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El almacenamiento de semillas de café bajo condiciones idoneas de temperatura y humedad relativa mantiene por
largos periodos de tiempo la calidad fisiologica para su propagacion. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto en la viabilidad de la semilla, de tres ambientes con temperatura y humedad relativa contrastantes, durante
14 meses de almacenamiento, mediante: la prueba topografica con tetracloruro de tetrazolio; la germinacién por
la emergencia de la radicula en cajas plasticas y por conteo de plantulas en germinador de arena; y el vigor por
mediciones morfométricas en plantulas de Coffea arabica L. var Castillo®. Para la viabilidad de la semilla, las
categorias de tincion absoluta (A) y sin tincion (E) fueron diferentes, independientemente de los ambientes y del
efecto de almacenamiento. La emergencia de la radicula y la germinacion sefialaron que la condiciéon ambiental
10+2°C; 65+7% HR favorece una mayor proliferacion de semillas con radiculas emergentes y plantulas (>75%) en
los 400 y 320 dias, respectivamente. En cuanto a la medicion de las variables morfométricas, solo la longitud del
hipocétilo y de la raiz pivotante mostraron una tendencia descriptiva por tratamiento y mes de almacenamiento. La
condicion ambiental 10+2°C; 65+7% HR conservo la calidad fisiologica de las semillas para propagacion durante
cuatro meses.

Palabras clave: Tetrazolio, incubacion, humedad relativa, temperatura, plantulas, almacenamiento, semilla, café.

EFFECT OF STORAGE ON THE VIABILITY, GERMINATION AND VIGOR OF SEEDS OF
Coffea arabica L.

Storing coffee seeds under ideal conditions of temperature and relative humidity maintains the physiological quality
for their propagation over extended periods of time. The objective of this research was to evaluate the effect of three
environments with contrasting temperature and relative humidity on the viability of the seed, during 14 storage months,
by means of: the topographic test with tetrazolium chloride; germination by the emergence of the radicle in plastic
boxes and by counting the seedlings in a sand germinator; and vigor by morphometric measurements in seedlings
of Coffea arabica L . var Castillo®. For the viability of the seed, the categories of absolute staining (A) and no
staining (E) were different regardless of the environments and the storage effect. The emergence of the radicle and
germination indicated that the environmental condition 10 £ 2 ° C; 65 + 7% RH favors greater proliferation of seeds
with emerging radicles and seedlings (> 75%) in the 400 and 320 days, respectively. Regarding the measurement
of the morphometric variables, only the length of the hypocotyl and the taproot showed a descriptive trend by
treatment and storage month. The environmental condition 10 + 2 ° C; 65 + 7% RH preserved the physiological
quality of the seeds for propagation for four months.

Keywords: Tetrazolium, incubation, relative humidity, temperature, seedlings, storage, seed, coffee.
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El almacenamiento de las semillas ha sido
una tecnologia fundamental dentro de la
produccion de material de propagacion,
que ha demandado del conocimiento de la
fisiologia celular involucrada en la integridad de
membranas y en la retencion de la viabilidad
de la semilla en interaccion con la temperatura
y la humedad relativa.

Las semillas de cultivos de interés
agrondémico, como los cereales y las legumbres,
poseen una alta tolerancia a la desecacion,
pues mantienen la estructura celular intacta,
aun cuando contienen menos de 0,1 g H,O por
gramo de peso seco (p.s.), siendo clasificadas
como ortodoxas. Se ha distinguido otro
grupo de semillas altamente sensibles a la
deshidratacion, cuyo margen de seguridad
hidrica es superior a 0,25 g H,O por gramo
de peso seco, denominadas recalcitrantes, y
en su mayoria provienen de especies vegetales
forestales, que constantemente tienen recurso
hidrico a su disposicion (Marques et al., 2018).
Una tercera categoria definida como intermedia,
a la cual pertenecen las semillas del género
Coffea, siendo Coffea arabica L. el modelo
biologico (Dussert et al., 2018; Ellis et al.,
1990). Estas semillas se caracterizan por tener
un rango de tolerancia a la deshidratacion entre
0,1-0,3 g H,O por gramo de peso seco, lo
cual se ha explicado a través de la formacion
de cristales de sacarosa que incrementan la
viscosidad citoplasmatica por la unidon con
glicoproteinas, manteniendo la fluidez de
las membranas celulares, en ese margen
de deshidratacion, con la menor afectacion
fisiologica posible (Walters, 2015).

Se ha encontrado que las semillas de
C. arabica de diferentes variedades son
diversas en cuanto al margen de tolerancia
a la deshidratacién, como lo evidenciaron
Huang et al. (2014), donde la variedad Blue
Mountain fue la mas tolerante a la desecacion
y al almacenamiento, en contraste con Catimor

y Jamaica, pues un contenido de humedad
de 11,0%-12,0% a 15°C fue favorable para
almacenar durante 18 meses las semillas de
la variedad Blue Mountain.

Se han realizado mas estudios que dan
evidencia de la respuesta caracteristica de
la germinacion de C. arabica donde su
naturaleza intermedia radica exclusivamente en
el endospermo, pues los sistemas antioxidantes
de reparacion, la transcripcion genética parcial
de las proteinas de la embriogénesis tardia
(LEA), la sintesis y la regulacion del acido
abscisico (ABA), la regulacion hormonal de
las giberelinas, etileno, brasinosteroides, en
sinergia con las trigonelinas, entre otros, son
consecuencia del control del endospermo,
el principal responsable de la modulacion
metabdlica, de la adquisicion de la tolerancia
a la desecacion y la integridad de los procesos
bioquimicos de germinacion y desarrollo de
las plantulas de café (Dussert Stéphane et al.,
2006; Eira et al., 2006; Shimizu and Mazzafera,
2008; Joét et al., 2009; Farias et al., 2015;
Dussert et al., 2018).

En cuanto a la emergencia de las plantulas,
se ha encontrado que es dependiente de la
interaccion del embrion y del endospermo,
en la ruptura de la dormancia (Steinbrecher
& Leubner-Metzger, 2017), en respuesta a
condiciones ambientales Optimas para la
germinacion, el cual es un proceso fisioldgico
critico que esta regulado hormonalmente por
moléculas primarias y antagonistas entre si,
como el acido abscisico (ABA) y las giberelinas
(GA), ademas de una intrincada red hormonal
secundaria, en la que se destaca la accion de
las auxinas en la retencion de la dormancia
bajo condiciones desfavorables (Shu et al.,
2016) y de las moléculas involucradas en las
respuestas por estrés oxidativo que favorecen
la tolerancia ante condiciones perjudiciales,
modulando las interacciones bioquimicas en
la emergencia (Wojtyla et al., 2016).
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El vigor de la plantula se define como
la culminacion morfolégica y fisiologica
del proceso germinativo y, asi mismo, es la
caracterizacion de la calidad de la semilla y
describe la velocidad, la uniformidad de la
germinacion y el establecimiento de plantulas
fuertes en ambientes especificos (Mahender
et al., 2015). El vigor de la plantula es
susceptible a las condiciones ambientales a
lo largo del tiempo de almacenamiento de
las semillas, que en algunos casos puede
incrementar la longitud del epicétilo y la
longitud de la raiz pivotante por un tiempo
determinado por la especie vegetal (Beedi
et al., 2018), o en su defecto, como sucede
en trigo, las condiciones de almacenamiento
prolongados disminuyen significativamente
el vigor de las plantulas, dependiendo de las
técnicas de almacenamiento (Cheyed, 2019).

El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar el efecto de tres condiciones
ambientales contrastantes en la viabilidad de
los embriones, germinacion y vigor, a través de
la medicion de variables morfométricas de las
plantulas de las semillas de C. arabica variedad
Castillo®, teniendo en cuenta la necesidad de
estimar la relacion entre estas variables con el
tiempo y condicion de almacenamiento, para
describir el potencial fisiologico y la toma de
decisiones sobre el manejo de las semillas
para propagacion a corto y mediano plazo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron 43 kg de
semilla de C. arabica variedad Castillo®, recién
beneficiada con un contenido de humedad de
11%-12%, en presentacion de bolsas de 1,0
kg (~4.200 semillas) en empaque de papel.

Tratamientos. En la sede Cenicafé - Planalto
se desarroll6 el experimento en tres ambientes
de almacenamiento, en los cuales se controld
la temperatura y la humedad relativa durante
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un periodo de 14 meses. Los tratamientos de
almacenamiento fueron el TTO1 [7,5+1,2°C;
90+3,5% Humedad relativa (HR)], el TTO2
[10£2°C; 65+7% HR] y el TTO3 [25+0,9°C;
55+1% HR]. La temperatura y humedad relativa
fueron controlados con un termohigrografo de
precision, de cabello natural marca Lambrecht
(-20/+60°C-0/100%HR), durante el tiempo que
durd el experimento. La unidad experimental
estuvo conformada por 1,0 kg de semilla.

Metodologia. Por cada mes y tratamiento de
almacenamiento se selecciond aleatoriamente
1,0 kg de semilla el cual, a través del método
del cuadrante, se distribuyé la totalidad de
las semillas en una forma circular, teniendo
cuidado de formar una monocapa, el circulo
resultante fue dividido en cuatro partes iguales.
De cada cuadrante se obtuvo un peso de 250 g,
equivalente a 1.000 semillas, aproximadamente,
para realizar los ensayos de viabilidad de los
embriones, conteo de la emergencia de la
radicula, y germinacion en arena. Para la
medicion del vigor a través de las variables
morfométricas, se seleccionaron aleatoriamente
200 plantulas de las 1.000 semillas sembradas
en germinador de arena.

Viabilidad de la semilla. La prucba de
viabilidad se realizé teniendo en cuenta la
metodologia descrita en la normatividad
internacional ISTA (2005), que consiste
en identificar o clasificar el estado de un
embrion de semilla de café, de acuerdo
con su tincidon. Se preparé una solucion
de tetracloruro de tetrazolio (TZ) al 0,5%
en bufer de fosfato de potasio ajustado a
un pH de 6,5. Se trillaron manualmente
1.000 semillas, que fueron embebidas en
agua destilada durante 48 horas (Clemente
et al., 2012); posteriormente, se realiz6 la
extraccion de los embriones, los cuales fueron
sumergidos en la solucion TZ y se incubaron
por cuatro horas a 40°C. Finalmente, se
realiz6 el conteo y la discriminacion de




los patrones de pigmentacion conforme a
lo expuesto en la Figura 1.

Germinacién. De acuerdo con el protocolo
de evaluacion de la germinacion de semillas
de Cenicafé, se trillaron manualmente 1.000
semillas, consecutivamente fueron sometidas
a una desinfeccion con hipoclorito de sodio
al 2,5% durante una hora, y posteriormente,
se lavaron con abundante agua destilada.
Las 1.000 semillas se sembraron en diez
cajas de plastico, cuyo sustrato fue papel de
germinacion, y se incubaron en oscuridad a
una temperatura de 25,5°C durante 30 dias, con
revision periddica cada dos dias. Al finalizar
el periodo de incubacion, se realiz6 el conteo
de las semillas que mostraron una radicula
de 2,0 mm, encorvada y rosada.

Emergencia de plantulas. Se sembraron
1.000 semillas en un germinador de arena,
dispuestos dentro de un cuarto climatizado
de la Disciplina de Fisiologia Vegetal, con el
manejo agronémico determinado por Cenicafé,
en el Avance Técnico No. 368 (referencia
bibliografica). Las condiciones ambientales de
400 umol m™! de fotones, fotoperiodo de 14
horas luz/ 10 horas de oscuridad, temperatura
de 30/20°C y humedad relativa de 85% fueron
constantes durante el desarrollo del experimento.
El tiempo de incubacion de las semillas fue
de 120 dias, al finalizar este periodo se hizo
el conteo de las plantulas emergentes.

Vigor de la plantula. Con base en lo realizado
por da Rosa et al. (2011) y Nasiro (2017), se
seleccionaron 200 plantulas, se les midio el

Figura 1. Discriminacion de patrones de pigmentacion en embriones de café tefiidos con la solucion TZ al 0,5%.
a. Tincion completa e intensa de la totalidad del embridn; b. Embriones de color rosado y/o decoloraciones en
el contorno de los cotiledones o radicula; c. Despigmentacion marcada en los cotiledones, radicula o ambos
sin perder la conectividad en todo el embridn; d. Parches de despigmentacion que superan el 50% del area total
del embriodn, o en su defecto, desconecta los cotiledones de la radicula; e. Embrion sin tefir.
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area de las hojas cotiledonales, a través de la
captura de imagenes y posterior procesamiento
usando el software ImageJ®. La longitud del
hipocétilo y de la raiz pivotante se midié con
una regla de +0,1 cm de incertidumbre. El
diametro de la base del hipocoétilo se midi6
con un calibrador pie de rey de £0,05 mm de
incertidumbre, y el contenido de biomasa se
determiné a través de la medicion del peso
seco de la plantula con una balanza analitica
AB204S Mettler posterior a un periodo de
secado en estufa a 65°C, durante 10 dias.

Analisis estadistico de resultados. Se realizo
un analisis de correspondencias multiples de
las categorias de tincion obtenidas de los
embriones, en relacion con los tratamientos
y meses de almacenamiento de los resultados
obtenidos en la prueba de viabilidad. En la
emergencia de la radicula y germinacion
de las plantulas se realizd un analisis de
supervivencia con censura tipo II a través
del ajuste de las curvas por el método Kaplan-
Meier. Para la evaluacion del efecto de los
tratamientos en la respuesta de las semillas
almacenadas durante 14 meses, se realizé un
analisis Log-Rank con una significancia del 5%.
De cada una de las variables morfométricas,
se realizaron intervalos de confianza de los
valores obtenidos con la prueba t al 5%, para
aquellos intervalos que no se cruzaron con el
referente (el testigo) se valord su incremento
y/o disminucion descriptivamente. El analisis
de la informacion se realizoé a través de la
plataforma de programacion R Core Team®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad de la semilla. En cuanto a
las categorias de tincién de los embriones
observadas en la Figura 1, solo los patrones
A y E manifestaron una asociacion con el
tiempo y tratamientos de almacenamiento,
reuniendo un 70% de la variacion (y>=28.146,
gl=168, p=2,2x107'%). En la Figura 2 se observa

la tendencia de los conteos a lo largo del
tiempo en cada uno de los tratamientos, en
contraste con los embriones de las semillas
recién beneficiadas.

Con base en los resultados, se encontrd
que los criterios de tincion mas informativos
fueron las categorias A y E, mientras que las
categorias B, C y D no aportaron informacion,
indicando explicitamente que la categorizacion
puede estar subestimando el grado de actividad
metabolico de los embriones, ya que la actividad
respiratoria de la enzima deshidrogenasa que
en solucion con TZ otorga una coloracion roja
carmesi, mostrando a través de una reaccion
colorimétrica la respiracion del embrion y, por
ende, su viabilidad. Sin embargo, no es el
unico componente involucrado en la activacion
metabdlica, pues se desconoce el efecto de
la estabilidad de la membrana celular que es
fundamental para la comunicaciéon hormonal
y sefalizacion molecular, y no es evaluada
a través de esta prueba (Busso et al., 2015).
Ademas, se ha encontrado en C. arabica que
en los embriones con baja calidad fisiologica
(germinacion <70%), las pruebas de tincion con
la sal TZ no coinciden con la germinacion de
las semillas, de manera que la evaluacion del
desempeiio fisiologico no puede restringirse
solo a la prueba de tetrazolio (Fantazzini et
al., 2020).

En café, el material de reserva es el mayor
factor que incide en el deterioro del embrion
a lo largo del tiempo, evidenciado a través de
las pruebas de tincion con la sal TZ, como lo
reportaron Guimardes et al. (2020), dado que se
encontré que entre todos los componentes del
tejido de reserva como proteinas, carbohidratos
y lipidos, principalmente el acido linoleico
es el responsable de la disminucién de la
calidad fisioldgica de las semillas durante
el almacenamiento, pues su peroxidacion
progresiva en el endospermo, desencadeno
una reaccion que impulsé la degradacion
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Figura 2. Frecuenciade conteos de las diferentes categorias de tincion en solucion de TZ al 0,5% en los diferentes
meses de almacenamiento y tratamientos, en contraste con los embriones de semillas recién beneficiadas. La
linea roja horizontal indica el 75% de los conteos en general.

de los lipidos contenidos en los embriones,
evidenciado a través del bajo conteo de
embriones viables.

Germinacién. Hay evidencia estadistica que
sefialo diferencias significativas entre cada
uno de los tratamientos de almacenamiento,
estimados a través de la prueba Log-rank en
las curvas de supervivencia obtenidas por el
método Kaplan-Meier (x*=120, g/=2, p=2x10"
16), cuya tendencia se observa en la Figura 3.
El tiempo medio estimado de dormancia en
semillas para el TTO1 fue 311£8,81 dias, en
el TTO2 de 402+5,27 dias y del TTO3 fue
243+9,78 dias.

El almacenamiento prolongado de las
semillas indujo un deterioro en la capacidad
germinativa para todos los tratamientos en
diferente magnitud (Figura 3). De forma
similar, da Rosa et al. (2011), reportan que
en semillas de C. arabica var. Rubi con un
contenido de humedad del 12%, almacenadas
por nueve meses, en temperaturas de 10°C,
mantuvieron un porcentaje de germinacion del
80%, en contraste con semillas almacenadas
a 20°C, cuyo porcentaje de germinacion fue
del 75%, sefialando que las bajas temperaturas
favorecen la emergencia radicular, mientras que
las temperaturas elevadas tienen efectos nocivos
en las semillas, favoreciendo un retraso en la
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germinacion como se observo en el TTO3,
donde hubo mayor inhibicién de emergencia
radicular en contraste con los TTO1 y TTO2,
durante el tiempo de almacenamiento.

La emergencia radicular es posible gracias
a la accion de la enzima B-endo-mananasa,
siendo los mananos y galactomananos de la
pared celular los sustratos principales, cuya
actividad es favorecida por la hidrolisis que tiene
lugar en el endospermo (Ferreira et al., 2018),
no obstante, se ha encontrado un incremento
de la concentracion de la enzima en semillas
deterioradas (Freitas et al., 2017), sugiriendo
que la calidad fisiologica de la germinacion
de las semillas de café es dependiente de la
movilidad del agua a través del endospermo,
pues el deterioro inhibe la actividad embrionaria
durante la germinacion, lo cual se ve reflejado
en un bajo porcentaje de emergencia radicular
a lo largo del tiempo en los tres tratamientos,
y la coloracion azul verdosa en almendras, al
sumergirlas en solucion de hipoclorito después
del periodo de lavado.

Emergencia de las plantulas. Se encontr
evidencia estadistica de diferencias significativas
entre los tres tratamientos de almacenamientos
evaluados (¥*=1930, gl=2, p=2x10'%) como
puede observarse en la Figura 4. El tiempo
medio de dormancia calculado para el TTO1
fue de 409,24+0,97 dias, TTO2: 426,46+1,1
dias y TTO3: 374,57+0,95 dias.

Las curvas de supervivencia reportaron que
las semillas almacenadas en los TTO1 y TTO2
mantuvieron su probabilidad de emergencia
mayor al 75% durante los primeros seis meses,
mientras que el TTO3 s6lo por cuatro meses,
lo cual ha sido observado en otras variedades
de C. arabica como el cultivar 74110 de
Etiopia, donde las temperaturas mayores de
15°C favorecieron el deterioro de las semillas
en su almacenamiento, inhibiendo a futuro la

emergencia de plantulas vigorosas (Nasiro et
al., 2017).

Vigor de la plantula. El TTO2 mostro un
incremento en la longitud del hipocotilo durante
los primeros ocho meses de almacenamiento,
este mismo comportamiento se obtuvo en las
plantulas emergentes del TTO1, en donde la
disminucion se observo en el séptimo mes.
En el TTO3 hubo un incremento durante los
primeros cuatro meses de almacenamiento, y
a partir del quinto mes hubo una disminuciéon
sostenida en el tiempo hasta el décimo mes.

La longitud de la raiz fue variable para los
TTO1 y TTO3, encontrandose fluctuaciones
entre los meses de evaluacion; en el caso del
TTO2 se encontrd un incremento constante de
la longitud de la raiz durante los primeros ocho
meses, a partir del noveno mes, los valores
fueron indeterminados hasta el final de las
evaluaciones.

Los valores obtenidos de diametro del
hipocotilo, contenido de materia seca y
area cotiledonar oscilaron a lo largo del
experimento, sin indicar una tendencia definida
en el tiempo.

Pocos son los estudios que se han realizado
en C. arabica en los que se evalte el efecto
de diferentes tratamientos de almacenamiento
de las semillas en relaciéon con variables
morfométricas. Sin embargo, el estudio
realizado en C. arabica por Nasiro (2017),
describe una tendencia de disminucion
proporcional de las dimensiones de la longitud
del hipocotilo, diametro del hipocotilo, longitud
de la raiz pivotante, area foliar y del contenido
de materia seca durante los primeros seis meses
de almacenamiento, independientemente de
los tratamientos de temperatura (15 y 25°C).
En otro estudio realizado en C. arabica
variedad Rubi, se encontré que el area foliar,
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la longitud del hipocotilo, el diametro del
hipocotilo y el contenido de materia seca,
no presentaron variacion significativa a
pesar de las temperaturas evaluadas, 10°C
y 20°C (da Rosa et al., 2011). Otros estudios
realizados en C. arabica se limitan a la
deteccion de la radicula y sus dimensiones
como indicadores tempranos de vigor, dado
el periodo de tiempo prolongado para obtener
una plantula completa (Trujillo et al., 2019),

sin embargo, no discriminan entre estados
fenologicos tempranos y posibles plantulas
germinadas, sobrestimando la proporcion de
semillas vigorosas. Hasta la fecha es limitada
y diversa en respuestas, la informacion sobre
el efecto de las condiciones de almacenamiento
en algunos parametros morfométricos, limitando
la comprension de estos fendomenos y sus
implicaciones en el desarrollo de plantas de
café a futuro.
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Puede concluirse que:

* Los criterios de pigmentacion derivados
de la tincién con el cloruro de tetrazolio
al 0,5%, que aportaron mas informacion
de la viabilidad de las semillas, fueron la
categoria A Tincidon completa ¢ intensa de
la totalidad del embrion y la categoria E
Embrion sin tefiir.

« El TTO2 (10+2°C; 65+7% HR) fue el
ambiente que presentd mayores valores de

emergencia radicular y germinacion de las
plantulas, durante el tiempo de evaluacion.

» La emergencia de las plantulas se mantuvo
sobre el 75% de germinacion en el TTO1

7,5+1,2°C; 904+3,5% HR] y TTO2 [10£2°C;
65+7% HR] hasta el cuarto mes de
almacenamiento.
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