Conservacién de las Semillas del Cacao (Theobroma cacao }

ABSTRACYT

This study was undertaken at the Rosario lzapa Experi-
mental Site in the State of Chiapas (Mexico), with the aim
of proving the capacity of polythylene glycol (PEG) in con-
serving the viability of cocoa seeds, and 1o verify whether the
presence of pod pieces, pulp juice or chareoal can be used to
delay seed germination. The first part of the study was ear-
ried out in Petri dishes with 10 seeds per dish of the RIM-117
cione, using PEG (with molecular weights of 300, 1500,
3 000, 4 000 and 6 O00) in addition to thiram or cholorota-
lonil. Later, groups of 100 seeds in polythylene bags were
used with pod pieces, pulp juice and charcoal, After one
month's storage at 28°C, the percentage germination was
evaluated by seeding on sterife soil. Charcosd was shown fo
be the best conscrvation material (729%) in groups of 100
secds: nonetheless, the percentage germination rate decreased
in proportion to an increase in the number of sceds per bag,
Storage in an acqueous solution in Petri dishes with PEG-3 000
+ thiram conserved 97.5% of seeds without husk. However,
this method did not work with polythylene bags with 100
seeds, The incorporation of pod pieces and pulp juice does
not preserve viability.

INTRODUCCION

n México, el cacao se siembra en los estados de
_Tabasco {42000 ha) v Chiapas (32 182 ha).
Una dificultad importante, al tratar de transpor-
[d!‘ semillas a regiones alejadas de lus zonas producto-
ras, es la conservacion de la viabilidad ya que ésta se
pierde en menos de una semana

El Campo Experimental Rosario Izapa, tocalizado
en el estado de Chiapas, produce y distribuye semilla
hibrids mejorada de cacao la cual se siembra tanto en
las zonas productoras del estado, como en otras zonas
de Oaxaca y Veracruz. Tradicionalmente, la semiila se
hz transportado en mazorca; sin embargo, este trasla-
do resulta oneroso por €l peso y el volumen, la semi-
Ha tiene un periodo corto de viabilidad vy el acarreo
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COMPENDIG

Este trabajo se realizd en el Campo Experimental Rosario
{zapa en el estado de Chiapas, con el proposito de probar la
capacidad del polietilen glicol (PEG) en la conservacion de la
viabilidad de las semillas de eacao y también, si la presencia
de trozos de mazoreas, jugo de pulpa o carbdn pueden ser
usados para retardar In germinacion. La primera parte del es-
tudio se realizd en cajas de Petri, con 10 semillas del clon
RIM-117 usando PEG (con peso molecular 300, 1500,
3000, 4000 y 6 000) mas thiram o cloratalonil, Posterior-
mente, se utilizaron lotes de 100 semillas en bolsas de polieti-
leno con trozos de mazorca, jugo de pulpa y carbon vegetal,
Al término de un mes de almacenamiento a 28°C, se evalud
el porcentaje de germinacion por siembra directa de las semi-
Nas en tierra estéril, Ef carbon vegetal resultd ser el mejor ma-
tevial conservante {72%) en lotes de 100 semillas; sin embar-
go, o medida que aumentd el ndmero de semillas en la bolsa,
disminuyd el porcentaje de germinacion, El abmacenamiento
en Caj:l‘i de Petri, en medio acuoso, con PEG-3 Q00 + thiram,
conservo el 97, 5% de semillas sin cut:cu!n sin embargo, este
método no dio resultado al utilizarse en bolsa de polietileno
con 100 semillas. La incorporacidén de trozos de mazorca y
jugo de mucilago no permite preservar la viabilidad.,

facilita fa diseminacion de enfermedades. En vista de
que este Campo Experimental también realiza viajes
de recoleccién de germoplasma, el transporte en ma-
zorca presenta una dificultad mds porque obliga a Ii-
mitar la duracidn de los viajes al periodo de tiempo
que permite la viabiljidad de la semiila.

Investigaciones prefiminares hechas en este Campo
permitieron confirmar la necesidad de usar tempera-
turas cercanas a los 20° para mantener la viabilidad de
fa semilla. Dadas las condiciones climdticas en las re-
giones preductoras de cacao el uso de temperaturas
controladas implica costos elevados por adquisicién
de equipo v dificuitades de manejo y transporte. De-
bido a ello, esta investigacion se enfocd hacia fa bus-
queda de condiciones pricticas de almacenamiento
a temperstura ambiente que permitieran conservar, al
menos un 70% de germinacion durante un mes

Mumford y Brett (5}, usando polietilen glicol
6000, en tres concentraciones, a 25°Cy trabajando
de manera casi estéril, sin fungicida, lograron conser-
var !z viabilidad de 100% de las semillas, durante 25
sermanas. Estos mismos autores sugirieron el uso de
thiram para evitar la rigurosidad del trabajo aséptico.
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El carbon vegetal fue usado con éxito, como con-
servante, por Evans (1), quien colocd semilias perfo-
radas en un recipiente con carbén y conservd el
70% de viabilidad duranie 13 semanas

REVISION DE LITERATURA

La conservacidn de semillas de cacao a temperatu-
ra ambiente presenta probiemas, ya que el cacao es
una semillz recalcitrante que trata de germinar inme-
diatamente después de ser cosechada. En una etapa
anterior de este trabajo, se logrd conservar el 75% de
semillas a 20°C durante un mes vy el 50% a 28°C al
mezclar éstas con cascabillo, en presencia de thiram
en bolsa de polietileno (6)

La presencia de inhibidores naturales de germina-
cion en el fruto de cacao, ya ha sido estudiada Suter,
citado por Forsyth y Quesnel {2), enconird que existe
urz inhibidor veldtil de germinzcion en la pulpa de ca-
cao el cual permite que ef 25% de sernillas no peladas,
en una caja de Pet:i, sca suficiente para retardar al
menos seis dias la germinacion del 73% restante de se-
millas peladas. Por su parte, Holden (3), encontrd que
fa mazorca de cacao contiene un inhibidor de germi-
nacion. Mumford v Brett (3). con base en estos resul-
tados, usaron extractos de mazorca para crear condi-
ciones de conservacion similares & las que rodean a la
semilla recién cosechada; sin embargo, no pudieron
consatvar las semillas viables por mucho tiempo

King y Roberts (4), usaron polietilen glicol {(PEG)
6 000 en solucidn acuosa para conservar la viahilidad
de Ia semillz de cacac Como polietilen glicol o plura-
col, se conoce una gama de polimeros liquidos v sdli-
dos con férmula general H (OCH,; — Cll,) OH que
son solubles en agua y de uso muy variado en Jz in-
dustria. Elos hicieron pruebas con dos temperaturas
y ires concentraciones diferentes de PEG 6 000, con
fungizone. QObtuvieron 6 6% al cabo de 24 diss de
conservacién a 20°C y 47% a 15°C después de un
mes; sin embargo, manifestaron que probablemente
se mejorarian estos resultados con el uso de otro fun-
gicida.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd entre junio de 1986
y julio de 1987, en las instalaciones del Campo Expe-
rimentai Rosario fzapa, en donde se presenta una
temperatura media anual de 28 8°C y una precipita-
cion de 3 500 a 4 000 mm por afio

Materizles

Como material biologico, se usaron semitlas fres-
cas, pulpa y restos de mazorca del clon RIM-117. Se

usd polietilen glicol (PEG), fabricado comercialmente
como piuracol, con pesos moleculares de 300, 500,
3000, 4000 y 6000, El carbdn vegetal se adquirid
en el mercado local ¥ para utilizarlo, se trituré en un
molino de nixiamal hasta obtener un polve fino que
se secod al horno durante dos horasa 70°C.

Disefio experimental

Se establecieron dos series de experimentos, en la
siguiente forma: la primera serie comprendid un total
de 21 tratamientos con cuatro repeticiones, bajo un
disefio totalmente al azar. En este caso, para formar
cada repeticion, se colocaron 10 almendras de cacao
{con mucilago, sin mucilago o sir cuticula), en una
caja de Petri (400 g/1) mds fungicida (Clorotalonil | 3
g/l o thiram 2.5 gfl} (Cuadro 1). El tratamiento sin
fungicida (“estéril™) se prepard manipulando las al-
mendras de las mazorcas en forma rigurosamente
aséptica (a la flama) y mezclindolas con la solucién
de PEG esterilizada por filtracion en filtro Millipore
de 0 3 micras

El periodo de almacenamiento, a la oscuridad y
temperatura ambiental (28”C) fue de un mes

la segunda serie comprendid nueve tratamientos
con cuatro repeticiones, también bajo un disetto com-
pletamente al azar En este caso, se colocaron 100 se-
millas de cacao mezeladas con partes del fruto mds
fungicida en bolsa de polietileno (Cuadro 4).

Como testigo se usé el método propuesto por
Sénchez y Jiménez (6), el cual consiste en guardar, a
temperatura ambiente, lotes de 100 semillas sin muci-
lago, con 30 g de cascabillo seco de café mds 80 mi de
nitrazdn (2,25 gfi), en bolsas de polietileno.

Posteriormente a estos experimentos, se efectud
un ensayo con el mejor conservante (carbén vegetal)
para evaluar su eficiencia, utilizando cantidades de
100, 300, 500 y 700 semillas en bolsas de polietileno,
durante un mes de almacenamiento.

El porcentaje de germinacion de los diferentes tra-
tamientos se calculd de la siguiente manera: para la
primera serie de experimentos se sembraron las 10 se-
millas de cada repeticidn y para la segunda serie, se
sembraron cuatro muestras de 10 almendras en tie-
rra estéril (solucidn 4:2 de etanol 90% mds formol
30%); 15 dias después de la siembra, se observd el
ntmerc de plantas que habian crecido,
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RESULTADOS Y DISCUSION

L:n el Cuadro | se presenta el porcentaje medio de
germinacion de las almendras que fueron almacena-
das, durante un mes, en una caja de Petri, en presen-
cia de diferentes pesos moleculares de PEG. Se obser-
va que, al final del periodo de almacenamiento. el me-
jor tratamiento, segun la prueba de Tukey (P =005)
fus PEG 3 000 estérii que obtuvo el 97 5% de almen-
dras viables sin cutieula, seguide por el PEG 3 000
thiram con almendra sin cutycula (90%)

El uso de fungicida (thiram) es un factor indispen-
sable, desde el puntio de vista fitosanitario, ya que re-
dujo la proliferacion de hongos que dafian la semilla v
reduce su viabilidad. El clorotsionil, ademds de inhi-
bir el desarrollo de hongos, probablemente inhibié Ia
germinacion de las semillas ya que observé un menor
porcentaje de germinacion para diferentes condicio-
nes de almendra y diferentes pesos moleculares de
PLEG, con respecto al thivam Bl andlisis estadistico de
parcelas divididas entre el efecto fungicida (parcela
grande y el PEG/parcela chica) sobie la almendra sin
cuticula, reveid que existen diferencias estadisticas
causaies por el uso de fungicida La comparacion de la
media de los valores de germinacidn con este andlisis
seflala diferencias sltamente significativas en favor del
thiram (Cuadro 2).

Cuadro [, Porcentaje de germinacion de semillas de cacao
después de un mes de almacenamiento on presen-
cia de palietilen glicol en eaja de Petri.

No, Descripcion del tratamiento e de germinacion
Semillas PLEGH*

1 Sin cuticula 3000 Y75 a

2 Sin cuticula 3000 ¢ G0 0 ab

3 Sin cuticula 4000t 850 be

4 Sin cuticula 6000t 818 bed

5 Sin cuticula 1500t 8OO bede

6 Sinmucilage 6000 1 77 5 bedel

7 Sinmucilage 4000t 625 cdefy

8 Sinmucilage 3000t 57.5 delgh

§ Con mucflage 3060t 50.0 tfghi
10 Sin cuticula 15601 47.5 ghij
11 Sin mucilago 1 500 ¢ 425 ghijk
12 Sin cuticula 4000 ¢ 4030 phijkl
13 Sin cuticula 3000¢ 4.0 ghijklm
14 Sin mucilago 6 000¢ 440 ghijklmn
15 Con muctlaga 4000 1 175 kimni
16 Con mucilago 13001t 125 kimnioe
17 Con mucilsgo 306t 0
18 Sin cuticula 300 4 ]
{9 Sin cuticuln e 0
20 Sin euticuln 3001 0 X=3835
21 Conmucilige 6000 ¢ 0CV.=17.2%

¥ o= Esdril o= Cloretalonil  t = thiram

En lo que se refiere a los dierentes tipos de PEG
utilizado, hubo diferencias notables entre los pesos
moleculares de 300 y 1500, con respecto a los de
3000, 4 000 y 6 000 pero no entre éstos. La explica-
cién de ello puede encontrarse en funcidén de la pre-
sién osmotica ejercida, la cual, para una concentra-
cion dada, es mayor cuando aumenta el peso molecu-
far.

La almendra sin cuticula, se conserva mejor que
cuando ésta no se desprende (Cuadro 3} Esto quizds
se debe a que la pelicula protectora delgada de PEG
que se forma sobre la semilla Como lo interpretan
Mumford v Brest {5}, esa pelicula permite solamente
un minime intercambio de oxigeno y mantiene la
presion osmdtica adecuada para lograr un balance de
agua entre absorcidn y deshidratacion de la semilla;
esto no ocurre de la misma forma en la almendra con
muciiago. Probablemente, aunque permeable, la cuti-
cula representa una barrera mds que interfiere en el
intercambio gaseoso y disminuye la sccion osmotica
del PEG.

Los resultados medios de la germinacidn, en el en-
sayo de conservacion de la semilla de cacao en presen-
cia de partes del fruto de cacao y de carbdn vegetal en
bolsas de polietileno, se presentzn en el Cuadro 4
Puede chservarse que el carbdn vegetal resulto ser el
mejor tratamiento para conservar las semillas en estas
condiciones, superando aun al testigo cascabillo de
café + thiram, sin mucilago. El carbdn vegetal, como
conservantte, presenta la propiedad de absorcion de
ciertas sustancias liquidas o gaseosas, como agus y
oxigeno Posiblemente, esto explique que dicho con-
servante haya permitido conservar mejor fa viabilidad
de las semilias.

Ningun tratamiento de esta serie fue capaz de con-
servar la viabilidad de fas almendras de todo e} lote
por un mes, adn cuando se usd fungicida para el con-
tro} de hongos. La incorporacidon de poiietilen glicol
en soiucién acuosa a lotes de 100 almendras en bolsas
de polietileno, no dio buenos resultados, segun jos ex-
perimentos en caja de Petri (0% de germinacion). Es
pasible que, al conservar cantidades mayores de 10 al-
mendras en solucion acuosa de PEG, la accidn osmd-
tica de éste persista, pero, el intercambio gaseoso se
dificulta en el centro del iote almacenado y por lo
tanto, las semillas mueren por asfixia. Este hecho se
comprobd, en cierta forma, al repetir el experimento
de caja de Petri + PEG — 3 000 — thiram, pero. invir-
tiendo la posicién de la caja de Petri {con la tapa ha-
cia abajo}. In este caso, se obtuvo 0% de germinacion
seguramente porgue la posicion de la caja y de la solu-
cién sobre las almendras dificulto el intercambio ga-
SCOS0
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TRATAMIENTOS
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Fig. 1 Efecto de la cantidad de almendras de cacuo
Theobroma cacao L, sobre su germinacion, al con-
servarlas en carbon vegetal, en bolsa de polictileno

Al usar trozos de mazorca y jugo de mucilago no
se obtuvieron buenocs resultados; es probable que es-
tos elementos, que en el fruto sano funcionan como
inhibidores de la germinacion, sean eficaces aln en
presencia de aire; sin embargo, la semilla no es capaz
de soportar por largos periodos esta inhibicidn sin
realizar actividades metabdlicas adversas (5).

En lz Fig | se muestra la evaluacién media de la
pérdida de poder germinativo de lotes de diferentes
cantidades de almendras de cacao, tratadas con car-
bén vegetal por un mes. En ella se observa que es po-
sible conservar, durante 10 dias, el 100% de germina-
cidn alun en lotes de 700 almendras; sin embargo, a
partir de un tiempo de almacenamiento, la viabilidad

Cugdro 2. Efecto del fungicida y del polistilen glicol sobre
la germinacion de semillas de cacao sin cuticuls
(datos transformados por Arc Sen %).

PEG

Fuente de variacion 3 000 4 000 6 000 X

Thiram 716 675 657 675DSM&Sais%h
Clorotalonil 396 392 391 391
X PLEG 554 333 424

DSM 5 45 a1 5%

disminuyo en todos los lotes y la pérdida de la misma
es mds rdpida a medida que aumenta la cantidad de al-
mendras en el lote. Asi, mieniras que en un lote de
700 almendras, al cabo de un mes de almacenamien-
to, se conserva viable el 6% de las almendras, en bol-
sas con 100 se puede conservar el 70%. El sumento
de} contenido de oxigeno en la atmosfera circundan-
te, en muchos casos, estimula la germinacidn de Ia se-
milla intacia; en este caso, al aumentar el volumen de
almendras almacenadas se disminuye el contacto de
éstas con el oxigeno y por lo tanto, se Himita la respi-
racién en el centio dellote Por otra parte, la semilla,
al continuar respirando, agotzrd el oxigeno disponi-
ble, desprenderd bidxido de carbono y calor, lo cual
es un factor limitante de la viabilidad de la semilla.

CONCLUSIONES

t. El almacenamiento de almendras de cacao, en caja
de Petri, a temperatura ambiente, conserva un
97 3% de germinacién al utilizarlas sin cuticula, en
presencia de thiram y de polietilen glicol 3 004,
después de un mes En bolsa de polietilenc, este
efecto no persistid

[

£l carbén vegetal permite mantener el 71 75% de
la germinacion de lotes de 100 almendras, en bolsa
de polietileno, durante un mes de almacenamiento,
a temperatura ambiente.

3. Aparentemente, el almacenamiento de almendras
viables de cacao estd fuertemente supeditado a un
intercambio minimo gaseosc, por lo que lotes ma-
yores de 100 almendyras, en presenciz de carbdn ve-
getal, pierden pronto su viabilidad

4 El uso de trozos de mazorca v jugo de mucilago
como conservantes, no es adecuado para prolongar
el periodo de almacenamiento de las almendras de
cacao

Cuadro 3. Efecto del polietilen  ghicol y las condiciones de
la semilla de cacao sobre su germinacion (datos
transformados por Arc Sen %),

Peso molecular PEG

Condiciones 300 1500 3000 40006000 X
de 1a semilla

Sin cuticula & 435 7.6 675 657 496

Con mmucilage 0 406 45 ¥5 0 22
DSM 9 4 al 57%

X 0 42 $83 48 8.8

DSM 3 8al 5%
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Cuadro 4. Porceataje de germinacion de semilias de cacno,
en presencia de partes del {ruto o carbdn vegetal,
a un mes de almacenamiento, en bolsas de polie-
tileno.
1. Sin mucilago, carbon vegetal 71752
2 Sin mucilago, thiram-cascabille {1} 41 BT b
3 Sin mucilago. trozos de mazorcd-cascabilio 5ai¢
4. Sin mucilago. trozos de mazorca-clorotalosil
cascabilio 375¢d
3 Sin mucilage, trozos mazorca-clorotalonil
caseabilio 33 d
6 Jupoe de mucilago - cascabiile 0 e
7 Juge de mucilego - clorotalonil -
cascabillo 0 e
8. Sin mucilago, PEG 3 900 thiram -
caseabillo 6 e
9 Sin cuticula, PEG 3 000 thiram 0 e
CV.=i6%
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