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Resumen

Crescentia alata es un arbol abundante en el Bosque Tropical Seco de Santa Rosa,
Guanacaste. Se distribuye principalmente en la vertiente pacifica desde México hasta
Guanacaste, Costa Rica. Existe gran variedad de usos registrados, pero pese a eso hay poca
informacion biolégica y esto limita la proteccién de las poblaciones silvestres y el
establecimiento de plantaciones. Para algunas comunidades en Mesoamérica, el género
Crescentia es un recurso de interés cultural y econémico. Por eso las semillas se almacenan
y a posteriori se evalia el deterioro de su calidad por reduccién de vigor, germinacién y
produccion de plantulas normales. En este estudio se caracterizé la fenologia, la
germinacion de semillas y el crecimiento de plantas de C. alara en el Bosque Tropical Seco
de Costa Rica.

Las fenofases de los arboles de C. alata en el Parque Nacional Santa Rosa varian
principalmente segun parametros ambientales: precipitacién, temperatura minima,
humedad, velocidad del viento y radiacién solar. La pérdida de follaje de la especie no es
un evento sincrénico; en junio ocurre la mayor produccion de follaje, la méaxima floracién
se observa en época lluviosa (junio), probablemente por la mayor disponibilidad de agua y
el abundante follaje que reduce el ataque de herbivoros a partes florales. La mayor
abundancia de frutos maduros se observa en enero y éstos escasean en junio y julio.

La germinacion inicia entre 4 y 6 dias, sin necesidad de tratamiento pregerminativo
ni de remojo, vy a los 21 dias se alcanzan valores de 90 %. La germinacién aumenta con
temperaturas cercanas a 30 °C y se inhibe a temperaturas més bajas (15 °C y 20 °C) sin
causar pérdida de viabilidad. También, germinan mas semillas expuestas a la luz que a la
oscuridad y cuando previamente se han extraido del fruto. Factores como altas temperaturas
y presencia de luz probablemente favorecen la germinacién por la distribucion natural de la
especie en el Bosque Tropical Seco.

El almacenamiento de semillas a temperaturas medias (22-24 °C) aumenta el
deterioro de su calidad, mientras que a temperaturas mas bajas (5 y 15 °C) mantiene la
viabilidad hasta por tres afios. Las plantas tienen mayores tasas de crecimiento cuando las
semillas no fueron previamente almacenadas, y cuando se siembran en la época seca
asignan mayor biomasa a raices y menor biomasa a tallo.

La investigacion sobre germinacion de semillas y crecimiento de plantas de C. alata
brinda informacion biologica basica, que podrd aplicarse en otros proyectos para el
adecuado aprovechamiento de los recursos forestales, alimenticios y medicinales de esta
especie, asi como para proyectos de conservacién, propagacion y reforestacion que
beneficien la estabilidad de las poblaciones naturales. También, permite aumentar el
conocimiento de las especies del Bosque Tropical Seco y sus relaciones con los demas
componentes del ecosistema.
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Prefacio

La elaboracidn de la presente tesis fue posible gracias a una beca de la Universidad
de Costa Rica y al financiamiento de los proyectos 111-B2-135 y 111-B5-145 concedido
por la Vicerrectoria de Investigacién de la UCR.

A pesar de que Crescentia alata es una especie frecuente en el Bosque Tropical
Seco y tiene importancia econdmica para algunas comunidades humanas, se carece de
informacidén cuantitativa en temas de fenologia, germinacién y manipulacién de sus
semillas. Por eso el interés de esta investigacién radica en profundizar en aspectos
biolégicos de C. alata para aportar informacién basica de la especie y contribuir con
futuros estudios.

El objetivo general de la presente tesis fue estudiar la fenologia de Crescentia alata
en el Bosque Tropical Seco, el proceso de germinacion y algunos factores ambientales
influyentes en la germinacién y el crecimiento inicial de las plantas. Los objetivos
especificos fueron: 1) describir la fenologia de C. alata en el Bosque Tropical Seco de
Costa Rica; 2) caracterizar el proceso de germinacion de las semillas en diferentes
condiciones de temperatura y luminosidad; 3) determinar las condiciones Optimas de
temperatura, humedad y periodos para almacenar las semillas y conservar su viabilidad y 4)
evaluar la tasa de crecimiento de plantas de Crescentia alata a partir de semillas
almacenadas en distintos periodos y a varias temperaturas, y el efecto de la intensidad de la
luz.

Este documento se divide en tres capitulos escritos como articulos cientificos segin
la Revista de Biologia Tropical. El primero trata sobre la fenologia de la especie vy la
relacion de las fenofases con factores ambientales en el Parque Nacional Santa Rosa. El
segundo expone las variaciones en los porcentajes de germinacion cuando las semillas se
someten a determinadas temperaturas y niveles de luminosidad durante el proceso de
germinacion; ademads, analiza cémo las condiciones de almacenamiento (tiempo y
temperatura) afectan la viabilidad de la semilla. El tercero presenta el efecto del
almacenamiento de las semillas y la intensidad de la luz sobre el crecimiento de las plantas.

El andlisis de los datos obtenidos en esta investigacion aporta informacion novedosa
sobre el Bosque Tropical Seco y datos relevantes de fenologia, germinacién y crecimiento

de C. alata para mejorar el conocimiento biolGgico y el manejo de la especie.



Capitulo 1

Fenologia de Crescentia alaia (Bignoniaceae) en el

Bosque Tropical Seco de Costa Rica

Kimberly Valverde-Rodriguez':?, Carlos O. Morales" * & Elmer G. Garcia'*

'Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica;
*kian 124@hotmail.com, *carlos.moralessanchez@ucr.ac.cr, ‘elmer.garcia@ucr.ac.cr

Abstract: Phenology of Crescentia alata (Bignoniaceae) in the Tropical Dry Forest of
Costa Rica. Crescentia alata is an abundant tree species in tropical dry forests (TDF).
Currently, TDF are considered vulnerable because of drought, fires, slow regeneration, and
deforestation. The phenological studies generate information that contributes with the
knowledge of the relationships of the species and the components of the ecosystem,
availability of food for animals and regeneration of forest cover. The aim of this work was
to describe C. alata phenology in the Tropical Dry Forest of Costa Rica, Twenty
reproductive trees were selected at the Santa Rosa National Park to measure in each one
height, diameter at breast height (DBH), and crown mean width, and to obtain soil moisture
values. Moreover the phenophases (leaf flushing, flower production, and fructification)
were analyzed during 14 months from 2015 to 2016. The mean height of the trees was 6.51
(+ 2.89) m, the DBH was 50,91 (£ 35.26) cm, and crown width 7.93 (x 3.77) m. The lowest
availability of water occurred in March 2015, there was most foliage in June, maximal
floration in June and October, and most ripe-fruit numbers in January. Phenological
patterns in C. alata are explained for the most part by common climatic factors as rainfall,
minimal temperature, relative humidity, wind speed, and sun radiation. The phenological
data registered for C. alara in this work may contribute to a better management and
conservation of this species’ resources.

Key words: Jicaro tree; phenophases: floration: fructification; seasonality; climatic

conditions; Santa Rosa National Park.

En el pasado, los bosques tropicales secos (BTs) cubrieron 42 % de los trbpicos y
subtropicos del planeta y contaron entre los ecosistemas boscosos de mayor extension en
Mesoamérica (Murphy & Lugo, 1986; Leiva. Rocha, Mata & Gutiérrez, 2009). En la
actualidad, se consideran vulnerables debido al efecto de factores como la sequia, los

incendios, la lenta regeneracién y la constante amenaza de deforestacion sobre el
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reclutamiento de pléntulas y las tasas de crecimiento (Vargas, 1987; Janzen, 1988; Leiva,
Mata, Rocha & Gutiérrez, 2009; Jiménez-Zafiga, 2014). Aunque la deforestacién en
Centroamérica ha sido excesiva, en las altimas décadas se ha logrado aumentar la cobertura
forestal por la puesta en préctica de politicas de conservacién (Murphy & Lugo, 1986;
Calvo-Alvarado, McLennan, Sanchez-Azofeifa & Garvin 2009; Jiménez-Zuiiga, 2014).

El BTs en Santa Rosa, Guanacaste, tiene una marcada diferencia entre las épocas
lluviosa y seca; alli el periodo lluvioso usualmente se extiende entre mayo y principios de
noviembre y el seco entre noviembre y abril. Este Gltimo periodo causa la pérdida de follaje
en muchas especies de la zona (Holdridge, 1967, 1987; www.sinac.go.cr). Las
precipitaciones mdximas generalmente suceden de mayo a julio y en setiembre y octubre, el
promedio anual de lluvia varfa entre 1500 y 1950 mm; la temperatura promedio anual varia
entre 24.0 y 27.8 °C, con una relacion de evapotranspiraciéon y precipitacién de
aproximadamente | (Vargas, 1987, 1988; Instituto Meteorol6gico Nacional, 2008; Leiva,
Mata et al., 2009; Leiva, Rocha et al., 2009; Jiménez-Rodriguez, 2010). Las especies
arbéreas mds abundantes en Santa Rosa son Quercus oleoides Schitdl. & Cham. (roble
encino), Byrsonima crassifolia (L.) Kunth (nance), Curatella americana L. (raspaguacal),
Vachellia collinsii (Saff.) Seigler & Ebinger (comizuelo) y Crescentia alata Kunth (jicaro)
(www.sinac.go.cr; Vargas, [988). La regién estd dominada por un mosaico de bosques
primarios, potreros ganaderos quemados anualmente y fragmentos de bosques secundarios
en proceso de sucesion natural, después de tener usos como la ganaderia, la extraccion
maderera, los cultivos agricolas y los asentamientos humanos (Leiva, Mata et al., 2009;
Leiva, Rocha et al,, 2009; Jiménez-Zifiga, 2014). Los suelos se caracterizan por ser
arcillosos, poco profundos, con baja capacidad hidrica y muy dcidos. En la zona se localiza
material geoldgico compuesto por ignimbritas, depdsitos sedimentarios y coladas de lava
(Vargas, 1987, 1988; Leiva, Rocha et al., 2009).

Crescentia alata es un é4rbol caulifloro que alcanza alturas entre 2 y 10 m. Posee
hojas trifolioladas con peciolo alado y foliolos que forman una cruz; las flores son verde-
amarillentas, con variaciones en las tonalidades de amarillo a rojizo, de antesis nocturna y
polinizadas por murciélagos (Quesada-Monge & Ferniandez-Vega, 2005). Los frutos son
esféricos, con exocarpo duro y liso, nectarios en estadios tempranos de desarrollo (Elias &
Prance, 1978) y abundante pulpa que rodea las semillas (Gentry, 1980; Snarkis, 1989,
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Cordero & Boshier, 2003; Vargas, 2011). Se distribuye principalmente en la vertiente
pacifica en las regiones con bosques secos, subperennifolios y caducifolios, desde México

hasta Guanacaste en la parte noroccidental de Costa Rica (Gentry, 1980; Solares, 2004).

Para algunas comunidades humanas el género Crescentia s un recurso de interés
cultural y econdmico y hay explotacién de sus recursos por la gran variedad de usos, como:
elaboracion de utensilios de cocina y artesanias; extraccion de madera, carbén y tinte;
preparaciéon de alimentos: bebidas (alcohélicas, horchata y “leche vegetal™), reposterias,
caramelos y alimento para animales de engorde o produccion de leche (Standley, 1928;
Nellis, 1997; Figueroa & Bressani, 2000; Salazar & Soihet, 2001; Zamora et al., 2001;
Cordero & Boshier, 2003; Solares, 2004).

La fenologia es el estudio de los estados de desarrollo de las especies, que se repiten
anualmente, como los patrones de foliacién, floracién y fructificacién. Estos estudios
generan informacion que contribuye al conocimiento de las relaciones de estos patrones con
los otros componentes del ecosistema, la diversidad vegetal, la perpetuacion de las
poblaciones, la disponibilidad de alimento para animales, la regeneracion y la recuperacion
de cobertura boscosa (Borchert, 1996; Borchert, Meyer, Felger & Porter-Bolland, 2004;
Vilchez, Chazdon & Alvarado, 2008). La investigacion de C. alafa, especie arborea
abundante en el BTs, podra brindar informacién para el adecuado aprovechamiento de los
recursos y permitird fundamentar y focalizar los proyectos de conservacion y proteccién de
su ambiente. Por tanto, se establecio el objetivo de caracterizar la fenologia de Crescentia

alata en el Bosque Tropical Seco de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio: La investigacion se llevd a cabo en el Parque Nacional Santa Rosa,
Guanacaste, Costa Rica (10°52'N, 85°35'W), con altitud promedio de 250 m, entre febrero
de 2015 y marzo de 2016.

Fenologia: Se seleccionaron 20 drboles reproductivos en un area boscosa de ca. 800 m?. Se
consideraron éarboles reproductivos aquellos que mostraron evidencia de flores o frutos,
tanto adheridos como en el suelo bajo su copa. Cada arbol se georreferencio (Anexo 1), se

le asignd un niimero, se marc6 con una cinta plastica no adhesiva y con una placa metalica
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y se le midié: a) altura (m) por medio de un clinémetro, b) didmetro a altura de pecho
(DAP) (cm), ¢) dos mediciones perpendiculares de los didmetros de copa, que se
promediaron y se obtuvo el ancho promedio de copa (m), d) nimero de tallos del tronco a
altura de pecho, e) plantulas cercanas y f) presencia de dafio en el follaje, como agujeros o
quemaduras. Se buscaron plantulas de C. alata en un radio de 3 m alrededor de la base del
tronco de los 20 arboles y en la ruta del bosque para llegar a los sitios de muestreo. El dafio
en las hojas se determiné con una escala de 0 a 1: 0 es sin dafio, entre 0.1 y 0.9 de 10% a
90 % daiiado, respectivamente, y | representa 100 % del follaje dafiado. El monitoreo de la
variacion en las caracteristicas fenologicas de la poblacion se determind segin una
modificacion del método semicuantitativo de Fournier (1974), con escala de 0 a 4: 0 es
ausencia del caricter; | es presencia del cardcter de | a 25 % (escaso); 2 es presencia de 26
a 50 %; 3 es abundante de 51 a 75 % y 4 es muy abundante de 76 % a 100 %. Para el
andlisis de los datos se evaluaron los porcentajes de las categorias de la escala anterior para
convertir las variables en continuas y se nombraron como *porcentaje de cobertura en el
arbol”. Se realizaron observaciones mensuales de las fenofases durante |4 meses: presencia
de brotes de hojas y de flores, follaje, floracion, frutos inmaduros y maduros adheridos al

arbol y frutos caidos en el suelo debajo de la copa.

Variables ambientales: Los datos climatolégicos (precipitacion, temperatura promedio,
minima y madxima, humedad, velocidad y direccién del viento, y radiacién solar) se
obtuvieron de la Estacion Meteorolégica Santa Rosa, No. 72163, del Instituto
Meteorologico Nacional (IMN), en el Parque Nacional Santa Rosa (10°52'20''N,
85°37°10"°W). Se relacionaron los datos climaticos del mes anterior con los patrones

fenolégicos registrados en cada mes.

A partir de setiembre 2015 hasta marzo 2016 se midio la temperatura del suelo junto
a los arboles muestreados con un termometro de suelo, aproximadamente a 4 cm de
profundidad y a 30 cm de la base del tronco, entre 7:00 y 10:00 de la mafana. En cada
visita mensual de toma de datos, se recolectaron muestras de suelo de aproximadamente
200 gramos, alrededor de los 20 arboles para obtener un promedio del contenido hidrico.
Las muestras se tomaron a 3 cm de profundidad para eliminar la capa superior compuesta
de materia vegetal y entre 20 y 40 cm de distancia de la base del rbol. A cada muestra se le

determind el peso fresco, luego se colocd a 70 °C por 15 dias en una secadora Sheldon



[

Manufacturing Inc., modelo 14.5/89, y se estableci6 el peso seco constante con una balanza
marca Snowrex modelo EQ-1200 (x 0.01 g). El contenido de humedad del suelo se
determind mediante la féormula: CH = ((Peso himedo-Peso seco)/Peso seco)* 1 00 (Castafio,
Aristizdbal & Gonzélez, 2012). También, se recolectd suelo en febrero de 2016, a 5 cm de
profundidad y entre 30 y 50 cm de distancia de la base del arbol para el anélisis quimico,
segln la metodologia KCI-Olsen modificada (Méndez & Bertsch, 2012), realizado en el
Centro de Investigaciones Agrondémicas (CIA), Universidad de Costa Rica (Anexo 2 y 3).

Andlisis estadistico: Se relacion6 el contenido de humedad del suelo con el mes de
recolecta por medio de una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y se hizo una
regresion lineal entre el DAP y la altura del arbol (p<0.01). Ademas, se calculé el
coeficiente no paramétrico de correlacién de Spearman entre las fenofases y las variables
climaticas del mes anterior (precipitacién, temperatura promedio, temperatura minima,
temperatura maxima, humedad, velocidad del viento y radiacidn) (Zar, 1999), segin el
criterio de seleccion de coeficientes mayores (rzbﬂ.ﬁl positivos y negativos) y con
probabilidad menor a 0.05. Los andlisis fueron realizados con los programas JMP® (SAS
Institute Inc, 2012), Excel y R version 3.1.1 (R Development Core Team, 2014).

RESULTADOS

Los valores de altura, DAP, nimero de tallos y didmetro de copa de los drboles se
detallan en el Cuadro |. No hay relacién entre el DAP y la altura [Altura (m)
4.4602+0.0403*DAP (cm); R*™=0.2410, F,34=5.7142, p=0.0280). A lo largo de todo el
estudio no se observaron plantulas de C. alata alrededor de los drboles marcados ni en el

drea mds amplia de muestreo.

En junio se observé la mayor presencia de follaje y de brotes foliares y el menor
dafio en las hojas; el mayor dafio foliar se observ6 en marzo (Fig. 1). Aunque los periodos
maximos de floracién se observaron en junio y octubre (Fig. 2), la mayor abundancia de
frutos inmaduros se observd en julio, mientras que en enero, el mayor niamero de frutos
maduros (Fig. 3). Durante el periodo de estudio cuatro arboles no produjeron flores ni
brotes florales (3, 6, 9, 10) y cinco tampoco desarrollaron frutos (3, 6, 9, 10 y 16) (Anexo
4).
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Variables ambientales: Las temperaturas méaximas del suelo se registraron en enero vy
febrero (Cuadro 2). Se encontraron diferencias en el contenido de humedad del suelo segin
el mes (¥'=256.6799, g.1.=13, p<0.0001); hubo menor disponibilidad de agua en marzo y
mayor en noviembre de 2015 (Fig. 4). En los 14 meses del periodo de estudio (febrero 2015
a marzo 2016), la Estacién Meteoroldgica Santa Rosa registré las variables ambientales del
sitio: 678.70 mm de precipitacion total, 26.98 °C de temperatura promedio, 67.07 % de
humedad relativa, una velocidad del viento de 2.73 m/s al este y 21.57 MJ/m?* de radiacidn
solar. La precipitacion muestra dos valores maximos: en octubre (211.3 mm) y junio (176.6
mm). En febrero, marzo y abril de 2015 y enero, febrero y marzo de 2016 no se registraron
lluvias (IMN).

En el Cuadro 3 (Anexo 2) se muestran los valores del andlisis de suelo del sitio de
estudio y los valores criticos. El pH, la acidez intercambiable, el porcentaje de saturacién
de acidez (% SA) y la capacidad de intercambio de cationes efectiva (CICE) estan entre los
valores tolerables para la mayoria de cultivos; por tanto, es factible que no influyan en el

desarrollo de C. alata.

Segln el criterio de seleccidn de coeficientes, se encontraron algunas correlaciones
estadisticamente significativas entre las fenofases y las variables climdticas (Cuadro 4) y se
consideraron las mas importantes (r’bﬂ-,ﬁﬂ}. La mayor precipitacién se correlaciona con
aumento en la produccion de hojas y flores y presencia de frutos inmaduros; al aumentar la
temperatura minima disminuyen los frutos maduros. También, la mayor humedad relativa
se relaciona con un aumento en el nimero de frutos inmaduros y disminucién de brotes
foliares. El aumento de la velocidad del viento coincide con reduccitn de la floracion y del
nimero de frutos inmaduros. La mayor radiacion se correlaciona con menos frutos

inmaduros y aumento de la brotadura foliar.

DISCUSION

Durante ¢l periodo de estudio en el sitio se registré una precipitacién de 680 mm
(IMN), que segin Villalobos-Flores y Retana (1999) corresponde a un escenario seco; esto
pudo variar los patrones de las fenofases de los arboles de Crescentia alata. Al comparar

datos de afios anteriores, desde 1979 hasta 2013, no se habian registrado precipitaciones tan



bajas; la menor fue en 1991 con 880.] mm y la mayor en 2007 con 3038.1 mm. Esto se
debe a la influencia del fenémeno ocednico-atmosférico El Nifio Oscilacién Sur (ENOS),
que provoca cambios en los patrones normales de temperatura y precipitacion (Villalobos-
Flores & Retana, 1999), y un estudio sugiere que en el BTs la fenologia vegetativa vy la
floracién estin determinadas principalmente por la periodicidad de las lluvias y la
disponibilidad de agua en el suelo (Borchert et al., 2004). Sin embargo, es importante
considerar que las fenofases de cada especie dependen de relaciones complejas entre
factores endogenos, respuestas al ambiente e interaccién con otros componentes de la
comunidad (Borchert, 1980).

Una de las ventajas que se pueden resaltar de C. alata es la capacidad para
establecerse en areas abiertas con fuerte radiacion solar y bajo contenido de humedad en el
suelo. Asi puede colonizar sitios con condiciones que pocas especies soportan, sobrevivir y
servir de sustrato para otras plantas, y de refugio y alimentacién para animales. Segiin la
velocidad y el porcentaje de germinacién de las semillas, C. alata puede tener una
propagacion sin dificultad (Solares, 2004). Sin embargo, se desconocen las razones de la
ausencia de plantulas, pues la especie tiene caracteristicas que deberian favorecer la
regeneracion en dreas abiertas del BTs, como fructificacion en gran parte del afio y que
cada fruto tiene mas de 400 semillas que, en 8 a 30 dias, germinan hasta 80 % (Cordero &
Boshier, 2003). Aparentemente, en el sitio de estudio no hay dispersores de semillas y la
humedad de la pulpa del fruto puede causar su pudricion. Por ello, se recomienda estudiar

la dindmica poblacional de esta especie para dilucidar sus patrones reproductivos.

En ocasiones se relaciona la altura de los drboles con una variable mas accesible,
como el diametro; esto es importante para el manejo de las plantaciones y estudios de
crecimiento (Larsen & Hann, 1987; Arias-Aguilar, 2004). En C. alata no se recomienda,
debido a la falta de relacion estadistica entre el DAP y la altura; probablemente se debe al
disefio del drbol, pues en la mayoria de drboles el tallo es ramificado desde la base y las

ramas crecen mas lateral que longitudinalmente.

A pesar de que no se determinaron problemas de acidez en las muestras de suelo, no
es posible generalizarlo, pues el valor critico de estas variables cambia segln la especie

(Méndez & Bertsch, 2012). Ademads, no se encontraron diferencias notables entre el suelo
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cercano a un cortafuego y el del bosque. Las variaciones en el contenido de humedad del
suelo durante el tiempo de estudio se deben a la marcada época seca del sitio. Una
investigacion menciona que la fenologia vegetativa varia con la disponibilidad hidrica en el
suelo durante la estacion seca (Borchert et al., 2004). Los meses de pérdida del follaje
coinciden con los de menor contenido hidrico en el suelo y el final de la época seca, pues
en diciembre los arboles tienen hojas, pero en mayo hay una disminucién de brotes foliares
y hojas; esta reduccién de follaje podria ser una respuesta al aumento del fotoperiodo
después del equinoccio de primavera (2] de marzo) (Borchert et al., 2004). Esto concuerda
con la literatura, porque cuando inicia la estacion seca hay hojas, pero caducan en marzo y
abril (Cordero & Boshier, 2003). Aunque la fenofase de las hojas del jicaro no tiene
relacién directa con la temperatura, el mayor nimero de hojas coincidié con las mayores
precipitaciones, que le permiten al arbol retener sus hojas. Ademads, la formacion de hojas
puede ser inducida por las primeras lluvias fuertes de la €poca lluviosa (Borchen, 1996;
Borchert et al., 2004).

Segin el habitat y la especie, las plantas han desarrollado distintas estrategias para
captar mejor el agua disponible. minimizar su pérdida y asi mantener parte del follaje en la
estacion seca; por ejemplo, mayor eficiencia en el uso del agua, presencia de tejidos en
tallos y raices con capacidad para almacenarla, y reduccion de potenciales hidricos por
medio de la acumulacion de metabolitos en células, tejidos u érganos para captar mas agua
(Tezara, Urich, Coronel, Marin & Herrera, 2010). Algunos estudios han determinado que
muchas plantas que habitan sitios con déficit hidrico se adaptan con un sistema radical
profundo (Tezara et al., 2010). Las raices de C. alata en el drbol adulto miden entre 1.5y 2
m, llegando a tener contacto con la ignimbrita (Vargas, 1988); pero debido a las
condiciones del hdbitat y a la falta de defensas mecanicas, es posible que utilicen un
método de defensa quimica, como la produccion de metabolitos secundarios que protejan
de la deshidrataciéon (Ojeda, Obispo, Gil & Matute, 2015). Ademas, C. alata tiene proteinas
de choque térmico y enzimas que podrian explicar la resistencia a condiciones térmicas y

de sequia (Corrales et al., 2017).

En alguna literatura se menciona que C. alata es caducifolia (Vargas, 1988;
www.iucn.org): sin embargo, otros la describen como ligeramente decidua (Rockwood,

1974) o que permanece siempre verde (Borchert et al., 2004). Las observaciones de
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brotadura y follaje demuestran que durante el periodo de estudio no hubo pérdida total de
hojas. Posiblemente se trate de un drbol semicaducifolio, puesto que en la época seca
reduce el follaje y la mayoria de arboles lo mantiene al menos un 25 %. Durante 14 meses
solamente dos de 20 drboles perdieron por completo sus hojas, uno en mayo 2015 y otro en
marzo 2016, de manera que la pérdida de hojas no es un evento sincrénico en la poblacion
de jicaros del Parque Nacional Santa Rosa. Segiun Rockwood (1974), algunos drboles se
anticipan a las lluvias para la produccion de hojas, como la leve aparicion de brotes foliares

sin registros de precipitaciones en abril 2015 (Fig.1).

La mayoria de brotes de hojas aparecieron en junio, mes con mayor abundancia de
lluvia. Cordero y Boshier (2003) mencionan que al inicio del periodo lluvioso, en mayo, se
observan brotes foliares, por tanto, su aparicion se relaciona con las precipitaciones; sin
embargo, en este estudio no se encontrd una relacidn estadistica entre dichas variables.
Aungue existe relacion entre los brotes foliares y la humedad relativa, esta dltima estd

directamente relacionada con la cantidad de lluvia.

En Crescentia alata la mayoria de hojas se producen en junio; esto coincide con la
literatura, que menciona que la caida de hojas ocurre entre abril y mayo, y la produccién en
junio (Frankie, Baker & Opler, 1974). El ciclo de produccion de follaje depende de la
longevidad de las hojas, que varia entre especies y segun el tipo de bosque; muchos érboles
en bosques tropicales cambian sus hojas entre 6 y 24 meses, en promedio al menos una vez
al afio (Reich & Borchert, 1984; Freiberg & Freiberg, 1999). En un estudio defoliaron
manualmente drboles de C. alata, que tardaron entre 7 y 10 dias en producir nuevas hojas
en la época de las primeras lluvias; probablemente el aumento de la humedad o del
fotoperiodo sean factores que inducen la produccién de hojas (Rockwood, 1974). En marzo
se observa el mayor dafio foliar, pues conforme las hojas son mds viejas aumenta el tiempo
de exposicion al dafio por herbivoria y a la incidencia de los rayos solares. El dafio en las

hojas nuevas podria ser causado por el escarabajo Oedionychus sp. (Rockwood, 1974).

El mayor nimero de brotes foliares en junio coincide también con el aumento de la
radiacion solar. Segin Freiberg y Freiberg (1999), la luz afecta la longevidad de las hojas,
de modo que la energia luminica proveniente del sol es un factor influyente en la

produccion de hojas de jicaro. El aumento de brotes de hojas en la época de mayor
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radiacion podria estar relacionado con la actividad de los insectos, su tasa de forrajeo y la
influencia de la herbivoria en las plantas. Diversos estudios han determinado que las plantas
expuestas a la radiacion UV-B, componente de la radiaci6n solar, son menos atacadas por
insectos herbivoros, pues la radiaciéon provoca cambios en la calidad de tejidos vegetales e
incrementa la resistencia a agresores bidticos, a causa de la produccién de metabolitos
secundarios que protegen contra la radiacion (Rockwood, 1974, Ojeda et al., 2015). En el
bosque semicaducifolio algunas especies lefiosas de las familias Fabaceae, Polygonaceae y
Sterculiaceae, al ser ramoneadas por vacas, producen metabolitos secundarios del tipo
esteroles, terpenoides, fenoles y taninos (Ojeda et al., 2015). No es posible asegurar que
esto ocurra en C. alata; sin embargo, se ha observado que en especies forestales, en la
época lluviosa, que coincide con el periodo activo de crecimiento, aumenta la
concentracion de taninos como mecanismo de defensa ante los herbivoros (Ojeda et al.,
2015).

Segun Borchert et al. (2004), el aumento en el fotoperiodo, como resultado del
solsticio de verano, podria estar relacionado con la mayor produccién de hojas, la presencia
de follaje y la sincronia en la floracidn de C. alata en junio. Ademads, la floracién puede ser
inducida por la rehidratacion de los tejidos con las primeras precipitaciones (Reich &
Borchert, 1984). Se registraron dos maximos de floracion durante el afio; el mas intenso de
brotes florales y de flores en junio, otro menos intenso de brotes en setiembre y de flores en
octubre. Lo observado coincide con la literatura, pues la floracion de C. alata en
Centroamérica es mayor en mayo y octubre, pero en general abarca todo el afio y esto

favorece la polinizacién y la produccién de frutos (Cordero & Boshier, 2003).

El nimero de flores aumenta en épocas con mayores precipitaciones y menores
velocidades del viento; asi se reduce la erosion edlica en la época lluviosa (Vargas, | 988;
Borchert, 1996) y las maximas floraciones se cuantificaron en los meses con mayor
precipitacion, junio y octubre del 2015. En los bosques semideciduos de Guanacaste, la
mitad de las especies de drboles florecen durante la época lluviosa (Borchert et al., 2004).
La floracion en esa época puede tener las siguientes ventajas: 1) hay mayor cantidad de
agua disponible en el ambiente para la planta, por tanto no es critica la pérdida de agua por
transpiracion de las estructuras reproductivas; ademads, 2) al tener la mayor cobertura de

hojas, los herbivoros pueden alimentarse de éstas y asi disminuye la probabilidad de ataque



12

a las partes florales, de este modo aumenta la posibilidad de que algunas flores sean
polinizadas y formen semillas que podrian convertirse en plantulas. Ademas, la
sincronizacion en la presencia de hojas y flores permite al drbol seguir captando luz

mientras florece, y asi continuar con otros procesos fisiologicos (Frankie et al., 1974).

El periodo que transcurre entre la polinizaciéon y la formacion de frutos es de
aproximadamente cuatro meses, y los frutos se mantienen de cinco a siete meses adheridos
al 4rbol (Cordero & Boshier, 2003). En esta investigacion, en junio los drboles carecian de
frutos maduros, en cambio durante todo el estudio al menos un rbol tenia inmaduros y
caidos. El aumento en el nimero de frutos maduros estd correlacionado estadisticamente
con una disminucion en la temperatura; en enero del 2015 se observé el mayor nimero.
cuando el IMN registré una minima de 16.1 °C, mas baja que el promedio del sitio; al
contrario, el nimero de frutos podria reducirse por efecto del ataque de herbivoros
(Rockwood, 1974). La presencia de frutos inmaduros se relaciona con aumento de lluvia y
humedad, y coincide con disminucién en velocidad del viento y radiacion solar. En Costa
Rica, el mejor periodo para recolectar frutos maduros se extiende entre octubre y febrero,
mientras son escasos en junio y julio; sin embargo, Cordero y Boshier (2003) indican que

en Nicaragua esta especie fructifica todo el afio.

En conclusion, los patrones fenologicos observados en la poblacion de C. alata en
Santa Rosa de Guanacaste se atribuyen, en mayor grado, a factores climaiticos comunes,
como precipilacion, temperatura minima, humedad relativa, velocidad del viento y
radiacion, junto con la probable interaccion de componentes bidticos y abidticos de la
comunidad y factores enddgenos. Esta investigacion podrd contribuir al manejo,
propagacion y conservacion de C. alata al determinar que el follaje abunda en junio, la
médxima floracion ocurre en junio y octubre, y la mayor abundancia de frutos maduros se

observa en enero, para un aprovechamiento 6ptimo de los recursos en los mejores periodos.
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Resumen: Crescentia alata es una especie abundante en los bosques tropicales secos
(BTs). En la actualidad, los BTs se consideran vulnerables debido al efecto de la sequia, los
incendios, la regeneracion lenta y la deforestacién. Los estudios fenologicos generan
informacion que contribuye con el conocimiento de las relaciones de las especies y los
componentes del ecosistema, disponibilidad de alimento para animales y regeneracion de
cobertura boscosa. El objetivo general es describir la fenclogia de C. alata en el Bosque
Tropical Seco de Costa Rica. En 20 drboles reproductivos del Parque MNacional Santa Rosa
se midieron altura, didmetro a altura de pecho (DAP) y ancho promedio de la copa de los
drboles y el contenido hidrico del suelo; ademés, se analizaron las fenofases: foliacidn,
floracién y fructificacion por 14 meses entre los aflos 2015 y 2016. Se determinaron valores
promedio en la altura de 6.51 (£ 2.89) m, el DAP de 50.91 ( 35.26) cm y ancho de la copa
de 7.93 (+ 3.77) m. La menor disponibilidad de agua fue en marzo 2015; hay mas follaje en
junio, méxima floracion en junio y octubre y mayor nimero de frutos maduros en enero.
Los patrones fenologicos en C. alata se atribuyen en mayor grado a factores climdticos
comunes, como precipitacidn, temperatura minima, humedad relativa, velocidad del viento
y radiacidén. Los datos fenoldgicos obtenidos en este estudio pueden contribuir al manejo
adecuado y la conservacion de los recursos de esta especie.

Palabras clave: jicaro; fenofases; floracidn; fructificacion; estacionalidad; condiciones

climaticas; Parque Nacional Santa Rosa.
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CUADRO 1
Medidas promedio (£ desviacién estindar) de altura, DAP, niimero de tallos a altura de
pecho y ancho promedio de copa de drboles de Crescentia alata en el Parque Nacional

Santa Rosa, Guanacaste

TABLE |
Mean (+ standard deviation) height, DBH, stem number at breast height, and crown mean

width of Crescentia alata trees at Santa Rosa National Park, Guanacaste

Arbol Altura DAP(cm)  Namero Ancho promedio de la
(m) de tallos copa (m)
I 10.20 87.00 | 11.20
2 11.89 78.00 | 11.40
i 509 29.70 3 4.95
A 13.18 165.00 3 12.10
5 9.93 29.00 | 7.25
6 173 46.60 5 6.05
7 7.74 38.90 3 7.60
8 6.50 17.00 | 5.98
9 3.26 106.20 4 5.55
10 5.17 45.70 3 6.36
11 4.15 24.50 3 4.55
12 5.27 45.20 4 5.75
13 4.63 29.80 3 6.00
14 6.71 55.60 | 21.20
15 3.93 55.00 4 8.05
16 4.24 34.50 3 6.50
17 7.67 37.30 nl 8.10
18 8.17 17.20 I 6.40
19 4.82 45.00 i 8.00
20 3.87 3100 4 5.65

Prom.(+DE) 6.51%2.89 5091+35.26 2.75+2.83 7.93+£3.77
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CUADRO 2
Temperaturas promedio, minima y mdxima por mes, registradas en el suelo del Parque
Nacional Santa Rosa, Guanacaste en el 2015 v 2016

TABLE 2
Mean, minimal and maximal temperatures (°C) by month in soil samples from Santa Rosa
Mational Park, Guanacaste, 2015-2016

Temp.(°C) Sept. Oct. Nov. Dic. Ene. Feb. Mar.

Promedio 29 28 7 29 30 33 30
Minima 27 27 26 26 25 30 26
Maxima 30 29 28 3 34 38 33

CUADRO 3

Resultados del andlisis de suelo del Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste

realizado en el Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA) en febrero 2016

TABLE 3
Results of soil samples from Santa Rosa National Park, Guanacaste, analyzed at

Centro de Investigaciones Agronémicas (University of Costa Rica), February 2016

cmol(+)/L mg/L Wifvsfem
pHH,0 Acidz Ca Mg & CICE %SA P Zn Cu Fe Mn :
Valor
critico 5.5 0.5 4 | 0.2 5 0 3 1 10 5
0.7 3 34 17 272 43

Muestra 6.0 0.14 1278 581 025 1898
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Coeficientes de correlacion entre las fenofases en Crescentia alata y los factores

ambientales (lluvia, temperaturas promedio, minima y maxima, humedad relativa,

velocidad del viento y radiacidn solar) del Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste

TABLE 4

Correlation coefficients between phenophases in Crescentia alata and environmental

factors (rain, mean. minimal and maximal temperature, relative humidity, wind speed, and

solar raddiation) at Santa Rosa National Park, Guanacaste
Fenofases Lluvia Temp. Temp. Temp. Humedad Velocidad Radiacion
(mm) promedio minima méxima Relativa delviento  (MJ/m?)
(°C) (°C) (°C) (%) (m/s)
Floracion 0.6531* 0.1942  0.3933 0.4314 0.4705 -0.6246* -0.4685
Brote floral 0.5527* 03414 04518 0.5251 0.3322 -0.4898 -0.2846
Fruto inmadure 0.7231* -0.4305 04978 -0.3546  (.7420%* -0.6075* -0.7056*
Fruto maduro  0.0112 -0.5815* -0.6035* -0.5692*  (.190] -0.2178 -0.2178
Frutos caidos 02318 0.2359 05050 0.0286 0.0653 0.0066 -0.1344
Foliacién 0.7080* 0.1300 0.5022 0.0857 0.4928 -0.5347* -0.5193
__Brote foliar  -0.4820 05200 -0.0310  0.4425  -0.6429*  0.5869*  0.6290°

*Valores estadisticamente significativos con p<0.05
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Fig. 1. Promedio de foliacién, brotes foliares y dafio en las hojas (+ desviacién estindar) de
Crescentia alata durante 2015 y 2016 en Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste.

Fig. 1. Mean foliation, leaf buds, and foliage damage (% standard deviation) in Crescentia
alata during 2015-2016 at Santa Rosa National Park, Guanacaste.
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Fig. 2. Promedio de floracion y brotes florales (+ desviacion estdndar) de Crescentia alata
durante 2015 y 2016 en Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste.

Fig. 2. Mean floration and flower buds (+ standard deviation) in Crescentia alata during
2015-2016 at Santa Rosa National Park, Guanacaste.
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Fig. 3. Fructificacion promedio ( desviacion estindar) de Crescentia alata durante 2015 y
2016 en Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste.

Fig. 3. Mean fructification (+ standard deviation) of Crescentia alata during 2015-2016 at
Santa Rosa MNational Park, Guanacaste.
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Fig. 4. Contenido de humedad promedio del suelo (£ desviacién estandar) alrededor de 20
arboles de Crescentia alata en 2015 y 2016 en el Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste.
Fig. 4. Mean soil moisture content (£ standard deviation) around 20 Crescentia alata trees,
2015-2016 at Santa Rosa National Park, Guanacaste.
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Capitulo 2

Germinacion de semillas de Crescentia alaia (Bignoniaceae) en distintas condiciones de
temperatura, luminosidad y periodos de almacenamiento

Kimberly Valverde-Rodriguez" ?, Carlos O. Morales"* & Elmer G. Garcia' *
'Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica; *kian124@hotmail.com,
*carlos.moralessanchez@ucr.ac.cr, ‘el mer.garcia@ucr.ac.cr

Abstract: Seed germination of Crescentia alata (Bignoniaceae) at different
temperatures, light conditions, and storage periods. Crescentia alata is a natural
resource with cultural and economic value from Mexico to Costa Rica. Nevertheless,
protection of natural populations and establishment of plantations are limited by lack of
information on species germination and plant growth. This study aims to characterize fruits
and seeds, to evaluate the seed germination process at different temperatures and light
conditions, and to determine the optimal conditions of temperature, humidity, and storage
periods in order to maintaining viable seeds of C. alata. Fruits and seeds were measured
and weighted and the number of seeds per fruit was counted. The germination percentage
was evaluated at five different temperatures (15, 20, 30, 20-30, and 25-30 °C), in light-dark
conditions, with seed storage at three temperatures (5 °C, 15 °C, and ambient temperature:
22-24 °C) during 36 months, moreover viability of seeds preserved inside of fruits was
evaluated. Mean value of fruit roundness index was -1.86, this means that fruits are
flattened-rounded in shape. Mean (£ standard deviation) fruit height is 3.95 (= 1.29) cm.
mean diameter is 4.81 (* 0.60) cm, and seeds are 0.75 (£ 0.07) cm long and 0.67 (+ 0.05)
cm wide. Mean fruit weight is 414.57 g and it contains ca. 691 seeds. Seeds germinated
neither at 15 *C nor 20 °C; in dark conditions germination decreased; germination and
viability decreased too when seeds were stored at ambient temperature (22-24 °C), and
when they were preserved inside fruits. This work brings valuable information for future
projects, not only for economic purposes on this species’ cultivation but for population
conservation in the Tropical Dry Forest ecosystem. It is concluded that C. alata seeds
germinate better at 30 °C, in light conditions, and if they are separated from fruit pulp
before being stored: in addition, when seeds are stored at low temperatures (5 °C and 15
°C) high germination and viability percentages can be maintained for until three years.

Key Words: Jlicaro tree; seed viability: seed moisture content; fruit roundness index:

Tropical Dry Forest; Costa Rica.
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Crescentia alata Kunth (jicaro) se distribuye desde México hasta Guanacaste en
Costa Rica, principalmente en la vertiente pacifica (Gentry, 1980). Habita en bosques
secos, subperennifolios y caducifolios (Solares, 2004). Estos drboles son caulifloros y
alcanzan alturas de |0 m; poseen hojas trifolioladas con peciolo alado y los foliolos forman
una cruz; las flores son grandes y verde-amarillentas, con variaciones en las tonalidades de
amarillo a rojizo, de antesis nocturna y polinizadas por murciélagos (Quesada-Monge &
Ferndndez-Vega, 2005). Los frutos son esféricos, con pericarpo duro y liso, una pulpa dulce
y abundante que rodea las semillas, que son pequefias, delgadas, con testa color café y
consideradas oleaginosas por el alto contenido de lipidos y proteinas (Gentry, 1980; IICA,
1989; Cordero & Boshier, 2003; Corrales et al., 2017).

El género Crescentia es un recurso natural de interés cultural y econdmico en
Mesoamérica, especialmente en El Salvador y Nicaragua (Corrales et al., 2017). Existe gran
variedad de usos registrados, algunos desde tiempos prehispdnicos. Por ejemplo:
elaboracion de utensilios de cocina y artesanias, extraccién de madera, carbon vy tinte,
preparacion de bebidas (alcoholicas, horchata y “leche vegetal™), reposterias, caramelos y
alimento para animales de engorde y de produccién de leche (Standley, 1928; IICA, 1989;
Nellis, 1997; Figueroa & Bressani, 2000; Salazar & Soihet, 2001; Zamora et al., 2001;
Cordero & Boshier, 2003; Solares, 2004; Mundo Forestal, 2013). Pese a los diversos usos
de la especie, existe poca informacién biologica y esto limita la proteccion de las
poblaciones silvestres y el establecimiento de plantaciones, que podrian permitir un

aprovechamiento efectivo de los recursos sin tener un impacto negativo en la naturaleza.

Las semillas de muchas especies de interés comercial son almacenadas a largo plazo
para reproducirlas posteriormente; pero varian en la tolerancia a la desecacion y en el
tiempo que mantienen la viabilidad. Segiin la sensibilidad a la pérdida de agua, se clasifican
en ortodoxas, intermedias y recalcitrantes; las primeras toleran deshidratacién hasta 5 % del
contenido de humedad, las intermedias entre [0 % y 12.5 % y las Gltimas soportan entre |5
% y 50 %. De los tres tipos de semillas, las ortodoxas mantienen su viabilidad por mas

tiempo al ser almacenadas (Magnitskiy & Plaza, 2007).

Los estudios sobre almacenamiento y germinacion de semillas de C. alata son
escasos (Solares, 2004), El inicio de la germinacion estd determinado por la disponibilidad

de agua, que cuando se absorbe desencadena una secuencia de cambios metabélicos que
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incluyen respiracion, sintesis proteica y movilizacién de reservas (Maldonado, Pujado &
Squeo, 2002; Doria, 2010). Ademéas de agua, una semilla requiere de oxigeno y una
temperatura apropiada (Graeber et al, 2010). Estos procesos fisioldgicos dependen de
diversos factores y son caracteristicos de cada especie; por ejemplo, las variaciones en las
condiciones de temperatura ¢ intensidad de luz, que pueden generar estrés e inducir la
expresion de genes que codifican proteinas (Gonzélez, 1991; Rodriguez-Pérez, 2006;
Funes, Diaz & Venier, 2009).

Por tanto, es importante conocer los factores que influyen en la germinacién y el
almacenamiento de semillas de C. alafa. Esta especie tiene un alto potencial para la
produccién comercial (Corrales et al., 2017), principalmente de frutos, cuyas dimensiones
son relevantes en la fabricacion de artesanias. El presente estudio pretende caracterizar el
tamafio y la forma de frutos y semillas de Crescentia alata, evaluar el proceso de
germinacién en diferentes condiciones de temperatura y luminosidad, y determinar las
condiciones Optimas de temperatura, humedad y tiempo de almacenamiento para mantener
las semillas viables; todo con el fin de generar informacion bioldgica del jicaro, especie del
bosque tropical seco, que podrd aplicarse en proyectos futuros de conservacion,

propagacion y reforestacién.

MATERIALES Y METODOS

Los frutos maduros se recolectaron de ca. 50 arboles de poblaciones silvestres en
Guanacaste, Costa Rica (10°36'N, 85°31'W y 10°52'N, B5°35'W), donde predomina el
bosque tropical seco con una marcada diferencia entre las épocas lluviosa y seca, el
promedio anual de lluvia varia entre 1500 y 1950 mm y la temperatura promedio anual
entre 24.0 y 27.8 °C (Leiva, Rocha, Mata & Gutiérrez, 2009). En otros paises se han
observado diferencias morfologicas en los frutos de Crescentia cujete L., especie
emparentada con C. alata (Aguirre-Dugua, Eguiarte, Gonzilez-Rodriguez & Casas, 2012).
Por eso se realizaron visitas previas en cuatro sitios de Guanacaste, donde no se detectaron
tales diferencias en frutos de C. alafa. Para tener una muestra representativa de las
caracteristicas morfologicas, se recolectaron frutos en diferentes épocas durante tres afios

{(2013-2015) en dos sitios diferentes: Liberia (febrero 2013), para almacenamiento y
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pruebas de temperatura, ¥ Parque Nacional Santa Rosa (marzo 2015), para evaluar
condiciones de luz-oscuridad. Un espécimen de Crescentia alata, testigo de esta
investigacién, se halla en el Herbario de la Universidad de Costa Rica (USJ-110 212).
Segin datos de precipitacion pluvial del Area de Conservacion Guanacaste, en el Parque

Nacional Santa Rosa se registraron 1591.8 mm en 2013 y 627 mm en 201 5.

Los frutos fueron despulpados manualmente, y las semillas lavadas y secadas a la
sombra durante una semana. Posteriormente se descartaron las dafiadas, con deformidades
o de menor tamafio que la mayoria. Entre las semillas normales se hizo una seleccion al
azar y se aplicé un remojo previo de 12 horas para homogenizar las condiciones; la salida
de la radicula fue el indicativo de una semilla germinada. Ademas, con una prueba no
paramétrica de Wilcoxon con 10 repeticiones de 50 semillas, se determind si era necesario

el remojo en las semillas para mejorar la germinacion.

Caracterizacion de frutos y semillas: Se midieron con cinta métrica dos circunferencias
perpendiculares en cada fruto (n=139) para calcular dos pardmetros: la altura (h) entre el
punto de insercion del pedicelo y el dpice, y el didmetro en el ecuador del fruto (D). Se
utilizd el indice de redondez (IR) (Aguirre-Dugua et al., 2012) para estimar la forma del
fruto con la férmula JR=(WD)-1; si IR=0 el fruto es esférico, IR positivo indica fruto
alargado e IR negativo, achatado. Se midié ancho y largo de las semillas (n=50) con un
calibrador Vernier (* 0.05 mm) y se pesaron frutos (n=119) y semillas secas por fruto
(n=56). Asimismo, se cont6 el nimero de semillas por fruto (n=76). Para determinar con
mayor facilidad el peso y el nimero de semillas por fruto, se crearon dos modelos lineales,
uno para estimar el peso de las semillas (variable dependiente) con el peso del fruto
(variable independiente), ¥ otro modelo para determinar el nimero de semillas (variable
dependiente) a partir de su peso (variable independiente). Los pesos se determinaron con
balanza marca Scout Pro SP601 (£ 0.1 g). Se aplicd estadistica descriptiva en las

mediciones y regresion lineal en los modelos mencionados.

La germinacion de los siguientes experimentos se hizo en cdmaras de germinacidn
de ambiente controlado en laboratorios de la Escuela de Biologia y del Centro de
Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica en San

José, Costa Rica,
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Capacidad germinativa a distintas temperaturas: Las semillas se sometieron a cinco
tratamientos: tres con temperatura constante de 15 °C, 20 °C y 30 °C, dos con alternancia
de temperatura entre ¢l dia y la noche de 20 a 30 °C y de 25 a 30 °C. Cada tratamiento se
hizo con 20 repeticiones de 20 semillas cada una (total 2000 semillas). Para la germinacién
se usaron cajas de Petri con el fondo cubierto por papel filtro y se agregd agua destilada
hasta la saturacién. Las cajas de Petri se colocaron en bandejas pldsticas envueltas con
bolsas plasticas transparentes para mantener la humedad, en cAmaras de germinacién de
ambiente controlado, con fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa de 98-100 %. El
papel y las cajas de Petri se esterilizaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 1 %.
Las camaras de germinacion utilizadas son marca Hoffman Manufacturing LS-12, modelos
SG2-22 y SG-30, y marca Precision Scientific, modelo RS-232. Se determind el porcentaje
de germinacion acumulado a los 21 dias y se hicieron una prueba de ANDEVA de una via
y una de comparaciones miltiples Tukey-Kramer para determinar si la germinacion cambia

segun la temperatura.

Capacidad germinativa en luz y oscuridad: Se probé en dos ambientes permanentes: luz
y oscuridad, con 20 repeticiones de 15 semillas cada una (600 en total). Las cajas de Petri
se colocaron en bandejas y éstas en una cdmara de germinacién con ambiente controlado de
luz (Environmental controlled Chamber marca Electro-Tech Systems modelo 518), con
temperaturas fluctuantes de 25 °C a 40 °C, segin las condiciones del dia, y la humedad
relativa de 98-100 %. La intensidad luminica fue de ca. 14500 lux. Para homogenizar la
humedad, las bandejas se cubrieron con pldstico, transparente para luz y negro para
oscuridad. Se determiné el porcentaje de germinacién acumulado y se hizo un ANDEVA

de una via para comparar la germinacion a la luz y a la oscuridad.

Efecto del almacenamiento y la temperatura sobre la viabilidad de las semillas: Las
semillas secas s¢ colocaron en bolsas de papel cubiertas con bolsas plasticas y se
almacenaron durante 36 meses a distintas temperaturas: 5 °C, 15 °C y ambiente (promedio
entre 22 y 24 °C). Se evaluaron los porcentajes de germinacién en todos los periodos de
almacenamiento (0, 4, 8, 14, 20, 24 y 36 meses). Las semillas se colocaron en cajas
plasticas de 21 cm de largo, 14 cm de ancho y 7 cm de alto; el fondo se cubri6 con turba de
germinacion marca Fafard, con 10 repeticiones de 50 semillas cada una (total 9500). Las

pruebas se hicieron en una camara de germinacion Hoffman Manufacturing Inc., con



31

fotoperiodo de 12 horas, 30 °C durante el dia, 25 “C durante la noche y humedad relativa de
08-100 %. Se hizo un ANDEVA de una via por temperatura con ¢l porcentaje de
germinacion acumulado a las cinco semanas como variable respuesta y el periodo de
almacenamiento como factor. También se hizo un ANDEVA de una via con el porcentaje
de germinacion acumulado a las 5 semanas de las semillas almacenadas por 36 meses, para

determinar la temperatura de almacenamiento que mas reduce la germinacidn.

Ademds, en cada prueba del porcentaje de germinacion se midieron los contenidos
de humedad (CH) de las semillas almacenadas durante 0, 4, 8, 14, 20,24 y 36 meses ya 5
°C, 15 °C y temperatura ambiente; se utilizaron 20 repeticiones con 10 semillas enteras
(total 3800). El peso fresco y seco se obtuvo con una balanza analitica Sartorius AC 2108S-
MCI. Las semillas se dejaron en bolsas de papel en una secadora Sheldon Manufacturing
Inc. modelo 14.5/89, a 80 °C por |5 dias para alcanzar un peso seco constante y se
mantuvieron en gel de silice. El CH se calculé con la formula (Castafio, Aristizdbal &
Gonzalez, 2012): Contenido de humedad  ((Peso fresco-Peso seco)/Peso seco)*100. Se
hizo ANDEVA de dos vias y la prueba de comparaciones maltiples Tukey-Kramer. Se
determiné el coeficiente no paramétrico de correlacion de Spearman entre el contenido de

humedad y el porcentaje de germinacion un mes después de poner las semillas en turba.

Capacidad germinativa de semillas almacenadas dentro y fuera del fruto: Se
mantuvieron 25 frutos en sacos de malla pldstica, que permiten la evaporacidn del agua, y
aparte se almacenaron semillas secas y libres de pulpa en bolsas de papel. Ambos
tratamientos permanecieron a temperatura ambiente (22-24°C) y a la sombra en un
invernadero. Con 32 meses de almacenamiento se extrajeron las semillas de los frutos, se
seleccionaron al azar y se calculéd el porcentaje de germinacion de las semillas libres y de
las conservadas dentro de frutos. Se hicieron 10 réplicas con 50 semillas, en bandejas
plasticas (21 cm de largo, 14 cm ancho y 7 cm de alto) con turba de germinacion marca
Fafard como sustrato, en una camara de germinacién a 30 °C en el dia, 25 °C en la noche,
con fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa de 98-100 %. Se hizo una prueba no

paramétrica de Wilcoxon.

Los andlisis se realizaron con JMP® (SAS Institute Inc, 2012), Excel y Software R
version 3.1.1 (R Development Core Team 2014).
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RESULTADOS

Se determind que las semillas de Crescentia alata son ortodoxas, sin reposo, ¥
germinan sin tratamiento pregerminativo. Si las semillas se humedecen por 12 horas, a los
33 dias de ser colocadas en turba tienen un porcentaje de germinacion de 84.80 (= 7.61) %,
que sin remojo es de 79.4 (= 4.11) %; sin embargo, no hay diferencias en la germinacitn
(x*=1.8057, gl=1, p<0.1790). La germinacion es epigea y la pldntula fanerocotilar; la
radicula brota entre 4 y 6 dias posteriores al inicio de la imbibicidn y en 21 dias germina ca.
90 % de las semillas.

Caracterizacion de frutos y semillas: En el Cuadro | se detallan las medidas del fruto; el
IR tiene un promedio de -1.86, con un valor minimo de -3.55 y méaximo de -0.16. En
promedio, la semilla mide 0.75 + 0.07 cm de longitud, 0.67 + 0.05 cm de anchura y 50
semillas secas pesan 1.96 £ 0.15 g. Ademas, el peso de las semillas puede calcularse con la
ecuacion Peso de semillas (g) 19.9383+0.0298*peso del fruto (g) (R™=0.1651,
F1.18=7.514, p=0.0093). El total de semillas por fruto puede calcularse de la siguiente
manera; Numero de semillas 409.171+11.904*peso de semillas (g) {R=={I.4505.
F1.54=44.2700, p=1.5040¢™®).

Capacidad germinativa a distintas temperaturas: La mayor germinacidn se registrd en
15 dias a 30 °C. Se encontraron diferencias en el porcentaje de germinacién acumulado en
21 dias segin temperatura (R;=0.9892, F49s=2167.359, p<0.0001; Fig. 1). Con la
comparacién de promedios por el método de Tukey-Kramer se determiné que los resultados
agrupan las temperaturas segin la similitud en los porcentajes de germinacion (Tukey-
Kramer, a=0.05); el primer grupo de temperaturas altas se conforma de 30 °C, 25-30°C y
20-30 °C y el segundo grupo de temperaturas més bajas de 20°C y 15 °C.

La germinacién de las semillas se inhibe a temperaturas de 20 °C y 15 °C, pero no
pierden la viabilidad al permanecer embebidas en cémaras de germinacion por 21 dias.
Después de estar en esas condiciones se colocaron a temperatura ambiente en un
invernadero (25-30 °C); seis dias después se obtuvo un porcentaje de germinacion de 74 %
al5°Cy 70 % a 20 °C. Las semillas germinaron, aun cuando un hongo infesté el papel
filtro y las semillas de algunas cajas de Petri; esto ocurrié a todas las temperaturas, pero
principalmente a 30 °C y 20-30 °C.
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Capacidad germinativa en luz y oscuridad: A los 22 dias se alcanzd un porcentaje de
germinacion acumulado de 93.67 (£ 12.51) % en luz permanente y 74.33 (£ 15.55) % en
oscuridad (Fig. 2). En la condicién de luz germinan mds semillas que en la de oscuridad
(R*=0.3343, F, 33=19.0794, p<0.0001).

Efecto del almacenamiento y de la temperatura sobre la viabilidad de las semillas: El
porcentaje de germinacién acumulado a las cinco semanas wvaria segin el periodo de
almacenamiento (0 a 36 meses). Se determiné que: 1) a temperatura ambiente disminuye la
germinacién al aumentar el periodo de almacenamiento (R1=D.ED?2, F,«s=284.7109,
p<0.0001), 2) a 5 °C la tasa de germinacién se mantiene constante, aunque aumente el
almacenamiento (R?=0.0006, F)¢s=0.0432, p=0.8360), y 3) a 15 °C tampoco cambia la
germinacion (R’=0.0043, F)4s=0.2962, p=0.5881). Ademas, al final del almacenamiento
(36 meses) se compard el porcentaje de germinacién acumulado a cinco semanas segin la
temperatura de almacenamiento (ambiente, 15 °C y 5 °C) y se notaron diferencias
{REIGS'BZS. F227=756.4298, p<0.0001; Fig. 3). Las temperaturas bajas mantienen las
semillas mds tiempo viables, que alcanzan hasta 92 % de germinacibna I15°Cy89%a 5
°C; en cambio, a temperatura ambiente germina 32 % (Tukey-Kramer, a=0.05). El proceso
de germinacion se atrasd, principalmente en las semillas almacenadas a temperatura
ambiente y en ciertos periodos de almacenamiento (Cuadro 2); por eso fueron necesarios

més dias para concluir las evaluaciones.

El contenido de humedad (CH) de las semillas es diferente segin el periodo y la
temperatura de almacenamiento (R’= 0.3811, F3 206= 42.2872, p<0.0001); en promedio, si
s¢ almacenan a temperatura ambiente poseen 9.72 % de humedad, 9.92 % a 5°C y 7.05 %
a |5 °C. Los CH a temperatura ambiente y a 5 °C son similares y no hay cambios con el
tiempo de almacenamiento, mientras que a 15 °C la humedad de la semilla se reduce con el
almacenaje (Tukey-Kramer, a 0.05). Conforme pasaba el tiempo de almacenamiento de
las semillas a temperatura ambiente (R?= 0.0033, F, 5= 0.2247, p= 0.6370) y a 5 °C (R’=
0.0452, Fie5= 3.2172, p= 0.0773), el CH se mantuvo constante durante 36 meses; en
cambio, a |5 °C el CH disminuy6 durante el almacenamiento [R2= 0.1901, F) = 15.9577,
p=0.0002). Asimismo, no se encontré correlacion entre el contenido de humedad y la
germinacion a las temperaturas analizadas: 1) ambiente (rho= 0.0643, S= 0.0075, p=
0.9511), 2) 5 °C (rho= -0.1265, 8= -0.1518, p= 0.2096) y 3) 15 °C (rho= 0.2093, S=
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0.0958, p= 0.4304). Asi, la germinacién no depende de las variaciones observadas en el
contenido de humedad de las semillas (Fig. 4).

Capacidad germinativa de semillas dentro y fuera del fruto: El porcentaje de
germinacion de las semillas conservadas dentro de los frutos es menor que el de las
semillas extraidas (x’= 46.2925, g.l.= 1, p<0.0001). El porcentaje de germinacién 33 dias
después de poner en turba semillas que estuvieron conservadas dentro de frutos fue de 4.00
(£ 2.49) %, mientras el de semillas previamente extraidas y limpias fue de 49.20 (= 11.08)
%.

DISCUSION

La germinacion de Crescentia alala inicia en 4 a 6 dias y a los 2| dias alcanza
valores de 90 % o més, sin necesidad de tratamiento pregerminativo, en contraste con la
literatura que registra el inicio a los 8 dias, y de 75 % a 80 % en 30 dias (Cordero &
Boshier, 2003). Sepiin Solares (2004) en sustrato de arena, después de dos afios de

almacenamiento la germinacion es de 52 %.

Caracterizacion de frutos y semillas: En el estudio se observd un menor didmetro del
fruto, mientras que el peso de la semilla y el nimero de semillas por fruto coinciden con los
mencionados en la literatura. Se registran valores del didmetro del fruto de 7 a 10 cm; el
peso por semilla es 25 a 40 mg, la semilla mide entre 6 y 8 mm de didmetro, | a 2 mm de
grosor y el fruto posee entre 300 y 900 semillas (Gentry, 1980; Cordero & Boshier, 2003).
Con el indice de redondez se determind que los frutos de C. alata son redondeado-
achatados. Este indice, basado en caracteres morfologicos de los frutos, se usd en
Crescentia cujete L. para analizar las variaciones en la forma y el tamafio inducidas por
domesticacion de esa especie en México (Aguirre-Dugua et al., 2012); al contrario, la
homogeneidad del IR en los frutos analizados de C. alata sugiere que no hubo

domesticacion de esta especie en Guanacaste, Costa Rica.

Capacidad germinativa a distintas temperaturas: Los resultados demuestran que la
germinacion de C. alata varia con la temperatura y aumenta al acercarse a 30 °C. La baja
temperatura actia como un factor limitante, pues la especie crece naturalmente en regiones

donde predominan altas temperaturas. El porcentaje de germinacién depende de la
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temperatura adecuada para cada especie seglin su distribucién; por ejemplo, en Puya
berteroniana Mez (Bromeliaceae) la germinacién ptima ocurre a 15 °C y disminuye a
temperaturas mayores (Vadillo, Suni & Cano, 2004); Lycopersicon chilense Dunal
(Solanaceae) no germina a temperaturas menores que 8 °C ni mayores que 35 °C
(Maldonado et al., 2002); Prosopis cineraria (L.) Druce (Fabaceae) germina mejor a 30 °C

y disminuye en ambientes mas calientes (Sacheti & Al-Areimi, 2000).

En condiciones fluctuantes de 20 a 30 °C se observé un retraso en la germinacion de
C. alata y esto puede ser evidencia de que posee mecanismos para detectar la temperatura
ambiental optima e iniciar el proceso de germinacion y asi garantizar a la pldntula un buen
entorno de desarrollo. Algunas investigaciones con especies que crecen en claros de
bosques, con alta exposicion al sol, sefalan que sus semillas germinan més a temperaturas
altas y se inhiben a bajas; esto implica una ventaja para soportar las condiciones de bosques
secos, pero a la vez dificulta ampliar su dmbito de distribucién, tal como sugieren Garcia y
Di Stéfano (2000), pues la distribucién de las especies depende de la presencia e intensidad
de diversos factores bidticos y abidticos que actian como estimulos en el desarrollo y la

productividad de las plantas (Rodriguez-Pérez, 2006).

En bosques con estacionalidad térmica y pluvial, el proceso de germinacidn es
influenciado principalmente por la temperatura (Funes et al., 2009), porque es un factor
decisivo al tener influencia sobre las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones
bioquimicas relacionadas con la germinacion, ya que cada enzima tiene un dmbito dptimo
de actividad (Doria, 2010). Por eso muchas semillas germinan solo en ciertas condiciones
térmicas, aunque los demds factores, como humedad y luminosidad, sean favorables. En los
cotiledones de las semillas de C. alata se detectaron enzimas que otorgan tolerancia a la
desecacion, como glucosa y ribitol deshidrogenasa homoélogo-1 y aldosa reductasa y
proteinas de choque térmico (Corrales et al., 2017). Por tanto, existen tres posibles razones
para explicar la distribucion restringida de C. alata; la primera es alta intensidad luminica,
la segunda son las altas temperaturas anuales, entre 24.0 y 27.8 °C (Leiva, Mata, Rocha &
Gutiérrez, 2009; Leiva, Rocha et al., 2009) y la tercera es el suelo arcilloso predominante

(vertisoles y sonsocuites) (Vargas, 2011).
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Las causas que inhiben la germinacién de C. alata en condiciones frias se
desconocen; sin embargo, las razones podrian relacionarse con la inactivacién de las
enzimas hidroliticas, que impediria la activacién metabdlica de la semilla (Maldonado et
al., 2002). Ademds, el reposo y la germinacion son afectados por la interaccioén antagonista
entre el acido abscisico (ABA) y las giberelinas (Graeber, Nakabayashi, Miatton, Leubner-
Metzger & Soppe, 2012). El ABA esta implicado en el reposo de semillas y brotes; ante
factores de estrés, como las bajas temperaturas, se acumula en los tejidos y puede inhibir la
germinacion de semillas sin reposo o las vias de transduccion de sefiales que involucran
elementos de ADN cis-actuantes llamados CRT, que determinan la expresion de genes que
responden a bajas temperaturas (Garcia et al., 2005; Graeber et al., 2010). Los genes de
factores de transcripcion del tipo ABI3/VPI| estan asociados a la respuesta de ABA en
brotes y semillas; estos son parte de una red de genes que controlan la disposicién de
proteinas, la induccién y el mantenimiento de la latencia en las semillas y la adquisicion de

la tolerancia ante la desecacion (Graeber et al., 2010).

Capacidad germinativa en luz y oscuridad: La luminosidad aumenta la germinacién; por
tanto, es un factor importante para C. alata, que habita en sitios con luz intensa. Algunas
especies tienen germinacién fotocontrolada, mientras que otras producen semillas

insensibles a la luz (Figueroa & Vasquez-Yanes, 2002).

Efecto del almacenamiento y la temperatura sobre la viabilidad de las semillas: Las
semillas de (. alara permanecieron viables por mas tiempo a bajas temperaturas (5 °C 6 15
°C), porque esas condiciones permiten reducir el metabolismo y optimizar el
almacenamiento. En el café (Coffea arabica L.) disminuye la germinacion cuando las
semillas son almacenadas a 20 °C (Barboza & Herrera, 1990), similar a lo observado en C.
alata. Factores como tiempo y temperatura pueden influir en la germinacion; por lo
general, las condiciones mas optimas son bajas temperaturas y bajo contenido de humedad,
posiblemente porque disminuye la probabilidad de aparicién de hongos e insectos (FAO,
1991a, b; Sacheti & Al-Areimi, 2000; Buitrago-Rueda, Ramirez-Villalobos, Gémez-
Degraves, Rivero-Maldonado & Perozo-Bravo, 2004). A temperatura ambiente se reduce el
porcentaje de germinacion y se retarda este proceso (Cuadro 2); con el almacenamiento a

15 °C la germinacion fue mds rapida y homogénea. Al final de las evaluaciones, la
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de carbono, necesarios para las actividades metabdlicas de las semillas. Asimismo, algunos
animales pueden ser atraidos por el fuerte y dulce olor de la pulpa y algunos se alimentan
de las semillas, cuyos cotiledones contienen ca. 44 % de proteina y 38 % de lipidos
{(Cordero & Boshier, 2003; Corrales et al., 2017). También, ¢l proceso de pudricidn puede
favorecer la aparicidén de agentes patdgenos, como insectos u hongos: en el campo al abrir

algunos frutos del suelo se observaron larvas y adultos de Drosophila melanogaster.

A partir de esta investigacion se puede concluir que lo mds conveniente para C.
alata es germinar en presencia de luz a temperaturas entre 20 °C y 30 °C. En cuanto al
almacenamiento a largo plazo, las mejores condiciones son bajas temperaturas (5 °C y 15
°C), extraer las semillas del fruto, liberarlas de la pulpa y limpiarlas para evitar la
contaminacion y el deterioro. De esta forma, las semillas pueden mantener la viabilidad
hasta por tres afios. Este conocimiento permite mejorar la germinacién, obtener plantulas
para propagacion y mejorar las prdcticas de conservacion de semillas; asi podria aumentar
el tamario de las poblaciones con fines econdmicos o de conservacion, para garantizar la
permanencia de C. alata en el bosque tropical seco y contribuir a reducir la explotacién de
los bosques naturales. Se recomienda para futuros proyectos determinar la viabilidad de las

semillas mds alla de tres afios de almacenamiento.

Resumen: Crescentia alata es un recurso natural de interés cultural y econdémico desde
México hasta Costa Rica. Sin embargo, la proteccién de las poblaciones naturales y el
establecimiento de plantaciones son limitados por la carencia de informacién de la especie
en germinacion y crecimiento de plantas. Este estudio pretende caracterizar los frutos y las
semillas, evaluar el proceso de germinacion a diferentes temperaturas y niveles de
luminosidad, y determinar las condiciones éptimas de temperatura, humedad y periodos de
almacenamiento para mantener viables las semillas de C. alara. Se midieron y pesaron los
frutos y las semillas y se contd el nimero de semillas por fruto. Asimismo, se evalud el
porcentaje de germinacion a cinco temperaturas (15, 20, 30, 20-30 y 25-30 °C), en
condiciones de luz-oscuridad, con almacenamiento a tres temperaturas (5°C, 15 °C y
ambiente: 22-24 °C) durante 36 meses. También se observd la viabilidad de las semillas
conservadas dentro del fruto. El valor promedio del indice de redondez (IR) fue -1.86; esto
indica que los frutos son redondeado-achatados. En promedio (+ desviacion estandar) el
fruto mide 3.95 (= 1.29) em de alto, 4.81 (£ 0.60) cm de didmetro, y las semillas miden
0.75 (£ 0.07) cm de largo y 0.67 (+ 0.05) cm de ancho. El fruto pesa en promedio 414.57 g
y tiene ca. 691 semillas, que no germinan a 15 °C ni a 20 °C; en la oscuridad disminuye la
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germinacion y la viabilidad de las semillas disminuye cuando se almacenan a temperatura
ambiente (22-24 °C), y cuando permanecen dentro del fruto. Este estudio brinda
informacion valiosa para futuros proyectos, ya sea con interés econdmico en el cultivo de la
especie o para la conservacion de las poblaciones en el ecosistema del bosque tropical seco.
Se concluye que las semillas de C. alata germinan mejor a 30 °C, en condiciones de luz y
separadas de la pulpa del fruto antes de almacenarse; ademas, almacenadas a temperaturas
bajas (5 °C y 15 °C) los porcentajes de germinacion y la viabilidad se mantienen altos hasta
por tres afios.

Palabras claves: jicaro; viabilidad de semillas; humedad de semillas; indice de redondez

del fruto; Bosque Tropical Seco; Costa Rica.
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CUADRO 1

Medidas promedio (+ desviacidn estandar) del fruto y las semillas de Crescentia alata

TABLE |

Mean weights and measures (+ standard deviation) of fruits and seeds of Crescentia alata

Medidas N  Promedio Desviacién estindar
Peso del fruto (g) 119 414,57 166.51
Peso de semillas por fruto (g) 56 28.66 12.79
Circunferencia del fruto en altura (cm) 139 24.81 8.12
Circunferencia del fruto en anchura (cm) 139 30.21 ER.|
Altura del fruto (h) (cm) 139 3.95 1.29
Didmetro del fruto (D) (cm) 139 481 0.60

Nimero de semillas 76 691 245.24



CUADRO 2
Porcentaje de germinacion acumulado y tiempo necesario para completar la germinacion
segin el periodo (0, 4, 8, 14, 20, 24, 36 meses) y la temperatura (ambiente, 5 °C y |5 °C)

de almacenamiento de las semillas de Crescentia alata

TABLE 2
Cumulated germination percentage and time necessary to complete germination by periods
(0, 4, 8, 14, 20, 24, 36 months) and temperatures (ambient temperature, 5 °C, and 15 °C) of

Crescentia alata seed storage

Periodo (meses) Temperatura Tiempo (dias) Germinacidn (%)
0 Ambiente 33 84.8
4 Ambiente 38 91.4
4 e i3 90.4
4 1575 33 89.0
8 Ambiente 40 87.0
8 5°C 40 89.2
8 15°C 25 89.6
14 Ambiente 27 79.6
14 Tty B 12 89.0
14 15°C 12 92.8
20 Ambiente 54 72,6
20 5°C 20 90.6
20 159 20 91.0
24 Ambiente 86 56.4
24 T, B 48 838
24 159 34 79.8
36 Ambiente 56 33.6
36 S2C 27 8§9.4

36 13°C 45 91.8
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Fig. 1. Porcentaje de germinacion promedio (£ desviacion estandar) de Crescentia alata en
distintas temperaturas en cdmaras de ambiente controlado segin el transcurso del tiempo.
Fig. 1. Mean germination percentage (+ standard deviation) of Crescentia alata seeds at

different temperatures in germination chambers according to time.
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Fig. 2. Porcentaje de germinacion promedio (+ desviacion estdndar) de Crescentia alata en
cdmara de germinacion con temperaturas fluctuantes durante la noche y el dia (25-40 °C)
en condiciones de luz y oscuridad permanentes segin el transcurso del tiempo.

Fig. 2. Mean germination percentage (+ standard deviation) of Crescentia alaia seeds in a
germination chamber with fluctuating temperatures during night and day (25-40 °C) in
permanent light and dark conditions according to time.
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Fig. 3. Porcentaje de germinacion promedio (+ desviacién estindar) de Crescentia alata a
cinco semanas, segin el periodo (0 a 36 meses) y las temperaturas (5 °C, 15 °C y ambiente)
de almacenamiento de las semillas.

Fig. 3. Mean germination percentage (+ standard deviation) of Crescentia alata seeds after
five weeks according to period (0 to 36 months) and temperatures (5 °C, 15 °C, and
ambient temperature) of seed storage.















52

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se hicieron en la Escuela de Biologia y en el Centro de
Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica, en San
José, Costa Rica. Las semillas se obtuvieron de frutos enteros maduros y sin dafios en la
cdscara, recolectados de ca. 50 drboles seleccionados al azar en Liberia, Guanacaste, Costa
Rica (10°36'N, 85°31'W), en febrero de 2013. Un espécimen de C. alata, testigo de esta
investigacion, se halla en el Herbario de la Universidad de Costa Rica (USJ-110 912). Los
frutos se despulparon manualmente. Las semillas fueron lavadas y secadas a la sombra
durante una semana y con una evaluacion fisica se descartaron vanas, de menor tamafio que
la mayoria y con dafios mecdnicos, como agujeros o fragmentacion de la testa; entre las

semillas sanas restantes se seleccionaron al azar las necesarias para los experimentos.

Las semillas se preservaron durante 0, 4, 8 v 14 meses, a 5 °C, 15 °C y a
temperatura ambiente (promedio ca. 22-24 °C en un invernadero). Se embebieron durante
12 horas para evaluar la germinacion, con 500 semillas por tratamiento, y se colocaron en
cajas plésticas de 21 cm de largo, 14 cm de ancho y 7 cm de alto, con el fondo cubierto con
turba para germinacién marca Fafard, en una cdmara de ambiente controlado Hoffman
Manufacturing Inc., a 30 °C durante ¢l dia y 25 °C de noche, con fotoperiodo de 12 horas y
humedad relativa de 98-100 %. Del total de plantulas obtenidas, se seleccionaron al azar

para hacer las siguientes mediciones.

Mediciones de plantulas: Ocho dias después de colocar las semillas en turba, en cada
periodo de almacenamiento (0, 4, 8 y 14 meses), se seleccionaron 20 pldntulas de cada
temperatura (5 °C, 15 °C y ambiente) para medir con un calibrador Vemier (£ 0.05 mm) el
ancho y largo de un cotiledon, la longitud de la radicula, del hipocétilo y del epicétilo. Para
cuantificar si el almacenamiento causa cambios morfométricos en las plantulas se realizé
un andlisis de varianza multiple (MANOVA) con variables no correlacionadas (p<0.05):
ancho del cotiledén, longitud de radicula, del hipocétilo y del epicétilo, segin el periodo y
la temperatura de almacenamiento. Para apoyar la interpretacion de los resultados
anteriores se hizo un andlisis de varianza (ANDEVA) de una via por cada temperatura.
Ademas, se calculd el coeficiente no paramétrico de correlacion de Spearman entre
longitud de radicula y contenido de humedad (CH) de semillas almacenadas a 0, 4, 8 y 14

meses a temperatura ambiente, 5 °C y 15 °C, el CH con |0 repeticiones de 10 semillas cada
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una. Los datos de CH son parte de una investigacion previa (Valverde-Rodriguez et al., en
prep.), cuantificados con la férmula Conrenido de humedad ((Peso fresco-Peso
seco)/Peso seco)* 100 (Castaiio, Aristizdbal & Gonzalez, 2012) (Cuadro 1). Las semillas se
dejaron en bolsas de papel en una secadora Sheldon Manufacturing Inc., modelo 14.5/89, a
80 °C durante 15 dias.

En los siguientes experimentos de crecimiento, las plantas se sembraron en bolsas
con suelo sin esterilizar del campus de la Universidad de Costa Rica en San José, y
permanecieron en condiciones de invernadero, con temperatura promedio de 22 a 27 °C,
fluctuante durante el dia y la noche y segin la época del afio, con intercepcion de luz de
100 % y 14600 lux, riego una vez por semana. Se aplicéd insecticida multiefecto marca Ever

Green para eliminar plagas ocasionales.

Evaluacién del crecimiento: Veinte plantas (distintas a las utilizadas en el experimento
anterior) se trasplantaron del almacigo a bolsas (25 em de alto, 10 em ancho y 15 ecm de
largo) diez dias después de germinadas por cada periodo de almacenamiento de semillas,
representadas de la siguiente manera: 0 meses (OM), 4 meses (4M), 8 meses (8M) vy 14
meses (14M), a 5 °C, 5 °C y temperatura ambiente. Se hicieron dos evaluaciones: 2 y 16
meses de edad; cada una con 10 de las 20 plantas. Se midieron las siguientes variables:
nimero de hojas, area foliar, longitud de raiz principal y de véstago, peso fresco y peso
seco de raiz, véastago, tallo y hojas. Se calculd el drea foliar con un medidor de area, marca
L1-COR, modelo Li-3100. Las estructuras vegetales se dejaron en bolsas de papel en una
secadora Sheldon Manufacturing Inc. modelo 14.5/89, a 70 °C durante ocho dias para
obtener peso seco constante. Se determinaron los pesos frescos con una balanza analitica
Sartorius AC 2108-MCI. El valor del area foliar y del peso de las hojas incluye los
cotiledones, y el de peso del vastago incluye hojas, cotiledones y tallo. A partir de las
mediciones obtenidas en las evaluaciones se aplicaron las férmulas (Cuadro 2) del
contenido de humedad (Castaio, Aristizabal et al.,, 2012) y de crecimiento y biomasa de
Lambers et al. (2008).

Para cada evaluacion se hizo andlisis de componentes principales (ACP) con las
variables: nimero de hojas, indice de area foliar, longitud de raiz y de véstago, biomasa

total seca (BTS), BS en raiz, BS en tallo, BS en hojas y BS en raiz-vastago, con el fin de
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conocer la tendencia de asignacion de biomasa en las plantas segin el almacenamiento.
También se analizé con un ANDEVA de dos vias cada uno de los componentes, con el

periodo v la temperatura de almacenamiento como factores.

Se calcularon los promedios (+ desviaciones estdndar) de las variables que
contienen peso fresco en su formula, la tasa de crecimiento relativo (TCR), la tasa de
elongacion de tallo (TET) y de raiz (TER), segin el periodo y la temperatura de
almacenamiento. Para el calculo de las tasas se usé como valor inicial la evaluacion de 2
meses y como valor final la de 16 meses (Cuadro 2), analizadas con ANDEVA de dos vias
y prueba de comparaciones multiples Tukey-Kramer. Ademads, se calculd el area foliar
especifica (AFE) en plantas con 16 meses de edad obtenidas de semillas conservadas
durante 14 meses a 5 °C, 15 °C y a temperatura ambiente, con 30 réplicas; esto se analizo

con un ANDEVA de una via y una prueba de comparaciones miltiples Tukey-Kramer.

Crecimiento segin la luminosidad: Otras plantas se sometieron a dos condiciones
luminicas, luz y sombra, con 10 repeticiones. A los 14 meses de edad se midieron altura y
didmetro de tallo, se conté nimero de hojas y se observé tiempo de caida de cotiledones.
Segin un iluminémetro digital marca Kyoritsu, modelo 5201, la condicién de luz fue de
14600 lux y la de sombra 9000 lux. Se hizo una prueba no paramétrica de Wilcoxon.

Todos los andlisis mencionados se hicieron con JMPE (SAS Institute Inc, 2012),

Excel y Software R version 3.1.1 (R Development Core Team 2014).

RESULTADOS

Se demostré que las semillas germinan entre 4 y 6 dias posteriores al inicio de la
imbibicién y no requieren de tratamiento pregerminativo. Ademads, el almacenamiento de
14 meses a temperatura ambiente reduce el porcentaje de germinacion en 10 % y retarda ca.
15 dias el proceso de germinacion, mientras al preservar las semillas a 5 °C y 15 °C la
germinacion se mantiene constante. Asi, el almacenamiento a bajas temperaturas mantiene
las semillas viables por mas tiempo (Valverde-Rodriguez et al., en prep.). Se observd
lignificacién de tallos en plantas con dos meses. Durante el crecimiento de las plantas
aparecieron varias plagas: trips (Echinothrips caribbeanus, determinado por Axel Retana

Salazar) por un mes en hojas jéovenes y maduras, el hemiptero “mosca blanca” (familia



55

Aleyrodidae) (determinado por Paul Hanson) y hongos en las plantas de semillas

conservadas 14 meses.

Mediciones de plantulas: La prueba MANOVA detectd diferencias en los tamaiios de las
plantulas segin el almacenamiento de las semillas (HTL,s357=0.4876, p<0.0001). El
analisis con el efecto del tiempo de almacenamiento (Cuadro 3) mostré que el ancho del
cotiledon aumenta a mayor almacenaje a 5 °C; el largo del cotiledén aumenta con mayor
tiempo de almacenamiento a temperatura ambiente y 5 °C; la longitud de la radicula
cambia a 15 °C y la del hipocotilo varia con las tres temperaturas del experimento, pero la
radicula y el hipocdtilo son més largos con mayores periodos de almacenamiento (8 y 14
meses); a diferencia, la longitud del epicétilo no varia con el tiempo ni la temperatura de
almacenamiento (Fig. 1). No hay correlacion entre el CH y la longitud de la radicula a § °C
(rho=-0.3879, $=-0.5758, p<0.0816), a 15 °C (rho=-0.4417, $=0.1702, p=0.6383) ni a
temperatura ambiente (rho=-0.2680, $=-0.5030, p=0.1383).

Evaluacion del crecimiento: Los cotiledones permanecen verdes entre 6 y 20 semanas, y
una vez secos pueden permanecer adheridos hasta 64 semanas. Por lo general, en una
semana las plantulas tienen hojas desarrolladas; en cuatro semanas tienen pequefias hojas
lineares (<0.5 em de largo), y en 40 semanas pueden tener hasta 50 de estas hojas. En el
Cuadro 4 se muestran los promedios de las variables que incluyen peso fresco, segin el
periodo y la edad de la planta. Se observaron diferencias en las tasas de crecimiento relativo
y de elongacion de tallo y raiz (Cuadro 5); la TCR disminuye conforme aumenta el tiempo
de almacenamiento (R%=0.2454, Fs537=5.6575, p=0.0001), siendo menor en 8M y 14M
(Tukey=0.050); OM tiene la mayor TET y 8M la menor {R1=ﬂ.36ﬂ4. Fs5=9.8034,
p<0.0001) (Tukey=0.050), y la TER es mayor en OM y difiere del resto (R*=0.1426,
Fs37=2.8937, p<0.0183) (Tukey=0.050), de manera que las plantas de OM crecieron mds.

En la primera evaluacion resulté que plantas de dos meses mantienen ambos
cotiledones verdes adheridos; ademads, la mayoria de raices tienen protuberancias y estén
enrolladas sobre si mismas, a pesar de tener suficiente espacio en la bolsa para crecer. En el
ACP se eligieron dos componentes (Cl y C2) (Cuadro 6 y 7); el Cl estd dominado por la
biomasa total seca (BTS) y biomasa seca (BS) en hojas, y el C2 por la BS en raiz-vistago,

BS en tallo y BS en raiz (Fig. 2). En el Cl hay diferencias segin el almacenamiento
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(R?=0.7239, Fs59,=49.2902, p<0.0001), y similitudes entre OM y 4M, pero 8M y 14M
difieren del resto (Tukey=0.050). En el C2 (R?=0.1685, Fs4,=3.8100, p=0.0035) las
semillas sin almacenaje (0M) difieren de las almacenadas (4, § vy 14 meses) (Tukey=0.050).
La diferencia observada en cada ANDEVA de los componentes 1 y 2 se debe al periodo de

almacenamiento,

En la segunda evaluacién, con 16 meses de edad, las plantas ya no tienen
cotiledones. De 81 plantas evaluadas, 78 tenian la raiz enrollada en si misma y 49
mostraban protuberancias radicales. En el andlisis se eligieron tres componentes (Cl, C2,
C3) (Cuadro 6 y 7); el Cl estd dominado por BS en raiz y BS en raiz-véstago; el C2 por el
nimero de hojas y la BS en hojas, y el C3 por la longitud del vdstago y BS en hojas (Fig.
2). En el Cl hay diferencias en las plantas segin el almacenamiento (R?=0.2995,
Fs73=6.2427, p<0.0001); se notaron similitudes entre OM, 4M y 8M, y estos tiempos son
distintos a 14M (Tukey=0.050). También hay diferencias en el C2 (R’=0.4283,
Fs73=10.9416, p<0.0001); plantas de semillas sin almacenamiento (OM) son similares a las
almacenadas 14 meses, pero difieren de aquellas con 4 y 8 meses; ademds, estos tiempos
son diferentes entre si (Tukey=0.050). Las diferencias en los modelos que incluyen Cl ¥
C2 se deben a la variable periodo de almacenamiento; sin embargo, en el C3 se encontraron
diferencias en las plantas debidas a ambos factores de almacenamiento (periodo y
temperatura) (R’=0.1593, Fs7:=2.7672, p=0.0241). Las plantas obtenidas de semillas
conservadas a temperatura ambiente durante 8 meses, y a 5 °C por 14 meses, son diferentes
al resto (Tukey=0.050).

Se demostro que el drea foliar especifica (AFE) no cambia con la temperatura de
almacenaje (R'=0.0633, Fyg;= 2.9388, p<0.0582). El AFE promedio (% desviacion
estandar) es de 226.9707 (+ 71.9508) cm’/g a 5 °C, 195.1149 (% 38.3034) cm*/ga 15°C y
222.8564 (+ 50.4970) cm’/g a temperatura ambiente.

Crecimiento segin la luminosidad: En el experimento murieron algunas plantas,
principalmente en la condicién de sombra. Segin los andlisis de morfometria, a los 14
meses no se encontraron diferencias entre plantas expuestas a sol (n=9) y sombra (n=6) en
longitud del tallo (x*=2.7222, g.l.=1. p<0.0990), diametro de tallo (x’=2.0108, gl.=1,
p<0.1562) y nimero de hojas (x’=2.1818, g.l.=1, p<0.1396) (Fig. 3). Las plantas al sol
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mostraron tonalidades mas verdes, pero en ambas condiciones los cotiledones se secaron a

los seis meses y permanecieron pegados hasta 14 meses.

DISCUSION

Las semillas de Crescentia alata son longevas, porque después de almacenarlas 14
meses el porcentaje de germinacién fue alto vy la tasa de crecimiento de plantas fue buena.
El deterioro de la calidad de la semilla durante el almacenamiento aumenta a temperaturas
medias (22-24 °C) y con mayor humedad. Al contrario, al disminuir el metabolismo de la
semilla a bajas temperaturas ¥ con menor contenido hidrico, aumenta el vigor (Salinas et
al., 2001; Doria, 2010). Asimismo, la composicion quimica de la semilla de cada especie
influye en el vigor, como el contenido de acidos grasos (Salinas et al., 2001). Los dcidos
grasos actuan como antioxidantes e impiden la accidn catabdlica de los radicales libres en
la membrana celular (Halliwell, 1990; Avello & Suwalsky, 2006; Castafio, Valencia,
Murillo, Méndez & Joli, 2012). Por tanto, un alto contenido de estos en la semilla protege
del deterioro de las membranas celulares, preservando su calidad; esto podria explicar la
resistencia de las semillas de C. alara ante largos periodos de almacenamiento, pues posee
38 % de lipidos y cierto contenido de dcido fitico, que también actia como antioxidante
(Corrales et al., 2017).

Las semillas de Crescentia alata no pierden la viabilidad con el almacenamiento
durante tres afios (Valverde-Rodriguez et al., en prep.), pero el crecimiento de las pléntulas
varia segin el tiempo de almacenaje. En ocasiones, la longitud del hipocétilo se usa como
indicador de crecimiento en las plantulas; en Coffea arabica L. (Rubiaceae) el hipocétilo
crece menos si las semillas fueron previamente secadas a 40 °C o almacenadas a 20 °C;
ademas, las semillas se deterioran y germinan menos al preservarlas un afio (Barboza &
Herrera, 1990). Cuando se almacenan las semillas de jicaro durante 14 meses, no disminuye
la longitud del hipocdtilo ni el crecimiento de las plantulas; cuando esas semillas
permanecen a 5 °C 6 15 °C, germinan hasta 90 %, mientras que a temperatura ambiente se
reduce la viabilidad de estos propdgulos (Valverde-Rodriguez et al., en prep.), pero no

considerablemente el crecimiento de las plantulas.
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La germinacién y el contenido de humedad (CH) de las semillas (Valverde-
Rodriguez et al., en prep.) de C. alata no tienen relacion. Al ser la semilla ortodoxa, soporta
bajos niveles de humedad. Es probable que variaciones del CH entre 5 y |1 % sean
demasiado pequefias para provocar cambios en la longitud de la radicula y en la
germinacidn. En préximos experimentos, se recomienda utilizar sacos de papel aluminio
para controlar mejor el ambiente de almacenamiento (Salinas et al., 2001) y registrar si
aumenta la longitud de la radicula con otros contenidos de humedad superiores (Barboza &
Herrera, 1990; Doria, 2010).

Las tasas de crecimiento relativo y de elongacion de tallo y raiz (TCR, TET y TER,
respectivamente) disminuyen con el almacenamiento, principalmente por largos perfodos, y
las plantas crecieron mejor cuando se obtuvieron de semillas no almacenadas. El
enrollamiento de la raiz puede ser una caracteristica natural del crecimiento; sin embargo,
puede estar relacionado con diferencias de textura y composicién entre el suelo de
Guanacaste (donde C. alafa crece naturalmente) y el de San José (utilizado para el
experimento), porque cada uno tiene sus propias caracteristicas fisicas y quimicas (Méndez
& Bertsch, 2012) (Anexo 2 y 3). En Santa Rosa, Guanacaste, predominan los suelos
arcillosos (sonsocuites y vertisoles), que son poco profundos, pegajosos y pesados en época
lluviosa, pero agrietados en la seca (Leiva, Rocha, Mata & Gutiérrez, 2009; Vargas, 2011).
Asi, las caracteristicas edaficas, aparte de tener influencia en la distribucion y seleccién de

las especies en la sabana (Vargas, 1987), pueden influir en el desarrollo de las plantas.

En la evaluacion de plantas de dos meses, las procedentes de semillas conservadas 8
meses (a tres temperaturas) tienen mayor biomasa total, con altos valores de biomasa en
raiz, pero no asi en hojas ni tallo. Las plantas de OM y 8M ticnen muchas raices, mientras
que las plantas de los demds tratamientos asignan los recursos a tallos. Cuando las semillas
no fueron conservadas (OM), producen plantas con menor biomasa en tallos, por lo que la
asignacion de recursos es mayor en las raices. Aquellas sembradas en meses calurosos, OM
en mayo ¥ 8M en enero, desarrollan mas las ralces que el tallo y las hojas, lo que puede ser
una respuesta al suelo mds seco y mayor transpiracion de la planta por aumento de

radiacién solar en la época seca.
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En la evaluacion de 16 meses, las plantas procedentes de semillas almacenadas (a
tres temperaturas) durante 4 meses y 8 meses mostraron las mayores biomasas de raices,
pero las de 14 meses tenian las menores. Con las semillas de C. alata conservadas durante
14M, las plantas resultantes tenian menor peso de raices, aunque la longitud de raiz fue
igual que en el resto de tratamientos. Las plantas de 8M mostraron la mayor biomasa en
raices y los valores menores en biomasa de hojas, nimero de hojas y longitud de tallo; estas
diferencias se pueden explicar por el periodo de siembra, pues el trasplante se hizo en época
seca (febrero) y el resto en época lluviosa. El aumento de la luz produce cambios en la
planta, pues se asigna menor biomasa a hojas y mayor a raices; de esta forma se mantiene
constante la tasa de transpiracion y puede abastecerse la mayor demanda de nutrientes
requeridos para un crecimiento més répido ante condiciones de mucha luz (Evans &
Poorter, 2001). Ademas, es posible que una mayor intensidad luminica, caracteristica de la
época seca, cause mayor evaporacion del agua en el suelo y explique asi las diferencias en

la asignacion de biomasa.

Las plantas con 16 meses de edad provenientes de semillas almacenadas § meses a 5
°C y 15 °C mostraron las menores longitudes de tallo, 11.88 (= 3.33) cm y 11.47 (= 2.70)
c¢m, respectivamente, mientras las no preservadas midieron 16.73 (£ 4.69) cm; de este
modo, el almacenamiento afecta la longitud del tallo, como en Coffea arabica, en la que la
longitud de la planta disminuye al aumentar el tiempo de almacenamiento (Barboza &
Herrera, 1990). Ademas, de las semillas sin almacenaje se obtienen las plantas con el
mayor numero de hojas, pero al almacenarlas durante 4 y 8 meses disminuye tanto el
nimero como la biomasa de hojas. Segin las condiciones de almacenamiento (tiempo y
temperatura) se determind que almacenar las semillas por 8 6 14 meses a 5 °C reduce la

longitud del tallo.

Durante el crecimiento, las plantas permanecieron en las mismas condiciones de
invernadero y el AFE no se afect6 por el almacenamiento. Por lo anterior, seria importante
estudiar el efecto de los cambios de luminosidad en el AFE, pues el indice de area foliar de
la planta es un indicador de la capacidad de absorber la radiacion (Muiioz, Espinosa,
Cancino & Herrera, 2008) ¥ en un estudio se determind que los arboles en condiciones de
menor luminosidad tienen mayor drea foliar por unidad de peso seco de hojas para captar

mayor cantidad de luz (Gamier, Shipley, Roumet & Laurent, 2001; Mufioz et al., 2008).
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También, se recomienda hacer una comparacién del AFE en sitios con alta intensidad
luminica y con variaciones de luz, pues la especie es frecuente en sitios con mayor

radiacion solar (Guanacaste) que la dada en el lugar de estudio.

Las evaluaciones de 2 y 16 meses con 8M respecto a niveles luminicos indican que
C. alata se adapta a la luminosidad con la reasignaci6n de biomasa. Sin embargo, por la
leve diferencia entre los tratamientos de luminosidad, no hubo efecto en las plantas, y se
requiere de niveles de luz mds contrastantes. En proximos estudios seria relevante medir la
aclimatacion segiin la reasignacion de nutrientes (Evans & Poorter, 2001), pues las plantas
pueden aclimatarse al entorno luminico al cambiar la biomasa asignada a cada estructura
(raices, tallos y hojas), debido a la importancia de la disponibilidad de luz para la
fotosintesis (Holt, 1995; Evans & Poorter, 2001).

Se recomienda evaluar distintas temperaturas de secado para las semillas, porque se
sabe que en otras especies influyen en la capacidad germinativa, el porcentaje de
germinacion, la longitud del hipocétilo y de la radicula y el peso seco de la plantula.
Asimismo, seria recomendable evaluar el crecimiento con niveles mas contrastantes de
intensidad luminica, especialmente en el bosque tropical seco, donde la disponibilidad de
agua y nutrientes en los suelos varia significativamente a lo largo del afio (Hoffman,
Franco, Moreira & Haridasan, 2005).

Se concluye que la mayoria de variables morfométricas medidas en plantas de C.
alata con 8 dias de germinadas aumentan su valor si provienen de semillas almacenadas.
En plantas de 16 meses de edad las tasas de crecimiento relativo, de tallo y de raiz
disminuyen al aumentar el tiempo de almacenamiento; ademas, cuando se siembran en la
época seca asignan mayor biomasa a raices que a tallo. Para establecer plantaciones se
propone utilizar semillas recientes o, si se almacenan, que sea a bajas temperaturas (5 °C 6
15 °C) y por menos de ocho meses. Esto mejorard el crecimiento de las plantas de C. alata
y las plantaciones establecidas podrdn abastecer las necesidades y evitar la explotacion de

las poblaciones silvestres.



61

Resumen: En el bosque tropical seco, el darbol Crescentia alata es un recurso cultural v
econdmico, pero algunos intentos para establecer plantaciones, que podrian satisfacer la
produccidn comercial v, asi, evitar el impacto en las poblaciones naturales, han fracasado.
Por tanto, existe la necesidad de generar informacion biologica sobre esta especie para
obtener plantas en condiciones de invernaderos, El objetivo de este trabajo fue evaluar la
tasa de crecimiento de plantas de C. alara obtenidas de semillas que se almacenaron en
diferentes periodos y a varias temperaturas, y determinar el efecto de la intensidad de la luz.
Se recolectaron frutos en Liberia, Guanacaste, y se almacenaron semillas por 0, 4, 8 y 14
meses (OM, 4M, 8M y 14M) a 5 °C, |5 °C y a temperatura ambiente (22-24 °C). Las
plantulas de las semillas almacenadas por OM, 4M, 8M v 14M se trasplantaron para evaluar
el crecimiento después de 8 dias, 2 meses y 16 meses, y en diferentes condiciones de luz.
La morfologia de las plintulas de 8 dias cambia segin el tiempo de almacenamiento. El
andlisis de componentes principales de la evaluacion de 2 meses indica que las variables
més significativas son biomasa total seca, biomasa seca de hojas, de raiz-vastago, de tallo y
de raiz, mientras que en el andlisis de la evaluacion de 16 meses tales variables son biomasa
seca de raiz, de raiz-vistago y de hojas, también nimero de hojas y longitud del vistago. El
area foliar especifica de plantas con 16 meses de edad obtenidas de semillas almacenadas
14 meses no cambia con la temperatura de almacenamiento. Ademas, diferentes
condiciones de luz no influyen en la altura, el didgmetro del tallo o el nimero de hojas. El
almacenamiento de las semillas a bajas temperaturas favorece el desarrollo de los
cotiledones, la longitud de la raiz y del hipocétilo. Plantas de dos meses obtenidas de OM y
8M asignan la mayoria de la biomasa a las raices y menos a los tallos, mejorando asi la
absorcion de agua. Plantas de |16 meses provenientes de semillas no almacenadas
desarrollaron el mayor nimero de hojas, y aquellas de semillas 8M a 5 °C y 15 °C
mostraron tallos mds cortos. Concluimos que las semillas no pierden viabilidad durante los
primeros tres afios y se convierten en plantas bien desarrolladas después de diferentes
periodos y temperaturas de almacenamiento. Se recomienda a futuros investigadores
evaluar la viabilidad a diferentes temperaturas de secado de las semillas y en niveles de
intensidad luminica mas contrastantes durante el crecimiento.

Palabras claves: Jicaro; asignacion de biomasa; desarrollo de plantulas; viabilidad; vigor;

almacenamiento de semillas: Costa Rica.
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CUADRO 1
Contenido de humedad (promedio + desviacion estindar) de semillas de Crescentia alata

almacenadas a temperatura ambiente, 5 °C y 15 °C por 14 meses, San José, Costa Rica

TABLEI
Moisture content (averages + standard deviation) of Crescentia alata seeds stored at

ambient temperature, 5 °C, and 15 °C for 14 months, San José, Costa Rica

Temperatura
Periodo 5°C 158C Ambiente
0 10.5423 £ 0.6105 10.5423 £ 0.6105 10.5423 £ 0.6105
+ 10.4102 + 0.4697 7.4850 + 0.2589 9.1418+0.3839
8 9.3846 + 2.5292 8.8163 +1.9178 8.7376 + 1.3936
14 9.9816 £ 0.1409 6.6615 + 1.7786 10.3248 £ 0.4300



67

CUADRO 2

Férmulas de variables con sus respectivas unidades utilizadas en el andlisis de crecimiento

de plantas de Crescentia alata en condiciones de invernadero, San José, Costa Rica

TABLE 2

Formulas of variables with their respective units used in the analysis of plant growth of

Crescentia alata in greenhouse conditions, San José, Costa Rica

Variables

Tasa de crecimiento
relativo

Tasa de elongacién del
tallo y raiz

Biomasa total humeda

Biomasa total seca

Contenido de humedad:
raiz, tallo y hojas

Contenido de humedad en
la planta

indice de drea foliar por
planta

Biomasa asignada a: raiz,
tallo y hojas

Relacién entre raiz y
véstago en la planta

Area foliar especifica

Férmulas

Biomasa hiomeda final |} - Biomasa himeda inicial ||
Tiempo (meses)

Elon acién final (cm | - Elon_acion inicial jem
Tiempo (meses)

Peso fresco del vastago (g) + Peso fresco de raiz (g)

Peso seco del vastago (g) + Peso seco de raiz (g)

ioma 21 - Bi 5 a1 * 100
Biomasa himeda (g)

i * 100

Biomasa total himeda (g)

Area foliar total (cm’]
Biomasa total seca de hojas (g)

Biomasa seca |estructural | @}
Biomasa total seca (g)

Biomasa seca [raiz) |}
Biomasa seca (vastago) (g)

Area foliar lem?;
Biomasa seca de hoja (g)
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CUADRO 3
Resultados del anélisis de varianza de una via para cada medicion en las plantulas de
Crescentia alata provenientes de semillas almacenadas por 14 meses a distintas

temperaturas (5 °C, 15 °C y ambiente)

TABLE 3
Results of the one-way analysis of variance for each measurement in Crescentia alata
seedlings from seeds stored for 14 months at different temperatures (5° C, 15 °C,

and ambient temperature)

Variables 5-2C; 15°C Ambiente
Ancho del R'=0.0678, F) 5= R*=0.0203, F 3= R*=0.0432, F) 7=
cotiledén 5.6757, p=0.0196* 1.6132, p=0.2078 3.5231, p=0.0643
Largo del R?=0.1780, F; 7= R?=0.1228, F) 7= R’=0.1224, F 5=
cotiledén 16.8966, p=0.0001* 10.9219, p=0.0014*  10.8846, p=0.0015*
Longitud de R'=0.0454, F, 15= R’=0.1076, Fy 3= R*=0.0373, F) 75=
radicula 3.7096, p=0.0577 9.4097, p=0.0030* 3.0261, p=0.0859
Hipocétilo R?*=0.1197, F, 7= R*=0.4602, F, 4= R*=0.3290, F, 1=
10.6125, p=0.0017* 66.4964, p<0.0001*  38.2523, p<0.0001*
Epicétilo R’=0.0133, F) = R?=0.0355, Fy.25= R2=0.0477, F\ 7=
1.0521, p=0.3082 2.8688, p=0.0943 3.9113, p=0.0515

*Valores estadisticamente significativos con p<0.05
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CUADRO 4
Promedio y desviacion estandar de las variables con peso fresco evaluadas en plantas de Crescentia alata con 2 y 16 meses de edad en
condiciones de invernadero, obtenidas de semillas almacenadas por distintos periodos (0, 4, 8 y 14 meses) y temperaturas (5 °C, 15 °C
y ambiente (22-24 °C)). Simbologia: per=periodo. temp.=temperatura, BTH=biomasa total himeda, CH= contenido de humedad

TABLE 4
Mean and standard deviation of fresh weight variables evaluated in Crescentia alata plants with 2 and 16 months of age under
greenhouse conditions, obtained from seeds stored at different periods (0. 4. 8 and 14 months) and temperatures (5 °C, 15 °C, and
ambient temperature (22-24 °C)). Symbology: per  period, temp — temperature, BTH  total wet biomass, CH  moisture content

2 meses (N=10) 16 meses
Per. Temp. BTH CH raiz CH CH CH BTH CHraiz CH CH CH

tallo hojas  planta tallo hojas planta N

0 Amb.  0.6982 823214 81.4076 79.8664 81.1605 16,0012 755359 70.4523 64.5677 72.2377
+0.1079 23786 +2.9081 £2.4944 21072 46,3328 424598 435776 +13.0780 43.1537 7

4 3% 1.4435 839265 B80.9357 79.6150 813170 17.3903 72.1137 64.4314 67.2201 70.0749
+0.4442 £2.6544 26286 £2.4092 23121 £6.1597 51345 44517 20715 ==4.2071 6

4 15°C 1.6461 859723 B81.8921 B80.7468 B2.6488 16.2739 76.2883 64.2086 67.0624 73.1613
+£0.2701 £1.4537 £2.4597 £1.2408 =1.5102 +6.5715 +8.2445 £2.9364 +49592 +6.1628 8

4 Amb. 1.4559 84,1828 20,5461 79.7071 B81.4316 16.0109 76.0320 66.8276 69.8994 732149
£0.3113  £1.4931 £1.2883 £1.5358 =1.1967 £11.9111 £24196 £1.5243 433039 20325 7

- i & 42170 82,7973 78.2087 73.7945 78.9865 85618 75.7377 68.2043 61.6695 73.5001
£1.3033 £2.0022 21526 £2.4967 =x1.2246 24786 40117 £2.2657 £21.9132 230446 10

X 15°C 35146 80.8609 76.4009 68.9157 76.2086 0.4958 733530 65.2154 60.1259 71.539%4
#0.9910 £2.4656 £3.0355 +£3.5548 22447 42415 £2.3185 £1.6920 £26.6632 =1.7159 7

Amb., 35102 B1.89%94 793281 737911 784026 146702 777665 67.6608 694792 74.8465
+1.1198 +£14356 +40174 <+£3.2899 £22123 +8.7883 £3.5212 430218 47.2664 £24438 B

14 b B 2.1292 854315 809883 79.3028 B2.1647 49750 75.6524 66.0579 683426 70.9926
#0.7916 =1.8052 4.1900 *4.0578 =£1.9758 24423 £3.7302 £3.9533 38107 £2.7654 9
14 15°C 1.5359 849248 81.7543 80.217 82.0260 14.4641 77.1689 648022 714569 734522 9

+0.4406 +2.3894 £3.0510 £2.7532 24373 +6.574] *4.2736 £11.7554 *4.0676 +2.7685

14 Amb. 20735 83.1979 Bl.1172 75.9288 80.0441 13.8337 67.9044 66.9878 68.5894 069.2164

+0.8185 +1.6807 +£2.0567 £2.2960 =1.4193 £12.3366 £17.6994 22072 £2.4439 455438 B
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CUADRO 5
Promedio y desviacion estiandar de las tasas mensuales de crecimiento relativo (TCR), de
elongacidn del tallo (TET) v de la raiz (TER) en plantas de Crescentia alatacon 2 y 16

meses de edad, obtenidas de semillas almacenadas en distintos periodos y temperaturas

TABLE 5
Mean and standard deviation of monthly relative-growth rates (TCR), stem (TET) and root
(TER) elongation in plants of Crescentia alata with 2 and 16 months of age, born from

seeds stored at different periods and temperatures

Periodo Temperatura N TCR(em/mes) TET (cm/mes) TER (cm/mes)
0 Ambiente 7 1.09+£0.45 0.65+0.34 1.91%1.15
4 5°C 6 1.12+0.43 0.41£0.13 0.95+£0.88
) 15°C 8 1.04+0.47 0.22+0.30 1.241.01
- Ambiente 7 1.03+0.84 0.32+0.34 0.49+1.51
8 b s 10 0.31+0.18 -0.17£0.37 0.85£1.13
8 15°C 7 0.43+0.28 -0.20+0.26 0.49+0.80
8 Ambiente 8 0.80+0.61 0.43+0.32 1.08+1.83
14 5°C 9 0.20£0.15 0.25+£0.17 0.72£0.95
14 15°C 9 0.92+0.47 0.34£0.25 1.09+0.73
14 Ambiente 8 0.84+0.88 0.26+0.36 0.90+0.77
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CUADRO 6
Resultados de andlisis de componentes principales en dos evaluaciones de plantas de

Crescentia alata con 2 y 16 meses de edad en condiciones de invernadero
TABLE 6
Results of Principal Component Analysis in two evaluations of Crescentia alata plants with

2 and 16 months of age under greenhouse conditions

ACP  Eigenvalue Porcentaje Porcentaje acumulado

2 meses | 4.1637 46.2630 46.2630
2 2.4114 26.7940 73.0560
16 meses | 3.5743 39.7140 39.7140
2 2.2022 24.4690 64.183
3 1.2886 14.3180 78.501
CUADRO 7

Resultados de autovectores (“eigenvectors™) en el ACP de dos evaluaciones de plantas de

Crescentia alata con 2 y 16 meses de edad en condiciones de invernadero

TABLE 7
Results of eigenvectors in a Principal Component Analysis of two evaluations of

Crescentia alata plants with 2 and 16 months of age under greenhouse conditions

2 meses 16 meses
ACP | ACP 2 ACP 1 ACP 2 ACP 3
Longitud del vastago 0.3112 03815 -0.0784 0.2614 0.7703*
Longitud de raiz 0.2959 0.1031 0.3557 0.1654 -0.1327
Nimero de hojas 0.3366 03106 -0.0265  0.5987* 0.0454
Area foliar -0.3628 -0.1454 0.1038 0.2690  -0.2464
Biomasa total seca 0.4335* 0.1915 0.3073 04126 0.2885
Biomasa en tallo 0.0289  0.4533* -0.4311 -0.2321  0.2730
Biomasa en raiz 0.3420 -0.4568* 0.5033* -0.1393  0.0775
Biomasa en hojas -0.3968* 0.2318 -0.2723 0.4480* -0.4019*

Relacion raiz-vasta. o 0.3280 -0.4707* 0.4980*  -0.1709  0.0301
*Valores mayores en cada componente.
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Fig. 1. Datos morfométricos (promedios + desviacion estindar) en plantulas de Crescentia
alata de ca. 2 dias de edad obtenidas en pruebas de germinacion, segin periodos de
almacenamiento (0, 4, 8 y 14 meses) y temperaturas (5 °C, 15 °C y ambiente). A. ancho del
cotiledén; B. longitud del cotiledén; C. longitud del hipocdtilo; D. longitud de la radicula;
E. longitud del epicatilo.

Fig. 1. Morphometric data (averages + standard deviation) in ca. 2-days old seedlings of
Crescentia alata obtained in germination tests, related to storage periods (0, 4, 8, and 14
months) and temperatures (5 °C, 15 °C, and ambient temperature). A. cotyledon width; B.
cotyledon length; C. hypocotyl length; D. radicle length; E. epicotyl length.
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Fig. 2. Andlisis de componentes principales de plantas de Crescentia alata en condiciones
de invernadero con diferentes edades. A. evaluacion de 2 meses; B. evaluacion de 16
meses. Simbologia: nhojas — namero de hojas, AF  drea foliar, Lraiz  longitud de raiz,
Lvastago - longitud de vastago, BTS -~ biomasa total seca, BS hojas biomasa seca
asignada a hojas, BS 1allo - biomasa seca asignada a tallo, BS raiz -~ biomasa seca asignada
a raiz, BS raiz-vastago - relacién de biomasa seca en raiz y vastago.

Fig. 2. Principal Component Analysis of Crescentia alata plants in greenhouse conditions
with different ages. A. two-month evaluation; B. sixteen-month evaluation. Symbology:
nhojas — leaf number, AF — leaf area, Lraiz root length, Lvastago shoot length, BTS
total dry biomass, BS hojas — dry biomass allocated to leaves, BS tallo dry biomass
allocated to stem, BS raiz dry biomass allocated to root, BS raiz-vastago — dry biomass

ratio in root and shoot.
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Fig. 3. Morfometria (promedios + desviacion estindar) en plantas de Crescentia alata
segin luminosidad (sol y sombra) en condiciones de invernadero durante 14 meses en San
José, Costa Rica. A. altura del tallo (cm); B. didmetro del tallo (ecm); C. nimero de hojas.

Fig. 3. Morphometry (averages + standard deviation) in Crescentia alata plants related to
luminosity (sun and shade) in greenhouse conditions during 14 months in San José, Costa

Rica. A. stem height (cm); B. stem diameter (cm); C. leaf number.
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Informacion de apoyo

Anexo 1. Ubicacion de los 20 arboles de Crescentia alata del muestreo en el Parque

Nacional Santa Rosa, Guanacaste, Costa Rica. Nota: Imagenes obtenidas de Google Earth.
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Anexo 2. Andlisis de suelo del Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste, Costa Rica,
realizado por el Ceniro de Investigaciones Agronomicas (CIA).
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Anexo 3. Anidlisis de suelo utilizado en pruebas de invernadero proveniente de la Sede
Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, realizado por el
Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA).
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Anexo 4. Promedios y desviaciones estandar (DE) de los porcentajes de cobertura de las fenofases en Crescentia alata del Parque
Nacional Santa Rosa. Guanacaste. Costa Rica.

Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sept. Oct. Nov. Dic. Ene. Feb. Mar.

Floracién Prom. 0.00 000 000 000 6063 125 000 125 813 0.3 031 000 000 0.00

DE 0.00 0.00 000 000 3875 385 000 559 863 056 140 000 000 0.00

Brote floral Prom. 000 0.00 000 000 5688 1.88 0.00 1625 625 219 0.00 000 000 000
DE 000 000 000 000 3836 612 0.00 2225 1073 681 0.00 000 000 0.00

Fruto inmaduro  Prom. G688 7.50 375 375 063 2500 1563 563 1000 1494 1031 344 2,19 063
DE 11.81 1243 7.14 7.14 280 28.39 21.41 1032 1022 2043 1521 590 6.18 1.92

Fruto maduro  Prom. 875 10.63 15.63 438 000 063 500 7.50 1094 21.56 15.94 2594 24.06 14.06
DE 11.54 14.78 2395 734 0.00 280 851 1428 1432 22,16 17.02 23.84 2452 18.12

Frutocaido  Prom. 938 125 250 438 13.75 1469 11.88 250 1.88 513 3.44 4.69 406 103
DE 17.62 3.85 654 931 1617 2341 1248 654 612 1677 554 970 681 2224

Foliacion Prom. 71.88 4563 4875 2250 90.00 87.50 74.38 78.75 70.63 72.50 67.50 58.13 3531 24.50

DE 17.62 2988 2950 17.49 1749 1858 2006 1725 23.39 21.31 23.35 27.88 2436 23i.16

Brote foliar Prom. 17.50 23.75 4250 14.38 82.50 13.13 13.13 13.13 625 000 000 0463 625 28]
DE 2123 21.80 3379 17.8] 2044 1432 493 858 641 000 0.00 280 641 624

Dafio foliar ~ Prom. 5375 70.00 47.50 294 125 45.00 20.00 47.50 3500 30.00 50.00 5250 60.00 80.26
DE 2188 25.13 3234 1213 559 28.79 25.13 4993 1496 13.08 18.14 1795 17.01 27.10
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CONCLUSIONES

> Los patrones fenolégicos de Crescentia alata en el Parque Nacional Santa Rosa se
atribuyen, en mayor grado, a precipitacion, temperatura minima, humedad relativa,
velocidad del viento y radiacién solar. Tales fenofases también podrian depender de
relaciones complejas entre factores enddgenos, respuestas al ambiente e interaccién con
otros componentes de la comunidad.

» En la poblacién de C. alata del Parque Nacional Santa Rosa, el follaje abunda en
junio, los maximos valores de floracion se observan en junio y octubre, y el mayor nimero
de frutos maduros se cuenta en enero y escasean en junio y julio.

” La germinacién de C. alata inicia entre 4 y 6 dias y a los 21 dias alcanza valores de
90 %, sin necesidad de tratamiento pregerminativo, y la mejor germinacion se obtiene en
condiciones iluminadas y con temperaturas superiores a 20 °C.

> Las condiciones Optimas para almacenar semillas de C. alata y mantener la
viabilidad por més tiempo, hasta por tres aflos, son bajas temperaturas (5 °C y 15 °C), bajo
contenido de humedad entre 6 y |1 %, previa extraccion del fruto y limpieza de las
semillas.

- En plantas de C. alata las tasas de crecimiento relativo, de elongacion del tallo y de
elongacion de raiz (TCR, TET y TER) disminuyen al aumentar el tiempo de
almacenamiento; cuando las plantulas se siembran en la época seca asignan mayor biomasa
a raices que a tallo.

- Para establecer plantaciones se propone utilizar semillas recientes o, si se

almacenan. que sea a bajas temperaturas (5 °C 6 |15 °C) y por menos de ocho meses.





