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Técnicas de recubrimiento de semillas forestales para su uso en dispersion artificial para la

restauracion ecoldgica en el bosque seco, Costa Rica.

Maria Stefannie Chavarria Barquero*

Resumen

Los suelos degradados, o las condiciones hidricas limitadas pueden dificultar la germinacién de
las semillas, debido a que no proporcionan las condiciones adecuadas para su desarrollo optimo.
Una alternativa para facilitar la repoblacion natural es mediante la dispersion artificial de semillas,
para lo cual se debe evaluar la eficiencia del recubrimiento de semillas y su costo. Para evaluar la
técnica se llevaron a cabo dos experimentos: el primero consistié en un ambiente controlado
desarrollado en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR), mientras que la prueba de campo
se realizd en la Estacion Experimental Forestal Horizontes (EEFH). En la primera parte se
utilizaron 4 especies: Tabebuia rosea (TR), Handroanthus impetiginosus (HI), Gliricidia sepium
(GS) y Guazuma ulmifolia (G), y en la segunda parte solo se usaron las 3 primeras especies. Para
ambas pruebas, las especies se sometieron a los mismos encapsulados, siendo el primero la semilla
en estado natural, el segundo es de arcilla, el tercero,-suelo arcilloso con suelo micorrizado, y el
altimo, suelo arcilloso y suelo con inéculos de Trichodema spp. Segun los datos obtenidos en
laboratorio, el tratamiento que tuvo mejores resultados fue el suelo con micorrizas; sin embargo,
se debe considerar las pruebas in vitro y de tincion. Las pruebas en campo indicaron que el mejor
tratamiento fue el de Trichoderma spp aunque se tiene que considerar aspectos del entorno como
la depredacion. Finalmente, se concluye que los mejores resultados son aquellos tratamientos

donde se realizaron encapsulados.
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Forest seed coating techniques for use in artificial dispersal for ecological restoration in dry

forests, Costa Rica.

Maria Stefannie Chavarria Barquero*

Abstract

Degrades soilds, or limited water conditions can difficult the germination of seeds, because dont
provide the right conditions for the optimal development. One alternative to facilitate the natural
repopulation is trought artificial dispertion of seeds, for which it is due be evaluate efficiency of
seed coating and cost. To evaluate the technique was do 2 experiments: Fist consist in a controlate
enviorement at Instituto Tecnologico de Costa Rica (ITCR), while the field testing was make in
Estacion Experimental Forestal Horizontes (EEFH). On the first step were use 4 species: Tabebuia
rosea (TR), Handroanthus impetiginosus (HI), Gliwricidia sepium (GS) and Guazuma ulmifolia
(G), and the second step only were use 3 species. For both test, the species were subjected to same
encapsulate, the first seed was in natural state, the second with clay, the third with clay soild and
micorrized soild, and the last with clay soild and inoculum of Trichoderma spp soild. According
with the data obtained in the lab, the treatment with the best results was the micorrized soild,
should be considerated the invitro and stainting test. The fild testing indicated the the best treatment
was Trichoderma spp althougt be considerate the enviroment and depredation. Finally, it's

concluted that the best results are treatments were make it encapsulate
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Capitulo 1. Técnicas de recubrimiento de semillas forestales y germinacién en con
condiciones controladas.

Introduccion

En los altimos siglos, los modelos de produccion y consumo a nivel global han tomado fuerza; sin
embargo, la mayoria se ha vuelto insostenible, particularmente en los paises industrializados,
causando el deterioro continuo en el medio ambiente global, provocando que los ecosistemas del
mundo se estén degradando més rapido de lo que se recuperan [1]. Ademaés, se afiade a la
explotacion de materias primas, el aumento en la fragmentacion, la deforestacion, el cambio de

uso de suelo y la contaminacion los problemas de degradacion [2].

Esto ha provocado una serie de consecuencias donde sobresalen la hambruna, los extremos
climaticos, la pérdida de especies y las enfermedades. Debido a esto se han planteado diversas
respuestas enfocadas en el desarrollo sostenible y la recuperacion ambiental [3]. Por lo que, ;temas
como la restauracion han tomado popularidad o protagonismo?, con la finalidad, de lograr el

objetivo de iniciar o acelerar la recuperacion de los ecosistemas [4].

Se han intentado implementar métodos de diferentes disciplinas con la finalidad de garantizar el
éxito en proyectos de restauracion, como la siembra al voleo, debido a que presenta varias
facilidades; ya que, la técnica consiste en esparcir semillas en un &rea determinada y de manera
uniforme, ademas, de la capacidad de renovarse al implementar nuevas tecnologias como
vehiculos aéreos no tripulados [5, 6]. Otra técnica que ha tomado popularidad y se ha

complementado con la siembra de voleo es la técnica de Fukuoka, o encapsulado de semillas [7].

Los encapsulados de semillas son una técnica que ha ganado popularidad en los ultimos tiempos,
el componente principal para su elaboracion y que se ha mantenido a lo largo de las diferentes
versiones es la arcilla, ademas, de que en mayor medida su uso se limitaba a semillas de gramineas
y florales [8]. No obstante, en la actualidad el material de elaboracion ha cambiado, provocando
gran variedad de posibles combinaciones o sustratos, los cuales se pueden moldear segin las

especies de interés y las condiciones de sitio donde se desea hacer restauracion [9].

Entre nuevas versiones estan el incluir enmiendas nutricionales a los encapsulados, debido a la
necesidad de restaurar zonas que presenten suelos degradados debido a la sobreexplotacion de

recursos, zonas aridas, sin cobertura y con suelos compactados [10, 7, 11]. Por lo que, la presencia

10



de estas enmiendas ha provocado que los efectos sobre la germinacion, el crecimiento y el
rendimiento suelan ser positivos, sin embargo, existe la posibilidad de estos generen impactos
nocivos en la germinacion y emergencia causada por estrés osmotico inducido por nutrientes [12,
13].

Por lo que se debe considerar la combinacion para la elaboracion de los encapsulados como uno
de los factores de éxito en restauraciones con esta técnica, incluso en investigaciones anteriores,
se observad que algunas combinaciones disminuian la depredacion [9], siendo este Gltimo junto con
las condiciones del sitio y las condiciones climaticas, las mayores limitantes. Por estas razones, es
necesario obtener un encapsulado elaborado de un sustrato que genere un aporte nutricional, que

resulte beneficioso para el desarrollo de las plantulas.

Materiales y Métodos

Sitio experimental

El proyecto se realiz6 en el campus central del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR) ubicado
en Cartago, Costa Rica, y en especifico en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB)
ubicado entre las coordenadas (-83° 54' 27.60" y 9° 51' 10.85™) bajo el sistema de proyeccion
WGS84, donde se encontraban las cdmaras de germinacién programables con temperatura, la
humedad y la cantidad de horas luz. Por otro lado, en el Centro de Investigacion en Innovacion
Forestal (CIF) de la Escuela de Ingenieria Forestal ubicado en las coordenadas (-83° 49' 8.96" y
9° 50' 59.77") bajo el sistema de proyeccion WGS84 se realizaron las pruebas de comprobacion
de los componentes para la elaboracion de los encapsulados, asi como las pruebas de tincion y in

vitro.

Los datos que se utilizaron para configurar las camaras de germinacién en la Estacién
Experimental Forestal Horizontes (EEFH) ubicada dentro del Area de Conservacion Guanacaste
(ACG) entre las coordenadas (-85° 35' 44.08" y 10° 42' 47.32") en WGS84, sitio donde se
realizaron las pruebas de campo. La caracterizacion climatica considera una precipitacion que;
varia de 1800 a 2100 mm anuales, una temperatura media anual de 29 °C durante el dia y de 24

°C durante la noche; la humedad relativa promedio es de 78% [14, 15, 16].

Para la formulacién del recubrimiento se utilizaron 2 tipos de suelos el primero fue obtenido en el

Vivero Forestal del ITCR, el cual proviene de las zonas agricolas en la parte norte de Oreamuno
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en las faldas del volcan Irazu, mientras, que el suelo arcilloso que se usé como base, fue obtenido
de una finca en San Isidro de Cartago, Costas Rica en las coordenadas -9345591 y 1098466. Entre
las especies que se utilizaron estdin Guazuma ulmifolia, Tabebuia rosea, Handroanthus
impetiginosus y Gliricidia sepium. La seleccion de estas especies se hizo teniendo en cuenta que
se encuentran en los primeros estadios de la sucesion vegetal del bosque en la Estacion

Experimental Forestal Horizontes y son de un crecimiento relativamente rapido.

Semillas y viabilidad

Las semillas fueron adquiridas del banco de semillas del Centro Agronomico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE) provenientes de sitios cercanos a la EEFH. Para verificar la
viabilidad de las semillas se realiz6 pruebas de tincidn con base a las normas ISTA [17], la prueba
realizada fue la viabilidad a partir de una disolucion de tetrazolio al 0,5% de concentracion, luego

se colocaron en oscuridad en una incubadora y a una temperatura de 30°C.

Recubrimiento de semillas y tratamientos

Los recubrimientos tuvieron una forma esférica y con un peso aproximado de 10g. En el caso
Tabebuia rosea con el acronimo TR, Handroanthus impetiginosus con HI, Gliricidia sepium de
GS para Guazuma ulmifolia con G, el peso usado fue de 1,5g, esto, considerando el tamario de las
semillas. Se trabajaron cuatro tratamientos: el primero (1) consistié en semillas en estado natural
considerado como el testigo, el segundo (2) tratamiento fue el recubrimiento con solo la arcilla, la
cual es la manera original del Nendo Dango creada por Fukuoka [8], el tercero (3) estaba
constituido de un 70% del suelo arcilloso y un 30% de suelo micorrizado, el cual se ha probado en
proyectos similares en Ameérica del Sur especificamente en Colombia y Peru a diferentes
concentraciones [18, 19], y el ultimo tratamiento (4) estuvo constituido de un 70% del suelo

arcilloso y un 30% de suelo con Trichoderma spp.

Las trichodermas utilizadas fueron un preparado comercial llamado TrichoFecunda en polvo
elaborado por CoopeTarrazi R.L, este es un producto biolégico hecho a partir de una alta
concentracion de estructuras reproductivas del hongo Trichoderma spp; que favorece el
establecimiento en el campo, y funciona como mejorador radicular y promotor del crecimiento de
las plantas. Entre las ventajas que se le atribuyen a este preparado estan el incremento y mejora en
la calidad de germinacion de semillas y que protege a la planta de no ser parasitada por otros

hongos [20]. Para la utilizacion de este producto en semillas forestales se recomendé diluir un 1
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gramo por cada litro de agua, una vez diluido se procedio a rociar el suelo y con el sobrante se

remojaron, por un minuto, las semillas que se utilizaron.

Las micorrizas que se utilizaron fueron producidas por los Laboratorios DR. Obregon VIGOR, la
cual es una enmienda bioldgica a base de Glomus intraradices en una composicion 1,98x10°
esporas/100 gramos. Se han empleado a este tipo de micorrizas con la finalidad de mitigar los
efectos del estrés salino en varias plantas, mejora la absorcién de nutrientes y la eficiencia de estos
en varios de los procesos e interacciones que realizan las plantas. Al igual que con las trichodermas
este producto se pude usar en semillas forestales, donde se recomend6 diluir un 1 gramo por cada
litro de agua, una vez diluido se debe rociar el suelo que se va a utilizar, y con el sobrante remojar

por un minuto, las semillas que se utilizaron.

Andlisis de suelos

Se realizaron estudios tanto al suelo arcilloso como al suelo que recibid los microorganismos que
se adquirieron en forma de complejos bioestimulantes comerciales, esto por medio de estudios de
textura por método de Bouyoucos o método del hidrometro, el cual consiste en la determinacién
de la densidad del material en suspension, [21] . Ademas, tiene la ventaja de dar resultados
similares a los del método de la pipeta dentro de un tiempo razonable, sin necesidad de que las
muestras requieran algun tipo de pretratamiento, agregando le por este medio se puede obtener el
material organico y el porcentaje de humedad [22, 23]. El estudio se realizd con el motivo de
conocer la composicion del material base, obteniendo en el mismo proceso los datos de contenido

de humedad, material orgénico y textura.

Tratamientos pregerminativos

Consisten en técnicas que ayuden a acortar los tiempos de germinacion en diferentes semillas
forestales, en el caso de las especies que se usaron para el proyecto, varios estudios han demostrado
que la germinacidn se incrementé significativamente cuando las semillas fueron sometidas a ciclos
de hidratacion-deshidratacion. En el caso de las especies seleccionadas el tratamiento mas utilizado

consiste en un ciclo de hidratacion parcial en agua por 12 horas [24, 25, 26].

Disefio experimental
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Para esta fase se realizo un disefio completamente al azar, donde se realiz6 una comparacion de
proporciones entre cada uno de los tratamientos para las cuatro especies seleccionadas, aclarando

que se evaluaron 30 repeticiones para cada tratamiento.

Variables evaluadas

La variable que se evalu6 fue la proporcién de germinacién, sin embargo, se consideré como dato

relevante el tamafio de raiz, el cual se realiz6 a partir de la guia de medicion a lo largo de la raiz.

El monitoreo de semillas germinadas fue dia de por medio, ademas, se tomo la medicion de la raiz
cada siete dias esto durante los 25 dias que duro el proyecto, con la finalidad de determinar si hay
alguna comparacién en el tamafio segln el tratamiento, se contemplé como germinar una vez que
la raiz pivotante haya sobresalido del encapsulado, una vez cumplido este requisito se realizo la

contabilidad de las repeticiones que lo cumplia.

Los analisis fueron efectuados a partir de la estadistica Q de Cochran [27] debido que en la toma
de datos se contabilizaba si el encapsulado germino o no, con la finalidad de determinar cuél
tratamiento generd diferencias de forma significativa en la germinacion de las semillas con

respecto a los distintos tratamientos.

Presencia de bioestimulantes

Finalmente, se evalu6 la presencia de los bioestimulantes en las semillas germinadas para el
tratamiento con trichodermas, se realiz6 una evaluacion in vitro con cinco placas de agar PDA
para cada especie, a las raices se les extrajo la mayor cantidad de suelo posible y se cortaron en
segmentos colocando cinco repeticiones en cada placa. Se mantuvo en la camara de cultivo por

cinco dias y se determind si habia presencia de trichoderma.

En el caso del tratamiento con micorrizas, se realizé un proceso de tincion, donde las raices
extraidas fueron lavadas con abundante agua hasta eliminar el suelo y se cortaron en segmentos,
para la tincion, se implemento el hidroxido de potasio (KOH) para el proceso de clarificacion de
las raices, seguido de una acidificacion con acido clorhidrico (HCI) o &cido acético (CHsCOOH)
y el uso de un colorante azul, para determinar las estructuras de micorricicas en raices [28, 29],

para esta prueba se utilizaron cinco individuos diferentes por especie.

Resultados
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A partir de las pruebas de viabilidad con sales de tetrazolio se obtuvo que, para Gliricidia sepium
la viabilidad de la semilla correspondié a un 96%, en el caso de Guazuma ulmifolia el valor fue de
76%, Tabebuia rosea con un 42%, mientras que Handroanthus impetiginosus obtuvo el menor
valor con un 27%. Por lo que se pudo observar los valores menores pertenecen a las especies aladas

y con testa mMAas suave.

A partir del método de Bouyoucos se obtuvo que el suelo que se utilizé para mezclar las micorrizas
y las trichoderma, reportaron un 30,21% de contenido de humedad y un 17,14% de material
organico, estos datos son un promedio de las tres muestras utilizadas para obtener la informacion
(Cuadro 1). Ademas, se pudo determinar que este suelo presenta un mayor porcentaje de arena al
estar constituido por un 49,2 %, un 43% de limo y un 7,76% de arcillas igualmente estos siendo

sus valores un promedio.

Cuadro 1. Contenido de humedad, material organico y analisis del tamafio de particulas del suelo 1.

} i Porcentaje de texturas
Contenido  Material Muestra J

Muestra de humedad organico Peso inicial Textura
(%) (%) (9) ARENA ARCILLA LIMO
1 29,87 17,53 41,13 42,1 10,7 47,1 Franco
2 30,57 16,69 40,06 50,8 6,1 432  Franco
Arenoso
3 30,19 17,20 40,65 54,7 6,5 3g7  Hranco
Arenoso
Promedio 30,21 17,14 40,61 49,21 778 43,01

Para el suelo 2 se detectd las caracteristicas de un suelo arcilloso, razén por lo cual, se emple6
cdémo base para el encapsulado al presentar cierta plasticidad al encontrarse himedo. A partir de
la prueba, se encontrd una certeza cuantitativa de los porcentajes de textura, donde se determind
que estaba compuesto en un 46,28% de arcilla, un 30, 96% de limo y finalmente un 22,76% de
arena, por lo que la textura fue arcillosa (Cuadro 2). El contenido de humedad de este suelo fue

considerablemente mas bajo que el suelo arenoso, ya que, se encuentra compuesto por un 7, 99%.

Cuadro 2. Contenido de humedad, material organico y analisis del tamafio de particulas del suelo
2.

Muestra Porcentaje de texturas Textura
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Contenido  Material

de humedad organico Muestra Peso

ARENA  ARCILLA LIMO

(%) (%) inicial ()
1 8,09 6,81 40,21 16,2 47,7 36,1 Arcillosa
2 8,06 6,44 40,42 22,0 47,6 30,4 Arcillosa
3 7,82 6,24 41,02 30,1 43,6 26,3 Arcillosa
Promedio 7,99 6,50 40,55 22,76 46,28 30,96

Los tratamientos donde hubo presencia de micorrizas y trichoderma, presentaron una mayor
germinacion principalmente (Figura 1) en los graficos Ay C, En comparacion con el grafico B,
donde, a partir del 23 de agosto todos los tratamientos mantenian una germinacion constante. No
obstante, es importante recalcar que, en los tres gréaficos, el tratamiento que presentd mejores
resultados fue el de micorrizas. En caso contrario la especie Guazuma ulmifolia, el cual, no
presentd germinacion sin importar el tratamiento utilizado. Respecto a lo anterior no se logra
determinar si el método es factible para la especie, debido a que el tratamiento pre-germinativo no
fue el correcto para romper la latencia de estas semillas, a pesar de que estas presentan un alto

valor en viabilidad.
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Figura 1. Germinacién acumulativa de las semillas segun el tratamiento donde el grafico A se
refiere a la especie Tabebuia rosea, el grafico B es para la especie Gliricidia sepium, el grafico C

es de Handroanthus impetiginosus.

Con base en los datos estadisticos, se expreso que, para el caso de Tabebuia rosea (Material
complementario 1), Gliricidia sepium (Material complementario 2) y Handroanthus
impetiginosus (Material complementario 3) se presentd diferencias significativas entre los
tratamientos. Por lo que, en las pruebas especificas se dio como resultado que para las primeras
dos especies el tratamiento que tuvo mejores resultados fueron el tratamiento 3, es decir aquel
que posee presencia de micorrizas. Sin embargo, para la Gltima especie las pruebas determinaron
que no habia una diferencia relevante entre el tratamiento 3y 4; por lo que la seleccion de

bioestimulantes podria depender de los objetivos a largo plazo o a los intereses del interesado.

Por otro lado, con base a las proporciones para el Gltimo dia de medicion correspondientes para
Handroanthus impetiginosus se obtuvo para HI3 un 70%, mientras que para HI4 un 50% de
semillas germinadas. En el caso de Tabebuia rosea se reportd que para TR3 un 56,7% y para TR4
un 16,7%. Al ser Gliricidia sepium la Unica especie que representd resultados en todos sus
tratamientos, las proporciones fueron las siguientes, GS1 con un 53,3%, para GS2 el valor fue de
56,7%, GS3 con 83,3%, finamente, para GS4 se obtuvo un valor de 46,7%. En el caso de Guazuma

ulmifolia todas las proporciones dieron un 0%.

A partir del registro del tamafio de las raices, se logré visualizar la diferencia entre los tratamientos
que llevaron bioestimulantes, en comparacion con aquellos tratamientos que no lo pesian. No
obstante, este tipo de analisis solo se puede realizar en el gréafico C (figura 2), correspondiente a

Gliricidia sepium, esto debido a que fue el Gnico que presento resultados de los cuatro tratamientos.
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Con base en la anterior, se puede observar que el tratamiento que presenté mayores promedios fue

el GS3 que utilizé micorrizas, seguido por el GS4 con trichodermas.
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Figura 2. Tamafio de raiz segun el tratamiento donde el grafico A se refiere a la especie
Handroanthus impetiginosus, el gréafico B es para la especie Tabebuia rosea, el grafico C es para

Gliricidia sepium.
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Con respecto a los graficos A 'y B, el resultado en el tratamiento 1 y 2 corresponde a cero, lo que
no logro hacer una comparacion entre todos los tratamientos; a pesar de ello, hubo un mayor
incremento en el tamario para el 12 de setiembre, en los tratamientos HI4 y TR4 los cuales contaron
con la presencia de trichodermas. El porcentaje puede disminuir segin cuéantas semillas han

germinado para las fechas de medicion.

A partir de placas de agar PDA se logré comprobar la presencia de trichodermas en las raices de
las distintas especies (Figura 3), a pesar de esto, también se muestran distintas coloraciones en
todas las repeticiones independientemente de la especie, esto es debido a que la empresa encargada
de porducir TrichoFecunda utiliza una mezcla de varias especies de Trichoderma spp. Se debe
afiadir, que a pesar de encontrarse presencia en todas las especies no se pudo determinar en cual

se presentd mayor dominancia en la prueba.

Figura 3. Prueba sobre presencia de Trichoderma spp en el gréafico A se refiere a la especie
Handroanthus impetiginosus, el grafico B es para la especie Tabebuia rosea, el grafico C es para

Gliricidia sepium.

Respecto al estudio sobre la presencia de micorrizas (figura 4), se logré observar pocas estructuras

identificables las cuales se encontraron de una manera superficial en la raiz o de un tamafio poco
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significativo. Razdn por la cual, no se hubiera podido identificar si realmente hay una inoculacion
del hongo en la raiz en la mayoria de los individuos evaluados, tal es el caso de una de las muestras

de Handroanthus impetiginosus donde se puede observar estructuras de mayor tamario.

Figura 4. Presencia de micorrizas por medio de tincion de raices en el grafico A se refiere a la
especie Gliricidia sepium, el grafico B es para la especie Handroanthus impetiginosus, el gréafico

C es para Tabebuia rosea.

Finalmente, el dia ultimo dia de medicion se tomaron fotografias de algunas repeticiones por
tratamiento (figura 5), esto debido a que se queria evidenciar parte de los resultados, incluso
visualizar el estado de algunos de los individuos. Se logra ver como algunas repeticiones
mantienen los encapsulados, ya sea, en los cotiledones o en la raiz, en caso contrario, en el caso
de la interaccién GS1 se observan rastros de la raiz pivotante, debido a que la raiz al no poder
fijarse sobre algun sustrato provoco en algunos casos una poda por aire.
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Figura 5. Evaluacion final de los encapsulados de las especies Gliricidia sepium, Handroanthus

impetiginosus, Tabebuia rosea y Guazuma ulmifolia.
Discusion

Para lograr la conservacion es necesario implementar nuevas técnicas de restauracion,
principalmente si se desea trabajar en equipo con la recuperacion de tierras degradadas o
ecosistemas intervenidos, con el fin de resolver las problematicas a las que se enfrentan las areas
de interés [30]. Por lo que, los resultados anteriores provocan que practicas como el recubrimiento
de semillas para dispersion manual o artificial se vuelvan en grandes aliados para empresas en

organizaciones dedicadas a la conservacion, principalmente al referirse a la eficiencia de esta.

La proporcion de germinacion de los encapsulados se encontraba entre el 16,7% al 83,3% lo cual
son datos relativamente elevados, en comparacién a proyectos similares donde los porcentajes de
germinacién van de un 8% hasta un 40%, con un rango de semillas germinadas de 2 a 16 segln
los diferentes tamafios de encapsulados y tratamientos, siendo 30 las unidades muestrales [30].
Una de las posibles razones de que los resultados fueran considerablemente satisfactorios es la
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implementacion de hongos en los recubrimientos, ya que, podria estar proporcionando nutrientes

y otros beneficios a la planta de manera similar a un fertilizante [31].

Sin embargo, en otras pruebas donde se realiz6 esta técnica sin los hongos principalmente en
especies como Guazuma ulmifolia y Tabebuia rosea se obtuvieron los siguientes resultados sobre
las semillas germinadas correspondan a 4/15 y 10/15 respectivamente [8]. Por lo que, en el caso
de Tabebuia rosea se puede explicar los valores bajos en su germinacion debido a su baja
viabilidad y a su longevidad, ya que, se ha reportado que, aunque esta especie aun teniendo un
comportamiento ortodoxo, presenta un decaimiento en la viabilidad segin aumente el periodo de
almacenamiento [32]; por ello es importante tomar en cuenta el tiempo de almacenamiento y

manejo de la humedad.

El lado contrario en el caso de Guazuma ulmifolia fue el que presentaba menores porcentajes de
germinacion, esto se podria deber a los tratamientos pre-germinativos usados o las faltas de estos,
esto debido a que los tratamientos hidricos en semillas se encuentran condicionados a los procesos
metabdlicos condiciones de estrés hidrico y calorico, por lo que la longevidad y los tiempos de
almacenamiento de semillas juegan un papel fundamental en este periodo [33]. Un método que
puede generar mejores resultados es cuando se somete a tratamiento con choques térmicos

alrededor de 80°C y 100°C, puede variar de 73% a 76% el porcentaje de germinacion [34].

Al igual que para Tabebuia rosea, Handroanthus impetiginosus obtuvo bajos porcentajes de
germinacion principalmente en HI1 y HI2 se puede ver relacionada con decaimiento en la
viabilidad por almacenamiento. En casos de miembros del mismo género como Handroanthus
albusla durante los seis a doce meses la viabilidad alcanzando el 18% [35]; también se debe
considerar la humedad en el encapsulado el cual puede causar la proliferacion de hongos que
faciliten la pudricion. En el caso de Gliricidia sepium la viabilidad al ser mayor se ven mejores
resultados respecto al nimero de semillas germinadas, en otros proyectos las semillas que
recibieron tratamiento pre germinativo y herbicidas pre emergentes obtuvieron como resultados
de un 65% a un 100% en germinacion [36], por lo que se puede suponer que la semilla tiende a

tener estos resultados mientras se encuentre viable.

Finalmente, se determinO que el tratamiento que present6 los mejores resultados fue el que se
inoculdé con micorrizas, a pesar de esto, a la hora de hacer los anélisis de laboratorio se observd

que la presencia de éstas en la raiz era superficial o su estructura no se encontraba del todo
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desarrollada (Figura 4). Sin embargo, se puede considerar que obtuvo mejores resultados debido a
que las micorrizas pueden liberar ciertos compuestos bioactivos que pueden estimular el
crecimiento de las plantas incluso antes de establecer una micorrizacion efectiva. En el caso del
cultivo de Trichodemas spp se notd su presencia en cada una de las muestras; no obstante, esto se

puede deber al comportamiento de cada bioestimulante.

Esto se debe a que en el caso de las micorrizas y especificamente para Glomus intraradices busca
que su asociacion sea en la raiz o estructuras similares. Por otro lado, se debe considerar que el
proceso para visualizar las primeras sefiales de colonizacion puede llevar de 15 - 60 dias para que
los hongos orbiculares completen su ciclo de vida [37]. Sin embargo, se debe considerar que el
producto utilizado al ser comercial no presenta el mismo nivel de concentracion por lo que podria

tardar mayor tiempo en visualizarse estas sefiales.

En el caso de trichodermas la mayoria de las especies son oportunistas, simbiontes de plantas,
pueden ser microparasitas e incluso pueden colonizar varios ambientes debido a su capacitad
reproductiva acelerada, por otro lado, aunque logra su asociacién en la raiz algunas pueden fijarse
a un individuo vegetal ingresando desde cualquier estructura [38, 39] debido a que el producto
comercial no especifica cudl especie de trichoderma utiliza, sino, que aclara que esté constituido

por una combinacién de varias especies se podria explicar algunos de estos comportamientos.

Ya que, a como avanzaba las pruebas y germinaban las semillas muchos de los encapsulados se
fracturaban o se quedaban sujetas a los cotiledones de las plantulas, por lo que, el trichoderma
podria ser absorbido desde cualquier estructura vegetal cercana a los encapsulados con estos

hongos y gracias a sus procesos bioldgicos llegaron a colonizar més rapidamente el individuo.

Por otro lado, es necesario mencionar que la mayoria de las especies con tratamiento de
trichoderma poseian mayor tamafio de la raiz, esto se puede ver lo mismo de su colonizacion. Por
el contrario, en el caso de las micorrizas la asociacion ha resultado ser superficial, ya sea, por las
concentraciones o por el poco tiempo en que las raices estuvieron vinculadas con los encapsulados
que obtenian este hongo, el tamarfio de la raiz pudo no verse tan representativo. Aunque se puede
agregar al ver posibles causas un aumento en la germinacion de ese tratamiento y que los

encapsulados al encontrarse sobre bandejas pudieron sufrir algln tipo de poda aérea.

Conclusiones
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Durante el proceso el experimento, se logra observar como los encapsulados cumplen su funcion
como un posible acondicionamiento para la semilla al suelo, principalmente para establecerlas en
las &reas que se desean restaurar, esto debido a que conforme se va germinando la semilla, el

encapsulado se va fragmenta facilitando la salida de la raiz.

Los encapsulados a los que se le incluyeron los hongos micorricicos fueron los que presentaron
mejores resultados, afiadiéndole que a largo plazo cumplen como reserva nutricional y
favoreciendo el desarrollo de las plantulas. Se llega a la resolucion que el encapsulado elaborado
con micorrizas fue el que presentd mejores, sin embargo, el que presenta mayor presencia y

actividad es aquel que posee trichodemas.

Se logro recaudar informacion fundamental sobre la elaboracion de encapsulados, ya que en la
mayoria de las instituciones o trabajos donde se han realizado este tipo de encapsulados no se
especificaron la composicién de los elementos que se utilizaron, por lo que la técnica de
encapsulado se vuelve irrepetible, por lo que, aun en condiciones de sitos seminales, pueden no
obtenerse los mismos resultados. Por lo que documentar la composicion de los elementos permite

garantizar resultados a la hora de hacer replicas.

Recomendaciones

Aunque el recubrimiento de semillas es una técnica que se ha utilizado por mucho tiempo en
algunas ocasiones con distintos nombres, los materiales para elaborar esa practica son
innumerables razén por la cual es necesario seguir investigando otras mezclas, principalmente
considerando los ecosistemas que se desean, por lo tanto, es fundamental definir para cuéles
especies podria funcionar mejor esta técnica y con cuéles son las caracteristicas que se deben
considerar ya sea el tamarfio, las estructuras, el tipo de testa y la longevidad de las semillas.

Respecto a la especie Guazuma ulmifolia se debe cambiar el tratamiento pregerminativo, con la
finalidad de obtener resultados respecto a la efectividad de la técnica en esta especie. Afiadiéndole,
se podia mejorar el proyecto al usar hongos que han inoculado para cada una de las especies en
lugar de utilizar productos comerciales, principalmente en el caso de micorrizas donde la

colonizacién y la formacion de estructuras dentro de la raiz toman mayor tiempo.

De igual forma, el investigar en cuales condiciones climaticas el recubrimiento semillas termina

siendo beneficioso o perjudicial, considerando una comparacion entre bosque seco tropical y
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bosque muy humedo tropical. Al igual que los recubrimientos pueden variar en grandes medidas,
lo hacen los ecosistemas alrededor del mundo, por lo cual es necesario seguir generando

informacion que facilite las tareas de restauracion. recuperacion y conservacion.
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Materia Complementario

Material Complementario 1. Estadistico Q de Cochran mas prueba especifica para la especie
Tabebuia rosea con a.:0,05.

Ho: TR1= TR2= TR3=TR4
Ha: Al menos un par de proporciones no son

iguales
Q 35,091
x2 7,815

R/ Q > 2 por lo que existe evidencia para rechazar
Ho.

Prueba especifica

Ho:TR3=TR4

Ha: TR3# TR4

Dc 0,400
CDq 0,217

R/ Dc > CDq existe evidencia para rechazar Ho.

Material Complementario 2. Estadistico Q de Cochran mas prueba especifica para la especie
Gliricidia sepium con a:0,05.

Ho: GS1= GS2= GS3=GS4

Ha: Al menos un par de proporciones no son iguales
Q 9,333
x2 7,815

R/ Q > %2 por lo que existe evidencia para rechazar
Ho.

Prueba especifica

Ho:GS3=GS4
Ha: GS3# GS4

Dc 0,367
CDq 0,253



R/ Dc > CDq existe evidencia para rechazar Ho.

Material Complementario 3. Estadistico Q de Cochran mas prueba especifica para la especie
Handroanthus impetiginosus con a:0,05.

Ho: TR1=TR2=TR3=TR4

Ha: Al menos un par de proporciones no son iguales
Q 45,600
X2 7,815

R/ Q > %2 por lo que existe evidencia para rechazar
Ho.

Prueba especifica

Ho:TR3=TR4

Ha: TR3# TR4

Dc 0,200
CDqg 0,253

R/ Dc < CDQ no existe evidencia para rechazar Ho.

Capitulo 2. Eficiencia del recubrimiento de semillas forestales en campo dentro de la
Estacion Experimental Forestal Horizontes Guanacaste, Costa Rica.

Introduccion

Histéricamente, el bosque seco se ha visto afectado por diferentes acciones que promueven su
degradacion con el fin de beneficiar la ganaderia y la agricultura. Un ejemplo claro de esto son los
bosques de Guanacaste, los cuales fueron eliminados en gran medida entre 1950-1980 bajo la
presion de una industria de carne bovina en rapida expansion y politicas de colonizacion de tierras
[1]. En respuesta a la creciente preocupacion sobre la pérdida en cobertura y de los servicios
ecosistemicos, se inicio con la formulacion de propuestas e implementacion de politicas nacionales

de conservacion [2].

Sin embargo, estos procesos de recuperacion en el bosque seco tropical se han visto interrumpidos

en multiples ocasiones por el impacto de incendios forestales, perturbaciones topograficas,
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depredacion, tala ilegal, vandalismo, una estacion seca muy marcada, una gran parte de su
extension total extinta, y parches remanentes con altos niveles de fragmentacion [3, 4]. Ademas,
de una creciente degradacion ecoldgica debido a la pérdida de fertilidad en los suelos y la pérdida
del banco de semillas [5, 6].

Los suelos degradados o en condiciones hidricas limitadas pueden dificultar la germinacion de las
semillas, debido a que no proporcionan las condiciones adecuadas para su desarrollo éptimo.
Razén por lo cual se han puesto en practica algunas técnicas como el recubrimiento de semillas,
también llamados “pellets”. Esto consiste en integrar especies vegetales a los suelos poco fértiles
mediante la formacion de masas pequefias y redondeadas formadas de cualquier mezcla que sea
soluble en agua [7]. Dicha técnica tiene como proposito evitar el desplazamiento de las semillas

garantizando la permanencia en suelos con pendientes fuertes o en condiciones de sitio adversas.

Entre las ventajas de utilizar una mezcla que sea soluble en agua como la arcilla, es que una vez
seca, evita que las semillas sufran algin dafio fisico o se conviertan en el alimento de pajaros,
insectos y otros animales, finalmente, con ayuda de la lluvia se podran liberar las semillas ya
avanzadas en su proceso de germinacion [8]. Es clave ese proceso, ya que, es indispensable
mantener la riqueza natural del suelo, una parte esencial para cumplir ese objetivo es la presencia

de fauna que mantiene en equilibrio la dindmica del bosque [9].

Sin embargo, factores como la fauna, pueden jugar un papel negativo para los germinados, ya que,
al encontrarse en campo en una etapa muy temprana se pueden encontrar vulnerable, afectando su
establecimiento, principalmente si se contempla el uso de una restauracion ecoldgica pasiva, donde
no hay grandes intervenciones humanas [10]. Por lo que es necesario comprobar el
comportamiento de los encapsulados en campo, ademas evaluar el costo de produccion de los

encapsulados.

Materiales y Métodos

Sitio experimental

El sitio del estudio fue la Estacion Experimental Forestal Horizontes (EEFH) ubicada dentro del
Area de Conservacion Guanacaste (ACG), entre las coordenadas (-85° 35' 54.24" y 10° 42' 2.29")
en WGS84. El area seleccionada cuenta con un area de 7,28 hectareas, una precipitacion que varia

de 1800 a 2100 mm anuales, una media anual de temperatura de 29 °C, con una maxima de 33 °C
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y una minima de 24 °C durante el dia, mientras en la noche se mantiene a una temperatura media
anual de 24 °C; la humedad relativa varia de un 55 % a un 88 % [9, 10, 11].

La Estacion Experimental Forestal Horizontes, antiguamente, Hacienda Horizontes, estuvo
destinada por muchos afios a la ganaderia y cultivos extensivos, entre ellos arroz, algodén y sorgo;
lo cual hizo que el bosque desapareciera casi en su totalidad y con ello todos los ecosistemas
presentes en la misma. En el afio 1989, la finca fue donada al Area de Conservacion Guanacaste,
y se definio este sector como la sede del Programa de Restauracion y Silvicultura para fines de
investigacion, como un area experimental que permitiera generar la informacién base para poder

Ilevar a cabo los procesos de restauracion de bosques [12].

Con respecto a la seleccion del sitio donde se montd el experimento dentro de la Estacion
Experimental Forestal Horizontes, se seleccioné al sector de Tortuguilla, debido a que este sitio
contaba con condiciones dptimas para el establecimiento en comparacion con otras opciones
previamente visitadas. Entre las condiciones con las que cuenta este espacio esta; la presencia de
una cerca con la finalidad de que la zona no se vea afectada por el ganado de los alrededores,
pastizal de porte bajo, la zona no presentaba aun graves sefiales de inundacién, el terreno cuenta
con algunas especies representativas como Dalbergia retusa y Guaiacum sanctum [11] y
plantaciones de Gmelina arborea y Tectona grandis.

El sitio de estudio presentd en su totalidad el orden de suelo entisoles los cuales fueron derivados
de fragmentos de roca suelta; su origen es muy reciente formados sobre abanicos aluviales, llanuras
de inundacion o en las montafias donde hay presencia de erosion geolégica. Entre sus propiedades
estan que presenta una fertilidad baja y que son suelos minerales muy débilmente desarrollados.
Generalmente los podemos ubicar en tierras erosionadas, semiaridas [12]. Esta informacidn se a

partir de la capa de sub 6rdenes del 2013 del Atlas Digital.

Semillas y viabilidad

Las especies utilizadas fueron Tabebuia rosea con el acrénimo TR, Handroanthus impetiginosus
con Hl y Gliricidia sepium con GS, se seleccionaron estas especies porque se encontraron en los
primeros estadios de sucesion vegetal del bosque del sitio, y son de rapido crecimiento. Las

semillas fueron adquiridas del banco de semillas del Centro Agronémico Tropical de Investigacion
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y Ensefianza (CATIE) provenientes de sitios cercanos a la EEFH, las semillas se encuentran

almacenadas bajo condiciones controladas de refrigeracion.

Segun las pruebas de viabilidad se obtuvo que, para Gliricidia sepium la viabilidad de la semilla
correspondio6 a un 96%, para Tabebuia rosea una viabilidad de 42%, mientras que Handroanthus

impetiginosus el cual fue el menor valor con un 27%.

Recubrimiento de semillas y tratamientos

Los encubrimientos tenian forma esferica, se elaboraron a partir del peso y para las tres especies
fueron de 10g cada uno. Se trabajaron cuatro tratamientos: el primero (1) consistio en semillas en
estado natural con el fin de comportarse como el testigo, el segundo tratamiento (2) fue solo la
arcilla la cual es la manera originar del Nendo Dango creada por Fukuoka [13], el tercero (3) estuvo
constituido de un 70% de suelo arcilloso y un 30% de suelo micorrizado, el cual se ha aprobado
en proyectos anteriores a diferentes concentraciones [14, 15], el dltimo tratamiento (4) estuvo

constituido de un 70% del suelo arcilloso y un 30% de suelo con trichodermas.

Los trichodermas comercial que se utilizaron fueron TRICHOFECUNDA EN POLVO
proveniente de CoopeTarrazU, es un producto bioldgico hecho a partir de una alta concentracion
de estructuras reproductivas del hongo Trichoderma spp. para favorecer su establecimiento en el
campo, como mejorador radicular y promotor del crecimiento de las plantas. Entre las ventajas
estan el incremento y mejora la calidad de germinacion de semillas; se establece en la raiz
mejorando su crecimiento, estimula los sistemas de resistencia natural de las plantas y protege a la
planta de no ser parasitada por otros hongos [16]. Para la utilizacion de este producto en semillas
forestales se recomienda diluir un 1 gamo por cada litro de agua, una vez diluido se debe rociar el

suelo que se va a utilizar y con el sobrante remojar por un minuto las semillas que se utilizaron.

Las micorrizas que se utilizaron fueron las producidas por los Laboratorios DR. Obregon VIGOR,
la cual fue una enmienda biologica a base de Glomus intraradices en una composicion 1,98x10°
esporas/100 gramos. Se han empleado a este tipo de micorrizas con la finalidad de mitigar los
efectos del estrés salino en varias plantas, mejora la absorcion de nutrientes y la eficiencia de estos
en varios de los procesos e interacciones que realizan las plantas. Al igual que con las tricodermas
este producto se puede usar en semillas forestales, donde se recomienda diluir un 1 gamo por cada
litro de agua; una vez diluido se debe rociar el suelo que se va a utilizar y con el sobrante remojar,

por un minuto, las semillas que se utilizaron.
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Analisis de suelos

El suelo utilizado para mezclar con los bio estimulantes fue obtenido del Vivero Forestal del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, el cual posee un 30,21% de contenido de humedad y un
17,14% de material organico, ademas, se considera que este suelo es Arenoso, ya que, presento un
mayor porcentaje de arena al estar constituido por un 49,2 %, un 43% de limo y un 7,76% de
arcillas. Por otro lado, el suelo que se utilizd como base se obtuvo de una finca en San Isidro de
Cartago, Costa Rica, este suelo se considerd arcilloso, ya que, estaba consistido en un 46,28%, un
30, 96% de limo y finalmente un 22,76% de arena, posee un contenido de humedad de 7, 99% y

un 6,50% de materia organica.

Tratamientos pregerminativos

Se realizaron los respectivos tratamientos pre-germinativos los cuales consistieron en técnicas que
ayuden a acortar los tiempos de germinacién en diferentes semillas forestales. En el caso de las
especies que su usaron para el proyecto, varios estudios han demostrado que la germinacion se
incremento significativamente cuando las semillas fueron sometidas a ciclos de hidratacion-
deshidratacion, siendo el tratamiento mas efectivo un ciclo de hidratacion parcial en agua por 12
horas [17, 18].

Disefio experimental

Finalmente, el disefio experimental que se utilizo fue completamente aleatorio, donde se realizaron
30 repeticiones en cada tratamiento para cada una de las tres especies utilizadas, respecto a la
distribucion de los tratamientos, este fue aleatorio, el distanciamiento entre los tratamientos fue de
un metro y se monitoreo por 17 dias que duraron las mediciones de campo periodo acorde con los
periodos de germinacién de las especies utilizadas (Figura 6). Es importante recalcar que aparte

estuvieron 5 dias antes preparandose para ser llevada a campo, para un total de 22 dias.
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Distribucion de tratamientos en la Estacion Experimental Horizontes
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Figura 6. Distribucion de las repeticiones en el sitio de ensayo seleccionado: Tabebuia rosea

(TR), Handroanthus impetiginosus (HI) y Gliricidia sepium (GS).
Variables evaluadas

La variable para analizar fue germinacion de las repeticiones, los datos se recolectaron de dia de
por medio. El anlisis de datos se realiz6 en el programa R a partir de la un modelo lineal general
con poisson y logaritmo, para determinar cual tratamiento genera diferencias de forma significativa
en la germinacién de las semillas con respecto a los distintos tratamientos. Se realizo la prueba

especifica Fisher’s least significant difference (LSD) la finalidad de elegir el mejor tratamiento.

Si bien el proyecto se planted buscar y obtener informacion sobre la germinacion durante la
ejecucién, otros factores fueron tomando protagonismo, siendo esta depredacion, pérdida,
pudricién, parte de la situacién. Finalmente, se realizd un analisis sobre los costos para la
elaboracion de 100 encapsulados para cada tratamiento por especie, para lograrlo primero se utilizé
los costos totales de los la bioestimulantes, con los que obtuvo el costo de los 130 ml de la mezcla
con cada tipo de hongo que se utilizan para producir los 100 encapsulados y con base a estos el
costo de produccion para una unidad. En el caso de la tierra proveniente del vivero y al suelo

arcilloso se calculo el costo de 1 g a partir del costo total brindado por el encargado de este.
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Para las semillas a pesar de ser donadas se obtuvo el costo total por kg para cada una de las
especies siendo para Tabebuia rosea un valor de $165, para Gliricidia sepium es de $78 y con
Handroanthus impetiginosus el valor es de $105 [19, 20, 21], una vez con esos datos se calculd el
valor por unidad. Por ultimo, se obtuvo el valor total del tratamiento de micorrizas y trichodermas
por unidad, para cada una de las especies. Para culminar con el valor total de cada uno de los
tratamientos para los 100 encapsulados y para el total de encapsulados por ha, el tipo de cambio

usado es $1 que corresponde a 560,34 para el 24/1/2023 por el banco central de Costa Rica.

Resultados

La germinacion de las repeticiones empezo6 al quinto dia de realizados los encapsulados, sin
embargo, se logra establecer en campo el dia 21 de setiembre, razén por lo cual, (Figura 7) el dia
que se establecieron algunos ya habia algunos germinados, también, se puede visualizar que la
mayoria de los tratamientos presentan una curva de crecimiento similar hasta el 5 de octubre, no
obstante, luego de esta fecha el comportamiento de los tratamientos tiende a disminuir o
mantenerse. Exceptuado el caso de GS1, como se puede observar en el grafico B el

comportamiento de este tratamiento tiende a descender conforme avanzaron los dias.

En el caso de la especie Gliricidia sepium se pudo observar como el tratamiento con micorrizas,
corresponde a GS3, es el que posee mayor cantidad de encapsulados germinados siendo estos 14
representando un 47%, mientras que el tratamiento que representa menor resultado es GS4 el cual

corresponde a Trichodermas con un 33% de germinacién acumulada a los 22 dias.

En el caso contrario de Gliricidia sepium, las especies Tabebuia rosea y Handroanthus
impetiginosus, presenta mayores resultados en el tratamiento con trichodermas, teniendo TR4 una
germinacion de 21 encapsulados lo cual corresponde a un 70%, mientras que HI4 tienen como
resultado la geminacion de 9 es decir un 30%. De igual forma para ambas especies el segundo
tratamiento con mayores resultados es aquel que posee micorrizas teniendo como resultado la
germinacion de 14 encapsulados para TR que equivale a un 47%y 7 para HI correspondiente a un
23%. Mientras que el tratamiento con los menores resultados pertenece a TR1 y HI1 este

tratamiento corresponde al testigo, que empleo semillas con el tratamiento pre germinativo.
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Figura 7. Germinacion acumulativa de las semillas segln el tratamiento donde el gréafico A se
refiere a la especie Tabebuia rosea, el grafico B es para la especie Gliricidia sepium, el grafico C

es para Handroanthus impetiginosus.

En el caso de prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Material complementario 4) se obtuvo que
los datos presentan normalidad debido a que el valor de p es de 0,1021 mayor al ¢:0,05. Sin
embargo, a la hora de realizar la prueba de homogeneidad de varianza (Material complementario
5) se termina que hay homogeneidad en los tratamientos, pero no en las especies por lo que se ha
sido utilizar el modelo lineal general, ya que, permite que el modelo se ajuste a los datos y no los
datos a un modelo establecido.

Respecto al modelo lineal general (Material complementario 6) se obtuvo que el valor de p en el
caso de las especies es 0.007898 y en el caso de interaccion entre la especie y el tratamiento es de
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0.006127, siendo ambos menores al o, lo que implica que presenta diferencias significativas. Por
lo que, se procedid hacer la prueba Fisher’s least significant difference (Material complementario
7,8 'y 9) donde se obtuvo que las mejores especies fueron Tabebuia rosea y Gliricidia sepium, en
el caso de los tratamientos, el que resulto mejor fue el de Trichodermas sp, mientras el mas bajo
fue el control, de acuerdo con lo anterior, también se determino cual fue la mejor interaccion se

obtuvo en el tratamiento TR4 mientras que el que menor resultado que se obtuvo fue HI1y TR1.

Respecto a la cantidad de semillas que sufrieron algun tipo de afectacion eran mayores o iguales a
la cantidad de semillas germinadas para la mayoria de las especies. Se puede resaltar que para el
grafico Ay C (Figura 8), las especies que mas adversidades sufrieron es el tratamiento donde se
ubicaba solo la semillay a la vez para estos mismos gréficos sobre la germinacion (Figura 7) es el
tratamiento que menor germinacion posee. Mientras que para el grafico B, el tratamiento con

Trichodermas spp es el mas alto en afectaciones y el mas bajo en términos de germinacion.
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Figura 8. Afectaciones acumuladas producidas a las semillas donde el grafico A se refiere a la
especie Tabebuia rosea, el grafico B es para la especie Gliricidia sepium, el grafico C es para
Handroanthus impetiginosus.

En el caso de especie Tabebuia rosea 38 semillas fueron depredadas y 6 semillas presentaban
pudricion siendo para ambos el tratamiento 1 el mas afectado, para Gliricidia sepium hubo 69
semillas depredadas, siendo el tratamiento 4 el que presentd mayores resultados, mientras que el
tratamiento 2 fue el Unico que presentd una repeticion con signos de pudricion y otra con dafio
fisico. Finalmente, con Handroanthus impetiginosus, 34 repeticiones fueron depredadas y 27 se
pudrieron siendo el tratamiento 1 el més afectado. En los casos de pudricion se podria determinar
como posible agente causal el mal del talluelo o Rhizoctonia spp. en una condicion pre-emergente,

debido a que las semillas presentan una coloracidn negra en los cotiledones y en el embrion.

La depredacién ocurrié una vez que la plantula se establecié en el suelo y se desintegré el
encapsulado (Figura 9). Entre los depredadores identificados estaban Atta cephalotes Odocoileus
virginianus, algunos representantes de la familia Grylloblattodea con afinidades dudosas en su
identificacion, conjuntamente no se pudieron identificar a los depredadores, debido que, los

atraques ocurrian a distintas horas de la medicion.
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Figura 9. Seguimiento de la especie Gliricidia sepium en el tratamiento con micorrizas (GS3),

desde su germinacion hasta que sufrié depredacion.

Respecto a los costos, se logré obtener el de cada uno de los materiales usados en la elaboracion
de los encapsulados (Cuadro 3), En el caso del Costo de los bio-estimulantes se elabor6 1g/ | de
agua, aunque solo se utilizé 130 ml para mezclar con 300g del suelo arenoso para la elaboracion
de 100 encapsulados, el valor obtenido para TrichoFecunda corresponde a 9,23, mientras para
VIGOR es de €3,146. Los valores anteriores se debieron al precio del producto, donde
TrichoFecunda tiene un valor de 1 775,00 por 25 g, mientras, VIGOR tiene un valor de 6 050,00

por 250g.
Cuadro 3. Costo de los materiales para producir los encapsulados.
Unidad para medir Costo (€) Costo ($)
Costo del bio-estimulante
TrichoFecunda (Trichoderma spp)
Indicacion 1g 71 0,1267
Ensayo de 100 encapsulados 130 ml 9,23 0,0165
Total de bio-estimulante/encapsulados 0,0923 0,0002
VIGOR (Glomus intraradices)
Indicacién 19 24,2 0,0432
Ensayo de 100 encapsulados 130 ml 3,146 0,0056
Total de bio-estimulante/encapsulados 0,0315 0,0001
Costo tierra Vivero
19 0,1 0,0002
Costo Tierra Arcilla
19 0,1 0,0002
Costo por Semilla
Gliricidia sepium 1 und 7,346 0,013
Tabebuia rosea 1und 2,802 0,005
Handroanthus impetiginosus 1und 10,659 0,019
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En el caso de los costos totales de los tratamientos por especie (Cuadro 4), se puede observar que
el tratamiento de mayor valor independientemente de la especie es el de trichodermas, no obstante,
al considerar la especie se logra observar que la especie que posee mayor costo en todos los
tratamientos es Handroanthus impetiginosus, esto debido al costo de la unidad de la semilla.
Finalmente, se obtiene el costo por la elaboracion de 100 encapsulados donde los tratamientos 3 'y
4 obtuvieron valores entre los ¢383,32 y los €1 175,09. Afiadiendo, se logro establecer la cantidad
de encapsulados que se podran establecer en una hectérea en un distanciamiento de 1x1m, donde
el costo de produccion para los tratamientos 3 y 4 estuvo entre los 9 652,00 y los ¢ 29 588,87 0
los $17,23 y los $52,81. Ademas, se podrian sumar los ¢11.738,83 por jornada para un Pedn

Agricola encargado de la elaboracion de los encapsulados.
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Cuadro 4. Costos totales de produccion de tratamiento por especie.
Gliricidia sepium

Costo Costo Costo  Costo Costo Costo

Tratamientos  Cantidad Cantidad Nenc/ha encapsulado/ha encapsulado/ha

@  ©) () $) @) ()
Trichodermas (4) 1 8,44 0,0151 100 843,79 1,506 2518 21 246,72 37,92
Micorrizas (3) 1 8,38 10,0150 100 837,71 1,495 2518 21 093,62 37,64
Arcillas (2) 1 8,35 10,0149 100 83456 1,489 2518 21 014,31 37,50
Semillas (1) 1 7,35 0,0131 100 73456 1,311 2518 18 496,31 33,01
Tabebuia rosea

Costo Costo

Tratamientos  Cantidad Costo Costo Cantidad Costo Costo N°enc/ha encapsulado/ha encapsulado/ha

@ © @ © @) )
Trichodermas (4) 1 3,89 0,0069 100 389,40 0,695 2518 9 805,09 17,50
Micorrizas (3) 1 3,83 10,0068 100 383,32 0,684 2518 9 652,00 17,23
Arcillas (2) 1 3,80 0,0068 100 380,17 0,678 2518 9572,68 17,08
Semillas (1) 1 2,80 0,00560 100 280,17 0,500 2518 7 054,68 12,59
Handroanthus impetiginosus
Tratamientos  Cantidad C(?;;O C(o$s)to Cantidad C(ogo C(o$s)to N°enc/ha Costo encapsulado/ha ()

Trichodermas (4) 1 11,75 0,0210 100 117509 2,097 2518 29 588,87 52,81
Micorrizas (3) 1 11,69 0,0209 100 1169,01 2,086 2518 29 435,78 52,53
Acrcillas (2) 1 11,66 0,0208 100 116586 2,081 2518 29 356,46 52,39
Semillas (1) 1 10,66 0,0190 100 106586 1,902 2518 26 838,46 47,90




Discusién

La implementacién de técnicas como el recubrimiento de semillas, podria minimizar esfuerzos en
la restauracion de sitos, por lo que la determinar la efectividad del proyecto es fundamental y es
que a partir de la geminacion se pudo visualizar con mayor facilidad. Con respecto a los
tratamientos, el que presenta mejores resultados fue el de Trichodermas, esto se repite en
investigaciones anteriores donde se expresa que aislados de Trichoderma spp. inducen la
produccion de sustancias reguladoras del crecimiento que incrementan la germinacion y el
desarrollo de las plantas [22, 23]. Finalmente, se debe considerar que en el caso de micorrizas
buscan la asociacion en la raiz, afiadiéndole que para ocurra la colonizacion del hongo se necesita

un tiempo prolongado.

En el caso de la diferencia de germinacién entre las especies Tabebuia rosea la cual obtuvo un
rango entre los distintos tratamientos de 16 -70%, para Gliricidia sepium el rango estuvo entre 33-
46%, en comparacion con Handroanthus impetiginosus donde el rango estaba entre 13-30%, lo
anterior se podria deber a la viabilidad de las semillas, afiadiéndole que en el caso de esta ultima
especie es considerada como ortodoxa intermedia [24] debido a su sensibilidad al alto contenido
de humedad y temperatura elevada durante el almacenamiento. Afadiéndole a lo anterior, la
especie presenta una vida intermedia por lo que va perdiendo viabilidad con forme pasa el tiempo
[25], sin embargo, se debe considerar que el encapsulado mantiene cierta humedad que podria
acelerar la pérdida de viabilidad.

Pese a que, la viabilidad, el almacenamiento y las caracteristicas de las semillas segln las especies
utilizadas juegan papeles fundamentales en la germinacién e impacto de la técnica, pero se debe
considerar otras razones relacionadas con el entorno. Un ejemplo de esto es; la participacion de
patégenos que pueden provocar la pudricion de algunas de las semillas, como del caso de
Handroanthus impetiginosus, donde las posibles razones para explicar la presencia del hongo es
el exceso de humedad o por contaminacion del suelo, no obstante, algunos tratamientos con
diferentes especies de Trichodermas. han permitido controlar y retrasar la aparicion de los
sintomas de la enfermedad [26], posible razén por la cual esta especie haya tenido mejores

resultados respecto a germinacion.
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Otro factor fundamental para determinar el impacto de la técnica es la depredacion, la cual es la
Unica variable que no dejo de aumenta con forme avanzaba la toma de datos, lastimosamente a
pesar de ser un dato importante, en la mayoria de estudios sobre esta técnica no se hace referencia
a porcentajes o posibles depredadores, esto se puede deber a que esta técnica parte de la base donde
el encapsulado es el que debe proteger a las semillas de los depredadores y las inclemencias del
tiempo, sin usar pesticidas ni herbicidas [13, 27], sin embargo, en este proyecto la depredacion

para la mayoria de repeticiones ocurrié cuando la semilla habia germinado.

Aun cuando se carece de informacion sobre la depredacion para esta técnica, se puede comparar
con otros estudios donde se han sefialado una importante depredacion de semillas después de su
dispersion principalmente por hormigas. En vista de que el presente proyecto no se podria
determinar el porcentaje exacto de repeticiones dafiadas por hormigas, debido a que los ataques
ocurrian cuando no se vigilaban las repeticiones, sin embargo, del 39,17% de semillas depredadas
la mayoria presentaba que evidencias de que el depredador eran hormigas (Material
complementario 6), dato cercano a otros proyectos donde el valor de depredacién por hormigas
esta entre 42-52% de un total de 110 semillas distribuidas [28].

Segun el andlisis anterior, respecto a la depredacion efectuada por hormigas, se entiende que es
una preocupacion latente, ya que, peligra el banco de semillas existente, el material genético y la
regeneracion natural, afiadiéndole, la afectacion que implica la realizacion de dicha técnica, tanto
en recursos humano y biol6gico. Sin embargo, es importante entender que los efectos de
depredacion y mortalidad van a estar presentes independientemente de la técnica utilizada para
restaurar, debido a que las interacciones ecoldgicas son claves para recuperar la biodiversidad de

ecosistemas degradados [29].

También, se debe de medir el grado de intervencion humana gestora de implementar estos
proyectos, ya que, si se busca trabajar en procesos de restauracion pasiva las condiciones estarian
sujetas, como eje principal en la restauracidn de un area expuesta a perturbaciones donde el mismo
ecosistema sera el encargado de permitir que los procesos de colonizacion y sucesion restauren la
biodiversidad y la estructura del ecosistema [10]. Lo cual resulta ventajoso cuando los gestores de
este tipo de proyecto disponen de recursos financieros limitados.

Es necesario considerar los aspectos monetarios, debido a que, la mayoria de los proyectos de

restauracion se ejercen a partir de un financiamiento. Razon por la cual, implementar técnicas que
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permitan la reduccidn costos y buenos resultados permitirian aumentar la cantidad de proyectos.
En el caso particular de este proyecto se debe considerar el costo de produccion con base a la
efectividad obtenida a partir de la germinacion, cuyo valor corresponde a un 49,17% de la totalidad
de repeticiones establecidas, dato similar a otros proyectos donde el porcentaje varia entre 9-56%
[8]. Analizando ambas partes se podria considerar que la técnica es rentable por supuesto
considerando aspectos como la viabilidad y depredacion, aspectos que podrian afectar a individuos
obtenidos a partir de métodos tradicionales, donde el costo por individuo podria ser $6 debido a

que incluyen el mantenimiento y cuido el individuo en la etapa de vivero.

Realizando la comparativa de los costos operativos y de produccion, se puede terminar que hay un
diferencia de precios, sin embargo, se debe comparar otros factores como el tiempo empleado para
trasladar y posicionar los mismo 100 individuos; es decir, 100 encapsulados tienen un peso de 1Kg
mientras que en una sola bolsa mediana donde se encuentra un arbol podria pesar entre 1y 1,5 kg
aproximadamente, por lo llegar a trasplantar una gran cantidad de individuos de este el ultimo

tomaria un mayor tiempo y recurso.

Afadiendo, que en temas de restauracion los resultados dependen del tiempo y de la probabilidad,
esto debido, a que no hay garantia de que todos los individuos se lleguen a establecer, puesto que
pueden ceder ante alguna perturbacion, depredacion o inundacion. Por lo que la mayoria de los
planes de restauracion se definen para un largo periodo de tiempo, para ilustrar en Costa Rica el
Refugio Nacional de Vida Silvestre Cafio Negro se han reportado un costo de restauracion de $842
329 para la recuperacion 906.5 ha que ese vio afectada por incendios en el 2003 dentro de 42 y 47
afios [30].

Mientras, en el caso del Parque Nacional Palo Verde en el 2004 se vieron afectadas un total de
448.46 hectareas de un fuego proveniente de fines agricolas, para la restauracion de estas hectareas
se plantea gastar $823 626 dentro de un periodo de 32,7 afios [30]. En todo caso, se puede observar
como la mayoria de los proyectos de restauracion los presupuestos tienden a ser elevados, por lo
que implementar nuevas técnicas podrian recortar costos, lo cual permitiria que el dinero se destine

a tareas complementarias.

Conclusiones
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En definitiva, se logra determinar que técnicas como el recubrimiento de semillas en areas como
el sector de Tortuguilla en EEFH son funcionales y econémicas, ya que, no quiere mayores
requerimientos. Sin embargo, se debe considerar otros aspectos como la viabilidad, la depredacion,
la competencia principalmente si se desea tener una mayor intervencion respecto a los resultados

de una restauracion utilizando esta herramienta.

Con respecto a los costos, se puede considerar que estos son considerablemente aptos
comparandolo con otras propuestas de restauracion y con la efectividad de la técnica. Por otro
lado, los costos provenientes principalmente de los productos TrichoFecunda y VIGOR fueron los
que obtuvieron mayor costo para cada una de las especies, no obstante, es una técnica que brinda
oportunidad de restauracién de una forma accesible.

Recomendaciones

Se podria considerar la implementacion de otras especies pioneras especificamente si se realiza en
esta zona del pais, ademaés de establecer ciertas estrategias para disminuir la probabilidad de que
los encapsulados sean depredados, podria considerar incluso que en la zona donde se realice el
encapsulado no tenga cobertura de gramineas, definitivamente el tiempo de estudio debe ser
mucho mas grande para tener un mejor panorama el establecimiento de las plantulas y establecer

mas areas de estudio, para incrementar la cantidad de individuos.

De igual forma se podria investigar en cuales otras condiciones climaticas funciona esta técnica,
ademas de que se puede probar diferentes métodos de dispersion, implementando vehiculos aéreos
no tripulados con algun tipo de geolocalizacién para poder darles un monitoreo adecuado a cada

uno de los encapsulados.
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Materiales complementarios

Material complementario 4. Anélisis de normalidad de los datos Shapiro-Wilk.

Variable n
RDUO Germinacion 56

Media
0 1,76

Desv. Esd W

0,95

P-value
0,1021

Material complementario 5. homogeneidad de las varianzas.

Especie
Tratamiento

Df F value Pr(>F)
2 3.8136  0.02835 *
3 0.7321 0.5376

Material complementario 6. Anlisis de modelo lineal genera donde el a.:0,05.

Variable Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr(>Chi)
Especie 2 9.6823 53 88.332 0.007898 **
Tratamiento 3 6.1290 52 92.555 0.141101
Especie x Tratamiento 6 10.3566 44 71.846 0.006127 **
NULL 55 98.01

Material complementario 7. Prueba Fisher’s least significant difference (LSD) respecto a las

interacciones.

Interaccion Germinacién  Grupos
TR/Trichodermas 5.25 a
GS/Micorrizas 2.80 b
TR/Micorrizas 2.80 b
GS/Arcilla 2.75 bc
GS/Control 2.75 bc
TR/Arcilla 2.60 bcd
GS/Trichodermas 2.00 bcd
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HI/Trichodermas 1.80 bcd

HI/Arcilla 1.40 bcd
HI/Micorrizas 1.40 bcd

HI/Control 1.00 cd

TR/Control 1.00 d

Material complementario 8. Prueba Fisher’s least significant difference (LSD) para determinar
cudl especie presenta mejor resultado.

Especies Germinacion  Grupos
Tabebuia rosea (TR) 2.789474 a
Gliricidia sepium (GS) 2.555556 a
Handroanthus impetiginosus (HI)  1.421053 b

Material complementario 9. Prueba Fisher’s least significant difference (LSD) para determinar
que tratamiento presenta mejor resultado.

Tratamientos Germinacion Grupos
Trichodermas 2.857143 a
Micorrizas 2.333333 ab
Arcilla 2.214286 ab
Control 1.538462 b

Material complementario 10. Evidencia sobre el ataque de hormigas.
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