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1. INTRODUCCION

El uso de semilla mejorada de alta calidad fisiolégica, combinada con
técnicas de produccidn y conservacion, ha resultado en mejoras en la

'productividad y produccion de los cultivos alimenticios e industriales.

La conservacion de las semillas por un lado, garantiza la seguridad
alimentaria y por otro, constituye un seguro contra la pérdida de especies de

plantas y de las poblaciones (erosién genética).

La semilla del cacao debido a su alto contenido de humedad y a su
sensibilidad al secado artificial, no permiten que ésta sea de facil y prolongada
conservacion, ya que pierde muy rapidamente su viabilidad. Esta es la razén por

la que se le agrupa dentro de las especies de “semillas recalcitrantes”.

Son escasos los ensayos que han tratado de mantener la viabilidad de la
semilla de cacao, con resultados poco alentadores. Actualmente, la demanda de
uso de semilla botanica {como patron y/o variedad hibrida), se vera incrementando
en el futuro, particularmente en épocas de escasez de semilla (de septiembre a
diciembre); de modo que se necesita de una tecnologia que garantice ofertar
semilla botanica viable, dos o tres meses después de ser cosechadas a lugares

distantes y con épocas de siembra definidas por el régimen pluviométrico.

Existe pues la necesidad de generar nuevos sistemas alternativos de

conservacion de semilla de cacao que ayuden a prolongar su viabilidad y
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constituirse en una innovacion tecnolégica para los semilleristas y sea también

accesible para los cacaocultores.
El presente ensayo tuvo los siguientes objetivos:

1. Prolongar la viabilidad de la semilla de cacao a niveles satisfactorios a
través de cuatro sistemas de conservacion.
2. Comparar la eficacia de cuatro sistemas de conservacién de la viabilidad de

las semillas de cacao durante los periodos de almacenamiento.



. REVISION DE LITERATURA

21 Lasemilla y su comportamiento durante la conservacion

Las semillas son unidades de diseminacién y reproduccion sexual de las
plantas superiores, procedentes del desarrollo de los 6vulos de sus flores. Estan
compuestas de uno o varios embriones, reservas nutritivas y una o varias capas
protectoras originadas a partir de los tegumentos del 6vulo, del ovario, de los

tejidos de otras partes de las flores, incluso, de la inflorescencia (BESNIER, 1989).

Las semillas de las especies cultivadas se clasifican en dos grandes
categorias, dependiendo de su comportamiento durante la conservacién y su
capacidad de tolerar la desecacién, en: semillas ortodoxas y semillas

recalcitrantes (ROBERTS, 1973).

a. Semillas ortodoxas. Son semillas que pueden ser secadas vy
conservadas a bajas temperaturas por periodos largos de tiempo. Dentro de este

grupo podemos mencionar al arroz, frijol, maiz, etc.

b. Semillas recalcitrantes. Son semillas que no pueden secarse ni pueden
ser conservadas en frio, siendo muy dificil su conservacion por mas de un afo.
Hay varias especies tropicales con este tipo de semillas: coco, mango, cacao, té,

palto, palma aceitera, entre otros (SEVILLA y HOLLE, 1995).

Posteriormente, HONG y ELLIS, 1996, sugirieron un protocolo que permite

clasificar las semillas en las categorias: ortodoxas, recaicitrantes e intermedias,
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cuando no se conoce el comportamiento de la especie al almacenamiento para
facilitar la toma de decisiones en cuanto a la eleccion del método de conservacion

apropiado.

c. Semillas intermedias. Son semillas que si admiten ser desecadas hasta
cierto grado y se conservan a temperaturas relativamente frias (SEVILLA y

HOLLE, 1995).
Caracteristicas del clon CCN-51

En primer lugar se destaca su altisima productividad que llega en muchas
haciendas a superar los 50 quintales por hectarea lo que lo convierte en un cuitivo

rentable para el agricultor costefio carente hoy en dia de alternativas seguras.

Es un clon autocompatible, es decir no necesita de polinizacion cruzada

para su adecuada fructificacion tal como la mayoria de los clones.

El CCN-51 se caracteriza por ser un cultivar precoz pues inicia su

produccién a los 24 meses de edad.

Es tolerante a la “Escoba de Bruja” enfermedad que ataca a la mayoria de

variedades de cacao destruyendo gran parte de su produccion.

Es una planta de crecimiento erecto pero de baja altura lo que facilita y

abarata las labores agrondémicas tales como poda y cosecha entre otras.
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Excelente indice de Mazorca (IM) 8 mazorcas/libra de cacao seco, en

comparacion con el indice promedio de 12 mazorcas/libra.

Excelente Incide de Semilla: 1.45 gr/semilla seca y fermentada comparado

con el indice promedio de 1.2 gr/semilla seca.

Alto indice de Semillas por mazorca: que es de 45, mucho mas alto que el

promedio normal de 36 semillas por mazorca.

Adaptabilidad: Es un clon cosmopolita que se adapta a casi todas las zonas

tropicales desde el nivel del mar hasta los 1.000 sobre el nivel del mar.

Alto porcentaje de manteca (54%) 1o que lo hace muy cotizado por las

industrias.

Calidad del Cacao: Con buen manejo post cosecha el CCN-51 es de

primera calidad para exportacion.

2.2 La germinacion de semillas

Los principales eventos que ocurren durante la gemminacion de una semilla
sigue el siguiente orden: Imbibicion del agua > Activacibn de los sistemas
enzimaticos > inicio del crecimiento embrionario > Fractura mecanica de la

cobertura seminal > emergencia de la plantula.

El proceso de la forma descrita tiene una duracion que varia para las

diferentes especies, y en ocasiones para cultivares de una misma especie. Los
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factores ambientales mas criticos durante la germinacion son: (i) la disponibilidad
de agua que debe ser adecuada, (i), la temperatura, y (iii) la composicion de los

gases en la atmésfera (SOPLIN, 1988).

a) Absorcion de agua

La hidratacién es condicién indispensable en las semillas para la
activacion del metabolismo y la subsiguiente germinacién. La absorcion de agua
suele efectuarse en tres fases; una fase inicial de rapida absorcion, una fase
intermedia en el cual el contenido de agua de la semilla permanece casi constante
y una fase final de intensa absorcidén que esta relacionada con el alargamiento de

las células y la aparicion de las radicula (BESNIER, 1989).

Las proteinas constituyen el principal componente de las semillas que
contienen coloides que absorben agua; también lo hacen los mucilagos y las
sustancias pépticas; por el contrario, el almidén no interviene en este proceso
porque solo absorbe agua en condiciones acidas y tras tratamientos a altas

temperaturas (BESNIER, 1989).

b) Respiraciéon

Cuando las semillas se humedecen se produce un rapido
desprendimiento de los gases absorbidos por los coloides existentes en el grano.

A continuacion comienza el proceso de respiracion.
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La respiracién se desarrolla en tres fases. En la primera fase existe una
rapida absorciéon de oxigeno. A continuacidén sobreviene una fase de parada en la
que la cantidad de oxigeno absorbido no aumenta; sin embargo sigue
produciéndose didéxido de carbono, con la consiguiente subida del coeficiente
respiratorio, como consecuencia de un fenémeno de respiraciébn anaerobia o

fermentacion.

La fase de parada de la respiracion termina cuando la radicula rompe la
testa, en cuyo momento se produce la libre entrada de oxigeno a la semilla y un

rapido aumento de su consumo (BESNIER, 1989).

Las temperaturas entre 25-30°C estimulan tanto los altos niveles
de germinacion y las tasas rapidas de desarrolio de plantulas en muchas
especies, lo cual sugiere una carencia general de dormancia de la semilla en

ciertas especies investigadas (PRITCHARD et. al, 2004).
2.2.1 Prueba de germinacion

La prueba de germinacion es indispensable en los ensayos de
semillas. La germinacion comienza cuando la semilla aletargada o en reposo,
activa la maquinaria bioquimica conservada y se desencadenan los procesos
metabdlicos. La culminacién de la germinacion coincide con la iniciacion de la
actividad fotosintética, lo que altera totalmente el metabolismo de la plantula

nacida de la semilla (BESNIER, 1989).
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La muestra de trabajo para el ensayo de germinacion consiste en
la semilla pura separada en un previo analisis de pureza. De esta muestra, bien
mezclada, se toman al azar 400 semillas, que se ponen a germinar en cuatro
repeticiones de 100 semillas cada una. En algunos casos, cuando se sospecha
la presencia de enfermedades {ransmitidas por las semillas, se usan
repeticiones de 50 semillas, a fin de separarias bien unas de otras en el
sustrato de germinacion para que las semillas enfermas no infecten a las
sanas. Al final del ensayo de germinacion se cuentan, para cada repeticién, el
numero de plantulas normales, de plantulas anormales, de semillas duras, de
semillas frescas sin germinar y de semillas muertas y se calculan los
porcentajes medios (en numeros enteros) de cada una de estas categorias

(BESNIER, 1989).

2.3 Conservacion de semillas

La conservacion de semillas en su forma primigenia ha sido usada por las
diferentes culturas antiguas y ha evolucionado en épocas recientes. La finalidad
ultima es asegurar la disponibilidad de alimentos en épocas de escasez o de

conflictos bélicos.

La tecnologia de conservacion de semillas se sustenta principaimente en la
comprensién de los procesos cientificos y del conocimiento de las técnicas y
procedimientos que se han desarroilado en base a esa comprension. Esta

tecnologia incluye:
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@) Comprension de la relacion entre la madurez de la semilla y su
almacenamiento, para programar la recoleccion y usar las técnicas de recoleccion
apropiadas, para asegurar recolecciones de semillas de alta calidad.

(ii) Comprension sobre como se distribuye la diversidad genética en
poblaciones de plantas silvestres, para seleccionar estrategias de muestrec
apropiadas para asegurar que la recoleccién de semillas incluya la maxima
diversidad genética.

(iii) Comprension de las relaciones de la humedad de la semilla y como
lograr el contenido de humedad correcto de la semilla para su almacenamiento a
largo plazo.

(iv) Conocimiento de Ia morfologia de la semilla y de como limpiarias sin
dafiarlas.

(v) Comprension del comportamiento de ia semilla en aimacenamiento
de modo que se seleccionen las condiciones ideales para fa misma.

(vi) Comprension de los requisitos generales de germinacién y las
caracteristicas ecolégicas especificas de especies diferentes, para el uso de
técnicas apropiadas para interrumpir la dormancia de las semillas (ROYAL

BOTANICAL GARDEN, 1997).
2.3.1 Viabilidad de las semillas

La viabilidad de las semillas es el periodo de tiempo durante el cual
las semillas conservan su capacidad para germinar. Es un periodo variable y

depende del tipo de semilla y de las condiciones de almacenamiento.
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Los lotes de semilla que tienen inicialmente una viabilidad y una
capacidad de germinacion altas, presentan en el almacenamiento una longevidad
mayor que los que tienen una viabilidad inicial baja. La duracion de la vida de las
semillas viables esta correlacionada con el porcentaje de ellas que germina en el
ensayo inicial. Es posible que la viabilidad inicial baja no sea grave cuando las
semillas se van a sembrar en un plazo de semanas 0 meses, pero solo {a semilla
de buena calidad debe almacenarse durante largos periodos (Holmes y
Buszewicz, 1958; Magin, 1962). En el almacenamiento prolongado de semillas
agricolas con fines de conservacion de recursos genéticos se recomienda que no
se acepten semillas cuya viabilidad inicial sea inferior al 85 por ciento de la
viabilidad que se considera caracteristica de la especie ¢ variedad de que se trate

(IBPGR, 1976).

Es muy importante que las semillas almacenadas puedan producir
plantas cuando se las siembra en campo. Por lo tanto, las semillas deben tener
una viabilidad alta al inicio del almacenamiento y mantenerla durante el
élmacenamiento. Las semillas con viabilidad inicial alta sobreviviran también mas
tiempo en almacenamiento. La viabilidad de las semillas se reduce lentamente al
comienzo y luego rapidamente a medida que la semilla envejece. El deterioro

excesivo conducira a la pérdida del material (KAMESWARA et. al, 2007).
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2.3.2 Pruebas de viabilidad

En los ensayos de semilla, se trabaja con semilla pura. Esta debe
mezclarse bien, y las muestras deben ser de 400 semillas de cada una de las
clases que estd ensayando tomandolas al azar en 4 replicas iguales de 100 o
menos semillas. Los papeles de sustrato pueden ser secantes absorbentes de

germinacion, papel filtro o toallas de pape! (ISTA, 1959).

Actualmente, las pruebas de geminacion se complementan con las
pruebas de vigor. Esta permite al productor de semillas medir o evaluar el

potencial de almacenaje de los diferentes lotes de semillas (MOREIRA, 1988).

El vigor de ia semilla es la suma del total de aquellas propiedades de
la semilla que determinan el nivel de actividad y la performance de la misma o del
lote, durante la germinacion y la emergencia de las plantulas. Semillas que
muestran buena performance se consideran como de alto vigor, mientras que las
que muestran una pobre performance, se consideran de bajo vigor

(FUNDEAGRO, 1989).
2.3.3 Métodos para determinar la viabilidad del embrion
2.3.3.1 Prueba topografica de tetrazolio

El método de tetrazolio indica areas vivas y muertas del
embrién y el endospermo mediante tincién o coloracion. El producto quimico

2,3,5-trifenil tetrazolium cloride, reacciona al i6n de hidrogeno para formar
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trifenil formazoén rojo. Los iones de hidrogeno se forman solamente en areas de
las semillas donde las enzimas de hidrogenasa estan activas,
consecuentemente estas areas se ponen rojas; En algunos casos una gama de
colores desde el rojo profundo hasta el rojo palido, asi como una gama de
patrones de tincion que se podran encontrar y la interpretacién correcta

requiere de experiencia.
2.3.3.2 Prueba de rayos x

El objetivo de la prueba de rayos x es proveer un método no
destructivo entre semillas vacias y completas dafiadas fisicamente por insectos
en sus caracteristicas morfoldgicas evidentes en una radiografia de rayos x. El
metodo también se puede usar para estudiar el desarrolloc y estructura

" anormales internas.

El método se puede usar con o sin un agente contrastante,
- por ejemplo BaCl o Cloroformo. Cuando se usa el agente contrastante, la
semilia inhibe al agente pero sélo en tejidos muertos permiten entrar al agente.
Estas partes del tejido absorben la radiacién de los rayos x en forma mas
intensa y se presentan mas claras en la pelicula. La ventaja del método de

contraste es una mejor interpretacion, pero la semilla se destruye.
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2.3.4 Factores que afectan la conservacion de la semilia

La semilia se deteriora durante el almacenaje en funcion del tiempo,
la temperatura y el contenido de humedad, se deteriora sobre la planta madre, si
se retrasa la cosecha debido al clima himedo y durante el secado con aire

caliente, si el flujo de aire no es el adecuado (HERNANDEZ, 1991).
2.3.4.1 Humedad de la semilla

El contenido de humedad es el factor mas importante
para determinar la velocidad a la cual las semillas se deterioran, y tiene un
impacto considerable en la longevidad de las semillas en almacenamiento
en un banco de germopiasma. Incluso, pequefios cambios en el contenido
de humedad tienen un gran efecto en la vida en almacenamiento. Es
importante determinar el contenido de humedad antes de almacenar las
semillas para predecir con exactitud el potencial de vida en almacenamiento

gue tendra cada accesion (KAMESWARA et. al, 2007).

Cuando las semillas alcanzan su maximo peso seco 0 su
minimo contenido de humedad, ésta llega a ser fisiolgicamente madura y por
tanto, decimos que la semilla tiene {a madurez requerida (PRITCHARD et. al

2004).

A contenidos de humedad mayores de 35 %, las semillas no

latentes pueden germinar. Si estd entre 13 y 35 %, hay calentamiento por



-23-

actividad respiratoria de semillas y patégenos. Si esta entre 10 a 14 %, la semilla
es muy susceptible al dafio mecanico. Menos del 4 % de humedad, hay dafio de
semilla por autoxidacion. Mientras mas alta sea la humedad inicial de la semilla,

mas baja deber ser la temperatura de secado (BESNIER, 1989).

La determinacion del contenido de humedad se hace con el
fin de ver si es necesario o no someterla a la semilla a un proceso de secado y
estimar las condiciones de almacenamiento. Niveles altos de contenido de
humedad estan relacionados con tasas de deterioro acelerado (FUNDEAGRO,

1989).

El contenido de humedad de una muestra de semilla, es la
pérdida de peso cuando ésta se somete a secamiento, o la cantidad de agua
colectada si la muestra se ha destilado, de acuerdo a los métodos existentes

normados por el ISTA (MOREIRA, 1988).

2.3.4.2 Temperatura

En las semillas ortodoxas el deterioro de la semilla esta en
funciéon de la temperatura y el contenido de humedad de la semilla. Se puede
alargar la vida de l1a semilla controlando estos factores. A menor temperatura de la

semilla, mayor la longevidad.
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La longevidad de las semillas de especies tropicales varia de
pocas semanas a varios meses. Son muy sensibles al frio, no pueden soportar

temperaturas debajo de 0 °C (SOPLIN, 1988).

Atendiendo a la longevidad de las semillas, es decir, el tiempo
que las semillas permanecen viables, pueden haber semillas que germinan,
todavia, después de decenas o centenas de afos, como es el caso de semillas
con cubierta seminal dura como las leguminosas. En general, la vida media de
una semilla se sitia entre 5 y 25 afios. Las semillas pierden su viabilidad por
causas muy diversas. Podriamos pensar que mueren porque agotan sus reservas
nutritivas, pero no es asi, sino que conservan la mayor parte de las mismas

cuando ya han perdido su capacidad germinativa (FIGUEREIDO, 1986).

Una semiila sera mas longeva cuanto menos activo sea su
metabolismo. Esto a su vez origina una serie de productos tdxicos que al
acumularse en las semillas produce un efecto letal para el embrion. Para evitar la
acumulacién de esas sustancias bastara disminuir ain mas su metabolismo, con
lo cual habremos incrementado la longevidad de la semilla. Reducir el
metabolismo puede conseguirse bajando la temperatura y/o deshidratando ia
semilla. Las bajas temperaturas dan lugar a un metabolismo mucho mas lento, por
lo que las semillas conservadas en esas condiciones viven mas tiempo que las
conservadas a temperatura ambiente. La deshidratacion también alarga la vida de
las semillas, mas que si se conservan con su humedad normal. Pero la

desecacion tiene unos limites; por debajo del 2%-5% en contenido de humedad,
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se ve afectada el agua de constitucion de la semilla siendo perjudicial para ia
misma. En resumen, podemos decir que, para alargar mas tiempo la vida de una
semilla, ésta debe conservarse bajo condiciones de bajo contenido de humedad,
dentro de unos limites; temperaturas bajas y, reducir al minimo la presencia de

oxigeno en el medio de conservacidon (FIGUEREIDO, 1986).
2.3.4.3 Tolerancia a la desecacion de las semillas

En ciertas especies, el umbral de respuesta a la desecacion,
puede ocurrir a diferentes contenidos de humedad. En Azadirachta indica var
siamensis, los lotes de semillas procedente de muchos de los arboles
individuales muestreados mostraron germinaciéon mejorada después de un
secado a corto tiempo (unos pocos dias), a 45.5% de contenido de humedad,
siendo el efecto mas evidente con semillas cosechadas a 8 semanas,

aproximadamente (PRITCHARD et. al, 2004).

En un estudio de 25 especies vegetales se evidencié alguna
sensibilidad a la deshidratacién bajo contenido de humedades superiores. Tales
sensibilidades se concentraron principalmente en el rango de contenido de
humedad de 20-30%. A un punto medio para la pérdida de viabilidad en semillas
recaicitrantes, a menudo ha sido observado en esta regién de exploracion del

contenido de humedad, v.g. para Vitelleria paradoxa. (PRITCHARD et. al, 2004).

En Prunus africana, las semillas “inmaduras” tuvieron >80%

de incremento en la germinacion después del secado a casi 10% de contenido de
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humedad; el incremento fue mucho menos (aprox. 20% de germinacion), en las
semillas “maduras”. En contraste, a un nivel similar de desecacion, resulté en un
incremento de alrededor del 40% de germinacion, para Gmelina arborea. Sin
embargo, en estas especies hubo un efecto similar en los testigos (sin secar),
sugiriendo que el tiempo fue también un factor en la respuesta (PRITCHARD et.

al, 2004).

Se hacen necesarios estudios para evaluar la relati_va
tolerancia de las semillas bajo condiciones de banco de genes, especificamente,
el secado y el almacenamiento en frio. Tales evaluaciones pueden progresar a
varios niveles de complejidad. Pequerios lotes de semillas pueden ser tamizados

rapidamente para tolerancia a la desecacion (PRITCHARD et. al, 2004).
2.3.4.4 Gases

La mayor parte de las semillas requieren para su germinacion
un medio suficientemente aireado que permita una adecuada disponibilidad de O
y CO,. De esta forma el embrién obtiene la energia imprescindible para mantener

sus actividades metabélicas (ISTA 1959).

La mayoria de las semillas germinan bien en atmosfera
normal con 21% de O, y un 0.03% de CO,. Sin embargo, existen algunas semillas
que aumentan su porcentaje de germinacion al disminuir el contenido de O, por
débajo del 20%. Los casos mejor conocidos son: Typha latifolia (“espadafia’) y

Cynodon dactylon (“grama duice”), que germinan mejor en presencia de un 8% de
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0O,. Se trata de especies que viven en medios acuaticos o encharcados, donde la
concentracion de este gas es baja. El efecto del CO; es contrario al del Oy, es

decir, las semillas no pueden germinar si se aumenta la concentracién de CO,.

Para que la germinacion tenga éxito, el O, disuelto en el agua
de imbibicion debe poder llegar hasta el embrion. A veces, algunos elementos
presentes en la cubierta seminal como compuestos fendlicos, capas de mucilago,
macroesclereidas, efc., pueden obstaculizar la germinacién de la semilla porque

reducen la difusion del O, desde el exterior hacia el embrion.

Ademas, hay que tener en cuenta que, la cantidad de O, que
Ilegé al embrion disminuye a medida que aumenta disponibilidad de agua en la
semilla. A todo lo anterior hay que afadir que la temperatura modifica la
solubilidad del O, en el agua que absorbe la semilla, siendo menor la solubilidad a

medida que aumenta la temperatura (SOPLIN, 1988).
2.3.4.5 Estado de la semilla

Aun en las condiciones de almacenamiento ideales, la semilla
pierde enseguida su viabilidad si desde el principio no se encuentra en buen

estado. Los factores que hay que tener en cuenta son los siguientes:
a) Madurez de la semilla

Las semillas plenamente maduras conservan su viabilidad

durante mas tiempo que las semillas que se recolectan inmaduras. La inmadurez
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de la semilla puede contribuir a un pobre desenvolvimiento de la misma

(PRITCHARD et. al, 2004).

Es posible que determinados compuestos bioquimicos que
son esenciales para conservar la viabilidad no se formen antes de las fases finales
del proceso de maduracién de la semilla. Entre ellos figuran en algunas especies
unos compuestos que inducen la latencia, y ésta aparece a veces asociada con la

longevidad de la semilla.

b) Efectos parentales y del tiempo

En la recoleccion de semillas, la cantidad y la calidad
suelen ir juntas. El porcentaje de semillas viables en un arbol padre de alto
rendimiento suele ser mas elevado que en un arbol de escasa produccion.
Analogamente, un determinado arbol padre tendra un porcentaje de semillas
viables mas alto en un afo de semilla bueno que en un afo escaso. Es probable
que las semillas recolectadas de arboles padres de alto rendimiento en un ano
bueno de semilla sean las que tengan una vida mas larga en condiciones de

almacenamiento.

¢) Ausencia de dafio mecanico

Las semillas que resultan dafadas mecanicamente durante
la extraccion, limpieza, etc. pierden enseguida su viabilidad. El peligro es maximo

en las especies que tienen la cubierta seminal delgada o blanda. El calor excesivo
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durante la extraccion o el secado dafia tambien la semilla. Hay que procurar que
durante la preparacion de la semilla para el almacenamiento se empleen los
tiempos minimos, las temperaturas mas bajas y las velocidades de maquina

minimas que sean necesarias (STEIN et. al, 1974).

d) Ausencia de deterioro fisioldgico

La manipulacién deficiente en el bosque, durante el transito
o durante el procesamiento deteriora fisiologicamente las semillas aun cuando no
existan dafios mecanicos o por hongos. Las semillas ortodoxas deben disponer de
ventilacion suficiente para evitar la respiracion rapida y el recalentamiento,
mientras que a las semillas recalcitrantes hay que protegerlas de un secado

excesivo.

e) Ausencia de hongos e insectos

En el caso de las especies que se almacenan a
temperaturas bajas y con un contenido de humedad bajo, las propias condiciones
de almacenamiento deben evitar la aparicion de hongos e insectos. No obstante,
€s necesario evitar recolectar cosechas que presenten una alta incidencia de
ataques de hongos o insectos y efectuar todas ias operaciones de recoleccion,
transporte, procesamiento, etc. con fa mayor rapidez posible a fin de asegurar que
la semilla no resulte ya dafiada antes de iniciar el almacenamiento. No puede
recomendarse en general el tratamiento con fungicidas, pues puede ser perjudicial

para las semillas. Muchos fungicidas son eficaces unicamente si se aplican
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disueltos en agua, y por lo tanto no son adecuados para el almacenamiento en
seco. Los insectos suelen morir cuando se secan las semillas a temperaturas
superiores a 40-42°C, y para matar insectos se suelen emplear también el

bromuro de metilo y el bisulfuro de carbono (BOLAND et. al, 1980).

2.4 Sistemas de conservacion de semillas

2.4.1 Camaras frigorificas

la temperatura es uno de los factores mas importantes
medioambientales que afectan la longevidad de las semillas. Para la mayoria de
las especies, cuanto menor es la temperatura de almacenaje al interior de una
camara frigorifica, mayor sera el tiempo que las semillas mantendran su poder

germinativo.

Se ha reportado, que la vida de la semilla se reduce a la mitad, sea
por cada §°C de aumento de temperatura de almacenaje, o por cada 1 % de
aumento en el contenido de humedad de la semilla. Sin embargo, se hace énfasis
en que no debe utilizarse temperaturas inferiores a 0°C o superiores a 50°C

(ISTA, 1959).

2.4.2 Desecantes

E! nimero de dias requerido para bajar ia humedad de la semilla
depende del tamafio de la semilla, la humedad inicial, la clase de semiilla, y la

proporcion peso de sustancias desecantes (SEVILLA y HOLLE, 1995).
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Varios desecantes se han recomendado para el secado se la semilla
con resultados variados; solo la silica gel ha demostrado ser util para el secado de
muestras pequenas. La silica gel tiene la ventaja que cambia el color cuando se
humedece. El color seco es azul; si cambia a rosado debe secarse o cambiarse
por una muestra seca para mantener su poder desecante (SEVILLA y HOLLE,

1995).

Cuando la humedad inicial es muy alta, por ejemplo 60%, la
proporcion silica gel/semilla es muy importante. Si la proporcién es 1/1 durante los
primeros 4 dias, baja de 60% a 52%; con una proporcién de 3:1 baja de 60% a

33% (SEVILLA y HOLLE, 1995).

2.4.3 Cryopreservacion

La cryopreservacion es un novedoso método de conservaciéon de
propagulos vegetales a temperaturas ultrabajas. Conforme se reduce la
temperatura de un tejido, el metabolismo celular se reduce. A menos de 150 °C,
los procesos bioquimicos cesan por completo, y por lo tanto también las causas

de la inestabilidad genética.

El proceso de cryopreservacion comprende los siguientes pasos: (i)
aislamiento del tejido; (ii) enfriamiento; (iiij) congelacién; (iv) aimacenamiento para
la conservacion; (v) precalentamiento; (vi) regulacién y crecimiento de las plantas

(SEVILLA y HOLLE, 1995).
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2.5 Ensayos sobre conservacion de semilla de cacao

Las semillas de cacao consisten en dos grandes y gruesos cotiledones con
un pequefic eje embrionario y en delgados y membranosos restos de
endospermos. En un corte seccional el color de los cotiledones puede variar de
blanco a morado. Una caracteristica de la semilla de cacao es su relativamente
alto contenido de agua, de 35 - 50 %. Esta tiene que mantenerse para que las

semillas conserven su viabilidad por unas pocas semanas mas (DUFFUS, 1980).

Swarbrkick (1965), citado por FIGUEREIDO, 1986, observé que las
semillas con pulpa germinaban mas lentamente que aquellas sin pulpa,
sugiriendo la presencia de un agente inhibidor de la pulpa, posiblemente el acido

abscisico (ABA).

En un estudio posterior sobre el fruto y la semilla del cacao, los analisis
histoquimicos del mucilago (pulpa) envolvente de la semilla y de la fisiologia de la
germinacion, no se mostraron evidencias de la presencia del inhibidor: acido
abscisico (ABA), en la pulpa de la semilla; y la temperatura de 30°C, permitié un
completo desarrolio de la plantula en un menor periodo de tiempo, en tanto, que a
35°C ocurrié mayor velocidad de emision del eje embrionario y la raiz primaria, y

el hipocotilo se torné oscuro y devino en necrosis (FIGUEREIDO, 1986).

Investigaciones preliminares de mantenimiento de la viabilidad de la semilla
de cacao permitieron recomendar la necesidad de usar temperaturas cercanas a

los 20°C para mantener la viabilidad de la semilla. Dada las condiciones climaticas



-33-

de las regiones cacaoteras, el uso de temperaturas controladas implica costos
elevados por adquisicion de equipos y dificultades de manejo y transporte. Debido
a ello, las investigaciones se estan enfocando hacia la bisqueda de alternativas
practicas de almacenamiento a temperaturas que permitan conservar, al menos

un 70% de la viabilidad durante un mes (SANCHEZ y VELASQUEZ, 1989).

En el cacao, la almendra sin cuticula se conserva mejor que cuando ésta
esta prendida. Esto quiza se debe a la pelicula delgada de polietilenglicol (PEG)
que se forma sobre la semilla (SANCHEZ y VELASQUEZ, 1989). Esta pelicula
permite solamente un minimo de intercambio de oxigeno y mantiene la presion
osmotica adecuada para lograr un balance de agua entre absorcion y
deshidratacion de la semilla; lo cual no ocurre igual en la almendra con mucilago.
Probablemente, aunque permeable, la cuticula representa una barrera mas que
interfiere en el intercambio gaseoso y disminuye la presion osmética (MUNFORD

y BRETT, 1982).

En Indonesia, al evaluar los efectos de las condiciones de almacenamiento
a diferentes ni\)eles de humedad relativa se encontro que las semillas del clon DR
— 2 a humedades relativas de 35%, 75% y 100 % disminuyé el contenido de
manteca y se incremento el contenido de azdcares y A4acidos grasos. El
almacenamiento de las semillas a 100% y 35 % de humedad relativa durante 50
dias arrojo 98.3% y 20 % de germinacién, respectivamente. En otro ensayo al
evaluar el aimacenamiento de semillas de cacao del clon DR — 2, bajo condiciones

anaerobicas y aerbbicas se encontré pérdida de su viabilidad a los 20 dias,



mientras que en condiciones aerébicas la viabilidad fue del 70 % después de 20

dias de almacenamiento (MONERA — PERKEBUMAN, 1987).

En un ensayo de conservaciéon de semillas de cacao tratadas con una
mezcla de Benlate y Thiran y guardadas en boisas de polietileno, se reporta que
después de 24 meses, el 50 % de las semillas germinaba (SEVILLA y HOLLE,

1995).



lil. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

El presente ensayo se realiz6 en los Laboratorios de Suelos, Semillas y
Micropropagacion in Vitro, de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, situada
a la margen derecha del rio Huallaga, provincia de Leoncio Prado, distrito de Rupa

Rupa, departamento de Huanuco, cuyas coordenadas geograficas son:

Longitud oeste: 75° 54'

Latitud sur : 09° 45'

Altitud : 660 m.s.n.m.

3.2 Materiales

3.2.1 Materiales de laboratorio

Platos germinadores

Termometro

Papel periodico

Envases de platico

Depésitos de plastico herméticos
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3.2.2 Equipos de laboratorio

Estufa

Freezer

Autoclave

Campana de desecacion

Balanza analitica

3.2.3 Material genético

Clon CCN 51, de genealogia parcialmente conocida y procedente del

Banco de germoplasma de cacao de la UNAS.

3.3 Componentes en estudio

3.3.1 Contenido de humedad de la semilla (A)

a1=43.1% H°

a = 39.2% H°

az = 30.5% H°

as =22.8% H°
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3.3.2 Temperatura de conservacion (B)
b1=15°C
3.4 Tratamientos en estudio
Los tratamientos (sistemas de conservacion), son como siguen:
TO: Semilla de cacao 43.1% H° y temperatura ambiente (25° C +2°C)
T1: Semilla de cacao a43.1% H° y 15° C
T2: Semilla de cacao a39.2% H°y 15° C
T3: Semilla de cacao a 30.5% H°y 15° C
T4: Semilla de cacaoa22.8% H°y 15° C

En todos los tratamientos las semillas fueron desinfectadas con el fungicida

HOMAI (PS) a la dosis de 3gr/Kg de semilla.

3.5 Analisis estadistico

Se estimaron estadisticos de tendencia central (promedio), y la regresion

lineal simple. Para éste ultimo se utilizé la siguiente formula:

b=n Txy - IXTy/ n T2 (¥x)?
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Donde X: El mes que se desea predecir.(CORDOVA ZAMORA, M. 1999).
3.6 Determinacion de las observaciones a registrar
3.6.1 Contenido de humedad de la semilla fresca

Se tomdé 20 semillas y se sec6 a la estufa a temperatura baja

constante {105°C) por 16 horas.

La determinacién de la humedad de la semilla se hizo por diferencia

de pesos, empleando la siguiente férmula:
%H = PF - PS /PF x 100
Donde:
%H : Porcentaje de humedad
PF : Peso fresco de las semilla
PS : Peso secado a la estufa de las semillas
3.6.2 Porcentaje de germinacion inicial

Se tomaron 40 semillas por cada tratamiento, dividiéndolas en dos
repeticiones de 20 cada una y se colocaron a germinar en bandejas con arena fina

desinfectada en autoclave.
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3.6.3 Porcentaje de germinacion temporales y final

Las frecuencias de evaluacién fueron de: 30, 60, 90 y 120 dias
después de la siembra. Estas eran acompaifadas de sus correspondientes
pruebas de germinacion para determinar, los porcentajes de germinacion inicial,
parciales y final. Las muestras de 30 semillas de cada tratamiento eran sacadas
del freezer cada 30 dias y eran sometidas a sendas pruebas de germinacion. Se
utilizaron 30 semillas por cada tratamiento y sin repeticiones por la falta de
mazorcas del clon CCN-51 en la época de ejecucion del ensayo y por falta de

espacio en los laboratorios para poner a conservacion las semillas.

El nivel critico establecido para el porcentaje de germinacién fue de
85% de germinacion de las semillas. Valores debajo de este nivel, determinaban

el final del ensayo de conservacion de las semillas de cacao.

3.7 Caracteristicas del ensayo experimental

N° de tratamientos (sistemas de conservacion) : 5 (incluido el testigo)
N° de semillas por tratamiento 1120
N° de semillas por repeticiéon : 30

Total de semillas : 600



3.8 Metodologia
3.8.1 Pruebas preliminares

Con el objetivo de obtener diferentes porcentajes de humedad de la
semilla de cacao, mediante el proceso de desecacién a la estufa; se hicieron
varias pruebas preliminares en donde las muestras fueron sometidas a diferentes
tiempos (horas) de exposicion a una temperatura constante de 35°C, con el objeto
de reducir su alto contenido de humedéd. Luego, se seleccionaron 4 contenidos
de humedad de la semilla para el ensayo. La seleccion de los 4 contenidos de
humedad de {a semiila se hicieron conjuntamente con el asesor de la tesis, con el
criterio que no se puede reducir a mas de la mitad el contenido de humedad de la
semilla de cacao por ser una semilla recaicitrante y es muy sensible a la
desecacibn, y a partir de ahi se dividieron en 4 tratamientos conforme las pruebas

preliminares avanzaron.

Luego, muestras de éstos 4 tratamientos (contenidos de humedad de
la semilla), fueron almacenadas a una temperatura de 10°C y 15°C, para evatuar
la viabilidad de las semillas a 30 dias de almacenamiento en el freezer. Se
encontré que a la temperatura de 10°C, no hubo germinacion de las semillas de
cacao (muertas por la sensibilidad la frio), y si elevados porcentajes de
germinacion a 15°C. En consecuencia, se tomé la decision de sblo ensayar a esta

ultima temperatura.
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3.8.2 Procedimiento experimental

Las actividades desarrolladas en el presente ensayo; asi como, su

descripcion, se detallan a continuacion:
Cosecha

Se cosecharon mazorcas del clon CCN-51 fisiolégicamente maduras,
de las que fueron extraidas sus semillas mediante corte longitudinal de la mazorca

con un machete.
Desmucilaginado

Las semillas se colocaron en un envase de plastico con aserrin y se
procedié al desmucilaginado mediante frotacién de las mismas con el aserrin

hasta que éstas quedaran sin mucilago.
Lavado y aireado

Se procedi6 al lavado con abundante agua; luego se secaron con

papel periddico y se procedié a orearlas al ambiente.
Secado en estufa

Luego, las muestras de 20 semillas fueron pesadas para determinar
su peso fresco, colocandolas en la estufa a 35 °C, por diferentes tiempos (horas)

hasta obtener los contenidos de humedad requeridos para los tratamientos a
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ensayar. Estas se obtuvieron mediante una féormula especifica ya mencionada.
Los contenidos de humedad seleccionados y el tiempo de exposicion a la

temperatura de 35°C, fueron los siguientes:

a; = 43.1% H° (contenido de humedad de la semilla fresca, sin

sometimiento a la temperatura de desecacion, 35°C)

a; = 392% H° a 6 horas y 30 minutos de exposicion a la

temperatura de desecacion (35°C) 39.2, 30.5, 22.8

az; = 30.5% H° a 13 horas de exposicion a la temperatura de

desecacion (35°C)

as; = 22.8% H° a 15 horas de exposicion a la temperatura de

desecacion (35°C)

Una vez obtenidos los contenidos de humedad requeridos se
procedi6 a la siembra de las semillas en arena fina tratada para lo cual se evalué
el porcentaje de germinacion inicial de las semillas antes de ser introducidas en el

freezer para su conservacion a 15°C.

Después del periodo de evaluacién del ensayo (120 dias), se hizo
una prediccion de las respuestas a esperar (porcentaje de germinacion), mediante
una regresion lineal simple hasta los 180 dias (6 meses de conservacion), a partir

de los datos obtenidos hasta los 120 dias (4 meses de conservacion).



lil. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 y Figura 1 se muestra los resultados de 4 tratamientos
con relaciéon al porcentaje de germinacion obtenido a partir del 5° hasta el 11° dia

después de la siembra.

Cuadro 1. Evolucién del porcentaje de germinacion de la semilla de cacao, bajo
cuatro contenidos de humedad de la semilla antes del periodo de

conservacion.

—— ———————————" por—

Humedad de la semilla

—— masmema——
—

DDS 431 % (T1) 39.2%(T2) 30.5%(T3) 22.8%(14)  Prom.

5 67 70 73 77 72
6 73 70 87 90 80
7 77 73 87 97 84
8 83 87 97 97 91
9 90 93 97 100 95
10 100 93 100 100 98
11 100 100 100 100 100

|
ri
|

s—te

DDS= Dias después de la siembra
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de la semilla de cacao, bajo cuatro contenidos de humedad de la

semilla antes del periodo de conservacion
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Como se puede observar, las muestras de semillas de cacao de los
cuatro tratamientos (contenidos de humedad) que fueron sometidas al proceso de
germinacion, presentaron un 100% de germinacion de las semillas al 11° dia
después de la siembra. El tratamiento T4 (22.8% de H°), alcanzé el 100% de
germinacion de las semillas de cacao, dos dias antes que los demas tratamientos

(9° dia después de la siembra).

Si bien el incremento en el porcentaje de germinacion de las semillas
fue de forma gradual durante todo el proceso de germinacion, el tratamiento T4
(22.8% de H°), destaco por su mayor velocidad germinativa y porcentaje de
germinacion comparada con los demas tratamientos. El tratamiento T3 (30.5% de
H°) le sigui6 en velocidad de germinacion y porcentaje de germinacién, con un
97% de germinacién de las semillas de cacao al 8° dia de evaluacion, comparado
con el tratamiento T1 (43.1% de H°) y el tratamiento T2 (39.2% de H°). De estos
resultados se puede inferir que a menores contenidos de humedad de la semilla y
el estimulo de la temperatura de secado (35°C), habrian actuado como

aceleradores del proceso germinativo.

Es posible pensar que en los cuatro contenidos de humedad de [a
semilla, las respuestas en el porcentaje de germinacién de las semillas de cacao,
al inicio del ensayo (después del tratamiento de desecacion), resultaron ser

similares.
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En el Cuadro 2 y Figura 2 se muestra que todos los tratamientos
obtuvieron resultados satisfactorios en la germinacién de las semillas de cacao,

llegando todos al 100%.

Cuadro 2. Evolucion del porcentaje de germinacion de la semilla de cacao, bajo
cuatro contenidos de humedad de la semilla a los 30 dias de

conservacion

Humedad de la semilla

DDS 431 % (T1) 39.2%(12) 30.5%(T3) 22.8%(14)  Prom.

5 60 53 80 90 71
6 90 70 93 97 86
7 100 73 93 97 9
8 100 87 93 97 95
9 100 87 93 97 95
10 100 93 100 97 98
11 100 93 100 97 98

vr— reerem— oo oo—— — rm— ereer—

DDS= Dias después de la siembra — o ~
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de la semilla de cacao, bajo cuatro contenidos de humedad de la semilla a

los 30 dias de conservacion
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De los resultados obtenidos se puede inferir que las semillas de cacao
con diferentes contenidos de humedad almacenadas a 15°C durante 30 dias (1
mes), no afectaron la actividad del embrion; sin embargo, se puede sefalar que a
menores contenidos de humedad, tales como el T3 (30.5% de H°) y el T4 (22.8%
de H%, la germinacién de las semillas de cacao ocurre con mayor rapidez,
alcanzando valores cercanos al 100% de germinacién al 6° dia después de la
siembra, al compararse con el T1 (43.1 % de H°) que llegd alcanzar el 87 % de

germinacion.

El sometimiento de las semillas de cacao a la temperatura de 35°C a
los diferentes periodos desecacion, estaria favoreciendo a una mayor tasa
germinativa de las semillas en los primeros dias de la germinacion, infiriéndose
que habria una mayor energia germinativa en los tratamientos con menores

contenido de humedad, tales como el T3 (30.5% de H° y el T4 (22.8% de H°).

El tratamiento T2 (39.2% de H° comparado con los demas
tratamientos, fue el mas afectado en la germinacién de las semillas alcanzando

valores cercanos al 100 % recién en el 11° dia del proceso de germinacion.

Es posible que el efecto del tiempo de conservaciéon empezaria a
aféctar la germinacion de las semillas de cacao, siendo mas evidente en el
tratamiento T2 (39.2% de H°), lo cual podria explicarse por el contenido de
polifenoles que contiene la semilla de cacao y que determina una reduccion de la

viabilidad, tal como lo sefala WANG, 1974.
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Los cuatro contenidos de humedad de la semilla de cacao al alcanzar
valores de germinacién de 100% y valores cercanos a éste, a los 30 dias de
conservacion, permiten tener resultados satisfactorios en fa conservacion de la

viabilidad de la semilla del cacao.

En el Cuadro 3 y Figura 3 se observa que a los 60 dias de
almacenamiento, solo los dos tratamientos con menores contenidos de humedad
de la semilla T3 (30.5% de H° y T4 (22.8% de H°), obtuvieron valores muy altos
de germinacién en los dos primeros dias en el proceso de germinacion,
comparado con ios tratamientos T1 (43.1% de H° y T2 (39.2% de H°). Asimismo,
alcanzaron el 100% de germinacion de las semillas de cacao; mas temprano (a los
8 dias después de ia siembra) en tanto que los tratamientos, sélo alcanzaron un

93% de germinacion.

De los resultados obtenidos se puede deducir que las semillas de
cacao con diferentes contenidos de humedad conservados a 15°C durante 60 dias
(2 meses), no afectaron severamente la actividad metabdlica del embrién; sin
embargo, se puede postular que a menores contenidos de humedad, como los
tratamientos T3 (30.5% de H° y el T4 (22.8% de H°), se vieron favorecidas y/o
estimuladas para una mas rapida germinacion de las semillas de cacao, una

tendencia algo similar como sucedio a los 30 dias del periodo de conservacion. Es
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asi que se alcanzaron valores de 100% T4 (22.8% de H°) y cercanos al 100% T3
(30.5% de H° de germinacion al 6° dia después de la siembra, comparado con el

T1 (43.1 % de H°) que llegd alcanzar solo el 87 % de germinacion de las semillas.

Cuadro 3. Evolucion del porcentaje de germinacion de la semilla de cacao, bajo
cuatro contenidos de humedad de la semilla a los 60 dias de

conservaciéon

Humedad de Ia semilla

DDS 43.1% (T1) 39.2%(T2) 30.5%(T3) 22.8%(T4) Prom.

4 73 29 87 90 70
5 83 34 93 90 75
6 87 44 93 100 81
7 90 53 93 100 84
8 93 73 100 100 92
9 93 80 100 100 93
10 93 87 100 100 95
11 93 93 100 100 97

DDS= Dias después de la siembra
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los 60 dias de conservacion
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Estos resultados estarian reforzando la aseveracién sostenida para
los resultados que se muestran en el cuadro 2. El sometimiento de las semillas de
cacao a la temperatura de 35°C a diferentes periodos desecacion, el factor
temperatura habria estimulado una mayor actividad metabdlica (sintesis de
enzimas, division celular, translocacion de metabolitos organicos, entre otros), que
luego de un periodo de quiescencia del embrién por causa de la baja temperatura
de conservacion (15°C), una vez extraidas las semillas de la camara fria y
colocadas bajo adecuadas condiciones de germinacion, nuevamente el embrién
reanudd su actividad metabodlica alcanzé6 mayor rapidez de germinaciéon en los
primeros dias de este proceso. La mayor velocidad germinativa ocurrié en los
tratamientos con menor contenido de humedad, tal como el T3 (30.5% de H°) y el
T4 (22.8% de 'H°). Un comportamiento similar se ha reportado para la semilla de
palma aceitera ya que en condiciones naturales, la germinacion demora mucho
mas que cuando se someten a un tratamiento previo de calor en germinadores de
aire caliente, con adecuada provisidbn de oxigeno, y contenido de humedad
cercano a la saturacién. Es asi que cuando éstas son calentadas a 30 — 40°C
durante 80 dias, con contenido éptimo de humedad relativa y buena aireacion,
germinan rapidamente a temperatura ambiente (25 + 1°C). El 50% germina en 5-6

dias y el resto en 3 semanas.

También es probable que la menor concentracion y/o disponibilidad de
oxigeno, que si bien es un elemento importante en la germinacion de las semilias

ya que toma parte en el proceso respiratorio, Tompsett, 1983, citado por KING Y
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ROBERTS, 1979, bajo condiciones de conservacion en envases cerrados estaria
favoreciendo el mantenimiento de la viabilidad de la semilla de cacao, tal como lo
ha reportado WANG, 1974 para la semilla de mango, que también es una especie

de semilla recalcitrante.

En el tratamiento T2 (39.2% de H°), los bajos porcentajes dé
germinacion alcanzados en los 3 primeros dias, comparado con aquellos
obtenidos y mostrados en el cuadro 2, para este tratamiento, se podria explicar
por la ocurrencia de un stress por calor (elevacion en 1 0 2 grados de la
temperatura) debido a ia ubicacion cercana del lote de semillas a la fuente de
radiacién calorifica (resistencias eléctricas) que emite la estufa. No obstante, a
esto también puede sumarse el factor genético, en la que la variabilidad genética
de las semillas se expresaria en un diferente comportamiento en su poder

germinativo y vigor.

Cabe destacar que los cuatro contenidos de humedad de la semilla de
cacao al alcanzar valores de germinacion del 100% y/o valores cercanos a éste
(60 dias de conservadas), ofrecen resultados satisfactorios para conservar su

viabilidad.

De los resultados obtenidos en el Cuadro 4 se puede apreciar que en
general, todos los tratamientos de desecacion de la semilla T2 (39.2% de H° T3

(30.5% de H°), y T4 (22.8% de H°) y el tratamiento T1 (43.1% de H°) sin desecar,
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luego de ser conservados a 15°C durante 90 dias (3 meses), expresan valores

menores de germinacion por causa de la afectacion de la viabilidad del embrién.

En el Cuadro 4 y Figura 4 se observa que a los 90 dias de
almacenamiento solamente dos tratamientos (T2 y T3), alcanzaron valores de

emergencia de las plantulas de cacao por encima del limite permitido (85%).

Cuadro 4. Evolucién del porcentaje de germinacién de la semilla de cacao, bajo
cuatro contenidos de humedad de la semilla a los 90 dias de

conservacion

Humedad de la semilla

DDS 431 % (T1) 39.2%(T2) 30.5%(13) 22.8%(14)  Prom.

5 60 67 67 67 65
6 64 70 70 67 68
7 64 80 77 73 74
8 64 80 83 77 76
9 64 83 83 83 78
10 67 87 87 83 81
11 67 90 87 83 82

DDS= Dias después de la siembra
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Un factor decisivo y que explicaria estos resultados es el prolongado
tiempo de conservacioén que conlleva a un proceso de envejecimiento irreversible

del embrion de la semilla de cacao.

Los porcentajes de germinacion obtenidos en los tratamientos T2
(39.2% de H®) T3 (30.5% de H°), y T4 (22.8% de H°), comparado al tratamiento T1
(43.1% de H°), resultaron ser superiores numeéricamente, apoyando y reforzando
los reportes cientificos de que se logra un mayor periodo de viabilidad de la
semilla cuando se reduce el contenido de humedad inicial de la misma y se
somete a temperaturas relativamente bajas de conservacién, tal como se ha
demostrado en la conservacion de las semillas ortodoxa (SEVILLA y HOLLE,

1995).

Solamente los tratamientos T2 (39.2% de H°) y T3 (30.5% de H°) que
alcanzaron valores de 90% y 87% de germinacién respectivamente, estan aun por
encima del nivel critico establecido (85%) en el 10° dia después de la siembra,
comparado con el T4 (22.8% de H°) y el T1 (43.1% de H°) y que sélo alcanzaron

83% y 67% de germinacion respectivamente.

El tratamiento T1 (43.1 % de H° que soélo alcanzé el 67% de
germinacion, fue el mas afectado de todos los tratamientos, atribuyéndose al
mayor contenido de humedad de la semilla. El almacenamiento de las semillas
debe efectuarse a valores muy préximos al contenido de humedad minimo seguro

(FIGUEREIDO et. al, 1986), pues cuanto mas alto sea el contenido de humedad,
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aumenta mas la tasa de respiracién y se acelerara la pérdida de viabilidad de la
semilla. Y cuanta mas alta es la tasa de respiracion, mayor es la cantidad de
energia que se libera, con riesgo de recalentamiento y muerte de la semilla

(WANG, 1974).

El tratamiento T4 (22.8% de H°) alcanzé valores (83%) cercano al
limite establecido que fue de 85% de germinacion, siendo el tratamiento mas
afectado después del T1 (43.1% de H°), por el tiempo de almacenamiento y las
condiciones de la misma. Es posible que a este nivel de humedad muy bajo para
una semilla recalcitrante como es el cacao, sumada al prolongado tiempo de
conservacion (90 dias), haya afectado severamente la viabilidad del embrion. El
envejecimiento de la semilla durante el proceso de envejecimiento se expresa en
una declinacién de la capacidad germinativa y del vigor intrinsico de la misma
(BESNIER, 1989). E! periodo de almacenamiento, las condiciones de
almacenamiento y asociado a esto el envejecimiento fisioloégico de las semillas
que ocasiona pérdida de las sustancias nutricias por la respiracion, pérdida de
actividad de los sistemas enzimaticos, deterioro de las membranas celulares

semipermeables, alteraciones en el ADN del nucleo celular (ROBERTS, 1973).

En el Cuadro 5 y Figura 5 se puede observar una mayor declinacién
en los porcentajes de germinacion en todos los tratamientos, después de 120 dias
de conservacion de la semilla, comparado con los 90 dias después del
almacenamiento, no alcanzando ninguno el | valor critico de germinacién

establecido; i.e, 85%. Sin embargo, los tratamientos T3 (30.5% de H% y T4
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(22.8% de H°, ain mantienen valores relativamente altos de germinacion,
infiriéndose que aun la semilla de cacao mantiene un buen nivel de viabilidad a

estos contenidos de humedad y condiciones de temperatura relativamente baja.

Los tratamientos T1 (43.1 % de H°) y T4 (22.8% de H°), y bajo las condiciones de
temperatura relativamente fria (15°C), dieron valores de germinaciéon mas bajos
que los otros tratamientos. De acuerdo a un eminente investigador, estos
resultados pueden deberse a que algunos cambios fisioldgicos que se producen
en los tejidos celulares, pueden estar asociados con el envejecimiento fisioldgico
de las semillas. En consecuencia habria: (1) pérdida de reservas nutricias debida
a la respiracion, (i.e., disminucién de las proteinas y azucares no reductores,
acompafiada de un incremento de los azucares reductores y acidos grasos libres;
(2) acumulacién de subproductos de la respiracion que son téxicos o inhibidores
del crecimiento; (3) pérdida de actividad de los sistemas enzimaticos; (4) pérdida
de capacidad, en las moléculas proteinicas desecadas, para recombinarse y
formar moléculas protoplasmicas activas en una rehidratacion ulterior; (5)
deterioro de las membranas celulares semipermeables; (6) peroxidacién de los
lipidos, lo que hace que se produzcan radicales libres que reaccionan con otros
componentes de la célula y los danan, y (7) alteraciones en el ADN del nucleo

celular, que producen mutaciones genéticas y dafo fisiolégico (ROBERTS, 1973).
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Cuadro 5. Evolucion del porcentaje de germinacién de la semilla de cacao, bajo
cuatro contenidos de humedad de la semilla después de 120 dias de

conservacioén

Humedad de la semilla

DDS 431 % (T1) 39.2%(T2) 30.5%(13) 22.8%(14)  Prom.

4 27 57 70 40 49
5 30 60 77 40 52
6 30 60 77 47 54
7 30 67 83 47 57
8 37 67 83 47 59
9 37 77 83 47 61
10 37 83 83 47 63
11 37 83 83 47 63

DDS= Dias después de la siembra
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los 120 dias de conservacion
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El envejecimiento se produce a causa de los dafios que sufren las
membranas celulares, organelos, mitocondrias, plastidios, etc.; enzimas vy
cromatina (ADN y ARNm). Estos dafios son muy posiblemente causados por la
accion de radicales libres y productos derivados originados por la peroxidacion de
los lipidos, de las membranas y de las sustancias de reserva, las cuales actian
directamente durante el envejecimiento en seco o interviene en reacciones
producidas en los primeros momentos de la imbibicién (ej.‘la respiracion) y que se
manifiesta en un retraso de la germinacion manifestado por la pérdida de vigor. Si
el dano es muy grande o las enzimas que intervienen en las actividades de
reparacion han resultado dafadas a su vez, la germinacién no tiene lugar o la

plantula muere (BESNIER, 1989).

En los tratamientos T2 (39.2% de H° y T3 (30.5% de H°® que
alcanzaron valores de germinacion cercanos al nivel critico establecido, al 7° y 10°
dia después de la siembra, se puede observar que en este tltimo mes la velocidad
de germinacion de las semillas de cacao fue muy lenta, tal como se muestra en el
cuadro 5. Al contrastar con el cuadro 2, donde se alcanzaron valores cercanos o
iguales al 100% de germinacion de las semillas de cacao al 6° y 7° después de las
siembra, se puede sostener que tanto el periodo de conservacién, el tratamiento
de desecacion, y las condiciones de almacenamiento, favorecen y/o desfavorecen
la conservacion de la viabilidad de la semilla de cacao, en menor o mayor grado,

dependiendo de la magnitud de los factores intervinientes.
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En el Cuadro 6 y Figura 6 se observa los resultados finales de la

germinacion de los cuatro tratamientos (contenidos de humedad de la semilia),

durante todo el periodo del ensayo.

Cuadro 6. Resumen general de la evolucion del porcentaje de germinacion de la
semilla de cacao, sometidos a cuatro contenidos de humedad de la
semillay a 15°C, durante el ensayo

Humedad de la semilla
DDS 431 % (T1) 39.2%(T2) 30.5%(T3) 22.8%(T4) Prom.
0 100% 100% 100% 100% 100
30 100% 94% 100% 97% 98
60 94% 94% 100% 100% 97
90 67% 90% 87% 84% 82
120 37% 83% 83% 47% 63
Final 37% 84% 84% 47% 63

—— mms———— m—
————— e ———— ——

DDS= Dias después de la siembra
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de humedad de la semilla y a 15°C, durante el ensayo



En el mencionado se puede apreciar en general que los primeros 30
dias de conservacion de la semilla de cacao con diferentes contenidos de
humedad y conservadas a 15°C, se observa ninguna aparente afectacion de la
actividad del embrién. Todos los tratamientos llegaron al 100 % o cercanos a este
valor de germinacion de las semillas del cacao, del clon CCN-51. Cabe resaltar
que los tratamientos con menores contenidos de humedad de la semilla T3
(30.5% de H° y T4, con 22.8% H°), tuvieron una mayor velocidad germinativa
puesto que germinaron en menor tiempo, en comparaciéon con los demas
tratamientos; manteniéndose la viabilidad durante el periodo y las condiciones de
almacenamiento. Esta misma tendencia se observa a los 60 dias de conservacion
a 15°C, los tratamientos con menores contenidos de humedad de la semilla T3
(30.5% de H° y T4, con 22.8% H°), del clon CCN-51; tuvieron una mayor
velocidad germinativa, comparado con los demas tratamientos. Los cuatro
tratamientos lograron mantener la viabilidad de la semilla de cacao. A los 90 dias
conservacion a 15°C, todos los tratamientos muestran valores de germinacion
menores debido a que el embrién se vio afectado en su viabilidad, esto se podria
explicar al prolongado periodo de conservacion que esta asociado a un
envejecimiento del embrién de la semilla de cacao. Sélo los tratamientos T2
(39.2% de H° y T3 (30.5% de H° obtuvieron valores de 90% y 87% de
germinacion respectivamente, que estan por encima del nivel critico establecido
(85%), manteniendo la viabilidad de la semilla de cacao por 90 dias de

conservacion. Como se observa a los 120 dias de conservacion a 15°C, todos los
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tratamientos mostraron valores de germinacion por debajo del nivel critico
establecido (85%), tanto el periodo de conservacion, el tratamiento de desecacion,
y las condiciones de almacenamiento influyeron en la viabilidad de la semilla de
cacao; mostrando una velocidad de germinacion de las semillas de cacao muy
lenta, sblo los T2 (39.2% de H° y T3 (30.5% de H°) alcanzaron valores de

germinacién cercanos al nivel critico establecido (85%).

Prediccion de la germinacion hasta los 180 dias

La prediccion de {a germinacion a partir de los datos reales obtenidos,
hasta los 180 dias de conservacion se realizé mediante la formula de regresion

lineal simple mencionada en la metodologia por CORDOVA ZAMORA, M. 1999.

En el Cuadro 7 y Figura 7, donde se observa tanto los resultados
reales como aquellos predecidos (a los 150 y 180 dias de conservacion) mediante

el método de la regresion lineal simple.

Como se puede observar en el Cuadro 7 y la Figura 7, al realizar la prediccion del
porcentaje de germinacion a partir de los datos reales para el 5° y 6° mes de
conservacion de las semillas de cacao, se evidencia que la viabilidad del embrién
continué reduciéndose, siendo mas drastica a los 180 dias (6 meses). En la figura

7 se observa que una tendencia lineal negativa en los resultados de germinacion,
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reales y predecidos, conforme pasa el tiempo de conservacion de las semillas de

cacao.

Cuadro 7. Prediccion del porcentaje de germinacion de cuatro tratamientos de

humedad de la semilla de cacao al 5° y 6° mes de conservacion

Humedad de la semilla

s ——————————————————
o ———

DDS  "431 % (T1) 39.2%(T2) 30.5%(13) 22.8%(14)  Prom.

0 100% 100% 100% 100% 100
30 100% 94% 100% 97% 98
60 94% 94% 100% 100% 97
90 67% 90% 87% 84% ‘82

120 37% 84% 84% 47% 63
150 30% 72% 51% 42% 49
180 15% 69% 48% 33% 41
Final 15% 69% 48% 33% 41

DDS= Dias después de la siembra
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Figura 7.

Prediccién del porcentaje de germinacion de cuatro tratamientos de humedad de la semilla de cacao al

5° y 6° mes de conservacion
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Las respuestas reales y predecidas se atribuyen al proceso de
envejecimiento de la semilla, que estuvo sometida a periodos prolongados de
conservacién y a diferentes contenidos de humedad de fa misma. Aqui se puede
resaltar que tanto los tratamientos T1 (43.1% de H° y T4 (22.8% de H°), que
tuvieron el mas alto y mas bajo contenido de humedad de la semilla, mostraron las
mas drasticas reducciones en su viabilidad. Esto conlleva a sostener y reforzar ia
tesis de que la semilla de cacao, por ser de tipo recalcitrante, es muy sensible a la
reduccion drastica de su contenido de humedad inicial (que es alto), y también,
que bajo este alto contenido de humedad, se hace dificil la conservacién de su

viabilidad por periodos mayores de 120 dias (4 meses).



IV. CONCLUSIONES

Se logr6 prolongar satisfactoriamente la viabilidad de la semilla de cacao
por mas de 90 dias (>3 meses), cuando fueron sometidas a tratamientos de
desecacion y conservadas a una temperatura relativamente baja (15°C).
Los contenidos de humedad de la semilla: T2 (38% de H° y T3 (31% de
H®), del clon CCN-51, alcanzaron el 90% y 87% de germinacion, a los 90
dias (3 meses) después de su conservacion.

A los 120 dias (4 meses), ningun tratamiento logré superar el nivel critico
establecido (85% de germinacion), lo que determiné la finalizaciéon del
ensayo.

Se puede precisar que durante los 60 primeros dias (2 meses) de
conservacion, la germinacion de las semillas de cacao del clon CCN-51, no
se vio afectada. En cambio, a los 90 y 120 dias, su viabilidad fue
declinando en forma gradual, siendo mas drastica en el tratamiento T1

(43% de H°), debido a su elevado contenido de humedad de la semilla.



V. RECOMENDACIONES

Mientras no existan otros reportes o mejores resultados, se sugiere usar los
tratamientos: T2 (38% de H® y T3 (31% de H° almacenados a 15°C, que
permitieron prolongar satisfactoriamente la conservacion de fa viabilidad de
la semilla de cacao por mas de 3 meses de almacenamiento.

Planificar ensayos de conservaciéon de semillas de cacao, ampliando la
regiébn de exploraciéon de los contenidos de humedad de la semilia,
incrementando el numero de clones; utilizar un inhibidor del crecimiento
(acido absicico), entre otros, con la finalidad prolongar mas la longevidad

de la semilla de cacao durante el almacenamiento.



V. RESUMEN

El presente ensayo se realiz6 con el objetivo de determinar la influencia que
tiene la desecacion de la semilla de cacao a cuatro contenidos de humedad y su
almacenamiento en frio para prolongar la viabilidad de la semilla de cacao del clon
CCN-51.

La ejecucion de del ensayo incluyé un fase de campo que se realiz6 en
Tulumayo con la recoleccion de las mazorcas de cacao, y la fase de laboratorio,
se realiz6é en el Laboratorio de Suelos, Semillas y Micropropagacion in Vitro, de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva. Como observaciones registradas se
incluyeron: contenido de humedad: T1 (43.1% de H°) T2 (39.2% de H°®), T3
(30.5% de H°) y T4 (22.8% de H°) todos almacenados a 15°C, porcentaje de
germinacion inicial (100%), los periodos de conservacion (30, 60, 90, 120 dias), el
método estadistico (regresién lineal simple) y el valor critico minimo de
germinacion (85%).

Los resultados muestran que el contenido de humedad en la semilla a una
T° de 15°C con mayor efecto para la conservacion de las semillas de cacao, del
clon CCN-51, corresponde a los tratamientos T2 (38% de H°®) y T3 (31% de H°),
cada uno con un porcentaje de germinacion de las semillas de cacao de 83% y
83% respectivamente. Sin embargo los tratamientos T1 (43% de H°) y T4 (28% de
H®), no lograron mantener la viabilidad de la semilla de cacao, del clon CCN-51,
alcanzando valores de germinacion de las semillas de cacao del 37% y 47%

respectivamente a los 120 dias de aimacenamiento.
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Para futuros ensayos se hace necesario planificar ensayos de conservacion
de semillas de cacao, ampliando la regiéon de exploracion de los contenidos de
humedad de la semilla, incrementando el nimero de clones; utilizar un inhibidor
del crecimiento (acido absicico), entre otros, con la finalidad prolongar mas la

longevidad de la semilla de cacao durante el almacenamiento.
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Viil. ANEXOS
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9.1. Protocolo de determinacion del contenido de humedad de la semilla.

Para la determinacion del contenido de humedad de la semilla se utilizé6 dos
muestras representativas de 20 semillas cada una las cuales se pesaron en la
balanza analitica y se obtuvieron sus pesos frescos luego se las colocd en la
estufa a 105 °C por 16 horas, obteniéndose sus peso seco de ambas muestras,
luego se procedié a sacar el porcentaje de humedad mediante la siguiente

formula:
%PH = PF - PS / PF * 100
%PH =61.18 — 34.67 / 61.18 * 100
%PH = 43.331
%PH = 58.89 — 33.64 / 58.89 * 100
%PH =42.876

El promedio de los dos contenidos de humedad nos dieron el contenido de

humedad inicial de la semilla.
%PH = 43.331+42.876 / 2

%PH = 43.103
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Cuadro 8. Evolucion de la germinacion de la semilla de cacao (%), bajo cuatro

contenidos de humedad y un testigo, a los 30 dias de conservacion

Humedad de la semilla

DDS 431 % T(MA) 43.1 % (T1) 39.2%(T2) 30.5%(T3) 22.8%(14)

5 0 60 53 80 90
6 0 90 70 93 97
7 0 100 73 93 97
8 0 100 87 93 97
9 0 100 87 93 97
10 0 100 93 - 100 97
11 0 100 93 100 97
T= Testigo —

MA= Medio Ambiente

DDS= Dias después de la siembra
Las semillas conservadas a medio ambiente empezaron a germinar a los 7 dias
después de ser colocadas al ambiente, no pudiendo llegar ninguna muestra para

la evaluacion a los 30 dias de conservacion.
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Figura8. Desmucilaginado de Figura 10. Estufa a 35°C

semillas

Figura9. Secado de semillas a

Figura11. Tapers con semillas

estufa desecadas



Figura12. Semillas en

conservacion
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Figura13. Semillas en proceso

de germinacién

Figura 14. Semillas germinadas a
los 7 dias después de ser

colocadas al ambiente

- ’ o ! {

Figura15. Germinacién de Ias
semillas de cacao de los cuatro

tratamientos



