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Resumen

El &cido salicilico (AS) es compuesto fendlico derivado del &cido benzoico que se
encuentra naturalmente en las plantas y que es fundamental en el desarrollo y crecimiento de las
mismas. Esta sustancia tiene muchos efectos diferentes seglin la concentracion en la que se
aplique existiendo una gran controversia acerca de sus consecuencias, siendo una de ellas en la
tasa de germinacién. Por otro lado la temperatura es un factor que tiene un efecto directo sobre la
tasa de germinacion pudiendo llegar a incrementarla e incluso inhibirla por completo. Sin
embargo, menos se sabe de la relacion entre ambos en conjunto, el AS y la temperatura, sobre la
germinacion.

En esta investigacion se pretende responder a la siguiente pregunta de investigacion:
¢ puede afectar positivamente la concentracién de 0,5 uM de &cido salicilico a la germinacién
de Cicer Arietinum L a bajas temperaturas?

Se quiso probar el efecto de esta molécula organica a una concentracion de 0,5 uM sobre
la germinacion de semillas de Cicer Arietinum L. Para ello se expusieron las semillas a diferentes
rangos de bajas temperaturas de Andalucia: 0° C-3° C, 4° C-7° C, 8° C-10° C, comparando la
frecuencia acumulada de germinacion de las semillas regadas con acido salicilico con las del
grupo CONTROL regadas con agua hervida a lo largo de 8 dias.

Los resultados obtenidos muestran que esta concentracion de AS no tuvo efectos
estimulantes para la germinacién en todos los rangos térmicos, llegando a tener en algunos casos
efectos inhibitorios. El porcentaje de inhibicién en la germinacion de las semillas varid entre el
42,86% y el 83,33% en el rango térmico 0° C-3° C, 9,68% al 100,00% en el rango térmico 4° C-
7° Cy 2,50% al 100,00% en el rango térmico 8° C-10° C.

Recuento de palabras: 290 palabras



Indice

O 1115 (0T L1 (oo 0 o A ST 5
2. Variables
2.1. Variables independiente y dependiente...........cooeeiiiiiiiiiiiiiii e 8
2.2. Variables controladas. ..........oooiiiiiiii i 8
3. Procedimiento
3.1. Procedimiento general para las cuatro temperaturas antes del primer dia de riego......... 8
3.2. Procedimiento para el riego y recuento diario............o.eeeriniiniiiniiieeeeeieeaee 10
3.3. Procedimiento en caso de contaminacion de lamuestra................occoeveiniiiinininn... 10
4. Resultados
I B 10T o) 4 1o P 11
4.2. Datos procesados
O L0 O e 0 11
A O U 12
4.2.3.80 C - 100 Gt 13
4.3 TS esnenenes 14
5. Conclusion ¥ diSCUSION ......euuinniiit et 16
ANEXO I: Materiales usados en el riego y recuento de semillas diario.......................... 19
ANEXO II: Procedimiento en caso de contaminacion de la muestra........................... 19
ANEXO IIL: Datos DITLOS. ... veiieteiti ittt e e e e e e eae e 20
ANEXO IV: Tabla de valores del t-test...........cocooiiiiiiii 21
ANEXO V: Examen al fresco de la solucidn de riego de una placa expuestaa 30°C......... 22
6. BIBHOZIafia ...ttt e 23



1. Introduccidén

Las semillas de Cicer Arietinum L. conocidas como semillas de garbanzo (Suérez del
Castillo & Perdomo Molina, n.d.) son legumbres con un valor nutricional muy importante puesto
gue proporcionan carbohidratos, proteinas y vitaminas B. Son ademas un alimento ampliamente
disponible que se consumen en todos los rincones del mundo (Latham, 2002).

Si bien los garbanzos, pertenecientes a la familia Leguminosae (Euita.upv.es, n.d.), son
una via altamente nutricional y disponible en todos los rincones del mundo, una vez que germinan
y se desarrollan las plantas de garbanzo, estas son capaces de fijar nitrégeno al suelo (Euita.upv.es,
n.d.) (Redondo-Nieto, Bonilla & Bolafios, n.d.) gracias a la relacién de simbiosis leguminosa-
rizobio (Kipe-Nolt & Sylvester-Bradley, 1988) (imagen 1).

Debido a esta relacion, las semillas de garbanzo ademas suponen un componente primario
en la agricultura sostenible (Bécquer, Népoles, Alvarez, Ramos & Palmero, 2012) ya que la
fijacion de nitrégeno hace que los suelos, que aportan componentes minerales y quimicos
(Fernandez Linares et al., 2006), tengan una “marcada actividad metabolica” y gracias a esto el
mismo se enriquece y obtiene la capacidad de desarrollar biomasa (Acufia, Pucci & Pucci, 2008).
En relacion con este beneficio, al ser la plantacion del garbanzo un método bioldgico, causaria un
menor impacto en el ecosistema en cuestion (Acufia, Pucci & Pucci, 2008).

Todos estos beneficios podrian
ser esenciales para aquellas &reas y
paises en vias de desarrollo,
subdesarrolladas e incluso
desarrolladas. Contextualizando lo
dicho, se puede hablar de los paises
militantes actualmente en el G77, que
estan en vias de desarrollo y ascienden
a 134 (G77.org, n.d.). Es entonces
I6gico considerar el uso constante de
esta semilla durante todo el afio en la
totalidad de los paises como una
opcidn, incluido Espafia, Andalucia y
todas sus provincias.

Imagen 1. Simbiosis leguminosa-rizobio
(Infoagro.com, 2011)

Sin embargo, las temperaturas a lo largo del afio varian, reduciéndose las mismas en
invierno. Esta reduccion de temperatura es un factor externo a considerar en la germinacion de
Cicer Arietinum L. pues la temperatura tiene un efecto directo sobre el proceso de germinacién
influyendo sobre la actividad enzimatica que regula la velocidad de las reacciones bioquimicas
tras la rehidratacion de la misma, que es el primer paso de la germinacion (Euita.upv.es, n.d.).
Asi, la temperatura puede afectar el porcentaje y el rango de germinacion a lo largo de procesos
fisiologicos en los que las semillas pueden deteriorarse continuamente y acabar muriendo aunque
hayan germinado, o perder o reforzar la dormancia (Roberts, 1988), pudiendo llegar a representar
un problema para el uso y desarrollo del garbanzo.



Mas especificamente las altas y bajas temperaturas pueden inducir dormancia en las
semillas (Roberts, 1988), causando que en las mismas no puedan, entre otros procesos,
metabolizar sustancias de reserva como el almidén en el endospermo (Navarro Cerrillo et al.,
2003). Ademas las bajas temperaturas retrasan la floracién de las plantas una vez que estas ya
germinaron (Mendizabal, Pastor, Martin & Oliver, 1973). Pero si bien las altas y bajas
temperaturas tienen efectos inhibitorios en procesos bioldgicos, estos pueden también
favorecerlos (Mendizabal, Pastor, Martin & Oliver, 1973), por lo que el efecto preciso que tengan
sobre las especies vegetales dependera de la especie (Euita.upv.es, n.d.).

En Andalucia las temperaturas bajas entre diciembre de 2015 y febrero de 2016 han
oscilado entre 0° C y 15° C seglin la Agencia Estatal de Meteorologia, y ejemplo de ello es Sevilla
(imagen 2). Como se apuntd, las bajas temperaturas en Andalucia pueden afectar negativamente
a la germinacion del garbanzo, pues si bien su rango térmico de desarrollo es de 5° C a 35° C, su
temperatura Optima es 22° C (Tradecorp.com.mx, n.d.). Es por esto, que los rangos térmicos
elegidos para el experimento oscilaran entre 0° C y 10° C, que es un intervalo térmico
representativo de las bajas temperaturas en Andalucia.
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Imagen 2. Temperaturas maximas y minimas diarias en Sevilla entre diciembre de 2015 y febrero de 2016
(Agencia Estatal de Meteorologia, n.d.)

Buscando un elemento quimico que fuera natural para las semillas y que ademas ayudara
a la rapida germinacion de las mismas a temperaturas bajas, no permitiendo que estas entraran en
un periodo de latencia en el que las condiciones no son apropiadas para germinar, se encontré el
acido salicilico (imagen 3).

El acido salicilico es un compuesto fendlico
derivado del &cido benzoico que actla como regulador
del crecimiento vegetal (Avalos Garcia & Pérez-Urria
Carril, 2009) (Bhamburdekar & Jadhav, 2011) y esta
implicado en la resistencia de la planta frente a
patogenos (Avalos Garcia & Pérez-Urria Carril, 2009).

Imagen 3. Molécula de acido salicilico (123RF

Stock Photos. n.d.)



Otra caracteristica que hace interesante al &cido salicilico para aumentar la germinacion
a bajas temperaturas de las semillas de garbanzos es que induce tolerancia al estrés térmico a bajas
temperaturas (Benavides-Mendoza et al., 2004). Incluso, esta molécula mejora la reinduccion de
la maduracion tardia durante etapas tempranas de la germinacién, permitiendo a las semillas
germinadas reforzar su capacidad para desarrollar respuestas adaptativas ante el estrés hidrico
(Rajjou et al., 2006).

Por otra parte, varios estudios han concluido que el efecto de esta molécula depende de
su concentracién (Bhamburdekar & Jadhav, 2011) (Rajjou et al., 2006). El segundo de ellos
ademas afirma que las concentraciones de &cido salicilico menores que 1 mM no afectan a la
velocidad, homogeneidad y el alcance de la germinacion en comparacién a concentraciones por
encima de esta, y sugiere que la concentracion 0,5 mM seria la mejor opcidn pues no dafiaba la
germinacion de las semillas (Rajjou et al., 2006). Aun asi, otro estudio afirma que una
concentraciéon mucho menor, 10® M, favorece algunas caracteristicas de crecimiento en las
plantulas (Guzman-Antonio, Borges-Gomez, Pinzon-Lopez, Ruiz-Sanchez & Zufiga-Aguilar,
2012).

Tras este dilema, se decidié usan una concentracion similar a 10® M pues no hay mucha
informacién acerca de los efectos de concentraciones tan pequefias de &cido salicilico sobre
semillas. Asi, la concentracion elegida fue 0,5 uM. Otro aspecto a favor de esta concentracion es
que, en caso de ser efectiva, puede disminuir los costes en el caso en el que se usara como una
solucion de riego para aumentar la germinacion a bajas temperaturas de semillas de Cicer
Arietinum L.

Llegados a este punto, la pregunta de investigacion a la que se le quiere dar respuesta en
la presente investigacion es ¢puede afectar positivamente la concentracion de 0,5 pM de &cido
salicilico a la germinacion de Cicer Arietinum L a bajas temperaturas? El objetivo es ver si
esta nueva concentracion ayuda a que las semillas de garbanzo germinen mas rapido y asi poder
usarla como solucién de riego para aumentar la germinacion de estas a bajas temperaturas en
territorios con el clima de Andalucia.

Pretendo estudiar el efecto de acido salicilico por rango de temperatura, dividiéndolas en
3 que puede variar en 2-3°C. Esto me parecié sensato pues el cambio en temperaturas se asemeja
mucho mas a la realidad que el efecto a temperaturas aisladas. Ademas con esto se probd el efecto
de esta nueva concentracioén en unas condiciones diferentes también poco usuales®.

! Sin embargo, esto es también una fuente de incertidumbre, la cual se discutira en la seccion de evaluacion.
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2.Variables

Variables independiente y dependiente

La variable independiente sera la temperatura, que se medira por rangos térmicos: 0° C-
3° C, 4° C-7° C, 8° C-10° C. Para mantener la temperatura de las cdmaras frigorificas entre estos
rangos, cada dia se revisaran termometros que colocaremos en los mismos, modificandolos en
caso de aumento o disminucidn excesivo de temperatura. El experimento se extendera hasta los 8
dias por lo que trabajaremos para las cuatro temperaturas con 8 valores.

La variable dependiente serd la frecuencia de germinacion, que se medird sobre 20
posibles germinaciones, de forma que el rango de valores de la variable dependiente podra variar
de 0 con 0/20 semillas germinadas hasta 1 con 20/20 semillas germinadas.

Variables controladas

El volumen de riego sera para todos los rangos de temperatura 10,0 mL de agua hervida
o0 de disolucion de AS 0,5 uM. De la misma forma las concentraciones de las soluciones de riego
y las mismas soluciones también seran controladas puesto que siempre seran las mismas. Mientras
gue haya solucion de riego sobrante, no se regara la muestra hasta que esta solucién se acabe.

El tiempo que dura el experimento es el mismo para todas las placas: 8 dias, por lo que
tendremos 8 valores para cada rango térmico del grupo CONTROL y AS.

Dado que las camaras frigorificas variaban su temperatura por su continuo uso en el
laboratorio al ser abierto y cerrado continuamente, se observd este rango de cambio y se fijaron
las siguientes temperaturas: 0° C-3° C, 4° C-7° C y 8° C-10° C. Cada dia se revisara el termometro
de cada temperatura para asegurar que las mismas siguen en los respectivos rangos térmicos,
modificando las camaras frigorificas en el caso contrario.

El nimero de semillas por placa o0 muestra serd el mismo en todas las temperaturas
durante los 8 dias que dure el experimento: 20 semillas. De la misma forma, el medio en el que
estas se dispondran estara siempre formado por dos papeles de filtro recortados de forma circular.

3. Procedimiento

Procedimiento general para los rangos de temperatura antes del primer dia
de riego
1. Para la esterilizacion de las semillas se usé una disolucion de 2,5 L de lejia 30 g L (Consejo

Regulador 1.G.P. Pimiento Asado del Bierzo & Laboratorio de Diagnostico, plaga y

enfermedades vegetales, n.d.). Para su preparacion:

a) Se mezclaron 1,46 L de agua destilada y 1,04 L de lejia, de uso alimentario apta para la
desinfeccion del agua de bebida y sin detergente. Bata de laboratorio, gafas y guantes son
necesarios para trabajar con lejia.

b) Cada solucidn se introdujo en un recipiente previamente esterilizado y en cada recipiente
a la vez se afiadi6 500 g de semillas de Cicer arietinum L. (imagen 4).
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Imagen 4. Recipiente con 2,5 L de una solucion de 30
g L de agua destilada, lejia sin detergente y 500,00 g
(0,01 g) de semillas de Cicer arietinum L

c) Se esperd 40 minutos
durante los cuales se fue
agitando  frecuentemente
con una varilla la mezcla.
Tras este tiempo se
sumergieron las semillas
tres veces en agua destilada
durante 15 minutos.

d) Se sacaron las semillas
y se dispusieron en una
bandeja con varias capas de
papel de filtro para que se
secaran durante méas de 7
horas en presencia de un

mechero  Bunsen  para
esterilizar el medio
ambiente.

Se procedi6 a preparar la disolucion de AS 0,5 uM.

a) Se prepar6 una disolucion 5 uM con 0,0014 g de 4cido salicilico en 2 L de agua destilada.

b) Se tomaron 100 mL de esta disolucién y se diluy6 hasta 1 L con agua destilada para
conseguir asi la concentracion de 0.5 uM de acido salicilico.

¢) Ambas disoluciones se guardaron a 5°C. Cuando se necesité mas disolucion 0,5 uM se

volvid a repetir el paso 2b.

Se prepararon 60 placas de Petri con dos papeles de filtros circulares en cada una.

Se distribuyeron de la siguiente forma: 20 placas por cada rango de temperatura, y de estas
20, diez para las muestras que se regarian con la disolucion de AS 0,5 uM y otras 10 para las
muestras que se regarian con agua hervida enfriada a temperatura ambiente.

Imagen 5. Flambeado de las muestras con
un mechero Bunsen antes de sellarlas con
narafina

5. Se introdujo en cada placa 20 semillas
seleccionadas anteriormente en funcién de
un tamafio y aspecto similar, y se regaron
con 10 mL? Finalmente las muestras se
flambearon tras el riego (imagen 5) con un
mechero Bunsen y sellaron con parafina por
los bordes para extremar las medidas contra
la contaminacion de las mismas.

6. Se introdujeron las placas en las
respectivas camaras frigorificas a diferentes
temperaturas de partida (temperatura media
de cada intervalo): 1,5° C, 5,5° C y 9,0° C.
Considerando que las camaras frigorificas
eran abiertos usualmente y cada dia se

observaba variaciones de alrededor de un grado, los intervalos se han propuesto en funcion a
estas evidencias para asegurar una mayor precision.

2 La decision de este volumen es que tras varios intentos de realizar el experimento a altas temperaturas
(30° C y 35° C) regando las semillas con 15 mL, se observé que se contaminaban y se las regé con 10 mL
intentando asi que menos disolucion pudiera evaporarse debido a las altas temperaturas y crear unas
condiciones himedas idéneas para la aparicion de hongos. Aun asi la contaminacion perdurd. Esto serd
detallado en la evaluacion.



Procedimiento para el riego y recuento diario®

1. Las placas se sacan para
el riego por temperaturas de
forma que hasta que las
placas de una temperatura
no vuelvan a estar expuestas
a su temperatura no se sacan
las placas de otra
temperatura.

2. Seenciende un mechero
Bunsen y se coloca cerca de
todas las muestras, en una
mesa cubierta por papel de
filtro (imagen 6).

Imagen 6. Disposicidn de los instrumentos usados durante
el riego diario

3. A cada placa se le quita la parafina y se cuentan las semillas germinadas usando unas pinzas
previamente desinfectadas con etanol.

4. Solo se riegan las placas si no les queda solucion de riego, caso en el que se afiaden 10 mL
del riego que corresponda. Se vuelven a flambear y sellar con parafina las placas y se disponen
de nuevo en la cdmara frigorifica.

Procedimiento en caso de contaminacion de la muestra

Se prepard un procedimiento especial en caso de contaminacion de las muestras pero al
haber sido usado durante una experimentacion de prueba con temperaturas de 30° Cy 35° C, a las
cuales solo se hara referencia en la discusion, se muestra en el anexo 1.

3 Los materiales usados se muestran en ANEXO |
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4. Resultados

4.1.Datos brutos

En el ANEXO Il se muestra las tablas 1, 2 y 3 con todos los datos brutos para cada rango
distinto de temperaturas donde apareceré el recuento de las semillas germinadas regadas con agua
(C) o &cido salicilico (AS) en formas de frecuencia de germinacién de 0 a 1, representando el 1
el total de semillas germinadas (20/20=1).

4.2.Datos procesados
Rango 1: 0°C -3°C

La tabla 4 muestra la media aritmética, la varianza (VAR) y la desviacion estandar (SD)
de los datos obtenidos:

Tabla 4. Media, varianza y desviacién estandar de las frecuencias acumuladas de germinacién en
el rango térmico0°C - 3°C

| [oui [0z [ | osa | oes | o [ oer oes]

CONTROL

AS

El siguiente gréafico muestra la representacion de los datos anteriores (grafico 1).

Grafico 1. Frecuencia acumulada de germinacion del grupo CONTROL y AS en el
rango térmico 0°C - 3°C
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Se observa un patron general de mayor aumento en la frecuencia acumulada de
germinacion por parte del grupo CONTROL. Se observa una diferencia de semillas germinadas
entre el grupo CONTROL y el AS que disminuye desde un 83,33% en el dia 5 a un 42,86% en el
dia 8. Para ambos grupos se llevé a cabo el mayor aumento de frecuencia acumulada de
germinacion entre los dias 6 y 8. La primera germinacion ocurrié para ambos grupos en el dia 5.

En ninguno de los dos grupos se super6 el 15,00% de semillas germinadas totales, siendo
el grupo CONTROL el que tuvo un mayor porcentaje de semillas germinadas finales, 10,50%,
con respecto al 6,00% alcanzado por el grupo AS.

Rango 2: 4°C -7°C
La tabla 5 muestra la media, varianza y desviacion estandar de los datos recabados para
el segundo rango térmico:

Tabla 5. Media, varianza y desviacion estandar de las frecuencias acumuladas de germinacién
en el rango térmico4°C-7°C

[owi[ w2 [ ono | os | ous [ s [ou7 [oes |

CONTROL

El gréfico 2 muestra la representacion de los datos de la tabla 5:

Gréfico 2. Frecuencia acumulada de germinacién del grupo CONTROL y AS
en el rango térmico 4°C - 7°C
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Puede verse un patron general de un aumento de la frecuencia de germinacién acumulada
de germinacion por el grupo CONTROL, si bien la diferencia de semillas germinadas se reduce
desde el 100,00% en el dia2y 3y el 9,68 % en el dia 8. La primera germinacion ocurri6 en el dia
2 para el grupo CONTROL vy en el dia 4 para el grupo AS. Se observd un mayor aumento de la
frecuencia acumulada de germinacion entre los dias 4 y 8.

En el grupo CONTROL se alcanzé un porcentaje del 31,00% de semillas germinadas
mientras que en el grupo AS este porcentaje se redujo al 28,00%.

Rango 3: 8°C - 10°C

La tabla 6 muestra la media, la varianza y la desviacion estandar de los datos obtenidos
para el tercer rango térmico:

Tabla 6. Media, varianza y desviacion estandar de las frecuencias acumuladas de germinacion
en el rango térmico 8° C - 10°C

[ [0z [ oms | oss | ous | oms [ oar [oee]

CONTROL

El gréafico 3 muestra la representacion de los datos de la tabla 6:

Grafico 3. Frecuencia acumulada de germiancion del grupo CONTROL y AS
en el rango térmico 8°C - 10°C
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No se puede apreciar un claro patrén de diferencia entre ambos grupos pues generalmente
presentan una frecuencia acumulada de germinacién muy similar. En el intervalo del dia 2 al 7
hay un rango de semillas germinadas que separa al grupo CONTROL del grupo AS que disminuye
desde el 100,00% en el dia 2 hasta el 2,50% en el dia 7, pero sin embargo en el dia 8 hubo una
diferencia entre el grupo AS y el grupo CONTROL del 1,14% experimentando el grupo AS una
frecuencia acumulada de germinacién mayor. La primera germinacion ocurrié en el dia 2 para
CONTROL y en el dia 3 para AS. EI mayor aumento de la frecuencia acumulada se ve entre los
dias3y7.

En el grupo CONTROL germiné el 44,00% de las semillas si bien en el grupo AS
germinaron el 44,50% de semillas, siendo la primera vez que el grupo experimental tiene méas
semillas germinadas que el grupo CONTROL.

4.3.T-test

Para ver si la diferencia entre ambos grupos es estadisticamente significativa o no vamos
a realizar el t-test (férmula 1). Primero vamos a proponer las dos hipétesis:

e Hipotesis nula: la concentracién de 0,5 pM de acido salicilico no tiene efecto en la
germinacion de las semillas de Cicer Arietinum L. a bajas temperaturas.

e Hipotesis alternativa: la concentracion de 0,5 pM tiene efecto en la germinacion de
semillas de Cicer Arietinum L. a bajas temperaturas.

(Férmula 1) (Psych.utoronto.ca, n.d.)

A continuacion consideramos los grados de libertad que tomaremos para realizar el test,
que se calcula restando al nimero total de datos que en nuestro caso es 20 (nimero total de placas)
2 unidades, obteniendo el valor 18. Se usaran como referencia el valor perteneciente a 18 grados
de libertad y al nivel de significacion p<0,05, siendo este la probabilidad de que el efecto de AS
en la germinacién pueda deberse al azar. De esta forma el valor de referencia es 2,1010%.

Se muestra un ejemplo del calculo del t-test, que servira de ejemplo para todos los demas
resultados:

0,1050 — 0,0600 0,045

J0,0053 . 0,0027 ~ |/0,0008
10 10

1,5910

4 La tabla de valores del t-test se muestra en el ANEXO IV.
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Para mostrar todos los resultados de t-test para cada dia en los tres rangos térmicos usamos
3tablas (tabla 7, 8, 9):

Tabla 7. Resultados del t-test para el rango térmico 0° C - 3° C y significacion de los mismos
1 2 3 4 5 6 7 8
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 15504 15215 24398 1,5910
Valor para

ORI 21010 2,1010 2,1010 2,1010 2,1010 2,1010 2,1010 2,1010
gr. libertad

¢Diferencia
significativa?

Tabla 8. Resultados del t-test para el rango térmico 4° C - 7° C y significacion de los mismos
1 2 3 4 5 6 7 8
0,0000 0,9192 2,3905 0,3727 1,8257 0,8687 0,8289 0,7596
Valor para
ORI 21010 2,1010 2,1010 2,1010 2,1010 2,010 2,1010 2,1010
gr. libertad

¢ Diferencia
significativa?

Tabla 9. Resultados del t-test para el rango térmico 8° C - 10° C y significacion de los mismos
1 2 3 4 5 6 7 8
0,0000 0,9129 1,744 08427 0,7538 0,0984 0,1984 0,1199
Valor para

A 21010 2,1010  2,1010 2,1010 2,1010 2,1010 2,1010 2,1010
gr. libertad

¢ Diferencia
significativa?

Se observa que generalmente la diferencia entre las frecuencias acumuladas de
germinacion de ambos grupos no es estadisticamente significativa, por lo que en la mayoria de
los casos tenemos que aceptar nuestra hipétesis nula, si bien en los dias 7 en 0°C-3°C, y 3 en 4°C-
7° C aceptamos nuestra hipdtesis alternativa.
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5. Conclusion y discusion

Los resultados obtenidos muestran que el grupo AS no ha tenido una tasa de germinacion
mayor que el grupo CONTROL.

Para 0° C-3° C el grupo AS apenas alcanzé el 6,0% de las semillas germinadas, siendo
este resultado menor que el 10,5% alcanzado por el grupo CONTROL. El porcentaje de
germinacion final se vio reducido en un 42,9%.

Para 4° C-7° C el grupo AS tuvo un porcentaje de germinacion total de 28,0% mientras
que el grupo CONTROL alcanz6 el 31,0% de semillas germinadas. El porcentaje de germinacion
final se vio reducido en un 9,7%.

Para 8° C-10° C el grupo AS tuvo un porcentaje de germinacion total de 45,0% mientras
que el grupo CONTROL alcanzo el 44,0% de semillas germinadas. El porcentaje de germinacion
se vio incrementado en un 2,3%.

Respondiendo a la pregunta de investigacion ¢puede afectar positivamente la
concentracion de 0,5 uM de acido salicilico a la germinacion de Cicer Arietinum L a bajas
temperaturas?, se concluye que esta concentracion no ha mostrado indicios claros vy
estadisticamente significativos para aumentar la tasa de germinacién de las semillas de Cicer
Arietinum L.

La variabilidad en este experimento es alta, y esto se ve en la comparaciéon de la
desviacion estandar con las medias aritméticas de los resultados obtenidos. En dias como el 5y 6
para el rango 0° C-3° C y el dia 2 y 3 del rango 4° C-7° C la desviacion estandar fue mayor que la
media. Generalmente, la desviacion estandar representa entre el 34,2% hasta el 97,1% de la media,
gue son porcentajes muy altos ademas de ser mayores al 33% de la media. Sin embargo, también
se observd que el menor porcentaje con respecto a la media representado por la desviacion
estandar es 20,7% en el dia 8 en el grupo AS para el rango 8° C-10° C, que si bien sigue siendo
alto, no representa ni el 33% de la media y es mucho menor que los porcentajes anteriormente
mencionados. Esto puede sostener que el acido salicilico no haya tenido un efecto significativo
en la germinacion de Cicer Arietinum L.

El t-test muestra que en la frecuencia final de germinacién de cada rango el AS no tuvo
un efecto estadisticamente significativo en la germinacion de Cicer Arietinum L. a bajas
temperaturas. Incluso se registraron dias en los que, siendo la frecuencia acumulada de
germinacion del grupo CONTROL superior a la del grupo AS, esta diferencia fue
estadisticamente significativa, lo que conlleva que el efecto inhibitorio del AS lleg6é a ser
estadisticamente significativo.

El efecto negativo de AS en procesos bioldgicos en plantas ha sido reportado por varios
estudios. Uno de ellos reportd la generacién de un dafio oxidativo perjudicial por parte del acido
salicilico (Borsani, Valpuesta & Botella, 2001). Otro estudio sostenia que el &cido salicilico afectd
negativamente a la germinacion del frijol en un 0,02% (Chandra, Dubey & Anand, 2007).

Sin embargo, los resultados obtenidos difieren a los de otros estudios que trataban otras
condiciones adversas. Uno mostro que el acido salicilico exdgeno habia mejorado la
termotolerancia de las semillas de mostaza (Borsani, Valpuesta & Botella, 2001), otro mostré un
efecto positivo frente a otras condiciones adversas como el estrés salino (Bhamburdekar &
Jadhav, 2011) (Rajjou et al., 2006).
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Lo que si queda claro es que si bien el &cido salicilico permite el desarrollo de procesos
anti estrés (Shakirova, Sakhabutdinova, Bezrukova, Fatkhutdinova & Fatkhutdinova, 2003), a
temperaturas bajas para esta semilla la concentracion de 0,5 uM no ha sido efectiva.

Se ha demostrado que la concentracion de 0,05 mM de AS favorece la divisién celular
en el meristemo apical, causando un incremento en la productividad de trigo (Shakirova,
Sakhabutdinova, Bezrukova, Fatkhutdinova & Fatkhutdinova, 2003). Sin embargo la radicula de
las semillas germinadas en ambos grupos (CONTROL/AS) varid sin ningln tipo de patrén por lo
que no sugiere la posibilidad de que la concentracion usada haya disminuido la division celular.
Sin embargo, este mismo estudio afirma que a esa concentracion (0,05 mM) se mantuvieron altos
niveles de ABA favoreciendo el desarrollo de reacciones anti estrés (Shakirova, Sakhabutdinova,
Bezrukova, Fatkhutdinova & Fatkhutdinova, 2003). Para nuestra concentracion, el nivel de ABA
podria haberse visto reducido por la disminucién en concentracién de AS, dificultando el
desarrollo de reacciones anti estrés e inhibiendo la germinacién de las semillas a bajas
temperaturas.

Si bien se esterilizaron las semillas, hubo contaminacién por lo que el procedimiento
(Consejo Regulador 1.G.P. Pimiento Asado del Bierzo & Laboratorio de Diagndstico, plaga y
enfermedades vegetales, n.d.) no resulté ser muy eficaz, lo que se puso de manifiesto en el rango
térmico 8° C-10° C, donde aparecio un olor diferente en la solucién de riego al cabo de los dias.
Al hacer un examen en fresco al microscopio se observo unos microorganismos que bien podrian
parecerse a levaduras (imagen 7). Esto se confirma por estudios en los que se trabaja con la
levadura Saccharomyces cerevisiae a 10° C (Hollatz & Stambuk, 2003). De la misma forma, en
los intentos que se llevaron a cabo a 30° C y 35° C se observd la presencia de los mismos, y esta
vez con evidencias mucho mas visibles® (imagen 8).

Imagen 7. Posible evidencia de contaminacion de la Imagen 8. Contaminacion de una muestra a 30° C
solucion de riego con Saccharomyces cerevisiae (x400  posiblemente con Saccharomyces cerevisiae
aumentos)

Esta contaminacion por hongos puede haber afectado menos intensamente a las placas a
8° C-10° C de forma que la germinacion final de estas Ultimas haya sido mayor. Con objeto de
solventar el problema de la contaminacidn se propone el uso afiadido de yoduro de potasio para
la total esterilizacion de la semilla pues este es un fungicida bien conocido (Gregori Valdés, 2005)
que puede disminuir la aparicion de este género de levadura. También se propone sustituir cada
dia la solucion de riego pues las posibles levaduras que esta posea podrian ser removidas de las
placas.

5 Se muestra en el ANEXO V una foto de un examen al fresco de la solucién de riego de la muestra de la
imagen 8 con una placa a 30°C
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Los rangos de temperatura ofrecen una ventaja muy visible, y es que las condiciones
cambiantes de temperaturas se asemejan mucho més a la realidad. Ademas es l6gico que al abrirse
y cerrarse las camaras frigorificas durante el dia, la temperatura de los mismos aumente
ligeramente siendo similar al aumento térmico durante el dia, siendo al revés durante la noche
cuando la temperatura de los mismos disminuye. Sin embargo, conlleva una debilidad porque se
necesitaria un material muy preciso para poder monitorizar las 24 horas de cada dia que la
temperatura no aumentan ni disminuyen saliéndose del rango. Como posible alternativa, se
propone el uso de una cdmara de cultivo en la cual se puede predeterminar condiciones como la
temperatura y humedad relativa e incluso ciclos de iluminacion (CONICET BAHIA BLANCA,
n.d.).

Las barras de error solapan en las tres graficas. Esto es significativo puesto que si bien
los datos recabados poseen un cierto grado de fiabilidad, se podria reducir estas barras de error
incrementando el ndmero de semillas por placas y el niamero de placas incrementando asi el
numero de medidas.

Como se observa en el gréfico 4, conforme el rango térmico se acerca a la temperatura
Optima de desarrollo que es 22° C (Tradecorp.com.mx, n.d.), la frecuencia acumulada de
germinacion final es mayor.

Gréfico 4. Frecuencia acumulada de

germinacion final segln cada rango térmico En este grafico vemos que si

bien la diferencia entre la frecuencia

<
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@
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=
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7N de germinacion de AS y la de
3 05 CONTROL en el tercer rango
S =04 termico no es estadisticamente
S £ CONTROL  significativa, es una razon para
£ 03 I AS pensar que si se incrementara la
: 0,2 temperatura podriamos ver que el
S o1 I grupo AS acaba poseyendo mas
3 ' I semillas germinadas que el grupo
g 0 CONTROL.

0,0-3,0 4,0-7,0 8,0-10,0

Rangos de temperaturas/ ° C +£0,2°C

Por otra parte, otra mejora del experimento puede ser el hecho de aumentar el nimero de
dias de experimento pues podriamos ver que a lo largo del tiempo el grupo AS acaba teniendo
muchas mas semillas germinadas que el grupo CONTROL aunque al inicio del experimento el
AS retarde la germinacidn inicial, lo cual se sustenta en estudios previos (Bhamburdekar &
Jadhav, 2011).

Ante los resultados obtenidos, se propone como extension de la investigacion probar otras
concentraciones de &cido salicilico que han tenido un efecto positivo tales como 5 ppm, 25 ppm
y 50 ppm (Bhamburdekar & Jadhav, 2011) a estos mismos rangos térmicos. Paralelamente, se
propone probar esta misma concentracion en un rango con temperaturas mayores como 10°C-20°
C, pues se han visto evidencias experimentales de que conforme aumentaba el rango térmico la
diferencia entre el grupo CONTROL vy el AS disminuia.
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ANEXO I: Materiales usados en el riego y recuento de semillas diario

— Papel de filtro grande

— Mechero Bunsen

— Pinzas de metal

— Etanol

— Disolucién de &cido salicilico 0,5 uM

— Agua hervida y posteriormente enfriada a temperatura ambiente
— Pinzas de madera

— Dos pipetas (£0,5 mL)

— Mechero

— Parafina

— Base de datos para anotar la frecuencia de germinacién
— Guantes

— Mascarilla

— Bata de laboratorio

ANEXO I1: Procedimiento en caso de contaminacion de la muestra

1.

2.

Se selecciona la placa y se le quita el sellado con parafina. Si hay restos de disolucidn en la
placa se retiran.

Se sacan los garbanzos de la placa y primer se procede a la limpieza de la misma. Asi, se
retiran los dos papeles de filtro y se pulveriza con etanol la placa por dentro. Al trabajar con
etanol es obligatorio el uso de gafas para los o0jos, guantes y bata de laboratorio.

Puesto que el etanol es muy volatil (HOJA DE SEGURIDAD XIlI ETANOL, n.d.) se deja a
temperatura ambiente para que se seque la placa mientras procedemos a manipular las
semillas. Estas se introducen en un recipiente esterilizado con agua destilada y sujetandolo
con unas pinzas de madera se expone a la llama de un mechero Bunsen durante un minuto
flambeandolo. Este lavado y exposicién al flambeado se hace dos veces.

Se introducen dos papeles de filtro en la placa y se afiaden las semillas. Se flambea la muestra
y se sella con parafina.
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ANEXO I11: Datos brutos de germinacién de cada rango térmico
Rango1:0°C-3°C

Tabla 10. Frecuencia acumulada de semillas germinadas en el rango térmico 0°C - 3°C
Dial Dia2 | Dia3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia 8

Cl1
C?2
C3
C4
C5
C6
C7
C38
C9
C 10
AS 1
AS 2
AS 3
AS 4
AS 5
AS 6
AS7
AS 8
AS 9
AS 10

Rango 2:4°C-7°C

Tabla 11. Frecuencia acumulada de semillas germinadas en el rango térmico4°C - 7°C
Dial | Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia 8

Cl
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C38
C9
C 10
AS1
AS 2
AS 3
AS 4
AS 5
AS 6
AS 7
AS 8

AS9
AS 10




Rango 3: 8°C - 10°C

ANEXO 1V: Tabla de valores criticos del t-test

Degrees Significance level
of 20% 10% 5% 2% 1% 0.1%
freedom (0.20) (0.10) (0.05) (0.02) (0.01) (0.001)
1 3.078 6.314 12.706 31.821 63.657 636.619
2 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925 31.598
3 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841 12.941
4 1.533 2.132 2.776 3.747 4.604 8.610
5 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032 6.859
6 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707 5.959
7 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499 5.405
8 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355 5.041
9 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250 4.781
10 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169 4.587
11 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106 4.437
12 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055 4.318
13 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012 4.221
14 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977 4.140
15 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947 4.073
16 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921 4.015
17 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898 3.965
18 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878 3.922
19 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861 3.883
20 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845 3.850
21 1.323 1.721 2.080 2.518 2.831 3.819
22 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819 3.792
23 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807 3.767
24 1.318 1.711 2.064 2.492 2.797 3.745
25 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787 3.725
26 1.315 1.706 2.056 2.479 2.779 3.707
27 1.314 1.703 2.052 2.473 2.771 3.690
28 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763 3.674
29 1.311 1.69%9 2.043 2.462 2.756 3.659
30 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750 3.646
40 1.303 1.684 2.021 2.423 2.704 3.551
60 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660 3.460
120 1.289 1.658 1.980 2.158 2.617 3.373
o< 1.z282 1.645 1.960 2.326 2.576 3.291

(Stylepinner.com, n.d.)
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ANEXO V: Examen al fresco de la solucion de riego de una placa
expuesta a 30° C

Imagen 9. Examen al fresco de la solucién de riego de una placa expuesta a 30° C (x 400 aumentos)
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