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Resumen

La mucuna (Stizolobium pruriens) se usa ampliamente en agricultura como abono verde y en
rotacion de cultivos, debido a su capacidad para fijar nitrdgeno y recuperar areas degradadas; sin
embargo, tiene una germinacion lenta y desigual. Este estudio utilizé algunos métodos clasicos,
junto con el uso de ultrasonidos de baja frecuencia para acelerar y homogeneizar la germinacion y
emergencia de las semillas. El experimento se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del campus Ilha Solteira, Sdo Paulo, Brasil. El disefio utilizado fue un completamente al
azar, con cinco repeticiones, en un esquema factorial 3x6, siendo los factores: tres pre-tratamientos
para ruptura de la latencia: escarificacion mecéanica, térmica, y sin escarificacion con seis niveles
de exposicidn a ultrasonido: 0, 1, 2, 3, 5, 8 min, totalizando 18 tratamientos. Durante ocho dias se
controld la germinacion y las etapas iniciales de las plantulas. EI método sin escarificacion
sometido a 4.5 min de ultrasonido puede convertirse en una excelente alternativa, ya que presentd
mayor vigor de germinacion, mientras que 3.14 min de exposicién a ultrasonido fueron suficientes
para mejorar la velocidad de emergencia, independientemente del método utilizado en la
preparacion de semillas. En conclusién, solo con el uso de ultrasonidos de baja frecuencia es
posible mejorar tanto el indice de velocidad de germinacion como el vigor de germinacion, sin
necesidad de tratamientos adicionales.
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Introduccion

La S. pruriens (mucuna negra) es nativa de las Indias Occidentales y estd adaptada a climas
tropicales y subtropicales (Cruz et al., 2011). Se caracteriza por ser una leguminosa anual, con
ramas trepadoras y de habito bajo. Su crecimiento es indeterminado, con un ciclo de vida que dura
mas de 150 dias (Ambrosano et al., 2016; Angeletti et al., 2016). El desarrollo de la especie tiene
una fisiologia diferencial que proporciona una rapida superposicion de la vegetacion, lo que
dificulta el crecimiento y el rendimiento de otras formas de plantas (Ramos et al., 2018). La mucuna
negra se utiliza comdnmente como estiércol verde, en la recuperacion de areas degradadas, con un
desempefio activo en los procesos de rotacion de cultivos y la descompactacion del suelo. También
tiene un efecto directo sobre los niveles de nitrégeno a través de la fijacion biologica, suprimiendo
algunas especies de nematodos, también actia como controlador de maleza, funcionando en
sistemas de produccidn de granos sin siembra directa (Castro et al., 2011; Ragassi y Melo, 2017).

La especie estd clasificada en la familia Fabaceae, una de las familias mas grandes de
Angiospermas con mas de 650 géneros (Mello et al., 2015), incluyendo especies que estimulan la
mineralizacion de algunos herbicidas con efectos fitorremediadores. La Stizolobium pruriens es
eficiente en los procesos de descontaminacion, mostrando cierta tolerancia a los herbicidas (Silva
etal., 2012). Extendida en las zonas del Cerrado, debido a la disponibilidad de semillas, S. pruriens
esta bien adaptada al déficit de agua, soportando altas temperaturas, sin restriccion de fotoperiodo
(Teodoro et al., 2015). Sin embargo, incluso con todo su potencial, todavia se enfrentan dificultades
debido a la baja y desigual germinacion de las semillas (Oliveira et al., 2017).

Muchas especies de plantas con semillas viables no absorben suficiente agua para germinar, incluso
en condiciones favorables debido a la dureza e impermeabilidad del tegumento (Ramos et al.,
2019). Existen varios tratamientos disponibles para superar este tipo de dormancia de semillas,
como la inmersién en acidos, agua caliente o fria, alcohol, eliminacion de la carlincula,
escarificacion mecénica, entre otros. El conjunto de tratamientos que produciran una mayor
eficiencia en la germinacion dependera de las particularidades de cada especie (Oliveira et al.,
2017; Pereira et al., 2020).

El uso de ultrasonidos de baja frecuencia en un ambiente liquido tiene un alto potencial para
estimular la germinacion, ya que contribuye a la imbibicion de agua por parte de las semillas
(Gordon, 1963; Yaldagard et al., 2008; Venancio et al., 2016) y promueve el desarrollo del tejido
vivo (Venancio y Martins, 2019). Este trabajo tiene como objetivo estudiar el comportamiento de
las semillas de S. pruriens en relacion con el indice de velocidad de germinacion y la aparicion de
plantulas. Por lo tanto, el ultrasonido de baja frecuencia se asocia con métodos clasicos de ruptura
de la dormancia (escarificacion térmica himeda y escarificacién mecanica manual).

Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la UNESP
campus de llha Solteira, Sdo Paulo, Brasil, bajo condiciones controladas. Las semillas de S.
pruriens utilizadas son de la cosecha de 2017 bajo cultivo de campo, de esas 94% son puras 'y 82%
son viables, valores informados por la empresa productora de semillas.
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Para evitar la contaminacidn, las semillas se desinfectaron sumergiéndolas durante 1 minuto en una
solucion de agua al 50% de Lysoform® (0.45% de cloruro de cocobencil alquil dimetil amonio /
cloruro de didecil dimetil amonio); después se lavaron con agua destilada.

Las semillas fueron pretratratadas, antes de aplicar el ultrasonido, de la siguiente manera: 1)
escarificacion térmica humeda, remojo en agua caliente hasta alcanzar los 60 °C, escurrido, y
enfriado a temperatura ambiente durante 24 horas; 2) escarificacion mecanica manual, que consiste
en lijar las semillas con papel de lija de 150 mm; 3) y semillas no escarificadas (testigo) y en cada
método, se utilizaron diez semillas.

Después del proceso llevado a cabo con los tres métodos de escarificacion (pretratado), las semillas
fueron expuestas al tratamiento de ultrasonido (aplicacion de ondas sonoras a través de sonda
ultrasénica con frecuencia de 3 mHz, 120 voltios ~ 50/60 Hz) durante diferentes periodos de tiempo
(0,1, 2, 3,5y 8 min). Para la exposicion al ultrasonido, se colocaron 10 semillas (repeticiones) en
un recipiente de vidrio de 50 ml con 20 ml de agua destilada, donde se introdujo la sonda
ultrasonica, y los tratamientos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcién de los tratamientos cubiertos en el estudio.

Tratamientos Descripciones
WS Testigo (semillas sin escarificacion y sin exposicion al ultrasonido)
TS Escarificacion térmica humeda y sin exposicion al ultrasonido
MS Escarificacion mecéanica manual con _papel de lija y sin exposicion al
ultrasonido

WSU1 WS + 1 minuto de exposicion al ultrasonido

WSU2 WS + 2 minutos de exposicién al ultrasonido

WSU3 WS + 3 minutos de exposicién al ultrasonido

WSU5 WS + 5 minutos de exposicién al ultrasonido

WSU3 WS + 8 minutos de exposicién al ultrasonido

TSU1L TS + 1 minuto de exposicion al ultrasonido

TSU2 TS + 2 minutos de exposicion al ultrasonido

TSU3 TS + 3 minutos de exposicion al ultrasonido

TSUS TS + 5 minutos de exposicion al ultrasonido

TSU8 TS + 8 minutos de exposicion al ultrasonido

MSU1 MS + 1 minuto de exposicion al ultrasonido

MSU2 MS + 2 minutos de exposicion al ultrasonido

MSU3 MS + 3 minutos de exposicion al ultrasonido

MSU5 MS + 5 minutos de exposicion al ultrasonido

MSU8 MS + 8 minutos de exposicion al ultrasonido

Las semillas tratadas se introdujeron en recipientes con agua y 20 g L™ de Phytagel, en una cabina
de flujo laminar horizontal y se colocaron en una cuarto de crecimiento, con una temperatura
constante de 22 °C y 18 h de fotoperiodo. La germinacién (G, %) se evalud diariamente, durante
15 dias, para obtener un tiempo promedio de germinacion (AGT) en la ecuacion 1, indice de
velocidad de emergencia (ESI) en la ecuacion 2 (Maguire, 1962) y vigor de germinacién (GV).

767



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol. 12 ndm.5 30 de junio - 13 de agosto, 2021

AGT= Zzn—nt 1); ESI=). n; .t; 2); donde: n=numero de semillas germinadas el dia de la evaluacion;

1

t= numero de dias despues de la siembra en los que se llevd a cabo la evaluacién. El vigor de
germinacion (GV) se evalud a través de una calificacion que varié de 0 a 6 (Cuadro 2, Figura 1).

Cuadro 2. Descripcidon de las fases observadas en el estudio.

Rango Descripciones
0 No germind
Ruptura del integumento
Alargamiento de la radicula
Diferenciacion de la radicula, cuello e hipocotilo
Desprendimiento de cotiledones de la cubierta de semillas, e inicio de apertura
Apertura de cotiledones y aparicion de la yema apical
Epicdtilo y primer par de hojas abiertas

o OB~ W DN

Figura 1. Calificaciones respecto a las fases de vigor de germinacion. Adaptado de Abud et al. (2009).

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorio, en un esquema factorial de 3 x 6 (sin escarificacion
-WS, escarificacion térmica himeda -TS, escarificacion mecénica con papel de lija -MS) y seis
periodos de tiempo de incidencia del ultrasonido (0, 1, 2, 3, 5y 8 min), produciendo 18 tratamientos
con 5 repeticiones cada uno. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software SISVAR.
En el andlisis estadistico, la hipotesis de normalidad se probo inicialmente mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, tras el cual se realiz6 un analisis de varianza (Anova) mediante la prueba de F al 5%
de probabilidad para detectar diferencias entre factores e interacciones.

El efecto del factor de la escarificacion fue descompuesto para verificar el efecto del factor de
tiempo del ultrasonido por separado para cada método. En presencia de diferencias significativas,
se utilizé la prueba de Tukey (p< 0.05) para comparar los métodos y la regresion de los tiempos
de ultrasonido. EI modelo de regresion fue verificado por medio del p-valor de la desviacion de
regresion. Los modelos de regresion polinémica con los coeficientes de determinacion altos (R?)
fueron seleccionados entre las regresiones significativas mediante la prueba F.
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Resultados y discusion

La germinacion de la semilla difirio (p< 0.05) entre los métodos utilizados para romper la
dormancia (Cuadro 3), lo que indica que el calentamiento de la semilla es mejor que la
escarificacion mecanica, pero ambos no difieren del testigo sin escarificacion. Los tiempos de
ultrasonido solos y su interaccidn con los métodos de ruptura de la dormancia no mostraron efectos
significativos (p< 0.05) en la germinacion de las semillas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Andlisis de varianza para la germinacion (G %), tiempo promedio de germinacion
(AGT), indice de velocidad de emergencia (ESI) y vigor de germinacion (GV).

o, G AGT ESI GV
Fuente de variacion
MSqt p-valor MSq p-valor MSq* p-valor MSq p-valor
Métodos (M) 444 0.012° 439 0.01° 455 0.139™ 16.1  0.004™
Ultrasonido (U) 1.81 0.104™ 0.4 0.812™ 6.33 0.022° 36.42 0™
Mx U 0.84 0.552™ 1.81 0.046° 4.23 0.062™ 32.84 0~
CV (%) 56 54 1 6
Promedio general 0.55 1.78 1.01 2.88
Metodos Promedio
WS 0.51ab 1.413 ab 1.014 2.873 ab
MS 0.68 a 175a 1.018 3.08a
TS 0.45b 2.176 b 1.01 2.702 b
Tiempo de ultrasonido (min)
0 0.49 2.073 1.011 2.773
1 0.609 1.733 1.019 2.706
2 0.706 1.746 1.018 3.035
3 0.615 1.566 1.023 3.444
5 0.423 1.806 1.014 3.088
8 0.458 1.753 1.004 2.262
Regresion MSq p-valor MSq p-valor
Lineal - - 0.124 0.059™ 24.625 0.003™
Cuadratica - - 0.212 0.014" 128981 07
Cdabica - - 0.006 0.665™  2.083 0.392"™
Desviacion - - 0.116 0.068™ 13.205 0.01*

*k kg

., ™= significativo al 1%, 5% y no significativo. Mediante la prueba F. Promedios seguidos de la misma letra en
cada columna no difieren segin la prueba de Tukey en p< 0.05.

El tiempo medio de germinacion mostrd diferencias significativas (p< 0.05) para los métodos de
escarificacion y para la interaccion entre ambos factores (Cuadro 3). El principal efecto relacionado
con los métodos de escarificacion no fue considerado, ya que los efectos de interaccion permitieron
las mejores respuestas. AGT mostré diferencias significativas para los métodos y la interaccion.
La variable indice de velocidad de emergencia no mostré diferencias significativas (p< 0.05) para
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los métodos de ruptura de la dormancia (WS, TS y MS) y la interaccion. Por lo tanto, no hay
necesidad de escarificar manualmente o calentar la semilla para este propoésito. Sin embargo, la
exposicién ultrasonica tuvo efectos significativos (p< 0.05) (Cuadro 3) sobre esta variable, sin
interaccion significativa con el otro factor.

Se esperaba que el tratamiento TS acelerara el proceso de germinacion, ya que su principio es
suavizar los tejidos de la cubierta favoreciendo la absorcion de agua y el intercambio de gases,
acelerando las reacciones fisioldgicas de las semillas relacionadas con la germinacion (Camara et
al., 2015). Sin embargo, esto no sucedidé con las semillas de S. pruriens, las cuales fueron
indiferentes a los métodos de escarificacion utilizados. Para los tiempos de ultrasonido, los niveles
de significancia (p-valor) de las ecuaciones y la desviacion de la regresion (Cuadro 3) muestran
significancia para el modelo cuadratico, con p-valor de 0.014 (p< 0.05), explicando 86% del
comportamiento de los datos (Cuadro 3y Figura 2), el punto maximo para este modelo de regresion
se estimo en 3.14 min de exposicion al ultrasonido.

La variable ESI tiene significancia estadistica (p< 0. 05) para los tiempos de ultrasonido (Cuadro
3). En el modelo de regresion cuadratica se encontro diferencia significativa, con un p-valor de
0.014 (p< 0.05), explicando 86% de los datos. El punto méximo para este modelo de regresion se
estimo en 3.14 min de exposicion al ultrasonido (Cuadro 3 y Figura 2). Para otros modelos, la ESI
no fue significativa (p< 0. 05).

1.025

§* = -0.0007x2 + 0.0044x + 10135
[ R =0.8629
Point of maximum = 3.14 minutes

1.02
Lo1s | .

101

Emergence speed index

1.005

0 2 4 6 B 10

Ultrasound time

Figura 2. Regresion cuadratica para los tiempos de incidencia del ultrasonido independientemente
del método de escarificacion de semillas.

El vigor de germinacion de las semillas mostré diferencias significativas (p< 0.05) para los
métodos de escarificacidn, los tiempos de ultrasonido y su interaccion (Cuadro 3). Asi, aunque los
resultados de los efectos principales de los factores individuales fueron significativos, el analisis
de la interaccion permitié una mejor evaluacion de los efectos de estos factores sobre el vigor de
la germinacion. El menor vigor se obtuvo con el TS, cuando se compararon los tratamientos WS y
MS (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Valores medios del tiempo medio de germinacion para diferentes tiempos de
exposicion al ultrasonido y métodos de escarificacion de semillas.

Tiempos de ultrasonido,

tiemnos de los métodos de Testigo (Sin Escarificacién Escarificacién
pos de 10S T . escarificacion) ™ mecanica ™ térmica ™
escarificacion (min)
0 2.72b 1.24 a 2.26 ab
1 2.28a 2.72a 292 a
2" 1.32b 3.693 a 2.8b
3" 1.48 a 3.92a 2.626 b
5™ 0.78 a 1.62 ab 3.02b
8" 192a 2.666 a 1.506 b
Regresion MSq p-valor
Lineal 2.502 0.101™ - -
Cuadratica 8.667 0.003 ™ - -
Cubica 0.143 0.693 "™ - -
Desviacion 0.466 0.601" - -

*, ¥, ™= significativo en 1%, 5% y no significativo. Por prueba F. Los promedios seguidos de la misma letra en las
lineas no difieren segun la prueba de Tukey en 5%.

Para el tiempo medio de germinacion (AGT) se encontrd una diferencia entre el tiempo de
incidencia del ultrasonido (p< 0.05) s6lo en los tratamientos sin escarificacion. La desviacion de
la regresion no fue significativa (p> 0.05) y los datos se ajustaron sélo en el modelo de regresion
cuadrética (p< 0.05), con un coeficiente de determinacion muy elevado de 91%. Este resultado
sugiere un excelente ajuste en el modelo.

El punto AGT minimo se presentd en el tiempo de exposicion de 4.68 minutos; después de ese
tiempo hubo un incremento en el tiempo medio de germinacién. El tiempo de incidencia del
ultrasonido mostré una diferencia significativa (p< 0.05) en todos los métodos aplicados para el
vigor de germinacion (GV), pero este comportamiento vario dentro de cada método (Cuadro 5). En
ausencia de escarificacion, la desviacion de la regresion fue significativa (p< 0.05), por lo que el
ajuste de cualquier modelo debe ser aceptado con restriccion.

Cuadro 5. Promedios de la variable vigor de germinacion en la interaccion de los tiempos de
ultrasonido y los métodos de ruptura de la dormancia.

Métodos para romper la dormancia

Tiempos de ultrasonido (minutos)

WSs™ MS™ TS™
0~ 24D 2.093 b 3.826 a
1 2.48 a 2.72 a 292 a
2" 2.613Db 3.693a 28D
3" 3.786 a 3.92a 2.626 b
5™ 3.346 a 3.386 a 2.533b
g™ 2.613a 2.666 a 1.506 b
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Métodos para romper la dormancia

Tiempos de ultrasonido (minutos) - - -
WS MS TS
Regresion MSq  p-valor MSq p-valor MSq p-valor
Lineal 7.82  0.097™ 4557  0.206™  182.96 0~
Cuadrética 70.841 0™ 152.42 0" 1192  0.517™
Cdabica 3524 0.266™ 16496 0.016° 21.941 0.006™
Desviacion 17.863 0.002” 5125 0.165™  1.385  0.614™

™, = significativo al 1%, 5% y no significativo. Mediante la prueba F. Promedios seguidos de la misma letra en las
lineas no difieren segun la prueba de Tukey en 5%.

En ausencia de escarificacion, el modelo de regresion cuadratica fue el que mejor se ajusto a los
datos (p< 0.05), con un coeficiente de determinacion alto, pero presentd una desviacion de
regresion significativa. Este resultado sugiere que mas estudios serian necesarios para determinar
el modelo de regresion (lineal o no lineal), para esta variable es necesario buscar otro modelo que
explique este fendmeno. En el tratamiento WS, el punto GV maximo se presento en el tiempo de
exposicién de 4.44 minutos, después de ese tiempo no hubo aumento en el vigor de germinacion.

Para el método WS, la desviacion de la regresion no fue significativa (p> 0.5) y el modelo de
regresion cuadréatica fue el mejor se ajustado a los datos (p< 0.05), con un R2 de de 85%. En este
caso, el punto maximo de vigor de germinacion se produjo a 4.25 min de exposicion de las semillas
al ultrasonido. Para ambos (WS y MS), el tiempo de exposicion de 5y 8 min causo una disminucién
de GV. En el método TS, la exposicion al ultrasonido no fue benéfica para GV, obteniendo valores
decrecientes a medida que aumentaba el tiempo de exposicion (Cuadro 5 y Figura 3).

45
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g 35
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£ 15 . .
B ] .
e e o7 y=0.0846x - 0.7928x +2.3089
05 R =0.9121
0
[} 1 2 3 4 5 [ 7 B 9

Ultrasson Time (minutes)

®WS mMS ATS

Figura 3. Germinacion media de S. pruriens sometida a diferentes métodos de escarificacion (sin
escarificacion (WS), escarificacion mecénica (MS) y escarificacion térmica (TS)) asociada
a diferente exposicion al ultrasonido.

En cuanto a la variable vigor de germinacion, teniendo en cuenta el efecto de los métodos al utilizar

el ultrasonido, el MS tuvo mejores resultados que el TS (Cuadro 5), y no se encontraron diferencias
significativas entre el WS y el MS para los tiempos de ultrasonido aplicados, excepto para 2
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minutos cuando el MS tuvo mayor vigor. En todos los tiempos de incidencia del ultrasonido hubo
diferencias entre los métodos estudiados, a excepcion de 1 min. Sin embargo, el WS + 4.5 minutos
de exposicion al ultrasonido tiene una ventaja, una operacién menos (sin escarificacion) y el
maximo vigor, lo que es muy importante si se considera el uso del método como uno comercial
(Figura 4).

4.5
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Figura 4. Vigor de germinacion de semillas de S. pruriens sometidas a los diferentes métodos de
escarificacién (sin escarificacion (WS), escarificacion mecéanica (MS) y escarificacion
térmica (TS)) asociados a diferentes tiempos de exposicion al ultrasonido.

El uso de ultrasonido, hasta cierto tiempo, puede ser prometedor para homogeneizar, acelerar y
garantizar el vigor en el proceso de germinacion. Los mejores tiempos de incidencia del ultrasonido
calculados por las ecuaciones de regresion fueron 3 (ESI), 4 (GV) y 5 (ATG) minutos (Figuras 2,
3y 4). Después de 3 min hay una disminucion en el ESI de las semillas de S. pruriens y la incidencia
del ultrasonido durante mas de 3 min causd, probablemente, un efecto perjudicial sobre las
semillas. Con la incidencia del ultrasonido de 3 min, se obtuvo 87% de germinacion, mientras que
el tratamiento testigo mostré una eficiencia de 80%, la tasa de germinacién reportada por la
empresa productora de las semillas utilizadas fue 82%.

Este efecto era esperado, ya que se sabe que el ultrasonido proporciona energia vibracional, la que
puede tener un efecto positivo o negativo en los tejidos vivos dependiendo de la forma que se
aplique, la intensidad, la distancia de aplicacion, la frecuencia y el tiempo de exposicion (Hebling
et al., 1995). Este efecto combinado con la escarificacion térmica hiumeda promovié un efecto
dafiino en la semilla, independientemente del tiempo de exposicion.

En general, los métodos de ruptura de la dormancia muestran un buen aumento en la germinacion
de S. pruriens (Wutke et al., 1995; Fortes et al., 2010; Oliveira et al., 2017). Sin embargo, en este
estudio, la germinacion no tuvo diferencia significativa (p< 0.05), solo el vigor fue influenciado
por los métodos de escarificacion. Los procesos de escarificacibn mecéanica no fueron
prometedores en relacion con la ausencia de escarificacion, el WSy el MS no produjeron efectos
significativos sobre la germinacion (Cuadro 3). Para el vigor, cuando las semillas fueron expuestas
al ultrasonido (Cuadro 5), no hubo diferencia significativa entre los tratamientos para romper la
dormancia, a excepcion de 2 minutos de exposicion, cuando el MS tuvo resultados superiores.
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Por lo tanto, el WS es més simple que el WS y el TS, los cuales son operativamente mas caros
(requieren mucho tiempo; energia y mano de obra), siendo viables sélo para pequefias cantidades
de semillas, alrededor de 1 a 10 kg (Bianchetti et al., 1997), lo que los hace imposibles de usar en
grandes areas. Ademas, en los métodos de MS y TS, se debe tener cierto cuidado con respecto a la
intensidad, el tiempo y la forma de aplicacion, para evitar dafios que reduzcan el vigor, causando
anormalidad de las plantulas, mortalidad de semillas o sirviendo como punto de entrada para
infecciones por hongos y bacterias (Franke y Baseggio, 1998).

Conclusiones

La escarificacion térmica humeda asociada con el uso de ultrasonido no es adecuada para semillas
de mucuna negra, poniendo en riesgo el vigor de germinacion. El uso de ultrasonido tuvo efectos
positivos para el indice de velocidad de emergencia y el vigor de germinacion de semillas de
mucuna negra. Sin considerar el método de preparacion de semillas (WS, MS o TS), el indice de
velocidad de emergencia se puede mejorar mediante la aplicacién de ultrasonido durante 3.14 min.
Los mejores resultados para el vigor de germinacion de semillas de mucuna se observaron al aplicar
ultrasonido durante 4.5 min, sin tratamientos de escarificacion. Una ventaja es que hay una
operacion menos.
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