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RESUMEN

En este estudio se trabajoé con semillas de
Physalis peruviana L., obtenidas a partir de fru-
tos maduros de polinizacién libre, provenien-
tes de 10 accesiones utilizadas en el programa
de mejoramiento genético desarrollado por el
grupo de Mejoramiento de Frutales Andinos
y Tropicales (COLCIENCIAS). El objetivo fue
comparar el método de extracciéon de semillas
tradicional (por fermentacién de pulpa con las
semillas) con el método de extraccién directa,
en cuanto a su efecto en la viabilidad de las se-
millas y presencia de patégenos una vez estas
son almacenadas bajo condiciones de labora-
torio. Para evaluar la viabilidad se utilizd un mé-
todo directo (prueba de germinacién) y un mé-
todo indirecto (prueba con tetrazolio) y para el
almacenamiento se evalud la presencia de pa-
tébgenos en la semilla. Con esta investigacion
se logré adaptar el protocolo de la prueba con
tetrazolio para uchuva. Los resultados de las
pruebas de germinacién encontrados permiten
establecer que el porcentaje de semillas que
emergen conforme las semillas envejecen y los
resultados de la prueba de tetrazolio muestran
que casi todas las semillas se mantienen viables
en todas las evaluaciones; lo cual permite con-
cluir que posiblemente las semillas de uchuva
entran en periodo de latencia o de pérdida de
vigor; no se observé la presencia de patégenos
en ninguna de las evaluaciones, ni en los cuatro
meses posteriores a la realizacion de estas. No
se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos, por esta razén se recomienda
la implementacién de la extraccidn directa ya
que resulta ser un método mas sencillo y répido
que el de fermentacién de los frutos de uchuva.

Palabras clave: Physalis peruviana L., germi-
nacion, tetrazolio, almacenamiento de semillas,
mejoramiento genético

ABSTRACT

In this research we use Physalis peruviana L.
seeds obtained from mature open pollination
fruits, originated from 10 accessions used in the
plant breeding program supported by the Re-
search Group of Plant Breeding in Andean and
Tropical Fruits Trees (COLCIENCIAS). This re-
search was carried out to compare the tradition-
al method for seed extraction (by fruit fermen-
tation) with the direct method, in its effect on
the seeds viability and presence of pathogens
once these are stored under laboratory condi-
tions. In order to evaluate the viability a direct
method (test of germination) and an indirect
method (test with tetrazolium) was used. For
the storage, the presence of pathogens in the
seed was evaluated. During this research, we
adapted the tetrazolium test protocol for cape
gooseberry. The test of germination allow to
establish that the emerge seeds percentage is
smaller trough the time and the tetrazolium test
shows that almost all the seeds stay viable in all
the evaluations; which allows us conclude that
it is possible to say that cape gooseberry seeds
could be in a latency period or lose the vigor. In
addition not pathogens were observed in any
of the evaluations, and neither during the four
later months of storage. There were not signifi-
cant differences between the treatments, there-
fore the implementation of the direct extraction
is recommended since it turns out to be a sim-
pler and fast method than the one of fermenta-
tion of the cape gooseberry fruits.
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Key words: Physalis peruviana L., germi-
nation, tetrazolium, storage of seeds, plant
breeding.

INTRODUCCION

En la actualidad, Colombia es el mayor
productor y exportador de uchuva del mundo,
debido a la exquisita calidad de los frutos; es-
to le ha permitido ubicase por encima de Sud-
africa, Kenia, Zimbabwe y varios paises ameri-
canos que también son productores de la fruta
(Alvarado et al. 2004).

La uchuva pertenece al grupo de las fru-
tas tropicales y goza de un alto posiciona-
miento, caracterizado por el consumo elitista
y la distribucion en puntos de venta de frutas
exdticas exclusivas, en hoteles y restaurantes.
Comparando a la uchuva sudafricana y euro-
pea, la cultivada en Colombia es méas dulce,
de tamafio més grande y color atractivo, lo
que representa una oportunidad de promo-
cién y diferenciacion para el producto colom-
biano (Ciro et al, 2007).

En Colombia los estudios de propagacién
con respecto a esta planta son poco conoci-
dos; P. peruviana se propaga de manera se-
xual por semilla genética y asexualmente. Se-
gun Garcia (2003), la forma de propagacién
mas utilizada es la asexual, la cual involucra
diferentes métodos y partes de la planta, sien-
do la més importante la propagacion por es-
quejes; por otro lado Lépez y colaboradores
(2008) manifiestan que la reproduccién por se-
milla sexual presenta buenos porcentajes de
germinacién (85-90%); sin embargo, las plan-
tas propagadas por este método varian en
crecimiento, vigor, rendimiento y calidad del

fruto. Los frutos que se emplean para la ex-
traccidon de semillas, deben ser de buen tama-
fio y completamente maduros; cosechados de
plantas sanas, vigorosas y en plena produc-
cién (Almanza, 2000).

Las semillas presentan el mas alto nivel
de calidad al momento de la madurez fisio-
l6gica, sin embargo, esa calidad declina gra-
dualmente como consecuencia del proceso
de envejecimiento, el cual acarrea una serie
de transformaciones degenerativas de ori-
gen bioquimico, fisioldgico y fisicos que estéan
asociados a la pérdida del vigor (Garcia et al,
1993). Algunos de los efectos deletéreos estan
asociados con dafos en la membrana, cam-
bios en los niveles de acidos nucleicos y pro-
teinas. La peroxidacion de acidos grasos insa-
turados es la principal razén de pérdida de la
viabilidad de la semilla, debido a la reducciéon
de antioxidantes (Rao et al, 2006).

El progreso del deterioro depende del am-
biente en que se almacenen las semillas y aun-
que es inevitable parar las tasas de envejeci-
miento, es posible reducir su ritmo dotando a
la semilla de un ambiente adecuado de alma-
cenamiento (Nichols y Bruce, 1999).

La viabilidad de una semilla se considerada
como el periodo de tiempo en el cual una se-
milla puede dar origen a una nueva planta con
las caracteristicas de la planta madre (Muasya
et al, 2002).

Existen diversas técnicas para la determi-
nacién de la viabilidad de una semilla, estas
son de tipo directo e indirecto. La de tipo di-
recto mas usual, es la prueba de germinacién;,
de acuerdo con las normas internacionales de
la ISTA (International Seed Testing Associa-
tions) en un ensayo de laboratorio se entiende
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por germinacién “la emergencia y desarro-
llo a partir del embrién de una planta normal,
bajo condiciones favorables en el suelo” Sin
embargo hay autores que consideran que es
suficiente con la aparicién de la radicula para
considerar la semilla como germinada (Durén
y Hierro, 1993; Correa, 2002).

Entre las pruebas de tipo indirecto, estén
los métodos bioquimicos (basados en tincio-
nes indicativas de vitalidad, producto de la ac-
tividad enzimatica), métodos fisicos y por ulti-
mo métodos quimicos (Hoyos et al, 2008). Los
ensayos bioquimicos para estimar la viabilidad
de semillas se basan en la utilizacion de sal de
tetrazolio o TZ (2, 3, 5 — trifenil cloreto de te-
trazélio), que muestra la presencia de los pro-
cesos de oxidacién- reduccién y ha sido bien
establecido que el desarrollo de color rojo no
difusivo, en el tejido es el resultado de la re-
duccién del reactivo por la accidon enzimatica
(Anes et al. 2007).

Las enzimas deshidrogenasas estan rela-
cionadas con la actividad respiratoria de los
sistemas bioldgicos; durante el proceso respi-
ratorio se producen intermediarios que sirven
como sustrato a las enzimas. La solucién de
TZ penetra en los tejidos de la semillay en los
procesos de reduccion de las células vivas to-
ma el hidrégeno liberado por las deshidroge-
nadas, lo cual lleva a que se reduzca a una for-
ma insoluble y colorida (roja) (Afes et al, 2007,
Delouche et al, 1971).

Debido a que la reaccién ocurre dentro
de las células y el pigmento no es difusivo,
existe una delineacién perfectamente nitida
entre el tejido que respira (viable) y el que
no respira (no viable). El primero adquiere
un color caracteristico (rojo), mientras que

el segundo mantiene su color natural aun-
que pueden aparecer semillas parcialmente
coloreadas, por lo que es necesario estable-
cer diferentes grados de tincion en regiones
esenciales de la semilla y relacionarlo con la
presencia o ausencia de germinacién (Anes
et al, 2007, Victoria et al, 2006).

En cuanto los métodos de extraccién de
semillas en solanaceas se han adelantado es-
tudios en papa (Torres y Olivas, 1993), lulo (Lo-
bo, 1988), tomate (Lobo, 1987) y uchuva. En
esta Ultima especie Zapata y colaboradores
(2002), colocaron en un recipiente plastico las
bayas, las cuales fueron sometidas a un pro-
ceso de fermentacién por un periodo de 24 a
72 hr, con el fin de buscar una germinacién efi-
ciente. Posteriormente lavaron con abundante
agua, secaron a la sombra sobre un papel ab-
sorbente, una vez estuvieron secas, se almace-
naron por ocho dias, para luego sembrarlas en
un semillero con suelo desinfectado.

Dentro de los programas de mejoramiento
genético de P. peruviana desarrollados hasta
el momento la extraccion de semillas se hace
fermentando los frutos y después se procede
a lavar y a limpiar los residuos tanto de pulpa
como de hongos saprofitos que se presentan
durante el proceso. No se ha establecido si se
hace necesario fermentar para que se inhiban
procesos de latencia o dormancia de las semi-
llas o si descomponer el mucilago que la rodea
es importante para la conservacion de la semi-
lla, inhibiendo asi la presencia de patégenos
durante el almacenamiento.

En el presente estudio se evaluaron dos
métodos de extraccion de semillas, (extrac-
cién directa y fermentando los frutos para
después sacar las semillas) y se estudio bajo
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condiciones controladas de almacenamiento
la viabilidad de la semilla y la presencia de or-
ganismos descomponedores.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para realizar este ensayo se tomaron frutos
maduros de polinizacion libre provenientes de 10
accesiones de uchuva (Physalis peruviana L.) que
se emplean en el programa de mejoramiento ge-
nético desarrollado por el grupo de Mejoramien-
to de Frutales Andinos y Tropicales. El bloque de

inmediatamente cosechado el fruto. 2). extrac-
cién de las semillas después de una semana
de fermentacién.

Para el primera forma de extraccion se to-
maron los frutos, se frotaron suavemente vy fi-
nalmente se colocd una presién adecuada en
el mismo que permitiera que este se rompiera
y produjera la salida de las semillas; estas se
hicieron pasar por un tamiz de 2mm de didme-
troy con la ayuda de agua se limpiaron de ma-
nera tal que no quedaran embebidas en pulpa
para evitar de esta manera la llegada de orga-
nismos descomponedores de azucares.

Las enzimas deshidrogenasas estan relacionadas con la actividad
respiratoria de los sistemas bioldgicos; durante el proceso respiratorio
se producen intermediarios que sirven como sustrato a las enzimas.
La solucién de TZ penetra en los tejidos de la semillay enlos procesos
de reduccién de las células vivas toma el hidrégeno liberado por
las deshidrogenadas, lo cual lleva a que se reduzca a una forma

insoluble y colorida

cruzamiento se encuentra en la finca Paysandu, de
la Universidad Nacional de Colombia Sede Mede-
Ilin, ubicada en Santa Elena, corregimiento de Me-
dellin. De cada accesién se tomaron aproximada-
mente 40 frutos que se dividieron en dos partes,
para emplear cada una de ellas en un tratamiento.

Tratamientos
Se evaluaron dos métodos de extrac-
cién de semillas: 1). extraccién de las semillas

Una vez la semilla estaba libre de cualquier
resto de pulpa, con la ayuda de una cuchara se
colocaban en bolsas de papel, las cuales ab-
sorbian el exceso de agua de las semillas y se
dejaron secar a temperatura ambiente (més o
menos 16°C), teniendo en cuenta que el em-
brién no puede estar expuesto a la radiacién
directa ya que esto le puede producir la muer-
te; finalmente se colocaron en bolsas plasticas
donde se almacenaron debidamente selladas.
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Para el segundo método de extraccién se
tomaron los frutos se maceraron y se coloca-
ron en vasos desechables con aproximada-
mente 60 ml de agua destilada que permi-
tiera cubrir el macerado del fruto; bajo estas
condiciones y con una temperatura prome-
dio de 16°C se dejé durante una semana,
tiempo en el cual la solucién se tornd turbia
debido a la presencia de hongos saprofitos
que descomponen los azucares que se en-
cuentran en la pulpa. Después de transcurri-
do este tiempo con la ayuda de una cuchara
se retiraron los hongos y posteriormente se
hizo pasar el resto de la solucién por un ta-
miz de 2 mm de didmetro en el cual sélo que-
da la semilla; una vez limpias se colocaron en
bolsas de papel hasta que se secaron a tem-
peratura ambiente y finalmente se colocaron
en bolsas plasticas.

Puesta a punto del test de Tetrazolio

para Physalis peruviana L.

Se tomaron las semillas frescas de uchuva
extraidas por cada uno de los métodos (des-
critos en la metodologia) y se evaluaron en
los siguientes tratamientos: 1) las semillas se
embebieron en agua durante 8 horas y poste-
riormente se les dio el tratamiento con TZ. 2)
semillas con un corte longitudinal y posterior-
mente se les colocd en la solucién indicadora
y 3) Testigo que consistié en semillas que se
colocaron directamente en la soluciéon de TZ.
Para cada tratamiento se realizaron dos repeti-
ciones, empleando 50 semillas por cada repe-
ticion; para un total de 150 semillas.

El tratamiento 1 del ensayo fue disefa-
do teniendo en cuenta las apreciaciones de
Duran y Hierro (1993), quienes proponen que

en algunos casos es necesario humedecer
previamente las semillas para facilitar la pe-
netraciéon de la solucidn TZ; el tratamiento 2
se planted teniendo en cuenta lo estableci-
do por la RIES (1974) quienes mencionan que
a los tratamiento para evaluar la viabilidad
de semilla se pueden exponer semilla o em-
briones. Para nuestro caso lo ideal habria si-
do exponer los embriones pero no fue posi-
ble debido a que la testa era muy dura lo que
impedia retirarla manualmente y debido al ta-
mafio pequefio semilla se hizo muy dificil su
manipulacién para retirar la testa. Asi se optd
por hacer un corte longitudinal y no la exposi-
cién completa del embrién.

Evaluaciones

Para cada uno de los tratamientos se hi-
cieron cuatro (4) evaluaciones, en las semanas
1, 2,5y 9 después de la extraccion de las se-
millas; en cada una se realizaron tres tipos de
pruebas. 1) pruebas de viabilidad directa por
germinacion. 2) pruebas de viabilidad indi-
recta usando tetrazolio. 3) observaciones de
contaminacién debido a la accién de microor-
ganismos o contaminacion debido a la accidn
de patdgenos.

Para las pruebas directas de viabilidad por
germinacion para cada evaluacién se tomaron
100 semillas por cada accesidn, estas semillas
se colocaron en platos con suelo y se les colo-
c6 agua diariamente hasta el dia en el que se
hacian los conteos para estimar el nimero de
semillas que habian emergido, estos conteos
se realizaron un mes después de la siembra de
las semillas, pues aunque la mayoria de las es-
tas emergian después de 15 dias de la planta-
cién, se optd por hacer estos conteos al mes
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para dar un periodo de espera para la emer-
gencia de semillas que quedaban un poco
profundas y que se tardan mas para emerger.
Esta prueba se llevd acabo en los invernade-
ros del Laboratorio de Suelos de la Universi-
dad Nacional de Colombia Sede Medellin.

Para la prueba de evaluacion indirecta de
la viabilidad se tomaron 50 semillas frescas de
uchuva (Physalis peruviana L.) por cada acce-
sidn, a las cuales se les realizd un corte de tal
manera que se permitiera el contacto del teji-
do vivo con la solucién indicadora.

La solucidn indicadora se prepard siguien-
do el protocolo referenciado en las Reglas In-
ternacionales para los Ensayos de Semillas
(RIES 1974); asi: se tomaron 2,5 g de Tetrazol
TZ (cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazol) en 250mL
de solucién bufer para lograr una concentra-
ciéon del 1%. La solucidn buffer se prepard de
la siguiente manera: Por cada 100 mL de agua
destilada, se utilizaron 0,9078 g de KH2PO4
(solucién 1)y 0,9472 g de Na2HPO4 (solucién
2). Posteriormente se mezclaron dos partes de
la solucion 1, es decir 100 mL, con tres partes
de la solucién 2, es decir 150 mL. La solucién
se almacend en un envase dmbar y se mantu-
vo en un lugar fresco.

Las semillas se colocaron en tubos ep-
pendorf en la solucién TZ de tal manera que
esta cubriera las semillas y se llevaron a un
horno en el cual se le garantizd las condicio-
nes de temperatura (30°C) y de oscuridad
que requiere la prueba; alli se dejé durante
cuatro horas; transcurrido este tiempo se sa-
caron del horno, se lavaron, se colocaron en
agua pura y se dejaron en agua hasta el mo-
mento en el que se procedia a hacer las lec-
turas de viabilidad.

Con el fin de contrastar y asegurar de que
la prueba se estuviera haciendo de forma ade-
cuaday que el material que se estaba evaluan-
do si estaba vivo, se tomd una muestra de 100
semillas se les realizé el corte y se colocaron a
hervir en agua (a 100° C) durante cinco minu-
tos, con el fin de producirle la muerte a las se-
millas; transcurrido este tiempo se les quité el
exceso de agua, se secaron con una toalla, se
colocaron en un tubo eppendorfen la solucion
de TZ y se les dio el mismo tratamiento que a
las semillas vivas. Esta prueba se llevo a cabo
en el Laboratorio de Biologia Molecular ubica-
do en los predios de la Universidad Nacional
de Colombia Sede Medellin.

Para la prueba de contaminacion debido
a la accion de microorganismos, se tomaron
100 semillas de cada una de las accesiones,
procedentes de cada uno de los métodos de
extraccién y se colocaron en bolsas plasticas
con un buen sistema de sellado. Estas semi-
llas se colocaron en una bandeja y bajo las
condiciones ambientales del Laboratorio de
Biologia Molecular con una temperatura me-
dia de 18°Cy en las fechas establecidas para
las evaluaciones se tomaron cada una de las
bolsas y se evalud la presencia de microor-
ganismos o agentes extrafios con la ayuda
del estereoscopio.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se hizo un
disefio en bloques completos al azar con
submuestreos; donde la unidad experimen-
tal eran 100 semillas para el caso de germi-
nacion, 50 para la prueba de tetrazolio y 100
para la evaluacidon de contaminacién por pa-
tébgenos. La unidad de submuestreo fueron
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las observaciones realizadas a la semilla so-
bre la variable germinacién; tincidon o ataque
por patdégenos, siendo todas estas variables
de distribucién binomial.

Para el andlisis de los datos se empled un
modelo lineal generalizado, utilizando para
ello la funcién de ligamento logit y programa-
do mediante el procedimiento GLIMMIX de
SAS System version 9. 1. 3 (SAS, 20006).

B Directo M Fermentacion

100%

80% A
60% I
40%
20%
0% : : :
1 2 5 9

Semanas de almacenamiento

A

Germinacién (%)

I Directo M Fermentacion

100% 1
80% -
60% A
40% A
20% A
0% T T T
1 2 5 9

Semanas de almacenamiento

B

Tincién (%)

Figura 1. Porcentaje estimado e intervalo de confianza al 95% para
la viabilidad de semillas de P. peruviana L. en dos métodos de ex-
traccion de semilla directo (T1) y con fermentacién (T2): A) Prueba
de germinacion, B) Prueba por tincién con tetrazolio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacién

Entre un 70 y 80% del total de semilla ger-
minadas emergieron antes de 15 dias después
de la plantacién; algunos de los factores que
influyeron en retrasar este proceso fue la pro-
fundidad de siembra (> 1 cm) a la que que-
daban estds una vez colocadas en el suelo, lo
que hizo que la semilla se demorara mas tiem-
po para salir a la superficie. Un resultado simi-
lar es reportado por Fischer y Almanza (1993),
quienes afirman que la germinacién tarda de
10 a 15 dias y que se ha observado que los
ecotipos de Colombia germinan mas tarde
que los originarios de Kenia.

El andlisis de varianza realizado para la eva-
luacion de la viabilidad directa (germinacién)
mostré que no existen diferencias significa-
tivas entre los tratamientos (P=0.0878), y no
hubo diferencias significativas entre las acce-
siones (P=0.4923); pero si hay diferencias esta-
disticamente significativas entre evaluaciones
(P<.0001) y para la interaccién evaluacion por
tratamiento (P<.0001) por lo tanto la germina-
cién de las semilla extraidas mediante cada
uno de los métodos cambia conforme se ha-
cen las evaluaciones en el tiempo.

De esta manera se puede establecer que
el porcentaje de germinacion de las semillas
de P. peruviana L. pierden un poco de su po-
tencial de germinacién en la medida en que
se hacen evaluaciones a mayor tiempo de al-
macenamiento. Asi en la primera semanas de
evaluacion las semillas de la uchuva alcanzan
su méaximo porcentaje de germinacién pa-
ra el método de extraccion directa, pero en

la Ultima semana de evaluacién (dos meses
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después de la extraccién) es menor el nimero
de semillas que alcanzan a germinar, sin pre-
sentarse diferencias significativas (P>0.05) en-
tre los dos tratamientos (A).

Se podria decir que este fendmeno esta
asociado con el proceso natural de envejeci-
miento y deterioro fisiolégico de la semilla; es-
ta idea es reforzada por Garcia et al, (1993),
quienes establecieron que el deterioro de la
semilla inicia una vez estas alcanzan su ma-
durez y continua hasta que todos sus tejidos
mueren. Sin embargo en la prueba de viabili-
dad indirecta se observd casi un 100% de se-
millas viables en ambos tratamiento (B) lo que
implica que es posible que durante este cor-
to periodo de almacenamiento la semilla entre
en un proceso de latencia. Segun Fernandez
(2004), la latencia se definen como la condi-
cién de una semilla que no puede germinar
aun cuando disponga de una amplia humedad
externa; esté expuesta a condiciones atmos-
féricas tipicas propias de suelos bien aireados
o en la superficie de la tierra; y la temperatura
esté dentro del rango comiUnmente asociado
con la actividad fisiologica.

Cuando se aumente la temperatura y la
humedad relativa en almacenamiento se re-
duce el vigor de las semillas; Gémez (2004)
en semillas de diomate (Astronium graveo-
lens Jacq), encontré que cuando las éstas se
almacenan con bajos contenidos de humedad
(8%) y en condiciones de temperatura igual a
la ambiental (12 y 18°C), los simientes tardan
mas en perder vigor; mas no existe un rango
de temperatura y de humedad relativa igual
que me permita almacenar todas las especies,
debido a que cada una tiene su rango opti-
mo (Aramendis et al,2007). En este estudio es

necesario continuar desarrollando investiga-
ciones que permitan establecer si bajo las con-
diciones de almacenamiento evaluadas, las
semillas perdieron vigor impidiendo que pu-
dieran desarrollarse hasta formar una plantula.

De igual manera se observé que para la
primera evaluacién el porcentaje de germina-
cién fue estadisticamente diferente (P>0.05)
cuando se hace las extracciones de semilla de
forma directa que cuando se dejan fermentar
los frutos y posteriormente se hace la extrac-
cién de las semillas. Esto nos permite inferir
que la fermentacién afectan la germinacion
de las semillas inmediatamente estas son ex-
traidas, pero que sus porcentajes de germi-
nacién tienden a estabilizarse en las demas
evaluaciones y no alcanza a ser estadistica-
mente diferente al tratamiento de extraccion
directa de las semillas.

Sin embargo, para garantizar que las se-
millas que se tengan para realizar las pruebas
de viabilidad directa (germinacién) sean las
mas apropiadas es recomendable que los fru-
tos que se tomen estén bien maduros, lo que
podria asociarse con frutos que presenten co-
loraciones entre amarillos y amarillo-anaran-
jados o frutos en estadio 5 de maduracién o
cercano a esta coloracidn segun la tabla de co-
lor de uchuva disefiada por CENICAFE (2001).

Esta apreciacién sobre la importancia de la
madurez del fruto, es reportada por Criollo y
Upegui (2005); estos autores en sus estudios
establecieron que después de los 75 dias de
pasada la antesis, las semillas uchuva alcanzan
un aceptable nivel de madurez fisioldgica, que
les permiten alcanzar un porcentaje de germi-
naciéon cercano al 80.0%, pero que es a los 90
dias después de esta etapa donde se presenta
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el més alto nimero de semillas germinadas
con un 89%; es en este momento donde las se-
millas de P. peruviana L. han alcanzado su ma-
durez fisica y fisioldgica lo que les confiere una
buena capacidad de germinacién y una maxi-
ma expresién del vigor de la plantula.

Esta idea es reforzada por Lobo (1987),
quien en sus estudios sobre cémo el estado
de desarrollo de las bayas tomate influyen en
el vigor y germinacion de las semillas; encon-
trd, que el mayor vigor y las mas altas tasas

semilla, en todas las evaluaciones se encontré
que el nimero de semillas que tefiian era cer-
cano al 100%, este mismo comportamiento se
observd para el tratamiento donde se realizd
la fermentacién del fruto (B).

Estos resultados indican que bajo este tra-
tamiento, se puede observar que casi todas las
semillas de P. peruviana L. son viables segun la
prueba de tetrazolio. Aunque estos resultados
son muy satisfactorios y se puede decir que
bajo condiciones controladas de laboratorio

En las semillas que resultaron no viables no se observé la presencia
de coloraciones rojizas y se conservaba la testa de color crema
lo que permite establecer que en la mayoria de los casos estas
semillas no contaban con la presencia de tejidos embrionarios o lo
que podria asociarse con semillas vanas.

de germinacién de las semillas de esta especie
se logran cuando los frutos estan lo suficiente-
mente rojos, lo cual concuerda con la madurez
fisioldgica de la semilla.

Viabilidad

Los resultados de las pruebas de viabili-
dad muestran que no hay diferencias significa-
tivas entre cada una las accesiones (P=0.6528),
ni entre las evaluaciones (P=0.3084), ni entre
los tratamientos (P=0.8386), y tampoco en-
tre la interaccién evaluacién por tratamiento
(P=0.6005). Asi, para extraccion directa de la

las semilla de P. peruviana L. tienen una ex-
celente viabilidad; es necesario cuantificar su
comportamiento y desarrollo bajo condiciones
de campo, lo cual esta relacionado con el vi-
gor de la semilla (Nichols y Bruce, 1999).

Las pruebas para establecer la metodolo-
gla para adaptar el test TZ a semillas de uchuva
muestran que, cuando se humedecen las semi-
llas o cuando se aplica tetrazolio a las semillas
directamente no se presentd ninguna tincién,
mientra que para el tratamiento en el que se
realiza un corte transversal si se pudo visualizar
la viabilidad de las semillas de P peruviana L.
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Esto se debe a que posiblemente la testa de las
semillas de uchuva es muy dura y por tanto no
se permite la entrada de agua con la solucién
al tejido vivo, lo cual coincide con lo estable-
cido por Criollo y Upegui (2005); quienes afir-
man que las semillas de uchuva que estan fisio-
|6gicamente desarrolladas tiene la testa mucho
mas dura que las semillas inmaduras.

Cuando se realizaron las observaciones de
cuales eran los tejidos de semilla que se te-
fitan con la solucién de TZ se pudo observar
que estos pertenecian a los tejidos embrio-
narios los cuales se tiferon de color rojo y la
testa permanecié de color crema (Figura 3A)
y coincide con la descripcién de la semilla de
P. peruviana L. realizada por Criollo y Upegui
(2005); quienes afirman que al realizar un corte
transversal a las semillas de uchuva se puede
observar una testa que se diferencia del em-
brién por su coloracién crema, en contraste
con los tejidos embrionarios que son blancos
y de apariencia translucida.

En las semillas que resultaron no viables no
se observé la presencia de coloraciones rojizas
y se conservaba la testa de color crema lo que
permite establecer que en la mayoria de los
casos estas semillas no contaban con la pre-
sencia de tejidos embrionarios o lo que podria
asociarse con semillas vanas.

Aunque este estudio permitié diferenciar
entre semillas vivas y muertas se hace necesa-
rio que en estudios posteriores se evallen as-
pectos como la intensidad del color del cual se
tifen los tejidos y el drea del embrién colorea-
das; pues segun Duran y Hierro (1993), a ma-
yor area tefiida mayor es la cantidad de tejido
vivo, los cuales tienen una mayor actividad re-
dox. Ademas se hace necesario establecer los

Figura 2. Fotografia al estereoscopio de la semilla de P. peruviana L.
después de ser sometidas al tratamiento con TZ. A) A la izquierda ma-
terial viable; a la derecha material inviable, B) Estructuras viables de
la plantula 8 horas después de la aplicacién del tratamiento con TZ.

grados de tincién en regiones esenciales de la
semilla como son la radicula, la plumula, el eje
embrionario y los cotiledones entre otros y co-
rrelacionarlos con la presencia o ausencia de
germinacién (Victoria et al, 2006).

Bajo las condiciones del laboratorio se ob-
servé que si la semilla de P. peruviana L. se de-
ja durante mas de 8 h en la solucién de TZ o en
agua durante aproximadamente 4 h posterior al
tratamiento para hallar su viabilidad se puede
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observar la emergencia de la plimula de la plan-
tula, ya que se observan los primordios de hoja
(Figura 3B); en muchas de las semilla se observa
este comportamiento, por lo que resultaria inte-
resante correlacionar este resultado con pléntu-
las germinadas en condiciones de campo.

Presencia de patégenos

Durante el tiempo correspondiente al en-
sayo y los cuatro meses posteriores a esté no
se observd la presencia de patdégenos en las
semillas; lo que hace pensar que para un alma-
cenamiento adecuado es suficiente con man-
tenerlas bajo condiciones optimas de hume-
dad y que es esencial un correcto y adecuado
tratamiento de lavado el cual se debe llevar a
cabo bajo unas normas estrictas de limpieza.

Vale la pena destacar este resultado porque
previamente se pensaba que el la extraccién
directa de la semilla podria hacer que hubiera
una mayor incidencia de patégenos en almace-
namiento debido a que en este tipo de extrac-
cion podria quedar algo de mucilago adherido
ala semilla, lo cual no ocurriria con el tratamien-
to de fermentaciéon donde este mucilago seria
degradado antes del almacenamiento.

Por otro lado, Criollo y Upegui (2005); esta-
blecieron que cuando las semillas se almace-
nan en condiciones de humedad relativa baja
(40 a 50 %), poca luz y una temperatura de 10
a 13 °C; estés conservan su poder germinativo
durante 6 a 7 afios.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados anteriormente mostrados
sobre viabilidad de las semillas de P. peruviana
tanto de forma directa (prueba de germinacién),

como de forma indirecta (prueba con tetrazolio)
permiten establecer que, aunque no hay dife-
rencias significativas entre tratamientos; es jus-
tamente por esta razén que se recomienda usar
el tratamiento de extraccién directa de las se-
millas, pues es un método mas sencillo y répido
que el de fermentacién.

Si bien el método de extraccion directa de
semillas de uchuva puede se una estrategia
que se aplique para la obtencién de semillas
de P. peruviana L a nivel industrial, resultar es-
pecialmente Util dentro de los programas de
mejoramiento y en los bancos de germoplas-
ma donde se requiere la extraccién de las se-
millas de cada fruto de manera individual o a
un numero de frutos no muy alto.

Aunque bajo condiciones de almacena-
miento de este estudio no se encontré la pre-
sencia de patégenos en las semilla de P pe-
ruvina L.; se hace necesario que en futuras
investigaciones mas detalladas donde se estu-
die cuales son las condiciones 6ptimas de al-
macenamiento que llevan a una mejor conser-
vacién de la semilla.
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