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Resumen

La propagacion ex situ de especies forestales amenazadas en Costa Rica, se ve
dificultada por la escasez de conocimiento sobre ellas. Se realiz6 un estudio
observacional y exploratorio sobre la regeneracion y la morfofisiologia de frutos y semillas
de las especies Couratarii scottmori, Caryocar costarricense y Paramachaerium gruberi en
tres sitios de la Peninsula de Osa. Se clasificaron los individuos de regeneracién en:
plantulas, brinzales, latizales y fustales y se midieron las variables altura, dap,
luminosidad y estructura de copa de cada individuo. A partir de las normas ISTA se
adaptaron los analisis de frutos y semillas para las especies C. scottmori y P. gruberi y se
realizaron 5 tratamientos pre germinativos: 1- sin tratamiento; 2— inmersion en agua
ambiente por 12 horas; 3— inmersion en agua caliente; 4— inmersion por 24 horas en
solucion de giberelina (1000 mg. L-1); 5— inmersion por 24 horas en solucién de giberelina
(3000 mg. L-1). La regeneracién de C. costarricense y C. scottmori presenté frecuencias
de plantulas de 35 % y 66 %, respectivamente. P. gruberi presenté menos de 1% de
plantulas y brinzales, sin embargo, los fustales y latizales representaron 55 y 38%.
Resulté estadisticamente significativa la asociacién entre individuos de la clase plantulas
con la distancia entre 10 — 20 m del arbol semillero en parcelas de C. costarricense (Pyaior
= 0,0135) y C. scottmori presentd plantulas hasta 70 m del arbol semillero (Pyvaior < 0,001).
Se observd en P. gruberi semillas sensibles a la desecacion con apenas una semilla
germinada. El tratamiento 5 presentd efectos negativos con menor porcentaje de
germinacion para C. scottmori (Pvaior < 0,001), que tiene semillas ausentes de dormancia
fisica/quimica, con tegumento sensible a altas temperaturas.

Palabras clave: especies amenazadas; propagacion ex situ; Peninsula de Osa.

Abstract

The ex-situ propagation of threatened forest species in Costa Rica is hindered by the lack
of knowledge about them. An observational and exploratory study was analyzed on the
regeneration and morpho physiology of fruits and seeds of the species Couratarii
scottmori, Caryocar costarricense and Paramachaerium gruberi in three sites of the Osa
Peninsula. The regeneration individuals were classified into seedlings, samplings, latizales
and stems and the height, dbh, luminosity and crown structure of each individual was
measured. Based on the ISTA standards, the analysis of fruits and seeds were adapted for
C. scottmori and P. gruberi and 5 pre-germination treatments were carried out: 1 — no
treatment; 2 — immersion in ambient water for 12 hours; 3 — immersion in hot water; 4 —
immersion for 24 hours in gibberellin solution (1000 mg. L-1); 5 — immersion for 24 hours
in gibberellin solution (3000 mg. L-1). In situ regeneration of C. costarricense and C.
scottmori presented high frequencies of seedlings, 35 % and 66 %, respectively. P. gruberi
presented less than 1 % of seedlings and saplings, however, stems and latizals
represented 55 and 38 %. The association between individuals of the seedling class
between 10 — 20 m away from the seed tree in plots of C. costarricense was found to be
statistically significant (Pvawe = 0.0135) and C. scottmori had seedlings up to 70 m away
from the seed tree (Pvawe < 0.001). Seeds sensitive to desiccation were observed in P.
gruberi with only one seed germinated. Treatment 5 presented negative effects with a
lower germination percentage for C. scottmori (P value < 0.001), which has seeds lacking
physical/chemical dormancy, with integument sensitive to high temperatures.

Keywords: endangered species; ex situ propagation; Osa Peninsula.



Introduccién

La restauracion ecoldgica mediante el uso de especies nativas enfrenta el desafio de
obtener suficientes semillas viables en la cantidad requerida para la propagacion de
plantulas resistentes (Ley-Lopez et al. 2023). En especial, las especies forestales
tropicales clasificadas como amenazadas por la Union Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (UICN), presentan bajo niumero de poblaciones y fuentes semilleras,
generalmente de dificil acceso en los bosques tropicales himedos (Breman et al. 2021,
Cochrane et al. 2007).

En Costa Rica, la Peninsula de Osa alberga una cantidad considerable de especies
forestales tropicales amenazadas y se considera una reserva de gran importancia mundial
(Rosero Bixby et al. 2002). Esta area se caracteriza por su alta fragilidad en términos de
conservacion. Sin embargo, la explotacion maderera sin planificacién en el siglo XX
provoc6 dafios en el suelo, la biodiversidad, el recurso hidrico y las cuencas hidrogréaficas
(Jiménez 2015).

Como medidas de conservacion in situ, Costa Rica ha desarrollado metodologias y planes
de restauracion para recuperar parte de la biodiversidad original (Cubifia y Aide 2001). El
Decreto Ejecutivo de veda n° 23700-MINAE de enero de 1997, marcé el inici6 de la
recuperacion de la cobertura vegetal, estableciendo principios y mecanismos para el
aprovechamiento forestal sostenible, prohibiendo el uso de 18 especies forestales (SINAC
2020). Al mismo tiempo, se experimenté una disminucion de las actividades del sector
primario como la ganaderia (Morales 2010, Aguilar-Arias et al. 2012), se prohibio el
cambio de uso del suelo de bosques primarios y secundarios, y se implementaron
politicas para pagos por servicios ambientales y el uso de especies con un plan de
manejo predeterminado aprobado por organizaciones locales (SINAC 2020).

Sin embargo, la propagacion ex situ de especies amenazadas se ve actualmente
obstaculizada, dado que obtener datos relacionados a estas especies representa un
desafio para bancos de semillas o jardines botanicos. Es esencial llevar a cabo una
recoleccién constante a fin de garantizar la disponibilidad de muestras de tamafio
suficiente para futuras necesidades de recuperacion (Ley-Lopez et al. 2023, Breman et al.
2021, Cochrane et al. 2007).

Dentro de las limitaciones que afectan el tamafio de colecciones conservadas en todo el
mundo se incluyen: la falta de recursos o financiamiento para obtener el conocimiento a
nivel de especies, el dificil acceso a suficientes cantidades de semillas, la baja variabilidad
genética, la dificultad para acceder a arboles semilleros y la incertidumbre sobre la
sensibilidad a la desecacion de los propagulos (Abeli et al. 2020, Cochrane et al. 2007,
Ley-Lopez et al. 2023). Ademas, los andlisis para desarrollar estrategias de conservacion
han pasado por alto la abundancia y distribucion y el estado de conservaciéon ex situ de
estas especies (Ley-Lopez et al. 2023).

Actualmente, se considera como estrategias de regeneracion las propiedades de la
especie, tales como: regularidad de fructificacion, periodo de dispersién de propagulos
(seco/lluvioso), medios de dispersion de propégulos, biometria de frutos y/o semillas,
presencia de latencia, tolerancia al desecamiento y viabilidad de semillas en campo
(Ferraz et al. 2004, Pritchard et al. 2004, Moraes et al. 2020). Pritchard et al. (2004)
sefiala que una especie con una estrategia de regeneracion sensible a la desecacion
asume un alto riesgo de pérdida y muerte de sus propagulos, una vez expuesta a un
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periodo de seca muy largo. Mientras tanto, en esa misma especie, esa caracteristica
puede llevar a una rapida germinacién y formacion de un banco de plantulas en el
momento propicio de dispersion, reduciendo asi la ventana de oportunidad para los
predadores de las semillas (Curran y Webb 2000).

Por esta razon, investigaciones que ayudan a comprender la dinAmica ecolégica a largo
plazo (Vargas-Figueroa y Torres-Gonzélez 2018) garantizan metodologias efectivas de
restauracion, las cuales actualmente son insuficientes para especies en peligro de
extincion o amenazadas en bosques tropicales hiumedos (Chau et al. 2019).

De acuerdo con las dificultades encontradas en este tema, el objetivo de este estudio es
caracterizar la regeneracion de tres especies forestales: Caryocar costarricense,
Couratarii scottmori, Paramachaerium gruberi, clasificadas en riesgo de extincion en la
Peninsula de Osa, analizando la regeneracion y morfofisiologia de sus frutos y semillas.

Objetivo
Objetivo general

Caracterizar la regeneracion de tres especies forestales clasificadas en riesgo de
extinciébn en la Peninsula de Osa, analizando la regeneracion y morfofisiologia de sus
frutos y semillas.

Objetivo especifico

*OE1 Contribuir al conocimiento sobre la regeneraciéon de las especies Caryocar
costarricense, Couratarii scottmori y Paramachaerium gruberi en tres regiones de la
Peninsula de Osa.

*OE2 Relacionar las caracteristicas morfo-fisioldgicas de las semillas con la regeneracion
observadas de las especies.

*OE3 Determinar el efecto del pretratamiento de germinacion en el porcentaje de
germinacion y emergencia de plantulas aptas para propagacion ex situ.

Metodologia
Descripcion del &rea de estudio

El &rea de estudio se encuentra en la Peninsula de Osa en Costa Rica, que forma parte
del Area de Conservacion Osa (figura 1). ACOSA es extremadamente rica en
biodiversidad terrestre y marina, con especies endémicas y en peligro de extinciébn, como
grandes felinos (jaguar y puma) y aves proprias del pais. Debido a su posicién geografica,
constituye un puente natural entre especies del norte y sur del continente americano, y es
considerado un importante reservorio genético de especies de flora y fauna (Kappelle
2002).

Segun la clasificacion de Holdridge (1971), Costa Rica se divide en 12 zonas de vida o
formaciones vegetales, distribuidas en los pisos altitudinales basal, premontano, montano
bajo, montano y subalpino. En la Peninsula de Osa, el tipo de zona de vida predominante
es el bosque muy humedo-tropical (bmh-T), que abarca aproximadamente 50% de la
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peninsula, seguido por el bosque muy himedo-premontano transicién a basal (bmh-PM-
Tb) (Rosero-Bixby et al. 2002). Estas areas son consideradas las Ultimas zonas con
caracteristicas muy humedas que aun subsisten en el lado Pacifico de América Central, y
estan presentes en areas protegidas (Hartshorn 1984).

Ubicacion de las areas del estudio, Peninsula de Osa, 2023
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_  Bahia Drake
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Figura 1. Area del estudio de las parcelas de las especies amenazadas, Area de
Conservacion Osa - ACOSA, Costa Rica, 2023.

Esta region fue declarada area protegida en 1975, inicialmente abarcando la reserva
forestal Golfo Dulce en 1978 y la reserva indigena Guaymi en 1981 (SINAC 2020). Su
importancia radica en su ubicacién dentro de la cuenca hidrografica de la peninsula de
Osa que cubre un area de 1971 km?. Presenta una estacion seca muy determinada dentro
del Parque Nacional Corcovado en los meses de enero a marzo y los meses mas
lluviosos ocurren entre septiembre y octubre (Kappelle 2016). Con temperatura promedio
de 27° C y una altitud maxima de 780 msnm (Quesada 2007), la regidn experimenta una
precipitacién mayor en la faja costera, donde se registran anualmente promedios que van
de 3450 mm a mas de 5000 mm (IMN 2013).

Las fases del trabajo comprendieron la seleccion de especies de interés, andlisis de la
densidad de las poblaciones para determinacion de las parcelas de estudio, analisis de
regeneracion de las especies y el andlisis fisioldgico de los frutos y semillas colectados.

Especies amenazadas seleccionadas

La investigacion se llevo a cabo en conjunto con la organizaciéon no gubernamental, Osa
Conservation, ubicada al sur de la peninsula, con el proyecto ‘Conserving the Rare and
Endemic Trees of the Amistosa region, Southern-Pacific Costa Rica’. Con inicio en 2019,
este proyecto realiz6 7 expediciones en la Peninsula de Osa, ubicando 18 especies
consideradas en peligro de extincién por la lista roja de especies de la UICN.

Estas expediciones tomaron los siguientes criterios para el mapeo de los individuos:



1. Identificacion del habitat natural de las especies a partir de colectas botanicas
cercanas;

2. Eleccion de é&reas remotas, principalmente de dificil acceso turistico y con menor
cantidad de investigaciones;

3. Consideracion de la distancia geogréfica de los bosques seleccionados para mayor
cobertura de area;

4. Ubicacion de las parcelas considerando la topografia y caracteristicas del bosque.

A partir de la base de datos de Osa Conservation, para los objetivos de esta investigacion
se escogieron tres especies amenazadas, considerando el potencial para produccién de
semillas durante los periodos de enero hasta marzo. Fueron seleccionadas las especies:
Couratari scottmorii Prance, Caryocar costarricense J.D.Sm. y Paramachaerium gruberi
Brizicky.

Couratarii scottmori Prance

La especie Couratarii scottmori perteneciente a la familia Lecythidaceae, conocida
localmente como “copo hediondo”, se encuentra catalogada como "especie en peligro de
extincién" en la lista roja de plantas amenazadas y poco comunes de Costa Rica (UICN
2020). Su importancia social, ambiental y economica llevé a la implementacion de
medidas de proteccién mediante el Decreto Ejecutivo de Veda de enero de 1997 (MINAE
1997). A nivel mundial, esta especie se encuentra distribuida Gnicamente en Costa Rica y
Panama, con su poblacién concentrada en la ecorregién del Pacifico Sur de Costa Rica
(Estrada et al. 2005).

Los estudios sobre la autoecologia de C. scottmorii siguen siendo un desafio debido a la
escasez y dispersion de individuos. No obstante, a nivel de género, se ha observado que
estos individuos presentan un patron de floracion subanual, en el cual la floracion y
fructificacién ocurren de manera irregular y a intervalos variables (Newstrom et al. 1994,
Lobo et al. 2007). Cabe destacar que su polinizacion esta relacionada con abejas del
grupo Euglossine, que se han identificado como polinizadores especializados (Lepsch-
Cunha y Mori 1999).

Investigaciones anteriores sobre el género han revelado aspectos funcionales
significativos, como la densidad de la madera, el didmetro del tronco y la altura de los
arboles, que son atributos relevantes para el comercio de madera de alta calidad en la
mayoria de las especies de este género (Procopio 2010) (figura 2).



Figura 2. Caracteristicas principales de C. scottmori. A - raices tabulares; B - cascaras del
tronco; C - formato del fuste; D - fruto de C. scottmori; E - Frutos en el suelo. (Fotos:
Leonardo A. Salazar, 2023)

Caryocar costarricense J. D. Sm.

El C. costarricense, también conocido localmente como “Ajo amarillo” o “Ajo”, es un arbol
de gran antigliedad, con algunos individuos estimados en mas de 300 afos. Si bien, los
individuos de esta especie se distribuyen por toda la reserva forestal, se observan
poblaciones de mayor tamafio y concentracién en la parte sur de la peninsula. Los
principales polinizadores de C. costarricense son los murciélagos, ya que las flores tienen
la peculiaridad de abrir durante la noche (fototropismo nocturno). El fruto de esta especie
protege la semilla con un grueso endocarpio, lo que lo hace atractivo para animales e
insectos, promoviendo asi su dispersién y contribuyendo a su éxito reproductivo. En
contrapartida, no se ha observado un dispersor natural evidente para esta especie,
aunque los frutos sean carnosos y capten la atencién de aves y monos, que se sienten
atraidos por los frutos cuando aun estan verdes e inmaturos (Solis et al. 2009, Lobo et al.
2008).



Alcanzando alturas de hasta 50 metros y un didmetro a la altura del pecho (dap) de
aproximadamente 4 metros, este arbol se destaca por su robustez y majestuosidad
(Prance 2010). Su madera posee una durabilidad excepcional y, cuando expuesta al agua,
puede perdurar hasta 10 afios sin deteriorarse. Ademas, el perceptible aroma desde el
suelo bajo su copa durante la época de floracion proviene de sus flores que emanan un
fuerte olor similar al ajo (Alvarado 2014). Una caracteristica distintiva para su identificacion
en campo son sus hojas opuestas y compuestas por 3 foliolos: dos foliolos laterales y uno
terminal (figura 3 D).

Figura 3. Caracteristicas de C. costarricense. A — formato del fuste; B — caracteristica del
tronco; C — frutos carnosos inmaturos D — plantula y hojas trifoliadas. (Fotos: Luana V.
Souza, 2023).

1.1.1. Paramachaerium gruberi Brizicky
El arbol Paramachaerium gruberi de la familia Fabaceae fue originalmente reportado solo

en Panama en Chiriqui, Puerto Armuelles (Vargas 1992). No obstante, en Costa Rica se
documentd por primera vez en 1988 y hasta la fecha se ha identificado una poblacién



concentrada en la Fila Carbonera, en el extremo sur de la Peninsula de Osa,
especificamente dentro de la Reserva Forestal Golfo Dulce (INBio 1999).

Esta especie, conocida localmente como “Sangrillo colorado” en Costa Rica y “Sangrillo
negro” en Panama, ha sido objeto de una intensa explotacion forestal, debido a la alta
demanda de su valiosa madera, apreciada por su textura fina y resistencia excepcional a
plagas y enfermedades (Vargas 2002) (figura 4). Su categoria de conservacion es de
“especie en peligro critico de extincién” debido a su distribucion sumamente restringida y
alto indice de explotacion (UICN 2020).

La propagaciébn de P. gruberi ocurre de manera restringida a regiones donde se
concentran varios individuos, posiblemente debido al peso de sus semillas y tipo de
dispersion, principalmente causada por el viento, y que alcanzan no mas de 100 metros
del arbol madre (Vargas 1992). En la actualidad, los pocos arboles remanentes se
encuentran en areas reducidas, formando grupos aislados en el paisaje. Dadas las
condiciones de aislamiento y el pequefio tamafio de la poblacién, se estima que la
variacion genética puede ser baja (Corea-Arias et al. 2016).

Figura 4. Caracteristicas de P. gruberi. A — fuste; B — raices tabulares; C — hojas
compuestas D — frutos samara. (Fotos: Leonardo A. Salazar y Luana V. Souza, 2023).

El conocimiento sobre la germinacion de las semillas de esta especie es escaso. Estas
tienen una breve viabilidad y pueden germinar dentro del fruto que tiene caracteristica
indehiscente y una vez presentes en condiciones 6ptimas de luz y humedad no presentan
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latencia para germinacion (Vargas 1992). Aparentemente, estes frutos no atraen a
animales especificos como polinizadores o dispersores (Corea-Arias et al. 2016), lo que
resalta la necesidad de realizar mas investigaciones sobre sus rasgos funcionales y sus
principales polinizadores para conservacion genética y manejo adecuado de la especie.
Estas investigaciones son fundamentales considerando su distribucion limitada, su valor

ecoldgico y el impacto que la explotacion forestal tiene en su poblacion.

Cuadro 1. Principales caracteristicas ecologicas y fisiologicas de las especies C.
costarricense, C scottmori y P. gruberi, 2023.

Especie

Couratarii scottmori

Caryocar
costarricense

Paramachaerium
gruberi

Nombre comun

Copo hediondo;
Cachimbo

Ajo Amarillo; Ajo

Sangrillo
Colorado

Familia

Lecythidaceae

Caryocaraceae

Fabaceae

Gremio ecoldgico

Comportamiento

Helidfita durable

Helidfita durable

esciofito
Pr.' n_C|paI Abejas (ggnero Murciélagos Desconocido
polinizador euglossine)
Epoca de floracion Jan-Feb / Jun-Oct Jan-Feb Oct-Nov
Patrén fenolégico Subanual Anual Anual
Reproduccion Hermafrodita Hermafrodita Hermafrodita
Epoca de .
fructificacion Dic-Ene / Mar-Abr Mar-May Abr-May
. . Seco
Tipo de fruto Seco Dehl_sc_ente tipo Fruto carnoso Indehiscente tipo
pixidio samara
Dispersion de L - L
semillas Anemocorica Zoocorica Anemocoarica
Aladas,
Tipo de semilla Alad'as, cwcunplgndo el Desconocido C|rcun,dando el
nacleo seminifero nacleo
seminifero
Tipo de Embrién Disposicion Basal Desconocido D'SSZ::I'O”
Tipo de Fanero-epigeo- . Fanero-epigeo-
Germinacion folidceas Desconocido folidceas




Anélisis de regeneracién

Disefio de muestreo
El censo de regeneracion natural de las especies de este estudio es de naturaleza
exploratoria e inicial, con el objetivo de identificar las principales caracteristicas que estas
especies puedan presentar y proporcionar apoyo para futuras investigaciones. Una vez
seleccionadas las especies, se determinaron los arboles semilleros de referencias en
cada parcela segun los criterios:

1. Produccién de frutos/semillas en afios anteriores.
2. dap de los &rboles semilleros mayor o igual a 40cm.
3. Accesibilidad de las parcelas en el periodo del proyecto.

Debido al estado de peligro de extincion de la flora analizada y la accesibilidad durante el
proyecto, las cantidades de parcelas fueron necesariamente bajas y diferentes para cada
especie, datos detallados en el cuadro 2.

Cuadro 2. Numero de parcelas y subparcelas realizadas para cada especie en el corredor
biolégico Osa, 2023.

Areatotal

Especie Parcelas (ha) Regién
Couratarii scottmori 4 1,20 Los Planes; Rancho Quemado;
Bahia Drake
, Estacién Piro - Osa
Caryocar costarricense 6 0,80 Conservation
Paramachaerium gruberi 1 0,28 Matapalo

Caracteristica de las parcelas

Ubicadas en bosques primarios de la region, cada parcela presentd caracteristicas
distintas en términos de acceso, topografia, cobertura vegetal y proximidad a otros arboles
semilleros de la especie. Para la especie C. costarricense se definié parcelas dentro de la
Estacion Piro, area privada de la organizacion Osa Conservation.

La especie C. scottmori se llevé a cabo en tres diferentes sitios, a la orilla del rio Agujitas
en Bahia Drake y en propiedades privadas de Rancho Quemado y en Los Planes de Osa.
Esta ultima siendo la region que concentra el mayor nimero de individuos de la especie.

En el caso particular de la especie P. gruberi, debido a la notable concentracion de
individuos a lo largo del curso del Rio Quebrada Carbonera, se empled la misma
metodologia descrita apenas en una limitada &rea de 140 m de largo por 20 m de ancho.

Estructura de las parcelas

Cada parcela principal se establecié con una extension de 100 x 20 m, utilizando con un
arbol semillero de la especie de interés como punto inicial de referencia (figura 5 A).
Posteriormente, se subdividi6 en 10 subparcelas de 10 x 20 m para llevar a cabo un
andlisis detallado de las variables de interés (figura 5 B). Siguiendo el método ‘distance
sampling’ (Jensen y Meilby 2012), tal como lo emplea Osa Conservation, la direccion
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cardinal de las parcelas se determind de manera aleatoria con referencia al éarbol
semillero seleccionado.

A) Parcela principal Area total 0.2 ha
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Figura 5. A— Parcela principal para el censo de regeneracién de las especies. B—
Subparcela de 20 x 10 m analisis de las variables de interés. C— Metodologia de
evaluacion de la clase de regeneracion ‘plantulas’ de C. scottmori.

Para la especie Couratarii scottmori, se seleccioné de forma aleatoria cuatro cuadriculas
de 1 m? en cada subparcela con el propésito de evaluar la categoria de regeneracion
plantulas, sumando un total de 4m? por subparcela, totalizando 40m? cubiertos para esa
clase de regeneracion (figura 5 C).

Variables analizadas

Se procedi6 la medicion de las siguientes variables:
1. Por parcela principal: porcentaje de cobertura del dosel, coordinadas geogréficas
de las subparcelas.
2. Por cada individuo muestreado: clase de regeneracion, altura, luminosidad,
estructura de la copa, dap y coordinadas geograficas.

Cada 10 metros de cada parcela principal se midi6 la cobertura del dosel, con uso de un
densiémetro y se ejecutd en cada subparcela un censo de la regeneracion natural de los
individuos observados, separados en 4 (cuatro) clases distintas: (1) Plantulas, individuos
con una altura inferior a 30 cm; (2) Brinzales, individuos con alturas entre 30 cmy 1 m; (3)
Latizales, individuos con mas de 1 m de altura y un diametro a la altura del pecho (DAP)
inferior a 10 cm y (4) fustales, todos los individuos con dap superior a 10 cm.

El equipo de reconocimiento cont6 con el apoyo de profesionales de la organizacion local,
expertos en la identificacion de las especies, entre otros funcionarios y voluntarios de Osa
Conservation que agregaron conocimiento practico en el campo del estudio.

La variable iluminacion se clasificé para todos los individuos observados segun el tipo de
iluminacion que recibe su copa en el bosque, utilizando la propuesta de (Clark y Clark
1992) donde se asignaron valores numéricos para describir el grado de iluminacion
(cuadro 3).
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Cuadro 3. indice de definicion de luminosidad de los individuos

1 Copa no recibe luz directa

2 Copa con alguna luz lateral

3 Copa con alguna luz desde arriba (10-90% de la proyeccién
vertical de la copa expuesta a la luz vertical).

4 Copa con luz completa desde arriba (90% de la proyeccion vertical
de la copa expuesta a la luz vertical)

5 Copa completamente expuesta (a la luz vertical y a la luz lateral)

Para la estructura de la copa se utilizd la metodologia propuesta por Dawkis (1958), en la
cual se identifican cinco tipos de copa (cuadro 4) clasificados numéricamente con la
ayuda visual de la figura 6. Esta metodologia se aplicd exclusivamente a los fustales
observados de las especies de interés.

e i
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T
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Figura 6. llustracion de los tipos de copas. Tomado de Serrano et al. 2018.
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Cuadro 4. indice de definicion para las copas de los arboles. Tomado de Dawkins 1958 y
adaptado por Sdnchez. 2013.

1 Copa perfecta, con una forma circular y simétrica.

2 Copa con buena forma, aunque puede tener un circulo irregular.

3 Copa claramente asimétrica y con una distribucién escasa de
ramas.

4 Copa pobre, fuertemente asimétrica y con pocas ramas principales.

Arbol sin copa o con una copa muy escasa, que cuenta con una o
pocas ramas solamente.

La estadistica descriptiva para analisis de datos sobre individuos de regeneracion fue
realizada con las herramientas Excel 365 y el programa Infostat v2020.

Anélisis morfo-fisioldgico y germinacion

Los frutos y semillas de las especies P. gruberi y C scottmori se enviaron al laboratorio del
Banco de Semillas Forestales (BSF) de CATIE, en Turrialba, Costa Rica. Se adaptaron las
normas internacionales del International Seed Testing Association (ISTA) para las
especies de interés. Luego, se realizaron pruebas de germinacion a fin de verificar la
viabilidad de estas para propagacion.

Debido a la ausencia de frutos maduros en los arboles semilleros de C. costarricense no
se realizd analisis de los frutos o semillas durante el periodo de la investigacién. Por lo
tanto, el estudio sobre estrategias de regeneracion para esta especie fue basado en los
andlisis de la literatura disponible.

Las variables morfofisiolégicas evaluadas fueron: contenido de humedad, biometria de
frutos y semillas, germinacién y velocidad de la germinacion. Las unidades reproductivas
pasaron por un proceso de desinfeccion con NaOCI al 10% por 5 minutos (Alvarado-
Lopez et al. 2014). Luego, secados a la sombra y almacenados en una camara de
temperatura 15°C hasta la preparacion de las pruebas durante 5 dias.

. Contenido de humedad

El contenido de humedad de todos los lotes de semillas se determind gravimétricamente
antes y después de secado en una estufa a 103°C durante 17 h (ISTA 1999). Se
realizaron al menos 4 repeticiones de aproximadamente 5g. El peso de las semillas
después del secado al horno se utiliz6 como valor de la masa media de semillas secas.
De acuerdo con la siguiente férmula:

CH= ((PHM-PSM) /PHM) *100

Donde:

CH = Contenido de humedad (%)

PHM = Peso de la submuestra en himedo
PSM = Peso de la submuestra en seco
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. Peso de mil semillas

Se pesaron 8 repeticiones de 10 semillas para C. scottmori y 10 frutos para P. gruberi
debido a la baja disponibilidad de semillas/frutos de cada especie. Luego, se calcul6 el
promedio del peso de las semillas y se determiné el nimero de semillas por kg, utilizando
la siguiente formula:

PS= (NSM/PM) *100

Donde:

PS= Peso de las semillas (semillas por kilogramo)
NSM= Numero de semillas de la muestra

PM= Peso de la muestra

e Anadlisis Biométrico

Para la determinacion de tamafno de los frutos/semillas, se utilizé un vernier digital (150
mm) en una amuestra de 250 frutos de P. gruberi y 200 semillas de C. scottmori. En los
frutos de P. gruberi se determind el nimero de semillas/fruto. También se determiné el
peso unitario de frutos/semillas con auxilio de una balanza analitica digital (0,01 g).

Pruebas de germinacion
. Viabilidad previa de las semillas

Se cortaron con tijera para podar muestras de 5g de semillas de cada especie
seleccionada aleatoriamente, y se analizé su interior con una lupa a fin de verificar la
calidad, ataque por plagas o contaminacién por patégenos. A partir de esto, se pudo
evaluar el porcentaje de semillas macroscOpicamente viables y separadas las cantidades
para las pruebas de germinacion.

. Pruebas de germinacién

El experimento fue conducido probando diferentes tipos de tratamientos pregerminativos,
los cuales son: (1) sin interferencia en la semilla (testigo), (2) con inmersién en agua a
temperatura ambiente por 12 horas, (3) inmersiébn en agua caliente por 2 minutos y
diferentes concentraciones del acido giberelico (giberelina, GA3), a (4) [L000 mg. L]y (5)
[3000 mg. L] (cuadro 5).

Cuadro 5. Tratamientos pregerminativos realizados con las especies P. gruberiy C.
scottmori, CATIE, 2023.
# Tratamiento pregerminativo
sin tratamiento (testigo)
inmersion en agua temperatura ambiente por 12 horas
inmersion en agua caliente (80°C) por 2 min
inmersion por 24 horas en solucién de giberelina [1000 mg.L?]
inmersion por 24 horas en solucion de giberelina [3000 mg.L™]

O wWNPEF

Para el experimento de germinacion, se emplearon cajas plasticas transparentes y se
utilizé arena lavada como sustrato de acuerdo con las normas de ISTA (1999), en una
camara de germinacién con temperatura controlada a 28°C y fotoperiodo de 12 horas.
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Resultando en un experimento de germinacién con 5 tratamientos y 4 repeticiones para
cada especie. La unidad experimental fue compuesta por 6 semillas de C. scottmori y 6
frutos para P. gruberi por repeticion.

Con el objetivo de medir también el indice de velocidad de emergencia que ultrapasa los
30 dias de andlisis, las pruebas de germinacién tuvieron duracion de 60 dias en cAmara
de germinacion.

e Evaluacion

Se evalué para cada especie el porcentaje de germinacion (%G) y el tiempo promedio de
germinacion (TMG). Luego, acompafiando el crecimiento de semillas germinadas se
evalud el porcentaje de emergencia (E) y el tiempo promedio de emergencia (TME).
Considerando como germinacion la aparicién de la raiz primaria (radicula) con 2 cm a
partir del embrién y el desarrollo de la plantula arriba del nivel del suelo como emergencia.
Ademads, se consideraron plantulas normales aquellas en las que se identifico el
hipocétilo, los cotiledones, el epicdtilo y los protofilos.

Las variables analizadas sometidas a una prueba de normalidad y luego, realizada el
ANOVA con prueba F y significancia a nivel de 5 % de probabilidad. Los promedios de los
tratamientos fueron comparados por la prueba Tukey (P < 0,05).

Resultados y Discusion
Caracterizaciéon de laregeneracion

El promedio de individuos muestreados resulté ser mas bajo para la especie C.
costarricense con promedio de 5 individuos por parcela, en comparacién con C. scottmori
de aproximadamente 90 individuos por parcela. En la proyeccion de individuos por
hectarea no se diferencié las clases de regeneracion y en el caso particular de P. gruberi
de apenas una parcela no se hizo posible calcular el promedio de individuos. Sin
embargo, se proyectd un total de 361 individuos por hectarea de acuerdo con la
observacién de su comportamiento en campo (cuadro 6).

Cuadro 6. Abundancia de individuos de todas las clases de regeneracion observadas. N =
nimero de individuos observados; DE = desviacion estandar; CV = coeficiente de
variacion.

. N Promedio . . Total,

Especie total /parcela DE CV(%)  Min-Max 4103
Couratarii scottmori 361 90,25 63,17 70 24 - 176 451
Caryocar costarricense 34 5,67 1,75 31 4-9 28
Paramachaerium 94 ) i ) 361

gruberi

C. costarricense y C. scottmori presentaron mayor frecuencia para la clase de plantulas
con 35 % y 66 %, respectivamente. La especie C. scottmori evidencié mortalidad en los
individuos brinzales vy latizales, llegando a cero el numero de individuos para la clase
fustales dentro de las parcelas del estudio (cuadro 7). P. gruberi presenté menos de 1 %
de plantulas y brinzales, sin embargo, los fustales y latizales representaron mas de la
mitad de los individuos con 55 y 38%, respectivamente.
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Cuadro 7. Frecuencia relativa de individuos por clase de regeneraciéon y especie.

Especie Plantulas Brinzales Latizales Fustales
Caryocar 0,35 0,12 0,24 0,29
costarricense
Couratarii scottmori 0,61 0,29 0,10 0,00
Paramachaerium
gruberi 0,03 0,03 0,38 0,55

e Caryocar costarricense

Los individuos de C. costarricense presentaron altura minima de 12 cm (plantulas) y
maxima de 7,5 m (fustales). El promedio de altura de fustales fue de 5,10 m con CV de 22
%, donde el dap resulté un promedio de 14,42 cm con CV de 30,2 % (cuadro 8). No se
encontraron en las parcelas individuos con altura mayor que 7,5 m y clases diamétricas

mayores que 30 cm (figura 7 Ay B).
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Figura 7. A 'y B — Histograma de la frecuencia relativa de fustales de Caryocar
costarricense indicando el punto medio de altura 'y dap en cm. C y D — Grafico de barras
de la frecuencia relativa de fustales en las diferentes clases de luminosidad y estructura

de copa.

La mayor concentracion de individuos fustales estan clasificados con iluminacién tipo 2,
indicando que la copa recibe parte de luz lateral (figura 7 C). Mientras que la mayor
frecuencia (52%), para la estructura de la copa result6é ser para la clasificacion tipo 4, de
copa asimétricas con pocas ramas principales (figura 7 D).
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La organizacion Osa Conservation conserva un area del bosque primario, habitat de
especies del dosel como: Tachigali versicolor, Brosimun utile, Cedrela odorata,
Calophyllum brasiliense, Calophyllum mesoamericanun, Virola koschnyi, Otoba
novogranatensis y Terminalia amazonia. En este contexto, existen arboles de otras
especies como Pilon (Hyeronima alchorneoides), con aproximadamente 5,0 m de dap y
altura mayor a 40 m que promueve una base de proteccion para plantulas de varias
especies, incluyendo una plantula muestreada de la especie de interés C. costarricense
(figura 8), sin embargo, se observé en la mayoria de las parcelas C. costarricense como
dominante del dosel (figura 9).

Figura 8. Plantulas de Caryocar costarricense muestreadas en los transectos de la
Estacion Piro - Osa Conservation, Costa Rica, 2023. (Foto: Luana V. Souza, 2023)

Figura 9. Matrices de Caryocar costarricense, Estacion Piro - Osa Conservation, Costa
Rica, 2023.
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e Couratarii scottmori

No se encontraron individuos en la clase fustales para esta especie, lo que no hizo posible
el analisis del dap y de la estructura de copa. Sin embargo, se realizé la clasificacion de
alturas para las clases plantulas, brinzales y latizales (figura 10), con promedio de 42,64 +
47,93 cm de altura, resultando minimo de altura igual a 5 cm (plantulas) y maximo de 3,50
m (latizales). Afadido a esto, se observa la mortalidad de latizales a partir de los 2 m de
altura. La luminosidad en 97% de los individuos no reciben luz directa (clase 1) y apenas
3% estan expuestos a la luz, lo que indica un comportamiento la alta tolerancia a la
sombra en los primeros estadios de crecimiento.

A) Plantulas B) Brinzales
0,621 0.28-
g
5o 0,211
o
o
e o2 0,144
S o :
=
(&
o
- 0,151 0:0?,
180  S71 982 1354 1745 213 2528 2919 33,10 242 358 475 592 708 825 942 1058
Altura (cm) Altura (cm)
C) Latizales
0,70
0,52
0,35
0,171
0,00 . . . I . . 1 )
772 1268 1764 2260 2756 3252 3748
Altura (cm)

Figura 10. Histograma de frecuencia de individuos de C. scottmori por clase de
regeneracion indicado en el eje x el punto medio de altura (cm) de los individuos.

e Paramachaerium gruberi

Con comportamiento diferente de las demas especies, la regeneracion de P. gruberi
resultdé tener mayor concentracién de individuos en la clasificacién fustales (55%) y
apenas 3% de plantulas. Su distribucion de altura de fustales (figura 11 A y B) expone el
comportamiento que obtuvo un promedio de altura de 7,5 m (CV 56,8 %) y promedio de
dap de 19,71 cm (CV 62,9 %) (cuadro 8).

Aungue esta especie presentdé mayor nimero de individuos adultos, al menos 80% tiene
dap promedio de 16,3 cm, lo que puede indicar la dificultad de la especie en alcanzar
mayores diametros de crecimiento, evidenciado con el bajo porcentaje de individuos en
clases mayores de 40 cm de diametro (figura 11 B).
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Figura 11. A y B- Histograma de frecuencia relativa de fustales de Paramachaerium
gruberi, indicado en el eje x el punto medio de altura y dap (cm). C y D— Gréfico de barras
de la frecuencia relativa de fustales por clase de luminosidad y estructura de copa.

En 65% de los individuos se predominé la clase de luminosidad 1, sin luz directa y la
estructura de la copa tipo 3 observada para los fustales, con copas asimétricas y

distribucion escasa de ramas (figura 11 C y D).

Cuadro 8. Resumen de promedios, minimo, maximo, desviacion estandar y coeficiente de
variacion para cada clase de regeneracion de las tres especies amenazadas.

. Min —
, , Clases de Promedio DE .
Especies Variable regeneracion (cm) (cm) Max CV (%)
(cm)
Plantulas 18,22 5,27 12 - 28 28,94
Caryocar Atra prinzales 4278 620 34-48 1450
costarricense (cm)
Latizales 276,50 88,00 132-450 31,83
Fustales 510,00 112,55 350-750 22,07
dap Latizales 5,70 1,61 3-8,50 28,32
(cm) Fustales 14,42 4,36 10-24 30,26
gggtrt";‘;f‘;r'i' A(gr‘i]r)"" Plantulas 1822 527 12-28 2894
Brinzales 42,78 6,20 34 - 48 14,50
Latizales 276,50 88,00 132-450 31,83
Fustales * 0,00 0,00 0,00 0,00
Paramachaerium  Altura Plantulas 29,03 0,95 28,10 — 3,27
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Clases de  Promedio DE Min —

. . A 0,
Especies Variable regeneracion (cm) (cm) Max CV (%)
(cm)
gruberi (cm) 30,0
. 35,20 —
Brinzales 44,40 8,51 52.00 19,17
. 180,0 —
Latizales 314,57 175,61 1250,0 55,82
255,0 —
Fustales 749,91 425,83 2000,0 56,78
dap .
(cm) Latizales 6,49 2,32 1,0-9,90 35,75
10,20 —
Fustales 19,71 12,41 71,30 62,95

*Ademas del arbol semillero escogido, no se report6 individuos adultos (fustales) dentro
de las parcelas del estudio para la especie Couratarii scottmori.

e Asociacion entre clases de regeneracion y distancia del arbol semillero

La figura 12 representada por el grafico Bi-plot por andlisis de correspondencia,
ejemplifica el comportamiento de la abundancia de cada clase de regeneracion con
relacion a la distancia de los arboles semilleros.

El Caryocar costarricense exhibié una mayor asociacion entre plantulas y brinzales con
las distancias entre 20 y 70 metros del arbol semillero, mientras que los latizales y fustales
se concentraron entre los metros 10 y 20 de distancia (Chi Cuadrado = 29,59, Pyaior =
0,0135). Lo que demuestra un comportamiento de mayor tolerancia a la sombra de la
especie, donde los latizales y fustales se observan con mejor crecimiento debajo de la
copa de los arboles semilleros.

Es posible que el peso de sus frutos tipo drupas esté relacionado con los resultados de
distancia de individuos del arbol semillero, estos frutos presentan una semilla que alcanza
4 cm de diametro aproximadamente (Lobo et al. 2007) y son atractivos para los animales.
Aunque, no existen observaciones directas sobre la dispersion de frutos de C.
costarricense, se observé durante el estudio las lapas rojas (Ara macao) predando frutos
aun inmaturos, también reportado por Solis et al. (2009).

El fuerte banco de plantulas de C. scottmori presenté mayor asociacion entre los primeros
10 y 70 metros de distancia del arbol semillero (figura 12), mientras que los latizales estan
mas presentes a partir de los 80 m hasta 100 m del &rbol (Chi Cuadrado = 65,78, Pvaior <
0,0001). Esos resultados demuestran que los individuos pueden llegar a largas distancias
(> 50 m), ademéds, puede indicar la necesidad de realizar transectos mas largos en
proximos estudios de la especie.

Las Lecythidaceae, subordinadas a la orden Lecythidales, poseen frutos dehiscentes o
indehiscentes. En C. scottmori el fruto se clasifica como dehiscente, tipo pixidio,
caracterizado por una dehiscencia transversal, con formacion de un pericarpio en general
lefioso y cilindrico (Prance 1981), lo cual permite su dispersién de semillas principalmente
por el viento (Procopio 2010).
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En el caso de semillas dispersadas predominantemente por el viento, la razén
superficie/peso (cm?/g) de las semillas puede influir en su capacidad dispersion. Esas
diferencias son observadas en las especies del género Couratarii estudiadas por Procopio
(2010), la cual relaté una razén de 77 cm?/g para la especie C. guianensis con gran
superficie y menor peso de semillas, mientras que otras especies como C. atrovinosa y C.
stellata con superficies menores y embriones mas pesados, resultaron una razén de 25
cm?/g.

Por lo tanto, la alta relacion entre superficie y peso de la semilla implica una mayor ventaja
para la dispersion a largas distancias, lo que esta de acuerdo con lo encontrado para C.
scottmori, con relacion de 59,78 cm?/g.

Caryocar costaricense Couratarii scottmori
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1,00 e 0,60, Latizales
0,50 0,33 30-40
Plantulas .80'90 ®
— ; 10-20 =
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o e ®
90-100
-1,00-, T T T J -0,50-, v T T 1
-1,10 -0,55 0,00 0,55 1,10 -0,50 -0,19 0,11 0,42 0,73
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Figura 12. Gréfico Bi-plot por andlisis de correspondencia de clases de regeneracion
asociadas a las distancias del arbol semillero de la parcela.

Anélisis morfo-fisiol6gico de semillas

Un arbol semillero produce semillas con un grado de tolerancia a deshidratacion muy
variable bajo condiciones ambientales de estrés (Magnitskiy y Plaza 2007). En el contexto
de conservacion de especies, adquirir el conocimiento sobre la dinamica actual de la
germinacion de especies nativas entre los diferentes ecosistemas es importante para el
desarrollo de protocolos de germinacién mas adecuados a la situacion climatica actual
(Vargas-Figueroa & Torres-Gonzalez, 2018).

e Recolecciéon de semillas

La recolecta de semillas y frutos se llevé a cabo en el periodo seco durante los meses de
febrero y marzo. En 2023, se monitore6 un comportamiento fenol6gico atipico de los
arboles, con fructificacién anticipada. Por lo tanto, se recolectaron las semillas de C.
scottmori y frutos de P. gruberi directamente del suelo.

Las semillas de C. scottmori provienen de dos diferentes arboles semilleros del subsitio
Los Planes y los frutos de P. gruberi son de al menos 5 arboles semilleros ubicados en el
extremo sur de la peninsula. No se encontr6 frutos maduros de Caryocar costarricense
durante el periodo del estudio, lo que imposibilitd los analisis de morfofisiolégicos de
semillas para esta especie.
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Couratarii scottmori

Se recibié un total de 236,70 g con aproximadamente 715 semillas de dos arboles
semilleros. Luego de realizada la asepsia, se determiné el contenido de humedad vy el
peso de mil semillas estimado (cuadro 9), asi como se midi6 las dimensiones anatomicas
de las semillas de C. scottmori (cuadro 11) y la caracterizacion del embrion (figura 16).
Para las pruebas de germinacion se mezclaron los dos lotes de semillas disponibles con
el objetivo de obtener cantidad suficiente de repeticiones.

Cuadro 9. Datos de semillas de C. scottmori de arboles semilleros de los Planes de Osa,
2023.

. . Tasa de
. Peso de mil Promedio Cv
Especie Ok DE o Humedad
semillas* (g) (@) (%) Inicial (%)
Couratarii scottmori 331,5 0,289 0,071 24,67 26,9

*El peso de mil semillas fue realizado con 8 repeticiones de 10 semillas cada repeticion,
debido a la poca cantidad disponible de cada lote para los andlisis.

Con un contenido de humedad de 26,9% se considera C. scottmori una especie
susceptible a la deshidratacién y a la sensibilidad a temperaturas bajas prolongadas, lo
gue limita su almacenamiento a largo plazo pues contiene una alta tasa de humedad (> 15
%). Este alto contenido de humedad puede acelerar el proceso de envejecimiento
proporcionando condiciones ideales para la contaminacién por hongos, y disminuyendo la
calidad de propagacién y el vigor de las semillas (Pedrini y Dixon 2020).

Por lo tanto, la humedad inicial relacionado a la calidad y cantidad de reservas en semillas
con mayores 0 menores tamafios también es un factor que influye en el éxito del
establecimiento y sobrevivencia durante la fase de emergencia de plantulas (Camargo et
al. 2002).

e Andlisis biométrico
La media de masa para las semillas de C. scottmori presenté valor méximo de 0,431 gy
minimo de 0,031 g (figura 13). Al comparar con los valores generales de las semillas

muestreadas fue considerado como un valor atipico en el conjunto de la muestra total, con
una desviacion estandar baja de 0,07, resultando una mayor estabilidad de los datos.
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Couratarii scottmori
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Figura 13. Diagrama de cajas (boxplot), con valores de maximo, minimo, primer y tercer
cuartil con la marca central en el box indicando el promedio; el marcador central
comprende la mediana del peso de semillas de Couratarii scottmori, Los Planes de Osa,
2023.

Para examinar la distribucion de probabilidad del peso de las semillas, se analiza el valor
de curtosis del cuadro 10. La curtosis indica el grado de concentracion de los valores
alrededor de una medida central (0,263). La distribucién de probabilidad se categoriz6
como mayor que 0,263, lo que describe los datos de peso de las semillas con una curva
platicurtica.

Cuadro 10. Medidas de posicion y dispersion, para el peso de 200 semillas recolectadas
de Couratarii scottmori, utilizando la estadistica descriptiva. Peninsula de Osa, 2023.

Medidas de posicion Medidas de dispersion
Promedio 0,289 Varianza 0,00509
Moda 0,332 Desviacion estandar 0,07140
Mediana 0,298 Curtosis 0,90683
CV (%) 24,67 Amplitud 0,400

Las curvas platicurticas son de frecuencia méas aplastadas con relacion a una curva
normal. Es decir que las mayores frecuencias no estan asociadas a los valores centrales
de la distribuciéon. Ademas, la curva de asimetria de los datos resulté un valor negativo de
0,90, es decir, las mayores frecuencias estan asociadas a los mayores pesos de semillas
muestreadas (figura 14).
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Figura 14. Distribucion de frecuencia de semillas por clase de peso en gramos de la
especie C. scottmori.
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Figura 15. Metodologia de andlisis de biometria para semillas de C. scottmori, CATIE,
2023.

El andlisis morfométrico por arbol semillero resulté en valores promedios de semillas de
0,333 g (lote 1) y 0,246 g (lote 2). Apenas en la variable Alto (con ala) el lote 1 presenta
valor menor que el lote 2 (cuadro 11).

Cuadro 11. Caracterizacion morfométrica de 200 semillas de C. scottmori de dos arboles
semilleros ubicados en Los Planes, Peninsula de Osa, 2023.

Promedios (mm)
Alto Alto (sinala) Largo Largo (sinala) Ancho Peso MF (g)

Lote 1 55,994 23,334 33,458 13,323 1,787 0,333
Lote 2 56,356 22,478 28,221 11,840 1,470 0,246
Promedio 56,175 22,906 30,839 12,581 1,629 0,289
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MF= masa fresca

Las semillas de C. scottmori comparadas con aquellas de mismo género, resultaron tener
un promedio longitudinal con el ala de 5,61 cm; longitud sin ala de 2,3 cm; largo con ala
de 3,08 cm y largo sin ala de 1,26 cm (cuadro 11). El valor de ancho de 1,62 mm se ve
préximo del dato para C. atrovinosa que es de 1,7 mm, sin embargo, presenta menor area
superficial entre todas las especies Couratarii, con 5,3 cm? (Procopio 2010). Por fin, C.
scottmori resultdé tener area superficial de 17,31 cm?, de acuerdo con la morfometria
detallada por Prance (1981).

e Caracterizacion del embrién y germinacion

De acuerdo con Pereira & Secorun (2007), la germinacion del género Couratarii es del
tipo fanerocotiledonar y epigea, con cotiledones foliaceos (figura 17), denominada como
fanero-epigeo-foliaceas. Esta caracteristica puede considerarse como estrategias
adaptativas fundamentales para el establecimiento inicial de la especie.

Figura 16. Embridon de Couratarii scottmori. (A) r: radicula; tv: tejido vascular. (B) cf:
cotiledones foliaceos.

e Pruebade germinacién
El tratamiento que presentd menor tiempo promedio de germinacién (TPG) fue el

tratamiento 2 (inmersion en agua) a los 21 dias, aunque no se presentaron diferencias
significativas entre medias de tratamientos con relacién al TPG (cuadro 13).
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Figura 17. Experimento de C. scottmori en cadmara de germinacion en el Banco de
Semillas Forestales, CATIE, 2023.

En la camara de germinacion (figura 17), los tratamientos 2 y 4 obtuvieron resultados
similares de 83% de semillas germinadas. Se observé que las semillas de Couratarii
scottmori son ausentes de dormancia fisica o quimica para la germinacién, pues su
episperma (capa que protege su embrién) no posee impermeabilidad y favorece la
absorcion de agua corroborado por la velocidad de germinacion, considerando que el
tratamiento 2 de inmersién de semillas en agua por mas de 12 horas presenté resultados
satisfactorios y de rapida germinacion (figura 18).

87-

—e&—Testigo
—C—Agua 12hrs
644 |—¢—AG 1000 mg/L
—C—AG 3000 mg/L

42]

194

%Promedio de germinacion

A 8 16 25 34
Dias
Figura 18. Curvas de velocidad de germinacion para los tratamientos pregerminativos de
la especie Couratarii scottmori, 2023.
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Cuadro 12. Resultados estadisticos sobre porcentaje de germinacion (%G), tiempo
promedio de germinacién (TPM), promedio de altura de plantulas (PAP), promedio de
raices de plantulas (PRP), con comparacion entre tratamientos pregerminativos
realizados.

Tratamiento %G TPG (dias) PAP (cm) PRP (cm)
1- Testigo 70,752 242 82,342 54,612
2 —Agua T°C ambiente 83,257 218 103,522 73,672
3 —Agua T°C 80°C/2min. - - - -
4 — AG [1000 mg.L?] 83,257 238 91,032 57,952
5 —AG [3000 mg.L™] 21,00° 252 84,452 40,642

* Promedios con letra comun en columnas no difieren significativamente entre si por la
prueba Tukey a 5 % de probabilidad (p > 0,05).

En el experimento, todas las semillas viables, en condiciones de luz y temperatura
constantes, emitieron la radicula antes de los 30 dias. Sin embargo, el tratamiento 3 de
inmersion en agua caliente no fue exitoso para germinar en ninguna de las repeticiones,
indicando la sensibilidad del tegumento de las semillas a altas temperaturas y
corroborando la facil absorcién por el tegumento.

Ademas, la comparacion entre los tratamientos pregerminativos en C. scotmorii no
presentaron diferencias significativas por la prueba Tukey (p < 0,05) con las medias de las
variables TPG, PAP, PRP, resultando medias estadisticamente iguales.

En contraste, el porcentaje de germinacién de C. scottmori se vio afectado negativamente
por la concentracién mas alta de acido giberélico [3000 mg. L], (tratamiento 5), con
porcentaje promedio de germinacibn de aproximadamente 21 %, difiriendo
estadisticamente de los tratamientos 1, 2 y 4. El tratamiento 3 no fue considerado en los
andlisis estadisticos por resultar en porcentajes de germinacion nulos.

e Presencia de plantulas albinas (sin clorofila)

Durante el experimento, se observo la germinacion de dos plantulas que presentaron
albinismo (figura 19), la coloracién blanca o albinismo en las plantas esta asociado a la
falta de pigmentacién clorofilica, lo que resulta en partes de la planta sin color (blancos).
Esta deficiencia puede estar relacionada a efectos negativos en su reproduccion debido a
deriva genética, que puede resultar de la fragmentacion y/o aislamiento de poblaciones, lo
que reducen o interrumpen los flujos genéticos (Corea 2012). Los cuales las especies
amenazadas que estan en alto riesgo de reduccion, con poblaciones que cuentan con
menos 50-100 individuos pueden expresar (Monge y Brenes 2003).
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Figura 19. Pléntula sin clorofila en experimentos de germinacion de Couratarii scottmori,
BSF, 2023.

Es importante destacar que, en los sitios de estudio, también se observaron plantulas
albinas en el mismo afio, estas no fueron no cuantificadas (figura 20).

3 e - 3 e, O ‘ ‘\
Figura 20. Plantulas de Couratarii scottmori sin clorofila, Los Planes, Peninsula de Osa,
Costa Rica, 2023 (Foto: Leonardo A. Salazar y Maria José M. Quirés, 2023).

A

Pifia-Rodrigues y colaboradores (2007) destacan como la pérdida de la diversidad
genética puede incrementar posibilidades de extincion de las especies, debido al aumento
de la endogamia y la coancestria. En este contexto, investigaciones previas con especies
forestales con bajas poblaciones en Costa Rica, como Cedrela salvadorensis, han
sefialado la presencia de plantulas albinas sin clorofila y en otras especies plantulas
enanas, con muy poco vigor, con hojas deformes o atipicas (Corea 2012). Por lo tanto,
estan indicados problemas de diversidad genética en las poblaciones de C. scottmori, con
la presencia de inimeras plantulas sin clorofila con baja sobrevivencia en campo.

Los autores Morales-Salazar et al. (2013), demuestran que el mayor nimero de especies
amenazadas se concentran en los bosques primarios y en bosques secundarios de mayor
edad. Esto refuerza el alto potencial de conservacion y conectividad de bosques
secundarios. Por ende, poner en riesgo estos ecosistemas en recuperacion, la poblacion
efectiva de especies amenazadas puede continuar reduciéndose, provocando un aumento
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exponencial de la probabilidad de erosion genética dentro de una especie (Monge y
Brenes 2003, Corea 2012).

Paramachaerium gruberi

Se realiz6 la determinacion del peso total colectado, numero de semillas estimado por
fruto y la tasa de humedad de los frutos de P. gruberi (cuadro 13). El periodo estimado de
caida de los frutos se esperaba entre abril-mayo de 2023, coincidiendo con el inicio del
periodo lluvioso en la regién. Sin embargo, al observar la caida de frutos anticipada
(febrero de 2023), estos fueron colectados para los andlisis de laboratorio directamente
del suelo. Después de marzo/2023, no se observaron mas frutos de P. gruberi en buena
calidad en la region.

Los frutos fueron sometidos a desinfeccion descripta en la metodologia y secados a la
sombra en el BSF durante la preparacion de los andlisis, de acuerdo con estudios de
Vargas (1992).

Cuadro 13. Caracteristicas generales de frutos de P. gruberi recolectados en el mes de
febrero, Matapalo, Peninsula de Osa, 2023.

Peso . . Tasa de

. Promedio Cv Promedio
Especie total DE . Humedad
@) (@) (%) semillas/fruto Fruto (%)

Paramachaerium

gruberi 715,8 1,08 0,28 25,60 1 13,0

En el caso de P. gruberi el fruto se clasifica como indehiscente tipo samara, con
disposicién de 4-5 camaras seminiferas donde las semillas germinan aun dentro el fruto
(Vargas, 2002) (figura 23 B). Se realizé la apertura de 50 frutos para cuantificar el
promedio de semillas por fruto, lo que arrojé una probabilidad de 54 % de que los frutos
tengan al menos una semilla viable, seguido de 22 % de chance de no presentar semillas,
18 % de tener al menos 2 semillas y 6 % de tener 3 semillas por fruto (cuadro 14).

Cuadro 14. Porcentaje de nimero de semillas extraidas de 50 frutos de Paramachaerium
gruberi, Peninsula de Osa, 2023.

NuUmero de Conteo Probabilidad
semillas/fruto # %
0 semillas 11 22
1 semilla 27 54
2 semillas 9 18
3 semillas 3 6

Estos resultados muestran valores similares a aquellos observados por Vargas (1992) en
Panama, siendo este el Unico estudio anterior sobre la germinacion de P. gruberi. Este
encontré de una a tres semillas viables en el 70% de frutos de P. gruberi, resultando en
51,43% de frutos con probabilidad de tener una semilla 'y 15,71% o 2,86% de contener al
menos dos o tres semillas, respectivamente.
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Figura 21. Fruto de Paramachaerium gruberi tipo samara (A), cinco cdmaras seminiferas
(B) y presencia de semilla seca en su interior (C).

e Caracterizacion del embrién

Las semillas fueron extraidas con dificultad del interior de los frutos, con un aspecto
arrugado y seco (figura 22 A). Algunas de estas fueron dispuestas en placas Petri con
agua de veinte a treinta minutos y presentaron absorcién por el tegumento, lo que hizo
posible la incisién longitudinal para observacion del embrién en su interior (figura 22 B).

Figura 22. A - Semillas extraidas de frutos de Paramachaerium gruberi. Con aspecto seco
y aparentemente inviables. B — Semillas después de media hora emergidas en agua y
turgentes, aparentemente viables.

En la semilla de P. gruberi fue posible identificar el tegumento que recubre las semillas
(episperma), los cotiledones y la estructura primaria de raiz, y la radicula (figura 23).
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Figura 23. Embrion de Paramachaerium gruberi. R: radicula; TV: tejido vascular. EPI:
episperma.

La familia Fabaceae se subdividide en tres subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae y
Mimosoideae, siendo una de las mayores familias de angiospermas. Debido la diversidad
morfol6gica existente dentro de la familia, conocer aspectos de la morfologia interna de
las semillas es de grande importancia para el conocimiento cientifico a nivel de especie
(Gunn, 1984).

Los cotiledones observados en Fabaceae pueden ser del tipo foliaceos, reducidos, o de
reserva. En el caso de P. gruberi, presenta un tipo de cotiledon de formato oblongo
adaptado para el almacenamiento y no para hacer fotosintesis. Existen pocos estudios
que aborden la complejidad de las reservas en las semillas, y no existe una delimitacion
clara entre el final de su desarrollo y el comienzo de la germinacién, siendo consideradas
metabdlicamente activas durante todas las fases (Kermode 1997).

e Analisis Biométrico

Tras caracterizar el embridn, se realizé un analisis estadistico descriptivo sobre el peso de
250 frutos de P. gruberi. En el diagrama de cajas (figura 24) estan representados los
valores de maximo, minimo, mediana, primer y tercer cuartil, con fines de un analisis
detallado sobre la distribucion de la masa de los frutos recibidos.

Paramachaerium gruberi

2 46-

2,00

1,541

Feso de frutos (g

1,08

0,62 . .

Figura 24. Diagrama de cajas (boxplot), presentando los valores de maximo, minimo,
primer y tercer cuartil con la marca central en el box indicando el promedio; el marcador
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central comprende la mediana del peso de frutos de Paramachaerium gruberi, Fila
Carbonera, Peninsula de Osa, 2023.

Las medidas de posicidon revelan que los frutos recolectados en la region tienen un
promedio de 1,07 g (cuadro 15), valor menor que los resultados encontrados en Panama,
de aproximadamente 2,16 g por fruto (Vargas 1992).

Cuadro 15. Medidas de posicién y dispersion de 250 frutos de un grupo de matrizes de
Paramachaerium gruberi, utilizando la estadistica descriptiva, Peninsula de Osa, 2023.

Medidas de posicion Medidas de dispersion
Promedio 1,07 Varianza 0,07032
Desviacién
Moda 1,04 estandar 0,26518
Mediana 1,0565 Curtosis 0,23124
CV (%) 24,70 Amplitud 1,51

En cuanto al resultado de curtosis sobre la distribucion de los datos (cuadro 15), la
distribucién de probabilidad se categoriz6 como una curva leptocdrtica, con valor de
0,231, menor que 0,263. Esto indica que la curva de frecuencias es mas afilada que la
curva normal. Ademas, los datos presentan una asimetria positiva, lo que sugiere que las
frecuencias se concentran en valores mas bajos de pesos de los frutos muestreados
(figura 25).

Paramachaerium gruberi

0,29-

0,211

0,144

0,071

Frecuencia relativa

0,00 . . . . . — I
058 082 106 130 154 178 202 226 250
Peso de frutos (g)
Figura 25. Distribuciéon de frecuencia de semillas por clase de peso en gramos de la
especie P. gruberi.

e Pruebas de germinacion

Finalmente, se realizé una prueba de germinacion con 120 frutos del P. gruberi durante 60
dias con el objetivo de observar también el indice de velocidad de emergencia, ademas
de la tasa de germinacion con la protrusion de la radicula. Todos los tratamientos
realizados presentaron ataque por patdégenos fungicos a partir de dos semanas del
experimento (figura 26).
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Figura 26. Presencia de patdégenos fungicos a los 15 dias de inicio de la prueba de
germinacion con frutos de Paramachaerium gruberi, BSF, CATIE, 2023.

A fin de evitar una mayor propagacion de patdgenos aerébicos, se cubri6 los frutos de P.
gruberi con una camada de arena fina a los 15 dias de inicio del experimento. Se
identificé la emision de la radicula en un fruto del tratamiento 3 (remojo en agua caliente)
después de 37 dias, la cual no sobrevivié hasta el final de la prueba.

Sin embargo, en el tratamiento 2 de remojo en agua natural por 12 horas, se observo la
emision de la radicula en una semilla de un fruto al dia 24, con apertura de las primeras
hojas al dia 33, sobreviviendo hasta el término de los andlisis (figura 29).

Es relevante considerar la posibilidad de que estos frutos posiblemente no alcanzaron su
Optimo grado de madurez de las semillas, ademas de la suposicion de que las
condiciones del bosque de humedad y luz podrian tener efectos negativos en el momento
de la recoleccién de estos frutos. Vargas (1992) también sostiene que las semillas de P.
gruberi manifiestan una notable sensibilidad a diversas condiciones de iluminacion y
humedad, lo cual resulta en una disminucion gradual de su capacidad germinativa.

Dado que P. gruberi es una especie que se caracteriza por su estrategia de germinacion
acelerada en condiciones de luz y humedad favorables (Vargas 1992) la baja tasa de
germinacion del estudio realizado en 2023 podria estar relacionada con la tardia
recoleccion de frutos directamente del suelo. Se considera que la variabilidad del clima y
humedad del bosque puede haber interferido en la viabilidad de las semillas para las
pruebas de germinacion, siendo una especie con semillas de caracteristica sensible al
cambio climético.
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Figura 27. A — germinacion de Paramachaerium gruberi a los 35 dias de la prueba. B —
plantula a los 60 dias de la prueba de germinacién, BSF, Costa Rica, 2023.

Conclusiones

Los resultados de esta investigacion deben considerarse como preliminares vy
exploratorios, donde se destaca la escasez de informaciones cientificas principalmente a
nivel de germinacién de las especies C. scottmori, C. costarricense y P. gruberi.

La especie C. scottmori presenta un importante banco de plantulas para la propagacion ex
situ, se describe las semillas con tegumento permeable y sensible a altas temperaturas,
de facil propagacion, con mayor velocidad de germinacién cuando inmersas en agua a
temperatura ambiente.

La especie P. gruberi resulté bajo numero de plantulas indicando que esta estrategia quiza
no sea el principal medio de propagacion de la especie. Se describe la semilla de P.
gruberi como sensible a la desecacion.

La especie C. costarricense tiene pocos individuos en las clases de regeneracion
observadas, no obstante, presenté individuos en todas las clases de regeneracion.
Buenas practicas de manejo silviculturales pueden ser indicadas para acelerar el buen
desarrollo de la especie con banco de plantulas importante para la propagacion ex situ.

Esta investigacion amplié los conocimientos en términos morfolégicos de las semillas,
frutos, plantulas y actual regeneracion de las especies. Ademas, proporciond datos que
pueden ser considerados en planos de manejo futuros, reforzando la importancia de
alcanzar mas conocimiento para la conservacion y propagacion ex situ de las mismas.

e Recomendaciones
Examinar caracteristicas de las semillas tales como la humedad y viabilidad en el punto
de méaxima maduracion de los frutos y principalmente la resistencia a desecacién para la
propagacion ex situ.
Continuar con estas investigaciones, comparando la germinacién de diferentes arboles

semilleros, acompafiando también la velocidad de crecimiento y reclutamiento de nuevos
individuos de estas especies en la region.
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El comportamiento de la especie P. gruberi sugiere otro tipo de propagacion
predominante, ademas de la reproduccion sexuada por semillas, que se indica investigar
en estudios futuros de la especie.

La preservacion de nucleos de las especies puede desempefiar un papel crucial en la
conservacion y regeneracion de poblaciones amenazadas. En este estudio se informdé la
ocurrencia de plantulas sin clorofila de C. scottmori y se requiere mas investigaciones
sobre la frecuencia y causas del albinismo en el sitio de Los Planes.
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