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Abstract. Effect of seed storage and light conditions on the growth rate of Crescentia alata (Bignoniaceae)
seedlings. The dry tropical forest tree Crescentia alata is a cultural and economical resource, but efforts to estab-
lish plantations, which could satisfy commercial production and avoid impact on natural populations, have been
unsuccessful. So there is a need to generate biological information on this species for obtaining plants in green-
houses. The aim of this work was to evaluate the vigor and growth rate of C. alata seedlings born from seeds that
were stored at different periods and temperatures, and to determine the effect of light intensity on the seedlings.
Fruits were collected in Liberia (Guanacaste, Costa Rica) and seeds stored for 0, 4, 8, and 14 months at 5 °C,
15 °C, and ambient temperature (22-24 °C). Seedlings from seeds stored for 0, 4, 8 and 14 months were grown
to evaluate growth after 8 days, 2 months, and 16 months, and in two different light conditions. Morphology of
8-day-seedlings changed according to storage time. Principal component analysis of 2-month evaluation indi-
cates that the most significant variables were total dry biomass, dry biomass of leaves, root-shoot, stem, and root,
while for the analysis of 16-month evaluation these variables were dry biomass of root, root-shoot, and leaves,
also leaf number, and shoot length. Specific leaf area of 16-month plants from seeds stored for 14 months did
not change with storage temperature. In addition, two different light conditions influence seedling height, stem
diameter or leaf number. Seed storage at 5 °C and 15 °C favored development of seedling cotyledons, and length
of both root and hypocotyl. Two month-seedlings from OM and 8M allocated most biomass to roots and less to
stems, enhancing this way water absorption. Sixteen-month-plants from non-stored seeds developed the highest
leaf numbers, and those plants from 8M seeds at 5 °C and 15 °C showed shorter stems. Seeds stored up to 14
months kept viable, becoming healthy seedlings. We recommend that future researchers evaluate seed viability
at different drying temperatures and more contrasting light levels.
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La regeneracion de bosques y el recluta-
miento de nuevas plantas son importantes para
conservar las especies y mantener la dindmica
natural (Galindo-Gonzalez, 1998; Mostacedo,
Pereira, & Fredericksen, 2001). Sin embargo,
en ocasiones no se restablecen algunas espe-
cies por razones antropogénicas o naturales.

Por esto, es importante estudiar el manejo de
semillas, la produccion de plantas en vivero y
el establecimiento de plantaciones a partir de
condiciones controladas, que colaboren con la
restauracion (Gonzalez, 1991).

Muchas semillas de interés comer-
cial se almacenan para conservar recursos
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fitogenéticos (Wyse & Dickie, 2018). En esas
condiciones se hacen pruebas de viabilidad y
vigor, porque ciertas condiciones de recolec-
cion, almacenamiento y el tipo de semilla (orto-
doxa o recalcitrante) pueden reducir la calidad
de este propagulo (Hong & Ellis, 1996; Salinas,
Yoldjian, Craviotto, & Bisaro, 2001; De Viana,
Mosiaro, & Morandini, 2009). La viabilidad se
define como la capacidad germinativa en con-
diciones adecuadas de temperatura, agua, oxi-
geno y luz, después de un periodo (Doria, 2010;
Navarro, Febles, & Torres, 2012), y el vigor es
la suma total de propiedades de las semillas que
determinan el nivel de actividad y la capacidad
de germinacion, reflejados en cambios bioqui-
micos, tasa y uniformidad de germinacion y
crecimiento de plantulas (Barboza & Herrera,
1990; Navarro et al., 2012). Sin embargo, el
crecimiento de una planta no esta determinado
solo por la calidad de la semilla, sino también
por la interaccion de fotosintesis, transporte a
larga distancia, respiracion, relaciones hidricas,
nutricién mineral e interaccion entre genotipo
y ambiente. Todo esto se reflejara en la masa
seca, el volumen, la longitud o el area de la
planta (Lambers, Chapin, & Pons, 2008).

El deterioro de la calidad de la semilla se
cuantifica con la reduccion de vigor, de germi-
nacion y de produccion de plantulas normales.
Los estudios para detectar ese deterioro ayudan
a solucionar problemas en la industria semillera
(Salinas et al., 2001; Navarro et al., 2012), pero
la mayoria de investigaciones sobre medicion
del vigor se enfatizan en especies horticolas,
mientras los trabajos sobre crecimiento de
arboles y arbustos tropicales son muy esca-
sos (Navarro et al., 2012). Un ejemplo es el
género Crescentia (Bignoniaceae), que consta
de arboles de interés cultural y econdmico en
Mesoamérica, especialmente en El Salvador y
Nicaragua (Gentry, 1980; Corrales et al., 2017),
dada la gran variedad de usos registrados,
algunos desde tiempos prehispanicos, como la
elaboracion de utensilios de cocina y artesa-
nias, la extraccion de madera, carbon y tinte, la
preparacion de bebidas (alcoholicas, horchata
y “leche vegetal”), reposterias, caramelos y ali-
mento para animales de engorde o produccion

de leche (Standley, 1928; Nellis, 1997; Figue-
roa & Bressani, 2000; Salazar & Soihet, 2001;
Zamora et al., 2001; Cordero & Boshier, 2003;
Solares, 2004).

Crescentia alata Kunth es un arbol cau-
lifloro y alcanza 10 m de altura; posee hojas
trifolioladas con peciolo alado y los foliolos
forman una cruz; las flores son verde-ama-
rillentas con tonalidad amarilla a rojiza, de
antesis nocturna y son polinizadas por mur-
ciélagos (Quesada-Monge & Fernandez-Vega,
2005). Los frutos son esféricos, con pericarpo
lignificado y liso, poseen nectarios en estadios
tempranos de desarrollo y una pulpa abundante
rodea las semillas, que son pequefias, delga-
das, con testa color caf¢ y de tipo oleaginoso
por el alto contenido de lipidos y proteinas
(Elias & Prance, 1978; Gentry, 1980; Snarkis,
1989; Cordero & Boshier, 2003; Vargas, 2011;
Corrales et al., 2017). Se ha observado que los
caballos dispersan las semillas y, ademas, esta
especie ha sido cultivada (Janzen, 1982). Habi-
ta principalmente en la vertiente pacifica desde
México hasta Guanacaste en Costa Rica; es
comun en potreros, areas abiertas y bordes de
bosques secos, subperennifolios y caducifolios
(Gentry, 1980; Janzen, 1982; Solares, 2004).
En Costa Rica C. alata habita en el bosque
tropical seco, que cubre solamente 7.3% del
territorio nacional (Alfaro, Alvarado, & Cha-
verri, 2001).

Con semillas de C. alata obtenidas en
Honduras, se estudié en Malawi la posibilidad
de establecer plantaciones de arboles multipro-
positos. Alla germind el 93 % de las semillas
en 21 dias sin tratamiento pregerminativo,
mientras al aplicar &cido sulfurico no ocurrid
germinacion (Ngulube, 1989). En Guatemala,
Honduras y Nicaragua hubo algunos intentos
fallidos para establecer plantaciones de C.
alata (Cordero & Boshier, 2003). En sistemas
silvopastoriles de Nicaragua hay en prome-
dio 350 arboles de C. alata por hectarea, que
representan un alto potencial de produccion
comercial (Corrales et al., 2017). Segtin Sola-
res (2004), en México esta especie tuvo un
uso intensivo, pero en la actualidad el tamafio
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poblacional es bajo, entre dos y diez arboles
por hectarea.

Semillas de C. alata de Guanacaste (Costa
Rica) mantuvieron la viabilidad durante tres
aflos, conservadas a 5 °C y 15 °C, y posterior-
mente el 90 % germind (Valverde-Rodriguez,
Morales & Garcia, 2019). Sin embargo, las
condiciones de almacenamiento, como la tem-
peratura y humedad de la semilla, estan rela-
cionadas con el vigor (Salinas et al., 2001).
El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la tasa de crecimiento de plantas de Crescen-
tia alata a partir de semillas almacenadas en
distintos periodos y a varias temperaturas, y el
efecto de la intensidad de la luz sobre el creci-
miento de las plantulas.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se hicieron en la Escuela
de Biologia y en el Centro de Investigaciones
en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Univer-
sidad de Costa Rica (San José, Costa Rica).
Las semillas se obtuvieron de frutos enteros
maduros y sin dafios en la cascara, recolec-
tados de ca. 50 arboles seleccionados al azar
en Liberia, Guanacaste, Costa Rica (10°36°N,
85°31°W), en febrero de 2013. Un espécimen
de C. alata, testigo de esta investigacion, se
halla en el Herbario de la Universidad de Costa
Rica (USJ-110912). Los frutos se despulparon
manualmente. Las semillas fueron lavadas y
secadas a la sombra durante una semana y con
una evaluacion fisica se descartaron semillas
vanas, de menor tamafio que la mayoria y con
dafios mecénicos, como agujeros o fragmenta-
cion de la testa; entre las semillas sanas restan-
tes se seleccionaron al azar las necesarias para
los experimentos.

Las semillas se almacenaron durante 0, 4,
8 y 14 meses, a 5 °C, 15 °C y a temperatura
ambiente (promedio ca. 22-24 °C en un inver-
nadero). Se embebieron durante 12 horas para
evaluar la germinacion, con 500 semillas por
tratamiento, y se colocaron en cajas plasticas
de 21 cm de largo, 14 cm de ancho y 7 cm
de alto, con el fondo cubierto con turba para
germinacion marca Fafard, en una camara de

ambiente controlado Hoffman Manufacturing
Inc., a 30 °C durante el dia y 25 °C de noche,
con fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa
de 98-100 %. Del total de plantulas obtenidas,
se seleccionaron al azar para hacer las siguien-
tes mediciones.

Mediciones de plantulas: Ocho dias des-
pués de colocar las semillas en turba, en cada
periodo de almacenamiento (0, 4, 8 y 14
meses), se seleccionaron 20 plantulas de cada
temperatura (5 °C, 15 °C y ambiente) para
medir con un calibrador Vernier (£ 0.05 mm)
el ancho y largo de un cotiledon, la longitud de
la radicula, del hipocoétilo y del epicotilo. Para
cuantificar si el almacenamiento causa cambios
morfométricos en las plantulas se realizd un
analisis de varianza multiple (ANDEVAM)
con variables no correlacionadas (P < 0.05):
ancho del cotiledon, longitud de radicula, del
hipocotilo y del epicotilo, segun el tiempo y
la temperatura de almacenamiento. Ademas,
se calculd el coeficiente no paramétrico de
correlacion de Spearman por temperatura (n =
10) entre longitud de radicula y contenido de
humedad (CH) de semillas almacenadas a 0, 4,
8 y 14 meses a temperatura ambiente, 5 °C y
15 °C, el CH con 10 repeticiones de 10 semi-
llas cada una. Los datos de CH proceden de
Valverde-Rodriguez et al. (2019) (Cuadro 1),
cuantificados con la formula de la Asociacion
Internacional de Pruebas de Semillas (ISTA,
2016), Contenido de humedad = [(Masa fresca
- Masa seca)/Masa fresca] *100. Las semillas
se dejaron en bolsas de papel en una secadora
Sheldon Manufacturing Inc., modelo 14.5/89, a
80 °C durante 15 dias.

En los siguientes experimentos de cre-
cimiento, las plantas se sembraron en bolsas
con suelo sin esterilizar del campus de la
Universidad de Costa Rica en San José, y per-
manecieron en condiciones de invernadero, con
temperatura promedio de 22 a 27 °C, fluctuante
durante el dia y la noche y segtn la época del
afio, con interceptacion de luz de 100 % y 277
umol m?s’!, riego una vez por semana. Se apli-
c6 insecticida multiefecto marca Ever Green
para eliminar plagas ocasionales.
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CUADRO 1
Contenido de humedad (promedio + desviacion estandar) de semillas de Crescentia alata almacenadas
a temperatura ambiente, 5 °C y 15 °C por 14 meses, San José, Costa Rica

TABLE1
Moisture content (averages + standard deviation) of Crescentia alata seeds stored at ambient temperature,
5°C, and 15 °C for 14 months, San José, Costa Rica

Periodo 500
0 9.53 +0.38
4 8.87+0.34
8.56+ 1.42
14 9.07 +0.21

Temperatura

15°C Ambiente
9.53+£0.38 9.53+£0.38
6.96 £ 0.29 8.37 +0.36
726 £3.47 8.03 +0.87
6.48 £ 1.14 9.34 £ 1.08

Evaluacién del crecimiento: Veinte plan-
tas (distintas a las utilizadas en el experimento
anterior) se trasplantaron del almacigo a bolsas
(25 cm de alto, 10 cm ancho y 15 cm de largo)
diez dias después de germinadas por cada
periodo de almacenamiento de semillas, repre-
sentadas de la siguiente manera: 0, 4, 8§ y 14
meses, a 5 °C, 15 °C y temperatura ambiente.
Se hicieron dos evaluaciones: 2 y 16 meses de
edad; cada una con 10 de las 20 plantas. Se
midieron las siguientes variables: niimero de
hojas, area foliar, longitud de raiz principal y de
vastago, masa fresca y masa seca de raiz, vas-
tago, tallo y hojas. Se calcul¢ el area foliar con
un medidor de area, marca LI-COR, modelo

Li-3100. Las estructuras vegetales se dejaron
en bolsas de papel en una secadora Sheldon
Manufacturing Inc. modelo 14.5/89, a 70 °C
durante ocho dias para obtener masa seca cons-
tante. Se determinaron las masas frescas con
una balanza analitica Sartorius AC 210S-MCl1.
El valor del area foliar y la masa de las hojas
incluye los cotiledones, y la masa del vastago
incluye hojas, cotiledones y tallo. A partir de
las mediciones obtenidas en las evaluaciones se
aplicaron las formulas (Cuadro 2) del conteni-
do de humedad (ISTA, 2016) y de crecimiento
y biomasa de Lambers et al. (2008).

Para cada evaluacion se hizo analisis
de componentes principales (ACP) con las

CUADRO 2
Formulas de variables con sus respectivas unidades utilizadas en el analisis de crecimiento de plantas
de Crescentia alata en condiciones de invernadero, San José, Costa Rica

TABLE 2
Formulas of variables with their respective units used in the analysis of plant growth
of Crescentia alata in greenhouse conditions, San Jos¢, Costa Rica

Variables
Tasa de crecimiento relativo
Tasa de elongacion del tallo y raiz
Biomasa total humeda
Biomasa total seca
Contenido de humedad: raiz, tallo y hojas
Contenido de humedad en la planta
Indice de area foliar por planta
Biomasa asignada a: raiz, tallo y hojas
Relacion entre raiz y vastago en la planta
Area foliar especifica

Formulas

Biomasa himeda final (g) - Biomasa himeda inicial (g) - Tiempo (meses)
Elongacion final (cm) - Elongacion inicial (cm) - Tiempo (meses)

Masa fresca del véstago (g) + Masa fresca de raiz (g)

Masa seca del vastago (g) + Masa seca de raiz (g)

Biomasa hiimeda (g) - Biomasa seca (g) * 100 - Biomasa humeda (g)

Biomasa total humeda (g) - Biomasa total seca (g) * 100 Biomasa total himeda (g)
Area foliar total (cm?) - Biomasa total seca de hojas (g)

Biomasa seca (estructura) (g) - Biomasa total seca (g)

Biomasa seca (raiz) (g) - Biomasa seca (vastago) (g)

Area foliar (cm?) - Biomasa seca de hoja (g)
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variables: numero de hojas, indice de area
foliar, longitud de raiz y de vastago, biomasa
total seca (BTS) y la biomasa seca (BS) en raiz,
tallo, hojas y raiz-vastago, con el fin de conocer
la tendencia de asignacion de biomasa en las
plantas segin el almacenamiento (Apéndices
1 y 2). También se analizé con un ANDEVA
de dos vias cada uno de los componentes, con
el tiempo y la temperatura de almacenamiento
como factores.

Se calcularon los promedios (+ desviacio-
nes estandar) de las variables que contienen
masa fresca en su formula, la tasa de creci-
miento relativo (TCR), la tasa de elongacion de
tallo (TET) y de raiz (TER), segun el periodo
y la temperatura de almacenamiento. Para el
calculo de las tasas se usé como valor inicial la
evaluacion de 2 meses y como valor final la de
16 meses (Cuadro 2), analizadas con ANDEVA
de dos vias y prueba de comparaciones multi-
ples Tukey-Kramer. Ademas, se calculd el area
foliar especifica (AFE) en plantas con 16 meses
de edad obtenidas de semillas conservadas
durante 14 meses a 5 °C, 15 °C y a temperatura
ambiente, con 30 réplicas; esto se analizd con
un ANDEVA de una via y una prueba de com-
paraciones multiples Tukey-Kramer.

Crecimiento segin la luminosidad:
Otras plantas se sometieron durante 14 meses a
dos condiciones luminicas, con 10 repeticiones.
Se midieron altura y diametro de tallo, se contd
numero de hojas y se observé tiempo de caida
de cotiledones. Con un iluminémetro digital
marca Kyoritsu, modelo 5201, la condicion de
mayor luminosidad (sol) fue de 277 umol m™
s' y la de menor luminosidad (sombra) 171
pumol m2 s, Se hicieron ANDEVA por cada
variable (altura, didmetro y nimero de hojas)
para ver el efecto de luminosidad y tiempo
como mediciones repetidas.

Todos los analisis mencionados se hicieron
con JMP® (SAS Institute Inc, 2012), Excel y
Software R version 3.1.1 (R Development Core
Team, 2014).

RESULTADOS

A partir de un estudio previo (Valverde-
Rodriguez et al., 2019) con semillas de frutos
recolectados en época seca en Guanacaste
(Costa Rica), con turba de germinacién como
sustrato y remojo de 12 horas, sabemos que
la germinacion es epigea y la plantula fane-
rocotilar, las semillas germinaron entre 4 y 6
dias posteriores al inicio de la imbibicion y
no requirieron de tratamiento pregerminativo.
Ademas, el almacenamiento de 14 meses a
temperatura ambiente redujo el porcentaje de
germinacion en 10 % y retardd ca. 15 dias el
proceso de germinacion, mientras al preservar
las semillas a 5 °C y 15 °C la germinacion
se mantuvo constante. Asi, el almacenamien-
to a bajas temperaturas puede mantener las
semillas viables por mas tiempo. Se observo
lignificacion de tallos en plantas con dos
meses. Durante el crecimiento de las plantas
aparecieron varias plagas: trips (Echinothrips
caribbeanus) por un mes en hojas jovenes y
maduras, el hemiptero “mosca blanca” (familia
Aleyrodidae) y hongos en las plantas de semi-
llas conservadas 14 meses.

Mediciones de plantulas: La prueba
ANDEVAM detect6 diferencias en los tamafios
de las plantulas segtn el almacenamiento de las
semillas (Hotelling-Lawley (HTL), 5602 = 0.64,
P <0.001, Fig. 1), siendo también significativo
el efecto del almacenamiento (F,,;, = 0.58,
P < 0.001) y de la temperatura (HTL;,q, =
0.02, P=0.48) y no significativa su interaccion
(HTLg 4, = 0.04, P =0.161). El ancho del coti-
ledén aument6 a mayor almacenaje a 5 °C; el
largo del cotiledon aumentd con mayor tiempo
de almacenamiento a temperatura ambiente, 5
°C y 15 °C; la longitud de la radicula cambid
a 15 °C y la del hipocétilo varié con las tres
temperaturas del experimento, de manera que
la longitud de la radicula y del hipocétilo crecio
al aumentar los periodos de almacenamiento
(8 y 14 meses); a diferencia, la longitud del
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epicotilo no varié con el tiempo ni la tempe-
ratura de almacenamiento. Hubo correlacion
entre el CH y la longitud de la radicula a 5 °C
(r,=-0.39,n=10,P=0.012),a 15 °C (r,=-0.44,
n=10, P=0.004) y a temperatura ambiente (r, =
-0.35, n=10, P = 0.025).

Evaluacién del crecimiento: Los coti-
ledones permanecieron verdes entre 6 y 20
semanas, y una vez secos siguieron adheridos
a las plantas hasta 64 semanas. Por lo general,
en una semana las plantulas tuvieron hojas
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Fig. 1. Datos morfométricos (promedios + error estandar)
en plantulas de Crescentia alata de ca. 2 dias de edad
obtenidas en pruebas de germinacion, segun periodos de
almacenamiento (0, 4, 8 y 14 meses) y temperaturas (5
°C, 15 °C y ambiente). A. ancho del cotiledon; B. longitud
del cotiledon; C. longitud del hipocoétilo; D. longitud de la
radicula; E. longitud del epicotilo.

Fig. 1. Morphometric data (averages + standard error) in
ca. 2-days old seedlings of Crescentia alata obtained in
germination tests, related to storage periods (0, 4, 8, and
14 months) and temperatures (5 °C, 15 °C, and ambient
temperature). A. cotyledon width; B. cotyledon length;
C. hypocotyl length; D. radicle length; E. epicotyl length.

desarrolladas; en 4 semanas tuvieron peque-
fias hojas lineares (< 0.5 cm de largo) y en 40
semanas desarrollaron hasta 50 de estas hojas.
El Cuadro 3 muestra los promedios de las
variables que incluyen masa fresca, segun el
periodo y la edad de la planta. Se observaron
diferencias en las tasas de crecimiento rela-
tivo y de elongacion de tallo y raiz (Cuadro
4); la TCR disminuy6 al aumentar los meses
de almacenamiento (Fsg, = 5.66, P = 0.001),
siendo menor en 8 y 14 meses (Tukey = 0.05);
0 tuvo la mayor TET y 8 la menor (F5,37 =9.80,
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CUADRO 4
Promedio y desviacion estandar de las tasas mensuales de crecimiento relativo (TCR), de elongacion del tallo (TET)
y de la raiz (TER) en plantas de Crescentia alata con 2 'y 16 meses de edad, obtenidas de semillas
almacenadas en distintos periodos y temperaturas

TABLE 4
Mean and standard deviation of monthly relative-growth rates (TCR), stem (TET) and root (TER) elongation in plants
of Crescentia alata with 2 and 16 months of age, born from seeds stored at different periods and temperatures

Periodo Temperatura N TCR (cm/mes)
0 Ambiente 7 1.09 + 0.45
4 5°C 6 1.12+£0.43
4 15°C 8 1.04 £0.47
4 Ambiente 7 1.03 £ 0.84
8 5°C 10 0.31£0.18
8 15°C 7 0.43 £0.28
8 Ambiente 8 0.80 £ 0.61
14 5°C 9 0.20£0.15
14 15°C 9 0.92 +0.47
14 Ambiente 8 0.84 + 0.88

TET (cm/mes) TER (cm/mes)
0.65 +0.34 1.91 £ 1.15
0.41+0.13 0.95+0.88
0.22+0.30 1.24 £ 1.01
0.32+0.34 0.49 + 1.51
-0.17 £ 0.37 0.85+1.13
-0.20 £ 0.26 0.49 +0.80
0.43 +£0.32 1.08 +1.83
0.25+0.17 0.72 £ 0.95
0.34+£0.25 1.09 +£0.73
0.26 +0.36 0.90 +0.77

P <0.001) (Tukey = 0.05), y la TER fue mayor
en 0 meses y difirid del resto (F ¢, =2.89, P <
0.02) (Tukey = 0.05), de manera que las plantas
de 0 meses crecieron mas.

En la primera evaluacion, plantas de dos
meses mantuvieron adheridos ambos cotiledo-
nes verdes; ademas, la mayoria de raices mos-
tr6 protuberancias y estaban enrolladas sobre
si mismas, a pesar de tener suficiente espacio
en la bolsa para crecer. En el ACP se eligieron
dos componentes (C1 y C2) (Cuadro 5 y 6);
el C1 esta dominado por la biomasa total seca
(BTS) y biomasa seca (BS) en hojas, y el C2
por la BS en raiz-vastago, BS en tallo y BS en

raiz (Fig. 2A). En el C1 hubo diferencias seglin
el tiempo de almacenamiento (F2 ¢ = 100.97,
P < 0.001), pero no segun temperatura (Fyg =
1.49, P = 0.23) ni la interaccion (F, 4 = 1.92,
P =0.11); se observaron diferencias entre 4, 8
y 14 meses (Tukey = 0.05). En el C2 no hubo
diferencias segun el tiempo de almacenamiento
(Fy4,=0.67,P=0. 51), ni la temperatura (F2 g1
=0.83,P=0. 44) ni la interaccion (F4 ¢ = 0. 96,
P=10.43).

En la segunda evaluacion, con 16 meses
de edad, las plantas ya habian perdido los
cotiledones. De 81 plantas evaluadas, 78 tenian
la raiz enrollada en si misma y 49 mostraban

CUADRO 5
Resultados de analisis de componentes principales en dos evaluaciones de plantas de Crescentia alata
con 2 y 16 meses de edad en condiciones de invernadero

TABLE 5
Results of Principal Component Analysis in two evaluations of Crescentia alata plants with 2 and 16 months
of age under greenhouse conditions

ACP Eigenvalue
2 meses 1 4.16
2 2.41
16 meses 1 3.57
2 2.20
3 1.29

Porcentaje Porcentaje acumulado
46.26 46.26
26.79 73.05
39.71 39.71
24.47 64.18
14.32 78.50
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CUADRO 6
Resultados de autovectores (“eigenvectors”) en el ACP de dos evaluaciones de plantas de Crescentia alata
con 2 y 16 meses de edad en condiciones de invernadero

TABLE 6
Results of eigenvectors in a Principal Component Analysis of two evaluations of Crescentia alata plants
with 2 and 16 months of age under greenhouse conditions

2 meses 16 meses

ACP 1 ACP 2 ACP 1 ACP 2 ACP 3
Longitud del vastago 0.31 0.38 -0.08 0.26 0.77*
Longitud de raiz 0.29 0.10 0.35 0.16 -0.13
Numero de hojas 0.34 0.31 -0.03 0.60* 0.04
Area foliar -0.36 -0.14 0.10 0.27 -0.25
Biomasa total seca 0.43* 0.19 0.31 0.41 0.29
Biomasa en tallo 0.03 0.45% -0.43 -0.23 0.27
Biomasa en raiz 0.34 -0.46* 0.50* -0.14 0.08
Biomasa en hojas -0.40* 0.23 -0.27 0.45* -0.40*
Relacion raiz-vastago 0.33 -0.47* 0.50* -0.17 0.03

*Valores mayores en cada componente.
*Higher values in each component.

Componente 2 (26.8 %)
Componente 2 (24.5 %)
o
1

BS tallo

T T T _1 .0 T T T
-1.0 -0.5 0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0 0.5 1.0

Componente 1 (46.3 %) Componente 1 (39.7 %)

Fig. 2. Analisis de componentes principales de plantas de Crescentia alata en condiciones de invernadero con diferentes
edades. A. evaluacion de 2 meses; B. evaluacion de 16 meses. Simbologia: nhojas = ntimero de hojas, AF = area foliar, Lraiz
= longitud de raiz, Lvastago = longitud de vastago, BTS = biomasa total seca, BS hojas = biomasa seca asignada a hojas,
BS tallo = biomasa seca asignada a tallo, BS raiz = biomasa seca asignada a raiz, BS raiz-vastago = relacion de biomasa
seca en raiz y vastago.

Fig. 2. Principal Component Analysis of Crescentia alata plants in greenhouse conditions with different ages. A. two-month
evaluation; B. sixteen-month evaluation. Symbology: nhojas = leaf number, AF = leaf area, Lraiz = root length, Lvastago =
shoot length, BTS = total dry biomass, BS hojas = dry biomass allocated to leaves, BS tallo = dry biomass allocated to stem,
BS raiz = dry biomass allocated to root, BS raiz-vastago = dry biomass ratio in root and shoot.
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protuberancias radicales. En el analisis se eli-
gieron tres componentes (C1, C2, C3) (Cuadros
5y 6); el Cl esta dominado por BS en raiz y
BS en raiz-vastago; el C2 por el nimero de
hojas y la BS en hojas, y el C3 por la longitud
del vastago y BS en hojas (Fig. 2B). En el C1
hubo diferencias segun el tiempo de almacena-
miento (F2 63~ 13.54, P <0.001), pero no segun
la temperatura (Fy 3 = 1.10, P = 0.34) ni la
interaccion (F4’63 0.88, P = 0.48); se notaron
similitudes entre 4 y 8 meses, y estos tiempos
son distintos a 14 meses (Tukey = 0.05). En el
C2 hubo diferencias segin el tiempo de alma-
cenamiento (F2 6= 12.81, P <0.001), pero no
segun la temperatura (F2 63— 1.93, P = 0.15)
ni la interaccion (F4 3= 1.82, P = 0.14); se
notaron similitudes entre 4 y 14 meses, y estos
tiempos son distintos a 8§ meses (Tukey = 0.05).
En el C3 hubo diferencias segun el tiempo de
almacenamiento (F2 o= 4 11 P=10.02), yla
temperatura (F, ;= 3.17, P = 0.05), pero no
en su interaccion (F, o, = 2 41, P = 0.06). Las
plantas obtenidas de semillas conservadas a
temperatura ambiente son diferentes a las de 5
°Cy 15 °C (Tukey = 0.05), y las plantas obte-
nidas de semillas conservadas durante 4 meses
difieren de las de 14 meses (Tukey = 0.05).

El area foliar especifica (AFE) no cambid
con la temperatura de almacenaje (F2,87 =2.94,
P < 0.06). El AFE promedio (+ desviacion
estandar) fue de 226.97 (= 72.00) cm?/g a 5 °C,
195.12 (* 38.30) cm?/g a 15 °C y 222.86 (£
50.50) cm?/g a temperatura ambiente.

Crecimiento segiin la luminosidad: En
el experimento murieron cuatro plantas en la
condicion de sombra (n = 6) y una planta en
la condicién de sol (n = 9). Segun los andlisis
de morfometria, en altura se encontraron dife-
rencias segin la luminosidad (F, 13 = 8.10, P
= 0.01, Fig. 3A) y el tiempo (F95 3095, P
< 0.001), no asi segiin luminosidad respecto
al tiempo (Fy 5= 2.07, P = 0.22). Respecto a
diametro se encontraron diferencias segin la
luminosidad (Fl ;3= 10.51, P <0.01, Fig. 3B)
y el tiempo (F, ;= 29.89, P < 0.001), también
segun lum1n0s1dad respecto al tiempo (F, 5 =
32.88, P < 0.001). Con relacion al nimero de

hojas se encontraron diferencias segun la lumi-
nosidad (F, |, = 5.80, P = 0.03, Fig. 3C) y el
tiempo (F, ;= 76.50, P <0.001), también segun
1um1n0s1dad respecto al tiempo (Fg5s=6.11,P
=0.03). Las plantas mas iluminadas mostraron
tonalidades mas intensamente verdes, pero en
ambas condiciones los cotiledones se secaron
a los 6 meses y permanecieron adheridos a las
plantas hasta 14 meses.

DISCUSION

Las semillas de Crescentia alata son lon-
gevas, porque después de almacenarlas 14
meses el porcentaje de germinacion fue alto
y la tasa de crecimiento de plantas fue buena.
El deterioro de la calidad de la semilla durante
el almacenamiento aumentd a temperaturas
medias (22-24 °C) y con mayor humedad. Al
contrario, al disminuir el metabolismo de la
semilla a bajas temperaturas y con menor con-
tenido hidrico, aumenta el vigor (Salinas et al.,
2001; Doria, 2010). Asimismo, la composicion
quimica de la semilla de cada especie influye
en el vigor, como el contenido de 4cidos grasos
(Salinas et al., 2001). Los acidos grasos actiian
como antioxidantes e impiden la accion cata-
bolica de los radicales libres en la membrana
celular (Halliwell, 1990; Avello & Suwalsky,
2006; Castafio, Valencia, Murillo, Méndez,
& Joli, 2012). Por tanto, un alto contenido
de estos en la semilla protege del deterioro
de las membranas celulares, preservando su
calidad; esto podria explicar la resistencia de
las semillas de C. alata ante largos periodos de
almacenamiento, pues posee 38 % de lipidos y
cierto contenido de acido fitico, que también
actiia como antioxidante (Corrales et al., 2017).

Las semillas de Crescentia alata mantu-
vieron la viabilidad almacenadas durante tres
aflos (Valverde-Rodriguez et al., 2019), pero
el crecimiento de las plantulas varié segun el
tiempo de almacenaje. En ocasiones la longitud
del hipocotilo se usa como indicador de creci-
miento en las plantulas; asi, en Coffea arabica
L. (Rubiaceae) el hipocotilo crece menos si las
semillas fueron previamente secadas a 40 °C o
almacenadas a 20 °C; ademas, las semillas se
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Fig. 3. Morfometria (promedios + error estandar) en plantas de Crescentia alata segin luminosidad (sol y sombra) en
condiciones de invernadero durante 14 meses en San Jos¢, Costa Rica. A. altura del tallo (cm); B. diametro del tallo (cm);
C. ntimero de hojas.

Fig. 3. Morphometry (averages + standard error) in Crescentia alata plants related to luminosity (sun and shade) in
greenhouse conditions during 14 months in San José, Costa Rica. A. stem height (cm); B. stem diameter (cm); C. leaf number.
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deterioran y germinan menos al preservarlas un
aflo (Barboza & Herrera, 1990). En plantulas
de jicaro, a partir de semillas almacenadas 14
meses, la longitud del hipocoétilo y el creci-
miento del vastago se mantuvieron en valores
promedio. Cuando esas semillas permanecieron
a5 °C 6 15 °C, germinaron hasta 90 %, mien-
tras que preservadas a temperatura ambiente
se redujo la viabilidad de estos propagulos
(Valverde-Rodriguez et al., 2019), pero no con-
siderablemente ¢l crecimiento de las plantulas.

La germinacién y el contenido de hume-
dad (CH) de las semillas de C. alata (Valver-
de-Rodriguez et al., 2019) tuvieron relacion
directa y estas semillas toleraron bajos niveles
de humedad. En préximos experimentos, se
recomienda utilizar sacos de papel aluminio
para controlar mejor el ambiente de almace-
namiento (Salinas et al., 2001) y registrar si
aumenta la longitud de la radicula con otros
contenidos de humedad superiores (Barboza &
Herrera, 1990; Doria, 2010).

Las tasas de crecimiento relativo y de
elongacion de tallo y raiz (TCR, TET y TER,
respectivamente) disminuyeron con el almace-
namiento, principalmente por largos periodos,
y las plantas crecieron mejor cuando se obtu-
vieron de semillas no almacenadas. Un estudio
en una zona seca de Malawi registra plantas de
C. alata de 3 meses de edad con biomasa seca
de 7.9 g (Ngulube, 1989), mientras el presente
estudio registra plantas de 2 meses con riego
semanal y solo 0.13 (+ 0.02) g de biomasa
seca. El enrollamiento de la raiz podria ser una
caracteristica natural del crecimiento de esta
especie; sin embargo, en el marco de nuestro
estudio no podemos explicar satisfactoriamente
esta observacidon. Seria interesante comparar
el desarrollo de raices en invernadero y en
ambiente natural.

En la evaluacion de plantas de dos meses,
las procedentes de semillas conservadas 8
meses (a tres temperaturas) registraron mayor
biomasa total, con altos valores de biomasa en
raiz, pero no asi en hojas ni tallo. Las plantas
de 0 y 8 meses tuvieron muchas raices, mien-
tras que las plantas de los demads tratamientos
asignaron los recursos a tallos. Las semillas que

no fueron conservadas produjeron plantas con
menor biomasa en tallos, por lo que la asigna-
cion de recursos fue mayor en raices. También
aquellas sembradas en meses calurosos, 0
meses en mayo y 8 meses en enero, desarro-
llaron mas las raices que tallos y hojas, lo que
pudo ser una respuesta al suelo mas seco y a
mayor transpiracion de las plantas por aumento
de radiacion solar en la época seca.

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

Las plantas con 3 meses de edad mostraron
un didmetro de tallo de 0.34 (£ 0.05) cm y una
altura de 7.69 (+ 1.74) cm, mientras que el estu-
dio en Malawi con plantas de la misma edad
registré un diametro de 0.39 cm y una altura de
18.9 cm (Ngulube, 1989). Las plantas con 16
meses de edad provenientes de semillas alma-
cenadas 8 meses a 5 °C y 15 °C mostraron las
menores longitudes de tallo, 11.88 (£ 3.33) cm
y 11.47 (£ 2.70) cm, respectivamente, mientras
las no preservadas midieron 16.73 (£ 4.69)
cm; de este modo, el almacenamiento afectd
la longitud del tallo, como en Coffea arabica,
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en la que la longitud de la planta disminuye al
aumentar el tiempo de almacenamiento (Barbo-
za & Herrera, 1990). Ademas, de las semillas
sin almacenaje se obtuvieron las plantas con
el mayor numero de hojas, mientras a partir de
semillas almacenadas 4 y 8 meses disminuy6
tanto el numero como la biomasa de hojas.
Segun las condiciones de almacenamiento
(tiempo y temperatura), se determind que des-
pués de almacenar las semillas 8 6 14 meses a 5
°C se obtuvieron plantas con tallos mas cortos.
Durante el crecimiento, las plantas per-
manecieron en las mismas condiciones de
invernadero y el AFE no fue afectada por el
almacenamiento. Puesto que el indice de area
foliar de una especie es un indicador de la
capacidad de absorber la radiacion (Muioz,
Espinosa, Cancino, & Herrera, 2008) y C.
alata habita en areas con mayor radiacion solar
(Guanacaste) que en el lugar de estudio, seria
recomendable estudiar el efecto de los cambios
de luminosidad sobre el AFE en sitios con
alta intensidad luminica y con variaciones de
luz. En general, los arboles en condiciones de
menor luminosidad tienen mayor area foliar
por unidad de masa seca de hojas para captar
mayor cantidad de luz (Garnier, Shipley, Rou-
met, & Laurent, 2001; Mufoz et al., 2008).
Las evaluaciones de 2 y 16 meses con 8
meses de almacenamiento respecto a niveles
luminicos indican que C. alata se adapta a la
luminosidad por medio de la reasignacion de
biomasa a ciertas partes, por tanto influye en la
morfometria de las plantas. Sin embargo, seria
recomendable experimentar con niveles de luz
mas contrastantes, especialmente en el bosque
tropical seco, donde la disponibilidad de agua 'y
nutrientes en los suelos varia significativamen-
te a lo largo del afo (Hoffman, Franco, Morei-
ra, & Haridasan, 2005). En proximos estudios
seria interesante medir la aclimatacion seglin la
reasignacion de nutrientes (Evans & Poorter,
2001), pues las plantas pueden aclimatarse al
entorno luminico al cambiar la biomasa asig-
nada a cada estructura (raices, tallos y hojas),
debido a la importancia de la disponibilidad
de luz para la fotosintesis (Holt, 1995; Evans
& Poorter, 2001). También se recomienda
evaluar distintas temperaturas de secado para

las semillas, porque se sabe que en otras espe-
cies influyen en la capacidad germinativa, el
porcentaje de germinacion, la longitud del
hipocétilo y de la radicula, y la masa seca de
la plantula.

Los resultados de este estudio indican que
la mayoria de variables morfométricas medidas
en plantas de C. alata con 8 dias de germinadas
aumentan su valor si provienen de semillas
almacenadas. En plantas de 16 meses de edad
las tasas de crecimiento relativo de tallo y
de raiz disminuyen al aumentar el tiempo de
almacenamiento; ademas, cuando se siembran
en la época seca asignan mayor biomasa a
raices que a tallo. Para establecer plantaciones
se propone utilizar semillas recientes o, si se
almacenan, que sea a bajas temperaturas (5
°C 6 15 °C) y por menos de ocho meses. Esto
podria mejorar el crecimiento de las plantas vy,
asi, las plantaciones establecidas podrian abas-
tecer las necesidades y evitar la explotacion de
las poblaciones silvestres.
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RESUMEN

En el bosque tropical seco, el arbol Crescentia alata
(Bignoniaceae) es un recurso cultural y econémico, pero
han fracasado algunos intentos para establecer plantacio-
nes, que podrian satisfacer la produccion comercial y, asi,
evitar el impacto en las poblaciones naturales. Por tanto,
existe la necesidad de generar informacion biologica sobre
esta especie para obtener plantas en condiciones de inver-
naderos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la tasa de
crecimiento de plantas de C. alata obtenidas de semillas
que se almacenaron en diferentes periodos y a varias tem-
peraturas, y determinar el efecto de la intensidad de la luz
sobre el crecimiento de las plantulas. Se recolectaron frutos
en Liberia (Guanacaste, Costa Rica) y se almacenaron
semillas por 0, 4, 8 y 14 meses a 5 °C, 15 °C y a tempe-
ratura ambiente (22-24 °C). Las plantulas de las semillas
almacenadas por 0, 4, 8 y 14 meses se trasplantaron para
evaluar el crecimiento después de 8 dias, 2 'y 16 meses, y en
dos condiciones de luminosidad. La morfologia de las plan-
tulas de 8 dias cambid segun el tiempo de almacenamiento.
El anélisis de componentes principales de la evaluacion de
2 meses indica que las variables mas significativas fueron
biomasa total seca, biomasa seca de hojas, de raiz-vastago,
de tallo y de raiz, mientras que en el analisis de la evalua-
cion de 16 meses tales variables fueron biomasa seca de
raiz, de raiz-vastago y de hojas, también niimero de hojas
y longitud del vastago. El area foliar especifica de plantas
con 16 meses de edad obtenidas de semillas almacenadas
14 meses no cambid con la temperatura de almacenamien-
to. Ademas, dos condiciones de luminosidad influyeron
en la altura, el diametro del tallo o el niimero de hojas. El
almacenamiento de semillas a 5 °C y 15 °C favorecio el
desarrollo de los cotiledones, asi como la longitud de la
raiz y del hipocétilo. Plantas de 2 meses obtenidas de 0
y 8 meses asignaron mayor biomasa a raices que a tallos,
mejorando asi la absorcion de agua. Plantas de 16 meses
provenientes de semillas no almacenadas desarrollaron el
mayor namero de hojas, y aquellas de semillas de 8 meses
a5 °Cy 15 °C mostraron tallos mas cortos. Las semillas
almacenadas hasta 14 meses se convirtieron en plantas
bien desarrolladas. Se recomienda a futuros investigadores
evaluar la viabilidad a diferentes temperaturas de secado
de las semillas y en niveles de intensidad luminica mas
contrastantes durante el crecimiento.

Palabras clave: Jicaro; asignacion de biomasa; desarrollo
de plantulas; viabilidad; vigor; almacenamiento de semi-
1las; Costa Rica.
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