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Il.  Resumen

Guaiacum sanctum L. es un arbol que habita bosques secos, tiene un crecimiento lento y su
madera es dura de utilidad medicinal y forestal; en Costa Rica esta vedada, amenazada y es
escasa de regeneracion. El presente estudio evaluo el efecto del tiempo de almacenamiento
de 1, 12 y 24 meses a temperatura ambiente sobre el contenido de humedad, viabilidad y
germinacion; asimismo, se determiné el efecto de la luz, temperatura y estado hidrico del
sustrato en la germinacion. Ademas, se calculd la mortalidad posterior al repique. Las
pruebas de contenido de humedad, viabilidad de embriones con tetrazolio y germinacion se
desarrollaron de acuerdo a las normas de la Asociacion Internacional de Ensayos de
Semillas (ISTA). Se calcul6 el vigor mediante el indice de germinacion en semillas con 1
mes de almacenamiento en condiciones de luz y oscuridad a 25°C y 30°C; igualmente, se
cuantifico el indice en semillas bajo cuatro niveles de estrés hidrico (MPa). Un total de 120
plantulas fueron trasplantadas y separadas en recipientes plasticos individuales y la
sobrevivencia de los individuos fue registrada cada dos dias en una camara de crecimiento
en un rango de temperatura de 25-27 °C y un fotoperiodo de 12 horas durante 60 dias. Los
valores de humedad que presentaron los tres lotes fueron menores al 15%, siendo el lote
con 1 mes el que presentd mayor contenido de humedad con 14.72 + 0.33%; la viabilidad
de embriones y la germinacion varié entre 60-70% y 80-90%, respectivamente. Para los
lotes con 12 y 24 meses los contenidos de humedad fueron 12.84 £ 0.19% y 12.01 + 0.14%,
respectivamente, la viabilidad y la germinacidn presentaron porcentajes entre 0 a 20%. En
temperaturas de 30°C se presentd una mayor germinacion, plantulas méas vigorosas y sin
diferencias en la condicién de luz. También se observo que el desarrollo inicial de plantulas
se ve inhibido a potenciales hidricos de -0.5 y -1.1 MPa con porcentajes menores al 10%.
La mortalidad de plantulas fue de 6%. Se concluye que el tiempo de almacenamiento de las
semillas y el estrés hidrico tuvieron un efecto negativo en la viabilidad y germinacién;
también, estos resultados demuestran que las semillas de G. sanctum poseen una respuesta
fotoblastica neutral y germinan con mas vigor a mayor temperatura.
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1. Introduccion

Durante los siglos XV y XVI el guayacan real (Guaiacum sanctum, Linneo 1753)
era una especie abundante en Ameérica; sin embargo, se produjo una disminucion de sus
poblaciones, principalmente en Centroamérica y el Caribe, dado que en esta region su
madera fue sobre aprovechada durante los afios de los 80’s llevandola al peligro critico de
extincion (Fuchs & Hamrick, 2010; Lépez-Toledo, Ibarra-Manriquez & Martinez-Ramos,
2013). En la actualidad el guayacan real es una de las especies forestales con alto grado de
amenaza en Centroamérica y el Caribe, sin embargo ha sido poco estudiada (CITES, 2018;
UICN, 2018).

En Costa Rica sus poblaciones estan aisladas y su regeneracion se encuentra
limitada a ciertos lugares como el Parque Nacional Palo Verde (PNPV), el canton de La
Cruz y Playa Garza de Nicoya (Hernandez-Garzon, 2001; Jiménez, Rojas, Rojas &
Rodriguez, 2002; Fuchs, Robles & Hamrick, 2013). Ademas, es escaso el conocimiento
sobre aspectos ecologicos y reproductivos de la especie, como por ejemplo la polinizacion,
la dispersion y la germinacion de G. sanctum (Zdfiga-Ortiz, 2016). Diferentes factores
ambientales pueden determinar el proceso de la germinacion de una semilla, sin embargo,
los factores principales son una combinacién adecuada de temperatura, humedad y luz
(Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989; Bewley & Black, 1994; Baskin & Baskin, 1998;
Schmidt, 2007).

Con base en lo anterior, surge la necesidad de generar informacion béasica sobre la
biologia reproductiva de G. sanctum bajo las condiciones sugeridas por la Asociacion
Internacional de Ensayos de Semillas (ISTA por sus siglas en inglés), por lo tanto, este
trabajo se enfoca en realizar ensayos de reproduccion generativa con el fin de determinar
los efectos del tiempo de almacenamiento sobre el contenido de humedad, viabilidad y
germinacién, asi como diferentes condiciones de luz, temperatura y estrés hidrico en la
germinacion de semillas de G. sanctum; ademas, evaluar la mortalidad de plantulas

posterior a la germinacidn y registrar su crecimiento inicial.



1.1. Antecedentes

Estudios sobre el crecimiento, la ecologia y el manejo de Guaiacum sanctum L.

Lépez-Toledo, Burslem, Martinez-Ramos & Garcia-Naranjo (2008) realizaron
mediciones de campo de G. sanctum encontrando una tasa de crecimiento muy lento. En
plantulas inferiores a 50 cm de altura se encontr6 un crecimiento de 4,2 cm/afio de altura,
en plantas juveniles con altura entre 50 a 150 cm y diametros a la altura del pecho (DAP)
menores 1 cm el crecimiento en altura fue 3,8 cm/afio y para adultos de 1-40 cm de DAP el
crecimiento de diametro varié entre 1,5 a 2,3 mm/afio. Con base en estas mediciones
realizadas los autores estiman que la edad de arboles de 35-40 cm de DAP podria rondar
entre 280-390 afios. En comparacion con otras especies de arboles tropicales como la balsa
(Ochroma pyramidale Cav.) (Malvaceae), el guayacan tiene un desarrollo lento. Como
muestra Douterlungne (2005), en arboles de balsa se ha reportado crecimientos de 6,93 m +
0.63 en altura y 10.6 £ 1.8 cm de DAP en s6lo un afio posterior a la siembra de las plantulas
en campo. Es importante mencionar, que las tasas de crecimiento influyen en la densidad de
la madera de balsa (0.10 - 0.15 densidad especifica) que es menor comparada con G.
sanctum (1.12-1.35 densidad especifica) (Jiménez et al. 2002; Jiménez et al. 2010), razon
por la cual la balsa crece més rapido y su madera es mas liviana que la de guayacén.

Schaffer y Mason (1990) evaluaron los efectos de la sombra y la herbivoria de
insectos del género Toumeyella sobre el crecimiento de arboles jovenes de G. sanctum
(altura promedio de 110 cm) y determinaron que no existe diferencia en la asimilacion de
CO: en condiciones de luz saturada y sombra, pero si en las concentraciones de clorofila
siendo mayor en el tratamiento de oscuridad, consecuentemente los autores concluyeron
que la sombra y la herbivoria disminuyen el crecimiento y la capacidad fotosintética de G.
sanctum.

Wendelken y Martin (1987) estudiaron la dispersion de semillas de G. sanctum y
encontraron que 19 especies de aves dispersan las semillas. Ademas, su arilo y semillas
son alimento para varias especies de aves del bosque seco como el pecho amarillo
(Tyrannus melancholicus y Pitangus sulphuratus), la viudita (Thraupis episcopus) y el

yiguirro (Turdus grayi) entre otras (Zufiga-Ortiz, 2016).
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En otro estudio realizado por Otterstrom, Schwartz y Veldzquez-Rocha (2006), los
investigadores determinaron mediante quemas controladas que la especie G. sanctum
presenta un aumento en las densidades de plantulas posterior al fuego junto con Swietenia
humilis Zucc (Meliaceae), lo que podria indicar que sus semillas pueden ser resistentes al
fuego.

La mortalidad de plantulas en los bosques de guayacanes posterior a la germinacion
es muy alta y solamente un 2% llega a germinar y generar una plantula. De éstas plantas
juveniles apenas un 8% llega a la edad de 30 afios, a partir de diametros mayores a 1 cm
DAP el riesgo de morir por causas naturales se reduce y el arbol alcanza su madurez para
reproducirse (Lépez-Toledo et al., 2013).

Investigaciones sobre el aprovechamiento de G. sanctum en México revelan que las
poblaciones en ese pais son estables en tamafio poblacional y que el uso forestal no afecta
la regeneracion de la especie; ademas, el aprovechamiento genera co-beneficios de
conservacion para la especie ya que crea areas de interés para conservar y programas de
monitoreo (Lopez-Toledo, Ibarra-Manriquez, Burslem, Martinez-Salas, Pineda-Garcia &
Martinez-Ramos, 2012; Lopez-Toledo et al., 2013).

Recoleccion, manejo y almacenamiento de semillas

En estudios de germinacion es de importancia considerar la forma de recoleccion de
las semillas, proceso que debe hacerse preferiblemente desde el arbol madre antes de que
estas sean dispersadas, asimismo se deben considerar ciertos factores bioldgicos que
influyen en la recoleccién de semillas como la fenologia, el tipo de fruto, la dispersion, la
maduracion y los dafios que se le pueden ocasionar al arbol durante la recoleccion, ademas
los procedimientos metodoldgicos y los costos asociados a ésta (Schmidt, 2007). En el caso
de guayacan se revisé la informacion sobre su fenologia (Jiménez et al., 2010; Zamora,
2015) para evitar imprevistos en cuanto a la recoleccion de sus semillas y su logistica; asi
de esta manera disminuir los costos y esfuerzos en la obtencion de las semillas.

El procesamiento de las semillas es una etapa clave para el éxito de germinacion,
éste se refiere a los procedimientos de manipulacion de las semillas entre la recoleccién y el
almacenamiento o siembra (Schmidt, 2007). Schmidt en su obra “Semillas Tropicales”

sugiere que el procesamiento de semillas puede agruparse en los siguientes pasos: 1) Pre-
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limpieza, eliminar los residuos grandes como hojas, ramitas y partes de frutos. 2)
Extraccion, la separacion fisica de frutos y semillas. 3) Eliminacion de apéndices en las
semillas como el arilo. 4) Limpieza de las semillas con agua. 5) Clasificacion, separacion
de la fraccion de semillas basado en: semillas por individuo (estudios genéticos), tamafio,
peso, color, etc. Por ultimo, el ajuste del contenido de humedad (secado como preparacion
para el almacenamiento), debe hacerse a una temperatura y humedad adecuadas. Posterior a

la este procesamiento las semillas estaran listas para almacenarlas o germinarlas.

Efecto del tiempo de almacenamiento en la germinacion

Maciel, Bautista y Aular (1996) obtuvieron un 66% de germinacion en semillas
recién procesadas de nispero (Manilkara achras) y un 23,3% en semillas con tres meses de
almacenamiento, encontrando que el tiempo de almacenamiento de las semillas influye
sobre el porcentaje de germinacién y vigor de las semillas, observandose una disminucion
significativa en la velocidad y germinacion total. En una especie del mismo género del
guayacén, Guaiacum officinale, se ha encontrado la misma tendencia, en semillas de origen
cubano almacenadas de 5 a 8 °C pierden su viabilidad en un mes; ademas se han obtenido
porcentajes de 60% de germinacion en semillas “frescas” (Betancourt Barroso, 1987). En
semillas de G. officinale de origen puertorriquefio se obtuvo el 5% de germinacién con
semillas almacenadas por un mes a 5 °C; en semillas almacenadas por un mes a 26 °C se
logré un 20% de germinacion y un 10% en semillas almacenadas por dos meses a 26 °C
(Marrero, 1949).

Buitrago-Rueda, Ramirez-Villalobos, Gomez-Degraves, Rivero-Maldonado vy
Perozo-Bravo (2004) concluyen que el tiempo de almacenamiento muestra una influencia
significativa en la tasa de germinacion, asi como en la emergencia y longitud de la raiz. La
velocidad de emergencia radicular en la germinacién esta directamente relacionada con el
vigor de semillas, el cual se define como el potencial para una emergencia radicular rapida
y uniforme de un lote de semillas (Contreras & Barros, 2005; Navarro, Febles & Torres,
2012). ISTA define el vigor como “la suma total de aquellas propiedades que determinan el
nivel de actividad de la semilla o del lote de semillas durante la germinacién y la
emergencia de las plantulas”. Por ejemplo, en plantas de café se ha determinado que el

almacenamiento reduce el vigor de la semilla hasta un 90% (Ortufio & Echandi 1980); sin
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embargo, es importante evaluar el vigor de las semillas frescas y almacenadas para
determinar el potencial y la calidad de diferentes lotes de semillas (Contreras & Barros
2005).

Semillas ortodoxas y recalcitrantes

La longevidad de un lote de semillas se refiere al tiempo en el cual las semillas se
pueden mantener viables bajo determinadas condiciones de temperatura y contenido de
humedad. De acuerdo al contenido de humedad las semillas pueden clasificarse en semillas
ortodoxas y recalcitrantes (Berjak & Pammenter, 2004). Las semillas ortodoxas pueden
almacenarse por largos periodos de tiempo y permanecer viables durante décadas a una
temperatura de hasta -18 °C, por lo que las principales caracteristicas fisiologicas de las
semillas ortodoxas son su gran tolerancia a la deshidratacion y resistencia al
almacenamiento en frio (Piedrahita, 1987; Berjak & Pammenter, 2004; Magnitskiy &
Plaza, 2007).

Las semillas recalcitrantes, por el contrario, son mas sensibles a la deshidratacion;
adicionalmente, muchas semillas recalcitrantes de origen tropical son sensibles al frio y no
pueden ser almacenadas a temperaturas inferiores a 15°C sin comprometer su viabilidad y
germinacion (Berjak & Pammenter, 2004; Magnitskiy & Plaza, 2007). Muchas especies de
arboles tropicales poseen semillas recalcitrantes, algunos casos son la Fruta dorada (Virola
surinamensis (Rol.) Warb.), la Nuez de Brasil (Bertholletia excelsa Humb. Bonpl.), la
Araucaria (Araucaria angustifolia Bertol.) y el Roble (Quercus rugosa Née) (Magnitskiy &
Plaza, 2007); sin embargo, aun existe poca informacion sobre muchas especies de arboles
tropicales y se desconoce si su comportamiento corresponde a semillas recalcitrantes u
ortodoxas.

Por otro lado, varios autores han reportado que el nivel de humedad al momento de
la diseminacién de semillas recalcitrantes de algunos arboles tropicales varia entre un 20 y
50%. Por ejemplo, en Pourouma cecropiifolia Mart. (Urticaceae) el contenido de humedad
de la semilla fresca es de un 23% (Sanchez et al., 2005), 25% en la Nuez del Brasil
Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl. (Lecythidaceae) (Kainer et al., 1999), en la palma
Euterpe espiritosantensis Fernand. (Arecaceae) entre 46-51% (Martins et al., 1999) y en

Eugenia dysenterica D.C. (Myrtaceae), un arbol de sabana, se ha reportado en un rango
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entre 47 a 53% (Andrade et al., 2003). Para determinar si las semillas de una especie
presentan un comportamiento ortodoxo o recalcitrante se han desarrollado distintas pruebas
para evaluar la viabilidad de las semillas almacenadas, entre los mas comunes se
encuentran la prueba de indigo carmin y la prueba de tetrazolio ambos basados en la tincion

de tejidos vivos y muertos en los embriones (Marrero, Padilla, Valdés & Nogales, 2007).

Viabilidad de semillas con la prueba de tetrazolio (TZ)

Un medio que se utiliza para determinar si una semilla es viable, es la prueba de
Tetrazolio (TZ) también Ilamada Prueba Topografica por Tetrazolio; esta prueba se realiza
con el objetivo de realizar una estimacion de la viabilidad en varias muestras de las semillas
de un lote, asimismo para detectar dafios en los embriones (Verma & Majee, 2013; Lima,
Boaventura & Villela, 2018). La prueba de TZ presenta las ventajas de que puede realizarse
rapidamente y no requiere un equipamiento muy sofisticado. La prueba de TZ también es
frecuentemente aplicada en semillas que presentan estado de latencia o dormancia (Verma
& Majee, 2013), asi como también se han realizado distintos estudios que estiman los
tiempos y concentraciones Gptimas para diferentes especies.

Esta prueba es muy utilizada para determinar la viabilidad de semillas de plantas
comerciales (Salinas, Yoldjian, Craviotto, & Bisaro 2001; Ruiz, 2009). Las primeras
pruebas de esta metodologia fueron aplicada en plantas de interés alimentico son en la soja,
el trigo, el arroz, los frijoles, el chile, la zanahoria y el maiz (Peréz-Garcia & Pita-Villamil,
2001). Otras plantas que han sido sometidas a esta prueba son hierbas como Puya
raimondii Harms. (Bromeliaceae) (Vadillo, Suni & Cano, 2004), Calendula officinalis L.
(Asteraceae) y Anethum graveolens L. (Dill) (Apiaceae) (Victoria, Bonilla & Sanchez,
2006), Trichocentrum jonesianum (Rchb. f.) M.W. Chase & N.H. Williams (Orchidaceae)
(Lallana & Garcia, 2013), asi como para evaluar la maduracion de embriones en semillas de
maiz (Zea mays L.) (Poaceae) (Lima, Boaventura & Villela, 2018); también se ha aplicado
en arboles como Pinus pinea L. (Pinaceae) (Benito-Matias, Sierra, Jiménez, & Rubira,
2004) y la papaya (Carica papaya L.) (Caricaceae) (Carvalho et al., 2018). Para G. sanctum
se realizaron pruebas de TZ en embriones mostrando viabilidad y germinacion muy
similares en un periodo de ocho meses (Espinoza-Ocafia & Orantes-Garcia (2014). En estos

estudios los resultados son muy variados entre 40 y 100%, esto debido a que la viabilidad
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depende de varios factores como el contenido de humedad, tiempo de almacenamiento,
entre otros; sin embargo, todos los estudios indican que la prueba TZ permite una buena
estimacion de la germinacion en semillas frescas con alto potencial germinativo. A pesar de
ello, existen muy pocos ensayos de TZ realizados con especies forestales, campo aun por

trabajar.

Estudios de propagacion generativa en arboles tropicales

En varios estudios se han descrito los porcentajes de germinacion en semillas
recolectadas de especies de arboles tropicales nativos de Costa Rica presentando valores
aceptables. Por ejemplo, en el Gavilancillo (Albizia adinocephala (Donn. Sm.) Britton y
Rose) (Fabaceae) la germinacion varia de un 60-84% (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba,
2017), en la Ceiba (Ceiba pentandra (L.) Gaertn) (Malvaceae) de un 8 y 100% (Rojas-
Rodriguez & Torres-Cordoba, 2014b), en el Cenizaro (Samanea saman (Jacq) Merril.)
(Fabaceae) varia de un 85-100% (Rojas-Rodriguez & Torres-Cérdoba, 2014a), para la
Caoba (Swietenia macrophylla G. King) (Meliaceae) entre un 60% a un 84% (Rojas-
Rodriguez & Torres-Cordoba, 2008), el Coralillo (Cassia moschata Kunth) (Fabaceae)
varia de 60-84% (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2015a) y en el Cedro amargo
(Cedrela odorata L.) (Meliaceae) se reporta de un 85-100% (Rojas-Rodriguez & Torres-
Cordoba, 2014c). En estas seis especies de arboles los porcentajes de germinacion son muy
variables, reportando en el caso de la Ceiba un rango de 8-100%; los autores atribuyen estas
variaciones principalmente a la “calidad de las semillas”, sin embargo no definen este
término.

La calidad de los lotes de semillas incluye variables como la viabilidad, la
germinacién, el contenido de humedad de las semillas y las caracteristicas de los arboles
progenitores (madurez y genética) (Schmidt, 2007). También, es notable que en los trabajos
que evallan la viabilidad y germinacion, pocos determinan el contenido de la humedad en
la semilla, el cual desempefia un rol critico en las otras dos variables ya que la desecacion
influye en la disminucién de reservas, alteraciones del material genético y acumulacion de
metabolitos toxicos en los embriones (Peréz-Garcia & Pita-Villamil, 2001). Ademas, pocos
estudios incluyen la sobrevivencia posterior a la germinacion lo cual es importante ya que

muchas semillas son sensibles a las condiciones de humedad, luz y temperatura y pueden
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ser infectadas por patdégenos que causan deterioro y la muerte de las plantulas (Peréz-
Garcia & Pita-Villamil, 2001).

El trasplante o repique posterior a la germinacion es un proceso importante y de
cuidado en su ejecucion, permitiendo la uniformidad en el crecimiento de las plantulas dado
que evita la competencia intraespecifica de los individuos y disminuye la mortalidad
(Casanova, Ramirez & Solorio, 2007). En algunas especies de hortalizas como el chile el
trasplante de plantulas estimula la floracion temprana y precocidad en la produccion
(Montafio-Mata & Nufiez. 2003). En el arbol Dipteryx micrantha Harms (Fabaceae)
realizaron experimentos de trasplante en distintas condiciones de luz en campo (sotobosque
y claros) y demostré que la sobrevivencia y el crecimiento en didmetro y altura esta
relacionado con las condiciones de mayor intensidad de luz en claros; ademas que el
diametro y el nimero de hojas inicial de hojas no influye en el crecimiento durante un

periodo de un afio (Romo-Reategui 2003).
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1.2. Justificacion

El guayacén real es una de las especies forestales amenazada mas escasa de Costa
Rica junto con otro grupo de arboles, de los cuales el gobierno prohibi6 su corta en el afio
1997 mediante el Decreto Ejecutivo de Veda N° 23700-MINAE (MINAE, 1997); sin
embargo, las poblaciones e individuos adultos remanentes que existen actualmente en pais
han sido poco estudiados, y se desconocen muchos aspectos fisiologicos y ecoldgicos de las
semillas. EI guayacén real ha sido una especie de poco interés de investigacion, a pesar de
ser considerada una especie amenazada hace mas de 40 afos por CITES (2018). El estado
de las poblaciones mencionado en la literatura describe que es una especie aislada, poco
abundante y con una regeneracion limitada en ciertos bosques de Costa Rica.

Actualmente uno de los principales desafios para la conservacion de especies en
peligro de extincidén es comprender sobre aspectos de su reproduccion, en el caso de las
plantas involucra de manera general el conocimiento de su floracion, fructificacion y
germinacién, asi como la interaccion de la planta con sus polinizadores y dispersores. Las
especies de plantas amenazadas como el guayacan real requieren descripciones detalladas
de su ciclo de vida para favorecer su conservacion. Es necesario generar informacion
ecologica sobre su reproduccion, estrategias de manejo y programas de investigacion y
conservacion para asegurar la sobrevivencia futura de la especie de interés, como es el caso
de G. sanctum. Ademas, se deben crear iniciativas y estrategias de reproduccion ex-situ
para estas especies de arboles tropicales con el fin de promover su repoblacion y la
recuperacion de la especie en los bosques de Costa Rica.

Las condiciones de germinacion y viabilidad que figuran para muchas especies de
plantas de interés comercial (frutales, ornamentales, hortalizas y forestales) han sido
establecidas segun la International Seed Testing Asociation (ISTA); sin embargo, existen
muchas otras especies, como por ejemplo el G. sanctum que no se encuentran dentro de
estos manuales, por lo cual es importante evaluar la viabilidad y germinacion en tales casos
ya que es una especie forestal en peligro de extincion con diversos usos forestales y
etnobotéanicos.

En los estudios de biologia reproductiva de plantas es importante evaluar procesos
como la germinacion y el efecto de factores ambientales como la luz, la temperatura y la

humedad ya que estos juegan un papel indispensable en la germinacion de las semillas y la
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sobrevivencia de las plantas; ademas, evaluar condiciones que logren mayores porcentajes
de sobrevivencia y rendimiento. Para los viveros forestales este tipo de informacion es
importante o vital porque puede reducir los costos en tiempo y dinero, proporcionado
informacidn til para su reproduccion y metodologias que pueden ser replicadas; asi como
también aumenta el éxito de reproduccion de las especies de interés. Asimismo, se
promueve la reproduccion de especies amenazadas como el guayacén real lo que permite
que estos arboles puedan ser incorporados en planes y proyectos de restauracion de bosques
secos, con fines de conservacion in situ de la especie como ha sido el caso de la plantacion
de guayacan real en la Estacion Experimental Forestal Horizonte, en el Area de
Conservacion Guanacaste.

Por lo mencionado anteriormente, el presente estudio tiene como objetivo principal
generar informacion béasica sobre la germinacion ex-situ de G. sanctum con el fin de
entender mejor aspectos de su fisiologia y ecologia, sobre todo en un estado tan critico y
vulnerable de sus primeras etapas de vida como lo es la germinacion de las semillas y la
sobrevivencia inicial de la plantula. Asimismo, aplicar la prueba de viabilidad con
Tetrazolio en semillas de guayacan real como una técnica que permite evaluar rapidamente
la viabilidad de distintos lotes de semillas de especies forestales. Este estudio permitira
generar conocimientos acerca de la reproduccion de G. sanctum, especificamente en temas
como el efecto del tiempo de almacenamiento, de la luz, la temperatura y el estrés hidrico
en la germinacion de las semillas, asi como también la sobrevivencia de las plantulas a
posteriori de la germinacion y el repique; datos podrian ser utilizados para la produccion de

la especie en viveros.
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1.3. Planteamiento del problema a investigar

¢Existe un efecto del tiempo de almacenamiento sobre el contenido de humedad, la
viabilidad y germinacién en semillas de G. sanctum? Y ;Como afecta la luz, la temperatura
y el estrés hidrico en el proceso de la germinacién en semillas G. sanctum? Finalmente,
¢Cudl es la mortalidad de las plantulas de G. sanctum durante el periodo de germinacién y

posterior al repique?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento sobre el contenido de humedad, la
viabilidad y algunos factores ambientales en la germinacion de semillas Guaiacum
sanctum, asi como la sobrevivencia y el crecimiento de las plantulas bajo condiciones de
laboratorio con el fin de mejorar las practicas de reproduccidén y manejo ex situ para esta

especie.

1.4.2. Objetivos especificos

= Analizar el efecto del tiempo de almacenamiento sobre el contenido de humedad,
viabilidad y germinacion de tres lotes de semillas de G. sanctum.

= Determinar el efecto de la luz, la temperatura y el estado hidrico del sustrato en la
germinacién de semillas de G. sanctum con un mes de almacenamiento.

®  Cuantificar la mortalidad y el crecimiento de plantulas de G. sanctum en

condiciones de laboratorio.
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2. Marco Teorico

Descripcion de Guaiacum sanctum L.

El guayacén real también conocido como guayacan, lignum vitae, &rbol santo o palo
de piedra, es un arbusto o arbol (méas frecuente) de la familia Zigophyllaceae de tamafio
mediano de 3-18 m, sin embargo la especie alcanza hasta 20 m de altura y 60 cm de
diametro (Jiménez et al. 2002; Zamora, 2015) e inclusive en condiciones naturales se ha
reportado arboles de hasta més de 30 metros de altura. Este arbol tiene fuste rugoso,
grisdceo y a veces exfoliante en placas, posee hojas paripinnadas, opuestas, con 2-7 pares
de foliolos opuestos, asimétricos y glabros (Jiménez et al. 2002). Guaiacum sanctum se
caracteriza por su habito generalmente arboreo, a veces con un aroma fuerte y una resina
pegajosa, con las ramitas abultadas en los nudos y corchosas, asi como por sus pétalos
blanco azulado a azules o lila y frutos capsulares que expone una semilla con arilo rojo
(Zamora, 2015).

El guayacéan real posee una floracion muy llamativa que varia de azul-morado hasta
blanco, con inflorescencias de hasta 9 flores fasciculadas o 1 flor solitaria; la flor tiene un
pedicelo de 10-15 mm; posee 5 sépalos de 4-6 mm que son caducos; tiene 5 pétalos con un
color blanco azulado a azules o lila que miden de 7-12 mm de forma obovada; el androceo
estd compuesta de 10 estambres, las anteras son de color amarillo; el gineceo tiene un
ovario penta-locular; los frutos son capsulares de color amarillo a anaranjado cuando
maduros y miden de 1.2-1.6 x 1.2-2 cm con forma obovoides y con 1-5 Iébulos; las
semillas generalmente 1 o 2 raramente 5, las semillas son de color café a negras con cerca
10 mm de longitud, elipsoides y con un arilo rojo, dulce, que rodea la semilla (Jiménez et
al. 2002; Zamora, 2015) (Anexo 1).

Distribucion de Guaiacum sanctum L.

El guayacan real se distribuye desde el sur de Florida (Estados Unidos), México y
América Central hasta el norte de América del Sur; en Costa Rica se conocen poblaciones
en algunas areas de la provincia de Guanacaste desde el nivel del mar hasta los 450 m de
elevacion (Jiménez et al. 2002; Zamora, 2015; Zuiiga-Ortiz 2016). Las poblaciones de esta

especie se encuentran distribuidas en Costa Rica en un area de 1383,7 km?, de los cuales el
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52% se encuentra en terrenos protegidos por el Estado (Estrada, Rodriguez, & Sanchez,
2005).

El guayacan real es un arbol tipico del estrato medio de bosques secos, con una
precipitacion inferior a 1 500 mm anuales; se encuentra en laderas de cerros, en suelos
franco arcillo arenosos que se caracterizan por tener un pH ligeramente alcalino con altos
contenidos de fdsforo (Hernandez-Garzon 2001); algunas poblaciones suelen estar
asociadas a suelos calcareos provenientes del fondo marino, como por ejemplo la poblacion
existente en el Cerro Guayacan, en el Parque Nacional Palo Verde y La Cruz de Guanacaste
(Jiménez et al., 2002; Fuchs et al., 2013).

Caracteristicas de la madera de Guaiacum sanctum L.

La madera de guayacan real se ha descrito como una de las maderas mas preciosas
del mundo, de todas las maderas que se comercializan internacionalmente, la madera de
guayacan real es una de las mas duras, con una resistencia que excede los 855 Kg/cm? y su
gravedad especifica llega a alcanzar valores en el orden de 1.12-1.35, por lo que esta
madera facilmente se hunde en el agua (Jiménez et al., 2002; Lopez-Toledo et al., 2008).

En el mundo, la madera de guayacéan real se ha utilizado para la elaboracion de gran
cantidad de productos, desde piezas estructurales en la construccion de barcos hasta
muebles, herramientas y artesanias; la madera tiene una albura color amarilla o crema
dorada y el duramen oliva a castafio oliva con bandas més oscuras, la superficie es brillante
y lisa al tacto, esta posee un olor suave y agradable con una textura fina y uniforme (Lépez-
Toledo et al., 2008). La madera de guayacan real tiene la particular caracteristica de auto-
lubricarse, propiedad que tiene origen en su aceite natural, el guayacol, que mantiene
saturada la estructura celular de esta madera y representa cerca de un tercio del peso total

himedo en la madera (L6pez-Toledo et al., 2008).

Uso etnobotanico

El guayacol posee propiedades medicinales, siendo utilizado en el sector
farmaceéutico por sus propiedades estimulantes, sudorificas y expectorantes, utilizado para
el tratamiento en afecciones de vias respiratorias, en reumatismo, gota, escrofulosis y

afecciones en la piel (Salgado-Valladares & Flores-Rodriguez, 2011). Estos autores
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mencionan que antes que apareciera la penicilina (afio 1928), el guayacol mezclado con el
mercurio fue el primer remedio conocido por los europeos para el tratamiento contra la
sifilis y otros padecimientos similares, el sobre aprovechamiento por esta causa y el uso de
su madera provoco un decline importante de sus poblaciones en ese periodo en su rango de

distribucioén natural.

Estado de conservacién de Guaiacum sanctum L.

En algunas regiones de Ameérica Central y el Caribe, el guayacan se extrajo
intensamente de manera ilegal, lo cual asociado con procesos de deforestacién y cambios
del uso del suelo, llevé a una disminucion alarmante de sus poblaciones y habitat e incluso
a la extincion local de la especie en algunos paises durante los afos 70’s y 90’s (CITES,
2018). Dada la sobreexplotacion y la pérdida de habitat del guayacéan real a lo largo de su
distribucion natural, el guayacan real se encuentra incluido dentro del apéndice Il de la
Convencidn Internacional para el Comercio de Especies Amenazadas (CITES) desde 1975,
esta clasificacion cataloga al guayacan real como una especie en riesgo potencial de
extincion por lo cual su comercio internacional esta regulado (Quesada-Monge, 2004;
CITES, 2018); de igual manera, la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) tiene al guayacan real clasificado como especie amenazada, siguiendo a
esta categoria las de criticamente amenazada y extinta en su hébitat natural para algunos
paises (UICN, 2018). Actualmente, en nuestro pais es una de las especies forestales con
mayor grado de amenaza debido a su escasa regeneracion y su lento crecimiento; sin
embargo, G. sanctum se encuentra vedada desde 1997 mediante el Decreto Ejecutivo de
Veda N° 23700-MINAE (MINAE, 1997), por lo tanto la corta del arbol y comercializacién
de la madera esté prohibida en Costa Rica.

Estado poblacional de Guaiacum sanctum L. en Costa Rica

De acuerdo a lo citado por Estrada et al., (2005), informacion recolectada por el
Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio) en los afios 90°s estimaba que la poblacion de
arboles de guayacan real, que existian en Costa Rica en ese tiempo, no superaba a los 100
especimenes de adultos reproductivos. También autores como Jiménez y Quesada-Monge

mencionan que esta especie requiere urgentes programas de investigacion, estudios y
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proteccion ya que es una especie escasa y rara en los bosques del pais (Jiménez, 1999;
Quesada-Monge, 2004), sin embargo ha sido poco el esfuerzo realizado en el estudio de
esta especie.

Actualmente en Costa Rica se conocen tres poblaciones silvestres de G. sanctum
ubicadas en el Parque Nacional Palo Verde (PNPV), La Cruz y Playa Garza de Nicoya
(Jiménez et al., 2002), ademéas de algunos individuos que han sido plantados en jardines,
parques urbanos y en fincas de la provincia de Guanacaste; sin embargo, las mayores
densidades de la especie se encuentran en la zona de La Cruz y el Golfo de Nicoya donde
existen arboles con DAP mayores a 35 cm (Zufiga-Ortiz 2016). Hernandez-Garzén (2001)
estudio la estructura poblacional de G. sanctum en el PNPV y en Las Delicias de Garza
encontrando que en el PNPV la forma de la distribucion diamétrica de la poblacion se
asemejo al tipo "j" invertida, lo cual significa que existen mas individuos jovenes que
adultos, mientras que en Las Delicias su forma se asemejo a una parabola, evidenciando
una posible perturbacion en este ultimo sitio. En el 2013 Fuchs et al. estudiaron en la
misma area protegida la regeneracion G. sanctum y encontraron que en ciertos sitios como
el cerro Guayacan existen mas de 1000 plantulas por hectarea y que los individuos adultos
(mayores a 5m de altura) son escasos llegando a un total de 35 en el sitio de estudio (50 ha),

evidenciando una baja densidad de arboles adultos reproductivos.

Reproduccion de Guaiacum sanctum

En Costa Rica, sus flores son observables de febrero a mayo y noviembre y sus
frutos en marzo, abril, junio, julio y octubre (Jiménez et al., 2002). Hernandez-Garzon
(2001) evalud la floracion y fructificacion de G. sanctum, quién encontré que solo un 9%
de los arboles mayores a 10 cm de DAP florecieron en el afio 2000 y sugiere que esta
especie tiene una floracion asincrénica y que posiblemente no todos los arboles que
florecen tienen la capacidad energética para fructificar en el sitio estudiado.

El sistema de reproduccion (semillas y flujo genético) de G. sanctum para dos
poblaciones de Guanacaste fue investigado por Fuchs y Hamrick (2011), y mediante
analisis de paternidad fraccional encontraron que la especie presenta un sistema de
apareamiento mixto, presentando una alta heterogocidad (He = 0.332 + 0.05) y cuyo polen

es transportado largas distancias (mas de 4 Km), ademas, los autores mencionan que los
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arboles aislados pueden funcionar de conexion entre grupos de individuos, contribuyendo

con el movimiento de polen a larga distancia.

El proceso de la germinacion

En general la germinacion de las semillas se ve afectada por condiciones bidticas y
abioticas, en consecuencia, este proceso en escenarios de campo puede ser espacial y
temporalmente variable, ya que algunos microhabitats pueden proveer mejores condiciones
que otros, propiciando asi condiciones adecuadas para la germinacion en diferentes
momentos de tiempo (Bisigato & Bertiller, 1999; Guariguata, 2000; Isselstein, Tallowing &
Smith, 2002). Diversos factores ambientales pueden intervienen en la germinacién de la
semilla, aunque de acuerdo con Mayer y Poljakoff-Mayber (1989), Bewley y Black (1994),
Baskin y Baskin (1998) y Schmidt (2007) los factores principales son una combinacion
adecuada de temperatura, humedad y luz. Ademés, el ambiente quimico que rodea la
semilla debe ser indicado (Karssen & Hilhorst 1992), por ejemplo, Friedman (1995)
menciona que la presencia de inhibidores aleloquimicos liberados por la vegetacion
circundante también puede determinar el éxito o fracaso de la germinacion.

Algunas semillas pueden controlar la germinacion por diferentes periodos;
presentando latencia, que se define como un estado en el cual la semilla evita iniciar la
germinacion. Este estado cambiaria en el momento que las semillas tengan las condiciones

favorables para su germinacién (Lobo, Delgado, Cartagena, Fernandez & Medina, 2007).

Efecto de la luz y temperatura en la germinacion

La temperatura y la luz son determinantes en la expresion del maximo potencial
germinativo, pero las magnitudes y regimenes mas favorables deben ser establecidos para
cada especie (Otegui, Pérez & de Souza-Maia, 2005). Se ha probado que la luz no influye
en forma aislada el proceso de germinacion, sino que es la combinacion entre ciertas
temperaturas y la luz la que favorece el desarrollo y emergencia de una plantula (Toole,
1976). Las semillas de las plantas pueden presentar una respuesta fotoblastica positiva

cuando su germinacion se ve favorecida por la luz, una respuesta negativa ocurre cuando
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las semillas germinan en oscuridad y una respuesta neutral cuando no hay diferencia de la
germinacién en condiciones de luz y oscuridad (Lindow-Lépeza et al., 2018).

Mayer y Poljakoff-Mayber (1989) afirman: “que la temperatura dptima de
germinacion es aquella en la que se obtiene el mas alto porcentaje de plantulas normales y
en el menor tiempo” (p.34). Faccini y Puricelli (2006) encontraron que la temperatura
Optima de germinacion para Nicotiana longiflora Cav. (Solanaceae) es de 25 °C en
condiciones de luz y para Oenothera indecora Cambess. (Onagraceae) es de 15 °C también
en condiciones de luz. La temperatura con frecuencia es el principal factor que regula la
germinacion (Shafii & Price, 2001), esta afecta las enzimas que median en el proceso de
germinacién, alterando tanto la tasa de emergencia como el porcentaje final de germinacién
(Bewley & Black, 1994).

En investigaciones recientes, también se concluye que la temperatura influye mas en
la germinacion que la luz. Por ejemplo, la germinacion éptima de Salvia verbenaca L.
(Lamiaceae), se encuentra entre un rango de 20-30 °C y; ademas, mencionan que no existe
una diferencia en la germinacion en condiciones de luz (fotoperiodo de 12 horas) y
oscuridad, y que las semillas obtienen porcentajes de germinacion de hasta 97% en dichas
condiciones (Javaid, Florentine, Ali & Weller, 2018). También, para Echium plantagineum
L. (Boraginaceae) se determind que la germinacion es mayor en rangos de 20-30 °C con
mas de 70% de germinacion en condiciones de luz y a rangos de 17-7 °C la germinacion es
menor al 40% en condiciones de luz y sombra (Florentine et al, 2018). Cabe destacar que
para ambas especies el rango éptimo de temperatura se encuentra en los 20 y 30 °C.

En un ensayo con la palma Euterpe precatoria Mart. (Arecaceae), se evalud su
germinacién en seis diferentes condiciones de temperatura (20, 25, 30 y 35°C, 20-30°C, y
25-35°C) en luz y sombra, los autores encontraron que la condicion dptima de germinacion
fue a 20 °C, independientemente de las condiciones de luz (Costa et al., 2018). En
Caesalpinia pulcherrima L. (Fabaceae) se evalud la germinacién a temperaturas constantes
de 20 °C y 30 °C y una alternancia entre 20-30 °C en cinco condiciones de luz (blanco,
verde, rojo distante, rojo y ausencia de luz) observandose que las semillas germinan en
presencia y ausencia de luz, pero el mayor vigor se presentd en condiciones de temperatura
de 30 °C y luz blanca (Alves, Alves, Rodrigues de Araljo, dos Santos Lima & Ursulino,
2018).
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Lindow-L06peza y colaboradores (2018) estudiaron la germinacion de seis especies
de cactaceas y encontraron que todas las especies fallaron en su germinacion bajo
condiciones de oscuridad, independientemente de los regimenes de temperatura; mientras
que en condiciones de luz la germinacion se fue significativamente afectada por
temperatura y la mayoria de especies obtuvieron porcentajes mayores a 25 °C. También
estos Gltimos autores concluyeron que las temperaturas alternas no promueven la

germinacion de las semillas de los cactus en la oscuridad.

Efecto de la humedad y estrés hidrico en la germinacion

La germinacion suele estar restringida a periodos cortos en donde las condiciones
ambientales son mas himedas y es poco probable que ocurra durante un periodo seco
(Garcia-Fayos, Garcia-Ventoso & Cerda, 2000; Quilichini & Debussche, 2000). Los
autores argumentan que esto puede ser especialmente critico para especies cuyas semillas
no sean objeto de latencia y por lo tanto no forman un banco de semillas persistente, la
germinacién en tales casos estd particularmente limitada a pulsos temporizados de
humedad. La cualidad de ciertas semillas para germinar en ambientes de estrés hidrico, les
concede beneficios ecologicos, pues las plantulas se instauran cuando otras especies
sensibles a la sequia no son capaces de hacerlo (Augspurger, 1979; Bewley & Black, 1982).
Sin embargo, la informacidon sobre el efecto del estrés hidrico en la germinacion de arboles
tropicales es escasa.

Uno de los métodos mas utilizados para medir estrés hidrico en la germinacion es el
uso de Polietilenglicol (PEG) (Michel, 1983; Singh, Ibrahim, Flury, Schillinger, &
Knappenberger, 2013). EI PEG es un polimero de cadena larga, inerte, no iénico [HOCH2-
(CH2-O-CH2)n- CH20H] el cual posee propiedades de agente osmotico. Esta sustancia no
penetra las células cuando su peso molecular es alto (Castro-Montes, 2008), por lo tanto, a
mayor peso molecular se necesita menor concentracion de PEG para lograr cierto valor del
potencial hidrico (y) y viceversa, asi los cambios en y dependen de la concentracion y la
temperatura (Singh et al., 2013).

En un estudio de Cordero y Di Stéfano (1991) simularon el estrés hidrico con PEG
6000 y encontraron que la germinacion de Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth (Bignoniaceae)

se ve inhibida con potenciales osméticos de 1,0 MPa y totalmente bloqueada a 1,5 MPa,
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mientras que a 0,5 y 0,1 MPa se obtuvieron porcentajes de germinacion de 72% y 88%
respectivamente. En plantas de tomate también se evaluo el efecto del estrés hidrico en la
germinacién con PEG 6000, los resultados mostraron que la germinacion disminuyé con el
incremento del potencial hidrico negativo a partir de -0.5 MPa (Florido, Bao, Lara, Castro,
Acosta & Marta Alvarez; 2018).

La reduccion del porcentaje de germinacion en presencia de estrés hidrico simulado
con PEG también ha sido informado por Rodriguez-Morales et al. (2013) en cactéceas y
por Florentine et al (2018) en bignoniaceas. En la especie E. plantagineum se reporta una
disminucion del porcentaje de germinacion conforme aumenta el potencial hidrico
negativo, con porcentajes de germinacién menores al 20% a partir de -0.4 MPa (Florentine
et al, 2018). Sin embargo, en algunas coniferas (Tesche, 1975; Falusi, Calamasi & Tocci,
1983) y en ciertas angiospermas arbéreas de la familia Fagaceae como Quercus ilex y Q.
pubescens (Vuillemin, 1982), la resistencia al déficit hidrico favorece su germinacion en
habitats secos. En especies de amplio rango de distribucion, es posible que existan
diferencias de capacidad de germinacion cuando crecen en bosques o hébitats con
diferentes patrones de precipitacion, tal y como demostré Cordero y Molano en semillas de
dos tipos de bosque de Tabebuia heterophylla de Puerto Rico (Cordero y Molano 1996).

Por lo cual, resulta interesante estudiar el efecto del estrés hidrico en la germinacion
de semillas de G. sanctum ya que se desconoce su comportamiento.

Sustrato en la germinacion

Algunos autores también mencionan que el sustrato es una variable importante a
considerar en la germinacion y el establecimiento de una plantula (Bravo, Urdaneta, Silva,
Poliszuk, & Marin, 2006; Rojas-Rodriguez & Torres-Coérdoba 2014). EI mercado actual
ofrece una variedad de estos materiales, los cuales poseen propiedades bidticas y abidticas
para un excelente desarrollo en la germinacion; aspectos como el costo, el manejo, la
productividad y la disponibilidad de estos materiales son elementos decisivos en su
utilizacion para la reproduccion en viveros (Saez, 1999).

La turba de musgo (Sphagnum sp) es uno de los sustratos mas utilizados en el
ambito mundial, sus caracteristicas permiten una favorable germinacién y crecimiento de

las plantulas; sin embargo, este sustrato representa un costo mas elevado para los viveros y
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su extraccion de los bosques representa una actividad insostenible para los ecosistemas y
muchos hébitats han sido degradados y destruidos por esta actividad (Bravo et al., 2006).
Debido a estas repercusiones el musgo se ha sustituido por otros sustratos mas “amigables”
con el ambiente; por ejemplo, se ha estudiado el éxito de germinacion en hortalizas y
arboles de interés comercial utilizando mezclas de sustratos organicos como la lombri-
compost, el aserrin, fibra de coco y tierra con granza obteniendo buenos resultados (Quiroz
& Renteria, 2002; Quesada-Roldan & Méndez-Soto 2005; Andrade-Rodriguez, Ayala-
Hernandez, Alia-Tejacal, Rodriguez-Mendoza, Acosta-Duran & LOpez-Martinez, 2008). La
mezcla de arena con tierra también han sido utilizado en estudios de germinacion
obteniendo resultados positivos de mas de 70 % de germinacion en especies forestales
como la balsa (Ochroma pyramidale) (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2012), el cedro
(Cedrela salvadorensis) (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2013) y cenizaro (Samanea
saman) (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2014a). En el presente estudio se decidio

utilizar este ultimo sustrato.

Pruebas de germinacién

Los ensayos de germinacion en condiciones de campo son generalmente
insatisfactorios puesto que sus resultados no pueden ser repetidos con confiabilidad
(Zavala-Chavez, 2015), por lo tanto métodos y técnicas de reproduccion han sido
desarrolladas en condiciones ex situ controladas para producir una germinacion mas
homogénea, breve y completa posible para la mayoria de las muestras de una planta
particular (Isselstein et al., 2002).

Las normas de la ISTA se crearon en 1925 con el objetivo de estandarizar los
analisis de semillas y facilitar su mercadeo. De acuerdo con la ISTA las condiciones de
propagacién de plantas de interés comercial deben ser estandarizadas para facilitar que los
resultados de la prueba puedan ser reproducidos dentro de los limites mas cercanos posibles
a aquellos que estan determinados por la variacion de la muestra debida al azar de un lote
semillas (ISTA, 2013). Inicialmente las pruebas se elaboraron para especies agricolas pero
progresivamente ha evolucionado y se han ido incluyendo especies de uso forestal,

medicinal y ornamental (Poulsen, 2000). Las pruebas de potencial de germinacion
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recomendadas por la ISTA, consisten en cinco tipos de pruebas: pureza, peso, contenido de
humedad, viabilidad y germinacion de semillas.

La primer prueba de pureza, se realiza con el fin de identificar las semillas de la
especie de interés y que en el analisis predomine la especie del interesado, incluyendo todas
las variedades botanicas y cultivables de dicha especie, también se consideran semillas
puras las semillas inmaduras, las de tamafo inferior al normal, arrugadas, enfermas o
germinadas, siempre que puedan ser identificadas como pertenecientes a dicha especie
(ISTA, 2013). La segunda prueba es la de peso, esta brinda el peso de la semilla expresado
en relacion al peso de 1000 semillas puras; permitiendo el calculo del nimero de semillas
por kilogramo, informacidn importante en las operaciones del vivero (ISTA, 2013).

La tercera prueba es de contenido de humedad, esta se basa en calcular la humedad
presente en las semillas que han sido o seran almacenadas. El contenido de humedad
determina la actividad fisioldgica y bioquimica de la semilla (Magnitskiy & Plaza, 2007),
por lo cual es un factor importante en el almacenamiento y la germinacion de las semillas.
El contenido de humedad por debajo de niveles criticos puede producir lesiones y/o dafios a
los embriones durante el almacenamiento, por ejemplo el contenido de humedad minimo
que tolera Coffea arabica, C. canephora y C. liberica sin reducir su viabilidad, es de
aproximadamente 9, 11, y 24% respectivamente (Eira et al., 2006). Asimismo, la
determinacion del contenido de humedad es de vital importancia para las operaciones de
manejo de semillas en cuanto al peso, viabilidad y germinacion de los lotes (ISTA, 2013).

Existen dos métodos principales para medir la humedad de la semilla: el método
directo, donde se elimina el agua y se cuantifica la cantidad; y el método indirecto, que
utiliza pardmetros eléctricos (conductividad y capacitancia) (Grabe, Stanwood &
McDonald, 1989). ElI método de secado al horno es recomendado por ISTA para determinar
el contenido de humedad de las semillas. La determinacion se debe realizar en al menos un
duplicado en dos muestras de trabajo obtenidas independientemente de la muestra de
analisis; el tamafio de la muestra de trabajo debe ser de 4 — 10g, para semillas grandes lo
recomendado es no utilizar menos de 30 semillas en total (ISTA, 2013).

La cuarta prueba es la de viabilidad de semillas con TZ (Tetrazolio), el proposito de
esta prueba es mostrar la actividad bioquimica de una semilla y el potencial de producir una

plantula normal, dado que una semilla no viable muestra deficiencias y/o anormalidades de
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naturaleza tal que no permite su desarrollo en una plantula normal (AOSA, 1997). En la
prueba de TZ se utiliza una solucion de la sal cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio como un
indicador de varios procesos metabdlicos que acontecen en las células vivas del embridn,
posterior que esta solucion es absorbida por la semilla, en las células se lleva a cabo una
reaccion quimica de oxidacion-reduccion en la cual intervienen las enzimas
deshidrogenasas presentes en los tejidos vivos, en esta reaccion los protones de hidrogeno
liberados por el proceso de respiracion celular reducen la sal de tetrazolio a formazén
(Benito-Matias et al., 2004; Russi, Bartosik, Rodriguez & Peretti, 2007). El formazan es
una sustancia estable, no difusible, de coloracién rojiza, que permite distinguir las areas
vivas de las semillas (&reas coloreadas de acuerdo a la concentracion de TZ), de las zonas
muertas (de color blanco) (Benito-Matias et al., 2004; Verma & Majee, 2013).

Por ultimo, los ensayos de germinacion, estos tienen el objetivo de determinar el
potencial maximo de germinacion de un lote de semillas, el que a su vez pueda usarse luego
para comparar la calidad de diferentes lotes (ISTA, 2013). Schmidt (2007) afirma: “las
pruebas de germinacion se llevan a cabo en condiciones 6ptimas de temperatura, humedad
y luz, y con tratamiento previo adecuado para vencer la posible latencia para la especie en

cuestion” (p, 286).
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3.  Marco Metodologico

Recolecta de las semillas

En las mediciones de las pruebas de peso, humedad, viabilidad y germinacion se utilizaron
tres lotes puros de semillas de G. sanctum, los cuales fueron recolectados en Julio de 2015,
Agosto de 2016 y Julio de 2017 en diferentes sitios de la provincia de Guanacaste, Costa
Rica (Figura 1). En total se realizaron 21 visitas de campo donde se marcaron,
georreferenciaron y recolectaron los frutos y semillas de un total de 23 arboles de guayacéan
real (Anexo 2). EI DAP promedio de los arboles semilleros fue de 36.5 £ 6.8 cm con una
altura promedio de 10.2 + 2.08 m. Se recolectaron en total 3437 semillas para el lote 2015,
1448 del lote 2016 y 2909 semillas del lote 2017. Las semillas fueron procesadas segun la
metodologia propuesta por Schmidt (2007) y almacenadas en bolsas de papel dentro de
bolsas pléasticas con cierre hermético para evitar la desecacién, a una temperatura ambiente
de 25°C en promedio (22-28°C) en el Laboratorio de Botanica de la Escuela de Ciencias

Biologicas de la Universidad Nacional (UNA).
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Figura 1. Localizacion de los arboles semilleros de Guaiacum sanctum L. utilizados en el

estudio, provincia de Guanacaste, Costa Rica. Proyeccion WGS84.
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Disefio de investigacion

Las pruebas de semillas fueron realizadas siguiendo los procedimientos establecidos
por ISTA (2013), los cuales consisten en pruebas de pureza, peso, contenido de humedad,
viabilidad y germinacion. Las pruebas de pureza, peso y humedad se realizaron en el
Laboratorio de Ecologia Tropical Aplicada de la Escuela de Ciencias Ambientales, Campus
Omar Dengo de la Universidad Nacional, Heredia, utilizando un horno digital Thermo
Scientific modelo Herathem OMH100, una balanza analitica, cristaleria de laboratorio entre
otros instrumentos (Anexo 3). Las pruebas de viabilidad, germinaciéon y sobrevivencia
fueron realizadas en el Laboratorio de Botanica de la Escuela de Ciencias Biologicas,
Campus Omar Dengo de la Universidad Nacional, utilizando estereoscopio Olympus
SZX16, pinzas, recipientes, cAmara de crecimiento vegetal Thermo Scientific modelo
PR505755R (Anexo 4), luxémetro, entre algunos implementos basicos de laboratorio. El
trasplante de las plantulas posterior a la germinacion fue realizado en condiciones de
laboratorio.

El sustrato utilizado para la germinacion fue una mezcla homogenizada 50/50 de
arena de rio con tierra lombri-compost comprada en un almacén local. La arena fue lavada
y secada, posteriormente la mezcla del sustrato fue esterilizado mediante calor seco en un
horno a una temperatura de 120 °C durante 24 horas (Reyes-Guifiones, 2015). La
desinfeccion de las semillas antes de la siembra se realizd con una solucion de cloro
comercial diluida al 1% durante 10 minutos, posteriormente se enjuagaron las semillas tres
veces con agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente; asimismo, después de
sembrar las semillas en el sustrato se aplicd una disolucion de un agente fungicida (Vitavax

al 3%) para evitar posible contaminacion por hongos (Billard, Dalzotto, & Lallana, 2014).

Disefios experimentales

Prueba de peso y morfometria: Se utilizaron ocho repeticiones al azar de 100
semillas de cada uno los lotes recolectados en 2015, 2016 y 2017. Cada muestra de los lotes
se peso individualmente en una balanza analitica con el fin de calcular el peso de 1000
semillas puras y el nimero de semillas por kilogramo. Adicionalmente, se realizaron

mediciones a 240 semillas por cada lote con un vernier digital para comparar el largo y
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ancho las semillas de cada lote con fin de observar diferencias en las dimensiones de las

semillas entre los tres lotes.

Prueba de contenido de humedad: Se secaron 5 g de semillas de guayacan para
cada uno de los tres lotes en cajas petri durante un periodo de 17 + 1 horas a 103 +1 °C
por triplicado para obtener el contenido de humedad de cada lote de semillas (n=9). Los
recipientes se llevaron inmediatamente después del secado a un desecador donde se les dejé
enfriar, posteriormente se pesaron con una balanza analitica (precision de 0.001 g). El

resultado se establecio como el promedio de las repeticiones, expresado con dos decimales.

Prueba de viabilidad con tetrazolio (TZ): Para esta prueba se utilizé una muestra
al azar de semillas de guayacan de cada lote (1, 12 y 24 meses de almacenamiento). De
acuerdo a Ruiz (2009) este procedimiento consiste en 4 etapas: hidratacion, corte, tincion y
evaluacion en base al patron de tincion e intensidad. Las semillas fueron embebidas en agua
destilada 24 horas antes de realizar la prueba, posteriormente se realizd6 un corte
longitudinal a cada semillas para extraer el embrion. Los embriones fueron colocados en
tubos “eppendorf” de 2 ml con una solucion de TZ al 1% durante 16 horas para su tincion,
seguido por su evaluacién. Se realizaron diez repeticiones con diez embriones en cada tubo
eppendorf para un total de 100 embriones por cada lote.

La clasificacion de embriones se realizd de acuerdo a Ruiz (2009), donde las
semillas se clasificaron de la siguiente manera: en viables, cuando el embrion y el
endospermo en su cara interna estan tefiidos homogéneamente de color rojo, brillante y
lustroso; y no viables, embriones blancos o con la radicula y/o el endospermo
completamente blanco (frecuentemente los tejidos de esta condicion estan flacidos y con
falta de brillo); ademas en este ultimo grupo se incluyeron los embriones que presentaron
manchas blancas distribuidas irregularmente por el endospermo o en el embrion) (Figura
2).
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Figura 2. Diferentes patrones de tincidén que pueden presentar los embriones de semillas en

la prueba de viabilidad con Tetrazolio. Tomado de Peréz-Garcia & Pita-Villamil (2001).

Pruebas de germinacion: En todos los experimentos el periodo de germinacion
establecido fue de 21 dias; ademas, las semillas que se consideraron como germinadas
fueron aquellas en la que la radicula y el cotiledén o la plumula habian emergido de la
semilla (Stevens, Seal, Archibald, & Bond, 2014) (Anexo 5).

Efecto del tiempo de almacenamiento en la germinacién: Este experimento se
realizd en la camara de crecimiento vegetal con una temperatura de 30°C £1 en condiciones
de luz (fotoperiodo de 12 horas), la fuente de luz instalada en la camara corresponde a un
sistema de dos lamparas fluorescentes de color blanco. Se colocaron 25 semillas en cajas
plasticas con tapa trasparente para evaluar su germinacion. El sustrato utilizado fue la
mezcla de arena con tierra lombri-compost. Se realizaron cuatro repeticiones por cada uno
de los lotes colectados (2015, 2016 y 2017) para un total de 100 semillas por cada

tratamiento.
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Efecto de la temperatura y la luz en la germinacion: Este experimento se realizé
con las semillas del lote recolectado en el 2017 (1 mes de almacenamiento), dado a que las
semillas de este lote presentaron mayor viabilidad en la prueba de TZ. Las pruebas de
temperatura y luz se realizaron simultdneamente, por lo cual no deberia existir ningdn
efecto del tiempo de almacenamiento sobre la germinacién. Para este ensayo se utilizé la
camara de crecimiento vegetal programada a temperatura de 30°C +1; mientras que el
Laboratorio de Boténica fue acondicionado a una temperatura de 25°C + 1, en ambas
condiciones de temperatura se evaluaron dos intensidades de luz de 0 Lux (Oscuridad) y
2500 £ 300 Lux (Luz). Las cajas del tratamiento oscuridad fueron tapadas con cartulina
para evitar que la luz atravesara la superficie de las mismas (Anexo 5). Se colocaron 25
semillas en cada caja de germinacion y se realizaron cuatro repeticiones para un total de
400 semillas para el experimento. Posterior al periodo de germinacion se midio el
crecimiento en la altura de 48 individuos germinados en cada tratamiento (Luz y Oscuridad

a 25C° y 30C®) para un total de 192 plantas evaluadas.

Efecto de estrés osmdtico en la germinacion: En este experimento se sembraron
unicamente semillas del lote 2017 (1 mes de almacenamiento). Se colocaron 25 semillas a
concentraciones de 0% (control), 10%, 20% y 30% de PEG 8000 (g/L) (molaridad
equivalente a 0, 0.013, 0.025 y 0.038 mol/L) los cuales a una temperatura de 25 °C
corresponden a los siguientes potenciales osmoticos: 0, -0.2, -0.5 y -1.1 MPa (Arif, Jan,
Mian, Khan, Hollington, & Harris, 2014). Las semillas fueron incubadas a una temperatura
de 25 °C %1 con un fotoperiodo de 12 horas de luz. Para cada tratamiento se realizaron
cuatro repeticiones, para un total de 400 semillas en este experimento.

Sobrevivencia después del trasplante: Un total de 120 plantulas fueron
trasplantadas y separadas en recipientes plasticos individuales en un sustrato homogenizado
de tierra con lombri-compost (50/50) comprada en el centro agropecuario local. La
sobrevivencia de los individuos fue evaluada cada dos dias en una camara de crecimiento

en un rango de temperatura de 25-27 ° C y un fotoperiodo de 12 horas durante 60 dias.
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Anadlisis de datos

El tamafio de las semillas de G. sanctum de los tres lotes se compard mediante un
diagrama de cajas (“box plot”) y se realiz6 una estadistica descriptiva del peso de los tres
lotes. El peso de 1000 semillas puras se calcul6 de la siguiente manera:

Peso de 1000 semillas (g) = X (sumatoria) de los pesos de ocho repeticiones
individuales x 1.25

El contenido de humedad (%) se calcul6 con base en el peso fresco de la semilla

con la siguiente ecuacion:

(M, — M)
CH (%) = ———=%100
(M, — M;)
Donde: CH = Contenido de humedad, M1 = peso del recipiente en gramos, Mz =

peso del recipiente y su contenido en gramos antes del secado, M3 = peso del recipiente y
su contenido en gramos después del secado.

Para los porcentajes de viabilidad (TZ) y germinacion se aplicé una prueba no
paramétrica de Kruscal-Wallis (debido a que los datos no reunian el supuesto de
normalidad) (0=5%), adicionalmente se realiz6 una prueba de Chi-cuadrado (y%) para
comparar las diferencias estadisticas entre el porcentaje de germinacion estimado en la

prueba de TZ y la germinacion observada de los tres lotes de semillas.

Con los registros del nimero de semillas germinadas cada dos dias se realizaron
curvas de germinacion acumulada con el fin de representar el vigor de germinacion de las
semillas de G. sanctum a través del tiempo en distintas condiciones de luz, temperatura y

estrés hidrico (Tseng y Hsu, 1989; Contreras y Barros, 2005).
Tambien se calculd el indice de germinacion (IG) y el coeficiente de velocidad (CV)

de germinacion propuestos por Scott, Jones & Williams (1984) para cada tratamiento con el

objetivo de cuantificar el vigor.
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El indice de germinacion esté definido como:

_ X Ti*N;
S

1G

Donde:  Ties el nimero de dias después de la siembra, Ni es el nimero de semillas
germinadas en el dia i, y S es el nimero total de semillas plantadas.

El coeficiente de velocidad se calcula como:
cv =100 [
Y. N;T;

Donde: N es el numero de semillas germinadas en el dia i, y T es el nUmero de dias
desde la siembra. Por lo general, el CV aumenta a medida que més semillas germinan y con
menor tiempo.

Para el crecimiento de las plantas se realizaron mediciones de altura (cm) a 48
plantulas germinadas en los tratamientos de luz y oscuridad a 25°C y 30°C, y se aplico una
prueba paramétrica de Fisher (0=5%) para determinar diferencias de altura entre los
tratamientos.

Ademas, se contrastaron mediante una prueba de Kruscal-Wallis (a=5%) los
porcentajes de germinaciéon del lote con 1 mes de almacenamiento en los ensayos de
temperatura-luz y potencial hidrico. Para calcular los porcentajes de germinaciéon (PG) se

utilizé la siguiente formula:
SG;
PG (%) = TL *100

Donde SG es la cantidad de semillas germinadas en el dia i, y T es el total de semillas

sembradas.
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Adicionalmente, se realizd una regresion lineal entre el porcentaje de germinacion y
el potencial hidrico para asociar el efecto del estrés hidrico sobre la germinacion.

Para la sobrevivencia inicial se evaluaron las plantulas mediante la tasa de
mortalidad calculando la tasa de mortalidad (TM) de las plantulas de G. sanctum de

acuerdo a la siguiente férmula:

T™ === * 1000

Donde NM es el numero de muertes en un periodo de 60 dias y P es la poblacion inicial, en

este caso la mortalidad esta expresada por 1000 individuos.

Para las pruebas estadisticas y las graficas se utilizo el programa STATISTICA 8.0
(Weil 2007).
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4. Resultados

Morfometria y peso de semillas

El largo y ancho de las semillas de G. sanctum no difiere entre los tres lotes de
semillas colectados en 2015, 2016 y 2017 (Figura 3) por lo tanto los lotes presentan
dimensiones similares en el tamafio de las semillas; sin embargo, las semillas del lote 2017
con 1 mes de almacenamiento presentaron un menor nimero de semillas por kilogramo y
mayor coeficiente de variacién en el peso de 100 semillas que los lotes con 12 y 24 meses
de almacenamiento (cuadro 1). El rango de semillas por kilogramo varié entre 5 800 - 6
600 entre los tres lotes.

12 ¢

11}
N T [a] Largo
10 } N [°] Ancho

Milimetros (mm)

5| : E%

2015 2016 2017

Lote

Figura 3. Medidas morfométricas de tres lotes de semillas de G. sanctum (n=240),

colectadas en tres diferentes fechas en la Provincia de Guanacaste, Costa Rica.
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Cuadro 1. Peso de tres lotes de semillas de G. sanctum colectados durante los afios 2015,
2016 y 2017 en la provincia de Guanacaste, Costa Rica (n=8). Los valores representan la

media y su desviacion estandar.

1 mes 12 meses 24 meses
Almacenamiento Almacenamiento Almacenamiento
(2017) (2016) (2015)
Peso promedio de 100
semillas (g) 15.13 +0.43 16.14 +0.28 17.18 £ 0.32
Coeficiente de
variacion (%) 2.82 1.71 1.81
Semillas/Kg 5819 6 195 6 609

Contenido de humedad, viabilidad y germinacion de semillas almacenadas

El contenido de humedad que presentaron todos los lotes fue menor al 15% de
humedad con una diferencia de 3%, siendo el lote recolectado en 2017 el que presentd el
valor mas alto (cuadro 2). Los resultados de la tincion de los embriones de G. sanctum en la
prueba de TZ (figura 4) muestra que el porcentaje promedio de embriones viables fue
estadisticamente diferente para los tres lotes; ademas el lote de 2017 con 1 mes de
almacenamiento obtuvo mayor viabilidad con un valor de 67,5 + 14.88%, el cual es
significativamente mayor en comparacion con los otros lotes (KW = 19.33; p < 0.05);
ademas la viabilidad de los embriones fue disminuyendo hasta 0% de viabilidad a los 24
meses de almacenamiento (Figura 5).

Asimismo, el lote de 2017 fue el que obtuvo mayor porcentaje de germinacién con
un promedio de 84% + 5.65 (KW = 8.26; p = 0.01), mientras que la germinacion observada
de los lotes 2015 y 2016 fue baja con porcentajes por debajo del 10% (Figura 5). La prueba
de chi-cuadrado indic6 que existe una diferencia entre la germinacion esperada por la
prueba de TZ y la germinacion observada (x> = 9.32; G.L = 2; p < 0.05), obteniéndose una
mayor cantidad de plantulas germinadas a la esperada en el lote con 1 mes de

almacenamiento; sin embargo, para el lote con 12 meses de almacenamiento la germinacion
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fue menor a lo esperado en la prueba de TZ, mientras que a 24 meses la viabilidad y la
germinacion fue similar a lo esperado.

También, la curva de germinacion acumulada demuestra que las semillas
germinadas con 1 mes de almacenamiento presentaron el mayor vigor, ademas las semillas
de los lotes de 12 y 24 meses de almacenamiento las semillas germinaron entre 4 - 9 dias
mas tarde que las semillas con 1 mes, por lo que el proceso de germinacion fue menos
vigoroso y obteniendo promedios de germinacion de 20% y 5% para los 12 y 24 meses,

respectivamente (Figura 6).

Cuadro 2. Contenido de humedad (%) para tres lotes de semillas de G. sanctum
almacenados a una temperatura ambiente (25 °C) (n=9). Los valores representan la media y

su desviacion estandar.

1 mes 12 meses 24 meses
Almacenamiento Almacenamiento Almacenamiento

Contenido de

humedad (%) 14.72 + 0.33 12.84 +£0.19 12.01+0.14

Figura 4. Embriones viables (A, B, C, D) y no viables (E, F, G, H, I) de Guaiacum

sanctum en la prueba de viabilidad con TZ.
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Figura 5. Porcentajes de viabilidad con tetrazolio y porcentajes de germinacion promedio a

30°C para tres lotes de semillas de G. sanctum almacenados a temperatura ambiente de

25°C. Los circulos representan la media y las barras el error estandar.
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Figura 6. Germinacion acumulada en condiciones de luz y temperatura de 30 °C de tres

lotes de semillas de G. sanctum almacenados en condiciones de laboratorio a 25°C.
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Efecto de la temperatura y la luz en la germinacion de Guaiacum sanctum

Todos los tratamientos de luz y temperatura con semillas de G. sanctum presentaron
curvas con forma de “S”, ademaés el vigor de las semillas germinadas a temperaturas de 30
°C fue mayor, iniciando la germinacion al dia 5, mientras que a temperatura de 25 °C la
germinacion fue mas lenta y menos vigorosa (Figura 7).

En los ensayos de germinacion de luz y temperatura no se presentd diferencia
significativa entre los porcentajes de los tratamientos (KW = 4.21; p = 0.23). En la
germinacion se obtuvieron valores finales entre 84% y 70%, siendo la combinacion de
30°C/Luz la que presentd mayor germinacion, mientras que la combinacion de
25°C/Oscuridad fue la menor (Figura 8). El tratamiento que obtuvo el mayor valor del
indice de germinaciéon fue 30°C/Luz con un valor de 17.64 + 1.18, seguido por la
germinacién de 30°C/Oscuridad, 25°C/Luz y 25°C/Oscuridad con valores entre 16 y 14
(Cuadro 3). Por otro lado, el coeficiente de velocidad para todos los ensayos de luz y
temperatura fue de 20 ya que las semillas de todos los experimentos comenzaron a
germinar al mismo dia (Cuadro 3).

Por ultimo, la altura de las plantulas fue significativamente mayor en el tratamiento
de 30°C/Oscuridad de acuerdo a la prueba de Fisher (F = 12.8; p < 0.05), mostrando
hipocotileos mas largos; mientras que en el ensayo de 25°C/Luz las plantulas obtuvieron

una menor altura (Figura 9).
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Figura 7. Curva de germinacion acumulada de semillas de G. sanctum para los diferentes

tratamientos de temperatura y luz.
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estandar.
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Cuadro 3. Porcentaje de semillas germinadas, indice de germinacion y coeficiente de
velocidad para los diferentes ensayos de luz, temperatura y estrés hidrico en las semillas del
Lote con un mes de almacenamiento de G. sanctum durante un periodo de 21 dias. Los

valores representan la media y su desviacién estandar.

Semillas No Semillas Mortalidad Indice de Coeficiente
Tratamiento Germinadas Germinadas de Plantulas Germinacion de
(%) (%) (%) (1G) velocidad

(CV)
30°C/Luz 16 84 11.9 17.64 +1.18 20
30°C/Oscuridad 23 77 12.9 16.17+2.1 20
25°C/Luz 25 75 10.6 15.75+1.26 20
25°C/Oscuridad 30 70 14.2 1470+ 2.61 20
0 MPa 34 66 10.6 13.86 + 4.48 20

-0.2 MPa 40 60 26.6 12.60+1.18 11.1
-0.5 MPa 91 9 66.6 1.89+2.2 8.3
-1.1 MPa 95 5 80.0 1.05+1.59 47

45



8.5

8.0 I
7.5 I
7.0

6.5

Altura (cm)

6.0

5.5

{

4.5

30°C+L 30°C+S 25°C+L 25°C+S

Figura 9. Altura de las plantulas de G. sanctum en el ensayo de luz y temperatura antes del

trasplante (n=28). Los cuadros corresponden a la media y las barras al error estandar.

Efecto del estrés hidrico en la germinacion de Guaiacum sanctum

Las semillas que germinaron bajo los tratamientos de estrés hidrico a 0 MPa y -0.2
MPa presentaron curva en forma de “S” pero a valores de -0.5 y -1.1 MPa la curva asemejo
una recta con valores cercanos a 0% de germinacion (Figura 10). Se encontrd que existe
diferencia significativa (KW = 11.54; p = 0.009) entre la germinacion de semillas de G.
sanctum a potenciales hidricos, se observo que a valores de -0.5 y -1.1 MPa los porcentajes
de germinacion son menores a 10%, mientras que a potenciales de 0 y -0.2 MPa se
obtuvieron porcentajes entre 66% y 60%, respectivamente (Figura 11), mostrando que el
vigor de las semillas bajo estrés hidrico es menor a potenciales hidricos mas negativos. Se
detectd una relacion moderadamente fuerte entre la germinacion y el potencial hidrico del
sustrato de acuerdo al coeficiente de Spearman, con un ajuste del modelo que explica el
66% de la variabilidad en el porcentaje de germinacion (r = 0.81; p = 0.0001; r?> = 0.66), el
cual generd la siguiente ecuacion: y = 61.7391 + 59.4203*x, siendo mayor la germinacion

en condiciones de alta disponibilidad de humedad (Figura 12). La germinacion bajo estrés
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hidrico en los tratamientos a -0.5 y -1.1 MPa present0 los valores mas bajos del indice de
germinacion (entre 2 y 1), mientras que a 0 y -0.2 MPa el valor del indice fue entre 13y 12;

por otro lado, la velocidad de emergencia fue menor conforme disminuia el potencial
hidrico (cuadro 3).
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Figura 10. Curva de germinacion acumulada de semillas de G. sanctum con diferentes

tratamientos de estrés hidrico (MPa).
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Mortalidad de plantulas

La tasa final de mortalidad fue de 66 plantulas por cada 1000 en un periodo de 60
dias, este valor representa un 6,6% de mortalidad para G. sanctum. Se registré una baja
mortalidad de plantulas después de una semana del trasplante en los recipientes

individuales colocados en el laboratorio y posterior a ese periodo no se observé mortalidad.
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5. Discusion

Morfometria y peso de semillas de Guaiacum sanctum

El tamafio de las semillas analizadas de G. sanctum concuerda con lo informado por
Gonzélez-Rivas, Tigabu, Castro-Marin y Odén (2009) y Jiménez et al. (2010) para la
especie, aproximandose a 10 mm de largo y 5 mm de ancho; sin embargo, el nimero de
semillas por kilogramo reportado por estos ultimos autores es menor a la obtenida en este
estudio, con alrededor de 5 000 semillas/kilo. El tamafo entre las semillas de los lotes
colectados de G. sanctum en los diferentes afios no fue diferente estadisticamente, por lo
cual se puede descartar que el tamafio de las semillas haya tenido un efecto sobre la
germinacion y mas bien estas diferencias en tamafio y peso podrian ser atribuidas a la
pérdida de humedad producto del tiempo de almacenamiento entre los lotes (Magnitskiy &
Plaza, 2007).

Asimismo, las diferencias en el peso de los lotes podria ser causado por el manejo y
secado de las semillas, por la madurez de las semillas y las caracteristicas genética de los
individuos progenitores (Hoekstra et al. 1986). La variacion en el tamafio y morfologia de
la semilla juega un funcion importante en la germinacion y desarrollo de las plantulas;
segun algunos autores, semillas mas pesadas exhiben un mayor porcentaje en su
germinacion que semillas mas livianas (Ayala-Cordero et al., 2004; Andreu et al., 2006;
Lobos et al., 2008).

Contenido de humedad, viabilidad y germinacion de semillas almacenadas

El contenido de humedad encontrado entre los tres lotes de semillas de guayacan
varié muy poco, menos de un 3% de contenido de humedad, a pesar de ello, la viabilidad,
la germinacién y el vigor se vieron afectados negativamente en los lotes con 12 meses y 24
meses de almacenamiento con alrededor de 12% de contenido de humedad en sus semillas.
En contraste, las semillas con aproximadamente 15% de contenido de humedad con 1 mes
de almacenamiento, presentaron mayor viabilidad y germinacién con porcentajes de 67,5%
y 84%, respectivamente. En un estudio realizado por Espinoza-Ocafia & Orantes-Garcia
(2014) se evalu6 gradualmente la viabilidad de semillas de G. sanctum con TZ durante un

periodo de 1 a 8 meses y los resultados demostraron que los embriones mantienen una
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viabilidad alta durante los primeros 6 meses Yy al séptimo mes la viabilidad tendié a
disminuir cerca del 90%.

Magnitskiy y Plaza (2007) sugieren que el contenido de humedad en las semillas es
un factor crucial para el almacenamiento, viabilidad y germinacion de las plantas. Las
semillas ortodoxas resisten una desecacion de hasta 5% en su contenido de humedad; por
otro lado, las semillas que soportan la deshidratacion entre 10% y 12,5% de contenido de
humedad se consideran intermedias y las que toleran un secado entre 15% y 50% de
humedad se catalogan como recalcitrantes (Farrant et al., 1993; Magnitskiy & Plaza, 2007).

Basandonos en esta ultima clasificacion de contenido de humedad, las semillas de
G. sanctum presentan un comportamiento recalcitrante, ya que con un contenido de
humedad cercano al 15% se obtuvieron porcentajes de germinacion por arriba del 80%;
ademas al aproximarse su contenido de humedad cerca del 12% se obtuvo una viabilidad y
germinacion menor al 20%; sin embargo, se deben realizar estudios sobre la viabilidad y
germinacién ajustando diferentes contenidos de humedad para llegar a esta conclusion.
Estos resultados sugieren que el contenido de humedad critico que toleran las semillas de
G. sanctum sin comprometer su viabilidad y germinacién es alrededor del 15% de
humedad; ademas estos datos evidencian un efecto negativo del tiempo de almacenamiento
sobre el contenido de humedad.

En otra especie de arbol tropical nativa de Costa Rica, el roble de sabana (Tabebuia
rosea (Bignoniaceae) Bertol D.C.), se ha encontrado que el tiempo de almacenamiento v el
contenido de humedad tienen un efecto negativo en la viabilidad y germinacion,
presentando valores bajos de viabilidad en niveles de contenido de humedad mayores a
10%, mientras que valores menores de 10% contenido de humedad y almacenados a una
temperatura de -1°C, se obtuvo la mayor germinacion, sugiriendo un comportamiento
ortodoxo para estas semillas (Piedrahita, 1987).

En el caso de las semillas recalcitrantes no se experimenta una deshidratacion en la
planta madre como ocurre en las ortodoxas; ademas, sin interrumpir su desarrollo, las
recalcitrantes tienden a germinar directamente (Farrant et al., 1993), aun cuando pueden
producirse casos de latencia (Berjak & Pammenter, 2004). Por el contrario de las semillas
ortodoxas, las recalcitrantes se dispersan en una condicién humeda y metabdlicamente

activa, perdiendo su capacidad germinativa rapidamente al quedar expuestas a condiciones
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de baja humedad en el ambiente (Leprince, Hendry & McKersie, 1993; Kainer et al., 1999;
Kermode & Finch-Savage, 2002). En el caso de G. sanctum la diseminacion ocurre con la
semilla envuelta en un arilo rojo carnoso, el cual facilita su dispersion por animales
(Wendelken & Martin, 1987; Jiménez et al., 2010).

Todas las semillas difieren en sus mecanismos y procesos de desecacion; ademas,
las condiciones de temperatura y humedad relativa de almacenamiento también acttan
diferente en la longevidad de las semillas (Buitrago-Rueda et al. 2004). La diferencia a la
sensibilidad en la deshidratacion entre semillas recalcitrantes de diversas plantas es
claramente evidenciado por sus distintas respuestas cuando se les aplica el mismo régimen
de secado, ya que algunas especies toleran solamente un ligero grado de desecacion,
aunque otras perduran a contenidos de agua mucho menores (Berjak & Pammenter, 2004).

Existen mecanismos bioquimicos y fisiologicos involucrados en la pérdida de
humedad, la sensibilidad a la deshidratacion y la viabilidad en semillas recalcitrante.
Algunos de estos mecanismos que presentan las semillas son la composicion de azlcares y
otras sustancias compatibles en el embrion y el endospermo, presencia de antioxidantes, la
concentracion de acido abscisico (ABA) que influye en la sintesis de varias clases de
proteinas que promueven el estado latente y la tolerancia a la deshidratacion, asi como las
cubiertas de la semilla (testa y fruto) son importantes para la prevencién de la
deshidratacion después de la dispersion de las semillas, funcionando como barreras
mecanicas que evitan la deshidratacion (Magnitskiy & Plaza, 2007), en el caso del
guayacan el arilo podria funcionar como barrera mecanica que evita la deshidratacion de la
semillas durante su dispersion.

Por otro lado, el vigor de un lote de semillas es el resultado de la interaccion de toda
una serie de caracteristicas de las semillas que le permiten a la planta mantener su
viabilidad y permanecer en un estado de latencia para posteriormente germinar de forma
normal. Peréz-Garcia & Pita-Villamil (2001) mencionan caracteristicas como lo son la
constitucion quimica y genética, las condiciones ambientales y nutricionales a que ha
estado sometida la planta madre durante el periodo de formacion, el grado de madurez, el
tamanio, el peso y la densidad de la semilla, la integridad mecanica, el grado de deterioro y
envejecimiento del embrion; y ademas, la contaminacion por organismos patdgenos puede

influir en el vigor de semillas.
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Es muy probable que muchos de los factores mencionados anteriormente hayan
influido en la germinacion y el vigor de los diferentes lotes de G. sanctum, siendo los lotes
con periodos de almacenamiento mas largos (12 y 24 meses) los que presentaron un menor
contenido de humedad, germinacién y vigor en sus semillas, y ademas, exhibieron mayor
grado de contaminacion por hongos a pesar de haber sido aplicado el agente fungicida.

Cabe mencionar que se observd una mayor viabilidad y germinaciéon en el
experimento con semillas frescas que en las semillas almacenadas por mas tiempo, lo cual
puede ser tomado en cuenta como un indicador relacionado a su viabilidad. Al transcurrir el
tiempo de almacenamiento, los embriones consumen las reservas en las semillas y, ademas
se deterioran las enzimas que intervienen en el proceso de germinacion, afectando tanto el
vigor como la tasa como el porcentaje final de germinacién (Bewley & Black, 1994; Shafii
& Price, 2001).

Efecto de la temperatura y luz en la germinacion de semillas de Guaiacum sanctum

Gonzalez-Rivas et al. (2009) evaluaron la germinacion de semillas de tres especies
de arboles tropicales de bosque seco a temperatura constante de 20, 25, 30 y 35 °C, las
especies fueron C. odorata, G. sanctum y Calycophyllum candidissimum (Vahl) DC.
(Rubiaceae) y encontraron que la germinacion de C. candidissimum fue significativamente
mayor en condiciones de luz que sombra; mientras que para C. odorata y G. sanctum
presentaron una gran variacion en condiciones de luz y sombra, siendo mas importante la
temperatura en la germinacion para estas dos Ultimas especies. Los resultados obtenidos en
el presente estudio coinciden con los encontrados en el trabajo de Gonzalez-Rivas et al.
(2009) ya que las semillas de G. sanctum germinaron tanto en condiciones de luz como de
oscuridad, no obstante el porcentaje de germinacién y vigor fue mayor a una temperatura
mas elevada.

A pesar de encontrar diferencias en los porcentajes de germinacion entre las
temperaturas de 25°C y 30°C, no se encontro diferencia entre la germinacion de semillas de
G. sanctum en condiciones de luz y oscuridad, lo cual indicaria que las semillas presentan
una respuesta fotoblastica neutral, ya que la germinacion no se vio favorecida por la
presencia o0 ausencia de luz (Lindow-Lopeza et al., 2018), sino por el aumento en la

temperatura como se menciono anteriormente.
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El porcentaje de germinacion obtenido a 30 °C fue mayor que el esperado en la
prueba de TZ con base en la prueba de Chi-cuadrado, mientras que a 25 °C la germinacion
obtenida fue muy similar a lo esperado en la prueba de TZ. El indice de germinacién
demuestra que los ensayos con temperatura de 30°C las semillas germinaron con un mayor
vigor independientemente de la condiciones de luz. Se ha demostrado en otras especies de
plantas que la temperatura juega un papel muy importante en activacion de enzimas en el
proceso de la germinacion (Bewley & Black, 1994; Shafii & Price, 2001), por lo cual la
temperatura influyo en el vigor y los porcentajes finales de germinacion para G. sanctum y
es muy probable que algunos embriones con dafios leves fueran capaces de germinar bajo
esas condiciones (Bewley & Black, 1994).

Los porcentajes de germinacion para G. sanctum con semillas frescas (1 mes) en
este estudio revelan una germinacion media de 60-80%. En otros arboles tropicales nativos
del pais como el Copalchi (Croton niveus Jacq.) (Euphorbiaceae) (Rojas-Rodriguez &
Torres-Cérdoba, 2015c), el Cirri rojo (Mauria heterophylla Kunth) (Anacardiaceae)
(Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2015b) y el Dama (Citharexylum donnell-smithii
Greenm) (Verbenaceae) (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2016) se han reportado
porcentajes de germinacion similares con valores entre 60-80%, presentando variaciones
considerables entre repeticiones y la germinacién es muy heterogénea iniciando entre los
dias 9-40 después de la siembra. Al comparar el tiempo de germinacion del guayacén con
otras especies forestales, este es relativamente mas rapido con un periodo corto de
germinacion entre 5-10 dias y obteniendo su maximo vigor entre los dias 8 y 14 dias
posterior a la siembra. Por ejemplo, en la Caoba la emergencia de la raiz en la germinacion
se experimenta entre 40 a 78 dias (Rojas-Rodriguez & Torres-Cérdoba, 2008), en el
Cenizaro entre 14-36 dias después de la siembra (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba,
2014a), en la Ceiba entre 18-41 dias después de la siembra (Rojas-Rodriguez & Torres-
Cordoba, 2014b) y en el Gavilancillo entre 13-27 dias (Rojas-Rodriguez & Torres-
Cordoba, 2017).

Presentar una emergencia rapida en la germinacion posee ventajas ecoldgicas,
debido a que las especies pueden desarrollarse y establecerse antes que otras plantas que
tienen una germinacion mas lenta y de esta manera aprovechar primero los recursos como

la luz y el agua disponibles en el ambiente (Guariguata, 2000). En el caso de G. sanctum, es
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posible que al habitar en ambientes secos su germinacion esteé restringida al corto periodo
de lluvias donde el agua esté disponible, por lo cual sus semillas poseen un gran potencial
germinativo en un corto periodo de tiempo.

En muchos de los estudios sobre germinacion propagativa a veces no se reportan las
curvas de germinacion, las cuales son muy importantes para analizar la germinacion a
través del tiempo (Shafii, Price, Swensen & Murray, 1991). Las curvas de germinacion
permiten evaluar el vigor de distintos lotes de semillas y tratamientos experimentales a
diferencia de los porcentajes de germinacion, por ello es importante evaluar el vigor y la
calidad de las semillas ya que estas pueden describir el comportamiento de la germinacion
de los lotes y semillas en el tiempo (Shafii, Price, Swensen & Murray, 1991).

Las curvas de germinacion acumulada para los ensayos de luz y temperatura
presentaron una forma en “S” llamada curva sigmoidea. De acuerdo a Tseng & Hsu (1989)
y Ritz, Pipper & Streibig (2013), este tipo de curvas en la germinacion se caracterizan por
las siguientes tres fases: 1) Fase de retardacion - ocurre cuando los embriones comienzan
activar las enzimas durante el proceso de germinacion y a medida que se desarrolla el
embrion se van consumiendo las reservas de la semilla, 2) Fase logaritmica - en ella el
crecimiento se da rapidamente y de forma lineal, y 3) Fase de establecimiento - el
crecimiento comienza a decrecer disminuyendo por ende nimero de semillas germinadas.
Se ha reportado especies de arboles que presentan este tipo de curva, como el abeto de
Douglas (Pseudotsuga menziesii (Lindl.) Carriére) (Pinaceae) el cual alcanzd su maximo
vigor entre los dias 7-14 y su capacidad germinativa se encuentra entre los 75% y 86%
(Mépula-Larreta, Lopez-Upton, Vargas-Hernandez & Hernandez, 2008). Asimismo, la
palma Socratea exorrhiza (Martius) Wendland (Arecaceae) presentd este tipo de
comportamiento sigmoidal en su germinacion; sin embargo, su germinacion fue mas lenta
iniciando aproximadamente al dia 59 (Bocanegra-Torres, 2010). Este tipo de
comportamiento concuerda con el experimentado en este estudio para G. sanctum en un
periodo de 21 de germinacion.

Por otra parte, el crecimiento en altura de las plantulas de G. sanctum fue mayor en
condiciones de oscuridad que en condiciones de luz durante el periodo de germinacién; sin
embargo, a temperatura de 30°C se registrd un crecimiento hasta de 9 cm, mientras que en

condiciones de luz a 25°C las plantulas crecieron en un rango de 4 - 6 cm de altura.
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Probablemente estas diferencias en alturas son explicadas por la etiolacion de las plantulas.
La etiolacion es un proceso que ocurre durante el crecimiento de las semillas o plantas en
condiciones de oscuridad y se caracteriza por la carencia tanto de clorofilacomo de
desarrollo de los cloroplastos, ademéas por el alargamiento del talloy por la escasez
de lignificacion (Rogel-Castellanos, Mufioz-Pérez & Cruz-Castillo, 2000). Estas
caracteristicas fueron evidentes en las plantulas de G. sanctum en el ensayo de oscuridad
donde las plantas presentaron mayor altura de los vastagos durante las primeras semanas.
En plantas de tomate se encontré el mismo patrén que en este trabajo, con un mayor
crecimiento de altura y area foliar en condiciones de sombra que en luz, y por la carencia de
clorofila consecuencia de la etiolacién (Paez, Paz & Ldpez, 2000). Por otro lado, Gonzalez-
Rivas y colaboradores (2009) encontraron que el crecimiento de plantas jovenes de G.
sanctum se ve favorecida en areas abiertas con un aumento significativo en el diametro de
las raices. En este trabajo no se observd un crecimiento significativo de los arbolitos de
guayacén, ya que durante un periodo de 60 dias no se encontr6 diferencia en el crecimiento
semanal en altura de las plantulas y tampoco en el nimero de foliolos nuevos por individuo,
coincidiendo con Lopez-Toledo, Burslem, Martinez-Ramos & Garcia-Naranjo (2008) que
describen un crecimiento muy lento para especie, debido al crecimiento lento de las células
de la planta esto provoca que la especie posea una alta densidad de la madera (1.12-1.35

densidad especifica) (Jiménez 2002).

Efecto del estrés hidrico en la germinacion de semillas de Guaiacum sanctum

El estrés hidrico afecté de manera negativa el vigor y la germinacién de las semillas
sometidas a potenciales hidricos de -0.5 MPa y -1.1 MPa, los cuales presentaron
porcentajes de germinacién por debajo del 20% y con una emergencia de la radicula méas
lenta que en los otros ensayos, tal como lo demostré el coeficiente de velocidad de
germinacion. En varios experimentos se ha determinado que la mayoria de plantas son
sensibles a cierto grado de estrés hidrico durante la germinacién presentando una
disminucion en los porcentajes finales, en todos los casos analizados el vigor de las
semillas también ha sido afectado; disminuyendo la velocidad de emergencia de la plantula,
tanto de la raiz como del tallo (Biasutti & Galifianes, 2001; Harsh, Bohra, Khan, & Tewari,
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2004; Gonzalez, Argentel, Zaldivar & Ramirez, 2005; Rodriguez-Rivera, Sosa, Fernandez,
Reale & Villarreal, 2007; Rodriguez-Morales, Guillén & Casas, 2013).

En ensayos con maiz (Zea mays L., Poaceae) el porcentaje de germinacion difiere
aproximadamente un 80% en semillas que fueron sometidas a estrés hidrico de -1.5 MPa y
el control (0 MPa) (Biasutti & Galifianes, 2001). En Bulnesia retama (Gill. ex. Hook.)
Griseb. (Zigophyllaceae), se presentd porcentajes de germinacion cercanos al 50% a -1.0
MPa y a -1.5 MPa la germinacion fue completamente inhibida, siendo una especie que
tolera significativamente el déficit hidrico (Rodriguez-Rivera et al., 2007). Stenocereus
stellatus (Pfeiff.) Riccob (Cactaceae) es una especie mas sensible al estrés hidrico ya que la
germinacion a potenciales hidricos de -0.2 MPa disminuye méas de un 40% en comparacion
del control, y a valores de -0.6 y -0.8 MPa la germinacion es menor al 5% (Rodriguez-
Morales et al., 2013). Estos dltimos resultados se aproximan a los encontrados en el
presente estudio, ya que las semillas de G. sanctum presentaron porcentajes de germinacion
muy bajos a potenciales de -0.5 y -1.1 MPa, lo cual sugiere que esta especie es sensibles al
estrés hidrico y la sequia en el momento de la germinacion.

Efectos negativos asociados al estrés hidrico estan relacionados con el crecimiento y
alargamiento de las células, ademas de las relaciones hidricas en la planta (hojas, tallos y
raices), la transpiracion y la asimilacion de minerales (Farooq, Hussain, Wahid & Siddique,
2012), como respuesta a la falta de agua la planta cierra sus estomas para disminuir la
pérdida de agua, no obstante esto genera un cese de la fotosintesis ya que la planta no puede
asimilar CO> (Jaleel et al., 2009). En consecuencia, las plantas han desarrollado distintas
respuestas para sobrellevar al estrés hidrico y la sequia, algunas adaptaciones se presentan
tanto en la anatomia como la fisiologia, entre ellos: disminucion del area foliar, aumento
del sistema radicular y cambios en la concentracion de los pigmentos fotosintéticos (Jaleel
et al., 2009). Los cambios en los pigmentos fotosintéticos son de suma importancia para la
tolerancia al estrés hidrico y la sequia, especialmente la generacion de pigmentos
carotenoides y antioxidantes (Anjum et al., 2011). Desarrollar este tipo de estrategias es
indispensable para las plantas ya que les permite sobrevivir en condiciones adversas aunque
posea efectos negativos (Jaleel et al., 2009). Es importante evaluar la sensibilidad al estrés
hidrico y la sequia en plantas durante la germinacion y el establecimiento ya que existen

muchas especies, principalmente arboles, que se desconoce su respuesta ante este estrés
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abiotico y que cada dia toma mas relevancia por los efectos del calentamiento global, el
cual podria generar una gran mortalidad de plantulas durante la germinacion producto de la
disminucion en las precipitaciones (Garcia-Fayos et al., 2000).

Mortalidad y establecimiento de plantulas

La mortalidad de plantulas fue mayor durante el periodo de germinacion que el
periodo de establecimiento (Cuadro 3), principalmente en los tratamientos de estrés hidrico
donde la mortalidad de plantulas alcanz6 valores entre 10 - 80% causado posiblemente por
el estrés hidrico posterior a la germinacion y por la presencia de hongos patégenos en las
testas que infectaron las plantulas. En los ensayos de luz y temperatura la mortalidad
registrada fue entre 11 y 14%, respectivamente, con menor presencia de contaminacion. En
muchos experimentos clasicos de germinacion no se evalla o se reporta la sobrevivencia a
posteriori de las plantas, lo cual es importante ya que las plantulas durante la germinacion y
la fase de establecimiento pueden morir a causa de la competencia intraespecifica y/o por
la incidencia de patdgenos como bacterias y hongos que crecen en la testa o el sustrato y
causan dafios o inclusive la muerte (Valverde-Cerdas, Rojas-Vargas & Hine-Gomez, 2008;
Billard et al., 2014; Montiel-Frausto, Enriquez del Valle & Cisneros, 2016).

En una investigacion de propagacion in vitro con semillas de G. sanctum se
reportaron porcentajes variables de germinacion y mortalidad de embriones mediante el
método de embriogénesis, obteniendo porcentajes de germinacion entre 5-30% y un grado
de contaminacion que varid entre 2.5-75% (Valverde-Cerdas et al., 2008). En diversos
ensayos de propagacion in vitro de plantas se han registrado porcentajes variables de
contaminacion desde 0 hasta 100%, relacionados con el tipo de desinfeccion utilizada y el
tipo de explante, siendo efectivo el método de embriogénesis de semillas inmaduras para
algunas especies de arboles y orquideas (Prehn, Serrano, Berrios, & Arce-Johnson, 2003;
Valverde-Cerdas et al.,, 2008; Montiel-Frausto et al.,, 2016). En estos ensayos de
propagacion los autores sugieren la presencia de microorganismos endogenos en las plantas
que podria causar estas altos indices de contaminacion, lo cual podria ser la causa de la
contaminacion en semillas de G. sanctum observado en este estudio. Por lo tanto, se debe

trabajar en desarrollar nuevas técnicas de desinfeccién y mejorar los rendimientos.

58



La tasa de mortalidad de las plantulas en los recipientes individuales en el
laboratorio fue de 6,67%, registrdndose un porcentaje de 4% de individuos muertos
durante los primeros siete dias. La causa de la mortalidad durante el trasplante varia y
depende de varios factores como el tamafio de la plantula, la densidad, el tipo de trasplante,
la edad de las plantulas y del tejido blando requerido para su rapido desarrollo (Kitajima &
Fenner, 2000). Se ha demostrado en experimentos de campo y laboratorio que el trasplante
tiene un efecto positivo en las plantulas ya que disminuye la competencia y aumenta la
supervivencia y crecimiento; ademas se menciona que el sustrato y la intensidad luminica
pueden influir en el establecimiento de las plantas (Harms, Wright, Calderdn, Hernandez &
Herre, 2000; Montemayor-Trejo et al., 2006; Negreros—Castillo, Apodaca—Martinez &
Mize, 2010; Fuchs et al., 2013). Por ejemplo, Casanova, Ramirez y Solorio (2007) y
Negreros—Castillo y colaboradores (2010) mencionan que el aumento de la densidad y la
competencia en plantulas de cedro, caoba y roble tienen un efecto negativo en el desarrollo
de las raices, el area foliar especifica, el diametro y la altura; mientras que si aplica un
trasplante y se disminuye la densidad la probabilidad de sobrevivencia es mayor entre las
plantulas, como probablemente ocurrié con el ensayo de G. sanctum ya que la mortalidad

fue cercana al 7% y se obtuvo una alta sobrevivencia.
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6. Conclusiones

Con los resultados de esta investigacion se puede concluir que el almacenamiento
de semillas a 12 y 24 meses a una temperatura ambiente promedio de 25 °C ejerce un
efecto negativo en la germinacion de semillas de G. sanctum incidiendo en la viabilidad de
embriones y en los porcentajes finales de germinacion.

Las semillas de G. sanctum podrian clasificarse con un comportamiento
recalcitrante ya que el almacenamiento de sus semillas durante mas de 12 meses a
temperatura ambiente gener6 porcentajes de viabilidad y germinacién muy bajos. Ademas,
los resultados encontrados demuestran que el contenido de humedad critico que toleran las
semillas de G. sanctum sin comprometer su viabilidad y germinacion es cerca del 15%.

Los experimentos de germinacion demostraron una emergencia relativamente rapida
de las plantulas y una germinacion media entre 60-80% de semillas, similar a lo reportado
para otras especies de arboles de interés forestal y comercial nativos de Costa Rica.

La temperatura jugo un papel mas importante en la germinacion que las condiciones
de luz. G. sanctum exhibe una germinacion epigea y una respuesta fotoblastica neutral en el
comportamiento de su germinacion, desarrollandose la plantula en mayor grado a
temperaturas cercanas a 30 °C independientemente de las condiciones de luz.

En los experimentos en condiciones de 30°C se obtuvieron mayor vigor y
porcentaje de germinacion reflejandose en un mayor valor del indice de germinacion.

El estrés hidrico simulado influy6é negativamente en la germinacion y las semillas
demostraron una clara sensibilidad durante este proceso.

La mortalidad de las plantulas germinadas fue mayor durante el periodo de
germinacién que durante el periodo de establecimiento individual después del trasplante.

El crecimiento de las plantulas durante el periodo de germinacion fue
significativamente mayor en condiciones de oscuridad independientemente de la
temperatura, generando plantas con tallos mas largos que en condiciones de luz, esto ultimo

causado por efecto de la etiolacion de las plantulas durante el experimento de oscuridad.
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7. Recomendaciones

Es recomendable experimentar con la germinacion y viabilidad de semillas de G.
sanctum almacenadas en diferentes condiciones de laboratorio, ya que estas practicas
podrian determinar mejores condiciones de almacenamiento de su germoplasma.

Es preciso desarrollar estudios sobre el almacenamiento en diferentes contenidos de
temperatura y humedad, ya que uno de los principales desafios en el almacenamiento de
semillas tropicales a largo plazo es evitar la pérdida de viabilidad, por lo cual se requiere
conocer a profundidad las condiciones dptimas de almacenamiento, campo de estudio adn
por explorar mediante investigacion practica para muchas especies de arboles y plantas
tropicales, especialmente con aquellas en estado amenazado o en peligro de extincion.

Es necesario e importante registrar el contenido de humedad de las semillas
posterior a la cosecha hasta su siembra y, de esta manera cuantificar la pérdida de humedad
en funcion del tiempo ya que este factor influye en la viabilidad y la germinacion.

Es necesario desarrollar distintos métodos de desinfeccion para evitar la presencia
de patégenos en los estudios de propagacion de plantas, ya que estos pueden ejercer un
efecto negativo indirectamente en la germinacion.

Ademas, seria interesante desarrollar ensayos de fertilizacion e inoculacion de
microorganismos como hongos micorrizicos y algas ciandfitas para evaluar su efecto
simbidtico en el crecimiento y desarrollo de los arboles, esto con el fin de obtener mejores
rendimientos en el crecimiento en condiciones de vivero.

Asimismo, se recomienda aumentar los esfuerzos de conservacion e incluir a la
especie estudiada en programas de reforestacion y restauracion de bosque seco, con el
objetivo de establecer nuevas poblaciones ya que el nimero de arboles en estado natural es
muy bajo, ademas su distribucion es limitada a ciertas areas de la provincia de Guanacaste

y principalemente reportada en areas silvestres protegidas.
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9. Anexos

Anexo 1. A) Hojas de Guaiacum sanctum, B) Floracion de G. sanctum, C) Frutos de G.

sanctum y D) Frutos maduros y semillas con arilo.
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Anexo 2. Localizacion geogréafica de los arboles semilleros de Guaiacum sanctum ubicados

en el presente estudio.

Latitud Longitud Elevacion | Especie

10.14398 -85.45534 - Guaiacum sanctum
10.261267 -85.583259 - Guaiacum sanctum
11.025556 -85.731944 0 Guaiacum sanctum
10.333333 -85.352778 5 Guaiacum sanctum
10.800000 -85.666667 10 Guaiacum sanctum
11.066667 -85.633333 20 Guaiacum sanctum
10.323333 -85.306944 45 Guaiacum sanctum
10.352778 -85.337500 50 Guaiacum sanctum
10.333333 -85.352778 50 Guaiacum sanctum
10.802778 -85.652778 50 Guaiacum sanctum
10.286111 -85.341667 50 Guaiacum sanctum
11.007979 -85.666981 50 Guaiacum sanctum
10.345833 -85.344444 50 Guaiacum sanctum
10.253385 -85.317354 50 Guaiacum sanctum
11.025556 -85.731945 50 Guaiacum sanctum
11.033243 -85.678986 50 Guaiacum sanctum
11.007979 -85.666981 50 Guaiacum sanctum
11.041667 -85.672222 50 Guaiacum sanctum
10.333333 -85.352778 50 Guaiacum sanctum
10.333333 -85.352778 110 Guaiacum sanctum
10.333333 -85.352778 110 Guaiacum sanctum
10.333333 -85.352778 110 Guaiacum sanctum
10.815278 -85.611389 200 Guaiacum sanctum
10.833333 -85.616667 250 Guaiacum sanctum
10.815278 -85.611389 250 Guaiacum sanctum

9.950000 -85.600000 250 Guaiacum sanctum
11.000000 -85.500000 450 Guaiacum sanctum
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Anexo 3. Lista de materiales, equipos e instrumentos utilizados para desarrollar el presente

estudio.

Materiales, equipo e instrumentos

Céamara de crecimiento vegetal Thermo Scientific modelo PR505755R

Luxémetro

Bolsas de papel

Camara digital

Cajas plasticas

Regla 30 cm

Vernier digital

Sustratos (Tierra, arena, lombri-compost)
Balanza semi-analitica y analitica

Horno de secar modelo Herathem OMH100
Desecador

Autoclave

Tetrazolio (259)

PEG 8000 (1000g9)

Agua destilada

Pinzas

Cristaleria (Beakers, frascos, etc.)

Placas Petri

Tubos eppendorf

Agitador magnético

Estereoscopio Olympus SZX16
Soluciones desinfectantes (Cloro y Vitavax)
Computadora
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Anexo 4. Equipo de laboratorio utilizado durante el estudio. A) Camara de

crecimiento vegetal Thermo Scientific modelo PR505755R, B) Vernier digital y C)

Horno digital Thermo Scientific.
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Anexo 5. A) Condiciones de luz y oscuridad durante el periodo de germinacion, B)

Semillas germinadas de G. sanctum, C) Plantulas de G. sanctum.

80



