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Resumen

Semillas de los patrones de citricos Citrus
volkameriana y citrumelo var. Swingle
(Citrus paradisi x Poncirus trifoliata)
fueron almacenadas a 5°C y tres contenidos
de humedad: 17%, 20% y 23% en C.
Volkameriana, y 24%, 27% y 30% en
Swingle. Se utiliz6 tres tipos de empaque
para almacenar la semilla: bolsa de
polietileno doble, bolsa de papel dentro de
bolsa de polietileno y bolsa de polietileno
con arena con un contenido de humedad del
16%. Los resultados mostraron que Swingle
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perdié mdas rdpidamente su germinacion.
Las semillas de C. volkameriana y Swingle
conservaron su capacidad germinativa por
mayor tiempo cuando se almacenaron
a un 23% y un 24% de humedad,
respectivamente. El tipo de empaque afectd
la calidad fisiologica de las semillas, ya
que C. volkameriana conservé una mayor
germinacién en bolsa de polietileno con
arena, mientras que Swingle obtuvo sus
mayores valores en bolsa de papel dentro
de bolsa de polietileno.

Abstract

Seeds from the citrus rootstocks C.
volkameriana y citrumelo var. Swingle
(Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) were
stored at 5°C under three different seed
moisture contents: 17%, 20% and 23% for
C. volkameriana and 24%, 27% and 30%
for Swingle. Three types of packaging
were evaluated: 1) double polyethylene
bags, 2) paper bag inside a polyethylene
bag and 3) polyethylene bag filled up with
sand, with a moisture content of 16%. The
results showed that Swingle seed lost its

1. Catedrdtico. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas. Universidad de Costa Rica. San José,
Costa Rica. Correo electrénico: jorge.herrera@ucr.ac.cr

2. Catedratico. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas. Universidad de Costa Rica. San José,
Costa Rica. Correo electrénico: ramiro.alizaga@ucr.ac.cr

Julio-Setiembre 2009

17



En muchos casos,

la longevidad de las
semillas recalcitrantes
se puede aumentar
reduciendo la
temperatura de
almacenamiento.
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germination capability more rapidly. The
seed of C. volkameriana kept its ability
to germinate for a longer period when it
was stored at 23% of moisture content,
while Swingle showed a higher longevity
at 24% of moisture content. This indicates
a similar behaviour from both materials.
A different response was found in both
rootstocks to the storage conditions, C.
volkameriana kept a higher germination
percentage in polyethylene bags with
sand, while Swingle showed higher results
in paper bags inside the polyethylene bags.

Introduccion

Las semillas de muchas especies
presentan el inconveniente de no poder
almacenarse con bajos contenidos de
humedad, por lo que se han clasificado
como recalcitrantes (Chin, 1984). Estas
semillas deben mantener un contenido de
humedad relativamente alto para mantener
su viabilidad (Bewley & Black, 1994).
Sin embargo, aunque se almacenen con
humedades altas, su longevidad tiende
a ser breve y generalmente no excede
unos pocos meses. Cabe sefialar que esta
clasificacién no es absoluta y que dentro
de este grupo de semillas se presenta
una gran variabilidad de comportamientos.
Asi, muchas especies son capaces de
soportar desecacién, pero no bajas en la
temperatura, como es el caso del ronrén
(Astronium graveolens Jacq.) (Herrera y
Alizaga, 2001); otras, como es el caso
de los citricos, soportan temperaturas
relativamente bajas (5° C), pero requieren
mantener humedades relativamente altas
(Bewley y de Black, 1994; Ellis et al.,
1990). Chin et al. (1984) clasifican estas
semillas dentro del grupo de ortodoxas de
vida corta o intermedia.

En muchos casos, la longevidad de
las semillas recalcitrantes se puede
aumentar reduciendo la temperatura de
almacenamiento. Sin embargo, esto no es
siempre posible especialmente en el caso
de algunas semillas de especies tropicales,
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las cuales, debido a las condiciones
climaticas de su lugar de origen, no han
desarrollado mecanismos de supervivencia
que les permitan mantener su viabilidad
cuando se almacenan a bajas temperaturas.

Desdeunpuntodevistapractico,lassemillas
recalcitrantes presentan varios problemas
para investigadores y productores, uno
de los cuales es la dificultad de mantener
una alta diversidad genética, sobre todo en
especies ante las que no se puede recurrir
a la propagacién asexual (Bewley y Black,
1994). También representa un problema
el almacenamiento de la semilla entre la
cosecha y la siembra de los materiales para
la siguiente generacion.

El cultivo de citricos ha tomado gran
importancia en Costa Rica durante los
ultimos diez afios, lo cual ha obligado al
establecimiento de plantaciones de drboles
injertados sobre patrones resistentes a las
principales enfermedades. Por esto, la
semilla de los citricos utilizados como
patrones para el injerto es necesaria para
la produccién masiva de plantas. Estas
semillas presentan el inconveniente de
ser recalcitrantes, lo cual dificulta su
utilizacién cuando la época de cosecha no
coincide con la época de siembra. Por ello
se hace necesario desarrollar sistemas de
almacenamiento que permitan conservar la
viabilidad de las semillas por periodos de
tres a doce meses.

Bewley y Black (1982) senalaron
originalmente que la semilla de citricos
era recalcitrante y que se conservaba
adecuadamente a baja temperatura (5°C)
y un contenido de humedad relativamente
alto (18%). Sin embargo, en una
publicacién posterior (Bewley y Black,
1994), consideraron que la semilla de
Citrus limén era ortodoxa y que ladificultad
de conservar estas semillas se debia al
desconocimiento de los requerimientos
particulares de la especie. Por su parte,
Mas-Camacho et al. (1995) recomiendan
almacenar la semilla a 4°C y con una
humedad de equilibrio con el ambiente
de entre 35% y 40%, lo que equivale
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aproximadamente al dmbito entre 9,85%
y 10.62%, de acuerdo con la férmula de
Henderson (Henderson y Perry, 1974).

De lo anterior se deduce que cada especie
y, en algunos casos, diferentes variedades
pueden presentar necesidades especificas
para su conservacién, por lo que resulta
importante determinar las condiciones
Optimas en cada caso particular.

En el caso de las semillas ortodoxas,
las condiciones de almacenamiento que
se deben considerar son bdsicamente la
humedad de la semilla y la humedad y
temperatura ambientes. Sin embargo, en el
caso de las semillas recalcitrantes también
se debe considerar el medio en el cual se
deben colocar las semillas, especialmente
para evitar la desecacion. Generalmente
se ha utilizado medios con algin grado de
humedad, de manera que se evite la salida
de humedad proveniente de la semilla.

El objetivo de este trabajo fue evaluar
varios contenidos de humedad de la
semilla en combinacién con diversos tipos
de empaque para almacenamiento, bajo
una sola temperatura en dos patrones
de citricos, a saber, C. volkameriana y
citrumelo var. Swingle (Citrus paradisi x
Poncirus trifoliata), utilizados comtiinmente
en Costa Rica para la produccién de
citricos.

Materiales y métodos

Se utilizé semilla de los patrones Citrus
volkameriana y citrumelo var. Swingle
(Poncirus trifoliata x Citrus paradisi),
proveniente de la Estaciéon Experimental
Fabio Baudrit Moreno de la Universidad
de Costa Rica, situada en La Garita,
Alajuela. Una submuestra de las semillas
se trasladé a las instalaciones del Centro
para Investigaciones en Granos y Semillas
(CIGRAS) inmediatamente después
de la cosecha, donde se determind su
humedad, para lo cual se utiliz6 un horno
de conveccién mecdnica de aire a 103°C
por 24 horas. Se encontr6 que la misma
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fue de 41,8% en C. volkameriana y de 49,3
% en citrumelo.

Las semillas se secaron en la Estacion
Experimental a 20°C hasta alcanzar
humedades de 25% en el caso de C.
volkameriana y 30% en citrumelo. Una
vez en el CIGRAS, se continud el proceso
hasta obtener sublotes de semillas con
17%, 20% y 23% de humedad en C.
Volkameriana y 24%, 27% y 30% en
citrumelo. Los ensayos de almacenamiento
en citrumelo y en C. volkameriana se
llevaron a cabo con diferentes contenidos
de humedad de las semillas, debido
justamente a la humedad con que éstas
arribaron al laboratorio.

Para almacenar las semillas se utilizd
tres tipos de empaque, a saber, bolsa de
polietileno doble, bolsa de papel dentro de
bolsa de polietileno y bolsa de polietileno
con arena con un contenido de humedad
del 16% p/v.

Antes de su almacenamiento, las semillas
se trataron con Vitavax 300 en dosis
de 2 g/kg de semilla. Posteriormente,
se almacenaron en una cdmara graduada
a 5°C y un 50% de humedad relativa.
Se escogié esta temperatura debido a
que en la cosecha anterior, se realizd
un experimento preliminar en el que se
almacendé semilla durante tres meses a
5°C y 10°C. En dicho experimento, se
encontrd que en las semillas conservadas
a 10°C, la germinacién disminuyé hasta
un 50%, mientras que las almacenadas a
5°C conservaron un 74% de germinacion.

Las pruebas de germinacion se realizaron
en una cdmara graduada a 30°C y un 100%
de humedad relativa. Como sustrato para
germinacion se usé arena cribada a través
de una malla con perforaciones de 1,5 mm
de didmetro, que posteriormente se lavo
con flujo de agua y agitaciéon constante
durante media hora, para eliminar residuos
organicos y particulas muy finas. Se evalué
el porcentaje de plantulas normales 7 y 14
dias después de iniciada la prueba, y cada
60 dias durante 16 meses.
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Figura 1. Curvas de germinacion de la semilla de C. volkameriana
almacenada a 17%, 20% y 23% de contenido de humedad por 16 meses.
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Figura 2. Curvas de germinacion de la semilla de citrumelo var. Swingle
almacenada a 24%, 27% y 30% de contenido de humedad por 16 meses.

20

Resultados

La germinacién de las semillas de C.
volkameriana con diferentes contenidos de
humedad decay6 en forma lineal conforme
aumento el tiempo de almacenamiento. La
germinacion inicial promedio fue de un
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89% y se redujo hasta aproximadamente
un 40% al cabo de 16 meses. No se
observo diferencias estadisticas (P > 0,05)
entre las humedades evaluadas (Figura 1).

Por su parte, la semilla del patrén de
citrumelo present6, al inicio del
almacenamiento, una germinacion de un
81% vy al final del experimento disminuy6
en promedio hasta cerca de un 14%.
En este caso se observd una tendencia
estadisticamente significativa (P > 0,05)
a favor de la conservacion de la calidad
fisiolégica de las semillas, evaluada
mediante la prueba de germinacién, en las
semillas almacenadas con menor contenido
de humedad, en particular a partir de
la mitad del periodo de almacenamiento
(Figura 2).

Cabe mencionar que se realiz6 un andlisis
de regresion de las curvas de germinacion
de ambos patrones, el cual permitié
demostrar estadisticamente (P > 0,05) que
el deterioro fue mayor en citrumelo que en
C. volkameriana.

Conelfindedeterminarposibles diferencias
debidas en forma independiente al
contenido de humedad de almacenamiento
de la semilla o al tipo de empaque utilizado,
se compard los resultados obtenidos ocho
meses (medio periodo) y dieciséis meses
después de iniciada la prueba (final del
periodo), mediante un analisis de varianza.
En el Cuadro 1 se observa que en C.
volkameriana no se detecté diferencias
significativas en cada periodo debido al
contenido de humedad de almacenamiento.

Por el contrario, en citrumelo hubo
diferencias significativas entre los
contenidos de humedad tanto a los ocho
como a los dieciséis meses. En ambos
casos, los resultados mds bajos se
presentaron con la humedad de un 30%,
resultados intermedios con la de un 27%
y los mayores valores de germinacion, con
un 24% de humedad (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Efecto del contenido de humedad sobre la conservacion de semilla de dos patrones
para injerto en citricos, almacenada a 5°C durante ocho y dieciséis meses, después de iniciada la

prueba.

8 meses 16 meses 8 meses 16 meses
Humedad 17% 65,3 a 43,3 a 24% 46,0 c 17,0 c
20 % 61,3 a 41,7 a 27% 36,0 b 14,0 b
23 % 69,0 a 34,3 a 30% 29,7 a 53a
Empaque
Polietileno 55,7 a 123 a Polietileno 31,3 a 17,0 a
Arena 75,3 b 58,0 b Arena 29,3 a 14,7 a
pzl?;ﬁ(lazo 643a 490D Papel 51,0 b 12,7 a
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Figura 3. Curvas de germinacion de semilla de C. volkameriana almacenada en
empaques de polietileno, arena y papel, por 16 meses.

Cuando se evalud el efecto del tipo de
empaque sobre la germinacién, en C.
volkameriana se presentaron diferencias
significativas (P > 0,05) en las curvas de
germinacion a partir de los seis meses de
almacenamiento. En general, el deterioro
fue menor con el empaque de bolsa con
arena, seguido por la combinacién de
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bolsa de papel y de polietileno, mientras
que con doble bolsa de polietileno se
redujo en mayor proporcion (Figura 3).

La evaluacién realizada a los ocho y
dieciséis meses en C. volkameriana
(Cuadro 1), mostré que en ambos casos
la germinacién mds baja se obtuvo con el
empaque de bolsa de polietileno, aunque en
la primera evaluacién no hubo diferencias
respecto al empaque en bolsa de papel (P >
0,05). A los dieciséis meses, los porcentajes
de germinacién mas altos se obtuvieron
con el almacenamiento en arena, que no
mostré diferencias significativas respecto
al empaque en bolsa de papel.

En el caso de citrumelo cv. Swingle, se
logré6 mantener hasta los 12 meses, una
germinacion mayor (37%) al conservar las
semillas en bolsa de papel (Figura 4). Sin
embargo, después de dieciséis meses, no
se encontrd diferencias significativas entre
los tres empaques. Después de 8 meses
de almacenamiento (medio periodo), la
germinacion de las semillas empacadas
en bolsa de papel fue un 20% mayor
(P > 0,05) que en los otros dos tipos de
empaque, entre los cuales no se encontrd
diferencias (Cuadro 1).
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Figura 4. Curvas de germinacion de semilla de citrumelo var. Swingle almacenada en empaques de

polietileno, arena y papel, por 16 meses.

Se compar6 la velocidad de deterioro en
ambos materiales, independientemente de
los tratamientos de humedad y del tipo de
empaque utilizado (Figura 5). En este caso,
se observo un deterioro significativamente
mayor (P > 0,05) en citrumelo cv. Swingle
que en C. volkameriana, material que
logré conservar su viabilidad por mayor
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Figura 5. Curvas de germinacion de las semillas de citrumelo var. Swingle y
C. volkameriana almacenadas por 16 meses.
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tiempo. Ademas, es importante mencionar
que desde el inicio, C. volkameriana
presentd un porcentaje de germinacién un
10% mayor (90%) que citrumelo (80%).

Un aspecto evidente en este experimento,
fue la diferencia en cuanto a la velocidad
de germinacién entre ambos materiales,
la cual se mantuvo desde el inicio y hasta
la finalizacién del trabajo. Se observd
un aumento considerable en el nimero
y porcentaje de plantulas entre el primer
y segundo recuento en citrumelo cv.
Swingle, mientras que el aumento fue
consistentemente menor en C. volkameriana
(Cuadro 2). Los resultados presentaron una
tendencia similar cuando se consider$ la
humedad o el tipo de empaque.

Discusidn

Ladiferenciaen los contenidos de humedad
con que se almacenaron las semillas afectd
en forma diferencial ambos materiales,
debido a que se trabajé con ambitos de
humedad diferentes, 17%, 20% y 23% en
el caso de C. volkameriana y 24%, 27% y
30% en el caso de citrumelo cv. Swingle.
En ambos casos, se observd un descenso
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Cuadro 2. Efecto del contenido de humedad sobre la velocidad de germinacion en semillas de dos patrones para injerto en citricos,
almacenadas a 5°C.

Sologf:

en la germinacién conforme transcurrié el
tiempo de almacenamiento. Sin embargo,
este descenso fue mds pronunciado en
citrumelo cv. Swingle, posiblemente como
consecuencia de su mayor contenido de
humedad.

Por otra parte, la semilla de ambas especies
present6 diferencias de aproximadamente
unl0% en su capacidad germinativa desde
el inicio del almacenamiento (primera
evaluacion), lo cual puede atribuirse en
parte al factor genético que puede favorecer
en la semilla de citrumelo una mayor
pérdida de viabilidad en el corto plazo, ya
que se trata de un hibrido interespecifico,
condicién que puede ocasionar una mayor
incompatibilidad genética. También, el
menor porcentaje de germinacién puede
deberse a problemas en el manejo de las
semillas de ambos materiales durante el
proceso de extraccién y presecado, ya que
las evaluaciones se iniciaron unos pocos
dias después de la cosecha. Segiin la
literatura (Connor et al., 1998; Herrera y
Alizaga, 2001), las semillas recalcitrantes,
entre las cuales se clasifican frecuentemente
las de los citricos, pierden rdpidamente su
viabilidad, aunque en el caso de citricos
esta clasificacién ha sido cuestionada, por
lo que algunos autores como Chin et al.
(1984) las consideran semillas ortodoxas
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Humedad (%) Recuento 1 Recuento2 Incremento % Humedad (%) Recuento1 Recuento2 Incremento %

17 56,1 9,8 17,5 24 28,8 19,8 68,8

20 57,2 6,1 10,7 27 27,0 14,6 54,1

23 56,3 8,3 14,8 30 25,3 11,5 45,5
Empaque Empaque

Polietileno 49,2 11,4 23,2 Polietileno 27,1 13,0 47,9

Papel 62,6 6,6 10,5 Papel 28,7 7,3 24,4

Arena 52,4 16,6 31,6 Arena 32,3 15,4 47,7

de vida corta. Estas semillas permiten la
conservacién a baja temperatura, aunque
no con bajos contenidos de humedad. En
el presente estudio resulté evidente que al
cabo de doce meses de almacenamiento,
la germinacién promedio estaba entre un
30% y un 60%, lo cual se considera bajo
para una semilla ortodoxa.

Asimismo, se detecté diferencias en la
velocidad de germinacidn, segtn lo cual
las semillas de citrumelo cv. Swingle
germinaron mdas lentamente. Este
comportamiento resulté evidente en el
nimero de pldntulas normales que se
obtuvo en el primer recuento, lo cual
posiblemente se debié a una falta de
vigor o calidad fisiolégica, condicién
que con frecuencia se manifiesta como
una germinacién mds demorada (Bewley
y Black, 1994). Otra posibilidad, como
seflala Radhamani et al. (1991), es que la
cubierta seminal en algunos citricos actia
como una barrera mecanica que retarda la
germinacion de la semilla.

En C. volkameriana no se detectd
diferencias en la germinaciéon entre las
semillas almacenadas con diferentes
contenidos de humedad, mientras que
en citrumelo cv. Swingle se encontré
diferencias entre contenidos de humedad
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Unicamente después de ocho meses de
almacenamiento, aunque los valores fueron
siempre menores que en C. volkameriana.
Cabe agregar que en Swingle la mayor
germinacién se produjo con el menor
contenido de humedad de almacenamiento
(24%). En términos generales, esto
corresponde al comportamiento de las
semillas recalcitrantes (Bewley y Black,
1994). Con base en los resultados, es
evidente que las humedades mads altas
en ambos materiales fueron menos
adecuadas para la conservacion de las
semillas, aunque esta situacién tan sélo
se manifiesta después de un periodo
considerable de almacenamiento, que en el
caso de Swingle fue de ocho meses y en el
de C. Volkameriana, de entre cuatro y seis
meses. Debido a esto, en periodos muy
cortos de almacenamiento y en el dmbito
probado en este experimento, la humedad
de las semillas no fue determinante sobre
el porcentaje de germinacion.

Los tipos de empaque para el
almacenamiento produjeron diferentes
resultados en ambos patrones. En C.
volkameriana no hubo diferencias
significativas entre los diferentes medios
hasta el octavo mes de almacenamiento,
mientras que en Swingle hubo diferencias
a partir del cuarto mes. El hecho de
que en ambos casos los valores menores
de germinacién se obtuvieron cuando
las semillas se colocaron en bolsas de
polietileno dobles, indica un problema
asociado con el alto contenido de humedad
de las semillas y con la baja temperatura
de almacenamiento (5°C), ya que en estas
condiciones se condensé agua en el interior
de las bolsas, lo cual favorecio el deterioro
asociado con hongos y bacterias.

En el caso de C. volkameriana, la mayor
germinacién al final del periodo de
almacenamiento se obtuvo con semillas
colocadas en bolsas con arena himeda y
luego en semillas empacadas en bolsas
de polietileno y de papel, posiblemente
debido a que con estas modalidades de
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empaque, el agua que se condensé en el
interior de las bolsas, cuando se almacend
las semillas a 5°C, fue rdpidamente
absorbida por la arena o por el papel, lo
cual limit6 en alguna medida el desarrollo
de hongos y bacterias. En el caso de
citrumelo, posiblemente las humedades
de almacenamiento fueron tan altas que
no hubo efecto del empaque al final del
almacenamiento, por lo que la merma en
el porcentaje de germinacion se debid a un
deterioro de la calidad fisioldgica o a una
pérdida de vigor de las semillas.
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