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In many ways, the seed is a microcosm of life itself.
The seed is a neatly wrapped package containing a
living organism capable of exhibiting almost all

of the processes found in the mature plant.

COPELAND & MCcDONALD (2001, p. X111)

1ecm

Semillas del arbol de balsamo (Myroxylon balsamum, Fabaceae)
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Resumen

Introduccion: Myroxylon balsamum (Fabaceae) es una especie de arbol considerada en peligro de
extincion en Costa Rica y esta incluida en alguna categoria de amenaza en otros paises de América.
Los estudios sobre germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de esta especie son escasos.
Obijetivos: Evaluar la germinacion de semillas en diferentes condiciones de temperatura, tiempo de
almacenamiento e iluminacion; evaluar el crecimiento de plantulas en condiciones de iluminacion y
de sombra. Métodos: De noviembre de 2019 a junio de 2020 se recolectaron frutos maduros de dos
arboles ubicados en la provincia de San José, Costa Rica. Se extrajeron las semillas, se desinfectaron
e incubaron a 20 °C, 20/30 °C y 30 °C, con fotoperiodo de 12 h. Asimismo, se hizo una prueba de
germinacion con semillas dentro de los frutos. Se evaluaron frutos que estuvieron almacenados a
temperatura ambiente (aprox. 24 °C) durante ocho, seis y dos meses, todos se incubaron a 30 °C. Se
evaluaron frutos en condiciones de luz, luz reducida y oscuridad, todos a 30 °C. Se sembraron
plantulas en bolsas de alméacigo con turba de germinacion; 24 se expusieron a la luz solar y 24 se
cubrieron con tela de sardn. Resultados: Las semillas extraidas de los frutos sufrieron mortalidad
debida a patégenos, no asi las que se mantuvieron dentro de los frutos. La germinacion inici6 al
décimo diaa 20/30 °C y 30 °C. La tasa de germinacion (TG) fue mayor a 30 °C que a 20 °C. El tiempo
de almacenamiento tuvo un efecto en el porcentaje de germinacion (PG), que fue menor en frutos con
ocho meses (aprox. 23 %) que en frutos con dos y con seis meses (aprox. 55 %). La presencia de luz
influy6 en el PG, que fue menor en frutos que estuvieron en oscuridad (26 %) que en frutos expuestos
a luz (52 %) y a luz reducida (54 %). Las plantulas que crecieron en sombra no desarrollaron tallo ni
hojas alternas (solo el primer par de hojas opuestas), pero presentaron foliolos mas delgados y con
mayor superficie que las plantulas que crecieron en condiciones de iluminacion. Conclusion: Las
semillas son quiescentes, su germinacion se favorece a 30 °C, son ortodoxas y fotoblasticas
indiferentes. Las plantulas son tolerantes a la sombra. Adicionalmente, se determiné que el pericarpo
no ejerce latencia fisica, de manera que no es necesario extraer las semillas para que germinen. La
realizacion de esta tesis permitié actualizar y aumentar el conocimiento sobre el proceso de

geminacion y el crecimiento de las plantulas de esta especie.

Palabras clave: almacenamiento, iluminacion, quiescencia, temperatura, tolerancia a la sombra.
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Introduccion

Los primeros esfuerzos cientificos por conocer la diversidad vegetal de Costa Rica
datan de finales del siglo XIX, época en la que se funda el Museo Nacional de Costa Rica
(1887) y se publica la obra Primitiae florae costaricensis (1891) de T. A. Durand y H. F.
Pittier (Gémez & Savage, 1991; Grayum, Hammel, Troyo & Zamora, 2004). Con el
transcurso de los afios el conocimiento botanico del pais ha aumentado, al punto de que en la
actualidad se conocen aproximadamente 11 535 especies de plantas vasculares, estimandose
que la cifra puede alcanzar las 12 000 (Obando, 2013; Avalos, 2019a).

Un componente importante de esa biodiversidad son los arboles, organismos que
brindan multiples servicios ambientales, entre ellos, fijacién de carbono, generacion de
oxigeno y proteccion del suelo (Reyes Avilés & Gutiérrez Chaparro, 2010). En el Inventario
Nacional Forestal de Costa Rica 2014-2015 se registraron 1 338 especies de arboles en el
pais (Programa REDD/CCAD-GIZ-SINAC, 2015), aunque se estima la existencia de 2 300
especies clasificadas en 130 familias (Fournier, 2004).

En Costa Rica, el 3.8 % de las especies de arboles se consideran amenazadas?, debido
a que presentan poblaciones naturales reducidas, distribucién geogréfica restringida, habitats
fragmentados y sobreexplotacién comercial, ya que producen maderas finas o poseen algun
componente no maderable de importancia econdémica (Jiménez, 1998; Estrada, Rodriguez &

Sanchez, 2005). Sin embargo, solo 17 especies tienen prohibicion de aprovechamiento

! Para este calculo se tomd en cuenta las 2 300 especies de arboles estimadas para Costa Rica seglin Fournier
(2004) y las 88 especies consideradas amenazadas por Estrada, Rodriguez & Sanchez (2005). Estos autores
consideraron 91 especies en total, pero 3 de ellas no son arboles.
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(Cuadro 1); esta veda se establecio en el Decreto Ejecutivo N° 25700-MINAE (1997).
Aunque la lista original incluia 18 especies, el Decreto Ejecutivo N° 40477-MINAE (2017)
excluyd Platymiscium parviflorum Benth. (Fabaceae), especie que fue declarada en peligro
critico de extincién en 2018 (Barstow, Jiménez & Klitgard, 2018). Dicho decreto también

restringiod la veda a “arboles en pie”.

CUADRO 1
Especies de arboles vedadas en Costa Rica *

Familia Especie Nombre comun
Boraginaceae Cordia gerascanthus L. Laurel negro
Caryocaraceae  Anthodiscus chocoensis Prance Ajo negro
Fabaceae Copaifera camibar Poveda, N. Zamora & P.E. Sanchez Camibar

Hymenolobium mesoamericanum H.C. Lima Cola de pavo
Myroxylon balsamum (L.) Harms Bélsamo
Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp. Tamarind6n
Paramachaerium gruberi Brizicky Sangrillo
Platymiscium pinnatum (Jacq.) Dugand Cristobal
Tachigali costaricensis (N. Zamora & Poveda) N. Zamora Tostado
& van der Werff **
Lauraceae Caryodaphnopsis burgeri N. Zamora & Poveda ** Quira
Lecythidaceae ~ Couratari scottmorii Prance ** Copo
Meliaceae Cedrela fissilis Vell. Cedro real
Cedrela salvadorensis Standl. Cedro bateo
Swietenia macrophylla King Caoba
Podocarpaceae  Podocarpus costaricensis de Laub. Cipresillo
Podocarpus guatemalensis Standl. Cipresillo
Zygophyllaceae Guaiacum sanctum L. Guayacan real

* Segun el Decreto Ejecutivo N° 25700-MINAE (1997) reformado por el Decreto Ejecutivo N°
40477-MINAE (2017). ** Nombres cientificos mal escritos en el decreto, se corrigen aqui.

Myroxylon L. f. (Fabaceae, Papilionoideae) es un género que incluye dos especies de
arboles nativas del neotropico, M. balsamum (L.) Harms y M. peruiferum L. f. (Sartori,

Lewis, Mansano & Tozzi, 2015; Aguilar-Sandi, 2019). Pese a que existen argumentos para
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considerarlas amenazadas en Argentina, Colombia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala y
México (Fuentes, 1993; Jiménez, 1998; Payares-Diaz, Mario-Contreras, Medrano-Vélez &
Millan-Romero, 2014; Galindez et al., 2015; Sartori et al., 2015, Loayza-Cabezas,
Rodriguez-Trejo, Herndndez-Acosta & Almaréaz Suarez, 2018), la Union Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (UICN) ain no ha incluido M. balsamum en la Lista Roja
(Aguilar-Sandi, 2020a) y considera el estado de conservacion de M. peruiferum como de
Preocupacion Menor (Botanic Gardens Conservation International & IUCN SSC Global Tree
Specialist Group, 2019).

Aqui se sigue el criterio de Jiménez (1998), quien consideré que M. balsamum se
encuentra en peligro de extincion en Costa Rica. Una forma de contribuir con la conservacion
de los arboles de esta especie es mediante el estudio de los factores que afectan la
germinacién de semillas y el crecimiento de las plantulas, ya que son etapas criticas en el

ciclo de vida de las plantas (Rajjou et al., 2012).

Antecedentes
Salazar (2000) sefiala que las semillas deben extraerse de los frutos, que tienen un
contenido de humedad entre 11y 12 % y alcanzan porcentajes de germinacion de 60 a 75 %.
Ademas, el autor menciona que al escarificar los frutos y sumergirlos en agua por 24 h se
observa germinacion a los 22 dias, alcanzando el 59 % de germinacion a los 41 dias. También
indica que las semillas se mantienen viables de 6 a 12 meses si se almacenan en condiciones
ambientales (sic), mientras que la viabilidad se prolonga hasta por tres afios si son

almacenadas a 5 °C con 6 0 8 % de humedad. Este autor sefiala que la germinacion es epigea
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y fanerocotilar, lo cual es incorrecto?. La ilustracion que se incluye en el texto corresponde a
M. peruiferum, no a M. balsamum?.

Cordero & Boshier (2003) indican que se ha registrado hasta un 80 % de germinacion
bajo los arboles y que la germinacion se favorece a temperaturas entre 25 y 35 °C. Ademas,
informan de dos tratamientos pregerminativos, el mismo que sefiala Salazar (2000) y la
inmersion en agua a 50 °C durante 5 min. Los datos sobre porcentajes de germinacion en
vivero, condiciones de almacenamiento y viabilidad son los mismos que reporta Salazar
(2000). Sin embargo, estos autores no recomiendan la extraccion de las semillas. Por dltimo,
mencionan que las plantulas tardan en emerger entre 15 y 30 dias, y que necesitan luz para
crecer en el campo. A pesar de la utilidad de esta informacion, los autores no dan cuenta de
la metodologia a seguir para replicarla. Su trabajo es recopilatorio, no experimental.

Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba (2014) informan que los frutos maduros se
pueden recolectar entre junio y julio en el Valle Central de Costa Rica, que las semillas
pueden sembrarse en un sustrato de tierra y arena, que la germinacién tarda de 21 a 41 dias
y que el porcentaje de germinacion varia entre 85 y 100 %. No aportan informacién sobre el
efecto de la temperatura ni del tiempo de almacenamiento en la germinacion. Las fotografias
presentadas en esta publicacion corresponden a M. peruiferum, no a M. balsamum.

Payares-Diaz et al. (2014) recolectaron muestras en Sincelejo (Sucre, Colombia) y las
almacenaron a 5 °C durante dos dias. No queda claro si ellos extrajeron las semillas o las

evaluaron dentro de los frutos, pues llaman “semilla” al fruto completo. Ademas, confunden

2 Ver infra, pp. 37-38.
% Para conocer las diferencias entre ambas especies ver Aguilar-Sandi (2019).
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la tasa de germinacion con el tiempo medio de germinacién. Los autores pusieron las
muestras a imbibir por 24 h y las sembraron (N= 250) en bolsas de 1.0 kg con sustrato de
tierra-arena-estiércol, desinfectado. Seguidamente, las colocaron en un invernadero (80 % de
sombra, temperatura de 29 a 34 °C y 82 % de humedad relativa). La germinacion inicié a los
15 dias (8.14 %), fue hipogea y criptocotilar, aunque los autores llaman “criptocotilar” a las
plantulas. Transcurridos 36 dias se registr6 un 77.2 % de germinacién acumulada. La
evaluacion del crecimiento de las plantulas se realizo a los 36 dias. Hubo correlaciones entre
la altura, el nmero de hojas y el nimero de nudos. Este articulo es de caracter descriptivo.
Loayza-Cabezas et al. (2018) recolectaron frutos de tres arboles en el sur de México,
desinfectaron las muestras con hipoclorito de sodio al 10 %, las sometieron a tratamientos
combinados de intensidad luminica (32 pmol m?s?y 124 pmol m1s) y escarificacion (corte
longitudinal del pericarpo, extraccion de la semilla y frutos sin escarificar), y las incubaron
a 27/23 °C con fotoperiodo de 12 h, con sustrato de perlita. Los autores consideraron que el
endocarpo correspondia a la cubierta seminal, pero esto es incorrecto®. Adicionalmente,
evaluaron la germinacion a 23/19 °C y 27/23 °C en las condiciones luminicas anteriores y
colocaron pléantulas en dos condiciones luminicas (587 pumol m?s? y 231 pmol m?s?)
durante 5 meses. En este trabajo no se encontré un efecto de la iluminacion ni de la
temperatura en la germinacion, pero si de la escarificacion, ya que las semillas extraidas de
los frutos presentaron mayor capacidad germinativa (87 %) que aquellas dentro de frutos sin

escarificar (13 %). Por ultimo, se encontré que la exposicion a intensidad luminica alta

4 Para conocer la estructura de los frutos de M. balsamum ver Aguilar-Sandi (2020Db).
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combinada con tratamientos de escarificacion favorece el desarrollo inicial de las plantulas,

las cuales, sin embargo, pueden tolerar condiciones de baja iluminacion.

Justificacion

La diversidad de arboles en Costa Rica es alta. Sin embargo, el conocimiento sobre
la ecofisiologia de la mayoria de las especies es escaso o inexistente. La importancia de
realizar investigaciones en este campo es mayor si se considera el deterioro que sufren los
bosques tropicales. Aunque existen manuales técnicos que retinen informacion silvicultural
sobre un gran nimero de especies forestales de Latinoamérica, se hace necesario revisar,
comprobar, actualizar y hacer reproducible ese conocimiento, que en la mayoria de los casos
tiene veinte 0 mas afios de haberse generado.

Como se desprende de la revisién bibliografica realizada, la informacion disponible
sobre los factores que influyen en la germinacion de semillas y en el crecimiento de las
plantulas de M. balsamum es exigua. Si bien se han publicado notas técnicas al respecto, la
informacion que incluyen es irreproducible y dudosa, pues no se hace constar la metodologia
con la que se obtuvieron los datos y en algunos casos no hay seguridad de que la especie
evaluada haya sido M. balsamum. Ademas, los dos articulos publicados sobre este tema
tienen un abordaje experimental distinto al desarrollado en la presente tesis.

Nuevos aportes en esta linea de investigacion vienen a llenar un vacio de informacion
y a generar opciones de conservacion para los arboles de esta especie, cuya madera y resina

tienen importancia economica y cultural (ver p. 18).
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Marco tedrico
A) Distribucion natural de Myroxylon balsamum en Costa Rica
Vertiente pacifica, 0-850 m, en sitios comprendidos en las regiones climéticas
Pacifico Central y Pacifico Sur, con estacion lluviosa prolongada, precipitacion
anual de 2000 a 5000 mm y temperaturas de 21 a 32 °C [...]. Provincia de

Puntarenas, cantones de Parrita, Golfito y Osa (Aguilar-Sandi, 20203, p. 3) (Fig. 1).

10°30'0"N
|
|

9°0'0"N

® M. peruiferum

A M. balsamum

| | |
| | I

85°30'0'W 84°0'0"W 82°30'0"W

Figura 1. Distribucion natural de las especies del género Myroxylon en Costa Rica [Tomado
de Aguilar-Sandi (2020a)].
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B) Descripcion morfoldgica de Myroxylon balsamum
Arbol de 15-50 m de altura, con peridermis lenticelada, hojas imparipinnadas,
alternas, foliolos alternos (raro subopuestos), lamina de los foliolos 4.5-8.5(-12.5)
x 2—-4.5 cm, con puntos y rayas transllcidos (poco evidentes en material fresco),
apices acuminados a largamente acuminados, inflorescencias racemosas, flores
[zigomorfas], caliz lobulado, estandarte estrechamente ovado, frutos [samaras],
camara seminifera subglobosa (en frutos maduros), 1 o 2 semillas reniformes, testa

lisa (Aguilar-Sandi, 2020a, p. 4) (Fig. 2).

1em

Figura 2. Detalle del fruto, la semilla y una hoja de M. balsamum. Se destacan los puntos y
rayas translucidos de un foliolo.
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C) Etnobotanica de Myroxylon balsamum

Los arboles de esta especie reciben, al menos, 20 nombres comunes en América
(Cuadro 2). Considerando que en sitios con alta biodiversidad no todas las plantas tienen
nombre comdn (Ledn & Poveda, 1999), cabe suponer que el elevado nimero de nombres con
que se conocen esté relacionado con el amplio uso que se les ha dado, ya que las plantas mas
utilizadas tienden a presentar mas nombres vernaculos que aquellas poco usadas o del todo
desconocidas (Luis J. Poveda, com. pers., 2018).

La madera de los arboles de balsamo es aromatica, resistente a la pudricion y muy
pesada (0.72 g/cmq); se utiliza en ebanisteria, luteria y construccion de edificaciones. Del
tronco se extrae una resina aromatica, conocida como balsamo del Peru, con la que se
fabrican jabones, barnices, aromatizantes y cosméticos, entre otros productos. La resina
también se ha utilizado con fines medicinales y en ritos religiosos (Aguilar-Sandi, 2020a).

La extraccion de la resina es un proceso artesanal y se realiza principalmente en El
Salvador (Fuentes, 1993). Grosso modo, los balsameros (i.e., las personas que benefician la
resina del balsamo) suben al arbol y hacen cortes rectangulares en la peridermis. A los cinco
dias calientan la zona del corte con lefia encendida. Una semana después, colocan trapos en
esas zonas. Al mes, retiran los trapos impregnados con resina y los sumergen en agua
hirviendo, luego los exprimen con ayuda de una prensa, obteniendo una mezcla de agua y
resina amarillenta. La purificacion de la resina se logra al evaporar el agua de la mezcla. Al
finalizar este procedimiento, la resina obtenida adquiere una tonalidad oscura (Fuentes, 1993;

Revene, 2007; Martinez-Rivera, Blanco, Colorado, Guerra & Antonio, 2015).
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CUADRO 2
Nombres comunes de los arboles de M. balsamum en América *
Nombre comun Referencia
Arbol del balsamo México Salazar (2000)
Béalsamo Brasil Sartori et al. (2015)
Colombia Sartori et al. (2015)
Costa Rica Le6n & Poveda (1999)
Ecuador Sartori et al. (2015)
El Salvador Sartori et al. (2015)
Guatemala Cordero & Boshier (2003)
Honduras Cordero & Boshier (2003)
México Sartori et al. (2015)
Nicaragua Cordero & Boshier (2003)
Venezuela Sartori et al. (2015)
Balsamo del Per El Salvador Sartori et al. (2015)
Bélsamo de Tolu Colombia Salazar (2000)
Barba Panama Sartori et al. (2015)
Chichipale México Salazar (2000)
Chirraca Costa Rica Ledn & Poveda (1999)
Honduras Cordero & Boshier (2003)
Chucté México Salazar (2000)
Crusnagua El Salvador Sartori et al. (2015)
Cumaru Brasil Sartori et al. (2015)
Estoraque Per( Sartori et al. (2015)
Maharasa Honduras Cordero & Boshier (2003)
Mattaluca México Sartori et al. (2015)
Nabéa Guatemala Sartori et al. (2015)
Honduras Cordero & Boshier (2003)
México Sartori et al. (2015)
Palo de balsamo Honduras Cordero & Boshier (2003)
México Sartori et al. (2015)
Palo de trapiche México Salazar (2000)
Pido-quera Ecuador Sartori et al. (2015)
Quino-quino Per( Salazar (2000)
Séandalo Costa Rica Ledn & Poveda (1999)
Yarina-cocha Perl Sartori et al. (2015)

* Se destacan en negrita los utilizados en Costa Rica.

D) Conceptos basicos sobre germinacion de semillas y crecimiento de plantas
La germinacion inicia con la imbibicién, proceso que activa vias metabdlicas que

promueven la division y diferenciacion de las células del embrion, siendo clave para ello la
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disminucion de la concentracion de &cido abscisico en los tejidos seminales y el aumento de
giberelinas (Copeland & McDonald, 2001; Rajjou et al., 2012). La emergencia de la radicula,
o0 de alguna otra parte del eje embrionario, es el punto culminante de la germinacion, luego
del cual inicia la etapa postgerminativa (Bewley, Bradford, Hilhorst & Nonogaki, 2013). Las
plantas que se encuentran en este nuevo estado de desarrollo reciben el nombre de plantulas,
aungue dicho término no tiene una definicién precisa (De Vogel, 1980).

Las semillas ortodoxas mantienen la viabilidad luego de ser almacenadas con un
contenido de humedad reducido y a bajas temperaturas, mientras que las recalcitrantes son
sensibles a la deshidratacion, razon por la cual no pueden almacenarse en iguales condiciones
que las ortodoxas, pues pierden su viabilidad répidamente. Las semillas intermedias
presentan mayor tolerancia a la deshidratacion que las recalcitrantes, pero menor tolerancia
que las ortodoxas (Magnitskiy & Plaza, 2007). Las semillas ortodoxas pueden presentar
latencia (Bewley et al., 2013), mientras que las recalcitrantes tienen una latencia corta o0 no
la presentan del todo (Magnitskiy & Plaza, 2007).

La latencia, también llamada dormancia o letargo, se define como la incapacidad de
completar el proceso de germinacion en condiciones favorables de temperatura, hidratacion
y presencia de oxigeno; fenomeno que no debe confundirse con la quiescencia, que
corresponde al estado de reposo de las semillas maduras cuya actividad metabolica esta
detenida y solo se reactiva cuando las semillas se exponen a condiciones favorables para la
germinacion (Bewley et al., 2013).

La temperatura contribuye a remover la dormancia primaria y a inducir la secundaria

en semillas latentes, mientras que afecta la tasa de germinacion y la capacidad germinativa
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de las semillas quiescentes. La respuesta especifica dependera de cuales sean las condiciones
favorables de germinacion de cada especie (Bewley et al., 2013). La respuesta a la luz esta
controlada a nivel molecular por los fitocromos, pigmentos proteicos presentes en los tejidos
meristematicos (Taiz & Zeiger, 1998), cuya forma activa, o forma absorbente luz roja-roja
lejana (Pfr), es la responsable de regular las vias metabdlicas que desencadenan la
germinacion (Tripathi, Hoang, Han & Kim, 2019), de acuerdo con la relacion luminica
rojo/rojo lejano del entorno (Figueroa & Vazquez-Yanes, 2002). La exposicion a la luz
blanca estimula la germinacion de las semillas fotoblasticas positivas y la inhibe en las
fotoblasticas negativas (Botha & Small, 1988), mientras que no tiene un efecto estimulante
ni inhibitorio de la germinacidn en las semillas indiferentes (Escobar & Cardoso, 2015).

Latolerancia a la sombra se define como la capacidad de sobrevivir, competir y crecer
en ambientes con poca disponibilidad de luz durante periodos prolongados (Avalos, 2019b).
En general, las plantas tolerantes a la sombra presentan baja plasticidad fenotipica y
responden a la escaza iluminacion con modificaciones arquitectdnicas, mientras que las
intolerantes presentan alta plasticidad fenotipica y responden al sombreado con cambios
morfolégicos y fisioldgicos (Guzman & Cordero, 2013).

El grosor de las hojas se determina calculando la masa foliar por unidad de area (Ma),
o0 su inverso, el area foliar especifica (AFE), de manera que cuanto mayor sea el AFE, menor
sera el grosor de las ldminas (Rodriguez & Leihner, 2006; Valladares & Niinemets, 2008).
Por su parte, la razon biomasa seca raiz/biomasa seca de la parte aérea (R/S) y la razon de
area foliar (RAF) son parametros que miden el desempefio total de la planta en un ambiente

determinado (Valladares & Niinemets, 2008).
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Objetivos generales
1) Evaluar la germinacion de semillas de Myroxylon balsamum en diferentes
condiciones de temperatura, tiempo de almacenamiento e iluminacion.
2) Evaluar el crecimiento de plantulas de Myroxylon balsamum en condiciones de

iluminacién y de sombra.

Objetivos especificos
1) Determinar la magnitud de la temperatura que favorece la germinacion de semillas.
2) Determinar si el tiempo de almacenamiento influye en la germinacion de semillas.
3) Determinar si las semillas son fotoblésticas positivas, negativas o indiferentes.

4) Determinar si las plantulas son tolerantes o intolerantes a la sombra.

Hipétesis y predicciones

1) Las semillas son sensibles a la temperatura. El porcentaje de germinacién y la tasa de
germinacién aumentaran en la temperatura favorable.

2) Las semillas son recalcitrantes. El porcentaje de germinacion y la tasa de germinacion
disminuiran conforme aumenta el tiempo de almacenamiento.

3) Las semillas son fotoblasticas indiferentes. El porcentaje de germinacion sera igual
en condiciones de oscuridad y en condiciones de iluminacion.

4) Las plantulas son tolerantes a la sombra. El &rea foliar especifica, la razon de area
foliar y la razon biomasa seca raiz/biomasa seca de la parte aérea, serén diferentes en

condiciones de sombra y de iluminacion.
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Materiales y métodos
De noviembre de 2019 a junio de 2020 se recolectaron frutos maduros de dos arboles
cultivados de M. balsamum en la Gran Area Metropolitana, provincia de San José® (ver
Apéndice A). Uno se ubica en el parqueo de un centro comercial en Santa Ana (SA)
(09°55'58.6"N, 84°10'42.6"W) y el otro en el Jardin Botanico José Maria Orozco en Montes
de Oca (JO) (09°56'07.3"N, 84°03'05.7"W). La region presenta estacion seca de diciembre a
abril y lluviosa de mayo a noviembre, temperatura promedio mensual entre 21 y 24 °C, y

precipitacion anual entre 1580 y 1750 mm (Fuente: Instituto Meteoroldgico Nacional)®.

A) Efecto de la temperatura en la germinacion de semillas extraidas de los frutos

Se utilizaron frutos provenientes de SA que contaban con cinco meses de
almacenamiento a temperatura ambiente (aprox. 24 °C). Se extrajeron las semillas de forma
manual. Aleatoriamente se seleccionaron 525 en buen estado (ver Apéndice B), se
desinfectaron (Protocolo A) y se distribuyeron en cajas de Petri (Protocolo B).

Se evaluaron 7 réplicas de 25 semillas cada una por tratamiento (20 °C, alternancia
20/30 °C y 30 °C). Se utilizaron camaras de germinacion con fotoperiodo de 12 horas
luz/oscuridad programadas a las temperaturas respectivas. Ademas, se calculo el contenido

de humedad (ver p. 28) de tres muestras de 16 semillas cada una, estas se maceraron y se

S Ejemplares testigo: COSTA RICA: San José. Cantdn Montes de Oca, Distrito San Pedro, Universidad de
Costa Rica, Jardin Boténico J. M. Orozco, [09°56'07.3"N, 84°03'05.7"W], 1200 m, 26 setiembre 2012 (fr.),
Morales 2345 (USJ). Cant6n Santa Ana, distrito Santa Ana, parqueo Plaza Koros, 09°55'58.6"N, 84°10'42.6"W,
900 m, 21 abril 2019 (fr.), Aguilar-Sandi 13 (USJ).
¢ Datos climaticos de las estaciones Aeropuerto Pavas Este (2009-2018), Aranjuez (1996-2018) y Belén (2010-
2018); disponibles en https://www.imn.ac.cr/mapa
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colocaron en una estufa a 105 °C durante 24 horas. La germinacion se registré cada 2 o 3 dias

durante 24 dias. Se considerd que una semilla habia germinado cuando emergia la radicula.

Este experimento se realizé del 5 al 29 de mayo de 2020 en el Centro para Investigaciones

en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica (UCR).

Protocolo A. Desinfeccion de semillas (basado en 100 semillas)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Colocar las semillas en un colador; dejar pasar agua corriente por 1 min.
Colocar las semillas en un beaker; agregar 200 mL de agua destilada.
Agregar 4 gotas de Tween 20, para eliminar particulas de suciedad.
Agitar manualmente con un agitador de vidrio por 5 min.

Colocar las semillas en un colador; dejar pasar agua corriente por 1 min.
Colocar las semillas en el beaker; agregar 50 mL de H20: al 3 %.
Agitar manualmente con un agitador de vidrio por 1 min 30 s.

Colocar las semillas en un colador; dejar pasar agua corriente por 2 min.

Protocolo B. Preparacion de las pruebas de germinacion

1)

2)
3)

4)

5)
6)

Lavar y secar 21 cajas de Petri de 9.0 cm de didmetro; colocar una pieza de papel
filtro (Q3 0 Q5) en cada caja; agregar 10 mL de agua destilada; rotular las cajas.
Colocar 25 semillas previamente desinfectadas en cada caja de Petri.

Colocar papel toalla en el fondo de tres cajas plasticas de 30 x 21.5 x 6.5 cm con tapa;
humedecer el papel toalla con agua destilada. Rotular.

Colocar 7 cajas de Petri en cada caja plastica y colocar estas dentro de una bolsa
plastica (para mantener la humedad constante).

Colocar las cajas plasticas en las cdmaras de germinacion (segun temperatura).

A los 8 dias aplicar, mediante aspersion, Agri-mycin 16.5 WP (Estreptomicina y

Oxitetraciclina) y Amistar (Azoxistrobina); ambas soluciones al 0.1 %
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A.1) Efecto de la temperatura en la germinacién de semillas dentro de los frutos

Se evaluaron frutos provenientes de SA con cinco meses de almacenamiento a
temperatura ambiente (aprox. 24 °C) y que presentaban camaras seminiferas con un grosor
minimo de 0.7 cm (ver Apéndice C). Se les removio el ala y se distribuyeron aleatoriamente
en tres cajas pléasticas con turba humedecida con agua destilada (N= 50 frutos/caja). Se aplico
una solucién de Amistar al 0.2 %.

Las cajas se colocaron dentro de bolsas plasticas y se pusieron dentro de cAmaras de
germinacion programadas a 20 °C, alternancia 20/30 °C y 30 °C, con fotoperiodo de 12 horas
luz/oscuridad. Se evalud el nimero de semillas germinadas cada 2 o 3 dias durante 35 dias.
El criterio para determinar si una semilla habia germinado fue la observacién de la salida de
laradicula a través del pericarpo. Esta prueba se realizé del 27 de mayo al 01 de julio de 2020

en las instalaciones del CIGRAS.

B) Efecto del tiempo de almacenamiento en la germinacidn (en condiciones de oscuridad)
Se evaluaron frutos provenientes de JO que estuvieron almacenados en bolsas
plasticas a temperatura ambiente (aprox. 24 °C) durante ocho, seis y dos meses. Las semillas
no fueron extraidas. Se prepararon 8 réplicas de 25 frutos (cAmara seminifera > 0.7 cm) por
periodo de almacenamiento (Protocolo C), que fueron colocadas en una camara de

germinacion programada a 30 °C, que permaneci6 con las luces apagadas durante la prueba’.

" En el disefio original de este experimento no se contemplaba evaluar la germinacién en condiciones de
oscuridad. Sin embargo, las luces de la camara de germinacion fallaron a los 5 dias de iniciada la prueba, error
técnico que no pudo resolverse a tiempo.



26

La germinacion se registrd cada 2 o 5 dias durante 32 dias. Se consideré que una
semilla habia germinado cuando la radicula emergia a través del pericarpo. Este experimento
se realizo del 20 de agosto al 22 de setiembre de 2020 en los invernaderos de la Escuela de

Biologia (UCR).

Protocolo C. Preparacion de la prueba de germinacion con semillas dentro de los frutos
1) Lavary secar 24 cajas plasticas de 30 x 21.5 x 6.5 cm, con tapa. Rotular.
2) Mezclar turba limpia con agua destilada y distribuirla en las cajas en igual cantidad.
3) Lavar con agua corriente 200 frutos por tratamiento y removerles el ala.
4) Colocar 25 frutos desprovistos del ala en cada caja (8 cajas por tratamiento).
5) Colocar las cajas dentro de una bolsa plastica y en la camara de germinacién.

6) A los 8 dias, aplicar Amistar al 0.2 % a todas las cajas por igual.

C) Efecto de la luz en la germinacion

Se utilizaron frutos provenientes de JO que tenian siete meses de almacenamiento a
temperatura ambiente (aprox. 24 °C). Se trabaj6 con una camara de germinacién programada
a 30 °C. Se evaluaron 4 réplicas de 25 frutos cada una (camara seminifera > 0.7 cm) por
tratamiento (Protocolo D). Estos consistieron en: Luz (cajas sin forrar/luces encendidas), Luz
reducida (cajas forradas con papel periddico/luces encendidas), Oscuridad (cajas sin
forrar/luces apagadas). Transcurridos 21 dias se registro el porcentaje final de germinacion,
para lo cual se contabilizaron los frutos que tenian la radicula emergida. Se tomo nota del
aspecto de las plantulas obtenidas. Esta prueba se realizo en los invernaderos de la Escuela
de Biologia (UCR) del 22 de setiembre al 13 de octubre (Luz y Luz reducida) y del 20 de

octubre al 10 de noviembre (Oscuridad) de 2020.
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Protocolo D. Preparacion de la prueba de germinacion para evaluar el efecto de la luz

1) Lavary secar 12 cajas plasticas de 30 x 21.5 x 6.5 cm, con tapa. Rotular.

2) Mezclar turba limpia con agua destilada y distribuirla en las cajas en igual cantidad.
3) Lavar con agua corriente 100 frutos por tratamiento y removerles el ala.

4) Colocar 25 frutos desprovistos del ala en cada caja.

5) Aplicar Amistar al 0.2 % a todas las cajas por igual (desde el primer dia).

6) Colocar las cajas dentro de una bolsa plastica y en la camara de germinacion.

D) Efecto del sombreado en el crecimiento de las plantulas

Se sembraron 48 plantulas (con las hojas opuestas desarrolladas) en bolsas de
alméacigo de 20 x 10 x 6 cm llenas con turba. Veinticuatro de ellas se colocaron sobre una
mesa expuesta a las condiciones de iluminacion del invernadero (tratamiento Luz: 1183.67 +
232.58 Ix); las otras se ubicaron en un area interna del invernadero y se cubrieron con una
capa de saran (tratamiento Sombra: 32.17 + 2.72 Ix). El nivel de iluminacion se registrd con
un luxémetro MS6612-Mastech. La turba se mantuvo humeda y a capacidad de campo.
Semanalmente se midié la longitud del tallo (por arriba de las hojas opuestas y hasta la base
de la yema apical) y se contabilizé el nimero de hojas alternas producidas.

Transcurridos 56 dias las plantulas se diseccionaron. El area foliar se calcul6 a partir
de fotografias de los foliolos tomadas sobre un fondo blanco acompafiado de regla (cm). Las
fotografias se procesaron con el programa ImageJ. Las muestras de raices, tallos y foliolos
(de cada plantula) fueron colocadas en una estufa a 65 °C durante 6 dias. La biomasa seca se
midié con una balanza SNOWREX EQ-1200. Este experimento se realiz6 del 15 de

setiembre al 16 de noviembre de 2020 en los invernaderos de la Escuela de Biologia (UCR).
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E) Anélisis de datos

La germinacion se cuantifico considerando el nimero de semillas germinadas por dia,
el porcentaje de germinacion (PG), el tiempo medio de germinacion (Tso) y la tasa de
germinacién (TG). El crecimiento de las plantulas se analizé mediante la longitud del tallo,
el nimero total de hojas alternas producidas, el area foliar especifica (AFE), la razon de area
foliar (RAF), y la razén biomasa seca raiz/biomasa seca de la parte aérea (R/S).

Los graficos y las pruebas estadisticas (ANDEVA de una via, Tukey, t de Student,
Chi cuadrado, Kruskal-Wallis, Dunn), se realizaron en el programa RStudio (RStudio Team,

2020). Para confeccionar los graficos se utilizo el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).

F) Férmulas utilizadas en los analisis

1) Contenido de humedad de las semillas

_ Masa fresca (g) — Masa seca (g)

% x 100

Masa fresca (g)

2) Tiempo medio de germinacion

n; = numero de semillas germinadas el dia i
t; = nimero de dias i después de la siembra



3) Tasa de germinacién

1

TG = —
Tso

Tso = Tiempo medio de germinacion (dias)

4) Area foliar especifica

Ay
AFE =L
By

A; = Area foliar (cm?)
Bf = Biomasa seca foliar (g)

5) Razon de é&rea foliar

A
RAF =L
B,

Ay = Area foliar (cm?)
By = Biomasa seca total (g)

29
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Resultados
A) Efecto de la temperatura en la germinacion de semillas extraidas de los frutos
Las semillas presentaron un contenido de humedad promedio (£ desviacion estandar)
de 9.06 = 0.01 %. A pesar de las precauciones que se tomaron, no pudo evitarse la
proliferacion de patdgenos, lo que condujo a la muerte de semillas (Fig. 3). Esto obligd a

reducir a seis el nimero de replicas.

Figura 3. Semillas de M. balsamum afectadas por patdégenos. A. Aspecto al inicio de la
prueba. B. Trece dias de iniciada la prueba a 20/30 °C. C. Trece dias de iniciada la prueba a
30 °C. Las cajas de Petri tienen un diametro de 9.0 cm.

La germinacién inicio al décimo dia a 20/30 °C y a 30 °C, cinco dias antes que a 20
°C (Fig. 4). Al decimotercer dia se presenté el mayor numero de semillas germinadas, valor
que fue similar a 20/30 °C y a 30 °C (t= 1.74, g.1.= 10, P= 0.11, Fig. 4A), mientras que el
maximo a 20 °C se alcanzd cuadro dias después y no difirio del valor anterior (t=0.79, g.l.=
10, P=0.44, Fig. 4A). Al decimoquinto dia hubo un efecto de la temperatura en el porcentaje
acumulado de germinacion (KW= 8.33, g.l.= 2, P=0.02, Fig. 4B), siendo similara20°Cy a

30 °C, pero diferente a 20/30 °C (Cuadro 3). Sin embargo, los porcentajes finales de
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germinacién fueron similares en los tres tratamientos (F= 2.43, g.1.= 2, P= 0.12, Cuadro 3).
Se detectd un efecto de la temperatura en el Tso (F= 68.26, g.1.= 2, P< 0.001, Cuadro 3) y en
la TG (F=56.43, g.l.= 2, P< 0.001, Fig. 5). En ambos casos, 20/30 °C y 30 °C fueron las

temperaturas que mas favorecieron el proceso de germinacion.
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Figura 4. Germinacion de semillas de M. balsamum segun la temperatura. A. Promedio de
semillas germinadas por dia (+ desviacion estandar). B. Porcentaje acumulado de
germinacion promedio (z desviacidn estandar).
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CUADRO 3
Germinacion de semillas de M. balsamum segun la temperatura *
Temperatura Germinacion Germinacion Tiempo medio (Tso)
(°C) Dia 15 (%) Final (%) (dias)
20 2.00+2.19°2 54.00 +16.35 4 18.89 +0.754
20/30 60.67 +19.83° 77.33+22.72 A 14.69+1.028
30 37.33+34.74° 42.00 +40.14 4 12.85+0.70 ©

* Promedio * desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas: mindsculas
segun la prueba de Dunn (P< 0.05); mayusculas segun la prueba de Tukey (P< 0.05).
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Figura 5. Tasa de germinacion promedio (+ desviacion estandar) de semillas de M.
balsamum segun temperatura. Letras distintas indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (P< 0.05).

A.1) Efecto de la temperatura en la germinacion de semillas dentro de los frutos

La contaminacion por patdgenos pudo controlarse desde el inicio del experimento. La
germinacion se detectod por primera vez al decimocuarto dia a 20/30 °C y a 30 °C (Fig. 6).
Hubo un efecto de la temperatura en el porcentaje acumulado final de germinacion, siendo

diferente a 20 °C (%= 51.71, g.1.= 2, P< 0.001), pero llegando a igualarse a 20/30 °C y 30 °C



33

(x?= 0.20, g.l.= 1, P= 0.65), temperaturas en las que se alcanzd el 18 %, 92 % y 86 %,
respectivamente (Fig. 6). Mantener las semillas dentro de los frutos favorecio la germinacion

a 20/30 °C y a 30 °C. El pericarpo no impidi6 la imbibicion de la semilla, la salida de la

radicula ni el crecimiento de la plantula (Fig. 7).
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Figura 6. Porcentaje acumulado de germinacion de semillas de M. balsamum dentro de los
frutos (grosor de la camara seminifera > 0.7 cm).

Figura 7. Germinacion de semillas de M. balsamum dentro de los frutos. A. Emergencia de

la radicula a través del pericarpo. B. Desarrollo de una plantula dentro del pericarpo.
(Fotografias tomadas por Guillermo Solano).
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B) Efecto del tiempo de almacenamiento en la germinacion (en condiciones de oscuridad)

La germinacion inici6 a los 12 dias en los tres grupos de frutos y en ninguno se
presentd afectacion por patdgenos. Hubo un efecto del tiempo de almacenamiento en el
namero de semillas germinadas en los dias decimonoveno (F= 13.8, g.l.= 2, P< 0.001, Fig.
8A) y vigésimo cuarto (KW= 15.80, g.1.= 2, P<0.001, Fig. 8A). En el primer caso, el maximo
de germinacion fue mayor en frutos con dos meses (P< 0.01), mientras que, en el segundo
caso, el méximo de germinacion fue mayor en frutos con seis meses (P< 0.01).

Se detectd un efecto del tiempo de almacenamiento en el porcentaje acumulado de
germinacion en los dias decimocuarto (KW= 17.59, g.l.= 2, P< 0.001, Fig. 8B) y
decimonoveno (KW= 17.69, g.l.= 2, P< 0.001, Fig. 8B). En ambos casos, el porcentaje fue
mayor en frutos con dos meses (Cuadro 4). En el vigésimo primer dia, el porcentaje de
germinacién fue similar en los frutos con dos y seis meses, pero mayor respecto a ocho meses
(F=33.71, g.l.= 2, P< 0.001, Fig. 8B, Cuadro 4).

El tiempo de almacenamiento también tuvo un efecto en el Tso (KW= 12.01, g.1.= 2,
P<0.01) yenla TG (KW= 12.01, g.l.= 2, P< 0.01), de manera que se requirié de menor
tiempo para que el 50 % de las semillas germinaran en frutos con dos meses que en aquellos
con seis y ocho meses (Cuadro 4). Es decir, que la germinacion se dio de forma mas rapida

(TG mayor) en frutos con dos meses (Fig. 9).
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Figura 8. Germinacién de semillas de M. balsamum en condiciones de oscuridad segun el
tiempo de almacenamiento a aprox. 24 °C. A. Promedio de semillas germinadas por dia (+
desviacién estandar). B. Porcentaje acumulado de germinacion promedio (+ desviacién
estandar).

CUADRO 4
Geminacion de semillas de M. balsamum en condiciones de oscuridad segun el tiempo de
almacenamiento a aprox. 24 °C *
Tiempo Germinacion  Germinacion  Germinacion  Germinacion Tso
(meses) Dia 14 (%) Dia 19 (%) Dia 21 (%) Final (%) (dias)
Dos 17.00 £5.13* 44.00+£9.07% 48,50+ 10.5% 53.50+9.06*° 17.00+0.412
Seis 4.00+3.70° 1850+9.06° 33.00+7.63% 58.00+5.66% 21.29+0.95
Ocho 1.00+1.85° 850+499° 1450+6.03° 2350+6.21° 20.83+1.74°

* Promedio + desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba
de Dunn (P< 0.05).
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Figura 9. Tasa de germinacion promedio (+ desviacion estandar) de semillas de M.
balsamum en condiciones de oscuridad segun tiempo de almacenamiento a aprox. 24 °C.
Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Dunn (P< 0.05).

C) Efecto de la luz en la germinacion

Hubo un efecto de la iluminacion en el porcentaje final de germinacion (F= 17.16,
g.l.= 2, P< 0.001), el cual fue menor en frutos que estuvieron en oscuridad, y similar en
aquellos que estuvieron en luz y en luz reducida (Fig. 10A). Esto indica que la luz no fue un
factor determinante para que iniciara la germinacion, aunque su presencia favorecié la
capacidad germinativa de las semillas. Adicionalmente, se observd que las plantulas que
crecieron en oscuridad mostraban sintomas de etiolacion (Fig. 10B), mientras que aquellas

que crecieron en luz y luz reducida presentaban epicotilos fotosintéticos (Fig. 10C).
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Figura 10. Germinacion de semillas de M. balsamum y apariencia de las plantulas segln las
condiciones luminicas. A. Porcentaje final de germinacion promedio (+ desviacion estandar).
Las letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P< 0.05). B.
Plantula obtenida en oscuridad. C. Plantula obtenida en luz.

D) Observaciones sobre el proceso de germinacién y crecimiento de la plantula

La germinacion es hipogea y criptocotilar. Veinticinco semillas maduras absorben
hasta 10 mL de agua destilada en 24 h (Figs. 11A, B). Los cotiledones son palidos y carnosos.
La radicula emerge después de 10-12 dias de incubacién a 30 °C (Figs. 11C, D).
Seguidamente inicia el desarrollo del epicétilo, el cual es fotosintético y experimenta una
rapida elongacion, mientras que el hipocotilo no es visible (Figs. 11E, F). Las primeras hojas
son compuestas imparipinnadas (con cinco foliolos alternos) y presentan filotaxia opuesta

(Fig. 11G), menos frecuente subopuesta.
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Figura 11. Germinacion y crecimiento de una plantula de M. balsamum. A. Semilla sin
imbibir. B. Semilla con 24 horas de imbibicion. C. Semilla a los 12 dias de iniciada la
imbibicién (a 30 °C). D. Desarrollo de la radicula. E. Desarrollo del epicotilo. F. Desarrollo
del primer par de hojas compuestas. G. Plantula con 10 dias de haber germinado.
Abreviaturas— ct: cotiledones; ep: epicétilo; ph: primeras hojas; op: filotaxia opuesta; ra:
radicula; ya: yema apical.

El subsecuente desarrollo de la yema apical genera la elongacion del tallo y la
formacion de nuevas hojas compuestas imparipinnadas, las cuales presentan filotaxia alterna
(Fig. 12). EI namero y tamafio de los foliolos es variable; presentan puntos y lineas
translucidas, y apices acuminados. Durante los primeros dos meses de edad de la plantula,

contados a partir del inicio del desarrollo del epicétilo (Fig. 11F), los cotiledones estan

presentes. En ese lapso no se observé desarrollo de yemas laterales ni de estipulas.
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10 cm

Figura 12. Plantula de M. balsamum de dos meses de edad. Abreviaturas— al: primera hoja
compuesta alterna; ct: cotiledones; op: primer par de hojas compuestas opuestas; ya: yema
apical.

E) Efecto del sombreado en el crecimiento de las plantulas

Al inicio del experimento las plantulas de ambos tratamientos tenian tallos de la
misma longitud (W= 264, P= 0.60, Fig. 13) y ninguna habia producido hojas alternas.
Transcurridos 56 dias, las que crecieron en condiciones de iluminacion presentaron tallos de
mayor longitud (W= 576, P<0.001, Fig. 13) y desarrollaron en promedio dos hojas alternas,
a diferencia de las que crecieron en sombra, las cuales no experimentaron elongacion del

tallo (Fig. 13) ni produjeron hojas alternas.
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Figura 13. Longitud promedio (+ desviacion estandar) del tallo de plantulas de M. balsamum
segun las condiciones luminicas en las que crecieron.

Las plantulas que crecieron en sombra presentaron mayor R/S, mayor AFE y mayor
RAF que las que crecieron en condiciones de iluminacién (Cuadro 5). Es decir, que
invirtieron una mayor proporcion de biomasa en la produccion de raices, desarrollaron
laminas foliares con foliolos mas delgados y con mayor superficie, y destinaron mayor
cantidad de asimilados a la formacion de hojas. Ninguna plantula presenté sintomas evidentes

de clorosis, etiolacion, herbivora, fitopatologias o deficiencia de nutrientes.

CUADRO 5
Parametros de crecimiento de plantulas de M. balsamum segun la condicién luminica *
Tratamiento R/S ** AFE RAF
(cm*g™) (cm*g™)
Luz 0.15+0.042 26.70 £ 10.62 2 15.45+5.84 2
Sombra 0.20+0.06° 45.20 + 15.17° 23.90 +7.72°

* Promedio £ desviacion estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba
U de Mann-Whitney (P< 0.05). ** Durante el proceso de medicién de la biomasa seca de las raices
se pierden fragmentos de raiz, lo que genera imprecisiones en el calculo de la R/S.
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Discusion

El efecto de la temperatura en las semillas quiescentes se determina mediante las
variaciones en la tasa de germinacion (Bewley et al., 2013; Arana et al., 2016). Si bien el
porcentaje de germinacion final fue similar en las tres temperaturas evaluadas, el valor de
TG fue mayor a 30 °C que a 20 °C, resultado que confirma la hipdtesis propuesta. Aunque la
germinacion de las semillas de M. balsamum se favorecio a 30 °C, ese valor no corresponde
a la temperatura 6ptima, ya que para determinarla deben evaluarse magnitudes atin mayores
hasta encontrar el punto en el que la TG disminuye; analisis en el que se aplican modelos
matematicos (Bewley et al., 2013). Si se considera la distribucion geografica natural de los
arboles de M. balsamum en Costa Rica (Aguilar-Sandi, 2020a), cabe suponer que las
temperaturas minima, dptima y maxima ronden los 20 °C, 30 °C y 40 °C, respectivamente,
dado que la respuesta de las semillas a la temperatura es un rasgo adaptativo relacionado con
la deteccion de las condiciones favorables para la germinacion (Copeland & McDonald,
2001, Escobar & Cardoso, 2015). En relacion con esto, Cordero & Boshier (2003) sefialaron
que la germinacion de las semillas de M. balsamum se favorece entre 25 y 35 °C, pero no
indicaron el comportamiento de la TG en ese intervalo; tampoco lo hacen Payares-Diaz et al.
(2014) ni Loayza-Cabezas et al. (2018), quienes evaluaron el efecto de la temperatura en el
porcentaje de germinacion, pero no su efecto en la TG.

Debe tenerse presente que la proliferacion de hongos también se favorece a 30 °C, lo
que ocasiona descomposicion y muerte de semillas; este problema se resuelve manteniendo
las semillas dentro de los frutos y aplicando fungicidas. Sin embargo, en ninguno de los

trabajos previos se informo sobre afectacion por patdgenos. Y mientras que Salazar (2000)
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recomendd extraer las semillas de los frutos, Cordero & Boshier (2003) no lo aconsejaron,
pero en ningun caso se dio una justificacion para aplicar, 0 no, esta operacion. Seguin Loayza-
Cabezas et al. (2018) la extraccion de las semillas mejora la capacidad germinativa, pues el
pericarpo induce latencia fisica, pero ese resultado no coincide con el del presente estudio,
ya que se comprobé que el pericarpo no impide la imbibicién, la emergencia de la radicula
ni la elongacion del epicdtilo. Dichos autores no tomaron en cuenta que existen frutos
maduros de M. balsamum que no tienen semillas o que las tienen dafiadas de forma natural
(Aguilar-Sandi, 2020b; Apéndice B), tampoco fueron conscientes de que el grosor de la
camara seminifera puede usarse como criterio para seleccionar los frutos en los que es
esperable que haya semillas sanas (Apéndice C). El bajo porcentaje de germinacion
encontrado por ellos puede explicarse debido a la existencia de frutos vanos en las muestras
que evaluaron y no por la existencia de latencia fisica. En relacion con esto, en una
investigacion realizada con semillas de M. peruiferum se determind que el pericarpo no
ejercia ningun tipo de latencia (Galindez et al., 2015), lo cual se entiende si se considera que
los frutos de los arboles del género Myroxylon son la unidad de dispersién, puesto que son
samaras (Vidal, 1978; Aguilar-Sandi, 2020b).

Tomando en cuenta que luego de cinco meses de almacenamiento a temperatura
ambiente, las semillas de M. balsamum conservaron su capacidad germinativa y presentaron
un contenido de humedad de 9.06 £+ 0.01 %, entonces pueden clasificarse como ortodoxas,
tal como lo propusieron Salazar (2000), Cordero & Boshier (2003) y Loayza-Cabezas et al.
(2018). La confirmacion de este hecho invalida la hipotesis de que las semillas del balsamo

son recalcitrantes como se proponia al inicio de esta investigacion. Si bien, el porcentaje de
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germinacién y la TG disminuyeron al aumentar el tiempo de almacenamiento, lo que podria
interpretarse como un comportamiento recalcitrante, ya que la pérdida de viabilidad est&
asociada con una disminucion en la tasa de germinacion (Magnitskiy & Plaza, 2007; Bewley
et al., 2013), lo cierto es que esos resultados no reflejan el efecto directo del tiempo de
almacenamiento (variable de interés), sino un efecto combinado con las condiciones de
oscuridad presentes durante la realizacion de la prueba (ver p. 25). Si se considera que los
arboles de balsamo crecen de forma natural en sitios que permanecen himedos a lo largo del
afio (Aguilar-Sandi, 2020a), entonces existe la posibilidad de que en las poblaciones naturales
de esta especie las semillas se comporten como recalcitrantes (Rajjou et al., 2012). Sin
embargo, los frutos evaluados provenian de arboles ubicados en el Valle Central de Costa
Rica, una region estacionalmente seca (Di Stéfano, Nielsen, Hoomans & Fournier, 1996;
Cascante & Estrada, 2001) y se sabe que la respuesta germinativa depende de las condiciones
ambientales en las que se desarrolla la planta madre (Vayda, Donohue & Auge, 2018).

En lo concerniente al efecto de la luz, la hipdtesis se verificd de forma parcial, pues
se esperaba que el porcentaje de germinacion fuera igual en condiciones de iluminaciény de
oscuridad, lo que no sucedié. Sin embargo, dado que hubo germinacién en las tres
condiciones evaluadas (luz, luz reducida y oscuridad), cabe inferir que las semillas no son
exclusivamente fotoblasticas positivas 0 negativas, sino que presentan un comportamiento
indiferente (Escobar & Cardoso, 2015). Si se toma en cuenta que las semillas de esta especie
pueden germinar dentro de los frutos y que en el sotobosque predominan condiciones

luminicas de baja relacion rojo/rojo lejano (De Souza & Valio, 2001; Figueroa & Vazquez-
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Yanes, 2002), entonces se entiende que la luz no sea un factor determinante en la
germinacion, rasgo propio de semillas de especies no pioneras (Escobar & Cardoso, 2015).

Aunque las semillas tengan la capacidad de germinar en total oscuridad, las plantulas
que se obtienen en esa condicion muestran sintomas evidentes de etiolacion, mientras que las
que se obtienen de semillas germinadas en condiciones de iluminacién presentan un aspecto
lozano. Queda pendiente investigar las diferencias en el desarrollo (fotomorfogénesis) de las
plantulas en los dias inmediatos a su emergencia, cambios que estan relacionados con la
inactivacion/activacion de los fitocromos segun sea la calidad de la luz del entorno en el que
crecen (Taiz & Zeiger, 1998; Figueroa & Vazquez-Yanes, 2002).

Las plantas tolerantes a la sombra presentan laminas foliares delgadas y con mayor
superficie que las intolerantes a la sombra; asimismo invierten mayor cantidad de asimilados
en la produccion de follaje (Rodriguez & Leihner, 2006; Valladares & Niinemets, 2008). En
relacion con esto, los valores de AFE y RAF fueron mayores en las plantulas de M. balsamum
que crecieron en sombra que en las que crecieron en iluminacién, lo que indica que se
comportan como tolerantes. Esto verifica la hip6tesis formulada y coincide con el hecho de
que las semillas de esta especie son fotoblasticas indiferentes, rasgo asociado a especies de
sucesion tardia (De Souza & Valio, 2001). Las diferencias en el crecimiento entre las
plantulas de ambos tratamientos (capacidad de desarrollar tallo y hojas en presencia de luz,
y desarrollar foliolos delgados en sombra), son un indicio de variacion arquitectonica
(Guzman & Cordero, 2013). No obstante, se necesitan estudios de mayor duracion para
demostrarlo, en caso contrario se incurriria en sesgos de interpretacion (Avalos, 2019b). El

hecho de que las plantulas de sombra no desarrollaran tallos ni hojas indica que los



45

fitocromos de la yema apical no se activaron (Taiz & Zeiger, 1998). Sin embargo, dado que
no se midio la calidad de la luz de los tratamientos, no puede asegurarse que las plantulas de
sombra estuvieran privadas de luz roja (650-680 nm). También debe considerarse que la
temperatura dentro del invernadero estuvo sujeta a fluctuaciones diarias y que el sustrato que
se usé para cultivar las plantulas fue turba inerte. Aunque no hubo sintomas de deficiencia

de nutrientes, en estudios de larga duracion es preferible usar un sustrato fertilizado.

Conclusiones y recomendaciones

Se determind que las semillas de M. balsamum son quiescentes, su germinacion se
favorece a 30 °C, se comportan como ortodoxas y son fotoblasticas indiferentes. Ademas, las
plantulas son tolerantes a la sombra. Adicionalmente, se pudo determinar que el pericarpo no
induce latencia fisica, de modo que no es necesario extraer las semillas de los frutos para que
germinen. La realizacion de esta tesis permitié actualizar y aumentar el conocimiento sobre
el proceso de geminacion y el crecimiento de las plantulas de esta especie, verificar datos de
estudios previos, reunir la literatura publicada sobre el tema y generar nuevas preguntas de
investigacion.

En este sentido, se recomienda disefiar investigaciones dirigidas a determinar el efecto
de diferentes gradientes de luz y temperatura, asi como de la procedencia de las semillas, en
la germinacion; identificar los factores que prolongan la longevidad de las semillas, y evaluar
el crecimiento de las plantulas en gradientes de iluminacion, en distintos sustratos, durante
mas tiempo y en su habitat natural. El abordaje de estos aspectos contribuira con la

conservacion de una especie de arbol cuyas poblaciones podrian ser méas escasas cada dia.
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Apéndices

A) Busqueda de arboles de Myroxylon balsamum
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Se revisaron las colecciones disponibles de esta especie en el Herbario Nacional de

Costa Rica (CR), Herbario Juvenal Valerio Rodriguez (JVR) y Herbario Luis A. Fournier

Origgi (USJ). Asimismo, se busco informacion en libros sobre arboles de Costa Rica. A partir

de la informacidn recopilada se exploraron once sitios entre febrero y agosto de 2019.

Se encontraron arboles de M. balsamum en cinco de los once sitios visitados (Cuadro

Al). Todos son cultivados, a excepcion del que se localizé en Palmar Norte de Osa. De ellos

solo dos produjeron suficientes frutos maduros para realizar las pruebas de germinacion

(Figs. Aly A2). En los restantes seis sitios se encontraron arboles de M. peruiferum.

CUADRO A1l

Sitios visitados en busca de arboles de M. balsamum en Costa Rica

Provincia Cantoén Distrito / Sitio Especie encontrada
Alajuela Alajuela Alajuela / Parque central M. peruiferum
San José Acosta San Ignacio / Parque central M. peruiferum
San Ignacio / Chirraca M. peruiferum
Mora Ciudad Coldn / EI Rodeo M. peruiferum
Montes de Oca  San Pedro / Campus UCR M. balsamum
Mercedes / Campus UCR M. peruiferum
San José Central / Museo Nacional M. balsamum
Santa Ana Santa Ana / Plaza Koros M. balsamum
Uruca / Centro de Conservacion M. balsamum
Salitral / Alto Raicero-Chirracal M. peruiferum
Puntarenas Osa Palmar / Parmar Norte M. balsamum
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Figura A1. Myroxylon balsamum. Arbol ubicado en el parqueo de la plaza Koros, Santa Ana
(Aguilar-Sandi 13, USJ). A. Tronco y copa (DAP= 85 cm; Altura= 28 m). B. Detalle de una
rama con frutos inmaduros (30 de julio de 2019).
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Figura A2. Myroxylon balsamum. Arbol ubicado en el Jardin Botanico José Maria Orozco,
Montes de Oca (Morales 2345, USJ). A. Tronco y copa (DAP= 106 cm; Altura= 38 m). B.
Detalle de una rama con frutos inmaduros (16 de agosto de 2019).
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B) Variacion en el contenido de la camara seminifera

Se seleccionaron aleatoriamente 400 frutos maduros provenientes del arbol ubicado
en Santa Ana. Se cuantifico el numero de semillas por fruto, asi como el estado de las mismas
(ausente, sana o dafiada). Los datos se analizaron con pruebas chi cuadrado.

Los porcentajes de frutos sin semilla, con semillas sanas y con semillas dafiadas se
ajustaron a una proporcion 1:3:1 (y?>= 4.27, g.1.= 2, P=0.12, Fig. A3). Por lo tanto, de un lote
de frutos seleccionados aleatoriamente cabe esperar que el 20 % no tengan semilla, el 60 %
las tenga sanas y el restante 20 % las tengan dafiadas (Fig. A4). El 96 % de los frutos presentd

una semilla, mientras que el 4 % presentd dos (y?>= 338.56, g.I.= 1, P< 0.05).
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Figura A3. Porcentaje de frutos de M. balsamum segun la presencia de semillas y el estado
de la semilla (N= 400 frutos).
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Figura A4. Semillas de M. balsamum dafiadas naturalmente

C) Grosor de la camara seminifera como predictor de la presencia de semillas

Con un vernier se midid el grosor de la cAmara seminifera de 200 frutos maduros
aleatoriamente seleccionados (100 del &rbol ubicado en Santa Anay 100 del arbol del Jardin
Orozco), que fueron diseccionados y clasificados en dos categorias: frutos con material
germinable (i.e. con semillas sanas) y frutos sin material germinable (i.e. sin semilla o con
semillas dafiadas). Los promedios se compararon con pruebas U de Mann-Whitney.

Se encontrd que el grosor promedio (+ desviacion estandar) de la cAmara seminifera
es mayor en frutos con material germinable (0.82 = 0.10 cm) que en frutos sin material

germinable (0.68 = 0.15 cm) (W= 1798.5, P< 0.001).
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A partir del resultado anterior, se disefio una prueba de germinacion con frutos
provenientes del arbol de Santa Ana que tenian cinco meses de almacenamiento a
temperatura ambiente (aprox. 24 °C). Se catalogé como frutos con material germinable
aquellos cuya cdmara seminifera tuviera un grosor mayor o igual que 0.7 cm; y como frutos
sin material germinable aquellos en los que este grosor fuera menor a 0.7 cm.

A los frutos se les removio el ala y se colocaron en cajas plasticas con turba
humedecida y con Amistar al 0.1 %. Posteriormente, las cajas se colocaron dentro de tres
camaras de germinacion programadas a 20 °C, 20/30 °C y 30 °C, respectivamente, con
fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad (N= 50 frutos/temperatura). El porcentaje acumulado
final de germinacién fue de 0 % a 20 °C y a 30 °C y fue de 4 % a 20/30 °C en frutos sin
material germinable. Este Gltimo valor fue menor al obtenido en los frutos con material

germinable a esa misma temperatura (y>= 80.67, g.1.= 1, P< 0.001, Fig. A5).
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Figura A5. Porcentaje acumulado final de germinacion en frutos de M. balsamum con
material germinable (CMG) y sin material germinable (SMG).
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Todo arte y toda investigacion e, igualmente, toda accion

y libre eleccidn parecen tender a algun bien

ARISTOTELES, ETICA NICOMAQUEA, 1094A

10cm

Inflorescencias del arbol de balsamo (Myroxylon balsamum, Fabaceae)



