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RESUMEN

Dentro de nuestra Amazonia contamos con una gran riqueza en diversidad de especies, el
copoazu, en los ultimos afios este cultivo comienza a tomar importancia dentro del mercado
debido a sus propiedades. Sin embargo, existe poca informacién sobre su comportamiento
empezando por la semilla. El siguiente trabajo se realiz6 con el objetivo de evaluar la
viabilidad de semillas de Copoazu (Theobroma grandiflorum) mediante la prueba
bioquimica del tetrazolio, en condiciones de laboratorio. Se emple6 un disefio
completamente al azar con arreglo trifactorial y tratamientos extra (testigos), los factores
fueron temperatura (25, 35 y 30°C), concentracion de tetrazolio (0.15, 0.30 y 0.50%) y
tiempo de tincidn (24, 48y 72 horas), en los tratamientos extra (testigos) se realiz6 diseccion
simple y doble. Se evalud pérdida de viabilidad analizando semillas frescas, semillas con
tres y cuatro dias almacenadas, se germin6 semillas bajo las mismas temperaturas para
comparacion. Los mejores resultados se presentaron en los tratamientos extra (30°C,
0.50% tetrazolio y 24 horas), seguida de los tratamientos bajo 25°C con ambas
concentraciones de 0.15 y 0.30% tetrazolio, sin embargo, con 0.15% requieren mayor
tiempo presentando viabilidades inferiores al 50%, tratamientos bajo 35°C no reflejaron
buenos resultados, no obstante, la germinacion fue mejor que en 25°C. En base a los
resultados se establecieron 25y 30°C como 6ptimas, 0.30 y 0.50% de tetrazolio, finalmente
24 y 48 horas dependiendo la concentracion y preparacion de la semilla. El método de
preparacion de la semilla se resume en; remocion de pulpa y tegumento, corte longitudinal
y doble enjuague en agua destilada. La pérdida de viabilidad se debié a la baja temperatura
por su comportamiento recalcitrante, el mapa topogréafico se reflej6 en 12 categorias, 4
viables y el resto no viables, se generd dos protocolos de evaluacién de la viabilidad de
semillas de copoazu (Theobroma grandiflorum) mediante la prueba topografica al tetrazolio

para laboratorio y campo.



xiii

ABSTRACT

Within our Amazon we have a great wealth of species diversity, the copoazu is one of them
that had been little studied, in recent years it is beginning to gain importance in the market
and its properties are being used. However, little is known about the behavior of the crop
starting from the seed. The following work was carried out with the objective of evaluating
the viability of Copoazu (Theobroma grandiflorum) seeds through the biochemical
tetrazolium test, under laboratory conditions. A completely randomized design with a three-
factor arrangement and extra treatments was used, the factors were 25, 35 and 30°C; 0.15,
0.30 and 0.50% TZ; 24, 48 and 72 h and in the extra treatments, simple and double
dissection was performed, loss of viability was evaluated by analyzing fresh seeds, seeds
with three and four days stored, seeds were germinated under the same temperatures to
compare them with viability. The best results were presented in the extra treatments (30°C,
0.50% TZ and 24 h), followed by the treatments under 25°C with both concentrations of 0.15
and 0.30% TZ, however, those with 0.15% require more time. staining presenting viability
percentages lower than 50%, treatments under 35°C did not reflect good results, however,
germination was better than at 25°C. Based on the results, 25 and 30°C were established
as optimal, 0.30 and 0.50% TZ finally 24 and 48 hours depending on the concentration and
preparation of the seed. The seed preparation method is summarized as; removal of pulp
and integument, longitudinal cutting and double rinsing in distilled water. The loss of viability
was due to the low temperature due to its recalcitrant behavior, the topographic map was
reflected in 12 categories, 4 viable and the rest non-viable, two protocols for evaluating the
viability of copoazl seeds (Theobroma grandiflorum) were generated using the tetrazolium
topographic test.



1. INTRODUCCION

La Amazonia boliviana es habitat de una innumerable diversidad de especies, con una gran
rigueza en recursos silvestres como la Castafa, Asai, Copoazu y Majo. Asociaciones como
AAGROPAMA (Asociacion Agropecuaria de Productores Amazonicos de Majo y Asai),
ISOAGRI, ASINE FARM, entre otros, compuestos por un grupo de productores se dedican
al procesado y venta de la pulpa. En los ultimos afios, especies nativas de la Amazonia,
tales como el asai (Euterpe oleracea), el camu-camu (Myrciaria dubia (HBK) Mc Vaugh), la
castafia (Bertholletia excelsa), el araza (Eugenia stipitata), la cocona (Solanum sessiliflorum
Dunal) y, principalmente, el copoasu (Theobroma grandiflorum), vienen despertando gran
interés por parte de los agricultores y grupos empresariales (Pro Tempore y FAO, 1999).

El aprovechamiento del cultivo de copoazl se realiza de especies silvestres necesitando
ser domesticadas, de esta manera estar disponible, al encontrarse en lugares alejados el
precio es elevado tomando en cuenta el transporte. En la actualidad, a pesar de su gran
potencial econdémico, se conoce poco sobre los mecanismos que permitan un adecuado
aprovechamiento y manejo de este recurso a mayor escala, principalmente enfocados al
comportamiento de las semillas. La ISTA (International Seed Testing Association) es la
institucion que normaliza los métodos y técnicas para evaluar semillas designadas para el
desarrollo de los cultivos o la produccion de plantas, su mision es desarrollar, adaptar y
publicar los procedimientos estandar para el muestreo y analisis de las semillas objeto de

comercio internacional, (ISTA, 2007).

El Instituto Nacional de Innovacién Agropecuaria y Forestal (INIAF), a través del control de
calidad de semillas dispone de ciertas metodologias de laboratorio en base a las reglas
ISTA, permiten alcanzar un importante grado de confiabilidad en la toma de decisiones
comerciales, en el momento de la siembra o del almacenamiento. Segun INIAF (2020), el
proceso de fiscalizacién se aplica a semilla: importada, certificada en gestiones pasadas,
semillas para lo cual no se cuenta con normas especificas de Certificacion, semillas que

cuentan con normas establecidas y semillas de uso propio.
1.1. Antecedentes

Sanchez et al. (2003), propuso en su trabajo de investigacién, evaluar las caracteristicas
morfo-anatomicas de las semillas entre ellas el Copoazl (Theobroma grandiflorum)

siguiendo las normas internacionales ISTA, para evaluar la viabilidad de las semillas utilizé



una solucion acuosa 2-3-5 trifenil cloruro tetrazolio (método bioquimico) al 1%, sin embargo,
no menciona el tiempo ni la temperatura a la cual fueron sometidas. Por otro lado Amaya y
Motta (2008), determinaron la viabilidad, germinacién, emergencia y clasificacion de la
semilla de Copoazu (Theobroma grandiflorum), utilizaron una concentracion de tetrazolio al
0,5% por 24 horas a 30°C, obteniendo un resultado del 95%+5% de viabilidad en semillas

recién cosechadas, concluyendo que la semilla de Copoazu es Recalcitrante Tropical.

Pérez (2008) por su lado, indica que el tiempo de evaluacion de la prueba de tetrazolio para
estimar la viabilidad en semillas de Gossipium lobatum, se puede reducir significativamente
utilizando concentraciones de 0,75 a 1.0 % durante 14 horas de exposicion, en contraste al
recomendado por el ISTA. Al contrario de Pérez y Lopez (2017) realizaron la utilizacion de
la solucién de tetrazolio al 0,1%, en semillas de cacao (Theobroma cacao), sin embargo,

los resultados no se muestran claros ya que el tiempo de inmersion solo fue de 30 minutos.
1.2. Planteamiento del problema

El cultivo de copoazu al ser bien recibida en sus diferentes sub productos, los productores
requieren producir en sus parcelas, para ello se debe contar con buena semilla. El éxito de
la producciéon de plantines mucho depende de la calidad de la semilla, en este sentido el
productor debera proveerse con semilla de calidad. En Bolivia, el INIAF es la Unica entidad
competente de expedir certificacion de semillas y, a través de la direccién de semillas
verifica la calidad fisiolégica (germinacion, viabilidad), fisica (libre de piedras, malezas,
semillas partidas, resto de cosecha), sanitaria (evaluacion de plagas y enfermedades) y
genética (caracteristica fenotipicas y genotipicas de la variedad) siguiendo las reglas de la
ISTA.

Como ya se menciond de manera introductoria la ISTA es la institucién que normaliza los
métodos y técnicas para evaluar semillas en laboratorio, pero adn no cuenta con normas
reglamentadas para el andlisis de semillas de Copoazu (Theobroma grandiflorum), no se
cuenta con parametros de evaluacion de las semillas para estimar su comportamiento una
vez sembrado en campo, debido a que en un ambiente real de germinacién no se puede
controlar con precision ciertos factores como: temperatura, luz, humedad, sales, nitratos,
exudados de otras plantas, residuos de herbicidas que afectan la emergencia y el

establecimiento inicial de las plantulas.



1.3. Justificacion

A falta de una norma especifica para la certificacion y fiscalizacion en semillas de Copoazu,
como INIAF nos enfocamos en la calidad fisiol6gica de la semilla (viabilidad y germinacion)
para iniciar con la generacion de una norma. Existen varios métodos para determinar la
viabilidad de las semillas entre ellos métodos colorimétricos como el test de tetrazolio (2-3-
5 Trifenil Cloruro Tetrazolio) que se implementa en una gran variedad de especies (Salazar
y Manrique, 2015), ésta prueba bioquimica de viabilidad del test topogréfico al tetrazolio,
es mMas rapida, ocupa menos espacio y tiempo respecto a la prueba convencional, sin
embargo, en términos de costo es mayor, por lo que se pretende encontrar la concentracion

adecuada del producto para optimizar su uso.

Con los resultados del trabajo de investigacién, se determinara un protocolo adecuado para
la prueba de viabilidad con tetrazolio en semillas de Copoazu, que contempla cantidades
de tetrazolio, temperaturas y tiempos de tincion, optimizando tiempo, espacio y en lo posible
efectivizando el producto, implementando una mejor alternativa para verificar la viabilidad y
germinacion de las semillas. Aportando dicha metodologia a la generacién de una
normativa técnica para certificacion y fiscalizacion del cultivo de Copoazu (Theobroma
grandiflorum). A la vez se contara con un mapa topografico de viabilidad de la semilla de
Copoazlu mediante el test al tetrazolio que permita una mejor identificacién al momento de

realizar esta prueba.
1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

e Evaluar la viabilidad de semillas de Copoazu (Theobroma grandiflorum) mediante la

prueba bioquimica del tetrazolio, en condiciones de laboratorio.
1.4.2. Objetivos especificos

e Establecer diferentes concentraciones de tetrazolio, temperaturas y tiempos de tincion
gue permitan una éptima condicién para la evaluacion de las semillas de Copoazu, en

sus diferentes tratamientos.

e Determinar un método de preparacion de la semilla que faciliten su interpretacion

mediante la tincion.



Diagnosticar las causas de deterioro y pérdida de viabilidad de las semillas en base al

analisis de los resultados, bajo el efecto de los diferentes tratamientos.

Elaborar un mapa topografico de viabilidad de la semilla de Copoazu (Theobroma

grandiflorum) mediante el test al tetrazolio.

Elaborar un protocolo de viabilidad por el método bioquimico al tetrazolio, a fin de
aportar en la generacion de una normativa técnica de certificacion y fiscalizacion de

semillas de Copoazu (Theobroma grandiflorum).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Cultivo de Copoazu

La produccién del cultivo de Copoazu (Theobroma grandiflorum) se viene desarrollando en
gran escala en la region de Madre de Dios, sin embargo presenta elevadas pérdidas en su
cosecha y aprovechamiento de la semilla, debido al poco o ningun estudio realizado en el
beneficio de la semilla, el copoazu es un producto de gran potencialidad en la agroindustria
chocolatera, (Villagra et al., s.f.).

2.1.1. Taxonomia

La taxonomia del cultivo de copoazu se refleja en el cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del Copoazu.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Malvales
Familia Malvaceae
Subfamilia  Byttnerioideae
Tribu Theobromeae
Género Theobroma
Especie Grandiflorum

Fuente: Angiosperm Philogenetic Group (2010).
2.1.2. Descripcion botéanica del Copoazu

El arbol puede alcanzar alturas hasta 18 m en estado silvestre, cultivado alcanza una altura
entre 5 m a 8 m, presenta ramificacion tricotobmica a partir de los 14 meses en promedio,
crece en etapas cada metro o metro y medio. Las ramas son plagiotrépicas. La formacion
o0 estructura de las mesas o ramificaciones es importante para una produccién balanceada
de frutos. Las hojas son simples subcoriaceas, lamina foliar oblonga u oblonga-ovalada,
glabra de color verde en el haz y verde claro o rosado en el envés. Las inflorescencias estan
ubicadas en la parte apical de las ramas plagiotropicas en numero de 3 a 5. Flor pentamera,
5 sépalos y 5 pétalos. Ovario supero pentagonal con 5 léculos multiovalados. Frutos en

baya drupacea de forma elipsoide u oblonga, con exocarpio rigido, lefioso y verde



recubierta por una coloracion ferruginosa y polvosa que se desprende al manipular. Por otro
lado, Velez (1991) menciona que el fruto es una baya anfisarca, posee diferentes formas:
ovada, eliptica y oblonga, generalmente tiene apice y base terminados en punta. La cascara
es de 1cm de grosor, dura, recubierta por pilosidades de color café rojizo, la pulpa que
rodea las semillas es blanca, crema o amarillo cremoso. El mesocarpio es blanco de 7 mm
de espesor. El fruto puede contener de 20 a 50 semillas, pero existen plantas que producen
frutos sin semillas, (Vargas y Bolafios, 1997). Aunque Sterling et al. (2015), menciona que
el fruto puede contener de 20 a 50 semillas pero existen plantas que producen frutos sin

semillas.
2.1.3. Requerimientos edafocliméticos

El copoazu tiene como habitad natural el bosque tropical himedo de las tierras altas no
inundables sombreado parcialmente por los arboles de mayor tamafio. Las condiciones
climaticas favorables para su desarrollo son bastante variables. En las zonas de ocurrencia
natural, la temperatura varia entre 21,6 a 27, 5° C, la humedad relativa del aire entre 64 y
93 % y las precipitaciones anuales pueden estar entre 1900 y 3100 mm. Se ha observado
buen desempefio de la especie en regiones con clima sub humedo, con lluvias anual
superior a 22°C. (Villachica, 1996 citado por Lucias, 2017).

2.1.4. Fenologia

La principal forma de obtencion de plantas es aun por semillas lo que desalienta su cultivo,

visto que la planta demora de 3,5 a 5 afios para entrar a producir, (Rodriguez et al., 2008).

No obstante, Aleman y Laime (2013), mediante la figura 1 sefiala en dias el desarrollo de
la plantula de copoazlil desde la germinacion. Se completa la etapa de germinaciéon y
trasplante a las bolsas en un periodo de 68 dias, la etapa de vivero y el trasplante al lugar
definitivo en 180 dias, la etapa de crecimiento hasta la primera floracion ocurre entre los
450 dias. Segun el grafico la floracién dura aproximadamente 140 dias, entre los meses de
agosto a diciembre, sin embargo, la fructificacion comienza en el mes de noviembre a

marzo, finalmente la cosecha ya se puede realizar entre los meses de febrero a junio.
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Figura 1. Esquema del desarrollo de Copoazu desde la etapa de germinacidn hasta
la etapa de fructificacion (Aleman y Laime, 2013)

2.1.5. Importancia del Copoazl en Bolivia

El principal producto obtenido del fruto del copoazu es la pulpa congelada del fruto al
natural. Para tal efecto la pulpa es extraida cumpliendo normas de calidad que permiten
conservar su exquisito sabor y agradable aroma. La pulpa es utilizada para preparar
refrescos, helados, néctares, mermeladas, vino, licores y otros productos frescos. De la
semilla del fruto se obtiene manteca de copoazu, muy utilizada en la formulacion de
cosméticos hidratantes y en la industria alimenticia. De las semillas molidas se obtienen
una pasta similar al chocolate de cacao, denominada “copulate”. Finalmente, la cascara es
utilizada como abono organico en los sistemas agroforestales y debidamente procesada

constituye un componente en el alimento para animales de cria (IBCE, 2010).
2.1.6. Variedades

El taxonoma genérico Theobroma engloba ademas del cacao (Theobroma cacao) y el
copoazl (Theobroma grandiflorum), mas de 20 especies todas originarias de América
tropical y esta dividido en seis secciones: Rhytidocarpus, Oreanthes, Theobroma,
Telmatocarpus, Glossopetalum y Andropetalum. El copoazu esta clasificado en la seccién
Glossopetalum, que es la mayor, englobando 12 de las 22 especies del género
(Cuatrecasas, 1964) citado por (Pro Tempore and FAO, 1999).

En la Amazonia brasilefia, el género esté representado por las especies T. bicolor Humb &
Bonpl., T. cacao L., T. canumanense Pires et Froes, T. grandiflorum (Willd. Ex Spreng.)
Schum, T. microcarpum Mart., T. obovatum Klotsch ex Bernoulli, T. speciosum Willd., T.

subincanum Mart.,, y T. sylvestre Mart., conocidas en la regién, dentro de otras



denominaciones comunes, como: cacao del Per(, cacao, copuaGu do mato, copuacu,
cacao, jacaré, careCa de urubu, cacaui, cupui e cacao azul respectivamente (Cuatrecasas,

1964) citado por (Pro Tempore y FAO, 1999).
2.1.7. Variedades comerciales

Aunque existe mas de 20 especies del género Theobroma, dentro de ellas existen tres
variedades comerciales que Muller et al. (2000) lo reflej6 en la figura 2, de la cual el cacao
es el mas comercial, sin embargo, el copoazl comienza a tomar importancia dentro de

estas especies seguida del malambo o Theobroma bicolor.

T. bicolor T. grandiflorum T. cacao

Figura 2. Variedades comerciales del género Theobroma (Muller et al., 2000).

2.2. Lasemilla

La semilla se forma a partir del rudimento seminal, localizado en el ovario de las flores, tras
producirse la fecundacion por los granos de polen. Comprende estructuras reproductoras
diversas quienes en conjunto cumplen la funcién principal de perpetuar la especie, dando

vida a una nueva planta idéntica a la anterior (Megias et al., 2018) y (GRLL, s. f.).

Las semillas estdn compuestas de diversos o6rganos. Estas se pueden agrupar,

arbitrariamente en las siguientes categorias:

a) Cubierta seminal (testa, pericarpio, etc.). La cubierta seminal funciona como
organo de transporte de agua, con su curva caracteristica de absorcion.

b) Tejidos nutritivos de reserva (cotiledones, endosperma, perisperma, etc.). El
endosperma y los cotiledones absorben agua lentamente; actian como reservorios

de agua y no como estructuras activas de absorcion.



c)

Eje embrionario (compuesto de radicula, plimula y estructuras asociadas). El eje
embrionario absorbe agua rapida y continuamente (Courtis, 2013). Estos

componentes absorben agua a diferentes velocidades y magnitudes.

Para Chuncho et al. (2019), la estructura de la semilla consta de las siguientes partes

a)

b)

d)

Tegumento o epispermo. Es la envoltura externa que protege a la semilla de

factores como: la desecacidn excesiva, lesiones mecanicas, jugos digestivos de

animales y gérmenes patdgenos. Esta estructura presenta dos capas.

e Testa. Es la capa mas externa, formada por tejidos esclerenquimatico, es dura
brillante y presenta una variedad de colores.

e Tegmen. Es una capa membranosa que tapiza internamente la testa.

Hilo u ombligo. Se llama asi a la cicatriz que deja el foniculo al separarse de la

semilla.

Micropilo. Se observa en la testa cerca al hilo. Al comienzo de la germinacion el

agua entra por el micropilo.

Embrién. Es la parte viva de la semilla. A partir del embrién se forma la nueva

planta. Consta de las siguientes partes:

e Cotiledones. Son hojas modificadas, que almacenan alimentos para nutrir
a la plantula al iniciarse la germinacion.

o Epicdtilo. Se llama asi a la parte del embrién que se encuentra por encima
de la insercion de los cotiledones. En el extremo superior del epicétilo se
encuentra la plumula o gémula, constituida por tejido meristematico, que
daré origen a los elementos del sistema caulinar.

e Hipocétilo. Es la parte del embriébn que se encuentra por debajo de la
insercion de los cotiledones. En el extremo inferior de esta estructura se
encuentra la radicula, encargado de originar los tejidos de la raiz principal.

Endospermo. Tejido nutritivo constituido por células 3N que nutre al embrién en las
primeras etapas de la germinacién de la semilla. Inicialmente todas las semillas
poseen endospermo, pero en algunas semillas como el frijol, a medida que la semilla
madura el embrion lo va absorbiendo hasta llegar a tener poco o nada del mismo,

cuando estad completamente formada.
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2.2.1. Almacenamiento de las semillas
2.2.1.1. Conducta de almacenamiento de semillas ortodoxas

Las semillas ortodoxas poseen una gran tolerancia a la deshidratacion. Su fase final de
maduracién estd acompafnada por deshidratacion celular, la cual inicia con la pérdida de
agua del suministro vascular de la planta madre a la semilla. En este periodo las semillas
adquieren la tolerancia para ceder a la deshidratacion, caracteristica que mejora su
viabilidad y el potencial de almacenamiento (Bewley y Black, 1994; Nkang, 20002 y
Hoekstra et al., 1994).

2.2.1.2. Conducta de almacenamiento de semillas recalcitrantes

Por el contrario, las semillas recalcitrantes no experimentan perdida de agua en la planta
madre, ni detienen su desarrollo de manera que pasan directo a la germinacion con las
condiciones Optimas. Ante condiciones de baja humedad tienden a perder la capacidad de
germinacion y, en el caso de semillas recalcitrantes tropicales son sensibles a bajas
temperaturas (menores a 15° C). Estas caracteristicas dificultan en gran escala la
capacidad de almacenamiento a largo plazo (Magnitskiy y Plaza, 2007).

Se conoce que, en semillas recalcitrantes, posterior a su diseminacion, la produccién de
radicales libres de oxigeno (RLO) es controlada por el metabolismo de la semilla, la
deshidratacién provoca la baja eficiencia de los sistemas antioxidantes, esta actividad esta
asociada con la perdida de viabilidad en semillas de carvallo y otros arboles en el cual el
acido ascérbico por si solo es incapaz de evitar el dafio oxidativo provocado por la
deshidratacién. Como resultado viene la peroxidacion de la membrana, seguido por la
desintegraciéon y muerte celular (Berjak y Pammenter, 2004; Chaitanya et al., 2000; Hendry

et al., 1992 y Leprince et al., 1999 citado por Magnitskiy y Plaza, 2007).

Otro factor involucrado en la recalcitrancia de las semillas es el contenido de acido abcsicico
(ABA), quien influye en la sintesis de proteinas implicadas en la adquisicion del estado de
latencia y tolerancia a la deshidratacion, por lo que, las semillas con bajo contenido de ABA
desarrollaran una delgada testa, lo que lo convierte en susceptible a la pérdida de agua
(Magnitskiy y Plaza, 2007).
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2.2.1.3. Conducta de almacenamiento de semillas intermedias

Este grupo de semillas presenta un comportamiento entre semillas ortodoxas y
recalcitrantes, es decir; si bien una semilla tiene cierto grado de tolerancia a la
deshidratacién sin alterar la viabilidad, posee una pérdida de viabilidad en temperaturas
bajas, tal es el caso de café (Coffea arabica), por otro lado al no existir perdida de viabilidad
ante temperaturas bajas, son sensibles a la perdida de agua por parte de la semilla como
la Phoenix reclinata (Palma datilera silvestre), sin embargo, este tipo de semillas tienden a
almacenarse por un tiempo més prologado en relacion a las recalcitrantes (Magnitskiy y
Plaza, 2007).

2.2.2. Caracteristicas y partes de las semillas tropicales

Pennington y Sarukhan (1968) citado por Mamani (2006), mencionan que, las semillas
tropicales, empezando por el exterior, la cubierta de la semilla (testa) rodea a ésta
completamente. La testa varia desde membranosa a muy lefiosa. La semilla esta unida a
la pared del ovario por medio de un funiculo filiforme. El punto de unién del funiculo a la
semilla se conoce como hilio y en este punto puede originarse una excrecencia carnosa
llamada arilo. Dentro de la semilla, e incluyendo el embrién puede encontrarse cierta

cantidad de material de reserva alimenticia conocida como endospermo.
2.2.3. Semilla de Copoazu

El fruto es una baya, cuenta con diferentes formas como la oblonga, ovalada, elipsoide,
oval, eliptica o redonda, se compone de un pericarpio, cascara dura recubierta por unas
pilosidades de coloracién café rojizo (Souza, 2007)y (Rondén and Cumana, 2005).
Contiene entre 20 y 50 semillas, promedio 32, superpuestas en hileras verticales en torno
a la placenta, envuelta por abundante pulpa blanco amarillenta, acidulada y con aroma
caracteristico (Villachica, 1996) citado por (Lucias, 2017). Para Urano et al. (2009), el
promedio de semillas también es alrededor de 32,sin embargo, dependiendo del tamafio de

este, puede variar de 9 a 62, siendo con mayor frecuencia de 36 a 44 semillas por fruto.

Mediante la aplicaciéon del método de clasificacion de semillas de Hong et al., (1996) citado
por Amaya y Motta (2008), determin6 que las semillas de Copoazu Theobroma grandiflorum

es de tipo recalcitrante tropical.
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La figura 3 refleja los porcentajes de germinacion en semillas de copoazl procedentes de
Valle Sacta, Puerto Aurora y Paractito bajo tres niveles de sombra (Sombra natural, 50%
de sombra y 80% de sombra). En los resultados del grafico de barras se puede apreciar
menor porcentaje de germinacion bajo sombra natural, y mayor porcentaje en semillas
sometidas a 80% de sombra (Aleman y Layme,2013).

100 | 90.3 90.2 93.1
gq7 888

Germinacién (%)

Valle Sacta Puerto Aurora Paractito
Procedencias

Sombra natural [l 50% de sombra [l 80% de sombra

Figura 3. Porcentaje de germinacion de copoazu en vivero para tres procedencias en
tres niveles de sombra (Aleman and Laime, 2013).

2.2.3.1. Morfologia de la semilla de Copoazl

Inicialmente la semilla de Copoazu esta constituida por la testa de color marrén, el eje
embrional, el cual esta formado por la plimula, el hipocétilo, dos cotiledones y la radicula.
La semilla posee endospermo; el complejo plumula radicula esta situada entre los
cotiledones a un lado del grano contra la testa, de tal manera que la radicula este en
contacto con el micrdpilo y la plimula esta encerrada hacia el interior del grano. El complejo
plumula radicula, ocupa solo una parte muy reducida del espacio libre entre los cotiledones
(Bedoya y Mejia, 2003).

Entre sus estructuras se encuentra la radicula, de color blanco, es la primera parte del
embrién que emerge con el paso de los dias su coloracion cambia de blanco a café,
produciendo raices secundarias y pelos absorbentes. La plumula, es una yema de color
blanco se encuentra a lado opuesto de la radicula. El hipocotilo, es el espacio entre la

radicula y la plumula. El hipocétilo, esta situado a continuacion de la radicula dando origen
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al tallo. Finalmente los cotiledones, adquieren la funcién de primeras hojas o de reserva

alimenticia, a veces ambas cosas a la vez (Bedoya y Mejia, 2003).

Figura 4. Copoazl (Theobroma grandiflorum) a) Fruto b) Pulpa
¢) Semillas (Bedoya and Mejia, 2003).

La figura 4 refleja el fruto, pulpa y semillas de copoazl de manera representativa y en
términos de promedio, la corteza corresponde al 44.6%, la pulpa del 37.7% y finalmente las
semillas un 17.7% del peso total respectivamente como se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Composicién porcentual del fruto segun diferentes autores (manual técnico sobre el cultivo
y utilizacién (Bedoya y Mejia, 2003).

Parte del Santos & Barbosa et Calzavara et Media
fruto Conduru al. (1979) al. (1984)
(1972)
Corteza (%) 46,0 42.0 46,0 44,6
Pulpa (%) 37,0 40,0 36,0 37,7
Semilla (%) 17,0 18,0 18,0 17,7

2.2.4. Composicién de la semillade copoazu

Las semillas son esencialmente oleaginosas, con un contenido de lipidos superior al 50%,
presentando cantidades considerables de proteinas y carbohidratos (cuadro 3). Los
principales acidos grasos presentes en el aceite son los &cidos oleico y estearico. En
proporciones menores se encuentran también los &cidos araquidico, palmitico, linoleico,
bénico, galadoléico, heptadecanoico y palmitoléico (Chaar, 1980; Silva 1988) citado por
(Pro Tempore and FAO, 1999).
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Cuadro 3. Composicién quimica de la semilla de Copoazu deshidratadas

Componente  Contenido (%)  Contenido (%)?

Proteina 11,9 20,0
Lipido 57,32 50,8
Carbohidrato 24,25 15,9
Ceniza 4,07 3,7
Fibra 1,94 9,6

2.2.5. Propagacion del copoazu

El copoasu puede ser propagado tanto por via sexuada como por procesos asexuados,
particularmente por injerto, aunque este Ultimo es de uso limitado debido a problemas de
auto-incompatibilidad genética (Pro Tempore and FAO, 1999).

La reproduccion asexual de copoazi mediante estacas para Bedoya and Mejia (2003), no
mostraron resultados promisorios, debido a que no son capaces de formar raices y se
mueren, a pesar de formar brotes con el pasar de los dias llega a un punto de mortalidad
total. Al igual que Pro Tempore y FAO (1999), demostré que la propagacion mediante
estacas no son promisorias, ya que es dificil que las estacas originen raiz y mueren, a las

cuatro semanas después de ser colocadas en el sustrato.
2.3. Normas de calidad en semillas

El estado plurinacional de Bolivia a través del INIAF se encarga de establecer normas y
reglas para la certificacion de semillas. Estas reglas representan el resultado de
experiencias de investigadores y analistas de todo el mundo. El INIAF, mediante la
Direccion Nacional de Semillas tiene el compromiso de garantizar la disposicién de semillas,
propagacion, calidad genética, fisioldgica, fisica y fitosanitaria (INIAF, 2014), para lo cual la

semilla certificada debe tener los siguientes atributos:

e Pureza fisica: libre de semillas de otros cultivos y malezas, limpia sin basura,
rastrojos ni piedrecitas.

e Pureza varietal: que no presente mezcla de otras variedades genéticamente.}

e Respuesta fisiologica: buena germinacion, viabilidad y vigor.

e Sanidad: libre de insectos y enfermedades, no debe tener manchas ni perforaciones.

El NEWS (2015), indica que, la tecnologia de produccion de semillas de alta calidad

contempla lo genético, fisioldgico, fisico o sanitario ademas de los principales desafios para
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las empresas productoras de semillas de diferentes especies para condiciones de
diferentes agroecosistemas y disponibles principalmente por empresas publicas e

instituciones de investigacion y ensefianza.
2.3.1. Prueba de Germinacion

La prueba de germinacion determina en una muestra, una proporcién de semillas vivas y
capaces de producir plantas normales sobre condiciones favorables, (ISTA. 2007; MAPA,
2009).

2.3.2. Germinacioén

La germinacion en laboratorio es la emergencia y desenvolvimiento de las estructuras
esenciales del embrién, demostrando su aptitud para producir una planta normal sobre
condiciones favorables de campo (ISTA, 2007).

En los ensayos realizados para comprobar el poder germinativo de las semillas se pretende,
ante todo, conocer el valor potencial de éstas para la siembra. Asi, la germinacion queda
definida como la capacidad de nacencia y desarrollo que presentan las semillas para
transformarse en plantulas normales, con todas sus estructuras esenciales, cuando se las
somete a determinadas condiciones favorables para su crecimiento, demostrando

capacidad de produccion (Lovato, 1981).
2.3.3. Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacién de semillas en laboratorio, es la proporcion del namero de
semillas que producen plantulas clasificadas como normales, en condiciones y periodos
especificos, (ISTA, 2007).

2.3.4. Estructuras esenciales

Para que una plantula llegue a ser una planta normal debe presentar la siguieres estructuras
esenciales: sistema radicular, parte aérea, yemas terminales y cotiledones; segun los

géneros seran necesarios otras partes, (MAPA, 2009).
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Evaluacioén

Las semillas sometidas a un periodo de germinacion segun INIAF (2014), MAPA (2009) e

ISTA (2007), son analizadas de tres formas:

a)

b)

2.3.6.

Como semillas que desarrollaron en plantulas pueden ser:

Normales: plantulas con todas sus estructuras esenciales bien desenvueltas,
completas, proporcionales y sanas. Es decir, con desarrollo del tallo recto y la raiz
presente, raices secundarias desarrolladas con pelos absorbentes, cotiledones

notorios y sanos.
Como semillas que no germinaron pueden ser:

Muertas: semillas que por lo general han sido atacadas por hongos, y que no han
presentado sefial de inicio de germinacion.

Duras: semillas que no pudieron romper dormancia en la hidratacion y mantuvieron
su estructura endurecida.

Latentes: semillas que siendo viables no germinaron con las caracteristicas

necesarias para ser consideradas normales.
Otra categoria de semillas que no germinaron, como:

Semillas vacias: que apenas contienen un tejido residual.

Semillas sin embrién: en las que no existe la cavidad embrionaria o no existe el
embrion.

Semillas dafiadas por insectos: son semillas que contienen larvas o evidencia de

ataque de insectos afectando su capacidad germinativa.

Prueba de viabilidad

La prueba de viabilidad nos revela una serie de aspectos esenciales que nos permite

conocer la cantidad de semillas que estén vivas o latentes, (ISTA, 2007). Existen diferentes

pruebas que son independientes a la viabilidad de las semillas, entre ellas estan la prueba

de tetrazolio, prueba con fenolftaleina, prueba con rayos x, pruebas colorimétricas, etc.
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2.3.7. Pruebas de viabilidad con tetrazolio

Segun ISTA (2007) y MAPA (2009), indican que esta prueba determina rapidamente la
viabilidad de semillas, particularmente de aquellas que presentan dormancia, de especies
recalcitrantes y las que germinan lentamente en pruebas de rutina. Se determina la
viabilidad de las semillas en muestras o individualmente cuando al final de la prueba de

germinacion ocurre un alto porcentaje de semillas no germinadas.
2.3.8. Principio

Dias y Silva (1998), Rodriguez et al. (2008) y Ruiz (2009), indican que la sal de tetrazolio
es un indicador oxidante y reductor, y la coloracion rojiza difundida en el tejido vivo es el
resultado de la reducciéon de la sal por la accién enzimatica, principalmente de la des-
hidrogenacion. La prueba esta basada en la actividad de sistemas de enzimas, relacionadas
con la actividad respiratoria de los sistemas biolégicos, capaces de catalizar las reacciones
durante el glicélisis y el ciclo de Krebs, tornandose iniciativas con la pérdida de viabilidad
de los tejidos.

Al ser hidratadas las semillas, la actividad de las deshidrogenasas incrementa, resultando
en la liberacién de iones hidrégeno, lo que reduce a la solucién de tetrazolio —2,3,5- triphenil
tetrazolum chloride, incoloro- a formazan — color rojo-. El formazan tifie a las células vivas
de color rojo, en tanto que las muertas permanecen sin colorear como se muestra en la
figura 7. La viabilidad de las semillas se determina en funcién del patrén de tincion del
embrion y la intensidad de la coloracion. Que una semilla sea viable, nos indica que es
capaz de germinar y producir una plantula normal, sin embargo podria estar dormida, y en

ese caso no germinaria inmediatamente (Ruiz, 2009).

v Y

N

+HCI

2.3 ,5- trifeniltetrazolio de cloruro Trifenilformazan (rojo)

(sin color)

Figura 5. Esquema del proceso de oxidacién del tetrazolio (ISTA, 2003)
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2.3.8.1. Ventajas del ensayo topografico
Segun ISTA (2003), las ventajas que ofrece este método son las siguientes:

e Es un método relativamente rpido.

o El ensayo al tetrazolio sirve para medir la viabilidad de semillas, pero también se
puede extender al analisis de vigor.

e Ofrece una referencia sobre el poder germinativo de una muestra de semillas.

e Este ensayo es util para determinar, tras haber realizado la prueba de germinacion,
la causa que explica el por qué una muestra presenta un alto porcentaje de semillas
gue no han germinado. De este modo se puede conocer si las semillas presentan
dormicién, estan inhibidas o por el contrario estan dafiadas y no germinaran nunca.

e Eltest del TZ también sirve para diagnosticar la causa del deterioro de las semillas
ya sea por un secado inadecuado, plagas o lesiones mecanicas.

o Es aplicable a todo tipo de semillas.

¢ No depende de factores externos.

¢ Permite examinar caracteristicas del vigor de las semillas tales como la integridad

fisica de la semilla, la actividad de enzimas claves y la integridad de las membranas.
2.3.8.2. Desventajas del ensayo topografico

Por otro lado, existen también ciertas desventajas que existe el llevar a cabo este tipo de

ensayo, estas desventadas se resumen en los siguientes puntos:

¢ Un inconveniente de este andlisis es que no detecta la presencia de hongos.
Ademas, la determinacién e interpretacion de los resultados puede resultar
subjetivas en algunos casos, (ISTA, 2003).

e Lo complicado de esta técnica es agrupar los grados de tincién, (Benito et al., 2004).

e Rodriguez et al. (2008), mencionan que; hay que sefialar que, en muchos casos, los
resultados que se obtienen en condiciones controladas de laboratorio difieren de los
obtenidos en el campo.

e Esun ensayo muy dificil de realizar cuando se trabaja con semillas pequefias, como

es el caso de muchas especies horticolas, (Rodriguez et al., 2008).
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e Encontrar un protocolo adaptado a cada especie, de forma que las tinciones sean
lo suficientemente homogéneas para asegurar una buena interpretacion de los

resultados (Espindola et al., 2018).
2.3.9. Viabilidad

Cuando se habla de viabilidad de semillas en laboratorio se refiere a la estimacion de la
capacidad germinativa de un lote de semillas, sin importar que sean débiles o que no
germinaran en condiciones de campo, asi Rodriguez et al. (2008), presenta la relacién entre

viabilidad; germinacion y latencia de la siguiente manera:
Semillas viables = Semillas germinadas + Semillas latentes
2.3.10. Procedimiento

Dias y Silva (1998), proponen los siguientes pasos:

X3

%

Preparacion de la solucién

X3

%

Obtencion de la muestra

X3

%

Pre acondicionamiento
% Preparacion de las semillas
% Coloracién

<+ Evaluacion
2.3.11. Vigor

El vigor de la semilla es la suma de todas las propiedades de la semilla que determinan el
nivel de actividad y el papel de la semilla o el Lote de semillas durante la germinacién y la
emergencia de la plantula. Las semillas que se comportan bien en esos términos se
denominan semillas de alto vigor y las que se comportan mal se llaman semillas de bajo
vigor (ISTA, 2003).

El ensayo al tetrazolio sirve para medir la viabilidad de semillas, pero también se puede

extender al andlisis de vigor (ISTA, 1993) citado por (Rodriguez et al., 2008).
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2.3.12. Pruebas de viabilidad con tetrazolio en otras especies

Benito et al. (2004), realiz6 esta prueba bioquimica en semillas de pino pifionero,
encontrando un tiempo 6ptimo de 12 horas de tincién, a una temperatura de 20° C - 25° C

y una concentracion de 0,1% de TZ.

Con un lote de 25 semillas, repetido 4 veces, a la solucion de tincién concentrada al 1% y
al 0,50% en cajas de Petri durante tiempos de exposicion de 24 y 48 horas, a una
temperatura de 30 °C y en ausencia de luz, Romero et al. (2020), menciona que dio como
resultado un mayor porcentaje de vigor al implementar el tratamiento T3 (1 %, 48 h) con un
72 % y menor porcentaje de vigor para los tratamientos T1 (1%, 24 h) y T4 (0,5 %, 48 h)

con 2 % para ambos tratamientos.

Suarez et al. (2012), realiz6 la prueba del TZ en Pitahaya amarilla, en esta prueba se
emplearon cinco concentraciones de tetrazolio (0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1%) con un pH de
7.02, dos tiempos de exposiciéon (una hora y 24 horas) y, dos temperaturas, 40°C por una
hora y, temperatura ambiente (22°C) para 24 horas. En las concentraciones 0.1% y 0.25%
se logré una tincién tenue del eje embrionario y de los cotiledones, sin embargo, con
concentraciones de 0.5%, 0.75 y 1.0% se alcanzé la tincion de todo el embrién, lo cual

indica viabilidad.
2.3.13. Patrones topogréficos

Se consideran patrones al conjunto de objetos representados en forma gréafica, un modelo
de sucesion de elementos que se repiten (Pérez, J, 2021). El término topografico se refiere
al analisis detallado de la representacioén grafica de la superficie de la tierra, tomando en

cuenta sus caracteristicas (Pérez, J, 2021).

De manera que; el término “patrones topograficos” aplicado a la prueba del tetrazolio en
semillas, se refiere a una serie de imagenes de semillas que reaccionaron a la sal de
tetrazolio de manera que se pueda interpretar a través del andlisis de la superficie tomando
en cuenta las regiones tefidas, de esta manera y siguiendo el método adecuado se podra

determinar si la semilla es o no viable.
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3. MATERIALES Y METODO
3.1. Localizacion
3.1.1. Ubicacion Geografica

La siguiente investigacion se realizo en el laboratorio de control de calidad de semillas del
Instituto Nacional de Innovacion Agropecuaria y Forestal (INIAF), ubicado en la ciudad de
La Paz, avenida Busch edificio Monterrey oficinas 3y 4, a 16°29'45.7”S y 68°07'17.3"W, a
3600 m.s.n.m. (Calla, 2016).
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Figura 6. Ubicacion del laboratorio INIAF (Google maps)

3.2. Materiales
3.2.1. Material de escritorio
*= Laptop
= Cuaderno
= Lapiz
= Libreta de anotaciones

=  Teléfono celular



3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

Material de laboratorio
Estereoscopio
Vasos de precipitado
Probeta graduada
Embudos

Escarpelo

Pinza

Varillas

Placas Petri

Bisturi

Estilete

Lupa

Papel aluminio

Material quimico

2-3-5 trifenil cloruro de tetrazolio

Alcohol

Agua destilada

Equipos de laboratorio
pH metro

Céamara germinadora

Refrigerador
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e Autoclave

e Destilador

e Balanza

e Camara o campana de flujo laminar
3.2.5. Material biolégico

e Semillas de Copoazu
3.3. Metodologia

La investigacion es de tipo experimental porque se probaron 3 temperaturas, 3

concentraciones y 3 tiempos de tincion bajo un disefio experimental.
3.3.1. Desarrollo del ensayo

El procedimiento consistio en evaluar la viabilidad de las semillas de copoazu con tetrazolio,
probando 3 temperaturas, 3 concentraciones y 3 tiempos de tincién incluyendo por supuesto
a los tratamientos extra (testigos). Los resultados encontrados tuvieron que ser validados
mediante la comparacion del porcentaje de viabilidad y el porcentaje de germinacion,

ambas pruebas se iniciaron el mismo dia como lo recomienda el ISTA (2007).

3.3.1.1. Medidas biométricas previos al ensayo (fruto, semillay embrion)

K/

% Peso del fruto, cascara, pulpay semillas

Pese a que dentro de nuestros objetivos no se menciona la evaluacion de biometria del
fruto y semilla del copoazu, se hizo la medicion de estas variables (Figura 7) a fin de contar
con datos reales dentro del ensayo. Se realiz6 el calculo promedio del peso, longitud y
diametro del fruto, peso y grosor del epicarpio (cascara), peso de la pulpa, peso, longitud,

ancho y grosor de la semilla, finalmente se realizé la medicion de la longitud del embrién.
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Figura 7. Pesaje del fruto, pulpa y semillas de copoazu.

Para realizar un ensayo bioquimico al tetrazolio, se debe tener bien identificado la estructura
de la semilla en especial del embrién, para ello se extrajo la semilla de copoazul, se
disecciond de forma transversal y longitudinal observando sus estructuras, para una mejor
observacién se uso el estereoscopio (figura 8). Para tener certeza de estas estructuras se
germiné algunas semillas para describir de dénde emerge la plimula y la radicula
principalmente (figura 9). En el siguiente cuadro se resume paso a paso la germinacion de

la semilla y las estructuras embrionales que dan origen a una nueva planta.

Figura 8. Proceso de germinacidn de semillas de copoazu
A) Semilla despulpada B) Sustrato esterilizado C) Semillas sembradas en sustrato D) Semilla con
radicula emergida E) Semilla de copoazi con laradiculay la plimula emergida F) Plantula normal de
copoazu

Teniendo en conocimiento la estructura de la semilla que da origen a la raiz (radicula), se
hizo el uso de una semilla que no iba a germinar en una planta normal, esto con fines de
tener certeza de la estructura que da origen al tallo y por ende a las primeras hojas de la
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planta (plumula) dentro del embrién. A continuacion, en la figura 9 se muestra los cortes

realizados para la verificacion.

Figura 9. Observacion detallada de la anatomia del embrién A) Semilla de copoazu con radicula
elongada. B) Corte del endospermo para una mejor visibilidad del embridn. C) Extraccién del embrién
con laradicula elongada. D) Vista en estereoscopio de la plumula

3.3.1.2. Acondicionamiento del ambiente de la investigacion

Para determinar la viabilidad de las semillas, se empled la prueba topografica de tetrazolio,
método bioquimico el cual permite establecer diferentes grados de tinciéon en regiones y
estructuras esenciales del embrion, para asociarlos con presencia 0 ausencia de viabilidad.

v Temperatura

Segun Villachica (1996), la temperatura media del cultivo de copoazu varia entre 21,6 a
27,5 °C. Por otro lado, Pro Tempore y FAO (1999), mencionan que, las medias mensuales
de las temperaturas maximas se sitian entre los 28,6 °C y 35,6 °C. En ensayos similares a
la presente investigacion como en el caso de Amaya y Motta (2008) se determiné 30 °C en
semillas de copoazu (Theobroma grandiflorum). Por otro lado, Mendoza (2009) citado por
Perez (2018) al igual que Delouche et al. (1971), utilizaron una temperatura de 40 °C en
semillas de algodén (Gossipium spp), sin embargo, al momento del acondicionamiento 40

°C se pudo observar que era una temperatura muy elevada.

A partir de toda esta informacion y debido a que todas las muestras de semilla que se
remiten al laboratorio se realizan las pruebas de viabilidad y germinacién a 25 °C, se
determind las siguientes temperaturas; 25 °C como primera temperatura, 30 °C para los
tratamientos extra (testigos) y 35 °C como segunda temperatura manteniendo un rango de
5 °C por cada tratamiento. Al igual que los trabajos mencionados el ensayo se lo sometio
en total oscuridad de manera que la solucién pueda hacer efecto y actuar conforme a su

principio.
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v" Acondicionamiento de las cAmaras automatizadas

El laboratorio cuenta con camaras de germinacién, una ya calibrada y automatizada a 25
°C. Se hizo una limpieza y espacio para los tratamientos del ensayo. Para los tratamientos
sometidos a 35 °C se instal6é otra camara de germinacion, de igual manera se realizé la
limpieza para la posterior implementacién del ensayo. En el caso de los testigos, para los
tratamientos TO, T1y T2 se acondicion6 una tercera camara de germinacion a 30 °C (figura

10) segun se menciond con anterioridad.

Figura 10. Distribucion de las cAmaras de germinacién conforme
a las temperaturas

v' Concentracion de tetrazolio (Preparacién de la solucién)

La concentracion de la disolucion puede variar entre 0,1y 1,0 por ciento, siempre y cuando
el pH que se obtenga esté comprendido entre 6,5y 7,5 (Rodriguez et al., 2008). Una de las
especies de referencia fue la del cacao (Theobroma cacao), con tincién cuya concentracion
se realiz6é al 0,10 % (L6épez y Gil, 2017), sin embargo, se puede observar un poco de
dificultad al momento de la interpretacion y tomando en cuenta el tiempo de tincion fue

motivo por el cual se opt6é por tomar 0,15 % de TZ como primera concentracion.

También se tomo ejemplos en otras especies, tal es el caso de la prueba topogréfica al TZ
en algodon (Gossypium spp), los mejores resultados se dieron en concentraciones de 0,75
% y 1,00 % por 14 horas siendo las concentraciones 1,25 y 1,50 inadecuados ya que
dificulta su interpretacion (Perez, 2018). Debido a que los tiempos de tincion iban a ser
mayores, en la presente investigacion se opt6 por tomar una concentracion de 0,30 % como

segunda concentracion.
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Para determinar la concentracion de TZ de los tratamientos extra se tomé como referencia
el trabajo Amaya y Motta (2008) quienes utilizaron una concentracion de 0,50 % de TZ
obteniendo buenos resultados en términos de viabilidad. Debido a lo mencionado se tomo6
como concentracion de los tratamientos extra (control o testigo) de la presente investigacion
0,50 % de TZ.

Otra especie que se considero por el tamafio de la semilla pese a ho pertenecer ni al género
ni familia del copoazu fue la realizada por Camacho et al. (2017), en su ensayo topografico
en semillas de Cedrela odorata L. utilizé6 concentraciones de 0,50, 1,00, y 1,50 % por dos
tiempos que fueron dos y tres horas, en la cual 0,5 % por dos y tres horas dio mayor
porcentaje de viabilidad. En base a estas referencias y tomando en cuenta el tamafio de la
semilla de copoazu, se opt6é por tomar las siguientes concentraciones: 0.30 %, 0.15 % vy
0.50% (tratamientos extra), diluyendo con agua destilada bajo las siguientes cantidades:

Cuadro 4. Cantidad de sal de TZ a utilizarse por cada 100 ml de solucion

CONCENTRACION CANTIDAD DE CANTIDAD DE AGUA
TETRAZOLIO DESTILADA
0.15 % 0.15g. 100 ml.
0,30 % 0,30 g. 100 ml.
0,50 % 0,50 g. 100 ml

Nota. La concentracién de 0,5 % corresponde al testigo,

La preparacion de las soluciones se realizé en base al cuadro 4, se utilizé 100 ml de solucion
para cada repeticion, 300 ml por tratamiento. A continuacion, se muestra un esquema de
como se realizo la preparacion de la solucion (figura 11). Una vez preparado la solucién se
debe almacenar en un lugar oscuro hasta el momento de su utilizacion, la manipulacion del

reactivo de debe realizar con guantes, debido a su toxicidad.

Figura 11. Preparacion de la solucién de tetrazolio. A) 2-3-5 trifenil cloruro de tetrazolio. B) Pesaje del
tetrazolio. C) Dilucién de la sal de tetrazolio en agua destilada. D) Solucidn de tetrazolio preparaday
diluida.
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v' Tiempo de tincién

Para determinar el tiempo de tincidn se tomé como referencia nuevamente a Amaya y Motta
(2008) con 24 horas de tincidon. Por otro lado, Sanchez et al. (2003), realizd la prueba
topografica en copoazu al 1,00 %, no obstante, no menciona el tiempo. Romero et al. (2020)
en su trabajo de investigacion en semillas de frijol optaron por un tiempo de 48 horas, tiempo
mediante el cual obtuvo mejores resultados. En base a los antecedentes ya mencionados,
tomando en cuenta el tamafio de la semilla de copoazu y la concentracion de los
tratamientos respecto al TZ, se optd por tomar 24, 48 y 72 horas de tincién, 24 horas para

los tratamientos extra también.
3.3.1.3. Muestra de trabajo

Perez (2018), tuvo un total de 70 tratamientos con 3 repeticiones de las cuales cada
repeticion tuvo un total de 10 embriones, correspondientes a 10 semillas de algodon
(Gossypium spp.). En el caso de semillas de copoazu realizado por Sanchez et al. (2003),
quien analizé 20 semillas por cada repeticion sumando un total de 40 semillas. En semillas
de cacao, mismo género del copoazu realizado por Lépez y Gil (2017), se emplearon 10
semillas al igual que en el caso del algoddn ya mencionado. Conforme a estas referencias,
al tamafo de la semilla y al ser de tipo recalcitrante se toma la decisién de optar por 20

semillas por tratamiento.

El siguiente cuadro refleja la cantidad exacta que se emple6 para el presente trabajo.

Cuadro 5. Numero de semillas por tratamiento

TRATAMIENTO FACTORES N.° DE SEMILLAS REPETICIONES
1 ACltl 20 semillas -
2 AC1t2 20 semillas -
3 AC1t3 20 semillas -
4 AC2tl 20 semillas -
5 AC21t2 20 semillas -
6 AC2t3 20 semillas -
7 BC1tl 20 semillas -
8 BC1lt2 20 semillas -
9 BC1t3 20 semillas -
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10 BC2tl 20 semillas -

11 BC2t2 20 semillas -

12 BC2t3 20 semillas -

TO (testigos) 20 semillas 3 repeticiones

T1 (testigos) 20 semillas 3 repeticiones

T2 (testigos) 20 semillas 3 repeticiones
TOTAL 420 SEMILLAS

Nota. Los testigos fueron empleados bajo 30 °C, 0,50 % de TZ y24 horas de tincién con 3 repeticiones cada uno.
A=25°C

B=35°C

C1=0,15% TZ

C2=0,30% TZ

tl= 24 horas

t2= 48 horas

t3= 72 horas

> Obtencion del fruto

Los frutos fueron colectados en parcelas de copoazu en el municipio de Entre Rios del
departamento de Cochabamba, se colectd 30 frutos de copoazu de manera que pueda ser
suficiente para efectuar el ensayo. En la figura 12 se muestra la planta del cultivo de

copoazu del cual se obtuvo las semillas.

Figura 12. Arbol de copoazu del cual se obtuvo la semilla.

3.3.1.4. Preparacion de las semillas
v' Despulpado del fruto

Se comenzé con el pesaje de los frutos seguido de la extraccion del epicarpio o cascara,
con la ayuda de un cuchillo de buen tamafio tipo sierra se cort6 de manera transversal
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separando la pulpa en un recipiente y con la ayuda de unas tijeras debidamente
desinfectadas se procedié a quitar la pulpa de la semilla (despulpar) como se muestra en
la figura 13, se hace uso de las tijeras debido a que la pulpa se encuentra fuertemente

adherida a la semilla por ello se realizé cuidadosamente este proceso.

Figura 13. Proceso de despulpado del fruto de copoazu para la obtencion de la semilla A) Pesaje del
fruto de copoazu. B) Separacion de epicarpio de la pulpa. C) Extraccién de la pulpay semilla. D)
Separacion de la semillay la pulpa con ayuda de tijeras.

v Contenido de humedad

Por el comportamiento recalcitrante tropical de las semillas pierden rapidamente el poder
germinativo, especialmente expuestas a humedad relativa y/o temperaturas bajas
(Villachica, 1996). La medicion de contenido de humedad en un proceso que se realiza con

fines de conocimiento sobre el estado de las semillas previo a las pruebas de calidad.

Las semillas fueron sometidas al horno con 120 °C por 17 horas, se realizo el pesaje final y
se hizo el calculo respectivo (figura 14). El contenido de humedad en la semilla es un factor
muy influyente en la viabilidad de las semillas y méas al tratarse de semilla recalcitrante,
cualquier cambio de humedad en este tipo de semillas significa una varianza en la viabilidad

y por ende en la germinacion al igual que cambios en la temperatura.

Figura 14. Pesaje inicial y final de cinco semillas para el calculo de humedad.
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Se hizo la medicién de humedad de las semillas realizando el pesaje total de 5 semillas con

3 repeticiones a través de la siguiente férmula:

(Pi — Pf) = 100

H% =
% Pi

Donde:
H% =Contenido de humedad de la semilla.
Pi = Peso inicial
Pf = Peso final
v" Remocion de la cubierta seminal (tegumento)

En algunas especies es necesario remover la cubierta de la semilla y también otras
membranas para permitir la absorcion del tetrazol (Delouche et al., 1971). Sanchez et al.
(2003), no menciona como se hizo la preparacion de la semilla para el analisis, no obstante,
se vio pertinente remover la semilla a causa de su consistencia y al quedar con restos de
pulpa adherida al tegumento, la remocion se hizo de manera manual y con fines de facilitar

la imbibicion por parte de la semilla como se ilustra en la figura 15.

Posterior a la remocion se colocé la semilla en agua destilada antes de ser sometido a la

solucién de tetrazolio y se realiz6 dos enjuagues previos.

Figura 15. Remocion de la cubierta seminal A) semilla con pulpa o mucilago removido, B) Remocidn
manual de la cubierta seminal, C) Semilla con el tegumento semi extraido, D) Semilla con el tegumento
totalmente extraido



32

v' Diseccion de la semilla (tratamientos extra)

Delouche et al. (1971) no solo menciona realizar remocién del tegumento, sino realizar un
corte a través del embrién desechando la otra mitad, una vez realizado el corte se colocan
rapidamente en la solucién. Las semillas de copoazu al ser recalcitrante, presenta una
oxidacién rapida, debido a ello no era oportuno realizar el corte a través del embrion, por lo
tanto, en los tratamientos extra TO y T2 se realizaron cortes longitudinales sin dafar el
embrién a excepcion del tratamiento T1 cuyos cortes fueron en forma de V debajo del
embrién (doble corte) como se muestra en la figura 16.

Figura 16.Preparacion de las semillas A) Semilla sin corte B) Semilla con un corte longitudinal C)
Semilla con doble corte

Los primeros 12 tratamientos se los realizdé con semillas cuya cubierta seminal fueron

removidas mas no se realizé ningun tipo de corte.
v' Extraccion del embrién

Se tomd como referencia a su similar mas cercano el cacao (Theobroma cacao) al
pertenecer al mismo género, debido también a sus similares caracteristicas en cuanto a
estructura de la semilla, Lopez y Gil (2017), analizaron las semillas de cacao enteras incluso
con la cubierta seminal. Por otro lado, Perez (2018), analiz6 las semillas de algodén sin
extraer el embrién (semilla entera), contrario al trabajo de Calla (2016), quien realizé el

analisis en semillas de café extrayendo los embriones de la semilla.

La estructura de las semillas de cacao, algoddn y copoazi son similares debido a que
pertenecen a la misma familia, incluso en el caso del cacao pertenece al mismo género, el

embrién de estas semillas se encuentra conectado a los cotiledones de manera que es



33

imposible separarlo sin causar dafios mecanicos, por lo tanto, se consider6é someter toda la

semilla sin el tegumento en la solucion de tetrazolio.
v" Imbibicion en solucién de tetrazolio

Debido a la estructura y gran contenido de humedad por parte de la semilla, no requiere
previa imbibicion en agua destilada como en semillas de Guayaba (Guebara et al., 2020) y
pitahaya (Espindola et al., 2018). Al igual que Lépez y Gil (2017) y Perez (2018), no se
realiz6 previo remojo, de acuerdo a los tratamientos establecidos se procedi6 a someter las
semillas en la solucién de TZ distribuyéndolos de acuerdo a los factores empleados
mediante el disefio experimental, todos los tratamientos en absoluta oscuridad, cubriendo
los recipientes con papel aluminio de manera que no quede expuesta a la luz, permitiendo

el proceso de tincion.
3.3.1.5. Tincién o coloracion

Posterior a la preparacion de la semilla, se las introdujo en la solucion de TZ, posteriormente
fueron llevadas a una cadmara automatizada con temperatura constante dependiendo los
tratamientos 25°, 30° (testigos) y 35 °C, en ausencia de luz la solucién de TZ cumplié con
su reaccion con el tejido de la semilla, para esto cada recipiente con la solucion y las
semillas se forraron con papel aluminio de manera que no penetre ni un minimo rayo de
luz, finalmente fueron codificados de acuerdo a los tratamientos de esta manera se facilita

la evaluacién o interpretacion.
3.3.1.6. Germinacién

La prueba de germinacion re realiz6 de manera convencional con fines comparativos de
esta manera aportar con informacion que coadyuve en la generacion de una normativa

técnica para semillas de copoazu.
» Despulpado y acondicionamiento de la semilla

Al igual que el ensayo bioquimico al TZ, primero se quitd el epicarpio, se despulpé con la
ayuda de tijeras debidamente desinfectadas, para proceder con la siembra se desinfect6 la
semilla con diéxido de cloro al 2,00 % para evitar cualquier tipo de contaminacién dentro de
las bandejas (figura 17). En cuanto a T? se tom0 las mismas que en el ensayo bioquimico
25°, 30° (testigos) y 35 °C.
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Figura 17. Proceso de despulpado del copoazu para la siembra A) Despulpado de la semilla. B)
Enjuague de las semillas con diéxido de cloro y agua destilada. C) Secado de las semillas previo a la
siembra.

> Siembra de las semillas en sustrato

Las semillas fueron sembradas de forma convencional en un sustrato conformado por turba
y tierra negra estéril, en una relacién de 60 y 40 respectivamente y fueron evaluados a partir
de las primeras semillas germinadas hasta contar con mas del 50 % de semillas
germinadas, para determinar la primera y Ultima evaluacion esto con el fin de
comparaciones finales con respecto a viabilidad de la semilla (figura 18).

Figura 18. Esterilizacién del sustrato y siembra de las semillas de copoazi. A) Autoclave vertical
automatizado. B) Sustrato esterilizado (tierra negra y turba). C) Sustrato humedecido a Capacidad de
campo. D) Siembra de las semillas (20 semillas por bandeja). E) Semillas sembradas sometidas a
temperatura controlada

La siembra se realiz6 en las mismas T2 del ensayo bioquimico 25 °C, 35 °Cy para el testigo
30 °C, se sembré 20 semillas por bandeja con 2 repeticiones cada una como se detalla en

el cuadro 6:
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Cuadro 6. Distribucion de prueba de germinacién

SEMILLAS TEMPERATURA (°C) REPETICIONES

20 25 3

20 35 3

20 30 3 (testigos)
TOTAL 180 semillas

3.3.1.7. Deterioro y pérdida de viabilidad

Para determinar la causa de pérdida de viabilidad, se comparé los resultados de viabilidad
de semillas recién cosechadas, semillas empleadas a los tres dias de su cosecha y se
evalu6 semillas a los 4 dias posterior a la cosecha, con fines de determinar la perdida de
viabilidad en las semillas analizadas. Autores como Delouche et al. (1971) mencionan que
las semillas recalcitrantes tropicales no toleran cambios de temperatura y/o humedad dentro

y fuera de la semilla.

Figura 19. Semilla fresca y semilla sometida a bajas
temperaturas en tetrazolio

Para comprobar la perdida de viabilidad por bajas temperaturas se sometié semillas que
fueron almacenados a bajas temperatura y semillas que se mantuvieron a una temperatura

de semilla fresca como se muestra en la figura 19.
3.3.1.8. Mapatopografico de viabilidad

Con los resultados obtenidos mediante los diferentes analisis, se genera un mapa
topogréfico al tetrazolio. Se analiza cada semilla con embrién tefiido especialmente el eje
embrionario, con los resultados de las semillas evaluadas se generara un mapa con las
diferentes categorias aclarando si es viable o no viable, de acuerdo a las regiones con
presencia de coloracién y tejidos sin coloracion (muerto) se las fue clasificando en las

diferentes categorias.
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3.3.1.9. Protocolo de viabilidad

Finalmente, después del analisis de los resultados se generara un protocolo de viabilidad
de semillas de copoazu (Theobroma grandiflorum) mediante el ensayo topogréafico al
tetrazolio, indicando temperaturas, concentraciones de TZ, tiempos de tincién y método de

preparacion de las semillas.
3.3.2. Disefio experimental

Para la evaluacion de este estudio se realizé un Disefio Completamente al Azar con arreglo
trifactorial (3 x 3), con tratamientos extra (testigos), (Ochoa, 2016).

Por lo que el modelo lineal aditivo es el siguiente:
Yijk =p+a;+ B+ G+ (Ba)ij + (Ca)r;+(BO) ji + (aBO)ijic + &ijic
Donde:
Y;jx= Una observacion cualquiera de la variable de respuesta.
u = Media general.
a; = Efecto fijo de la i-€sima concentracion de tetrazolio.
B; = Efecto de la j-ésima temperatura de tincion.
C« = Efecto del k-ésimo tiempo de tincion.

(Ba);; = Efecto de la interaccion de la i-ésima concentracion de tetrazolio y la j-ésima

temperatura de tincion.
(Ca)x; = Efecto de la k-esimo tiempo de tincion y la i-€sima concentracion de tetrazolio.
(BC) jx = Efecto de la j-ésima temperatura y la k-ésimo tiempo de tincion.

(aBC);jr= Efecto de la interaccion de la i-€sima concentracion de tetrazolio, j-ésima

temperatura de tincion y k-ésimo tiempo de tincion.

&, = Efecto aleatorio del error experimental.
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3.3.2.1. Factores de estudio

Los factores de estudio fueron:

/
0.0

Factor A = Temperatura de tincién

A1 =25°C
A2=35°C

*

» Factor B = Concentracion de Tetrazolio

L)

B1=0,15%
B2=0,30 %

X3

%

Factor C= Tiempos de tincién

Ci= 24 horas

C,= 48 horas

Cs= 72 horas
Testigos (Tratamientos extra)

X3

%

To= Semilla con corte longitudinal (30 °C, 0,50 % tetrazolio por
24 horas)

T1= Semillas con doble corte en forma de v debajo del embriéon y
sin dafiarlo (30 °C, 0,50 % tetrazolio por 24 horas)

T»= Semillas con corte longitudinal (30 °C, 0,50 % tetrazolio por

24 horas), recién cosechado
3.3.2.2. Formulacién de tratamientos

Los testigos fueron incluidos con fines de una mejor comparacion y toma de decisiones en
base a los resultados que se obtengan, al tratarse de un fruto tropical la obtencion del
material biologico (traslado via terrestre) demor6 un total de 3 dias en llegar hasta el
laboratorio. Para realizar una buena comparacion y segun las referencias ya mencionadas
anteriormente se realizé la comparacion con frutos recién cosechados, de manera que se

realizé la prueba en el lugar de produccién (T2).

A continuacioén, se detalla los tratamientos con las combinaciones de diferentes factores de

estudio.



Cuadro 7. Combinacion de los factores de estudio para los tratamientos.

N.°de Tempera- Concentra- Tiempos de Combina-

Trata tura ciones tincién (horas) ciones

miento
1 25°C (A) 0,30 % (C1) 24 (t1) T1C1ltl
2 25°C (A) 0,30 % (C1) 48 (t2) T1C1t2
3 25°C (A) 0,30 % (C1) 72 (t3) T1C1t3
4 25°C (A) 0,15 % (C2) 24 (t1) T1C2tl
5 25°C (A) 0,15 % (C2) 48 (t2) T1C21t2
6 25°C (A) 0,15 % (C2) 72 (t3) T1C21t3
7 35°C (B) 0,30 % (C1) 24 (t1) T2C1tl
8 35°C (B) 0,30 % (C1) 48 (t2) T2C11t2
9 35°C (B) 0,30 % (C1) 72 (t3) T2C11t3
10 35°C (B) 0,15 % (C2) 24 (t1) T2C211
11 35°C (B) 0,15 % (C2) 48 (t2) T2C212
12 35°C (B) 0,15 % (C2) 72 (t3) T2 C213
13 30 °C (TO) 0,50 % (TO) 24 (TO) T1
14 30 °C (T1) 0,50 % (T1) 24 (T1) T2
15 30°C (T2) 0,50 % (T2) 24 (T2) T3

NOTA. - Cada tratamiento conté con 20 semillas y los testigos con 3 repeticiones de 20 semillas cada una.

3.3.3. Variables de respuesta

3.3.3.1. Tincién de las estructuras esenciales del embrién
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Estas variables se tomaron en cuenta para poder comparar con la germinacién o no de las

semillas, para determinar las regiones del eje embrionario con y sin tincién, de manera que

se pueda interpretar la diferencia e importancia de cada una de las estructuras del embrién

especificamente del eje embrionario. Esta variable se evalué mediante la presencia o no de

coloracion en cada una de las estructuras esenciales del embrion.

3.3.3.2. Tejido vivo del eje embrionario

Esta variable se evalué en términos de porcentajes, viene como la suma de la anterior

variable, mediante esta variable se tuvo conocimiento de la actividad del TZ con los tejidos

vivos del eje embrionario. La importancia del método de preparacion de la semilla se reflejé

en esta variable de medicion.
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3.3.3.3. Tonalidades y patrones de tincion

Segun el estado de los embriones se vieron reflejados en la tincién de las mismas, es decir,
el tejido vivo del eje embrionario presento coloracion y el tejido muerto del eje embrionario
no presentd ninguna coloracién, asi también se vieron tinciones parciales. De acuerdo a
estas descripciones se evaluaron cuatro tonalidades que se representaron bajo las

siguientes categorias:

0 = no hubo tincién

1 =muy leve
2 =leve

3 = medio

4 = intenso

3.3.3.4. Porcentaje de viabilidad

Los datos de viabilidad van de la mano con la variable porcentaje de tejidos vivos del
embrién, esto debido a que, las semillas con eje embrionario que presentan el 100 % del
eje embrionario con coloracién indican viabilidad en la semilla y se las contabilizo el total en

términos de porcentaje bajo las siguientes codificaciones:
V = Viable
NV = No viable

Al finalizar la evaluacién se contabilizo el total de semillas viables y no viables mediante la
siguiente formula:
Semillas viables

% de Viabilidad = - ——x 100
Semillas sometidas

3.3.3.5. Categoria

Esta variable de evalla para generar el mapa topogréafico de viabilidad de la semilla de
copoazu, los patrones que mas se repitieron respecto a la intensidad de la coloraciéon o
tincion, debido a que algunas semillas de acuerdo a las diferentes temperaturas,
concentraciones de tetrazolio y tiempos de tincion muestran diferentes tonalidades, las
cuales determinan la presencia o ausencia de viabilidad en la semilla de acuerdo a las

regiones tefidas.
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3.3.4. Evaluacion para la viabilidad

Culminando los tiempos de tincion, se retiraron los envases con los tratamientos y
enjuagaron con abundante agua puede ser de grifo no es necesario que sea destilada a fin
de eliminar todo exceso de la solucion. Para la evaluacion de las semillas de los
tratamientos 1 al 12 se realizaron cortes longitudinales a través del embrion de la semilla
de manera que queden visibles las partes tefiidas del embrion para poder realizar la

evaluacién a cada una de las semillas como se muestra a continuacion:

Figura 20. Evaluacién visual del embrion a través del estereoscopio.

En la figura 20 se muestra cémo se realizé el analisis topografico de las estructuras y su
reaccion a la solucion de Tetrazolio se realizé con un estereoscopio para tener mayor
visibilidad en el momento de evaluar de esta manera se facilita la interpretaciéon de los

resultados.
3.3.5. Evaluacién para germinacion

Se hizo el conteo del nimero de semillas que desarrollaron una plantula. La primera
evaluacion se realizé cuando se observé por lo menos un 50% de semillas germinadas. El
porcentaje de germinacién se determiné mediante la siguiente férmula:

Semillas germinadas

. do Gorminaciir 100
%o de Germinacion = o embradas

3.3.6. Anélisis estadistico
3.3.6.1. Anélisis de varianzay pruebas de medias

Se utilizo andlisis de varianza y pruebas de comparaciones mdultiples de Duncan con un

nivel de significancia a del 5 % para detectar diferencias entre los promedios del porcentaje
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de tejidos vivos del eje embrionario y el porcentaje de tejidos muertos del eje embrionario,
(TVEE y TMEE), mediante el uso de Infostat (Di Rienzo et al., 2016).

3.3.6.2. Distribucién de frecuencias

Se realizé un analisis mediante distribucion de frecuencias para las variables cualitativas
presencia de radicula tefiida (PRT), presencia de radicula sin tefiir (PRST), presencia de
hipocétilo tefiido (PHT), presencia de hipocotilo sin tefir (PHST), presencia de epicétilo
tefiido (PET), presencia de epicotilo sin tefiir (PHST), presencia de plumula tefiida (PPT),
presencia de plumula sin tefiir (PPST), tonalidad de patrones de tincion (TPT), y viabilidad
de semillas, viables (V) y no viables (NV).

3.3.6.3. Andélisis parala pérdida de viabilidad

Mediante la hoja de calculo Excel se realiz6 grafico de barras para la pérdida de viabilidad
de la semilla, porcentaje de germinacién y la comparacion viabilidad y germinacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Estructuradel fruto, semillay embrién del copoazu (Theobroma grandiflorum)

En el proceso del trabajo en laboratorio y gabinete se tuvo dificultad en la identificacion de
la estructura de copoazui como tal, es decir, para interpretar la viabilidad de las semillas fue
basicamente primordial. Se comenz6 con la identificacion de la estructura del fruto el cual

se tomo de ejemplo a su similar el cacao.

FRUTO DE Theobroma o
grandiflorum - g R,

1. PERICARPIO O
CASCARA

2. EXOCARPO

3. MESOCARPO

4. ENDOCARPO

5. MUCILAGO O
PULPA

6. PLACENTA

7. FUNICULA

8. SEMILLA

Figura 21. Estructura del fruto de copoazu (Theobroma grandiflorum)
Fuente. Elaboracion propia

Mediante la constante y ardua revision bibliogréafica, basandonos en el trabajo de Venegas,
(2017) y, a través de la germinacién se pudo identificar la anatomia de la semilla (figura 21)
y principalmente del embrion (figura 23). La semilla se encuentra fuertemente unida al
mucilago o pulpa del fruto, el tegumento (testa y tegumen) es de un promedio de 2 mm de
grosor, el conjunto cotiledones-embrién esta cubierta con una membrana muy delgada y
transparente cuyo nombre se, el endospermo se encuentra en esta etapa de la semilla, el
embrién mide de 6,5 a 12 mm se encuentra ubicado en un extremo de la semilla, se
encuentra unida a los cotiledones, quien sirve de reserva las primeras semanas de fase de

germinacion.
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SEMILLA DE
Theobroma
grandiflorum

. TEGUMENTO

. MUCILAGO

. TESTA

. TEGMEN

. HIPOCOTILO

. RAIZ PRINCIPAL

RAIZ

SECUNDARIA

. EMBRION

. ESPERMODERMA
o
INTEGUMENTO
SEMINAL

10.COTILEDONES

NOUAWN=

Figura 22. Estructura de la semilla de copoazl (Theobroma grandiflorum)

La figura 22 demuestra una a una la estructura de la semilla de copoazu comenzando del
tegumento que consta de dos sub capas, tegmen y testa, el teqgumento se encuentra
fuertemente adherida con restos de pulpa o mucilago. Es sistema radicular es la primera en

emerger, posterior a ello comienza el desarrollo del sistema caulinar.

\RIAS

Figura 23. Estructura del embrién de la semilla de copoazu (Theobroma grandiflorum)

En la figura 23 se muestra la estructura del embridon, mismas que dan origen a las diferentes
estructuras de una planta verdadera y completa, cabe recalcar que, a diferencia de su
similar mas cercano que es el cacao que es de germinacion epigea, el copoazu es de
germinacion hipogea, es decir, los cotiledones se quedan en el suelo emergiendo

solamente el eje caulinar.
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Segun Bedoya y Mejia (2003), en su clasificacién de las semillas de copoazu segun el
tamafio, las semillas que se utilizaron en la presente investigacidén pertenecerian al tamafio
mediano presentando un promedio de ancho 2,3 cm y de largo 2,7 cm, a estos datos le

agregamos el peso que en promedio fue de 3,5 g y embrion de 9,4 mm.
4.2. Tincién de las estructuras esenciales del embridn

Dentro de la semilla se encuentran estructuras que dan origen a una nueva planta: el
endospermo, que en la etapa madura de la semilla se encuentra ausente, los cotiledones
se encuentran unidas al embrién y sirven de reserva de nutrientes en las primeras semanas
de vida en la planta, finalmente la parte méas esencial es el eje embrionario ubicado dentro
del embrion, dentro de este eje se encuentran la radicula, hipocotilo, epicotilo y la plumula,
por lo tanto, el resultado de la actividad del TZ en el tejido de estas estructuras es clave al
momento de determinar la viabilidad o no de la semilla.

Cuadro 8. Porcentajes de tincion en radicula, hipocétilo, epicoétilo y plumula

Porcentaje de tincion en partes esenciales del eje

embrionario
TRATAMIENTOS RT (%) HT (%) ET (%) PT (%)
1 35 10 10 0
2 25 15 0 0
3 70 30 20 20
4 95 75 60 65
5 100 90 70 80
6 90 90 85 70
7 60 15 5 0
8 65 15 5 15
9 85 55 45 25
10 75 10 20 15
11 75 30 30 30
12 70 45 30 35
TO 95 86,7 91,7 28
T1 98,3 68,3 68,3 63
T2 100 93,3 95 98

Fuente. Elaboraci6n propia
RT = Radicula tefiida (%)
HT = Hipocétilo tefiido (%)
ET = Epicétilo tefiido (%)
PT = Plumula teiiida (%)

El cuadro 8 demuestra de manera general y en términos de porcentaje la cantidad de

radiculas, hipocaétilos, epicétilo y plumulas tefidas dentro de cada tratamiento.
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Figura 24. Coloracion de partes esenciales del eje embrionario

La figura 24 nos muestra de manera mas clara la cantidad en términos de porcentajes de
las estructuras tefiidas, en todos los tratamientos la estructura con mas coloraciéon fue la
radicula (barra roja) debido a que se encuentra al extremo de la semilla expuesta de manera
directa a la solucién de TZ, como se puede observar en la figura la plumula presenté menos
tincién debido a la ubicacién dentro de la semilla, el cual dependiendo de la concentracion

y tiempo de tincién lleg6 a tefiir de manera variable dentro de cada tratamiento.

Delouche et al. (1971), en su ensayo topografico al tetrazolio en algodén, demuestra 15
reacciones tipicas de coloracion, del 1 al 7 pertenecerian a las viables con el eje embrionario
completamente tefiidas, la Gltima con una minima parte de la radicula no tefiida que vendria
siendo la coleoriza de la raiz sin afectar a la radicula del eje embrionario. En el caso de la
presente investigacion se evalud el eje embrionario de manera que, si una pequefia region
no esta tefiida se incluye dentro de las semillas no viables, puede tener el 100% de radicula,
hipocétilo y epicatilo tefiido con regiones de la plumula sin tefiir, se estaria descartando la

semilla como viable, esto ocurre con cualquier region del eje embrionario.

Por otro lado Lopez y Gil (2017), clasifica sus resultados en 3 categorias; embriones viables
y vigorosas, embriones viables con medio vigor y embriones no viables, en esta Ultima se
encontrarian semillas con eje embrionario, radicula y cotiledones sin tefiir; embriéon con
lesiones o areas muertas del eje embrionario y embriones con mas del 50 % de tejido
muerto. Lépez y Gil (2017) afirma que, regiones o &reas muertas del eje embrionario
estarian dentro de las semillas no viables. La tinciébn del 100 % de las estructuras
mencionadas reflejan la viabilidad de las semillas, esto debido a que se evaluaron respecto

al eje embrionario y no asi con el embriéon como tal.
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4.3. Tejido vivo del eje embrionario (TVEE)

A continuacion, y en base a las anteriores evaluaciones se puede reflejar de manera clara,
general y resumida la significancia e interacciones en cada uno de los tratamientos y

factores aplicados en el disefio experimental, incluyendo los tratamientos extra.

Cuadro 9. Andlisis de varianza para la variable tejido vivo del eje embrionario (TVEE)

F.V. SC GL CM F p-valor
Modelo 389332,9 14 27809,49 35,21 <0,0001 =**
TEST. vs FACT. 227069,25 3 75689,75 95,82 <0,0001 **
TEMP 23900,1 1 23900,1 30,26 <0,0001 **
CONCTR 63863,44 1 63863,44 80,85 <0,0001 **
TEMP*CONCTR 48592,6 1 48592,6 61,52 <0,0001 **
TIEMPO 21457,71 2 10728,85 13,58 <0,0001 **
TEMP*TIEMPO 1065,21 2 532,6 0,67 0,5101 NS
CONCTR*TIEMPO 3214,37 2 1607,19 2,03 0,1321 NS
TEMP*CONCTR*TIEMPO 170,21 2 85,1 0,11 0,8979 NS
Error 319911,82 405 789,91

Total 709244,71 419

CV % 47,83

** P< 0,01= Altamente significativo
NS P> 0 05 = No significativo

El cuadro de andlisis de varianza (cuadro 9) refleja diferencias altamente significativas (**)
con a < 0,01 para tratamientos, temperaturas, concentraciones, interaccion temperatura por
concentracion y tiempo, por otro lado, para la interaccibn temperatura por tiempo,
concentracion por tiempo e interaccién temperatura por concentracion por tiempo, no se
muestra diferencias significativas, sin embargo, al existir o no diferencias altamente
significativas dentro y entre tratamientos el andlisis no indica entre cual tratamientos
especificamente hubo significancia. Con fines aclaratorios se muestra a continuacion la
prueba de rango mdultiple Duncan, mostrando paso a paso el comportamiento de los
tratamientos en comparacion con el resto, asi también las interacciones con los diferentes

factores de variacion.

Cabe mencionar que, si bien el coeficiente de variacion (CV = 47,83) se encuentra fuera del
rango aceptable para laboratorio, esto se debe a que los datos se encuentran muy dispersos

con respecto a la media.
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Cuadro 10. Prueba de rango miultiple Duncan para testigos vs factorial

Tratamientos Promedio Duncan (a =5 %)
T2 96,75 A
TO 84,98 B
Tl 71,67 C
Factorial 39,48 D

El cuadro 10 refleja los resultados de testigos vs los factoriales, se resumen en cuatro
grupos diferenciados donde los testigos reflejaron mejores resultados, el grupo A que
engloba al testigo T2 (0,5 de concentracion de TZ, 30° de temperatura, 24 horas de tincién
y semillas frescas con corte longitudinal) con 96,95 % de tejido vivo del eje embrionario
dentro de las semillas tratadas, seguidamente se encuentra el testigo TO (0,5 de
concentracion de TZ, 30° de temperatura, 24 horas de tincion, semillas almacenadas y corte
longitudinal) representado con la letra B con 84,98 % de tejido vivo, con la letra C se
encuentra el testigo T1 (0,5 de concentracion de TZ, 30° de temperatura, 24 horas de
tincion, almacenadas y doble corte en V) con 71,67 % de tejido vivo, finalmente con la letra
D se encuentran los demas 12 tratamientos (25 y 35° de temperatura, 0,15 y 0,30 % de
concentracion de TZ y tiempos de tincién de 24, 48 y 72 horas) quienes con un promedio
de 39,48 % de tejido vivo del eje embrionario se encuentran muy por debajo de los

resultados obtenidos en los testigos.

T2 TO T Fact

Figura 25. Prueba de rango multiple Duncan para testigos vs factorial de la variable
tejido vivo del eje embrionario (TVEE)

Lépez y Gil (2017) consideran que las semillas frescas de “cacao” estan cubiertas por una
gran cantidad de mucilago, el cual puede afectar adversamente en la germinacién. De igual
manera las semillas de copoazu se encuentran fuertemente adheridas al mucilago a través

del tegumento, por el cual se lo removié de la semilla 'y en los testigos se realizaron cortes.
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Al respecto Pérez (2018), de igual manera disecciond longitudinalmente la semilla previo

analisis en semillas de algodén clasificando sus resultados en tres categorias.

El tema de corte previo se menciona debido a que fue la Unica diferencia de los tratamientos
factoriales con 39,48 % de TVEE (tejido vivo del eje embrionario) quienes fueron sometidos
sin realizar corte en la semilla. Con respecto a los testigos quienes presentaron entre 71,67
y 96,75 % de TVEE estos si se sometieron a cortes longitudinales, de esta manera hubo la

reaccion de la solucién con los tejidos vivos de la semilla.

Cuadro 11. Prueba de rango multiple Duncan para temperaturas

Temperaturas Promedio Duncan (a =5
%)
T2 96,75 A
TO 84,98 B
T1 71,67 C
A 49,46 D
B 29,5 E

Como se puede observar en el cuadro 11, los resultados muestran 5 grupos claramente
diferenciados donde los testigos T2 con la letra A reflejan mayor promedio con 96,75 % de
tejido vivo, seguido del testigo TO con la letra B con 84,98 %, como tercero se encuentra el
testigo T1 con 71,67 %, por debajo de los testigos se encuentran los tratamientos que fueron
sometidos a 25 °C, con la letra D y 49,43 % y finalmente con la letra E se encuentran los

tratamientos cuya T2fue de 35 °C con 29,5 % de tejido vivo.

T2 T0 T A B

Figura 26. Prueba de rango multiple Duncan para el factor temperatura de la variable
tejido vivo del eje embrionario

La figura 26 refleja el resultado obtenido en la variable tejido vivo del eje embrionario con

respecto a temperatura, las barras representadas por diferentes letras indican presencia de
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diferencias en los tratamientos. Al respecto Lopez et al (2018) no mencionan la temperatura
con el cual trabajaron, sin embargo, Amaya y Motta (2007) utilizaron una T2 de 30 °C
obteniendo una viabilidad de 95 + 5 %, resultado similar de la presente investigacion,

tomando resultados del testigo T2 (semillas frescas).

Po otro lado, Delouche et al. (1971) recomiendan someter las semillas a una temperatura
de 40 °C, por un tiempo de 1 a 2 horas, no obstante, en la presente investigacion se tomd
35y 25 °C como temperatura dentro de las factoriales y fuera de los testigos, los resultados
bajo 25 °C fueron mayores que en temperatura de 35 °C quedando como ultimos en el

cuadro.

Cuadro 12. Prueba de rango multiple Duncan para concentraciones

Concentracion Promedio Duncan (a =5 %)
T2 96,75 A
TO 84,98 B
T1 71,67 C
C2 55,79 D
C1 23,17 E

El cuadro 12 representa las medias Duncan para el factor concentracion, estas medias se
distribuyen en 5 grupos muy bien diferenciados, el grupo A representa al testigo T2 con
96,75 % de tejido vivo del eje embrionario, seguido del grupo B el testigo TO con 84,98 %,
el grupo C con 71,67 % de tejido vivo pertenece al testigo T1, los promedios representados
con la letra D pertenecen a los tratamientos cuya concentracion fue de 0,30 % de TZ con
55,79 % de TVEE (tejido vivo del eje embrionario), finalmente con la letra E se encuentran

los tratamientos cuya concentracion fue de 0,15 % con 23.17 % de tejido vivo.

96,75
84,98
71,67
55,79
- 23,17
3y
T2 T0 T ¢©€2 c1

Figura 27. Prueba de rango multiple Duncan para el factor concentracién de la
variable tejido vivo del eje embrionario.
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La figura 27 nos muestra de manera grafica las agrupaciones y promedios en cada uno de
los tratamientos respecto a concentracién dentro de los tejidos vivos del eje embrionario
(TVEE). Amaya y Motta (2007), utilizaron una concentracién de 0,50 % presentando
resultados de 95,00 % de viabilidad, los testigos TO, T1 y T2 fueron sometidos bajo esas
concentraciones de tal manera que muestran mejores resultados, el testigo T2 se compara
con los obtenidos por el autor mencionado. Debemos recalcar que los testigos fueron

sometidos a cortes en la semilla, lo que hace que tenga esos resultados tan favorables.

Sanchez et al (2003) utilizaron TZ al 1,00 % obteniendo un 92,00 % de viabilidad en semillas
de copoazu, la presente investigacion con el testigo T2 estaria superando este resultado,
sin embargo, los demés testigos estarian por debajo, esto se debe a que las semillas no
eran recién cosechadas, pero mediante el preparado de las semillas casi se alcanzaron a
los resultados obtenidos por el autor mencionado. Lépez y Gil (2017) por su lado utilizaron
el TZ al 0,10 %, no obstante, los resultados no fueron claros clasificando las semillas
solamente en 3 categorias, nuestros resultados con 0,30 % de TZ fueron claras al momento
de evaluar, de haberse realizado cortes en la semilla estaria igualandose a los testigos, otro
factor diferente respecto al T2 fue 3 dias de guarda, al igual que la concentracién C2 0,15

% de TZ con tinciones en su mayoria leve.

Cuadro 13. Prueba de rango multiple Duncan para la interaccidén temperatura por concentracion

Temperatura  Concentracion Promedio % Duncan (a=5

%

T2 T2 96,75 A :

TO TO 84,98 B

A c2 80 BC

Tl Tl 71,67 C

B c2 31,58 D

B C1 27,42 DE

A C1 18,92 E

La prueba de medias para la interaccion temperatura por concentracion se ven reflejadas
en el cuadro 13, divididos en 7 grupos bien diferenciados. Encabezando el cuadro se
encuentra el testigo T2 representado por la letra A con 96,75 %, seguido del testigo TO con
84,98% representado por la letra B, curiosamente entre los mejores resultados se ubican
los tratamientos cuyas temperaturas fueron 25 °C y una concentracion de 0,30 % de TZ con

la letra BC y un promedio de 80 % de tejido vivo, a continuacion se encuentra el testigo T1
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con 71,67 % en el grupo C quien se encuentra similar al grupo BC. De manera mas grafica

se puede observar en la figura 28.

96,75 |

T2 TO0O C2 T1 C2 C1

T2 TO A T B B A

Figura 28. Prueba de rango multiple Duncan para la interaccién temperatura
por concentracion

Respecto a temperatura y concentracion Delouche et al. (1971) recomiendan 40°C y
concentracién de 0,50 a 1,00 % de TZ, obteniendo mejores resultados. De igual manera
Suarez et al (2012) mencionan que, concentraciones de 0.10 % y 0.25 % de TZ se logré
coloracién tenue mientras que con concentraciones de 0.50 %, 0.75 y 1.00 % alcanz6 una
tincion de todo el embrion a 40°C. Sin embargo, en la presente investigacion se comprob6
que una temperatura alta (35°C) no deriva en buenos resultados independientemente del

tiempo de tincién, ubicandose en el Ultimo respecto a promedios de tejido vivo.

Una concentracion de 0,50 % de TZ auna T 2de 30 °C genera 6ptimos resultados como lo
mencionan Amaya y Motta (2007), los testigos reflejaron de igual manera, no obstante, una
temperatura de 25 °C y una concentracion de 0,30 % es Optima y se pudo evidenciar en los
resultados. Debemos siempre recalcar que, los testigos estan dentro de los mejores

resultados, debido especialmente al método de preparacion de la semilla.

Cuadro 14. Prueba de rango multiple Duncan para el factor tiempo

TIEMPO Medias Duncan (a =5 %)
T2 96,75 A
TO 84,98 B
T1 71,67 C
Tie3 51,88 D
Tie2 37,62 E
Tiel 28,94 E
Tiel =24 h
Tie2 =48 h

Tie3=72h
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En el cuadro 14 se compara el tiempo dentro de las factoriales con los testigos, en el cuadro
se puede observar que las medias se dividen en 5 grupos; entre los primeros grupos A, B
y C se encuentran los testigos T2, TO y T1, con 96,75 %; 84,98 % y 71,67 %
respectivamente. Seguidamente se encuentra el grupo D, tratamientos cuyos tiempos de
tincién fueron 72 h (Tie3), debido a que la solucién tuvo mas tiempo de reaccionar en el
tejido de la semilla. En el dltimo grupo E se encuentra de manera general los tratamientos

cuyo tiempo de tincién fue de 48 y 24 h, con 37,62 y 28,94 % respectivamente.

Es importante de igual manera mencionar que, el conjunto cotiledones y embrion estan
cubiertos por una membrana muy delgada y transparente que se denomind “integumento
seminal”’ lo cual influy6 de manera considerable en la imbibicion y por ende en la reaccién
del TZ con la semilla. Esta también es la razén por la cual todos los testigos se encuentran
por encima de las factoriales en términos de promedio. En la figura 29 se puede apreciar

de mejor forma los resultados:

T2 TO0 T1 Tie3 Tie2 Tiet

Figura 29. Prueba de rango multiple Duncan para el factor tiempo

Sanchez et al (2003), realizaron la prueba bioquimica por un periodo de 1 hora, sin
embargo, las concentraciones fueron: 0.50 %, 0.75 y 1.00 %, obteniendo 6ptimos resultados
de hasta 74 % de viabilidad, comparado a nuestros resultados, nuestros testigos estarian
incluso por encima de los mismos, los tratamientos con 72 horas de tincién (Tie3) no se
guedaron atrds. Suarez et al (2012), por su lado, no mencionan el tiempo a los cuales fueron

sometidos las semillas dentro de su ensayo.

Amaya y Motta (2007), utilizaron 24 horas obteniendo un 95 % de viabilidad en sus semillas,
nuestros resultados no estan alejadas de este promedio tomando como referencia el testigo
T2 quien estaria en esos parametros, los demas tratamientos si bien no presentan los
mismos resultados se deben a factores ajenos al tiempo como ser: concentracion,

temperatura y método de preparacion de la semilla.
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4.4. Viabilidad

Independientemente del porcentaje de tincion individual de las estructuras, lo que determina
la viabilidad de la semilla es el 100 % del eje embrionario con coloracion. Si bien una semilla
contiene radicula, hipocétilo y epicétilo tefiido y no asi la plimula, la semilla no es viable, lo

mismo ocurre con cualquier estructura no tefida.

Il

Figura 30. Distribucion de frecuencias para la variable viabilidad

En la figura 30 se contabiliza solamente las semillas cuyo eje embrionario se encuentra con
el 100 % de tejido con coloraciéon (viable). Los tratamientos con bajo porcentaje de
concentracion de TZ, y 35 °C se puede observar que no tuvieron buenos resultados,
reflejando viabilidad inferior al 25 % incluso con viabilidad nula. Por otro lado, los
tratamientos bajo 25 °C, 0,30 % de TZ en sus tres diferentes tiempos de tincién tuvieron
resultados, con viabilidad de 50 % (24 horas), 70 % (48 horas) y 65 % (72 horas), con

viabilidad superior a la mitad de las semillas tratadas.

Respecto a los tratamientos extra, el TO si bien tuvo un elevado porcentaje de tejido vivo
hubo regiones sin coloracion, por lo tanto, se considera semilla no viable elevando el
namero de semillas no viables, la barra del T1 nos muestra un 48,3 % de semillas viables,
al igual que el anterior tratamiento hubo pequefias regiones del eje embrionario sin tefiir
dado que se contabilizé6 como no viable. Por ultimo, tenemos la barra del tratamiento T2,

con 92 % de semillas viables, el mejor resultado de toda la investigacion.

Amaya y Motta (2008), encontraron un 95 % * 5 % de viabilidad en semillas de copoazu
recién cosechados, similar a los resultados obtenidos en el presente trabajo con 92 % de

viabilidad en el tratamiento T2 que fueron sometidos bajo las mismas condiciones, en
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cuanto a los demas tratamientos se combinan diferentes concentraciones de TZ, tiempos e
incluso temperaturas de tincion, esta informacién permitird tomar decisiones en el momento
de generar el protocolo de viabilidad en semillas de copoazu mediante el método bioquimico

al tetrazolio o ensayo topogréfico al tetrazolio.

Sin embargo, Sanchez et al. (2003) solo encontraron 34% de viabilidad en semillas de
copoazl, con 1 % de TZ. Este resultado posiblemente se deba a la temperatura, condicién
de la semilla, método de preparaciéon de la semilla y tiempo de tincion, datos que no se
especifican el dicho documento. Estas condiciones son sumamente importantes al
momento de realizar este tipo de ensayos, mejorando su eficiencia y llegando a una

interpretacion mas precisa.

4.5. Tonalidades de patrones de tincion

Figura 31. Distribucion de frecuencias para la variable tonalidad de patrones de tincion
Al= 25 °C de temperatura
Al= 25 °C de temperatura
B1= 0,15 % concentracion de tetrazolio
B2= 0,30 % concentracion de tetrazolio
C1 = 24 horas de tincion
C2 = 48 horas de tincién
C3 =72 horas de tincion
TO= 30 °C, 0,50 % de tetrazolio, 24 horas semillas con corte simple semilla almacenada
T1= 30 °C, 0,50 % de tetrazolio, 24 horas semillas con corte doble y semilla almacenada
T2= 30 °C, 0,30 % de tetrazolio, 24 horas semillas con corte simple semilla fresca

Segun los resultados anteriores, en la figura 31 compararemos las tonalidades en los
tratamientos. En los primeros tratamientos se puede observar mayormente entre
tonalidades leves con barra amarilla (2), medias con barra roja (3) e intensas representadas
por el nimero 4 barra morada, de igual manera los tratamientos extra muestran similares
resultados con tonalidades entre leves, medias e intensas en términos de coloracion, estos

resultados reflejan que, concentraciones de 0,30 % y 0,50 % de TZ muestra similares
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resultados de términos de tonalidades de tincién. Segun Pérez (2018), las evaluaciones
pueden ser confusas al momento de interpretarlas, al igual que concentraciones bajas de

TZ puede no reflejar de manera clara la tincion en los tejidos esenciales de la semilla.
4.6. Categoria

Esta variable se evalué con fines coadyuvar en la elaboracién del mapa topografico de
viabilidad. Dentro de las semillas viables y no viables se encuentran diferentes tinciones las
cuales dificultan la interpretacién en el momento evaluarlas, de esta manera se hizo un

andlisis de distribucion de frecuencias como se muestra a continuacion:

Cuadro 15. Distribucion de frecuencias para la variable categoria

CATEGORIA
Categoria Frecuencia Porcentaje (%)
VIABLE1 80 19
VIABLE2 14 3,3
VIABLE3 21 5
VIABLE4 34 8,1
NO VIABLES 37 8,8
NO VIABLEG6 14 3,3
NO VIABLE?7 23 5,5
NO VIABLES8 79 18,8
NO VIABLE9 16 3,8
NO VIABLE10 6 1,2
NO VIABLE11 39 9,3
NO VIABLE12 57 13,6
Total 420 100

El cuadro 15 representa las 12 categorias que se establecieron mediante la evaluacion,
dentro de las semillas viables 80 semillas que representa al 19 % del total de semillas
tratadas pertenecen a la categoria viablel, 14 semillas 3,30 % a la categoria viable2, 21
semillas 5 % a la categoria viable3 y finalmente con un total de 34 semillas 8,1 %
corresponden a la categoria viable4. Dentro de las semillas no viables las que mas se
encontraron fueron la categoria no viable8 con un total de 79 semillas y 18,80 %, seguido
de la categoria no viable 12 con 57 semillas y 13,60 % de total de semillas tratadas, a esta
le sigue la categoria no viable5 con 37 semillas y 8,80 %, luego la categoria no viable7 con
23 semillas y 5,50 %, las demdas categorias se encontraron en menor porcentaje y

frecuencia.
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Figura 32. Representacion en grafico de la distribucion de frecuencia pertenecientes a las diferentes
categorias

De manera mas clara se pueden observar la frecuencia o cantidad de semillas
pertenecientes a las diferentes categorias en la figura 32. Al respecto Amaya y Motta (2007)
no realizaron una categorizacion de sus resultados, sin embargo, Pérez (2018) al igual que
Lépez y Gil (2017), clasificaron sus resultados en tres categorias; viables y vigorosas,
viables de medio vigor y no viables. Por otro lado, Delouche et al. (1971) clasificaron los
resultados en 15 categorias las primeras 7 pertenecen a semillas germinables y el resto a
semillas no germinables. Las categorias encontradas y diferenciadas dentro de la presente
investigacion estarian similares a la mencionada por Delouche et al (1971), de esta manera

se facilita la interpretacion al momento de evaluar los resultados.
4.7. Método de preparacion de las semillas
4.7.1. Porcentaje de humedad

Uno de los pardmetros de evaluacion en semillas es el contenido de humedad, razon por el
cual se evalud esta variable. Se realiz6 tres pesos de humedad de cinco semillas cada una
y los resultados se reflejan en el cuadro 19:

Cuadro 16. Porcentaje de humedad en semillas de Theobroma grandiflorum

Peso Inicial Peso Final Humedad %

16,62 8,96 46,10
18,45 9,22 49,99
17,67 8,23 53,40

Promedio 49,83 %
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El promedio del porcentaje de humedad refleja 49,83 %, casi la mitad de todo el peso, para
Amaya y Motta (2008), el promedio de humedad fue de 68 £3 % en semillas de copoazu.
Por otro lado, Davila (2008), en su trabajo realizado en el cacao (Theobroma cacao) el
contenido de humedad de la semilla fresca, sin sometimiento a la temperatura de
desecacion es de 43,10%, esta investigacion se realizd con el objetivo de conservar mayor
tiempo las semillas de cacao. Para el presente trabajo no era necesario desecar las semillas
ya que se trata de viabilidad y comparacién con germinacion, no obstante, es necesario
tener conocimiento del porcentaje de humedad con el que se trabaj6. El promedio de
humedad en la presente investigacion es inferior al encontrado por Amaya, sin embargo, se

pudo obtener buenos resultados.
4.7.2. Preparacion de las semillas

Segun la estructura, clasificacion, entre otras caracteristicas, cada semilla cuenta con
diferente método de preparacion previo a ensayos mediante el método bioquimico al
tetrazolio, razén por el cual los tratamientos extra contaron con diferente método de

preparacion respecto a los demas tratamientos.

i““l'!'ga

T1 Tie3 Tie2 Tie1 Tie3 Tie2 Tie1

T2 T0O T €62 C2 C2 C€C1 C1 cC1

Figura 33. Tejido con coloracién (vivo) del eje embrionario

La figura 33 revela el porcentaje de regiones tefidas por el tetrazolio, aunque difiere mucho
del porcentaje de viabilidad, los tratamientos extra reflejan mayores porcentajes de tincion
en regiones del eje embrionario, con 96.75, 84.98 y 71.67 %, se debe aclarar que estos
tratamientos fueron sometidos a cortes longitudinales sin dafiar el embrion, el tratamiento
T1 con doble corte. Por otro lado, los demas tratamientos necesitaron un mayor tiempo de
tincion y concentracion debido a que fueron tratadas sin previo corte, de acuerdo a ello se

fueron reflejando los resultados, en forma descendente de 63,25 hasta llegar a 11,50 %.
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SEMILLA DE COPOAZU CON CUBIERTA REMOVIDA

1. EMBRION
2. ESPERMODERMA O

3. COTILEDONES

Figura 34. Semilla de copoazl con y sin tincion con tegumento removido e integumento visible

En la figura 34 se puede observar de mas cerca la membrana transparente y delgada que
cubre los cotiledones y el embrién “integumento seminal”, por el cual fue dificultoso el
accionar del TZ. Al respecto Valdivia et al. (2018), mencionan que las semillas de esparrago
necesitan de un pre tratamiento de 48 horas en agua para la accién de tetrazolio. En la
presente investigacion no es necesario un previo remojo debido a que las semillas de
copoazl son de tipo recalcitrante tropical, poseen un elevado porcentaje de humedad,

suficientes para reaccionar con el tetrazolio.

Por otro lado, Adam (2007), menciona que el tiempo requerido para una tincién aceptable
depende del tipo, sanidad y vigor de semilla ademas de método de preparacion,
concentracion de solucion y especialmente temperatura, también recomienda en préoximos
trabajos realizar diferentes cortes, de manera que pueda exponerse al embrién y mejorar la

absorcion del tetrazolio.

Asi también Delouche et al. (1971), indican dos métodos de preparacion de la semilla que
son: biseccién y puncién o separacién del extremo en caso de semillas pequefias. Los
mismos afirman que en algunas semillas es necesario remover la cubierta y también otras
membranas para permitir la absorcion del tetrazolio. Lopez y Gil (2017), realizaron este
ensayo en su similar especie (cacao) en el cual no se removié la cubierta, el autor clasifica
las semillas en 3 categorias; viables de alto vigor, viables de bajo vigor y no viables, sin
embargo, las dos ultimas genera una inquietud debido a que, la categoria viable presenta
una region del embridn de color café y otra region sin tefiir, mientras que la categoria no

viable presenta coloracién en gran parte, solo que con menor intensidad.

Bajo estas referencias y tomando en cuenta que las semillas de copoazli poseen una

membrana al igual que en la semilla de café denominada capa de pectina o integumento
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seminal, se vio pertinente acufarle el mismo denominativo “integumento seminal” a la
membrana que cubre al conjunto cotiledones y embrién (figura 34), dicha membrana impide
el rapido accionar del tetrazolio sobre el tejido de la semilla. Debido a estos aspectos se
afirma que, por este motivo los tratamientos cuyas semillas no fueron sometidos a cortes,

mostraron menores porcentajes de coloracion y requirieron mayor tiempo de tincién.

SIN CORTE CORTE SIMPLE CORTE DOBLE

1
v

Figura 35. Reaccion del tejido del embridn al tetrazolio

La Figura 35 refleja el grado de tinciobn y como se menciond en la anterior figura la semilla
posee una cubierta que se la denominé “integumento seminal”, ésta en forma considerable
impide la imbibicién del TZ, como se puede apreciar en la figura, la semilla sin corte tiene
pocas regiones con coloracion, la semilla con corte simple longitudinal pudo reaccionar
eficientemente ante el TZ, finalmente la semilla con doble corte en forma de V también tuvo
buena reaccién al TZ y como se puede observar en la imagen también refleja la viabilidad
de la semilla sin alterar la interpretacion, por ejemplo, la semilla de la parte superior con
doble corte indica no ser viable ya que el eje embrionario se encuentra sin coloracion,

contrario a la semilla que se encuentra debajo (viable) embrién 100% con coloracion.
4.8. Porcentaje de germinacion

La germinacion se realiz6é con fines de coadyuvar con los resultados en la generacion de
una norma técnica de semillas de copoazu. Dentro de la investigacion se trabajé igual con
tres temperaturas; 25, 30 y 35 °C (30 °C para tratamientos extra). En la figura 36 de
germinacion se puede observar en porcentajes la germinacion de las semillas de copoazu

bajo las 3 temperaturas incluyendo a los tratamientos extra (testigos).
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Figura 36. Porcentajes de germinacion bajo diferentes temperaturas

En los resultados de viabilidad en términos de temperatura se pudo observar que, entre 25
y 30 °C se obtuvo mejores resultados, no obstante, en germinacion se tuvo mayor nimero
de semillas germinadas bajo 30 y 35 °C independientemente del estado de la semilla.
Comparando entre 25 y 35 °C en términos de promedio se obtuvo 58 y 65 %
respectivamente, en los tratamientos extra se obtuvo 90 % de germinacién bajo 30 °C, en
este caso considerando que las semillas eran frescas. El limite superior para germinacion
oscila entre 35y 40 °C (Kossmann et al., 2012), lo que confirma que para germinacion en

semillas la temperatura éptima seria a los 35 °C como maximo.

En su trabajo Kossmann et al. (2012), a una temperatura de 30°C obtuvieron en promedio
91,50 % de germinacion y a una temperatura de 25 °C 66,50 % de semillas germinadas
(plantulas normales). Estos resultados se asemejan a la presente investigacion, la
reduccion de semillas germinadas se debe a las condiciones de temperatura a las cuales
fueron sometidas, menores temperaturas conllevan a menor porcentaje de germinacion.
Sanchez et al. (2003), por otro lado, encontraron resultados en germinacion de; 19 % en
invernadero y 83 % in situ a los 19 dias, lo que nos lleva a afirmar que los resultados
obtenidos estarian dentro de ese rango resaltando el tratamiento extra T2 con 90 % de

germinacion.
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PROCESO GERMINATIVO DE LA PLANTULA DE #N\
Theobroma grandiflorum 5

M

csesa

1er dia 4 dias 8 dias 13 dias 21 dias 25 dias 29 dias

Figura 37. Proceso de germinacion de la semilla de copoazl

La germinacion de la semilla como se puede observar en la figura 37, pasados 4 dias de la
siembra empieza a emerger la radicula y el hipocétilo de la semilla, llegando a los 8 dias se
puede observar un hipocoétilo mas elongado, se pude también apreciar las raices
secundarias, 13 dias posterior a su siembra ya se observa una raiz bien desarrollada con
epicotilo visible, a los 21 dias ya cuenta con un epicaétilo casi erecto de aproximadamente 3
cm de altura con las primeras hojas opuestas, a los 25 dias entre 5y 7 cm con las primeras

hojas con mas desarrollo, a los 29 dias sobrepasa los 15 cm de altura.

Segun, Kossmann et al. (2012) en la germinacion de semillas de copoazl se considera 21
dias para la primera evaluacién o conteo y 35 dias para el conteo final considerando sean
plantulas normales. Considerando estos resultados se puede confirmar la primera
evaluacién a los 21 dias, aunque para el conteo final 35 dias se considera mucho tiempo
tomando en cuenta que a los 29 dias sobrepasa los 15 cm de altura. Si bien el vigor de las
semillas son muy diferentes se estima una evaluacion final a los 26 +/- 1 dias posterior a su

siembra.
4.9. Comparacion viabilidad / germinacion

Para poder argumentar en la generacion de una norma técnica para la evaluacion de
semillas de copoazu, es necesario realizar comparaciones de los resultados de viabilidad
mediante el ensayo topogréafico al tetrazolio con los resultados de germinaciéon
convencional. A continuacién, se muestra un cuadro en el cual se reflejan las diferencias

en porcentajes de viabilidad respecto a germinacion.
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Cuadro 17. Comparacién de viabilidad y germinacion de semillas de copoazu

Semillas Temperatura Viabilidad Temperatura Germinacion Diferencia
3 dias 25°C 61,67% 25°C - 35°C 54,70% 6,96%
Recién

cosechadas 30°C 92% 30°C 88,33% 3,67%

3 dias = Las semillas fueron utilizadas pasados 3 dias posterior a su cosecha

El cuadro 17 nos muestra un resumen de resultados del porcentaje de viabilidad de las
semillas, para ello se tomoé los mejores resultados que se presentaron a los 25 °C y para
germinacion se promedio los resultados de ambas temperaturas 25y 35 °C. En el caso de
semillas recién cosechadas que pertenecieron al tratamiento T2, se tomé los resultados
para realizar la comparacion, dando un 92 % de viabilidad a 30 °C y un 88,33 % de

germinacion.

4.9.1. Comparacién porcentaje de viabilidad y porcentaje de germinacion

B Viabilidad []Germinacién

RECIEN COSECHADOS 3 DIAS

Figura 38. Comparacion del % de viabilidad y % de germinacion

Las barras de la figura 38 nos muestra de manera clara la disminucién en términos de
porcentaje de germinacién respecto a viabilidad, esta diferencia en semillas recién
cosechadas es de 3,70 % y en semillas empleadas 3 dias posterior a su cosecha, la

diferencia fue de 6,90 %

Calla (2016), realiz6 el mismo ensayo en semillas de café, obteniendo un 99 % de viabilidad,
86% de germinacion y una diferencia de 13 % lo cual concluye que, de cada 100% de
semilla analizada 99 % seran viables, 86 % germinaran y un 13 % podran ser semillas
anormales, duras o muertas. En el caso nuestro, en semillas analizadas en el laboratorio a
los 3 dias después de su cosecha del 100 % de semillas analizadas 61,67 % serian viables,

54,7 % llegarian a germinar y un 6,90 % no germinaria por diferentes factores. En semillas
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recién cosechadas un 92 % serian viables, 88,33 % llegarian a formar una planta normal y

existiria un 3,7 % de semillas que no llegarian a germinar.

Cuando se evalud las causas de deterioro de las semillas de copoazu se determiné que la
mayor causa fue la baja temperatura, las semillas recalcitrantes no toleran cambios en este
factor. El material biolégico se obtuvo del departamento de Cochabamba (trépico) via
terrestre hasta llegar a La Paz. Las semillas hasta el tercer dia permanecieron en la

mazorca por lo que el porcentaje de humedad se mantuvo relativamente.
4.10. Pérdida de viabilidad de semillas

Para determinar las causas de deterioro y perdida de viabilidad de la semilla de copoazu se
tomaron los resultados del testigo T2 (semillas frescas), tratamientos con mas porcentaje
de viabilidad sometidas a los 3 dias y finalmente se hizo una prueba pasados los 3 dias
posterior a su cosecha.

EVIABLE ©NO VIABLE

FRESCA 3 DIAS 4 DIAS

Figura 39. Pérdida de viabilidad de la semilla de copoazu

En la figura 39 se puede observar la comparacion de semilla fresca con semillas sometidas
a los tres y cuatro dias posterior a su cosecha, la semilla fresca refleja un 92 % de semillas
viables y a medida que van pasando los dias las semillas pese a encontrarse dentro del
fruto manteniendo en cierta forma la humedad, no toleran temperaturas bajas. Las semillas
gue fueron sembradas a los tres dias perdieron aproximadamente 30 % de viabilidad y
alrededor de 36 % a los cuatro dias, lo que se pudo observar en el proceso de la
investigacion es que, el porcentaje de humedad dentro la semilla no varia mucho en las tres

observaciones.
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Segun Hong et al (1996) citado por Amaya y Motta (2008) y Jaimes et al. (2014), las semillas
de tipo recalcitrante son sensibles a temperaturas bajas, estos resultados corroboran
nuestros resultados, la principal causa de la pérdida de viabilidad en semillas de copoazu

es por su recalcitrancia, al no tolerar bajas temperaturas.

Figura 40. Comparacién de una semilla totalmente muerta con
una semilla viable

El resultado de las semillas totalmente muertas y semillas frescas se refleja en la figura 40,
se puede observar que la semilla totalmente muerta no muestra sefiales de coloracion
debido a que no hubo actividad por parte de la solucion de TZ y la otra se puede observar
gue si hubo reaccion por parte del TZ. Estos resultados demuestran lo que los autores
mencionados Yy los resultados de este trabajo sobre la perdida de viabilidad por el tipo de

semilla recalcitrante tropical.
4.11. Mapa topografico de viabilidad de la semilla

Para determinar el mapa de viabilidad mediante los patrones topogréficos de tincion al
tetrazolio se observo cada una de las semillas a detalle y con la ayuda de un estereoscopio,
guedando como resumen 12 patrones de tincion que mas se repetian dentro de los

diferentes tratamientos que dieron origen al siguiente mapa topograéfico:



!
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Figura 41. Mapa topografico de semillas de copoazi mediante los patrones
topograficos de tincion al TZ, areas con coloracion representan a los tejidos vivos, areas blancas
representan a tejidos muertos, los criterios se evaluaron con respecto al eje embrionario
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En la figura 41 la parte superior de la imagen se encuentran los patrones de tincion mas
repetitivos y en la parte inferior de la imagen se encuentran los mismos patrones con fines
aclaratorios de zonas de tincién en las diferentes regiones del embrion, de manera mas

clara se encuentra la imagen en el anexo 1.

Segun Lopez y Gil (2017), las semillas cuyo embrion es rojo carmin son las de alto vigor,
por lo tanto, las semillas pertenecientes a la categoria 1, pertenecerian a semillas viables y
de alto vigor, la categoria 2 a semillas viables y de bajo vigor, segun la baja intensidad de
la coloracion las categorias 3 y 4 de la presente investigacion pertenecen también a semillas
viables de alto vigor debido al color rojo carmin.

Delouche et al. (1971), en su ensayo en semillas de algodén (Gossypium spp.) clasifican
los resultados en 15 categorias, dentro de las viables se encuentran semillas cuyos tejidos
demuestran el 100 % de coloracion no muy intensas, semillas con pequefias regiones de
los cotiledones sin tefiir y semillas con pequefas regiones de la radicula sin tefiir, pero sin

afectar a regiones del eje embrionario.

Por otro lado, Perez (2018) cuyo ensayo también realiz6 en algoddn, divide los resultados
en tres clases; embriones viables y vigorosos, embriones viables con medio vigor y
embriones no viables, esta Ultima hace referencia a embriones con eje embrionario, radicula
y cotiledones sin tefiir embriébn con lesiones a areas muertas del eje embrionario vy
embriones con areas de las del 50 % de tejido muerto. Estos resultados argumentan las
categorias del 5 al 12 de la presente investigacion, quienes representan a semillas no
viables, presentando regiones del eje embrionario aproximadamente del 5 al 100 % sin

coloracion (tejido muerto).

Con las aclaraciones anteriores se especifican las 12 categorias del mapa topografico al

tetrazolio en semillas de copoazu.

1 = VIABLE. Toda la regién del embrién se encuentra completamente tefiido color rojo

carmin.

2 = VIABLE. El embrién colorea uniforme, de un color rojo-rosa menos intensa que la

anterior.

3 =VIABLE. La parte media inferior del embrién no colorea, sin embargo, el eje embrionario

se encuentra completamente coloreado de color rojo carmin
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4 = VIABLE. Los bordes del embrién no se encuentran coloreadas, sin embargo, el eje

embrionario se encuentra completamente coloreado de rojo carmin.
5 =NO VIABLE. Embrién sin colorear (tejido del embridbn completamente muerto).

6 = NO VIABLE. Extremo superior del embrion (radicula) y plamula coloreados, resto del

eje embrionario sin colorear (hipocétilo).

7 = NO VIABLE. Mas de la mitad del embrién coloreado a excepcién de todo el eje

embrionario.

8 = NO VIABLE. Més de la mitad del embrién coloreado a excepcion con parte de la

radicula, resto del eje embrionario sin tefir

9 = NO VIABLE. Region anterior a la radicula sin tefiir, parte esencial del eje embrionario
10 = NO VIABLE. Region anterior a la plamula sin tefir, parte esencial del eje embrionario
11 = NO VIABLE. 50 % del embrién sin coloracion incluidos el eje embrionario.

12 = NO VIABLE. Punta extrema del eje embrionario sin tefiir (plimula).
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4.12. Protocolo de viabilidad mediante el ensayo topogréfico al tetrazolio

A continuacion podemos apreciar en un resimen representado en un protocolo cuya
informacién se extrajo de los mejores resultados, en el cual se muestra los pasos a seguir
para llevar a cabo un ensayo de viabilidad mediante el test al tetrazolio en semillas de

copoazu.

¢/ PROTOCOLO DE VIABILIDAD MEDIANTE LA PRUEBA \ ..  :
| TOPOGRAFICA AL TETRAZOLIO |

™ O REMOCTON DE LA PULPA O
MUSELAGO

0 REMOCION DE LA CUBIERTA

METODODE SEMINAL (TEGUMENTO) DE FORMA

PREPARACION & MANUAL SIN DANAR LA SEMILLA

DE LA SEMILLA 0 DOBLE ENJUAGUE CON AGUA
DESTILADA

O CORTE LONGITUDINAL DELA

.. SEMILLA SIN DANAR EL EMBRION

HUMEDAD { 0 46% - 54%

TEMPERATURA { 025°C

CONCENTRACION { 00,30%TZ

TIEMPO { 0 24 y 48 horas

Figura 42. Protocolo de viabilidad mediante la prueba topogréfica al tetrazolio, en laboratorio del
departamento de La Paz

El protocolo de viabilidad de la figura 42 se realizd en base a los resultados obtenidos en
laboratorio con semillas empleadas 3 dias posterior a la cosecha. En este protocolo se
resume las condiciones en las que se debe adecuar la semilla, temperatura de la camara
de germinacién, acondicionamiento de la semilla, contenido de humedad de la semilla,
concentracion de tetrazolio y tiempo de tincién en términos de horas. Es importante el
acondicionamiento de la semilla sobre todo el corte de la semilla para que los resultados
sean interpretados sin ningun problema, como se evidencié en los resultados, el accionar

de la sal de tetrazolio con el tejido vivo de la semilla es mas efectiva con dichos cortes.

Debemos mencionar que este protocolo es para realizar en condiciones de laboratorio del
departamento de La Paz, algunas semillas son llevadas al laboratorio pese a ser
recalcitrante tropical, sin embargo, se la realiza y ahora contando con un protocolo se lo

hara de inmediato.
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MANUAL SIN DANAR LA SEMILLA

O DOBLE ENJUAGUE CON AGUA
DESTILADA

O CORTE LONGITUDINAL DELA
.. SEMILLA SIN DANAR EL EMBRION
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Figura 43. Protocolo de viabilidad mediante la prueba topogréfica al tetrazolio en lugar de cosecha
(produccion)

Lafigura 43 representa en resumen las indicaciones de condiciones de la

semilla, humedad,

temperatura, concentracion de tetrazolio y tiempo de tincién, a diferencia del anterior

protocolo esta representa a semillas frescas (semillas recién cosechadas) el analisis se

realizo en el lugar de produccion. Las temperaturas del tropico de Cochabamba oscilaban

entre los 25 a 35 °C, se las realiz6 a esa temperatura, el porcentaje o contenido de humedad

en la semilla deberia ser superior a 54 % debido a que pasados tres dias contaria con esa

y un minimo de 46 % de humedad.

Este protocolo es de mayor importancia, de manera que es un procedimiento que el técnico

lo puede realizar en campo, en el lugar de produccién y contando con el mapa topogréfico

podria realizar la evaluacion de manera més rapida, efectiva incluso se podria emitir un

resultado en el menor tiempo posible, ya que en laboratorio via terrestre se demora 1 a 2

dias en el mejor de los casos solo en adquirir la semilla debiendo realizarse el ensayo de

manera inmediata.
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5. CONCLUSIONES

Segun los objetivos planteados y los resultados obtenidos en el presente estudio, nos

permite sustentar las siguientes conclusiones:

e Se establecieron las diferentes temperaturas, concentraciones de tetrazolio y tiempos
de tincién encontrando como Optimos los siguientes: las temperaturas optimas para el
ensayo son de 30 °C y 25 °C, en cuanto a concentraciones los mejores resultados se
presentaron con concentraciones de 0,50 % y 0,30 % de TZ, finalmente en términos de
tiempos, dependiendo el método de preparacion de la semilla, temperatura y
concentracion fueron factores muy influyentes en los resultados, sin embargo, el analisis
reflej6 24 horas para concentracion 0,50 %; 72, 48 y 24 horas para concentracion de
0,30 % mostrando mayor porcentaje de actividad en mayor tiempo

e EIl método de preparacién de la semilla se resume en; despulpado de la semilla
eliminando la mayor cantidad de mucilago posible, remocién del tegumento o cubierta
seminal, doble enjuague en agua destilada, corte longitudinal a un costado de la semilla
sin dafar el embrién, finalmente la introduccién de las semillas en la solucién de

tetrazolio.

e Lacausa de deterioro en semillas de copoazu practicamente fue por la recalcitrancia, la
semilla dentro de la mazorca relativamente conserva su humedad, sin embargo, la baja

temperatura ocasiona la pérdida de viabilidad.

e Se elabor6 un mapa topografico de viabilidad de semillas de copoazu, resumiendo en
12 categorias, con patrones de tincibn que mas se repetian dentro del ensayo. Las
categorias del 1 al 4 corresponden a semillas viables y categorias del 5 al 12

representan a semillas no viables.

e Se elaboraron dos protocolos de viabilidad por el método bioquimico al tetrazolio, este
resultado resume las condiciones en las que se debe realizar el ensayo. Este protocolo
se realiz6 tanto para laboratorio, tomando en cuenta las condiciones y la demora en la
adquisicion del material genético como para campo, en este sentido sera de mayor
aporte en el analisis de certificacion y fiscalizacion de semillas de copoazu (Theobroma
grandiflorum). que pasara a ser parte de una futura norma general o especifica en este

cultivo.
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6. RECOMENDACIONES

En base a los objetivos, resultados y conclusiones del presente trabajo, se pueden formular

las siguientes recomendaciones:

e En primer lugar, se recomienda siempre realizar el tratamiento previo, con remocion de
la pulpa o mucilago, remocion de la cubierta seminal manual sin dafar la semilla,
realizar un doble enjuague con agua destilada, finalmente realizar el corte longitudinal
sin dafar el embrion. Utilizar una concentracion de 0,30 %, temperatura de 25 °C por
un lapso de 24 horas, de preferencia que no baje de 46 % de humedad ya que fue la

minima que se registré

e Para una evaluacién en campo se recomienda de igual manera el mismo tratamiento
previo de la semilla, en este caso la concentracion que se recomienda es de 0,50 % de
TZ, a una temperatura ambiente del lugar de produccién que generalmente oscila entre
25 a 30 °C, por un lapso de 24 horas incluso podria ser menor el tiempo. En el caso de
semillas frescas la humedad no deberia ser menor a 54 % debido a que presentan

mayor humedad de una que se lleva a laboratorio.

e Se recomienda probar concentraciones inferiores a 0,50 % de TZ con semillas
previamente tratadas como se mostro en los resultados, esto con fines de comprobar la
eficacia de la solucién con los tejidos del embrion de la semilla, bajo diferentes

condiciones a las estudiadas.

e También se recomienda realizar diferentes pruebas de humedad en las semillas, de
manera que se pueda determinar cuantos dias puede durar la semilla dentro y fuera de
la mazorca, realizando controles de cantidad de humedad perdida por cada dia,

almacenado.

e Asi también se recomienda realizar pruebas de temperaturas, para determinar la
temperatura en la cual se pueda almacenar la semilla el mayor tiempo posible, o en su
defecto determinar temperaturas maximas y minimas en las cuales se puede mantener

por mayor tiempo.
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Se recomienda también realizar estudios de costos del analisis mediante este método,
de manera que esté disponible ante la necesidad del productor con fines de realizar

analisis de calidad del material genético con la que cuentan.

Este trabajo esta disponible a ajustes, por lo tanto, se recomienda optimizar el protocolo
de acuerdo a diferentes condiciones diferentes que se pueden presentar, temperaturas

diferentes, mejor acceso del material genético, entre otras.
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Anexo 1. Mapa topogréafico de viabilidad en semillas de copoazu
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Anexo 3. Prueba de tetrazolio en cacao (Theobroma cacao)

Fig. 2. Viabilidad de semillas de T cacao, utilizando el reactivo 2, 3 5-trifeniltetrazolio. De acuerdo al grado de tincion
del embridn, se observa: una semilla viable y de alto vigor (izquierda), una semilla viable de bajo vigor (derecha) y
una semilla no viable (centro).



