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RESUMEN

La investigacion en semillas de kudzu (Pueraria phaseoloides), especie de vital
importancia para la implementacion de pastos tropicales en la selva del Perd, se realizd
en el Laboratorio de Semillas del Departamento Académico de Fitotecnia de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina con la finalidad de

superar la latencia y promover la germinacion.

Los tratamientos aplicados fueron el &cido sulfurico (98%), el nitrato de potasio (0.2%),
el acido sulfurico + nitrato de potasio (0.2%), el agua, la escarificacion mecanica (lija) y
un testigo. El disefio fue completamente al azar (DCA) con cuatro repeticiones y 24
unidades experimentales, con el respectivo analisis de varianza (ANVA) y para la
comparacion de medias se empled la prueba Tukey al 0.05. Los analisis estadisticos
arrojaron una alta significancia estadistica para los tratamientos estudiados, siendo la
escarificacién quimica mediante el empleo de acido sulfirico (98%) y acido sulfarico +
nitrato de potasio (0.2%) los que arrojaron resultados satisfactorios en la ruptura de la

testa de la semilla de kudzu.

Palabras claves: Pueraria phaseoloides, latencia, escarificacion quimica, escarificacion

mecanica, germinacion.



ABSTRACT

The research on seeds of kudzu (Pueraria phaseoloides), a species of vital importance
for the implementation of tropical pastures in the jungle of Peru, was carried out in the
Seed Laboratory of the Academic Department of Plant Breeding of the Faculty of
Agronomy of the National Agrarian University. Molina in order to overcome latency

and promote germination.

The treatments applied were sulfuric acid (98%), potassium nitrate (0.2%), sulfuric acid
+ potassium nitrate (0.2%), water, mechanical scarification (sandpaper) and a control.
The design was completely randomized (DCA) with four repetitions and 24
experimental units, with the respective analysis of variance (ANVA) and for the

comparison of means, the Tukey test was used at 0.05. The statistical analyzes showed a
high statistical significance for the studied treatments, being the chemical scarification
by means of the use of sulfuric acid (98%) and sulfuric acid + potassium nitrate (0.2%)

which showed satisfactory results in the rupture of the seed coat. the kudzu seed

Key words: Pueraria phaseoloides, latency, chemical scarification, mechanical

scarification, germination.



. INTRODUCCION

El kudzu (Pueraria phaseoloides) es nativo del sureste asiatico y se encuentra
distribuido en varios paises tropicales, donde es utilizado para diferentes fines
destacandose como cultivo de cobertura de suelo y en la alimentacion animal, en
nuestro pais ha representado un importante papel en la selva, debido a su excelente
adaptacion a condiciones de suelos acidos y de baja fertilidad; sin embargo, la semilla
de esta especie presenta dormancia (Cabrales, 1975), siendo esta, la causa del poco
éxito obtenido en el establecimiento del cultivo. Para solucionar este problema es

necesario el uso de tratamientos de escarificacion (Chee y Tan, 1982).

La dormancia es el estado en el cual, las semillas a pesar de tener las condiciones
normales del medio ambiente para su germinacién, no lo hacen debido a mecanismos
fisicos y fisioldgicos de la semilla (Copeland y McDonald, 1992). Esta caracteristica es
el factor mas importante que afecta la germinacion de las semillas de kudzu y en

consecuencia, limita el buen establecimiento del cultivo.

Las causas principales de la dormancia en semillas de leguminosas es la presencia de
un tegumento o testa dura que las hace impermeables al agua (Cabrales, 1975). Sin
embargo, la dormancia de las semillas se elimina de manera natural con la exposicién
de las semillas al sol durante 6 horas (Cid, 1983), dependiendo de las condiciones
climaticas del lugar donde se almacena. De ahi, si la semilla de esta especie se utiliza
para el establecimiento del cultivo inmediatamente después de la cosecha, es posible
que tenga baja o nula germinacién y por tanto, se fracase en el establecimiento del
cultivo. Sin embargo, esta limitante de las semillas se puede mejorar de manera artificial
mediante el empleo de métodos de escarificacion previos a la siembra (Garcia y Cicero,
1992).

En esta especie vegetal se utilizan diferentes métodos para romper la dureza de la testa
de estas semillas, ya sea mediante escarificacibn mecanica o quimica, usando un corte

en la testa o simplemente agua caliente (Aragao y Costa, 1983).

El alcance de la investigacion es descriptivo y tiene los siguientes objetivos:



1.1 Objetivo general

Superar la latencia de la semilla de kudzu para promover la germinacion.

1.2 Objetivos especificos

Comparar el efecto del remojo en agua, la escarificacion quimica con acido
sulfurico y el remojo en una solucion de nitrato de potasio como métodos para
superar la latencia en semillas de kudzu.

Comprobar la metodologia propuesta por ISTA (1993, 2004, 2007) para superar

la latencia en la prueba de germinacion de semillas de kudzu.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Kudzu (Pueraria phaseoloides)

2.1.1 Origen e introduccion al Peru

El kudzu tropical (Pueraria phaseoloides) es originario de Asia sudoriental, Malasia e
Indonesia y actualmente se halla muy extendido en los trépicos humedos (Skerman,
1991). Es introducido al Peru aproximadamente en 1942 a la entonces Estacion
Agricola de Tingo Maria (Muro y Agreda citado por Contreras, 2012). Crece bien en la
region tropical y subtropical de la selva peruana (Romero, 1988).

2.1.2 Taxonomia
El kudzu, segun APG 111 (2009), APG 1V (2016), Chase y Reveal (2009) y Haston et al.
(2009), se encuentra enmarcado en la siguiente clasificacion taxonémica:
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.
Orden: Fabales Bromhead
Familia: Fabaceae Lindl.
Género: Pueraria DC.

Especie: Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth.

Otros nombres: También se le como Pueraria Benth; Pueraria phaseoloides (Roxb)
Benth. variedad javanica, Neustanthus javanicus Benth. Los nombres mas comunes

son kudzu tropical en la mayor parte de los tropicos (Arias, 1986).

2.1.3 Caracteristicas botanicas

Es una leguminosa perenne, vigorosa, voluble y trepadora, ligeramente lefiosa, velluda y
de raices profundas, posee hojas de tres foliolos, las cuales presentan una cubierta suave
de pelos, sus raices son tuberosas, sus tallos principales son delgados, enraizan los
nudos cuando entran en contacto con el suelo hiumedo, las ramas secundarias derivan de
los nudos para crear una densa masa de vegetacion de 60 a 75 cm de altura, los brotes

jovenes estdn densamente cubiertos de pelos marrones, las flores se presentan en



racimos densos de color morado. Las vainas de forma cilindrica, también son

pubescentes y contienen numerosas semillas duras de color gris oscuro (Forero, 2002).

2.1.4 Morfologia y propagacion

Sus tallos principales tienen 0.6 cm de diametro y pueden llegar de 5 a 6 m de longitud.
Pueden enraizar por los nudos y de estos formar una serie de ramas laterales o
secundarias. Las hojas son grandes y trifoliadas, que brotan en peciolos de 5 a 10 cm de
largo cubiertas con pelos ascendentes. Los foliolos son delgados, triangulares ovados y
superficialmente lobulados. De los racimos axilares brotan parejas dispersas de
pequefias flores de malva a parpura oscuro; los racimos tienen de 15 a 30 cm de largo y
estan sobre los pedunculos de unos 12.5 cm de largo. La vaina es recta o ligeramente
curva, lineal, cilindrica de 7.5 a 8.5 cm de largo, débilmente revestida de apretados
pelos tiesos, negros cuando esta madura y contiene de 10 a 20 semillas (por lo general
unas 16), de oblongas a mas bien cuadradas, con esquinas redondas, de color pardo a
negro pardusco, de unos 3 mm (Barnard citado por Skerman, 1991) (Fig. 01).

Figura 01. Kudzu tropical (Pueraria phaseoloides)

Modificado de Skerman (1991) 1 Hoja, 2 Flor, 3 Vaina, 4 Semilla



Para su propagacion se puede utilizar la semilla botanica o vegetativa, siendo la
densidad de siembra de 10 kg/ha al voleo o de 1250 plantas/ha, alcanzando plena
produccion a los tres afios (Hughes et al. citado por Contreras, 2012). Sin embargo,
Skerman (1991) comentan que la propagacion de kudzu es principalmente por rizomas y

de esta forma coloniza extensamente en suelos aptos con suficientes precipitaciones.

2.1.5 Adaptacion

El kudzu crece bien en regiones con altitudes entre los 0 y 2000 mshm, con
temperaturas entre 18 y 25°C y precipitaciones entre 900 y 2000 mm anuales. Al igual
que otras leguminosas, el kudzu se establece en praderas asociado con gramineas, el
pastoreo debe realizarse cuando alcanza una altura de 15 a 20 cm del suelo para

asegurar su persistencia en la pradera (Forero, 2002).

Es una trepadora vegetal densa y vigorosa, que se cultiva en los paises tropicales,
prefiere suelos arcillosos fértiles y precipitacion elevada, sus raices son profundas, no
sufren por las sequias de corta duracion. Es apetecible y de gran rendimiento (FAO

citado por Forero, 2002).

El conjunto de tallos y hojas forman una gruesa y tupida cama que cubre completamente
el terreno. Al contacto con el suelo arraigan nudos de las ramas, por lo que un
prudencial pisado de los animales en determinadas épocas favorece bastante su

expansion (Flores citado por Cuibin, 2011).

2.2 Dormancia
La dormancia o también denominada por varios autores como latencia, dormicion,

letargo, reposo o vida latente.

La dormancia o latencia es el estado, en el cual las semillas vivas a pesar de tener las
condiciones normales del medio ambiente para su germinacion, no lo hacen, debido a

mecanismos fisicos y fisioldgicos en la semilla (Copeland y McDonald, 1992).

Se trata de una caracteristica heredable, cuya expresion es modificada por las
condiciones ambientales que se dan durante el proceso de maduracion de la semilla

sobre la planta madre (Pelton citado por Hernandez, 2010).



2.2.1 Concepto y clasificacion de dormicion en semillas
a. Dormicién: Es la suspension temporal del crecimiento visible de cualquier

estructura que contenga meristemos (Lang citado por Hernandez, 2010 ).

b. Paradormicién: Segun Febles (1985), es el impedimento para la germinacion

dentro de la semilla, pero por fuera de la estructura durmiente (embrién), por
ejemplo: cubiertas duras y/o impermeables a los gases y al agua o inhibidores
individuales, o balances inhibidores en la cubierta interna (endosperma o

perisperma).

c. Endodormicion: Impedimento dentro de la estructura durmiente, tales como:

embriones inmaduros o balances hormonales inhibitorios (Sierra, 2002).

d. Ecodormicién: Limitante para el crecimiento en el medio ambiente en el que se

encuentra la semilla (falta de agua, temperatura, oxigeno, luz) (Sierra, 2002).

Asimismo, Carambula (1984) sefialdé que la dormancia constituye un estado que
presentan las semillas, en el cual no germinan mientras sus embriones no sufran una

serie de cambios fisioldgicos y quimicos previos.

2.2.2 Dormanciay semilla

El fendmeno de la dormancia es comdn, principalmente en semillas de determinadas
hortalizas, forrajeras, algunas fruteras y de especies arbdreas y ornamentales, que no
germinan después de la cosecha debido a los mecanismos internos, de naturaleza fisica

o fisioldgica, que bloquean la germinacion (Varela y Arana, 2011).

Estos mecanismos son genéticos y acontecen durante el ciclo de vida de la especie,
durante la maduracién de la semilla, de modo que después de la dispersion, la semilla
todavia no esta apta para germinar, esta dormancia que se instala en la fase de

maduracion de la semilla, es denominada dormancia primaria.

No obstante, en algunas especies, el bloqueo a la germinacién se establece luego de la

dispersion de la semilla, inducido por ciertas condiciones de estrés o por un ambiente



desfavorable a la germinacion, caracterizando a otro tipo de dormancia, denominada

dormancia secundaria.

Las semillas durmientes son aquellas que, mas alld de que estén vivas y sobre
condiciones de ambiente que normalmente favorecen el proceso de germinacién, no

germinan por causa de alta restriccion interna, la cual impide el desarrollo del embrién.

La germinacion solamente ocurrird cuando tal restriccion sea superada, 1o que en la

naturaleza puede llevar dias, meses o afios, dependiendo de la especie.

Una vez madura, la semilla es desprendida de la planta madre, torndndose en un
organismo autdnomo, pues tiene en su estructura un embrién que en condiciones
adecuadas de ambiente, se desenvolvera originando una plantula. No obstante, como
esto no siempre ocurre, la pregunta es porqué las semillas de algunas especies no
germinan, inclusive cuando son sembradas en condiciones adecuadas de humedad y

temperatura.

La respuesta puede parecer simple: porque ya estan en proceso avanzado de deterioro,

que culmina con la muerte del embrién o estan durmientes.

De esta forma, la dormancia de la semilla es un importante estadio del ciclo de vida de
las plantas, caracterizada por la ausencia temporaria de la capacidad de germinacion,
permitiendo que las especies vegetales sobrevivan a las adversidades, principalmente

aquellas que dificulten o impidan el crecimiento vegetativo de la planta.

Se trata, por lo tanto de un fendmeno fundamental para la perpetuacion y la
sobrevivencia de muchas especies vegetales en los mas variados ecosistemas, por
ejemplo: la dormancia permite en las angiospermas obviar los periodos de sequias o

frios inadecuados para el crecimiento vegetal.

También es gracias a la dormancia que semillas de muchas especies no germinan en el
fruto cuando este esta todavia prendido a la planta, pues luego de la maduracién

fisiologica y en condiciones ambientales favorables a la germinacion (aumento de la



humedad por el exceso de lluvias), las semillas sin bloqueos al crecimiento del embrion

podran germinar en la planta madre.

Cabe resaltar que la mayoria de las plantas cultivadas actualmente es representada por
variedades, cultivares e hibridos genéticamente mejorados por procesos de seleccién
que eliminaron la dormancia, pues los objetivos de la agricultura moderna son la rapidez
y la uniformidad de la germinacion de la semilla y de la emergencia de la plantula en

campo.

Una misma especie puede variar en funcién del genotipo, del ambiente donde la semilla
fue producida y de otros factores. Ademas, semillas oriundas de una misma planta
tienen intensidades distintas de dormancia, para que la germinacién ocurra a lo largo del
tiempo, en intervalos irregulares, a medida que la dormancia es superada, aumentando

la probabilidad de sobrevivencia de los individuos.

De esta forma, el impedimento a la germinacion de la semilla, establecido por la
dormancia, se constituye en una estrategia benéfica por distribuir la germinacion a lo
largo del tiempo y permitir a la especie “escapar” de condiciones adversas al

crecimiento de la plantula.

Aparentemente la dormancia evoluciond como un mecanismo de supervivencia de las
especies a determinada condiciones climéaticas, ya que en las regiones de clima

templado el invierno seria una amenaza para la sobrevivencia de las especies.

La dormancia tiene algunas desventajas ya que son necesarios periodos largos para que
un lote de semillas la supere, la germinacion se distribuye en el tiempo, contribuye a la
longevidad de las plantas invasoras, interfiere con los programas de siembra y presenta

problemas para evaluar la calidad de las semillas.

2.2.3 Ventajas y desventajas de la dormancia
En algunos casos, la condicidon de permanecer inactivas las semillas es una desventaja;
no obstante, permite la supervivencia de las mismas a las condiciones adversas

(Evenari, Rao y Roberts citados por Alfaro, 2015), donde las semillas se protegen de



condiciones medioambientales adversas restringiéndose la germinacion en tiempo y

espacio.

En otros casos, se convierte en indeseable, pues las semillas no germinan, incluso

teniendo las condiciones idoneas.

Se dice entonces que la semilla estd en estado de latencia o reposo llamado también
dormancia. Sin embargo, en las condiciones de cultivo la dormancia de las semillas
representa en la mayoria de los casos, ciertas incomodidades y desventajas para el
establecimiento rapido y vigoroso de un pasto, con frecuencia hay siembras frustradas

cuando no se habia tomado en cuenta la dormancia de las semillas.

Por otra parte, la dormancia de las semillas puede ser Gtil para la preservacion

prolongada, es por eso que la dormancia puede convertirse en ventaja.

2.2.4 Valor practico de la dormancia
La existencia de la dormancia en las semillas se considera como una caracteristica
bioldgica o una adaptacion muy Util para la sobrevivencia de la especie en el ambiente

natural.

Este mecanismo, por ejemplo impide la germinacién inmediata y completa de las
semillas cuando ellas aun se encuentran en la planta “madre”. Ademads, permite a la
planta conservar en el suelo para largos plazos sus gérmenes latentes hasta que las

condiciones se hagan favorables.

2.2.5 Causas de la dormancia

Las causas mas comunes de dormancia son las siguientes:

a. Cubiertas duras e impermeables al agua y al oxigeno: Las envolturas de las

semillas juegan un papel notable, ya que impiden la germinacién limitando el
acceso de agua y oxigeno al embrion. La rotura o separaciéon de estas cubiertas
llevan a aumentar la energia de la germinacion. La duraciéon del periodo de la
dormancia relacionada con la impermeabilidad de sus envolturas esta en

dependencia de las condiciones de almacenamiento posterior a la cosecha.



b. Inmadurez del embridn: En algunas semillas, los embriones no se diferencian bien

y se presentan al madurar como masas de células. Otras plantas diferencian sus
embriones hasta un grado mas elevado; sin embargo, al emprender la germinacion
se continda con el crecimiento y el desarrollo del embrién que logra alcanzar
tamafos mayores. En ambos casos mencionados tiene lugar la dormancia que se
debe a la inmadurez del embrion. A veces las semillas con este tipo de dormancia
no germinan durante multiples afios bajo el régimen de temperaturas elevadas

requiriendo, al contrario las bajas para poder romper la latencia.

Puede ser causa de dormancia la presencia de embriones rudimentarios (Pillay
citado por Alfaro, 2015), esta condicion se presenta debido a una fertilidad baja en
la fecundacion de la semilla y al momento de cosecha de la misma, exigiendo por lo
tanto concretar los estudios hacia la recoleccion dptima de las mismas. Esta causa
de dormancia puede ser atenuada realizando una cosecha correcta y dandole a la
planta todas las condiciones de desarrollo.

c. Presencia de inhibidores de la germinacion: Las semillas pueden contener varias
sustancias quimicas que impiden la germinacion y que reciben el nombre de
inhibidores, tales como: amoniaco, acido cianhidrico, aceites esenciales, etc. A
veces el inhibidor es sensible a la luz o soluble en el agua y por eso puede ser

eliminado por uno de sus factores.

Hembery citado por Alfaro (2015) indicd que la relacion entre la dormancia y la
germinacion estaba regulada por un balance entre el inhibidor y el activador. Al
suprimirse el inhibidor puede la semilla, si encuentra buenas condiciones germinar,
este efecto del inhibidor puede eliminarse con tratamientos quimicos y almacenado

de las semillas.
2.2.6 Tipos de dormancia en semillas
La latencia también denominada por varios autores como dormancia, dormicion,

letargo, reposo o vida latente (Hernandez, 2010) se clasifica en los siguientes tipos:

a. Dormancia fisica: Se manifiesta cuando al final de las pruebas de germinacion,

queda una cantidad de semillas cuyo volumen y dureza no se modifican. La
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impermeabilidad es adquirida al final de la maduracion durante la desecacion. Este
tipo de latencia se pierde cuando el agua penetra a la semilla de manera natural,
cuando hay fluctuaciones de temperatura y humedad en el suelo, abrasion, ataque
de microorganismos, etc. De manera artificial se elimina con agua caliente, acido

sulfurico y escarificacion mecanica al raspar, quebrar o perforar las cubiertas.

Dormancia guimica: Esta dormancia se debe a que la germinacion es bloqueada por

sustancias inhibidoras del crecimiento que se encuentran en la cubierta de la
semilla. De ahi que para que las semillas germinen es necesario eliminar las
sustancias inhibidoras presentes por medio de la separacion de las cubiertas o

lavado con agua corriente.

Dormancia mecanica: Esta dormancia es causada por la dureza de la testa o

cubierta de la semilla y el endospermo cuyos tejidos oponen resistencia mecanica al
crecimiento del embridn. Este efecto se elimina en forma natural por los ciclos de
remojo y secado de la semilla. De manera artificial, se elimina por medio de la

escarificacién mecanica y quimica, mediante el empleo de &cido sulfdrico.

Dormancia fisiolégica: Las causas de esta dormancia se debe al blogueo

metabolico en el embrion ocasionado por la baja permeabilidad de la cubierta a los
gases, baja actividad enzimatica, produccion de coenzimas y acidos nucleicos, lo
cual impide el crecimiento del embrién no permitiendo atravesar la cubierta. Este
tipo de latencia en forma natural se elimina por estimulos ambientales, los cuales
producen un indicador metabolico para la sintesis de promotores hormonales. De
manera artificial se elimina con la estratificacion mejor conocida como

enfriamiento himedo.

Dormancia morfolégica: Esta dormancia es ocasionada por la presencia de

embriones rudimentarios, es decir por embriones que no han desarrollado
completamente. Esta dormancia se elimina por medio de la escarificacion célida, a
través del empleo de temperatura y humedad adecuada y con aplicaciones de acido

giberélico.
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2.3 Tratamientos de escarificacion para romper dormancia

Las semillas tanto de gramineas como de leguminosas presentan baja germinacion. Esta
caracteristica es un factor que limita su uso y establecimiento en campo. Sin embargo,
esta limitante se puede mejorar mediante el empleo de tratamientos de escarificacion
previos a la siembra. Los tratamientos de escarificacion que se utilizan para romper la
dormancia de las semillas se clasifican en fisicos y quimicos. Entre los métodos para
interrumpir la latencia en semillas pueden citarse a los siguientes: pregerminacion,
diferentes combinaciones de temperatura, solucion de nitrato al 0.2%, acido giberelico,

prelavado y presecado, acido sulfurico, entre otros (Faria et al., 1996).

A continuacion se describen los métodos més conocidos y utilizados segiin Nikolaeva
citado por Hernandez (2010) y Alfaro (2015):

2.3.1 Escarificacion mecénica

Consiste en raspar, quebrar o perforar las cubiertas de las semillas, ya sea en forma
manual o con aparatos. En forma manual, en lotes pequefios, se pueden usar lijas,
tenazas, martillos o agujas. Este método es sencillo y efectivo que implica pocos

riesgos, a excepcion de que las semillas queden expuestas al ataque de patdgenos.

El desgaste o la ruptura de la cubierta seminal se puede lograr con la agitacion de las
semillas con algun material abrasivo como la arena o mediante raspado, también

cortando la cubierta con un cuchillo.

2.3.2 Escarificacion quimica

En este método de escarificacion se utilizan diversas sustancias quimicas, las cuales
coadyuvan a incrementar los porcentajes de germinacién. Principalmente se usan
sustancias causticas como el acido sulfurico y sustancias hormonales como el &cido

giberélico.

a. Acido sulfarico concentrado (H.SO.): Cuando se utiliza acido sulfdrico, las

semillas se sumergen en el acido en recipientes resistentes y la duracion del
tratamiento depende de la especie vegetal. Posteriormente se drena el &cido y las

semillas se lavan en agua corriente. En leguminosas, el acido sulfirico debilita la

12



estructura de la testa permitiendo el ingreso del agua y oxigeno necesarios para el
proceso de germinacion. Sin embargo, es un método muy riesgoso, ademas,

representa varios inconvenientes:

- Requiere de personal altamente calificado y de un equipamiento especial (piletas de
inmersion, utensilios de laboratorio y grandes cantidades de agua).

- Tener en cuenta que los operarios tienen que contar con equipos de proteccion
personal adecuados (botas de goma, mamelucos, delantales, gafas o protectores
faciales, guantes largos, etc.), ya que los acidos podrian provocarles quemaduras o
lesiones.

- Una parte de las semillas se lesionan demasiado y pierden su viabilidad.

- Se debe considerar llevar adelante un protocolo adecuado de manejo del agua y de
residuos tdxicos, ya que en esta técnica se utilizan grandes volumenes.

- Este método es caro, causa del alto costo que tiene el acido sulfurico.

El &cido sulfarico es uno de los método quimicos mas utilizados en semillas de
leguminosas, ya que disuelve, agrieta y debilita las cubiertas de la testa, lo cual permite
la entrada de agua e intercambio de gases, facilita la expansion del embrion y la salida
de la radicula (Ramos, 1975). Su uso se extiende a niveles comerciales ya que disuelve
por completo a la testa permitiendo el intercambio de agua y oxigeno necesarios en el

proceso de germinacion (Zulay et al., 1998).

b. Agua, alcohol etilico y acetona: Dentro del método quimico se plantea la aplicacion
de varias sustancias quimicas que neutralizan o eliminan los inhibidores de la
germinacion, dentro de ellos el agua, el alcohol y la acetona permiten desechar los
inhibidores que bloquean al metabolismo en las semillas, aumentando

significativamente el porcentaje de germinacion.

c. Sustancias hormonales: En este método, generalmente se utilizan las giberelinas,

citoquininas, benziladenina y etileno. La dosis de los tratamientos hormonales se
realiza en partes por millén (ppm) y la concentracion depende de la especie de
planta, estado de las cubiertas, método de aplicacion, duracion del tratamiento,
temperatura y combinacion de hormonas. EI momento culminante es cuando la

hormona entra al embrion. Entre las limitantes del uso de las sustancias
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hormonales, estén el alto costo y la dificultad para adquirirlas, ademas es necesario
romper las cubiertas de las semillas para facilitar su penetracion al embrién
(Hernéndez, 2010).

2.4 Viabilidad

La viabilidad de las semillas es el periodo de tiempo durante el cual las semillas
conservan su capacidad para germinar. Es un periodo variable y depende del tipo de
semillas y de las condiciones de almacenamiento. Atendiendo a la longevidad de las
semillas, es decir el tiempo que las semillas permanecen viables, pueden haber semillas
que germinan todavia después de decenas o centenas de afios; se da en semillas con una
cubierta seminal dura como las leguminosas (Valdivia, 2015). El caso méas extremo de
retencion de viabilidad es el de las semillas de Nelumbo nucifera encontradas en
Manchuria con una antigiiedad de unos 250 a 400 afios. En el extremo opuesto tenemos
a los que no sobreviven més de algunos dias 0 meses, como es el caso de semillas de
arce (Acer), sauces (Salix) y chopos (Populus) que pierden su viabilidad en unas

semanas, o los olmos (Ulmus) que permanecen viables 6 meses (Garcia et al., 2006).

2.5 Germinacion

Es definida como la emergencia y el desenvolvimiento de las estructuras esenciales del
embrion, las cuales son la manifestacion de su capacidad para dar origen a una plantula
normal, en condiciones ambientales favorables. La germinacion se expresa en

porcentaje y nimero de semillas que producirén plantulas normales (Papalotla, 2002).

Peretti (1994) sefiala que la germinacion es la reanudacién de las actividades de
crecimiento del embridn, suspendidas o disminuidas al momento de alcanzar la semilla
su madurez fisiolégica. Moreno (1984) define la germinacion como la emergencia y
desarrollo de aquellas estructuras esenciales que provienen del embrion, y que
manifiestan la capacidad de la semilla para producir una plantula normal bajo

condiciones favorables.
Mientras que, Copeland y McDonald (1992) definen a la germinacion como la

reactivacion de los procesos fisioldgicos del embrion, mediante una serie de reacciones

metabdlicas que sufren las semillas después de la imhibicion.
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Para que se inicie la germinacion, la semilla tiene que absorber agua e hincharse,
conociéndose este proceso como imbibicion. Para que la semilla germine requiere de
cierto intervalo de temperaturas, la temperatura minima en semillas de kudzu varia de
15 a 20°C, con una éptima de 25 a 35°C (Hernandez, 2010).

2.5.1 Factores que intervienen en la germinacion
La germinacion es una secuencia de eventos influenciada directamente por varios

factores internos y externos que interactian permanentemente.

Dentro de los factores externos, se encuentran principalmente la humedad, la
temperatura, la luz, el oxigeno, el CO. y el sustrato (pH, nivel de salinidad, medio). Los
internos que intervienen son los promotores inhibidores de la germinacion, la activacion

metabolica en general y la regulacidn genética particular (CATIE, 1996).

a. Factores externos

- Humedad: La absorcién de agua es el primer paso, y el mas importante, que tiene
lugar durante la germinacion; porque para que la semilla recupere su metabolismo
es necesaria la rehidratacion de sus tejidos. La entrada de agua en el interior de la
semilla se debe exclusivamente a una diferencia de potencial hidrico entre la
semilla y el medio que la rodea. En condiciones normales, este potencial hidrico es
menor en las semillas secas que en el medio exterior. Por ello, hasta que emerge la
radicula, el agua llega al embrion a través de las paredes celulares de la cubierta
seminal; siempre a favor de un gradiente de potencial hidrico. Aungue es necesaria
el agua para la rehidratacién de las semillas, un exceso de la misma actuaria
desfavorablemente para la germinacioén, pues dificultaria la llegada de oxigeno al
embrion (Garcia et al., 2006).

Herrera et al. (2006) sefiala que en el proceso de absorcidn de agua podemos distinguir
tres fases (Fig. 02):

e Fase I: Imbibicién

Consiste en la absorcién del agua necesaria para la rehidratacion de proteinas y
organelas celulares, asi como para el transporte y para que ocurran las reacciones

hidroliticas.
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e Fase Il Activacion de procesos metabolicos o germinacién sensu stricto

En esta fase ocurre la sintesis de acidos nucleicos y proteinas. También se incrementan
las actividades enzimaticas, asi como la degradacion inicial de las reservas. A
diferencia de la anterior, esta fase se caracteriza por un cese en la absorcion de agua y

una actividad metabdélica mas reducida.

e Fase lll1: Emergencia de la radicula
Es la dltima fase de la germinacion y tiene lugar en la radicula (crecimiento visible),
concluyendo el proceso germinativo, ya que el crecimiento subsecuente se considera un

proceso separado.

La duracion de cada una de las fases depende de ciertas propiedades de las semillas,
como su contenido en compuestos hidratables y la permeabilidad de las cubiertas al
agua y al oxigeno. Estas fases estan afectadas por las condiciones del medio, como el
nivel de humedad, las caracteristicas y composicion del sustrato, la temperatura, etc.
Otro aspecto interesante es la relacion de estas fases con el metabolismo de la semilla.
La primera fase se produce tanto en semillas vivas y muertas y, por tanto, es
independiente de la actividad metabolica de la semilla. Sin embargo, en las semillas
viables, su metabolismo se activa por la hidratacion. La segunda fase constituye un
periodo de metabolismo activo previo a la germinacion en las semillas viables o de
inicio en las semillas muertas. La tercera fase se produce s6lo en las semillas que
germinan y obviamente se asocia a una fuerte actividad metabolica que comprende el
inicio del crecimiento de la plantula y la movilizacion de las reservas. Por tanto, los
factores externos que activan el metabolismo, como la temperatura, tienen un efecto
estimulante en la Gltima fase. En las dos primeras fases de la germinacion los procesos
son reversibles, a partir de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisiologica
irreversible. La semilla que haya superado la fase de germinacion tendra que pasar a la
fase de crecimiento y originar una plantula, o por el contrario morir (Garcia et al.,
2006).
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Figura 02. Curva del proceso de absorcion de agua (Vazquez et al., 1997)

Temperatura: La temperatura es un factor decisivo en el proceso de germinacién,
ya que influye sobre las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones
bioquimicas que ocurren en la semilla después de la rehidratacion. La actividad de
cada enzima tiene lugar entre un maximo y un minimo de temperatura, existiendo
un 6ptimo intermedio. Del mismo modo, en el proceso de germinacion pueden
establecerse unos limites similares. Por ello, las semillas solo germinan dentro de
un cierto margen de temperatura. Si la temperatura es muy alta 0 muy baja, la
germinacion no tiene lugar aunque las demés condiciones sean favorables. La
temperatura minima seria aquella por debajo de la cual la germinacion no se
produce, y la maxima aquella por encima de la cual se anula igualmente el proceso.
La temperatura Optima, intermedia entre ambas, puede definirse como la mas
adecuada para conseguir el mayor porcentaje de germinacion en el menor tiempo
posible (Garcia et al., 2006). Los requerimientos de temperatura son especialmente
importantes para la ruptura de los procesos de latencia; las semillas de climas

templados requieren de temperaturas frias por periodos prolongados para iniciar la
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germinacion; mientras que en el caso de las semillas tropicales es comun la

necesidad de altas temperaturas para interrumpir el reposo (Herrera et al., 2006).

Oxigeno: El oxigeno es necesario como sustrato en las reacciones metabdlicas
importantes de la semilla, especialmente la respiracion. Aunque en los primeros
estadios de la germinacién los procesos, tales como cuando la radicula rompe el
tegumento, las reacciones son de caracter anaerébico, posteriormente la
germinacion se hace totalmente dependiente del oxigeno. La disponibilidad de
oxigeno también se afecta por otros factores como la temperatura, el grado de
humedad, concentracion de CO2, dormancia y algunos hongos y bacterias (CATIE,
1996).

Luz: La sensibilidad de las semillas a la luz es bastante variable de acuerdo a la
especie. Algunas semillas se estimulan positivamente por la luz y otros
negativamente. La respuesta de las semillas a la luz esta ligada a una cromoproteina
denominada “fitocromo”, pigmento responsable de atraparla. Basicamente el
fitocromo es un sensor de sefiales del medio ambiente y fotorregulador, ya que
capta, traduce y amplifica sefiales para la germinacion. Actla solo en semillas
hidratadas, aunque esté presente en semillas secas, el agua induce a cambios
conformacionales, hidrata la parte proteica del fitocromo y estimula la sintesis
misma del fitocromo (CATIE, 1996). La importancia de la luz es notoria después
de que la radicula ha salido, pues se necesita una intensidad luminica relativamente

alta para producir plantulas fuertes y vigorosas (Sierra, 2005).

b. Factores internos

La latencia o dormancia, asi como las hormonas y sustancias inhibidoras no

hormonales son controladores internos que regulan la germinacion de las semillas y se

ajustan a las condiciones medioambientales y metabdlicas de la semilla (CATIE, 1996).

Promotores de la germinacién: Los principales promotores de la germinacion son

la giberelina (AG), el &cido indolacético (AlA) y las citoquininas, compuestos que
estan presentes en pequefias cantidades en la semilla y su sintesis responde a sus
caracteristicas genéticas y respuestas especificas al medioambiente; por ejemplo el

fitocromo 600 nm promueve la formacién de giberelina y esta a su vez desencadena
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la germinacion (CATIE, 1996). En algunas semillas que requieren tanto periodos
frios como de luz para germinar, los niveles hormonales aumentan después de

aplicar tratamientos adecuados de estos compuestos (Garcia et al., 2006).

Giberelina: La giberelina estimula la germinacion, su velocidad y a la vez que
estimula el crecimiento de la plantula. La respuesta de esta hormona puede variar
con cada especie (CATIE, 1996). Las giberelinas superan la latencia en semillas,
actuando como sustitutos de bajas temperaturas, dias largos o luz roja. En las
semillas, uno de los efectos de las giberelinas es estimular la elongacion celular, de
manera que la radicula pueda empujar a través del endospermo, la cubierta seminal

que restringe su crecimiento (Salisbury y Ross, 1994).

Inhibidores de la germinacion: Los inhibidores de la germinacion de las semillas

son sustancias quimicas y pueden ser producidas o traslocadas a la semilla para

bloquear el crecimiento del embrién (Courtis, 2013).

Acido abscisico (ABA): El desarrollo embrionario es dependiente del ABA. Este

proceso se puede dividir en tres etapas: 1) mitosis y diferenciacion celular, 2)
expansion celular y acumulacion de reservas (proteinas, grasas y almidon), y 3)
maduracion, proceso en el que las semillas se secan y pasan a un estado de

dormicioén.

El ABA inhibe la germinacion precoz y el viviparismo, es decir, porque no
germinan o pueden no germinar precozmente en frutos himedos en la planta madre.
Aungue en las semillas existen varios mecanismos de latencia, hay diversos datos
que indican que el ABA desempefia un papel importante en este proceso: 1)
correlacion entre las concentraciones bajas de ABA y la germinacion precoz en
cultivos de embriones, 2) el ABA exogeno impide la germinacién de los embriones
inmaduros de varias especies cuando se cultivan in vitro, 3) cuando mas altos son
los niveles de ABA enddgeno, mayor es la sensibilidad al ABA y 4) mutantes
deficientes en ABA presentan una fase de latencia mas corta o germinan, incluso
cuando se encuentren en el fruto. Ademas, la aplicacion de un inhibidor de la
biosintesis del ABA (fluoridona) a semillas en desarrollo previene la latencia del
embrién. Por lo tanto, el aumento de los niveles endégenos de ABA al final de la
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embriogénesis esta claramente relacionado con el inicio de la maduracion y con la
inhibicién de la germinacion precoz (Fig. 03). EI ABA también reprime la
expresion de muchos genes especificos de la germinacion y puede originar o
acelerar la formacion de grupos esenciales de proteinas de reserva de la semilla en
cultivos de embriones. Este hecho indica que el incremento normal de los niveles
de ABA al principio y durante la etapa media del desarrollo de la semilla controla
la acumulacion de dichas proteinas de reserva. El efecto osmoético es también un
factor importante en la latencia y el depdsito de reservas en la semilla, aunque no

esta directamente mediado por el aumento de ABA (Azcon — Bieto y Talon, 2008).

Embriogeneasis Maduracidn
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Figura 03. Niveles relativos de ABA y contenido hidrico durante el desarrollo de la

semilla (Azcon-Bieto y Talon, 2008)

e Sustancias derivadas del metabolismo secundario de la planta: Compuestos

organicos aromaticos (fendlicos, benzoicos, cofactores de AIA oxidasa,

difendlicos) y compuestos derivados de las lactonas (cumarina, escopoletina,
juglona).

e Inhibidor B (&cido abscisico + inhibidor): En especies tropicales y subtropicales, los
inhibidores se encuentran en el pericarpio e inhiben la germinaciéon en las

estaciones secas. La eliminacion manual del pericarpio o la lixiviacion de los frutos
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es suficiente para que se inicie la germinacion de las semillas. En condiciones
naturales, esto ocurre en las estaciones lluviosas. El efecto inhibitorio en la
germinacion se consigue también con la aplicacion de reguladores de crecimiento,

como el acido abscisico o el etileno (Courtis, 2013).

Embrién fisioldgicamente inmaduro: Este tipo de latencia o dormancia se debe

fundamentalmente a una disminucién en la actividad enzimética de los embriones.
En los cereales, este tipo de latencia es frecuente, impidiendo que las semillas
germinen luego de cosechadas, aunque el embridn esté perfectamente formado y
durante el almacenaje en sitio seco van perdiendo esta dormicion, lo que convierte a
esta latencia en un carécter fitotécnico deseable. El periodo de duracion de latencia
puede variar desde algunas semanas hasta varios meses, de ahi que existen
cultivares que germinan en planta (viviparos) y otros permanecen inalterables ain
en condiciones adecuadas para la germinacién. Existen métodos artificiales para

romper esta latencia, por ejemplo métodos térmicos y quimicos (Courtis, 2013).

Presencia de tegumentos duros: Muchas plantas producen semillas cuyo tegumento

externo es duro impermeable al agua o a los gases, e incluso el micropilo esta
provisto de una barrera que impide la penetracion de agua al embrién (Vazquez et
al., 1997).

Courtis (2013) sefiala que los tegumentos pueden ser duros por las siguientes

razones:

e Impermeabilidad al agua por presencia de cutinas, ligninas, quinonas, sustancias
pécticas insolubles (leguminosas).

e Impermeabilidad al oxigeno por presencia de fenoles sustancias avida de O2 que
lo atrapan y no permiten que llegue al embrién (Xanthium).

e Resistencia mecanica a la expansion del embrion por contener un estrato de
esclereidas con paredes secundarias muy lignificadas (Brassica).

e Impedimento a la difusion de los inhibidores fuera de la semilla (Guayule).
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En tales casos, para romper el letargo de las semillas debido a los tegumentos duros, se
puede recurrir a diferentes métodos ya sean mecanicos o quimicos. En la naturaleza esto
se produce por la abrasion de las particulas de arena, la accién de insectos y/o
microorganismos, las alternancias térmicas marcadas o el pasaje por el aparato digestivo

de animales y aves que presentan sustancias acidas (Courtis, 2013).

2.5.2 Tipos de germinacion

Los cambios fisiologicos y metabolicos que se producen en las semillas, no latentes,
después de la inhibicion de agua tienen como finalidad el desarrollo de la plantula. Este
proceso comienza por la radicula, que es el primer rgano que emerge a través de las
cubiertas. Sin embargo, en otras semillas el crecimiento comienza por el hipocétilo. Las
semillas, atendiendo a la posicion de los cotiledones respecto a la superficie del sustrato,

pueden diferenciarse en la forma de germinar (Garcia (a) (b), 2003).

Jara (1996) nos dice que podemos distinguir dos tipos diferentes de germinacion (Fig.
04):

a. Germinacién hipogea: En la mayoria de las especies, los cotiledones permanecen

sobre o bajo el suelo. El punto de crecimiento (epicotilo) que esta sobre los
cotiledones comienza a crecer rapidamente formando un brote que termina en hojas
rudimentarias (plimula). La plumula se dobla hacia atras mientras que el brote sale
del suelo, pero eventualmente se vuelve hacia la luz y forma las primeras hojas de
la plantula. Durante este periodo, los nutrientes de los cotiledones son absorbidos
hasta secarse. Luego, la plantula se nutre por si sola mediante la raiz y las hojas

verdes con capacidad de fotosintesis.

b. Germinacién epigea: En otras especies, el hipocotilo comienza a crecer

rdpidamente una vez que la radicula esta suficientemente desarrollada. Esto
generalmente hace que brote un arco fuera del suelo. El hipocotilo se hace mas
fuerte y los cotiledones se expanden, se vuelven verdes y comienzan a funcionar
como hojas. Durante este tiempo, la cubierta de la semilla se cae. Poco después el
epicotilo comienza a crecer y la plumula se desarrollard para producir las primeras
hojas verdaderas. Si la semilla tiene un endosperma, este es absorbido por los

cotiledones durante el crecimiento inicial.
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Figura 04. Germinacion epigea e hipogea (Jara, 1996)

2.5.3 Estructuras esenciales de las plantulas

Una plantula, dependiendo de la especie ensayada, consta de una combinacion
especifica de alguna de las siguientes estructuras esenciales (Fig. 05, 06) para su
desarrollo posterior (SENASA, 2007):

a. Sistema radicular (raices primarias, en ciertos casos raices seminales).

b. Eje del brote (hipocotilo, epicotilo; en ciertos casos Poaceae [Gramineae]
mesocotilo; yema apical).

c. Cotiledones (uno o varios).

d. Coleoptilo (en todas las Poaceae [Gramineae]).
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Dicotiledoneas

8 Cotiledones.

16 Epicotilo.

20 Hipocotilo.

37 Peciolo.

42 Hojas primarias.
43 Raiz primaria.

47 Hojuelas.

50 Raices secundarias.
57 Yema terminal.

Figura 05. Estructuras esenciales de una plantula dicotiledénea (Bekendam y Grob,
1980)

Monocotiledoneas
1 Raices adventicias.
5 Coledptilo.

8 Cotileddn.

24 Raices laterales.
29 Mesocaotilo.

42 Hoja primaria.

43 Raiz primaria.

50 Raiz secundaria.

52 Raices seminales.

Figura 06. Estructuras esenciales de una plantula monocotiledénea (Bekendam y Grob,
1980)
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2.5.4 Categorias de plantulas y semillas de germinaciéon en un ensayo.

a. Plantulas normales: Las plantulas normales son aquellas que muestran potencial

para su desarrollo en plantas normales, cuando crecen en los suelos de buena
calidad y bajo condiciones favorables de humedad, temperatura y luz (SENASA,
2007).

b. Plantulas anormales: Las plantulas anormales son todas aquellas que no se pueden

clasificar como normales por tener alguna deficiencia en el desarrollo de sus
estructuras esenciales, que les impide su desarrollo normal cuando crecen en suelo
preparado y bajo condiciones favorables de humedad, luz y temperatura (Moreno,
1984).

c. Semillas no germinadas: Las semillas que no han germinado al final del ensayo

cuando han sido ensayadas bajo las condiciones dadas en los métodos especificos

para cada especie, se clasifican de la siguiente manera:

- Semillas duras: Semillas que permanecen duras al final del periodo de ensayo,

porque no han absorbido agua, debido a la impermeabilidad de la cubierta. La

dureza es una forma de latencia.

- Semillas frescas o latentes: Semillas distintas de semillas duras, que no han

germinado bajo las condiciones del ensayo de germinacion, pero que permanecen
sanas y firmes y tienen el potencial para desarrollarse en una plantula normal. Las
semillas frescas pueden embeberse de agua cuando se les proporciona las

condiciones establecidas, pero el proceso de germinacién esta bloqueado.

- Semillas muertas: Semillas que al final del periodo del ensayo no son ni duras ni
frescas ni han producido ninguna estructura de la plantula. Las semillas muertas

normalmente estan blandas, decoloradas, frecuentemente enmohecidas.

- Otras categorias: En algunas circunstancias o para determinados grupos de

especies, semillas vacias y no germinadas podrian clasificarse en otras categorias:
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Semillas vacias: Semillas que estdn completamente vacias o contienen solamente

tejido residual.

Semillas sin _embridn: Semillas que contienen endospermo fresco o tejido

gametofitico en el cual no hay, aparentemente, cavidad embrional ni embrién.

Semillas dafiadas por insectos: Semillas que contienen larvas, restos o excrementos

de insectos, o0 bien presentan otras evidencias de ataques que afectan la capacidad

de las semillas para germinar.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Lugar de experimentacion

El ensayo se realizo en el Laboratorio de Semillas del Departamento Académico de
Fitotecnia de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina
ubicado en el distrito de La Molina, provincia de Lima, region Lima con la siguiente

ubicacion geografica:

Latitud :12°05°06” S
Longitud :76° 57 65 O
Altitud : 237 msnm

3.1.2 Equiposy materiales

a. Equipos

- Cabina de germinacion Seedburo
- Cémara digital

- Cron6metro

b. Materiales

- Semillas de kudzu LEGUM 01 — 01 — 2015 de SAIU EXPORT SAC

- Papel toalla

- Agua destilada

- Beackers de 50 ml de capacidad para la aplicacion de acido sulfirico y nitrato de
potasio

- Placas Petri

- Guantes de seguridad

- Lentes de proteccion

- Lijade agua

- Acido sulfarico al 98%

- Nitrato de potasio al 0.2%
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3.1.3 Variables estudiadas
- Porcentaje de plantulas normales (PPN)
- Porcentaje de semillas no germinadas (SNG)

- Porcentaje de germinacion fisiolégica (PG)

3.1.4 Medicion de las variables
- Porcentaje de plantulas normales (PPN): Es el nimero de plantulas consideradas
como normales de acuerdo a los criterios de evaluacion (ISTA, 1993, 2004, 2007).

Se calcul6 por repeticion.

- Porcentaje de semillas no germinadas (SNG): Es el nimero de semillas no
germinadas (duras, frescas y muertas) por repeticion (ISTA, 1993, 2004, 2007).

- Porcentaje de germinacion fisiologica (PG): Es numero de semillas germinadas
en relacion al nimero total de semillas en prueba por cien (Herrera et al., 2006;

Véasquez et al., 1997). Se calcula con la siguiente ecuacion:

PG = [Gn/Nn] x 100
Donde:
Gn = Numero de semillas germinadas

Nn = NUumero de total de semillas en prueba

3.1.5 Tratamientos
Los tratamientos aplicados para superar la latencia de las semillas de kudzu (Pueraria

phaseoloides) fueron las siguientes:

- Acido sulfurico al 98%

- Nitrato de potasio al 0.2%

- Acido sulfarico al 98% + nitrato de potasio al 0.2%
- Agua

- Escarificacion mecanica (lija)

- Testigo (sin ningun tratamiento)
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3.2 Métodos

3.2.1 Procedimientos

Las pruebas de germinacion se realizaron con 400 semillas de kudzu (Pueraria
phaseoloides) colocadas entre papel a 25°C de temperatura constante por un espacio de
10 dias, haciendo el primer conteo al cuarto dia (ISTA, 1993, 2004, 2007).

- Escarificacion quimica con &cido sulfurico al 98%
Las semillas fueron sumergidas en 14 ml de &cido sulfurico al 98% de
concentracion durante 15 minutos y enseguida fueron lavadas con agua destilada

por 5 minutos y secadas bajo sombra (Garcia et al., 1992).

- Escarificacion quimica con nitrato de potasio al 0.2%
La solucion se preparo disolviendo 2 gramos de KNO3 en 1 litro de agua destilada.
El papel fue humedecido con esta solucion al inicio de la prueba (ISTA, 1993,
2004, 2007).

- Escarificacién quimica con acido sulfarico + nitrato de potasio
El método consistio en combinar las dos técnicas anteriores, siguiendo los mismos

procedimientos.

- Remojo en agua

Las semillas se colocaron en agua fria por 24 horas (Hernandez, 2010).

- Escarificacion mecéanica
Se utiliz6 una lija de agua para raspar 400 semillas de kudzu (Pueraria
phaseoloides) con la finalidad de reducir el volumen de la testa de la semilla que

luego fue usada en el ensayo de germinacion.
- Testigo

La semilla no recibié tratamiento alguno (quimico ni mecénico). Esta semilla

mantuvo su testa intacta.

29



3.2.2 Ensayo de germinacion
Los requerimientos para los ensayos de germinacion de Pueraria phaseolioides fueron
tomados de las normas ISTA (1993, 2004, 2007).

- Una muestra de 2400 semillas fueron tomadas al azar.

- La muestra fue dividida en 6 grupos para obtener 4 repeticiones de 100 semillas
cada uno.

- Las semillas se colocaron con una adecuada separacion sobre el papel toalla
totalmente humedo en cada repeticion.

- Finalmente, cada papel himedo con las semillas fue enrollado y los cuatro rollos se
colocaron en envases de plastico con tapa, y estas a su vez se pusieron dentro de

una camara de germinacion.

El papel toalla se mantuvo humedo durante los 10 dias que durd el ensayo. La
temperatura dentro de la cabina fue de 25°C de manera constante (ISTA, 1993, 2004,
2007, asi como también se regulo automaticamente la iluminacion artificial dentro de la
cabina las 24 horas, lo que facilité la evaluacién ya que dicha luz produjo un mejor

desarrollo de pléantulas.

Se realiz6 una primera evaluacién a los 4 dias para permitir la deteccion de plantulas
normales, tal como lo establece ISTA (1993, 2004, 2007). Al finalizar la prueba se llevd
a cabo la segunda evaluacion donde se encontraron plantulas normales y anormales,

semillas frescas, duras, y muertas.

3.3 Disefo experimental
Se emple6 un disefio experimental completamente al azar (DCA) con seis tratamientos

y cuatro repeticiones, dando un total de 24 unidades experimentales.

3.3.1 Especificaciones del disefio

Las especificaciones del disefio para la escarificacion son las siguientes (Cuadro 01):
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Cuadro 01. Especificaciones de los tratamientos aplicados a las semilla de kudzu

(Pueraria phaseoloides)

Codigo | Tratamiento Descripcion Tiempo d ¢
inmersion
Semillas de kudzu + solucion de .
T (AS) acido sulfdrico (98%) 15 minuitos
T, (NP) Semillas de kudzu + soluciénde |

nitrato de potasio (0.2%)

Semillas de kudzu + solucion
T3 (AS + NP) nitrato de potasio (0.2%) + 15 minutos
solucion de &cido sulfurico (98%)

T4 (H20) Semillas de kudzu + agua. 24 horas
Ts (Con Lija) Semillas de kudzu sin testa 25 minutos
Te (Testigo) Semillas de kudzu sin tratamiento | ~ -----

Fuente: Elaboracién propia

3.3.2 Modelo estadistico

El modelo matematico del disefio esta representado por la siguiente ecuacion lineal:

Yij = u +I'i + &ij i=1....t j=1,...... , T

Donde:

a. Porcentaje de plantulas normales:

Yij es el porcentaje de plantulas normales obtenida en la j-ésima semilla de kudzu con él
i-ésimo tratamiento (&cido sulfdrico — nitrato de potasio — acido sulfurico + nitrato de
potasio — agua — testigo).

u es el efecto de la media general del porcentaje de plantulas normales.

Il es el efecto del i-ésimo tratamiento (&cido sulfdrico — nitrato de potasio — acido

sulfurico + nitrato de potasio — agua — testigo).
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Eij es el efecto del error experimental con la j-ésima semilla de kudzu con el i-ésimo
tratamiento (acido sulfarico — nitrato de potasio — &cido sulfurico + nitrato de potasio —

agua — testigo).

b. Porcentaje de semillas no germinadas:

Yij es el porcentaje de semillas no germinadas obtenidas en la j-ésima semilla de kudzu
con él i-ésimo tratamiento (acido sulfurico — nitrato de potasio — acido sulfurico +

nitrato de potasio — agua — testigo).

H es el efecto de la media general del porcentaje de semillas no germinadas.

I es el efecto del i-ésimo tratamiento (acido sulfurico — nitrato de potasio — acido

sulfdrico + nitrato de potasio — agua — testigo).
Eij es el efecto del error experimental con la j-ésima semilla de kudzu con el i-ésimo
tratamiento (acido sulfarico — nitrato de potasio — &cido sulfurico + nitrato de potasio —

agua — testigo).

c. Porcentaje de germinacion fisioldgica:

Yij es el porcentaje de germinacion fisiologica obtenida en la j-ésima semilla de kudzu
con él i-ésimo tratamiento (&cido sulfirico — nitrato de potasio — &cido sulfdrico +

nitrato de potasio — agua — testigo).

u es el efecto de la media general del porcentaje de germinacion fisiolégica obtenida.

I es el efecto del i-ésimo tratamiento (acido sulfurico — nitrato de potasio — acido

sulfdrico + nitrato de potasio — agua — testigo).
Eij es el efecto del error experimental con la j-ésima semilla de kudzu con el i-ésimo

tratamiento (acido sulfarico — nitrato de potasio — &cido sulfurico + nitrato de potasio —

agua — testigo).
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Hipotesis estadistica:
Hipétesis nula (Ho):
Ho: Yti=0 Los efectos de los tratamientos no difieren significativamente.

Hipdtesis alternante (Ha):
Ha: >ti#0 Al menos uno de los tratamientos difieren significativamente.

Para los errores, se supone que se ajustan a la curva normal con p = 0 y 82 desconocida.

3.3.3 Andlisis de variancia (ANVA)
El esquema del anélisis de variancia para este ensayo se detalla en la cuadro 02:

Cuadro 02. Anélisis de variancia (ANVA)

Fuentes de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos t—1 5
Error Experimental t(r-1) 18
Total tr—1 23

Fuente: Elaboracion propia

3.3.4 Prueba de significacion
Para la comparacion de medias de tratamientos se empled la prueba de Tukey con un

nivel de significacion del 5%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Porcentaje de plantulas normales

El analisis nos indica que existen diferencias altamente significativas entre los
tratamientos con un coeficiente de variabilidad de 11.01 por ciento (Cuadro 03). Esto
significa que los distintos métodos para superar la latencia en semillas de kudzu resultan
eficaces para especies, como las leguminosas, que presentan tegumentos duros que
producen impermeabilidad al agua por presencia de cutinas, ligninas, quinonas y
sustancias pécticas insolubles, tal como lo sefiala Courtis (2013). Segun Forero (2002),
las semillas de Pueraria phaseloides son duras. Bajo condiciones naturales, esta
impermeabilidad decrece gradualmente (de Morais et al., 2014). Es importante sefialar

que esta semilla fue cosechada el 2015 y las pruebas se realizaron el 2016.

Cuadro 03. Andlisis de variancia para el porcentaje de plantulas normales

Ii/u;rri];isiédne (;J_ri?)(g?tsaiile S.C M FC Pr>F
Tratamientos 5 1654500 | 330.900 17.73 <0.0001
ExpeErrirrgLn " 18 336.000 18.667
Total 23 1990.500
CV (%) 11.01

Fuente: Elaboracidn propia

En la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey al 0.05 para el porcentaje de
plantulas normales. En el cuadro 04 se puede observar que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos T1 y T3; sin embargo el que presenta la mejor
media es el T1 con &cido sulfurico (Fig. 07). Este ultimo es recomendado por el ISTA
(1993, 2004, 2007) como el pretratamiento para remover la cubierta dura en kudzu.
Segun el Anexo 04, el porcentaje de germinacion del lote LEGUM 01 — 01 — 2015 fue
de 42% en el ensayo realizado en el Laboratorio de Semillas en febrero del 2016 con el
pretratamiento remojo en agua por 24 horas y colocado a 32°C por espacio de 21 dias.
En el trabajo realizado por de Morais et al. (2014), el porcentaje de germinacion
alcanzado por la semilla de kudzu fue de 47% con la aplicacion de &cido sulfurico al

98% por cinco minutos, 42% con la escarificacion mecéanica (lija) y 21% con nitrato de

34




potasio al 0.2%. Las medias de los tratamientos con acido sulfurico y lija mostraron
diferencias estadisticas con respecto al uso de nitrato de potasio (de Morais et al., 2014).
Por su parte, el nitrato de potasio es el método para superar la latencia fisioldgica, pues
es la que causa el bloqgueo metabdlico en el embrion ocasionado justamente por la baja
permeabilidad de la cubierta a los gases, baja actividad enzimatica, produccion de
enzimas y acidos nucleicos, lo cual impide el crecimiento del embrién no permitiendo
atravesar la cubierta (Hernadndez, 2010). En cambio, el &cido sulfdrico contribuye a
eliminar la dureza del tegumento de las semillas de leguminosas (Perez citado por de
Morais et al., 2014), ya que esta se debe principalmente a la capa de células en palisada,
cuyas paredes celulares son gruesas y estan cubiertas de una cuticula cerosa (de Morais
etal., 2014).

Cuadro 04. Comparacion para el porcentaje de plantulas normales

Caddigo Tratamiento Tiempo ,de ,Porcentaje de
Inmersion plantulas normales

T1 Acido sulfarico (98%) | 15 minutos 53.752
Nitrato de potasio

T3 (0.2%) + Acido 15 minutos 47.502

sulfurico (98%)

Ts Lija 25 minutos 34.75°

Te Testigpp | = - 34.75°

Ts Agua 24 horas 32.75°
Nitrato de potasio | b

T (0.2%) 32.00

a, b (Significancia a partir de la prueba de Tukey)

Fuente: Elaboracion propia
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53.75

47.50
Acido Nitrato de Lija Testigo Agua Nitrato de

sulfurico |potasio (0.2%) potasio (0.2%)

(98%) + Acido

sulfurico

(98%)
T1 T3 T5 T6 T4 T2

Fuente: Elaboracidn propia

Figura 07. Media de tratamientos expresados en plantulas normales

4.2 Porcentaje de semillas no germinadas

El analisis nos indica que existen diferencias altamente significativas entre los
tratamientos con un coeficiente de variabilidad de 8.0 por ciento (Cuadro 05). Esto
significa que los distintos métodos para superar la latencia en semillas de kudzu no
resultan ser eficaces, dado que los tratamientos mecanicos y quimicos pueden favorecer
o0 perjudicar la germinacion de semillas, esto va a depender de la especie de semilla
(Garcia et al., 1992).

En la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey al 0.05 para el porcentaje de
semillas no germinadas. En el cuadro 06 se puede observar que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos T2 y T4; sin embargo el que presenta la mejor media
es el T» con nitrato de potasio al 0.2% (Fig. 08). Este ultimo fue observado por Carvalho
y Nakagawa (1983), quienes informaron que en la mayoria de los casos el nitrato de
potasio no actla efectivamente en la superacion de dormancia, esto ocurre en semillas
de gramineas y leguminosas, dado que en sus cubiertas hay la presencia de sustancias
fijadoras de oxigeno en el complejo pelicula — pericarpo (compuestos fendlicos), que
inhiben la germinacién. Por su parte, el agua, puede ser un causante de muerte de

semillas debido a un remojo prolongado de estas, dado que la imhibicion impide la
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aireacion y la semilla muere por asfixia o bien por la exosmosis (difusion u osmosis del

interior hacia afuera a través de las paredes) de enzimas y nutrimientos (Niembro,

1979).

Cuadro 05. Andlisis de variancia para el porcentaje de semillas no germinadas

e [ ot [ sc [ ow [ re | e
Tratamientos 5 2698.708 | 539.741 31.83 <0.0001
ExpeErrirgzntaI 18 305.250 16.958

Total 23 3003.958

CV (%) 8.0

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 06. Comparacién para el porcentaje de semillas no germinadas

Codigo Tratamiento '_I'|empo_ ,de Porcentaje d_e semillas
inmersion no germinadas

Nitrato de potasio | a

T2 (0.2%) 65.00

Ta Agua 24 horas 61.25%

Te Testigpo | = ----- 57.25%

Ts Lija 25 minutos 45.75P
Nitrato de potasio

T3 (0.2%) + Acido 15 minutos 45.00°

sulfurico (98%)
T1 Acido sulfarico (98%) | 15 minutos 34.50°

a, b (Significancia a partir de la prueba de Tukey)

Fuente: Elaboracion propia
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65.00
61.25
57.25
45.75 45.00
34.50
Nitrato de Agua Testigo Lija Nitrato de Acido
potasio potasio sulfarico
(0.2%) (0.2%) + (98%)
Acido
sulfarico
(98%)
T2 T4 T6 TS5 T3 T1

Fuente: Elaboracion propia

Figura 08. Media de tratamientos expresados en semillas no germinadas

4.3 Porcentaje de germinacion fisiologica

El analisis nos indica que existen diferencias altamente significativas entre los
tratamientos con un coeficiente de variabilidad de 8.48 por ciento (Cuadro 07). Esto
significa que los distintos métodos para superar la latencia en semillas de kudzu resultan
eficaces para especies, como las leguminosas y otras especies que presentan tegumentos
duros que producen impermeabilidad al agua por presencia de cutinas, ligninas,

quinonas y sustancias pécticas insolubles, tal como lo sefiala Loaiza (1979).

En la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey al 0.05 para el porcentaje de
germinacion fisioldgica. En el Cuadro 08 se puede observar que existen diferencias
significativas entre los tratamientos, siendo el Ty el que presenta la mejor media (Fig.
09). Con este resultado se confirma lo comentado por Francis (1990), que sugiere para
pruebas de germinacion la escarificacion de las semillas mediante muescas o el bafio en
acido sulfurico concentrado para aumentar el porcentaje y reducir el tiempo de
germinacién. Ademas, estos resultados concuerdan con los publicados por Pietrosemoli
y Mendiri (1997), quienes reportan como mejor metodo de escarificacion al H.SO4 por
5y 8 minutos en Clitorea ternatea obteniendo valores de germinacion de 59 y 53%,

respectivamente.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, permite abrir
perspectivas para otros ensayos, como por ejemplo, la prueba de otros productos, con
otras dosificaciones y combinaciones, con la finalidad de superar la latencia en la

semilla de kudzu.

Cuadro 07. Andlisis de variancia para el porcentaje de germinacion fisiolégica

e ot [ sc [ ow [ re | e
Tratamientos 5 2698.708 539.742 31.83 <0.0001
Expfrrirrﬂzmal 18 305.250 16.958

Total 23 3003.958

CV (%) 8.48

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 08. Comparacion para el porcentaje de germinacion fisioldgica

Tiemno de Porcentaje de
Cadigo Tratamiento  16mpo ¢ germinacion
inmersion o
fisiolégica
T1 Acido sulfarico (98%) | 15 minutos 65.502
Nitrato de potasio
T3 (0.2%) + Acido 15 minutos 55.00°
sulfarico (98%)
Ts Lija 25 minutos 54.25°
Te Testigpo | - 42.75°¢
T4 Agua 24 horas 38.75¢
Nitrato de potasio c
T2 ©02%) | T 35.00

a, b (Significancia a partir de la prueba de Tukey)

Fuente: Elaboracion propia
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65.50

Acido
sulfarico
(98%)

T1

55.00

Nitrato de
potasio
(0.2%) +
Acido
sulfarico
(98%)

T3

54.25

Lija

T5

42.75

Testigo

T6

38.75

Agua

T4

35.00

Nitrato de
potasio
(0.2%)

T2

Fuente: Elaboracion propia

Figura 09. Media de tratamientos expresados en porcentaje de germinacion fisioldgica
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V. CONCLUSIONES

La dormancia fisica impuesta por la cubierta de la semilla fue superada por los
tratamientos pregerminativos (escarificacion), los cuales garantizaron una Optima

forma para reducir el tiempo y aumentar el porcentaje de germinacion.

La escarificacion quimica mediante el empleo de &cido sulfdrico resulto
satisfactorio en la ruptura de la testa de la semilla de kudzu facilitando la
penetracion del agua hasta el embrion de la semilla.

El empleo de acido sulfdrico mas nitrato de potasio al 0.2% por 15 minutos fue tan
eficiente como el empleo de &cido sulfirico al 98%, presentando resultados
similares estadisticamente. Sin embargo, esta combinacion no aporta nada nuevo a

la superacion de la latencia.

La escarificacion quimica mediante el empleo de nitrato de potasio al 0.2% no es
recomendable para superar la latencia por no presentar resultados estadisticamente

similares al acido sulfdrico.

El pretratamiento para superar la latencia en la prueba de germinacién de semillas
de kudzu propuesto por ISTA (1993, 2004, 2007) ha sido comprobado en este

trabajo de investigacion.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Es recomendable continuar con este tipo de estudios a fin de encontrar otras
alternativas que permitan obtener mejores resultados en la superacion de latencia en

semillas de kudzu en el Peru.

2. Se recomienda tener cuidado con el tiempo de inmersién de las semillas en el acido
sulfurico y en el nitrato de potasio, asi como también en el agua, dado que es
posible el ingreso o presencia de hongos que pueden ocasionar pudriciones en la

germinacion de la semilla de kudzu.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 01. Analisis ANVA para el porcentaje de plantulas normales

Observacion Tratamiento Plantulas Normales
1 ASNA 49
2 ASNA 53
3 ASNA ol
4 ASNA 55
5) KNA 32
6 KNA 33
7 KNA 35
8 KNA 28
9 ACSULF 63
10 ACSULF 60
11 ACSULF 61
12 ACSULF 64
13 REMOJO 33
14 REMOJO 43
15 REMOJO 34
16 REMOJO 34
17 ESCARLI 51
18 ESCARLIJ 45
19 ESCARLIJ 53
20 ESCARLI 55
21 TESTIGO 40
22 TESTIGO 28
23 TESTIGO 36
24 TESTIGO 35

ASNA: Acido Sulfarico + Nitrato de Potasio (0.2%)

KNA: Nitrato de Potasio (0.2%)
TESTIGO: Sin tratamiento

49

REMOJO: Agua
ESCARLIJ: Lija




PORCENTAJE DE PLANTULAS NORMALES
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

TRAT 6 ACSULF ASNA ESCARLIJ KNA REMOJO TESTIGO
Number of Observations Read 24

Number of Observations Used 24

Para la evaluacion del dia 10 fecha 29/9/16
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: PLNORMAL

Source DF Sum of Mean F Value Pr>F
Squares Square
Model 5 1654.500000 330.900000 17.73 <.0001
Error 18 18.666667
Total 23 1990.500000
R — Square Coeff Var ROOT MSE PLNORMAL Mean
0.831198 11.00763 4.320494 39.25000
Source DF Anova SS Mean F Value Pr>F
Square
TRAT 5 1654.500000 330.900000 17.73 <.0001
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Anexo 02. Anélisis ANVA para el porcentaje de semillas no germinadas

Observacién | Tratamiento Semilla Semilla Semilla Suma
fresca dura muerta total
1 ASNA 4 22 19 45
2 ASNA 6 29 10 45
3 ASNA 4 23 20 47
4 ASNA 9 21 13 43
5 KNA 16 34 11 61
6 KNA 23 33 10 66
7 KNA 23 35 6 64
8 KNA 15 40 14 69
9 ACSULF 7 6 21 34
10 ACSULF 7 10 16 33
11 ACSULF 6 13 17 36
12 ACSULF 7 10 18 35
13 REMOJO 21 33 11 65
14 REMOJO 21 30 4 55
15 REMOJO 21 34 8 63
16 REMOJO 13 45 4 62
17 ESCARLIJ 6 14 25 45
18 ESCARLIJ 3 19 31 53
19 ESCARLIJ 10 21 14 45
20 ESCARLIJ 6 20 14 40
21 TESTIGO 8 30 12 50
22 TESTIGO 5 35 25 65
23 TESTIGO 6 30 22 58
24 TESTIGO 11 37 8 56
ASNA: Acido Sulftrico + Nitrato de Potasio (0.2%) REMOJO: Agua
KNA: Nitrato de Potasio (0.2%) ESCARLIJ: Lija

TESTIGO: Sin tratamiento
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PORCENTAJE DE SEMILLAS NO GERMINADAS
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

TRAT 6 ACSULF ASNA ESCARLIJ KNA REMOJO TESTIGO
Number of Observations Read 24

Number of Observations Used 24

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: SUMATOTAL

Sum of Mean

Source DF F Value Pr>F
Squares Square
Model 5 2698.708333 539.741667 31.83 <.0001
Error 18 305.250000
Total 23 3003.958333
R — Square Coeff Var ROOT MSE SUMATOTAL Mean
0.898384 8.00268 4.118050 51.45833
Source DF Anova SS Mean F Value Pr>F
Square
TRAT 5 2698.708333 539.741667 31.83 <.0001
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Anexo 03. Analisis ANVA para el porcentaje de germinacion fisiolégica

Observacion Tratamiento Tg?r;ua:? Zrllir:'tmusll Suma total
1 ASNA 49 6 55
2 ASNA 53 2 55
3 ASNA 51 2 53
4 ASNA 55 2 57
5 KNA 32 7 39
6 KNA 33 1 34
7 KNA 35 1 36
8 KNA 28 3 31
9 ACSULF 63 3 66
10 ACSULF 60 7 67
11 ACSULF 61 3 64
12 ACSULF 64 1 65
13 REMOJO 33 2 35
14 REMOJO 43 2 45
15 REMOJO 34 3 37
16 REMOJO 34 4 38
17 ESCARLIJ 51 4 55
18 ESCARLIJ 45 2 a7
19 ESCARLIJ 53 2 55

20 ESCARLIJ 55 5 60
21 TESTIGO 40 10 50
22 TESTIGO 28 7 35
23 TESTIGO 36 6 42
24 TESTIGO 35 44

ASNA: Acido Sulfarico + Nitrato de Potasio (0.2%)
KNA: Nitrato de Potasio (0.2%)
TESTIGO: Sin tratamiento

53

REMOJO: Agua
ESCARLIJ: Lija




PORCENTAJE DE GERMINACION FISIOLOGICA
The ANOVA Procedure
Class Level Information
Class Levels Values

TRAT 6 ACSULF ASNA ESCARLIJ KNA REMOJO TESTIGO

Number of Observations Read 24
Number of Observations Used 24

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: SUMATOTAL

Source DF Sum of Mean F Value Pr>F
Squares Square
Model 5 2698.708333 539.741667 31.83 <.0001
Error 18 305.250000
Total 23 3003.958333
R — Square Coeff Var ROOT MSE SUMATOTAL Mean
0.898384 8.483536 4.118050 45.54167
Source DF Anova SS Mean F Value Pr>F
Square
TRAT 5 2698.708333 539.741667 31.83 <.0001
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Anexo 04. Reporte de analisis de la semilla de kudzu

Departamento de Fitotecnia

& UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

LABORATORIO DE SEMILLAS
FACULTAD DE AGRONOMIA

Semilla| Otras |Materia| Numero —
pura |semillas| inerte | de dias |Plantula

REPORTE DE ANALISIS

Nombre SAIU EXPORT SAC
Detalle Kudzu LEGUM 01 - 01 - 2015 Peso: 484.4g

Peso del lote Numero de bolsas | Fecha muestreo Otras referencias

Precinto Fecha entrada Fecha terminacion NC° Analisis
La semilla se tom¢é de una 29/01/16 23/02/16 74
bolsa ziploc
Resultado del Analisis
Especie (nombre cientifico) Pueraria phaseoloides
PUREZA(% de peso) GERMINACION (%)
% en numero HUMEDAD

normal

Semilla| Semilla| Plantula [ Semilla %

dura | fresca |anormal| muerta

21 42

36 1

5

16 <

Porcentaje de germinacion: 42%
Fecha de inicio de la prueba: 02/02/116

Observaciones

La semilla fue remojada en agua por 24 horas y luego fue
colocada entre papel dentro del germinador a 32°C constante por

21 dias a solicitud del cliente.

Fecha: 25/02/16

A o

\MUAAA N pprot O
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Cecilia Fi . Mg. Sc.
‘ Analista




