Universidad del Litoral

Facultad de Ciencias Agrarias

Tesis para optar al grado académico de

Magister en Cultivos Intensivos

“El priming de semillas de meldén (Cucumis melo L.) en

condiciones suboptimas de germinacion”

Autor: Ing. Agr. José Luis Castafares

Director: Dr. Carlos A. Bouzo

Esperanza, Santa Fe, Argentina

Mayo de 2017



INDICE

1. Resumen
2. Abstract
3. Introduccion
4. El meldn (Cucumis melo L.)
4.1 Taxonomia y origen
4.2 Botanica
5. Importancia del cultivo de melén en el mundo y en Argentina
5.1 Produccion en el mundo
5.2 Produccion en Argentina
6. El cultivo de melén
6.1 Requerimientos edafoclimaticos
6.2 Formas de iniciacion del cultivo
7. Germinacion
7.1 Definicion
7.2 Requerimientos para la germinacion
7.2.1 Agua
7.2.2 Temperatura
7.2.3 Oxigeno y Dioxido de Carbono
7.2.4 Luz
7.3 Dormicion de semillas

7.4 Conservacion y secado de las semillas

II

10

11

11

14

14

15

15

15

16

17



7.5 Germinacién de Melon
8. Priming

8.1 Definicion

8.2 Algunas aplicaciones del priming

8.3 Antecedentes del priming en semillas de melon
9. Objetivos
10. Materiales y Métodos

10.1 Experimento 1: Respuesta del priming sobre la

germinacion de semillas de melén a baja temperatura

10.2 Experimento 2: Respuesta del priming sobre la
germinacion de semillas de meléon en condiciones de

salinidad

10.3 Experimento 3: Respuesta del priming sobre la
germinacion de semillas de melén en condiciones de baja

temperatura y salinidad
11. Resultados y discusion

11.1 Experimento 1: Respuesta del priming a bajas

temperaturas

11.2 Experimento 2: Respuesta del priming sobre Ia
germinacion de semillas de melén en condiciones de

salinidad

11.3 Experimento 3: Respuesta del priming sobre Ia
germinacion de semillas de melon en condiciones de baja

temperatura y salinidad

I1I

18

19

19

22

24

26

27

27

29

29

30

30

36

43



12. Conclusiones
13. Bibliografia

Anexo 1: Abreviaturas y simbolos

Anexo 2: Analisis estadistico de los resultados del Experimento N° 1:

priming y temperatura

Anexo 3: Analisis estadistico de los resultados del Experimento N° 2:

priming y salinidad

IV

45

46

65

66

71



1. Resumen

La germinacion del meldn (Cucumis melo L.) resulta retrasada e inhibida con temperaturas
inferiores a 17 °C. Por otro lado, las etapas iniciales del cultivo muestran sensibilidad a la
salinidad. El priming, una técnica de hidratacidon controlada, ha demostrado mejorar la
germinacién de diferentes especies en condiciones dptimas y adversas. Se realizaron tres
ensayos con los objetivos de comparar el efecto de diferentes agentes osméticos y
tiempos de priming en la germinacidn de semillas de meléon sometidas a: 1) bajas
temperaturas, 2) condiciones salinas y 3) bajas temperaturas y condiciones salinas. Los
agentes osmoéticos empleados para el priming fueron polietilenglicol 6000 (PEG), KNO3 +
KsPQ4, CaCl, y NaCl, dando un potencial osmdético (Wo) de -1,50 MPa. Los tiempos de
priming fueron 3y 6 dias. Se midié el porcentaje de semillas germinadas (G%) y el tiempo
medio de germinacion (TMG). A 12 °C la germinacién fue de 10% con PEG 3 dias y NaCl 6
dias, siendo nula en el control. A 25 °C los mejores valores de G% fueron de 98 y 100% con
3 dias de NaCl y CaCl; respectivamente, mientras que en el control fue de 84%. El TMG en
tales casos experimentd una reduccién de un dia. A -0,70 MPa la germinacion fue de 100%
para CaCl, y NaCl y 3 dias de duracién, contra 26% del control. A -1,00 MPa el G% fue de
46 y 50% para NaCl y CaCl, respectivamente, en los mejores casos y nula para el control. A
12 °C y -1,00 MPa la mejor germinacién fue para CaCl, 3 dias y NaCl 3 dias (14 y 10%
respectivamente). Se concluye que a temperaturas de 12 °C, el leve aumento de los
parametros G% y TMG, no justificaria el empleo del priming. A 25 °C el priming permite un
aumento en la germinacién y reduccidon del TMG; a un estrés salino moderado (-0,70
MPa), el priming permite una alta germinacién, mientras que a -1,00 MPa el aumento de
la misma no es considerable; ante bajas temperaturas y estrés salino severo, el aumento

de la germinacion no es de importancia.

Palabras clave: priming / germinacién / vigor/ salinidad /estrés



2. Abstract

The germination of melon (Cucumis melo L.) is delayed and inhibited with temperatures
below 17 °C. On the other hand, the initial stages of the culture show sensitivity to salinity.
Priming, a controlled hydration technique, has shown to improve the germination of
different species under optimal and adverse conditions. Three experiments were carried
out to compare the effect of different osmotic agents and priming times on the
germination of melon seeds subjected to: 1) low temperatures, 2) saline conditions and 3)
low temperatures and saline conditions. The osmotic agents used for priming were
polyethylene glycol 6000 (PEG), KNOs + K3PO,, CaCl, and NaCl, with an osmotic potential
(Wo) of -1.5 MPa. Priming times were 3 and 6 days. The percentage of germinated seeds
(G%) and the mean germination time (TMG) were measured. At 12 °C the germination was
10% with PEG 3 days and NaCl 6 days, being null in the control. At 25 °C the best values of
G% were 98 and 100% with 3 days of NaCl and CacCl; respectively, whereas in the control it
was 84%. TMG in such cases experienced a reduction of one day. At -0,70 MPa
germination was 100% for CaCl, and NaCl and 3 days duration, versus 26% of the control.
At -1,00 MPa G% was 46 and 50% for NaCl and CaCl, respectively, in the best cases and
null for the control. At 12°C and -1,00 MPa the best germination was for CaCl, 3 days and
NaCl 3 days (14 and 10% respectively). It is concluded that at temperatures of 12 °C, the
slight increase in the G% and TMG parameters, would not justify the use of priming. At 25
°C the priming allows an increase in the germination and reduction of the TMG; to a
moderate saline stress (-0,70 MPa), the priming allows a high germination, whereas at -
1,00 MPa the increase of the same is not considerable; at low temperatures and severe

saline stress, the increase of germination is not important.

Keywords: priming / germination / vigor/ salinity /stress



3. Introduccion

El cultivo del melén (Cucumis melo L.) estd ampliamente difundido en la zona centro y

norte del pais y en el mundo.

Para asegurar un buen crecimiento del cultivo es imprescindible que en primer lugar la
germinacién e implantacidon sea alta, rapida y uniforme. Diversos factores abidticos
pueden atentar contra este objetivo, dentro de los cuales, los mds importantes son las

bajas temperaturas y la salinidad.

Es por ello que todas las précticas tendientes a superar estas limitaciones, conduciran a un

mejor crecimiento de las plantas y por ende a una cosecha de alta calidad.



4. El meldn (Cucumis melo L.)

4.1 Taxonomia y origen

El meldn pertenece a la familia Cucurbitaceae, al género y especie Cucumis melo L., siendo
otros cultivos de importancia dentro de la misma familia el pepino, la sandia, el zapallo y

la calabaza (Prohens y Nuez, 2007).

Si bien no existe un criterio unificado respecto al centro genético de origen de esta
especie, gran parte de las evidencias indicarian a Africa como su centro de origen
primario. Al respecto, fueron encontradas grabaciones en tumbas egipcias que muestran
gran similitud en los caracteres representados con esta especie, ademas de encontrarse

muchas variedades silvestres en este continente (Nonnecke, 1989).

Los griegos, probablemente a través de Alejandro Magno, tuvieron conocimiento de esta
planta. Su introduccidn en Europa posiblemente tuvo lugar durante el dominio del imperio
romano. Luego, a lo largo de la primera parte de la Edad Media desaparecié el melén
como cultivo en Europa, con excepcion de la Peninsula Ibérica, donde fue reintroducido
por los arabes. Durante el siglo XV llegd a Francia desde ltalia y fue llevado por Cristébal

Colén a América en uno de sus viajes (Maroto, 1995).
4.2 Botanica

Es una planta anual, herbacea que crece en todas las direcciones (Nonnecke, 1989). Posee
un sistema radical muy abundante y ramificado, de crecimiento rapido, pudiendo algunas
raices alcanzar una profundidad de 1,20 m, aunque la mayoria de ellas se hallan entre los
primeros 0,30 a 0,40 m de suelo. Los tallos son herbaceos, recubiertos de pubescencia, y
pueden crecer de forma rastrera (crecimiento plagiotropo) o trepadora (crecimiento
ortétropo), esto ultimo debido a la presencia de zarcillos. Las hojas, también pubescentes
y rugosas, poseen el limbo orbicular aovado, reniforme o pentagonal, dividido en 3 a 7

[6bulos y con los margenes dentados (Maroto, 1995).

Las plantas son predominantemente andromonoicas, lo cual significa que en la misma
planta se encuentran flores masculinas y hermafroditas (Glover, 2007). Las flores son
amarillas campanulares. La polinizacidon es mayormente entomofila (Marmol, 2008). Todas
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las variedades de melones son capaces de polinizarse de manera cruzada, es decir

presentan alogamia (Nonnecke, 1989).

El fruto recibe el nombre botanico de pepdnide procedente de un ovario infero y esta
constituido por mesocarpio, endocarpio y tejido placentario, recubierto por una corteza o
epicarpio soldada al mesocarpo. La forma del fruto es variable, pudiendo ser esférica,
deprimida o flexuosa; la corteza, de color verde, amarilla, anaranjada o blanca, puede ser
lisa, reticulada o estriada. Sus dimensiones son muy variables, aunque en general el
didametro mayor del fruto puede variar entre 0,15 y 0,60 m. La pulpa puede ser blanca,
amarilla, cremosa, anaranjada, asalmonada o verdosa (Mdarmol, 2008). La composicidon

nutricional del fruto se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Composicién nutricional de dos variedades de melén, Reticulatus e Inodorus
(por 100 g de parte comestible) (modificado de USDA National Nutrient Database for
Standard Reference, 2011).

COMPUESTO CANTIDAD
Reticulatus Inodorus

Calorias 35,0 cal 35,0 cal
Agua 89,78 g 89,66 g
Carbohidratos 8,36 g 9,18 g
Grasas 0,28¢g 0,10¢g
Proteinas 0,88¢g 0,46 g
Fibra 0,80¢g 0,60g
Cenizas 0,701 ¢g 0,60g
Calcio 11,0 mg 6,0 mg
Potasio 309,0 mg 271,0 mg
Fosforo 17,0 mg 10,0 mg
Hierro 0,21 mg 0,07 mg
Tiamina 0,036 mg 0,077 mg
Riboflavina 0,021 mg 0,018 mg
Niacina 0,574 mg 0,600 mg
Acido ascérbico 42,2 mg 24,8 mg

Las semillas, que ocupan la cavidad central del fruto, insertas sobre el tejido placentario,

son fusiformes, aplastadas y de color blanco o amarillento. En un fruto pueden existir



entre 200 y 600 semillas. En un gramo pueden encontrarse entre 30 y 40 semillas (Goites,

2008).

5. Importancia del cultivo de melon en el mundo y en Argentina

5.1 Produccion en el mundo

La produccion de meldn al aire libre esta generalizada en todas las regiones del mundo
que poseen clima cdlido y poco lluvioso. La produccidn mundial de melén es de casi 28
millones de Mg producidos en una superficie de 1,4 millones de hectdreas (Simsek y
Comlekcioglu, 2011). Entre los principales paises productores se destacan China, con un
39% de la produccion total mundial, seguida de Turquia con un 9%, Estados Unidos con

un 6%, y Espafia e Iran con un 5% cada uno de ellos (Escalona et al., 2009).

Los principales paises exportadores de melén son Espaia, México, Honduras, Costa Rica,

Estados Unidos y Brasil (Figura 10) (Escalona et al., 2009).

M Espafia

M Honduras

M Paises Bajos

M Francia

B Costa Rica

M Brasil

M Panama

W Estados Unidos
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1 Republica Dominicana

2%

Figura 1: Principales paises exportadores de melén (modificado de Escalona et al., 2009).



5.2 Produccion en Argentina

El meldn es un cultivo difundido en varias regiones del centro y norte del pais: Noroeste
(Salta, Jujuy y Tucumadn), Noreste (Formosa, Chaco, Corrientes y Misiones), Central
(Cérdoba, San Luis y Santiago del Estero), Andina (Mendoza, San Juan, Catamarca y La
Rioja), Litoral (Santa Fe y Entre Rios), Sur de la provincia de Buenos Aires, aunque con una

contribucién diferencial en lo referente a volumen y tipos (Fernandez Lozano, 2012).

La provincia que concentra la mayor superficie cultivada es San Juan con unas 1.500 ha,
destinadas en su mayoria al mercado interno. Le siguen en importancia Santiago del
Estero con 800 ha y Mendoza con 400 ha. La produccion en Entre Rios se circunscribe al

cultivo bajo invernadero con una superficie cercana a las 20 ha (Fernandez Lozano, 2012).

Los principales tipos de meldn cultivados en el pais son:

Tipo Honey Dew o Rocio de Miel: Se cultiva preferentemente en San Juan y Santiago del

Estero (Vigliola, 2010). Es blanco cremay la pulpa verde claro. Existen diversas variedades
que se caracterizan en general, por tener frutos casi esféricos, grandes, pulpa verde claro
muy dulce y jugosa, con piel lisa, firme (Figura 2 A, B y C) y buena adaptacién al
transporte, con una adecuada conservacién de pos cosecha (Fernandez Lozano et al.,

1998).

Tipo Amarillo o Bola de Oro: Se cultiva en Santiago del Estero principalmente (Vigliola,

2010). Las variedades que responden a este grupo tienen frutos mas o menos alargados,
con un peso promedio de 1,5 a 2,5 kg. La corteza es amarillo brillante, con un arrugado
longitudinal mds o menos marcado segun la variedad considerada (Figura 2 D, E y F),
siendo en algunas lisa (Fernandez Lozano et al., 1998). Su ciclo tiene una duracion de 90 -

115 dias (Vigliola, 2010).

Tipo Reticulado o Escrito: El tamafio de los frutos es mediano (1,2 a 2,0 kg.), de forma

redondeada o ligeramente ovalada. La corteza es lisa con un reticulado corchoso mas o
menos superficial que cubre todo el fruto (Figura 2 G, H e I). La pulpa es gruesa y de color
anaranjado, con una cavidad seminal reducida (Fernandez Lozano et al., 1998). La
duracién de su ciclo de 85 a90 dias (Vigliola, 2010).
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Figura 2: Principales tipos de melén cultivados en el pais: tipo tipo Honey Dew o Rocio de

Miel (A-C), tipo Amarillo (D-F), tipo Reticulado o Escrito (G-l). La primera columna
corresponde a la vista exterior, la segunda a un corte trasversal y la tercera a un corte

longitudinal (OECD, 2006).



6. El cultivo de meldn

6.1 Requerimientos edafoclimaticos

El melén es un cultivo muy exigente en temperatura, situdndose su cero vegetativo en 10
°C, y sus temperaturas éptimas y maxima de 25 a 34 °Cy 45 °C, respectivamente (tabla 2)
(Baker y Reddy, 2001). Es muy sensible a las heladas en todas las etapas del cultivo (Bouzo
y Kiichen, 2012). Las temperaturas excesivamente altas aumentan la tasa de crecimiento

del cultivo y conducen a una maduracién temprana del fruto (Pardossi et al., 2000).

Pese a esto, puede cultivarse en zonas con una reducida estacion estival, siendo iniciados

bajo cubierta y luego trasplantados y/o utilizando ciclos mas cortos (Nonnecke, 1989).

Tabla 2: Temperaturas criticas para melén en las distintas fases de desarrollo (Casaca,

2005).
Helada 1°C
Detencion de la Aire 10-15 °C
vegetacion

Suelo 8-10 °C

Germinacién Minima |15 °C

Optima |22-28°C

Maxima |39 °C
Floracion Optima |20-23°C
Desarrollo Optima |25-34°C
Maduracién del fruto Minima |25 °C

La luz, junto con la temperatura y la humedad, es una de las variables meteoroldgicas de
mayor importancia para la planta (Marmol, 2008). La duracidn de la luminosidad, influye
en el crecimiento de la planta, en la induccién floral, fecundacién de las flores,
maduracién de los frutos y ritmo de absorcion de elementos nutritivos (Casaca, 2005).
Aunque es considerada una especie de dia neutro, es muy exigente en luz, acelerandose el

crecimiento en dias luminosos (Marmol, 2008). En regiones himedas y con escasa



radiacion su desarrollo se afecta negativamente, apareciendo alteraciones en la

maduracién y calidad de los frutos (Casaca, 2005).

En lo referente a la humedad edafica, si bien es importante para la germinacion,
desarrollo foliar y formacion de fruto, es considerada como moderadamente resistente a
la sequia (Pessarakli, 2016). Diversos investigadores han reportado una mejora de calidad
del fruto con déficits hidricos moderados. Existe una relacion directa entre el contenido de
azucar de los frutos y la restriccidon hidrica (Lester et al., 1994; Fabeiro et al. ,2002; Ribas
et al., 2003; Kirnak et al., 2005). También ha sido documentada la relacién directa entre
firmeza del fruto y la restriccién hidrica (Miccolis y Saltveit, 1991; Mizrach et al., 1991). Un
déficit hidrico severo puede conducir a una reduccion del tamafo de los frutos (Ribas et
al., 2003; Fabeiro et al., 2002; Long et al., 2006) y rendimientos mds bajos (Kirnak et al.,
2005; Sensoy et al., 2007).

La humedad ambiente influye en procesos como la transpiracién, fecundacion, floracién y
propagacion o no de enfermedades. EIl melén es menos exigente que el resto de

cucurbitaceas a la humedad relativa, siempre que ésta no rebase el 75% (Marmol, 2008).

Puede crecer en una amplia variedad de suelos, aunque los prefiere sueltos y bien
drenados (Goites, 2008). Se adapta mejor a pH neutros a alcalinos, siendo muy sensible a
suelos acidos (Pessarakli, 2016). En general es sensible al Na* y con toxicidad especifica al
CI" (Navaro et al., 2000). La fase vegetativa posterior a la implantacion del cultivo, es
menos sensible a la salinidad (Carvajal, et al., 1998). Los mecanismos de tolerancia a las
sales en meldn han sido asociados con la compartimentacién del Na* y/o CI” (Botia et al.,
2005), ajuste osmatico (Carvajal et al., 1998) y exclusidon del CI" y/o disminucién de la

absorcién de Cl por las raices (Romero et al., 1997).
6.2 Formas de iniciacién del cultivo

La forma de iniciacidn tradicional es la siembra directa. El elevado costo de las semillas ha
favorecido en los ultimos tiempos la utilizacién del trasplante como método de iniciacién
(Cantamutto et al, 1995; Rodriguez Toressi, 2011). El trasplante asegura un mejor

establecimiento del cultivo, acorta el ciclo de produccidén en el campo y permite lograr
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producciones anticipadas a los sistemas tradicionales de siembra directa (Rodriguez

Toressi, 2011).

7. Germinacion

7.1 Definicion

La germinacién puede definirse como la serie de procesos que determinan que el eje
embrionario prosiga su desarrollo, el cual habia sido interrumpido durante la madurez
fisiolégica, encontrdndose en un estado de animacién suspendida (Hopkins y Hiner,
2008). El signo de que el proceso de germinacion se ha completado es la penetracion de
las estructuras que rodean el embrién por la raiz. Esto suele denominarse “germinacion

visible” (Bewley, 1997).

En semillas que naturalmente se deshidratan durante la ultima etapa de su desarrollo
(ortodoxas), el proceso de germinacidon comienza con la absorcion de agua (imbibicidn)
por parte de la semilla seca. Bajo condiciones de provisidon de agua suficiente, el proceso
de hidratacidn y crecimiento del embrién se puede dividir en tres fases (figura 3) (Bewley

y Black, 1985):

Fase |. Caracterizada por una abrupta entrada de agua. Dado que el potencial agua () de
las semillas secas es muy negativo (generalmente entre -350 y -50 MPa) (Roberts vy Ellis,
1989; Obroucheva y Antipova, 1997) y el del agua cercano a 0 MPa, el gradiente para la
absorcién de agua es muy grande. La velocidad inicial de imbibicién estard determinada
ademads por la permeabilidad de la cubierta seminal, el contacto entre la semilla y el
sustrato y la conductividad hidraulica del suelo o sustrato (Hadas, 1982; Koller y Hadas,
1982; Vertucci, 1989). Este proceso es fundamentalmente fisico, razén por la cual también
puede ocurrir en semillas muertas (Krishnan et al., 2004). Las semillas cambian

rapidamente de forma y tamafio (Robert et al., 2008; Preston et al., 2009).

La rdpida entrada de agua suele ir acompafiada de una masiva liberacidn de solutos
celulares (Weitbrecht et al., 2011), la cual aunque puede acelerar la posterior germinacién
a causa de la eliminacion de sustancias inhibidoras (Matilla et al., 2005), es también un

signo de dafio de las membranas y compartimentos celulares causadas por la rapida y/o
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no homogénea rehidratacion (Powell y Matthews, 1978). Luego de un breve tiempo de re
hidratacion, las membranas toman una configuracién mas estable, lo que restringe la

liberacion de solutos (Bewley, 1997).

Fase Il. A medida que el { de la semilla aumenta durante la imbibicidn y el gradiente de |
entre ésta y el suelo disminuye, el contenido de agua se aproxima a un plateau, asi como
el tamafio de la misma (Weitbrecht et al., 2011). En esta fase tiene lugar la mayor parte de
los eventos metabdlicos, en preparacién para la siguiente fase. Durante este lapso la
respiracion se incrementa y se produce un transporte activo de las sustancias desdobladas
en la fase anterior, desde el tejido de reserva hacia el eje embrionario. Estas sustancias
posibilitan el inicio del proceso de rediferenciacién de organelas, dado que durante la
madurez de secado la compleja estructura celular sufre un proceso de desdiferenciacién
gue permite a la semilla mantenerse viable a pesar del estado deshidratado. Asimismo
durante esta fase se acentlan los mecanismos de reparacion de los dafios que pueden
haberse producido durante la madurez de secado por la desregulacién del metabolismo
respiratorio. Ademas se pueden adicionar dafios propios asociados al envejecimiento en
semillas que se almacenan, responsables de la pérdida del vigor y posteriormente de la
viabilidad a medida que los dafios se acentuan (Bradford, 1995). En el proceso de
deshidratacién de las semillas, cumplen un papel preponderante las proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant). Son proteinas de bajo peso molecular (10-30 kDa), las que en
general estan involucradas en la proteccidn de las plantas del dafio causado por el estrés

ambiental, especialmente la sequia (Hong-Bo et al., 2005).

Esta fase, en relacidon con la |, es marcadamente mas prolongada. Durante la misma la
intensidad respiratoria de la semilla también crece, aunque de manera muy lenta

(Bradford, 1995).

La fase Il finaliza con el comienzo de la division celular, germinacién propiamente dicha
(Weitbrecht et al., 2011). Las semillas en dormicidn, son también metabdlicamente activas
en este momento. Esto indicaria que aunque algunas enzimas como las deshidrogenasas
estan activas, no necesariamente va a completarse el proceso de germinacién (Bradford,

1995).
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Fase lll. Aunque las semillas en dormicidon pueden alcanzar la fase Il, sélo las semillas en
condiciones de germinar entran en esta tercera fase, la cual coincide con la emisidon de la
radicula. En esta fase se acentua la entrada de agua (salida del plateau), lo que se debe
inicialmente al crecimiento celular y ruptura de la cubierta seminal (Weitbrecht et al.,
2011). A nivel bioquimico, lo que la caracteriza es que las sustancias desdobladas en la
fase | y transportadas en la fase Il son reorganizadas en sustancias complejas para formar
el citoplasma, el protoplasma vy las paredes celulares de las nuevas células formadas, lo
gue en Ultima instancia permite el crecimiento del eje embrionario. Aqui la tasa
respiratoria se incrementa notablemente porque aparte de la actividad enzimatica y la
sintesis de nuevos compuestos, se facilita el ingreso de O,, por el inicio de la rotura de la

cubierta seminal, a diferencia de lo que sucedia en la fase | (Bradford, 1995).

N FASE | FASE Il FASE 111
Absorcidn Procesos metabodlicos
< rapida de irreversibles
=5 agua
2
o
W
a
=
'Q
Q
o AN
o
g Inicio de la germinacion
g R (emergencia de radicula)
Hidratacion de
enzimas
o
o r
Imbibicién Fase lag Alargamiento L -nann

de radicula
Figura 3: Esquema del proceso de absorcién de agua por semillas en germinacién

(Modificado de Bewley y Black, 1985)
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7.2 Requerimientos para la germinacion

En general, para que se desencadene el proceso de la germinacién, deben cumplirse
ciertos requerimientos, relacionados con factores del medio en que se encuentra la

semilla, los que se exponen a continuacion.
7.2.1 Agua

El agua es el factor que mas influye en el proceso de germinacién. Si bien la hidratacién de
las semillas puede producirse a bajos contenidos hidricos, por el reducido § de las
semillas secas, un mayor contenido de agua es necesario en etapas posteriores dados los
requerimientos vinculados con el crecimiento de la radicula y pelos radiculares (Benech —

Arnold y Sanchez, 2004).

Un contenido de agua cercano a la capacidad de campo es generalmente éptimo para que
se desencadene el proceso de germinacion. Por el contrario, si el contenido de humedad
es inferior al éptimo puede resultar en un retraso o directamente la inhibicién de la

germinacién (Gardner et al., 1985).

La presencia de solutos en el medio afecta la disponibilidad de agua debido a la reduccion
del ¢ al mismo tiempo que puede producirse una toxicidad por iones como Na'y Mg’

(Ibrahim, 2016).
7.2.2 Temperatura

La temperatura influye en las propiedades del agua edafica asi como en la actividad

bioldgica de las semillas (Benech — Arnold y Sanchez, 2004; Bewley y Black, 1985).

Como se mencioné anteriormente, luego de la hidratacién de la semilla, se desencadenan
numerosos procesos enzimaticos de anabolismo y catabolismo, los cuales son altamente

dependientes de la temperatura (Garcia Breijo et al., 2001).

Las temperaturas cardinales de germinacién son la temperatura base, 6ptima y mdaxima
las que indican respectivamente, la temperatura por debajo de la cual la germinacién no

se produce, la temperatura a la cual la germinacién ocurre a una mayor velocidad y la
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temperatura por encima de la cual se inhibe la misma (Benech — Arnold y Sanchez, 2004;
Gardner et al., 1985). Las temperaturas base varian marcadamente entre especies. Las
maximas reflejan el punto en el cual las proteinas comienzan a desnaturalizarse (Hopkins y
Hilner, 2008). Los rangos de temperatura éptimos, condiciones que inducen la dormicion
secundaria y los efectos combinados de estrés hidrico y temperatura, varian entre

especies (Kigel, 1995; Hegley, 1995; Benech-Arnold y Sanchez, 1995, 2004).

7.2.3 Oxigeno y Dioxido de Carbono

El oxigeno (O,) es esencial para la degradacion de sustancias de reservas durante la
germinacién (Garcia Breijo, 2001). La mayoria de las especies no exigen una concentracion

superior al 10% para germinar (Siegel y Rosen, 1962).

La provisién de O, estd estrechamente relacionada por el espesor de la capa de agua que
cubre la semilla en germinacion y por la cubierta seminal (Come y Tissaoui, 1973). La
temperatura modifica la solubilidad del O, en el agua que absorbe la semilla,
reduciéndose a medida que aumenta la temperatura (Garcia Breijo, 2001). Por otro lado,
la compactacién del suelo tiene un efecto negativo en el intercambio gaseoso y en

consecuencia en la geminacion (Richard y Guerif, 1988).

Pese a todo lo expuesto anteriormente, este elemento, a no ser en circunstancias
especiales, dificilmente resulta un factor limitante, a excepcién de la fase Ill, en donde si

comienza a serlo (Moreira de Carvalho y Nakagawa, 1988).

El diéxido de carbono (CO,) en bajas concentraciones favorece la germinacion, mientras
que un aumento del mismo (< 5%) generalmente inhibe la misma (Egley, 1986). Puesto
gue el CO, es altamente soluble en agua, concentraciones relativamente altas pueden

ingresar desde la atmédsfera a la semilla en proceso de imbibicion (Negm et al., 1976).

7.2.4 Luz

Ademads de los factores ambientales arriba mencionados, la germinacion de muchas
especies requiere de luz para germinar. De acuerdo a la sensibilidad a la luz para germinar

las semillas pueden clasificarse en: 1) germinacidon favorecida por la luz (semillas
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fotoblasticas positivas) 2) germinacion favorecida por la ausencia de luz (semillas
fotoblasticas negativas), y 3) semillas cuya germinacién es independiente de la presencia

de luz (no fotoblasticas) (Bewley y Black, 1994).

En caso de germinacidn favorecida por la luz, es la luz roja (660 nm) al igual que la blanca,
la que tiene un efecto positivo, mientras la luz roja lejana (730 nm) inhibe la misma. En
semillas dependientes de la ausencia de luz, la luz roja lejana favorece la germinacion

(Mohr y Schopfer, 1995).

La percepcion de la luz es mediada por el fitocromo, una familia de moléculas
fotorreceptoras, que varia reversiblemente entre dos formas, Pr, que absorbe luz roja,

convirtiéndose en Pfr, forma activa (Schmitt y Wulff, 1993).

Las semillas de la mayoria de los cultivos actuales, con una relativamente larga historia de

domesticacidn, son generalmente no fotoblasticas (Gardner et al., 1985).

7.3 Dormicion de semillas

Las semillas de numerosas especies no tienen la capacidad de germinar durante un
determinado periodo de tiempo, pese a ser colocadas en condiciones que en otro
momento resultarian favorables para la misma. Se dice entonces que estas semillas se

encuentran en estado de dormicidon (Baskin y Baskin, 2004).

La dormicion primaria, es aquella en la cual se encuentran las semillas cuando son
dispersadas de su planta madre. Esta dormicién se inicia durante el desarrollo, puesto que
las semillas que se encuentran desarrolldandose raramente germinan (Bewley, 1997). La
dormicidn es una ventaja adaptativa que provoca que la germinacién se produzca cuando
las condiciones ecoldgicas sean favorables a la plantula para la supervivencia (Montaldi,

1995).

Una vez superada la dormicién primaria, y frente a condiciones desfavorables para la
germinacién, las semillas podrian entrar en una dormicion secundaria, pudiéndose

mantener en este estado, aun estando embebidas y durante largos periodos de tiempo,
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sin una pérdida de viabilidad (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Bewley y Black,
1994) (Figura 4).

SEMILLA
DURMIENTE

Dormicion primaria \

- SEMILLA
FORMACION DE SEMILLA :

LA SEMILLA DURMIENTE NO DURMIENTE

Dormicién secundaria

SEMILLA /
NO DURMIENTE

Z20—-—0p2Z2Z-—z2amap

Figura 4: Tipos de dormicion en semillas (Modificado de Pérez Garcia y Pita Villamil, 1999).

Existe otro criterio de clasificacion de la dormicidén: enddgena y exdgena. En la dormiciéon
enddgena, algunas caracteristicas del embrién impiden la germinacidn, mientras que en la
dormicién exdgena, ciertas estructuras, como el endosperma, la cubierta seminal o las
paredes de los frutos que recubren el embridén e impiden la germinacion (Baskin y Baskin,
1998, 2004; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Nikolaeva, 2004). En cualquiera de
los casos la dormicién cesara luego de que las semillas son sometidas a diferentes

condiciones o con el transcurso del tiempo (Baskin y Baskin, 2004).

La presion de seleccion durante miles de afios de domesticacion, ha eliminado

practicamente la dormicién de la mayoria de especies cultivadas (Gardner et al., 1985).
7.4 Conservacion y secado de las semillas

De acuerdo a la tolerancia de las semillas a la deshidratacidén para su almacenamiento,
Roberts (1973), propuso una clasificacion en ortodoxas y recalcitrantes. Las semillas
ortodoxas son aquellas que naturalmente se deshidratan hasta llegar a un contenido de
agua en equilibrio con la humedad ambiente (10-12% de contenido de agua), pudiendo
tolerar un posterior secado artificial hasta el 5% sin que se comprometa la viabilidad.

Existen marcadas diferencias entre el periodo durante el cual pueden ser almacenadas las
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semillas de esta categoria, variando desde algunos afios hasta siglos (Sallon, et al., 2008).
Las semillas recalcitrantes, en cambio, pierden la viabilidad antes que su contenido de
agua se equilibre con el ambiente, es decir, no toleran la deshidratacién, lo que dificulta
su almacenamiento. Una tercera categoria, de almacenamiento intermedio, fue definida
por Ellis et al. (1990), para aquellas semillas que pueden ser almacenadas durante un

mediano plazo, en condiciones de humedad y temperaturas bien definidas.

7.5 Germinacion de Meléon

Las semillas de las cucurbitdceas se encuentran entre las de germinacion y crecimiento
inicial mas rdpido en condiciones dptimas (Di Benedetto, 2005). Estas caracteristicas
vienen asociadas con ciertas particularidades, como el tamafo relativamente grande de
las semillas (alrededor de 30 mg por semilla), un contenido promedio de aceite del 49% y
proteinas del 35% (Jacks et al., 1972). Estas dos condiciones, relacionadas con el tamafio y
la composicién de las reservas, posibilitan una elevada cantidad de material de reserva
disponible para el crecimiento inicial, previo a que los cotiledones y primeras hojas
verdaderas comiencen a fotosintetizar (Di Benedetto, 2005). Asimismo este tamafio de las
semillas esta asociado al rdpido desarrollo inicial de plantulas relativamente grandes,
dando comienzo a una etapa temprana interceptacién de radiacién y asimilaciéon de

fotoasimilados (Wien, 1997).
Las semillas de meldén son independientes de la luz para germinar (ISTA, 2006).

Con temperaturas templadas de 25 a 30 °C la germinacién se produce en 3-4 dias (Casaca,
2005; Mdarmol, 2008; Wien, 1997). La germinacion se retrasa o reduce a temperaturas
inferiores a 20 °C, lo que conduce a un pobre y desuniforme establecimiento de plantulas,
y se inhibe por completo a 15 °C (Korkmaz, 2005; Nelson y Sharples, 1980; Sing et al.,
2001).

Respecto del O,, las concentraciones de este gas por debajo de la cual se inhibe o se
alcanza el 50% de la germinacion, llamadas Oy y Oy(s0) respectivamente, son de 1y 3-5%

(Corbineau y Come, 1995).
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La salinidad del medio en que se hallan las semillas puede influir negativamente en la
germinacién. Como se menciond anteriormente, las etapas de germinacién y crecimiento
inicial de las plantulas son las que manifiestan la mayor sensibilidad a la salinidad

(Sivritepe et al., 2003; Nukaya et al., 1984; Franco et al., 1993).

En cuanto al almacenamiento, las semillas de meldén presentan un comportamiento
ortodoxo, pudiendo conservar su viabilidad durante 6 afos, siempre que sean
conservadas en condiciones de baja humedad (6%) y temperaturas inferiores a los 18°C

(Pessarakli, 2016).

8. Priming

8.1 Definicion

En 1975 Heydecker et al., estudiando la capacidad natural de las semillas para resistir uno
0 mas ciclos de imbibicidon y secado, observd que la germinacion subsecuente de estas
semillas se producia con mayor rapidez y uniformidad. Estos autores definieron como
advancement and priming, respectivamente a estas respuestas observadas. En la
actualidad el término priming se usa para describir cualquier metodologia de hidratacion
previa a la siembra, sin discriminar dénde y cdémo son embebidas las semillas (Benech —

Arnold y Sanchez, 2004).

El priming consiste en humedecer parcialmente las semillas hasta un contenido de
agua cercano pero por debajo del que permita el inicio de la division celular, es

decir, la germinacién propiamente dicha (Heydecker y Coolbear, 1977).

La imbibicién a altos { ocurre relativamente rdpido, sin permitir la ocurrencia del
priming. Una reduccion de , se traducird en una imbibicion mas lenta y controlada,
manteniendo a las semillas por debajo del nivel de agua necesario para llegar a la
emergencia de la raiz, con la consecuente prolongacién de la fase Il con los procesos
propios de ésta (Ashraf y Foolad, 2005; Eskandari, 2013; lJisha et al., 2013; Maiti y
Pramanik, 2013; Nawaz et al., 2013) (Figura 5).
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Tiempo de imbibicién

Figura 5: Esquematizacion de los cambios en la duracién de cada fase de la imbibicion en

funcién de diferentes potenciales hidricos del medio (Modificado de Bradford, 1995)

Cuando las semillas primizadas son sembradas, la germinacion serd mas rdpida y uniforme
(Khan et al.,, 2009). También pueden expresar una mayor germinacidon y vigor en
condiciones adversas (Sadeghi et al., 2011). Este aumento de la velocidad y uniformidad
de la germinacién ha sido atribuido a los mecanismos de reparaciéon ocurridos durante la
fase Il de la imbibicién (Bray et al., 1989; Giri y Schillinger, 2003), algunos cambios
fisiolégicos, bioquimicos, celulares y moleculares (Soeda et al., 2005; Yacoubi et al., 2011;
Di Girolamo y Barbanti, 2012; Siri et al., 2013; Manonmani et al., 2014), el aumento de los
metabolitos que reducen el W, abreviando la germinacidn (Basra et al., 2005; Bradford,
1986) y, para semillas que no son secadas luego del tratamiento, una simple reduccién del

tiempo de imbibicién (Bradford, 1986; Basra et al., 2007).

Una vez efectuado el tratamiento de priming las semillas pueden ser deshidratadas,
siempre considerando la velocidad de secado adecuada para cada especie en particular, y
almacenadas (Valdes y Bradford, 1987, Khan, 1992; Ratikanta, 2011). Luego del
almacenamiento, pueden ser colocadas a germinar con la consecuente conservacion de

las mejoras del priming (Pessarakli, 2016) (figura 6).
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Figura 6: Esquematizacién del priming (Modificado de Rajjou, et al., 2012)

Existen diferentes técnicas de priming, dentro de las cuales las principales se conocen

como osmopriming, priming matrico e hidropriming:

Osmopriming: Las semillas son colocadas en soluciones con un reducido § y luego de
un determinado tiempo son enjuagadas y secadas. El bajo y se logra con el agregado
de agentes osmadticos como el polietilenglicol (PEG), un compuesto organico de alto peso
molecular, inerte y no téxico para las semillas; o algunas sales inorgdnicas. El
osmopriming es la principal técnica empleada por su simplicidad y resultados (Leubner,

2006; lbrahim, 2016).

Priming matrico: Las semillas son colocadas en una matriz soélida, insoluble

(vermiculita, diatomea o polimeros altamente absorbentes de agua) con una cantidad
limitada de agua. La utilizacion de estos componentes permite disminuir el potencial
hidrico externo de la semilla debido a la disminucién del potencial matrico. Este método

determina una lenta imbibicién de las semillas (Leubner, 2006).

Hidropriming: Consiste en la adicidn continua de una cantidad limitada de agua a
las semillas y secarlas antes que se desencadene la germinacion. La hidratacion también
puede ser regulada manteniendo a las semillas en una atmodsfera saturada (Mec.

Donald, 2000).
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Factores como el W, duraciéon del priming, temperatura, vigor inicial de las semillas,
especies y condiciones de almacenamiento luego del tratamiento pueden afectar la

respuesta de las semillas al priming (Parera y Cantliffe, 1994; Maiti y Pramanik, 2013).

8.2 Algunas aplicaciones del priming

Los tratamientos de priming han demostrado sus ventajas y actualmente se investigan
para los siguientes fines: a) revigorizacién de semillas durante el almacenamiento, b)
incremento, aceleracidn y sincronia de la germinacién y establecimiento de las plantulas,
¢) acondicionamiento para eliminar diferentes tipos de dormiciones, d) mejora de la
germinacién y establecimiento de las plantulas bajo condiciones ambientales adversas

(Sanchez et al., 2001).

A continuacidn se muestran a modo de resumen algunos resultados de investigaciones

sobre las posibles aplicaciones del priming en especies horticolas (tabla 3).
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Tabla 3: Tratamientos de priming, métodos y resultados obtenidos (Modificado

Sanchez et al., 2001)

de

Especies Sustancias de | Temperatura Duracion Resultados Referencias
imbibicion °C dias
Apio (Apium graveolens L.) PEG 15 14 Acelera la germinacion | Brocklehurst
y Dearman
(1983 a)
Cebolla (Allium cepa L.) PEG 15 14 Acelera la emergencia Brocklehurst
e incrementa el peso y Dearman
fresco de las plantas (1983 b)
Acelera la germinacion
Glicerol 15 14 Khan et al.
(1978)
Col (Brassica oleracea L. var. PEG 10-12 1-21 Reduce la germinaciéon | Hegarty
italica) (1977)
Col de repollo (Brassica oleracea PEG 15 7 Acelera la emergencia Ralph (1978)
L. var. capitata) de plantulas e
incrementa su peso
fresco
Espinaca (Spinacea oleracea L.) PEG 10 14 Incrementa la Athertony
germinacion en altas Faroque
temperaturas (1983)
Lechuga (Lactuca sativa L.) PEG 10 3-8 Mejora la germinaciéon | Cantliffe et al.
y emergencia en (1981)
campo
PEG + Evita la
Reguladores 15 2-3 termoinhibicién e Prusinskiy
de incrementa la Khan (1993)
crecimiento emergencia en campo
Mejora la germinacién
en altas temperaturas
PEG 16-20 1 de semillas Valdes et al.
peletizadas (1983)
Perejil (Petroselinum  crispum PEG 15 21 Acelera la germinacién | Heydecker
Mill.) e incrementa la Coolbear
produccién (1977)
Pimiento (Capsicum annum L.) PEG 15 5 No tiene efectos Ghatey
Phatak (1982)
Acelera la
KNO3 20-22 5 germinacion, Rivas et al.
emergencia e (1984)
incrementa el peso
fresco de las plantas
Acelera la
germinacion,
KH2PO4 + 27-29 3 emergencia e Yaklichy
(NH4)HPO4 incrementa los Orzolck
rendimientos (1977)
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Continuacion

Especies Sustancias de | Temperatura Duracion Resultados Referencias
imbibicion °C dias
Tomate (Solanum lycopersicum H20 25 3 Incrementa la Orta et al.
L.) emergencia, el vigor (1993)

de las plantulas y
rendimientos bajo
estrés de sequia

Incrementa y acelera
la germinacion de
PEG + H20 25 3 semillas frescas y Orta et al.
envejecidas (1998)

Acelera la emergencia

en campo
K3PO4 + 15 14 Haigh et al.
KNO3 (1986)
Zanahoria (Daucus carola L.) PEG 15 14 Acelera la germinaciéon | Brocklehurst
y emergencia y Dearman

(1983 a)

8.3 Antecedentes del priming en semillas de melén

Una de las aplicaciones del priming en semillas de meldn que ha sido objeto de estudio es
el efecto del mismo en la germinacién en condiciones de temperaturas sub — éptimas. Las
bajas temperaturas (menos de 17 °C) tienen un efecto negativo en la germinacion.
Diversos autores observaron una mejora en la velocidad y porcentaje de germinacion en
estas condiciones desfavorables luego del priming (Bradford et al., 1988; Kormaz et al.,

2005; Nascimento y West, 2000; Nerson y Grovers, 1986).

AuUn en temperaturas de germinacién éptimas, el priming ha demostrado aumentar la
velocidad de germinacion, aunque no se manifieste un aumento en el porcentaje de

germinacién (Nascimento, 2003).

En lo que respecta a los efectos en las condiciones de salinidad, se han observado
respuestas favorables en la germinacién y establecimiento de las plantulas en semillas
tratadas con agentes osmoticos (Nascimento, 2002; Guzman y Olave, 2006). El uso de
semillas tratadas acondicionadas osméticamente podria permitir el rapido
establecimiento del cultivo por siembra directa, en condiciones salinas, y por otro lado
favoreceria la implantacion del cultivo por trasplante, otorgandole a la planta una mayor

capacidad de ajusto osmoético (Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999). Sivritepe et al. (2008)
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observaron una mayor actividad de enzimas antioxidantes en plantas provenientes de
semillas primizadas con NaCl y puestas a germinar en un medio salino. Este hecho

permitiria una mejor adaptacién a las mencionadas condiciones adversas.

Los efectos benéficos del priming ante un medio salino, pueden prolongarse mas alla de
las primeras etapas del cultivo. Sivritepe et al. (2003) analizaron en el largo plazo la
respuesta de las plantas de meldén provenientes de semillas primizadas con NaCl,
determinando un aumento en la conductancia estomatica, contenido relativo de clorofila.
Asimismo detectaron mayores niveles de K" y Ca™* en hojas v tallos, lo que reduciria los

efectos de la toxicidad salina, a causa de una menor acumulacién de Na®.

Nascimento y West (1988) observaron una reduccion de la adherencia del tegumento en
las semillas de meldn durante el proceso de germinacidn cuando fueron sometidas a

priming. Esto se traduce en una emergencia mas rapida.

Pese a que la técnica de priming es relativamente simple, varios factores pueden influir en
su éxito, tales como el tipo de solucién osmética, W de la solucién, temperatura, duracién,

aireacion, secado, entre otras (Nascimento, 1998, 2003; Oluoch y Welbaum, 1996).

Las condiciones de secado luego del tratamiento pueden influir en la conservacion de los
efectos positivos del mismo durante el almacenamiento. Un secado lento permitiria la
conservacion del vigor y viabilidad durante 12 meses (Nascimento y West, 2000;

Schwember y Bradford, 2005).
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9. Objetivos

9.1 Objetivo General

Estudiar el efecto del priming en la germinacién de semillas de meldn (Cucumis melo L.) en

diferentes condiciones adversas.

9.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de diferentes tratamientos y tiempos de priming en la germinacién de
semillas de melén a 12 y 25 °C.

2. Estudiar la respuesta de distintos tratamientos y tiempos de priming en la germinacion
de semillas de meldn en condiciones de salinidad.

3. Comparar el efecto de diferentes tratamientos y tiempos de priming en la germinacién

de semillas de melén en condiciones de baja temperatura (12 °C) y salinidad.
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10. Materiales y Métodos

Se realizaron tres experimentos en correspondencia con los objetivos especificos
propuestos. Los mismos se llevaron a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la

Universidad Nacional de Lujan.

Se utilizaron semillas de meldén (Cucumis melo L.), variedad “Honey Dew”.

10.1 Experimento 1: Respuesta del priming sobre la germinacion de semillas de

meldn a baja temperatura

Para estudiar el efecto del priming en la germinacién a baja temperatura se sometieron
las semillas de meldn a un osmopriming. Se utilizaron como agentes osmoéticos
polietilenglicol: 1) 6000 (PEG); 2) una mezcla de nitrato y fosfato de potasio (KNOs; +
K3PQO,); 3) cloruro de calcio (CaCl,) y 4) cloruro de sodio (NaCl). El potencial osmotico (Wo)
de las soluciones fue de -1.5 MPa. La solucién de PEG se prepard de acuerdo con la
ecuacion de Michel y Kaufmann (1973). El resto de las soluciones se prepararon segun la

ecuacién de Van’t Hoff para el calculo de potenciales osmaticos (Salisbury y Ross, 2000).

Para cada tratamiento se realizaron 5 repeticiones consistentes en 5 placas de Petri de 8,5
cm de didmetro, con 10 semillas cada una. En la base de las placas se colocaron dos
papeles de filtro Whatman N2 1, adiciondndose la correspondiente solucién osmdtica de
acuerdo al tratamiento, hasta asegurarse que los papeles queden cubiertos con una
delgada lamina de la solucidn. Posteriormente, las placas se introdujeron en una camara
de cultivo a 25 °C de temperatura y en oscuridad. Las soluciones se renovaron diariamente
a fin de mantener constante el potencial osmético (Wo). Se estudiaron dos tiempos de

priming: 3y 6 dias.

Transcurridos estos tiempos del proceso de priming, las semillas se lavaron con agua
destilada para eliminar restos de solucién osmética. Luego, las mismas fueron situadas en
condiciones de germinacion, utilizando nuevamente placas de Petri de 8,5 cm de

didmetro, entre dos papeles humedecidos con agua destilada (ISTA, 2006), utilizandose
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camaras de germinacidon programadas a dos temperaturas diferentes: 12 y 25 °C, y en

condiciones de oscuridad.

Para comparar el efecto del priming se utilizaron semillas sin tratamiento previo como

control, puestas a germinar en las mismas condiciones ambientales.

Se midid la germinacién diariamente durante 8 dias (ISTA, 2006). Con los resultados
obtenidos se calculd el porcentaje final de germinacién (G%), considerandose como

semillas germinadas aquellas en la cuales la radicula superaba los 2 mm de longitud.

Ademas, para evaluar la velocidad de la germinacién, se calculé el Tiempo Medio de
Germinacién (TMG) como indicador de esta, utilizdndose la ecuacion reportada por Florez

etal. (2007):

TMG = 3 (NxD)/Z N

Donde: N =numero de semillas germinadas en el dia n° (D)
D = numero del dia
2 N = numero total de semillas germinadas

Se utilizé un disefio completamente al azar con estructura factorial de andlisis. Los
factores a considerar fueron una combinacion factorial de: tipo y duracidn de priming, y
temperaturas de germinacion. El nUmero de repeticiones en cada tratamiento fue de 5y

el nimero de semillas por repeticion fue de 10.

Los datos obtenidos del experimento se estudiaron mediante un analisis de varianza para
contrastar la hipdtesis nula de que las medias de los diferentes tratamientos coinciden,
con un nivel de significancia p <0,05, a partir de la aplicacién de comparaciones multiples
entre tratamientos. Se utilizé el software estadistico Infostat ®. Las variables de respuesta
fueron G% y TMG. Se analizaron los supuestos de validez del analisis de variancia

(normalidad y homogeneidad) sobre cada variable respuesta.
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10.2 Experimento 2: Respuesta del priming sobre la germinacion de semillas de

meldn en condiciones de salinidad

Para el estudio del efecto del priming sobre la germinacién en condiciones de salinidad, se
emplearon los mismos agentes osméticos que en experimento anterior (PEG 6000, KNO;s +
KsPQ4, CaCl, y NaCl) y las mismas duraciones de tratamiento (3 y 6 dias), usandose

también 5 placas con 10 semillas cada una para cada repeticion.

Luego del priming correspondiente y del lavado posterior de las semillas, éstas se situaron
para su germinacidon en placas de Petri con doble papel de filtro Whatman N2 1,
utilizdndose dos medios diferenciados entre si a partir de su Wo (-0,70 y -1,00 MPa), los
cuales fueron preparados con NaCl siguiendo la ecuacién de Van’t Hoff (Salisbury y Ross,
2000). Las placas se situaron en una camara de germinacién, programada con una
temperatura de 25 °C y en condiciones de oscuridad. El tratamiento control consistié en

colocar las semillas a germinar en los dos Wo mencionados, sin tratamiento previo.

Se empled un disefio completamente al azar con estructura factorial de andlisis. Los
factores considerados fueron el tipo de agente osmoético para el priming, la duracién del
mismo vy los diferentes Wo del medio de germinacidn. Tanto las variables respuesta como

el andlisis estadistico fueron iguales que en el experimento anterior.

10.3 Experimento 3: Respuesta del priming sobre la germinacion de semillas de

meldn en condiciones de baja temperatura y salinidad

Luego de la finalizacion de los primeros dos experimentos, se procedié a seleccionar dos
tratamientos de cada uno en los cuales se obtuvo mayor G% y menor TMG. En ambos
experimentos las mejores respuestas se obtuvieron con las sales CaCl, y NaCl y 3 dias de
duracion. De esta manera, el tercer experimento consistié en utilizar dichos tratamientos
para estudiar el efecto combinado y simultdneo de condiciones extremas de baja
temperatura (12 °C) y alta salinidad (-1,00 MPa). Se utilizé un disefio completamente al
azar. El analisis estadistico y las variables respuesta fueron los mismos que en los

experimentos anteriores.
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11. Resultados y discusion

11.1 Experimento 1: Respuesta del priming sobre la germinacion de semillas de

meldn a baja temperatura

Si bien el efecto benéfico del priming, como superador de las temperaturas de
germinacién sub-éptimas fue reportado por varios investigadores (Nerson y Govers, 1986;
Bradford et al., 1988; Dhillon, 1995; Nascimento y West, 2000; Singh et al., 2001; Casaca,
2005), en ningun caso se llegd a una temperatura tan baja como 12°C. Demir y Oztokat
(2003) obtuvieron una germinacion de 66% a 14 °C en semillas de melén primadas con

KNOs, aunque a tal temperatura las plantulas fueron incapaces de generar raices.

Se emplearon Wo de -1,50 MPa dado que las soluciones con Wo mds bajos (-2,00 MPa)
pueden ser perjudiciales para las semillas (Bradford, 1986), y Wo cercanos a 0 podrian

permitir la germinacién de las semillas durante el tratamiento.

Con tiempos de priming de 3 y 6 dias y a una temperatura de germinacion de 12 °C se
observd un ligero aumento en el porcentaje de ésta, respecto del grupo control. La

germinacién de este ultimo fue nula (figura 7).
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Figura 7: Dindmica del porcentaje acumulado de semillas germinadas (G%) a 12 °C y con 3

(A) y 6 (B) dias de priming.

La ausencia de germinacion en el grupo control confirma el efecto inhibitorio de las bajas
temperaturas, lo cual se condice con lo indicado por la bibliografia de la temperatura base
para la germinacién del melén de 15 °C (Korkmaz, 2005; Nelson y Sharples, 1980; Sing et

al., 2001). El aumento registrado en G% (10% en el mejor de los casos) no seria
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significativamente considerable como para justificar la utilizacion de esta técnica en un

cultivo, frente a tales condiciones adversas (figura 8).

1000 -

750

o

(L) So0 -

250
A

0,00 T T
o8 nl %] o o o o~ ™ (4} ™
= = = =l = = = 0 ¥ 0
oD ™ & - o | w0 w0 o @0
E £ = 2 8 2 3 % 9 3
£ £ z o Q ] o prad
o O

Priming

Figura 8: Porcentaje total de semillas germinadas (G%) a 12 °C con priming de 3 y 6 dias.

Los tratamientos con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05).

El andlisis de variancia realizado para determinar la existencia o no de diferencias debidas
a los tratamientos, al tiempo de exposicién y la temperatura y sus interacciones, indicé
gue no hay interaccién significativa de estos factores (anexo 2, tabla 3). Con este analisis

se explicd que el 98% de las variaciones fueron debidas a los factores considerados.

En condiciones de temperatura éptima de germinacion (25 °C) el priming, para todos los

casos, condujo a un aumento de la germinacidn, respecto del control (Figura 9).

La germinacion mas alta (100%) se obtuvo con el tratamiento de CaCl, y 6 dias de
duracion, lo que representa un aumento de 16% respecto del control. Seguidamente, los
tratamientos con CaCl, 3 dias, PEG 3 dias y NaCl 3 y 6 dias, permitieron lograr un 98% de

germinacion.
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Figura 9: Porcentaje de semillas germinadas (G%) a 25 °C con priming de 3 y 6 dias, luego
de 8 dias de germinacién. Los tratamientos con una letra comun no son significativamente

diferentes (p < 0,05).

El aumento del porcentaje de germinacién en condiciones O&ptimas, en semillas
primizadas, fue observado por algunos investigadores (Basra et al., 2004; Chilembwe et
al.,, 1992; Passam, et al., 1989; Pill y Finch-Savage, 1988). También en condiciones
Optimas, la mejora en la germinacion total puede ser consecuencia del aumento del vigor,
el cual puede haberse reducido, a causa de un almacenamiento prolongado o en
condiciones inadecuadas (McDonald, 1999; Punjabi y Basu, 1982; Sanchez et al., 2001). No
obstante, las principales ventajas en tales condiciones se refieren al aumento de la
velocidad y sincronia de la germinacion, (Nascimento, 1999, 2003; Sivritepe et al., 2003),
pardmetros asociados al concepto de vigor de las semillas (Ferguson, 1995). Una
germinacion rdpida y uniforme se reflejard en un rapido establecimiento del cultivo y
rapida superacion del estado de semilla, el cual es uno de los mas vulnerables (Heydecker

y Coolbear, 1977; Bewley, 2001; Bradford, 1996; Nascimento, 2002).

El aumento de la velocidad de germinacion luego del priming, se refleja en la reduccién
del tiempo medio de germinacion (TMG), el cual indica los dias desde la siembra en donde

se produce la maxima germinacion (Garcia et al.; 1982). Unicamente el tratamiento con
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CaCl, 3 dias permitié un adelanto de un dia en el TMG respecto del control (figura 10). En
el resto de los casos o bien no se observaron diferencias significativas o se produjo un

aumento del mismo, como es el caso del PEG, K 6 dias y NaCl 3 dias.
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Figura 10: Tiempo medio de germinacion (TMG) a 25 °C con priming de 3 y 6 dias. Los

tratamientos con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05).

Es importante destacar es que el dato de TMG debe ir acompafiado, para su correcta
interpretacion, por el de germinacién total, dado que el mismo se calcula considerando
Unicamente las semillas que germinaron (Flérez et al., 2007). Es asi que si bien se registro
un menor TMG para el tratamiento control, la germinacién total para este fue menor en

comparacion con el resto de los tratamientos, tal como lo expresa la figura 11.
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Figura 11: Dindmica del porcentaje acumulado de semillas germinadas (G%) a 25 °Cy con

3 (A)y 6 (B) dias de priming.

De la consideracion de ambos pardmetros germinativos (TMG y G%), puede afirmarse que
la mejor germinacion se logra con el priming con CaCl, como agente osmoético, siendo la
duracion de 6 dias levemente superior que la de 3 dias (100% y 98% respectivamente)

(figura 12).
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Figura 12: TMG y G% a 25 °C para diferentes condiciones de priming.

El uso de sales inorgdnicas presenta una ventaja frente al PEG, compuesto de mayor
viscosidad, dado que son de mas facil manipulacién, remocidn de las semillas y facilitan la
oxigenacién durante el priming (Han Yoon et al., 1997, Mauromicale y Cavallaro, 1997

Smith y Cobb, 1991).

11.2 Experimento 2: Respuesta del priming sobre la germinacion de semillas de

meldn en condiciones de salinidad

Aunque el efecto del priming en semillas de meldn sobre la germinaciéon en condiciones
salinas ha sido reportado por varios investigadores (Nascimento, 2002; Guzman y Olave,
2006; Sivritepe et al., 2003-2008), los estudios referidos a comparaciones de diferentes
agentes osmoticos y tiempos de priming son escasos. Esta es la razén que motivd la

realizaciéon del presente ensayo.

El empleo de dos W diferentes pretende simular diferentes grados de salinidad del suelo o
medio de germinacién. Siendo que se considera que a -1,50 MPa el suelo se encuentra en
punto de marchitez permanente (PMP), mientras que entre -0,01 y -0,03 MPa esta en
capacidad de campo (CC) (Loomis y Connor, 2002), y que la salinidad del agua, y

consecuentemente del suelo, conlleva a una reduccion del W ademas de los efectos en la
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toxicidad por sales (Munns, 2002), se considerara el W de -0,70 MPa como estrés salino

moderado y el W de -1,00 MPa como estrés salino severo.

A -0,70 MPa el priming permitié en todos los tratamientos, una mejora en el G%. La mejor
respuesta (100%) se obtuvo con NaCl y CaCl, y 3 dias duracién. El efecto negativo de la
salinidad sobre la germinacion del meldn, referida en la bibliografia (Sivritepe et al., 2003-
2008) resulta evidente debido a los bajos valores de G% registrados por el tratamiento
control, donde sélo alcanzé un 26% la germinacidn. El resto de los tratamientos tuvieron

valores intermedios entre los maximos indicados y el control (figura 13).
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Figura 13: Porcentaje de semillas germinadas (G%) a -0,70 MPa con priming de 3y 6 dias,
luego de 8 dias de germinacién. Los tratamientos con una letra comin no son

significativamente diferentes (p < 0,05).

Los tratamientos mencionados (NaCl y CaCl, 3 dias) no sélo permitieron valores mas altos
de germinacidn, sino que disminuyeron el TMG (figura 14), al mismo tiempo que ésta fue
mas sincronica, tal como puede visualizarse en la figura 15, lo cual es deseable para
obtener una mas rapida y uniforme implantacion del cultivo. Si bien en varios

tratamientos se registré un aumento del TMG respecto del control, no debe olvidarse que
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en este ultimo la germinacion fue baja. Como se mencionara anteriormente, el TMG

Unicamente considera las semillas germinadas (Fldrez et al., 2007).
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Figura 14: Tiempo medio de germinacién (TMG) a -0,70 MPa con priming de 3 y 6 dias. Los

tratamientos con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 15: Box-Plot del Tiempo medio de germinacién (TMG) a -0,70 MPa con priming de 3

y 6 dias.
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Comparando ambos tiempos de priming, si bien en todos los tratamientos G% se ve
aumentada respecto del control (salvo en el caso de las sales potasicas, donde no se
observan diferencias significativas entre ambos tiempos), a 6 dias los valores de G%
resultan inferiores respecto de los 3 dias (figura 13). Esto puede deberse a que la
prolongacién en exceso de la duracién de la fase Il de la imbibicidon provoque agotamiento
de las reservas seminales, lo que se traduce en una reduccién del vigor de las semillas

(Bradford, 1995) (figura 16).
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Figura 16 (pagina anterior): Dindmica del porcentaje acumulado de semillas germinadas

G%)a Y -0,70 MPa con 3 (A)y 6 (B) dias de primin
(G%)ay -0, (A)y6 (B) p g

Para un estrés osmotico mas severo (Po = -1,00 MPa) se observd cierta mejora en la
germinaciéon total. De manera similar a los casos descriptos mas arriba, los mejores
resultados se obtuvieron con las sales NaCl y CaCl, con 3 dias de duracién del tratamiento
permitiendo una germinacién de 46 y 50% respectivamente, y una reduccién de la misma
con 6 dias de tratamiento (26 y 20% respectivamente). El resto de los tratamientos no
difirieron significativamente del control (figura 17). La germinacidn de éste ultimo resultd
nula (figura 18). No obstante, una germinacion rondando el 50% representaria un costo
muy elevado de semillas asi como un mayor volumen de éstas a manipular, razén por la

cual no seria del todo aconsejable la siembra en condiciones altamente salinas.
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Figura 17: Porcentaje de semillas germinadas (G%) a -1,00 MPa con priming de 3y 6 dias,
luego de 8 dias de germinacién. Los tratamientos con una letra comin no son

significativamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 18: Dinamica del porcentaje acumulado de semillas germinadas (G%) a ¢ -1,00

MPa, con 3 (A) y 6 (B) dias de priming.

Es de esperarse que el efecto inhibitorio de la salinidad esté relacionado a un estrés
osmético, toxicidad por iones y estrés oxidativo (Flowers et al., 1977, Munns, 2002). La
absorcion de agua durante la imbibicion se ve reducida con la reduccidn del Y causado
por la presencia de solutos (lbrahim, 2016). La salinidad puede afectar la germinacién por

los efectos toxicos del Na* y ClI” en la viabilidad del embrién (Jahromi et al., 2008;
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Daszkowska-Golec, 2011). El equilibrio entre especies reactivas al oxigeno (ROS)
producidas y liberadas se ve alterado ante un estrés salino (Munns y Tester, 2008; Das et
al., 2015; Zavariyan et al., 2015), lo cual causa dafios oxidativos de los componentes
celulares, conduciendo a la muerte celular (Ashraf y Foolad, 2005; Liu et al., 2010; Goud y

Kachole, 2011).

El uso de semillas primizadas permitiria el establecimiento del cultivo por siembra directa
en un suelo salino (Sivritepe et al., 2005), aunque los resultados obtenidos indican que el
nivel de salinidad no debe ser excesivamente alto. Asimismo podria resultar una ventaja
para aumentar la resistencia a la salinidad en las primeras etapas, en cultivos iniciados por
trasplante (Cuartero y Ferndndez-Muioz, 1999), siendo que la sensibilidad del meldén a la
salinidad se manifiesta en etapas tempranas del cultivo (Franco et al., 1993; Nukaya et al.,
1984; Sivritepe et al., 2003). Esta conservacion de los efectos del priming mas alld de la
etapa de germinacion ha sido definida como “priming memory” (memoria de priming)

(Chen y Arora, 2013).

Las ventajas del priming con sales inorganicas, estudiadas en el presente ensayo, en la
germinacién en condiciones salinas han sido estudiadas para diversas especies. En frijol
(Cajanus cajan L.), las semillas tratadas con CaCl,, al crecer en un suelo salino, muestran
un aumento en las proteinas, aminodcidos y azucares solubles (Jyotsna y Srivastava,
1998). Joshi et al. (2013), trabajando con pepino, reportd que la respuesta positiva del
priming en la germinacion y crecimiento inicial de las plantas podria estar asociado a la
activacion de los sistemas antioxidantes y la acumulaciéon de prolina. En semillas de
pimiento (Capsicum annuum L.) primizadas con CaCl,, KCl y NaCl, Aloui et al. (2014)

observaron un marcado incremento de la concentracion de prolina.

Nakaune et al. (2012) observé que el efecto del priming con NaCl, en tomate (Solanum
lycopersicum L.) estaria asociado al aumento del contenido de giberelina, hormona
vinculada a la germinacién, producto de la activacion de los genes asociados a la sintesis
de la misma. En pepino (Cucumis sativus L.), sembrado en un suelo salino, Passam y
Kakourioitis (1994) encontraron que el priming con NaCl aumenta la germinacion, pero los

efectos no se prolongarian mas alld de este estado inicial. Sin embargo en meldn se
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conserva la capacidad adaptativa en los primeros estadios del cultivo, como resultado de
mayores concentraciones de Na* y Cl” en las raices y mas azucares y acidos organicos en
hojas que las plantas provenientes de semillas no primizadas y una mayor conductancia
estomatica (Sivritepe et al., 1999-2003). También se ha observado en meldn que el
priming con NaCl incrementa la concentracion de prolina, carbohidratos solubles y
enzimas antioxidantes, al tiempo que reduce los dafios de membranas (Farhoudi et al.,

2011; Farhoudi y Sharifzadeh, 2007).

11.3 Experimento 3: Respuesta del priming sobre la germinacion de semillas de

meldn en condiciones de baja temperatura y salinidad

Para la combinacién de bajas temperaturas (12 °C) y elevada salinidad (-1,00 MPa) se
realizd el priming con NaCl y CaCl, con 3 y 6 dias de duracién, dado que en los ensayos

anteriores estas sales fueron los que permitieron la mayor germinacion.

La germinacién en tales condiciones resulté nula para el control, comprobandose el efecto
inhibitorio del frio y la salinidad extrema sobre la misma. Si bien en todos los tratamientos
se registré un cierto aumento de G% (figura 19) este no seria de consideracién como para
justificar el priming y la siembra en las mencionadas condiciones, pues en los mejores
casos la germinacion llegé al 14 y 10% (CaCl, 3 dias y NaCl 6 dias respectivamente). El TMG
oscilé entre 0,20 y 1,40 dias (figura 20).
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Figura 19 (pagina anterior): Porcentaje de semillas germinadas (G%) a 12 °C y -1,00 MPa,
con NaCl y CaCl, como agente osmético de priming con 3 y 6 dias de duracidn. Los

tratamientos con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 20: Tiempo medio de germinacién (TMG) a -1,00 MPa con priming de 3y 6 dias con

NaCl y CaCl, como agente osmoético de priming con 3 y 6 dias de duracién. Los

tratamientos con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05)
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12. Conclusiones

De los resultados obtenidos pueden derivarse las siguientes conclusiones:

e Las temperaturas de 12 °C resultaron muy adversas para la germinacion de
semillas de melén, no pudiéndose revertir este efecto inhibitorio con el
tratamiento de priming. Aunque se registré un leve aumento del porcentaje de
semillas germinadas (G% = 10%) en dos tratamientos (PEG 3 dias, NaCl 6 dias), éste
no resulta significativo.

e A 25 °C, temperatura dptima de germinacion del meldn, el priming permitié un
incremento del G% , llegando a valores de entre 98 y 100% con el uso de NaCl y
CaCl,, como agentes osmoéticos tanto para una duracion del tratamiento de 3 como
de 6 dias, frente a un 84% del control. El TMG se redujo en un dia respecto del
control (TMG del control = 4,7 dias) para los mencionados tratamientos. Esto
podria justificar la utilizacion de esta técnica a fin de garantizar una rapida y
uniforme germinacion e implantacion del cultivo.

e En condiciones de salinidad intermedia (-0,70 MPa), el priming con CaCl,y NaCly 3
dias de duracidn, fue el que permitié el mayor G%, alcanzando valores de 100% en
comparacion con el tratamiento sin priming en que se midid un 26%. En tales
tratamientos el TMG experimentd una reduccién de un dia.

e En condiciones de salinidad mds extremas (-1,00 MPa) los mejores resultados de
germinacién fueron para los tratamientos NaCl y CaCl, con 3 dias de duracién, en
donde G% fue de 46 y 50% respectivamente, mientras que la fue nulo para el
tratamiento sin priming.

e Ante la combinacién de frio (12 °C) y salinidad alta (-1,00 MPa) la germinacién fue
baja, con 14 y 10% en los mejores casos (CaCl, 3 dias y NaCl 3 dias

respectivamente) y 0% para el control.
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Anexo 1: Abreviaturas y simbolos

G% Porcentaje de semillas germinadas
TMG Tiempo medio de germinacién

w Potencial hidrico

Wo Potencial osmotico

MPa Megapascales

PEG Polietilenglicol

CaCl, Cloruro de calcio

Nacl Cloruro de sodio

KNO3 Nitrato de potasio
K3PO, Fosfato de potasio
CC Capacidad de Campo

PMP Punto de marchitez permanente

65



Anexo 2: Analisis estadistico de los resultados del Experimento N° 1: Priming y
temperatura

Tabla 1: Prueba de normalidad

solucion Kolmogorov-Smirnov (a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. | Estadistico gl Sig.
G%  Control ,334 20| ,000 ,684 20 ,000
PEG ,255 20| ,001 ,760 20 ,000
KNOs + K3PO, ,259 20| ,001 ,747 20 ,000
CaCl, ,289 20 | ,000 ,703 20 ,000
NaCl ,286 20| ,000 ,719 20 ,000

a Correccidn de la significacion de Lilliefors

Tabla 2: Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error (a)

Variable dependiente: G%

F

gll

gl2 | Significacidon

3,145 19

80

,000

Contrasta la hipdtesis nula de que la varianza error de la variable dependiente es igual a lo
largo de todos los grupos.
a Disefio: Interseccion+solucién+temperatura+duracion+solucién * temperatura+solucion

* duracién+temperatura * duracion+solucién * temperatura * duracion
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Tabla 3: Analisis de varianza para G%

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: G%

Suma de Eta al

cuadrados Media cuadrado
Fuente tipo lll gl cuadrdtica F Significacién parcial
Modelo corregido 196811,000(&; 19 10358474 238,126 1000 983
Interseccion 247009,000 1| 247009,000 ° 678'32 ,000 1986
solucién 1596,000 4 399,000 9,172 ,000 ,314
temperatura 194481,000 1| 194481,000 4470'82 ,000 1982
duracion 9,000 1 9,000 ,207 ,650 ,003

o
solucion 224,000 4 56,000 1,287 1282 1060
temperatura
solucién * duracion 256,000 4 64,000 1,471 ,219 ,069
%

temperatura 121,000 1 121,000 2,782 1099 034
duracion
solucion *
temperatura * 124,000 4 31,000 ,713 ,586 ,034
duracion
Error 3480,000 80 43,500
Total 447300,000 100
Total corregida 200291,000 99

a R cuadrado =,983 (R cuadrado corregida =,978)
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Tabla 4: Analisis descriptivo de las medias de interaccion

G%

Desviacién Error Intervalo de confianza

N Media tipica tipico para la media al 95% Minimo | Maximo

Limite Limite Limite Limite Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior superior inferior superior | inferior | superior
Control 10 84,00 5,164 1,633 80,31 87,69 80 90
PEG 10 94,00 8,433 2,667 87,97 100,03 80 100
KNOs + K3PO, 10 94,00 8,433 2,667 87,97 100,03 80 100
CaCl, 10 99,00 3,162 1,000 96,74 101,26 90 100
NaCl 10 98,00 4,216 1,333 94,98 101,02 90 100
Total 50 93,80 8,053 1,139 91,501 96,09 80 100

Tabla 5: Medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

G%

solucién N Subconjunto para alfa = .05
1 2 1
HSD de Tukey(a)  Control 10 84,00
PEG 10 94,00
K 10 94,00
Na 10 98,00
Ca 10 99,00
Sig. 1,000 ,396

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armadnica = 10,000.

Tabla 6: Estimaciones

Variable dependiente: G%

Intervalo de confianza al 95%.
Limite

solucion Media Error tip. Limite inferior superior
Control 42,000 1,475 39,065 44,935
PEG 51,000 1,475 48,065 53,935
K 50,000 1,475 47,065 52,935
Ca 53,000 1,475 50,065 55,935
Na 52,500 1,475 49,565 55,435
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Tabla 7: Comparaciones por pares

Variable dependiente: G%

Intervalo de confianza al 95%
para la diferencia(a)
Diferencia
entre medias Limite
(1) solucién (J) solucién (1) Error tip. Significacion(a) superior Limite inferior
Control PEG -9,000(*) 2,086 ,000 -15,021 -2,979
k -8,000(*) 2,086 ,002 -14,021 -1,979
Ca -11,000(*) 2,086 ,000 -17,021 -4,979
Na -10,500(*) 2,086 ,000 -16,521 -4,479
PEG Control 9,000(*) 2,086 ,000 2,979 15,021
k 1,000 2,086 1,000 -5,021 7,021
Ca -2,000 2,086 1,000 -8,021 4,021
Na -1,5000 2,086 1,000 -7,521 4,521
k Control 8,000(*) 2,086 ,002 1,979 14,021
PEG -1,0000 2,086 1,000 -7,021 5,021
Ca -3,000 2,086 1,000 -9,021 3,021
Na -2,500 2,086 1,000 -8,521 3,521
Ca Control 11,000(*) 2,086 ,000 4,979 17,021
PEG 2,000 2,086 1,000 -4,021 8,021
k 3,000 2,086 1,000 -3,021 9,021
Na ,500 2,086 1,000 -5,521 6,521
Na Control 10,500(*) 2,086 ,000 4,479 16,521
PEG 1,5000 2,086 1,000 -4,521 7,521
k 2,500 2,086 1,000 -3,521 8,521
Ca -,500 2,086 1,000 -6,521 5,521
Basadas en las medias marginales estimadas.
* La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
a Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
Tabla 8: Estimaciones
Variable dependiente: G%
Intervalo de confianza al 95%.
Limite
temperatura Media Error tip. Limite inferior superior
12¢C 5,600 ,933 3,744 7,456
25¢C 93,800 ,933 91,944 95,656
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Tabla 9: Comparaciones por pares

Variable dependiente: G%

Intervalo de confianza al 95%
para la diferencia(a)

Basadas en las medias marginales estimadas.
* La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
a Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
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Diferencia
entre medias Limite
(1) temperatura (J) temperatura (1-)) Error tip. Significacion(a) superior Limite inferior
12 eC 259C -88,200(*) 1,319 ,000 -90,825 ‘ -85,575
[*] o
259C 125C 88,200(*) 1,319 ,000 85,575 ‘ 90,825




Anexo 3: Analisis estadistico de los resultados del Experimento N° 2: Priming y salinidad

Tabla 10: Prueba de normalidad

Solucion Kolmogorov-Smirnov(a) \ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. | Estadistico gl Sig.
0,

G% PEG ,227 20 | ,008 ,815 20 ,001
KNOs +KsPOq ,334 20 ,000 ,764 20 ,000
cacl, 265 20,001 814 20 ,001
Nacl ,195 20 | ,045 ,838 20 ,003
Control ,315 20 | ,000 ,773 20 ,000

a Correccidn de la significacion de Lilliefors

Tabla 11: Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error(a)

Variable dependiente: G%

F gll

gl2

Significacién

5,944 19

80

,000

Contrasta la hipétesis nula de que la varianza error de la variable dependiente es igual a lo

largo de todos los grupos.

a Diseio: Interseccion+Solucion+Duracion+Mpa+Solucion * Duracion+Solucion *
Mpa+Duracion * Mpa+Solucion * Duracion * Mpa
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Tabla 12: Comparaciones por pares

Variable dependiente: G%

Basadas en las medias marginales estimadas.
* La diferencia de las medias es significativa al nivel ,05.
a Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
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Diferencia
(n () de medias Error Significacié | Intervalo de confianza
Solucién  Solucién (1-)) tipico n (a). al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior inferior
PEG K 5,000 9,077 1,000 -21,09 31,09
Ca -33,000(*) 9,077 ,005 -59,09 -6,91
Na -26,000 9,077 ,051 -52,09 ,09
Control 1,5000 9,077 1,000 -24,59 27,59
K PEG -5,000 9,077 1,000 -31,09 21,09
Ca -38,000(*) 9,077 ,001 -64,09 -11,91
Na -31,000(*) 9,077 ,009 -57,09 -4,91
Control -3,500 9,077 1,000 -29,59 22,59
Ca PEG 33,000(*) 9,077 ,005 6,91 59,09
K 38,000(*) 9,077 ,001 11,91 64,09
Ca 7,000 9,077 1,000 -19,09 33,09
Control 34,500(*) 9,077 ,003 8,41 60,59
Na PEG 26,000 9,077 ,051 -,09 52,09
K 31,000(*) 9,077 ,009 4,91 57,09
Ca -7,000 9,077 1,000 -33,09 19,09
Control 27,500(%*) 9,077 ,032 1,41 53,59
Control PEG -1,5000 9,077 1,000 -27,59 24,59
K 3,500 9,077 1,000 -22,59 29,59
Ca -34,500(%*) 9,077 ,003 -60,59 -8,41
Na -27,500(*) 9,077 ,032 -53,59 -1,41




Tabla 13: Analisis de varianza para G%

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: G%

Suma de
cuadrados tipo Media
Fuente 11 gl cuadratica F Significacién
Modelo corregido 96260,000(a) 19 5066,316 59,255 ,000
Interseccion 72900,000 1 72900,000 | 852,632 ,000
Solucion 24820,000 4 6205,000 72,573 ,000
Duracion 484,000 1 484,000 5,661 ,020
Mpa 49284,000 1 49284,000 | 576,421 ,000
Solucion * Duracion 4856,000 4 1214,000 14,199 ,000
Solucion * Mpa 12076,000 4 3019,000 35,310 ,000
Duracion * Mpa 100,000 1 100,000 1,170 ,283
ok .

i/lorl;;c'on Duracion 4640,000 4 1160,000 13,567 ,000
Error 6840,000 80 85,500

Total 176000,000 | 100

Total corregida 103100,000 99

a Rcuadrado =,934 (R cuadrado corregida =,918)

73




