %) contra 1%y 1 radiculas d 7,
respectivamente, del tratamiento 50 °C y 100% HR. Es posible utilizar la prueba de EA para evaluar la calidad fisiologica

de semilla de chile habanero, el periodo de 24 h a 50 °C y 100% de HR podria ser un tratamiento adecuado para ello.
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INTRODUCCION
ara una produccion horticola eficiente, es im-
prescindible usar semilla de alta calidad. La ca-
lidad de semillas tiene cuatro componentes: fi-
sico, genetico, sanitario y fisiologico. Para eva-
luar la calidad fisiologica, cuyos parametros principales
son viabilidad, germinacion y vigor, se han desarrollado
diversas pruebas de laboratorio (Baskin y Baskin, 2014).
En cuanto al vigor, algunas pruebas tratan de predecir
la emergencia de plantulas bajo las condiciones estre-
santes encontradas en campo. En la mayoria de esas
pruebas las semillas se someten a diferentes tipos de
estrés, midiéndose al final de la prueba la cantidad de
plantulas normales capaces de desarrollarse bajo esas
condiciones. Como el vigor se puede correlacionar po-
sitivamente con el deterioro de semilla (Bradford, 2004),
las pruebas de deterioro controlado O envejecimiento
acelerado (EA) son usadas, por una parte, como pruebas
para evaluar la calidad fisiologica de las semillas; y por
otra, se asume que el proceso de deterioro bajo enveje-
cimiento artificial es similar a las ocasionadas por el de-
terioro natural (Nagarajan y Pandita, 2001). En las prue-
bas de EA, el contenido de humedad de las semillas se
incrementa y las semillas se incuban a altas temperaturas
por un periodo de algunos dias, antes de ser transferidas
a las condiciones de una prueba de germinacion estan-
dar. La capacidad de un lote de semillas a sobrevivir al
envejecimiento artificial se correlaciona con su vigor y
potencial de longevidad en el almacenamiento (Bewley
et al., 2013). De manera general, el método de EA se usa
con éxito en algunas especies, independientemente de
que las semillas se encuentren en un estado anormal
despues del tratamiento, en términos de sus parame-
tros celulares como metabolismo de acidos nucleicos
y estructura de membranas. La recomendacion que la
International Seed Testing Association (ISTA) da en cuan-
to al uso de estos méetodos, comprende principalmente
a las especies agrondmicas de semilla grande (granos),
admitiendo una correlacion baja entre el envejecimiento
artificial y la calidad de lotes de semilla pequefia como
semillas de flores, hortalizas y pastos (Halmer, 2000).
Ademas, especialistas en semillas de diferentes grupos
de investigacion (Avendano-Lopez et al., 2006; Martinez-
Juarez et al., 2006) consideran que la utilizacion de la
técnica de EA para evaluar la calidad fisioldgica de semi-
llas de hortalizas [brocoli (Brassica oleracea var. italica),
zanahoria (Daucus carota L.) y pepino (Cucumis sativus
L)] lleva a encontrar efectos contradictorios, producien-
do comunmente porcentajes de germinacion mas altos
gue los testigos sin envejecer. Tradicionalmente el tra-
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tamiento conocido como EA consiste en aplicar 41 °C
y 100% de humedad relativa (HR), durante periodos de-
terminados de tiempo que consideran entre 24 y 72 h
(Delouche y Baskin, 1973). Sin embargo, combinaciones
de otros niveles de temperatura y HR, en otras especies
de hortalizas no se han probado.

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es un cul-
tivo que ha adquirido una gran importancia en la Penin-
sula de Yucatadn, México, debido a sus caracteristicas
particulares que le dan identidad regional. En el 2010 se
obtuvo la denominacion de origen "Chile habanero de
la Peninsula de Yucatan” (Moo-Mufioz et al., 2016). En
épocas recientes, su cultivo se ha extendido a diferentes
partes del pais y para 2016 se estimo una produccion de
9,351 t, con un valor de 166.9 millones de pesos, don-
de los principales estados productores fueron Yucatan,
Tabasco y Campeche (SAGARPA, 2016). El crecimien-
to en la demanda de este chile a su vez ha provocado
el aumento de la demanda de semilla. Investigaciones
recientes (Garrufia-Hernandez et al., 2014) indican que
la semilla comercial de chile habanero pierde rapida-
mente su capacidad de germinacion (alrededor del 10%
mes ™). Dada la importancia economica este cultivo, es
necesario estudiar las causas de esta pérdida de calidad,
asi como establecer una metodologia confiable para
evaluar la calidad de la semilla que se encuentra en el
mercado. Con el objetivo de identificar las condiciones
de EA que pueden utilizarse para evaluar la calidad fi-
sioldgica de semillas de chile habanero, en el presente
trabajo se probaron los efectos de diferentes niveles de
temperatura, humedad relativa y periodos de EA sobre la
calidad fisiologica de semilla de tres variedades experi-
mentales de chile habanero.

MATERIALES Y METODOS

Se uso semilla de chile habanero de las variedades expe-
rimentales H258, H233 y H243, de fruto naranja, produ-
cidas durante el ciclo de otofio-invierno 2013-2014 en el
rancho Yabucu, Acanceh, Yucatan (21° 04’ N, 89°31' Oy
10 m de altitud). La cosecha de semilla se hizo en la pri-
mera semana de abril de 2014, almacenandose durante
siete meses en sobres de papel abiertos en una bodega
sin control de clima (26%3 °C; 32+10% de humedad re-
lativa). El experimento se realizo en el mes de noviembre
de 2014 en el laboratorio de biotecnologia del Instituto
Tecnologico de Conkal, Yucatan, México.

Al momento de iniciar las pruebas de laboratorio, el
porcentaje de humedad de la semilla se calculd con
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la formula de Bewley y Black (1994): las semillas se
deshidrataron 72 h a 72 °C en una estufa (Thelco 31480,
EE. UU.) vy después se determino el peso de la biomasa
seca en una balanza de precision (Ohaus, EE. UU.).

Las condiciones de envejecimiento acelerado (EA) se
aplicaron a los lotes de semilla de cada variedad en en-
vases de plastico de 0.5 L. En el fondo dicho envase se
colocaron 200 mL de agua destilada o 100 g de silica gel
(Sigma-Aldrich, EE. UU.), con el fin de controlar la hume-
dad relativa (HR), obteniendo 99+19% y 20.5+04% de
HR, respectivamente. Dentro de cada envase se colo-
caron soportes para que la semilla quedara suspendida
sin tocar las paredes del recipiente o la sustancia en el
fondo. Una vez cerrado hermeéticamente dicho enva-
se se coloco dentro de dos estufas que mantuvieron la
temperatura estable en dos niveles: 3505 °Cy 5004
°C. Para asegurar la estabilidad de los sistemas, previa-
mente, las condiciones ambientales dentro de los en-
vases fueron monitoreadas con sensores cerrados her-
méticamente HOBO H8-032-08 (Onset Computer Cor-
poration, EE. UU.). Se estudiaron tres periodo de EA, 24,
48y 72 h. Con lo que se formo un experimento factorial
3 variedadesx?2 temperaturasX?2 HRX3 periodos de EA,
mas tres testigos (uno por cada variedad) de semilla sin
envejecer. Posterior al tratamiento de envejecimiento
acelerado, se establecio una prueba de germinacion so-
bre papel filtro humedecido en cajas petri. Para ello, se
depositaron cuatro repeticiones de 50 semillas, tanto de
las semillas tratadas como las de los testigos, colocan-
dose en un cuarto de cultivo a 25x1°C y 16/8 h de ilumi-
nacion/oscuridad. En esta prueba se midio el porcentaje
de germinacion (plantulas normales) a los 11 d (G11) y 22
d (G) de iniciada, asi como la velocidad de emergencia
de radicula (VErad) con la formula de Maguire (1962) que
consiste en contabilizar cada 24 h el numero de radicu-
las emergidas desde iniciada la prueba hasta el ultimo
dia de duracion de la misma. La viabilidad (Vi) se midio
en cuatro repeticiones de 25 semillas con la prueba de
tetrazolio (ISTA, 2004).

Los datos fueron capturaron en la hoja de calculo Excel
2007 (Microsoft, EE. UU.) y se analizaron con el procedi-
miento PROC ANOVA del programa estadistico SAS (SAS
Institute, 2002). En los casos donde se detectaron dife-
rencias estadisticas significativas se aplico la prueba de
medias (Tukey P=<0.05). Los datos de las variables medi-
das en porcentaje se transformaron mediante la formula
arco seno /X /100 antes del andlisis de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

No hubo diferencias en el contenido de humedad inicial
entre variedades, o que significa que estuvieron en equi-
librio con el ambiente, su valor promedio fue 6.2+x04%
que se considera bajo y que no interviene en el proceso
de la evolucion de las otras variables medidas (Craviotto,
2011).

Efecto de las condiciones de envejecimiento
acelerado sobre germinacion y viabilidad

La germinacion inicial (G11) de los testigos fue de 97 y
99%, es decir, la semilla tenia su capacidad germinativa
intacta al iniciar las pruebas. De acuerdo con la ISTA
(2004), en la prueba estandarizada de germinacion so-
bre papel para semillas del género Capsicum L., el pri-
mer conteo debe realizarse a los 6 d de iniciada la prue-
bay el segundo a los 14 d; sin embargo, en el presente
trabajo experimental se detecto que estos periodos son
insuficientes pues la germinacion resulto mas lenta, ob-
servandose la maxima germinacion de los testigos a los
22 d de iniciada la prueba, por lo que se reportd como
germinacion final la observada ese dia.

Asi mismo la germinacion (G) medida a los 22 d dismi-
nuyo significativamente cuando el periodo de EA pasa
de 24 (82%) a 48 h (69%), no obstante, el valor de G ob-
servado en el periodo de EA de 72 h (65%) fue estadis-
ticamente semejante al de 48 h, esto podria significar
gue el tratamiento de 48 h es suficiente para envejecer
la semilla.

En cuanto a la temperatura, en el tratamiento a 50 °C
se tuvo una pérdida de G de 51%, en tanto que las semi-
llas almacenadas a 35 °C presentaron un 92% de G. De
forma similar a estos resultados. Bhering et al. (2006)
en semilla de Capsicum annuum L. reportaron que la
aplicacion de calor en el envejecimiento acelerado pro-
voco efectos mas drasticos gue un periodo prolongado
de exposicion al envejecimiento sin calor.

Por otra parte, en los niveles de humedad relativa (HR)
se observo que la germinacion promedio fue de 89% en
las semillas colocadas a 20% HR, mientras que en 100
% HR la germinacion descendio hasta 54 % (Figura 1). La
interaccion de temperatura y HR mostro que alta tempe-
ratura (50 °C) con alta HR (100%) provoca una pérdida de
germinacion de alrededor de 75% lo cual se considera
como la magnitud del deterioro de la semilla provocado
por este tratamiento (Figura 1).
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En la prueba de germina- 100 - * incluyendo variedades, tu-
cion (Figura 2), el testigo ob- 28 1 - vieron efecto significativo
tuvo el mayor valor de G; sin 28 i 20 %HR (P=<0.01) sobre el compor-
embargo, estadisticamente 50 - @ 100 %HR  tamiento de la variable ger-
(P<0.05) no hubo diferen- 39 - minacion a los 11 d (G11), y
cias significativas entre este 0] velocidad de emergencia
y otros ocho tratamientos. 0 de radicula (VE) (datos no
35°C 50 °C

La combinacion de 50 °C,
100% HR y 24 h, mostrd una
disminucion significativa de
G (42.7%); asi mismo, los
tratamientos que produje-
ron una germinacion menor
(P=<0.05) a la de ese tratamiento tuvieron una combina-
ciéon de 50 °C y 100% HR (Figura 2).

Segun Salinas et al. (2001), los resultados de la prueba
de germinacion pueden ser utilizados para clasificar los
lotes de semilla por su vigor. Esta clasificacion conside-
ra que los lotes de semilla envejecidos artificialmente
que presenten una germinacion superior a 80% podrian
ser clasificados como de alto vigor, entre 60-80% como
de vigor medio, y menores de 60% como de bajo vigor.
A partir de esta clasificacion, en el presente estudio se
puede inferir que el testigo y otros ocho tratamientos
mantuvieron un alto nivel de germinabilidad (>80%), y
por tanto tendrian un alto vigor, mientras que las semi-
llas tratadas a 50 °C y 100% HR y 50 °C, 20% HR y 72 h
tendrian un bajo vigor (<80% en germinacion). Por otra
parte, los laboratorios de la red GENMEDOC (2006)
consideran que un tratamiento que permite alcanzar el
valor de 50% de la capacidad germinativa de un lote, es
importante para evaluar el vigor de

las semillas de una especie deter- 100 -a a
minada. En este caso, los resulta- 90

dos mostraron que el tratamiento s 80

50 °C, 100% HR vy 24 h produjo una g 07
reduccién un poco mayor al 50% 5 60

de la germinacion v viabilidad (da- E ig

tos no presentados) que la semilla é 30 |

del testigo, por lo que este trata- 20 |
miento podria proponerse para 10 |
estandarizar una prueba vigor para 0 ;

Temperatura

Figura 1. Efecto promedio del calor y la humedad relativa (HR) de
los tratamientos de envejecimiento acelerado sobre germinacion
de semilla de Capsicum chinense Jacq.. Valores con la misma letra
son estadisticamente similares (Tukey, P<0.05).

presentados). Los resulta-
dos de la germinacion en
el sequndo conteo (22 d de
iniciada la prueba) no mos-
traron diferencias entre las
variedades, pero en el pri-
mer conteo de la prueba de germinacion (G11) la semilla
de variedad H233 tuvo un valor menor de G11 (P<0.01)
respecto a las otras dos variedades (Cuadro 1).

De la misma forma, la semilla de esta variedad tuvo
una menor VE, cabe sefalar que las condiciones de
produccion, beneficio y almacenamiento fueron las
mismas para la semilla de las tres variedades, por o
tanto, las diferencias sefialadas en G11 y VE sugieren

Cuadro 1. Efecto de la variedad sobre germinacion de semillas de
Capsicum chinense Jacq., a los 11 d de iniciada la prueba (Gerll) y

velocidad de emergencia de radiculas (VE).

Variedad Gerll (%) VE (radiculas-d™%)
H258 37.8a° 4.6ab
H233 7.2b 3.2b
H243 44.6a 59a

“Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey,
P=<0.05).
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Figura 2. Efecto de los tratamientos de envejecimiento acelerado (temperaturaxhumedad

relativaxtiempo) sobre la germinacion de semilla de Capsicum chinense Jacgq.. Valores con la
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misma letra son estadisticamente similares (Tukey, P<0.05). TsEA=testigo sin envejecimiento
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que existen diferencias en la ciné-
tica de germinacion segun las va-
riedades, habiendo genotipos que
producen naturalmente semillas
con bajo vigor.

Tradicionalmente, el primer con-
teo de una prueba de germinacion
puede ser usado como prueba para
diferenciar lotes de bajo y alto vigor
(Moreno, 1984). En el caso de la va-
riable G11 el promedio de los testi-
gos fue mas bajo (P<0.05) que el
tratamiento de EA 35 °C y 100% HR
(durante 24 o 48 h), lo que signifi-
caria que la semilla de los testigos
sin envejecer tendria menos vigor
que la semilla envejecida por los
tratamientos sefialados (Figura 3).
Lo anterior se confirma con los re-
sultados de la variable velocidad de
emergencia de radicula (Figura 4),
donde igualmente, el tratamiento
de 35 °C, 100% HR y 72 h fue su-
perior (P<0.05) al resto, al producir
10 radiculas d™% valor gue fue mas
del doble del encontrado en las
semillas del testigo sin envejecer
(4.6 radiculas d™%). Estos resultados
podrian compararse a lo reportado
por Martinez-Juarez et al. (2006)
quienes encontraron que la técnica
de EA tradicional (41 °C y 100% HR)
en semillas de pepino (Cucumis sa-
tivus L.) favorece la germinacion.

De acuerdo con Bewley et al
(2013), bajo las condiciones tra-
dicionales de EA el contenido de
humedad de las semillas se incre-
menta, puesto que en la atmosfe-
ra de almacenamiento la humedad
es muy alta y las semillas tienden a
entrar en equilibrio con el aire que
las circunda. Probablemente, este
incremento de humedad de las
semillas en temperatura y tiempos
moderados, provoca un choque
osmotico, similar al que ocurre en

100
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70 +
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30 +
20 ~
10 A

11 dias (%)
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TsEA 35 °C 35 °C 35 °C 35 °C 35 °C 35 °C 50 °C50 °C 50 °C 50 °C 50 °C 50 °C
100 % 100 % 20% 20% 100 % 20% 20% 20% 20% 100 % 100 % 100 %
72h 48 h 24 h 48 h 24 h 72h 24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h

\ g

Tratamientos de envejecimiento acelerado

Figura 3. Efecto de los tratamientos de envejecimiento acelerado (temperaturaxhumedad
relativaxtiempo) sobre la germinacion de semilla de Capsicum chinense Jacq., a los 11 d de
iniciada la prueba. Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, P<0.05).
TsEA=testigo sin envejecimiento acelerado.

el tratamiento de revigorizacion de la semilla denominado osmoacondicio-
namiento (osmopriming, Taylor et al. 1998), lo que hace gue las semillas
germinen mas rapidamente. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
estudio demuestran que una vez que las condiciones de EA se vuelven ex-
tremas (temperaturas mas altas) las cinéticas de G11 y VE caen hasta cero
con los tratamientos que combinan 50 °C y 100 HR (Figura 3y 4). En cuanto
ala VE y aligual que en la germinacion, el tratamiento 50 °C, 100% HR apli-
cado durante 24 h produjo una disminucion de alrededor del 50% respecto
al testigo, al pasar de 4.6 radiculas d-1 a 2.4 radiculas d~ten las semillas tra-
tadas. Asi entonces, estos resultados indicarian que ese tratamiento podria
ser recomendado para estandarizar la prueba de EA como prueba de vigor
en chile habanero, como se indico anteriormente.

_
o
|
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Velocidad de emergencia
(radiculas-dia~")
S »

o

0 T T T T T T T
TsEA 35 °C 35 °C 35 °C 50 °C 35 °C 35 °C 35 °C 50 °C 50 °C 50 °C 50 °C 50 °C
100 % 100 % 20% 20% 100 % 20% 20% 20% 20% 100 % 100 % 100 %
72h 48 h 24h 24h 24h 48 h 72h 48 h 72h 24 h 48h 72h

T T T T A4 T

Tratamientos de envejecimiento acelerado

Figura 4. Ffecto de los tratamientos de envejecimiento acelerado (temperaturaxhumedad
relativaxtiempo) sobre velocidad de emergencia de radiculas de Capsicum chinense Jacq.. Va-
lores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, P<0.05). TsEA=testigo sin enve-
jecimiento acelerado.
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CONCLUSIONES
de envejecimiento ace-

|_a técm |Ca lerado sequido de una

prueba de germinacion sirve para evaluar la calidad fisio-
lOgica de semillas de chile habanero. El tratamiento de
50 °Cy 100% HR aplicado durante 24 h podria proponer-
se para estandarizar la prueba ya que en promedio dismi-
nuyo en 50% la germinacion, viabilidad y vigor respecto
al testigo. En semillas de chile habanero la duracion de
la prueba de germinacion propuesta por la ISTA (2004)
para el género Capsicum (14 d) puede ser insuficiente
ya que existen variedades cuya cinética de germinacion
es mas lenta, por ello se propone aumentar el periodo
azz2d.
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