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Resumen

Con el objetivo de evaluar el efecto de concentraciones y tiempos de imbibicion
de las semillas en acido salicilico (AS) sobre la germinacién y el crecimiento
inicial de plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris L. var. ‘Negro’) se monté un
experimento en un disefio completamente al azar en condiciones de laboratorio.
Los tratamientos consistieron en cinco concentraciones de AS (0; 0,01; 0,025;
0,05 y 0,1 mM) y tiempos de imbibicién de 1, 2, 3 y 4 horas. Se registrd el
porcentaje de germinacién, crecimiento de raices primarias y secundarias, asi
como el crecimiento del vastago y emisién de hojas primarias. Los resultados
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demostraron que embeber las semillas durante 1 hora a concentraciéon de 0,01
mM incrementé la germinacion. A las 2 y 3 horas de imbibicién, la germinacién se
incrementd a concentraciones de 0,01 y 0,025 mM, mientras que concentraciones
de AS superiores a 0,025 mM por mas de 3 horas de imbibicién inhibieron la
germinacion. El crecimiento de la raiz principal, cantidad de raices secundarias,
longitud del vastago y porcentaje de hojas primarias formadas fue mayor a una
concentracion de 0,01 mM y se inhibié a concentraciones superiores a 0,025
mM y tiempos de imbibicién mayores a las 3 horas. Se concluy6 que el tiempo
de imbibicién de las semillas determiné el efecto del AS, probablemente como
resultado de un proceso acumulativo del AS que provoc6 un desbalance hormonal
inhibitorio de la divisién celular.

Palabras clave: acido salicilico, germinacion, crecimiento, Phaseolus vulgaris.

Abstract

In order to evaluate the effect of concentrations and time of imbibition of
seeds on salicylic acid (SA) on germination and early growth of bean seedlings
(Phaseolus vulgaris L. var. ‘Negro’) an experiment was carried out in a completely
randomized design under laboratory conditions. The treatments consisted of five
concentrations of SA (0, 0.01, 0.05, 0.025 and 0.1 mM) and imbibition times of 1, 2,
3 and 4 hours. The percentages of germination, growth of primary and secondary
roots, as well as the growth of the stem and emission of primary leaves were
registered. The results show that by soaking the seeds for 1 hour at a concentration
of 0.01 mM germination increases. At 2 and 3 hours of imbibition, germination
increased at concentrations of 0.01 and 0.025 mM, while concentrations of SA
higher than 0.025 mM for more than 3 hours of imbibition inhibited germination.
Growth of the main root, number of secondary roots, stem length and percentage
of primary leaves was greater at a concentration of 0.01 mM and inhibited at
concentrations greater than 0.025 mM and inhibition times greater than 3 hours.
It 1s concluded that the time of inhibition of seeds determines the effect of SA,
probably because of a cumulative process of SA that causes inhibitory cell division
because of a hormonal imbalance.

Key words: salicylic acid, germination, growth, Phaseolus vulgaris.

Resumo

A fim de avaliar o efeito de concentracbes e tempos de absorc¢ido de acido
salicilico (SA) pelas sementes sobre a germinacgio e o crescimento inicial de mudas
de feijao (Phaseolus vulgaris L. var. ‘Negro’), um experimento foi montado em um
projeto em condi¢ées de laboratério inteiramente casualizado. Os tratamentos
consistiram de cinco concentragdes de AS (0; 0,01; 0,025; 0,05 ou 0,1 mM) e tempos
deimersaode 1, 2, 3 e 4 horas. A porcentagem de germinacéo, crescimento de raizes
primarias e secundarias e crescimento do caule e emissdo de folhas primarias foi
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gravado. Os resultados mostraram que a imersao das sementes durante 1 hora a
una concentragdo de 0,01 mM aumentou a germinac¢do. Ao fim de 2 e 3 horas de
embebicao, germinagao aumentou a concentragoes de 0,01 e 0,025 mM, enquanto
que concentracoes acima de 0,025 mM, por mais de 3 horas de germinagao inibida
embebicdo. O crescimento da raiz principal, quantidade raizes secundarias,
comprimento do caule e percentagem de folhas primérias formada era superior a
uma concentracido de 0,01 mM e foi inibida em concentracdes superiores a 0,025
mm e embebi¢ado vezes superiores ao fim de 3 horas. Concluiu-se que as sementes
de tempo de embebicdo determinaram o efeito do AS, provavelmente como
resultado de um processo cumulativo que causou uma inibicdo em desequilibrio
hormonal de divisdo celular.

Palavras-chave: acido salicilico, germinacao, crescimento, Phaseolus vulgaris.

Introduccion Introduction

El frijol se origind en Mesoamérica, Bean has its origin in Mesoamerica,
concretamente en México, desde especially in Mexico from Jalisco to
Jalisco hasta Oaxaca y de ahila especie Oaxaca, later the specie migrated to
migré a Sudamérica (Hernandez- South America (Hernandez-Loépez et
Lépez et al., 2013). Esto, unido a los al.,2013). This, along to the nutritional
aportes nutritivos de este cultivo a la provision of this crop to the human
dieta humana, realza su importancia diet makes this specie important and
y la necesidad de seguir investigando creates the need of investigating the
mecanismos fisioldgicos que expliquen physiological mechanisms that would
su crecimiento y desarrollo. explain its growth and development.

El efecto de la aplicacion de acido The application effect of salicylic
salicilico (AS) en el crecimiento de acid (SA) in the growth of cropped
plantas cultivadas no se ha estudiado plants has not been extensively
mucho en comparacién con otros studied compared to other growing
reguladores de crecimiento. La regulators. Most of the investigations
mayoria de las investigaciones sobre about this topic do not include SA,
este tema no incluyen el AS, o su and its function is barely described
funcién apenas se describe (Santner (Santner and Estelle, 2009; Santner et
y Estelle, 2009; Santner et al., 2009; al., 2009; Wolters and Jurgens, 2009).
Wolters y Jurgens, 2009). Rivas-San Vicente and Plasencia

Rivas-San Vicente y Plasencia (2011) published an extensive revision
(2011), publicaron wuna extensa that states the effect of the exogenous
revisién que documenta el efecto del SA in different crops. These authors
AS ex6geno en diferentes cultivos. show that the effect of SA in some of
Estos autores demostraron que el the studied physiological processes is
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efecto del AS en algunos procesos
fisiolégicos estudiados, resulté a
veces contradictorio y dependié de las
concentraciones utilizadas y la especie
vegetal estudiada.

Las respuestas de las plantas al
efecto del AS y particularmente ante
situaciones de estrés bidtico son las
mas abundantes en la literatura.
Las concentraciones endégenas de
AS en la savia del floema de plantas
de pepino (Cucumis sativus L.) y
de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
se incrementaron tras la infeccién
con patégenos que condujeron a
la resistencia sistémica adquirida
(RSA) (Métraux et al., 1990; Yalpani
et al., 1991). En conjunto, estas
observaciones sugirieron que el
AS actué como una senial de larga
distancia en la RSA.

Senaratna et al. (2000)
demostraron que las concentraciones
de AS y sus derivados pueden conferir
tolerancia al estrés térmico e hidrico
en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris
L.) y tomate (Solanum lycopersicum
L.). Al respecto se observdé que las
plantas cultivadas a partir de semillas
embebidas en disoluciones acuosas
de AS o Aacido acetilsalicilico (ASA)
a concentraciones de 0,1-0,5 mM,
mostraron mayor tolerancia al calor y
al estrés por sequia.

El papel del AS en la germinacién
de semillas ha sido controvertido, ya
que hay resultados que demuestran
que puede inhibir la germinacién o
aumentar el vigor de la semilla. Los
efectos contradictorios reportados
pueden estar relacionados con las
concentraciones de AS empleadas.
En Arabidopsis thaliana Heynh,
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sometimes contradictory and depends
on the concentrations used and the
vegetal specie studied.

The responses of the plants to
the SA effect and particularly to
the situations to the biotic stress
are extensively reported in papers.
The endogenous concentrations
of SA in the sap of the phloem in
cucumber plants (Cucumis sativus
L.) and tobacco (Nicotiana tabacum
L.) increased after the infection with
pathogens that caused the acquired
systemic resistance (ASR) (Métraux
et al., 1990; Yalpani et al., 1991).
Generally, these observations suggest
that SA acts as a long-distance signal
in the ASR.

Senaratna et al. (2000) showed that
SA concentrations and the derivate
may give tolerance to the thermal and
hydric stress in bean plants (Phaseolus
vulgaris L.) and tomato (Solanum
lycopersicum L.). On this matter, it
was observed that plants cropped after
seeds embedded in aqueous dilutions
of SA or acetylsalicylic acid (ASA) at
concentrations of 0.1-0.5 mM, showed
more tolerance to the heat and stress
by the drought.

The role of the SA in the seed
germination has been controverted,
since there are results that show
that it can inhibit the germination
or increase the vigor of the seed. The
contradictory effects reported might
be related to the concentrations
of SA employed. In Arabidopsis
thaliana Heynh, concentrations of
SA superior to 1 mM retard or even
inhibit the germination (Rajjou et al.,
2006). In barley (Hordeum vulgare
L.), doses over 0.250 mM of SA
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concentraciones de AS superiores a 1
mM retardaron o incluso inhibieron
la germinacién (Rajjou et al., 2006).
En cebada (Hordeum  vulgare
L.) dosis por encima de 0,250 mM
de AS inhibieron la germinacién
Xie et al., 2007), mientras que la
germinacién del maiz (Zea mays L.)
fue completamente inhibida por dosis
que fueron desde 3 a 5 mM (Guan y
Scandalios, 1995). El efecto del AS
como inhibidor de la germinacién se
debi6 presumiblemente a un estrés
oxidativo inducido. En las plantas de
A. thaliana, tratadas con AS (1-5 mM),
los niveles de perdxido de hidrégeno
(H,0,) aumentaron hasta tres veces
como resultado del incremento de
las actividades de Cu, Zn-superdxido
dismutasa e inactivacion de las
enzimas degradantes de H,O,,
catalasa y ascorbato peroxidasa (Rao
et al., 1997).

En cuanto a la forma de aplicacion,
algunos autores han demostrado que
aspersiones de bajas concentraciones
de AS al follaje de plantulas de maiz
incrementaron el tamano de sus
raices, independientemente de las
condiciones de cultivo (Tucuch-Haas
et al., 2016). Similarmente, Larqué-
Saavedra et al. (2010) concluyeron
que las plantulas de tomate (S.
lycopersicum) asperjadas con AS a
concentraciéon de 1 pM aumentaron
significativamente el crecimiento de la
raiz, el tallo y el area foliar. Sanchez-
Chavez et al. (2011) usaron otra
forma de aplicar el AS a las plantas
y encontraron que al incorporarlo al
agua de riego a concentraciones de 0,1
y 0,2 mM las plantas de chile jalapefnio
(Capsicum annuum L.) cv. Chichimeca
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inhibited germination Xie et al.,
2007), while the germination of corn
(Zea mays L.) is completely inhibited
by doses that go from 3 to 5 mM (Guan
and Scandalios, 1995). The effect of SA
as germination inhibitor is presumably
due to induced oxidative stress. In
plants of A. thaliana, treated with
SA (1-5 mM), the levels of hydrogen
peroxide (H,O,) increased even three
times as a result of the increment of
the activities of Cu, Zn-superoxide
dismutase and inactivation of
degrading enzymes of H,0,, catalase
and ascorbate peroxidase (Rao et al.,
1997).

Regarding theformsofapplications,
some authors have stated that low-
concentration aspersions of SA to the
foliage of corn seedlings increase the
size of the roots, independent behavior
to the crop conditions (Tucuch-Haas et
al., 2016). Similarly, Larqué-Saavedra
et al. (2010) concluded that tomato
seedlings (S. lycopersicum) irrigated
with SA at concentrations of 1 pM
significantly increased the growth
of the root, stem and foliar area.
Sanchez-Chavez et al. (2011) used
other application forms when applying
the SA to the plants and found out
that when incorporating it to the
irrigation water at concentrations of
0.1 and 0.2 mM, plants of Jalapefio
pepper (Capsicum annuum 1.) cv.
Chichimeca significantly increased
the root and total foliar biomass
production. Rodriguez-Larramendi et
al. (2008) showed that concentrations
of 0.01 mM stimulated the emission of
secondary branches and fruit cluster
by plant and inflorescence in tomato
plants. Likewise, the diameter and
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aumentaron significativamente la
produccion de biomasa foliar, en
raices y total. Rodriguez-Larramendi

et al. (2008), demostraron que
concentraciones de 0,01 mM,
estimularon la emisién de ramas
secundarias y de infrutescencias

por planta y de inflorescencias en
plantas de tomate. Igualmente, tanto
el diAmetro como la biomasa fresca de
los frutos de plantas provenientes de
semillas tratadas con AS a 0,01 mM
fueron superiores en comparaciéon
con el resto de los tratamientos. Bajo
estas mismas condiciones aumento
el contenido de vitamina C y de
acido citrico en los frutos. Tanto el
rendimiento por planta como por
area fue mayor en las plantas cuyas
semillas fueron tratadas con AS a una
concentraciéon de 0,01 mM (Rodriguez-
Larramendi et al., 2008).

Los antecedentes ofrecen
evidencias contundentes sobre los
efectos del AS en plantas de diferentes
especies vegetales. Sin embargo,
en los estudios publicados no se
muestran resultados relacionados
con el efecto del tiempo de imbibicién
de las semillas con AS sobre las
respuestas fisiolégicas de las plantas.
El objetivo de esta investigacion fue
conocer el efecto combinado de bajas
concentraciones exogenas de AS y el
tiempo de imbibicién de las semillas
sobre la germinacién y el crecimiento
inicial de plantulas de frijol.

Materiales y métodos

Localizacion

La investigacion se llevé a cabo
durante el mes de noviembre de
2016, en el Laboratorio de Ciencias
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the fresh biomass of fruits from plants
coming from seeds treated with SA at
0.01 mM were higher compared to the
rest of the treatments. Under these
conditions, the content of vitamin C
and citric acid increased in the fruits.
The yield of the plant and the area
was higher in plants whose seeds were
treated with SA at a concentration of
0.01 mM (Rodriguez-Larramendi et
al., 2008).

The background information offer
undeniable proofs about the SA effects
in plants of different plant species.
However, in the studies published
there arenotresultsrelated tothe effect
of the inhibition time of seeds with SA
about the physiologic responses of the
plants. The objective of this research
was to know the combined effect of
low exogenous concentrations of SA
and the inhibition time of seeds on the
germination and the initial growth of
bean seedlings.

Materials and methods

Location

The research was carried out
on November, 2016, at the Science
Laboratory of Universidad de Ciencias
y Artes de Chiapas (UNICACH), Villa
Corzo campus, Chiapas, Mexico,
located at 16°09'45.6” N, 93°16’40.3”
W, at an altitude of 400 masl. The
mean daily temperature in the
laboratory was of 27 + 2 °C and a
relative humidity of 78%.

Concentrations of salicylic
acid (SA)

The preparation of SA
concentrations was performed
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de la Universidad de Ciencias y Artes
de Chiapas (UNICACH) sede Villa
Corzo, Chiapas, México, ubicada en
los 16°09'45,6” N, 93°16'40,3” O, a una
altitud de 400 msnm. La temperatura
media diurna dentro del laboratorio
fue de 27 + 2 °C y una humedad
relativa del 78%.

Concentraciones de acido sali-
cilico (AS)

La preparacion de las
concentraciones de AS se realizo
tomando como referencia su masa
molar. Se prepard una solucién acuosa
de 1 mM de AS con agua destilada
estéril a partir de la cual se realizaron
diluciones con concentraciones
acuosas de 0,1; 0,05; 0,025 y 0,01
mM. Se consideré el testigo con agua
destilada estéril como concentracién
de 0 mM de AS.

Material vegetal y diseno expe-
rimental

Se seleccionaron semillas de frijol
(P. wvulgaris var. ‘Negro’) con 95%
de germinaciéon y 99% de pureza. Se
disefi6 un experimento completamente
al azar bifactorial con seis repeticiones.
El factor A estuvo compuesto por cinco
niveles, cuatro concentraciones de AS
y un testigo con agua destilada. El
factor B consistié en cuatro tiempos
de imbibicién de las semillas en AS:
1, 2, 3y 4 h. Se colocaron 20 semillas
en placas Petri, replicadas seis veces,
sobre papel de filtro de acuerdo con
las respectivas concentraciones y
tiempos de imbibicidn, lo cual totalizd
120 semillas por tratamiento. Las
semillas fueron sumergidas en una
solucion de hipoclorito de sodio
(2%) durante 4 minutos para su
desinfeccién y posteriormente lavadas
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considering as a reference their molar
mass. A 1 mM aqueous solution of SA
was prepared with sterile distilled
water from which were done different
dilutions with aqueous solutions of
0.1; 0.05; 0.025 and 0.01 mM. The
control with sterile distilled water was
considered as a 0 mM concentration of
SA.

Plant material and experimen-
tal design

Bean seeds (P. vulgaris L. var.
‘Negro’) were selected with 95% of
germination and 99% of pureness.
An  experiment was  designed
completely random bifactorial with six
replications. Factor A was composed
by five levels, four concentrations of
SA and a control with distilled water.
Factor B consisted on four inhibition
times of the seed in SA: 1, 2, 3 and 4
h. Twenty seeds were located on Petri
plates, replicated six times on filtered
paper according to the corresponding
concentrations and inhibition
times, which totalized 120 seeds by
treatment. Seeds were immersed in
a sodium hypochlorite solution (2%)
for 4 min for their disinfection, later
were washed with distilled water.
Seeds were soaked daily with 40 mL of
sterile distilled water per Petri plate
in order to keep them hydrate.

Evaluated variables

Germinated seeds were counted
from the second day of established
the experiment until the fifth days,
and the germination percentage (GP,
%) was calculated on each treatment.
Within 5 days were determined the
longitude of the main root (LMR) of
all germinated seeds expressed in
centimeters, the number of secondary
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con agua destilada. Para mantener las
semillas hidratadas fueron remojadas
diariamente con 40 mL de agua
destilada estéril por placa Petri.

Variables evaluadas

A partir del segundo dia de
establecido el experimento y hasta
el quinto dia, se contaron las
semillas germinadas y se calcul
el porcentaje de germinacién (PG,
%) en cada tratamiento. A los 5
dias se determiné la longitud de la
raiz principal (LRP) de todas las
semillas germinadas expresada en
centimetros, el numero de raices
secundarias (NRS), la longitud del
vastago (LLV) en centimetros. Se define
la LV como la suma de la longitud del
hipocétilo y del epicdtilo. Se determind
también el porcentaje de plantulas con
hojas primarias totalmente formadas
(PPHP, %).

La LRP, la LV y el NRS se
expresaron como el promedio de los
datos del total de semillas germinadas
en cada placa Petri.

Analisis estadistico

Los datos se sometieron a
analisis de varianza bifactorial y las
medias se compararon a través de
la prueba de Tukey para un nivel de
significacion (a) del 5%. Previo a todos
los anilisis estadisticos se comprobd
el cumplimiento de la homogeneidad
de varianza, a través de la prueba
de Bartlett (Snedecor y Cochran,
1989). Para todos los andlisis se usé
el software Statistica (StatSoft, 2008).

Resultados y discusion

Germinacion
El mayor PG se logr6 en
el tratamiento con AS a wuna

concentraciéon de 0,01 mM a 1 h
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roots (NSR), the longitude of the stem
(LS) in centimeters. Longitude of the
stem (LS)is defined as the sum between
the longitude of the hypocotyl and the
epicotyl. The seedling percentage was
also determined with totally formed
primary leaves (TFPL, %).

Longitude of the main rood, LS and
NSR were expressed as the average of
the data from the total of geminated
seeds on each Petri plate.

Statistical analysis

The data was submitted to a two-
factor variance and means were
compared using Tukey’s test for a
significance level (a) of 5%. Before all
the statistical analysis, the fulfillment
of the wvariance homogeneity was
proved using Bartlett test (Snedecor
and Cochran, 1989). For all the
analysis the software Statistica was
used (StatSoft, 2008).

Results and discussion

Germination

The highest GP was achieved
with SA at a concentration of 0.01
mM at 1 h (95.8%) and 3 h (85.0%)
of seed inhibition without significant
differences with the control treatment
at 1 h (85.0%) of inhibition (figure
1). Inhibition of the germination was
observed as increased the exposure
time of the seeds, especially with
the increment of SA concentrations
over 0.025 mM. According to the
results obtained by Rao et al. (1997),
it is probable that at concentrations
higher to 0.025 mM, the levels of
hydrogen peroxide (H,0,) have
increased due to the inactivation of
the enzymes degrading H,O,, catalase
and ascorbate peroxidase, causing the
inhibition of the germination.
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(95,8%) y 3 h (85,0%) de imbibicién
de las semillas sin diferencias
significativas con el tratamiento
testigo a 1 h (85,0%) de imbibicién
(figura 1). Se observ6 una inhibicién
de la germinaciéon en la medida que
aumenté el tiempo de exposicién
de las semillas, sobre todo con el
incremento de las concentraciones
de AS por encima de 0,025 mM. De
acuerdo con los resultados obtenidos
por Rao et al. (1997), fue probable
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A reduction pattern of germination
was observed at concentrations higher
to 0.025 mM until values lower to
60% and more evidently when the
inhibition time of the seeds increased,
which suggests that the effect of
SA concentrations depends on the
exposure time to this hormone. It is
probable that with the increment of
the concentration and the inhibition
time of seeds in SA there would be a
hormone unbalance, mainly affecting
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Figura 1. Efecto de concentraciones de acido salicilico sobre la

germinacion de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

a diferentes tiempos de imbibicion. Las lineas verticales
representan el error estandar de la media para n= 6.

Figure 1. Concentration effects of salicylic acid on the germination of

bean seeds (Phaseolus vulgaris L.) at different inhibition

times. Vertical lines represent the standard error of the mean

for n=6.
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que a concentraciones superiores a
0,025 mM, los niveles de perdxido de
hidrégeno (H,0,) hayan aumentado
producto de la inactivacion de
las enzimas degradantes de H,O,
catalasa y ascorbato peroxidasa, por
lo que condujo a la inhibiciéon de la
germinacion.

A concentraciones superiores a
0,025 mM, fue notable un patrén
de disminucién de la germinacién
hasta valores inferiores al 60% vy
mas evidente cuando aumenté el
tiempo de imbibicién de las semillas;
lo cual sugirié6 que el efecto de las
concentraciones de AS dependié del
tiempo de exposicién a esta hormona.
Es probable que cuando incrementan
las concentraciones y el tiempo de
imbibicion de las semillas en AS se
produzca un desbalance hormonal,
principalmente afectandose al
incrementar los niveles enddgenos
de Aacido abscisico y de este modo
inhibir la germinacién. Al respecto,
se ha demostrado que en A. thaliana,
concentraciones de AS superiores a 1
mM retardaron o incluso inhibieron
la germinacién (Rajjou et al., 2006).
En cebada, dosis mayores de 0,250
mM de AS también inhibieron la
germinacion de las semillas (Xie et al.,
2007), mientras que la germinacién
del maiz fue completamente inhibida
por dosis que estuvieron entre 3 a
5 mM (Guan y Scandalios, 1995).
Noétese como en todos los casos,
la respuesta de la germinacién a
la aplicacién ex6gena de AS fue
diversa y vari6 en concentraciones,
incluso difiri6 con los resultados
logrados en esta investigacién en
cuanto a las diferencias en las
concentraciones inhibitorias de las
altas concentraciones de AS exégeno.
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when increasing the endogenous
levels of abscisic acid; thus, inhibiting
the germination. On this regard, it has
been proved that in A. thaliana, SA
concentrations superior to 1 mM delay
or even inhibit germination (Rajjou et
al., 2006). In barley, SA doses higher
to 0.250 mM also inhibited the seed
germination (Xie et al., 2007), while
the corn germination is completely
inhibited by doses that go from 3 to
5 mM (Guan and Scandalios, 1995).
In all the cases, the response of
the germination to the exogenous
application of SA was diverse and
varied 1in concentrations; it even
differs with the results obtained
in the current research regarding
the differences in the inhibitory
concentrations of high concentrations
of exogenous SA.

The latter corroborates the reports
of the investigations published by
Rivas-San Vicente and Plasencia
(2011), who affirm that the role of
SA in the seed germination has
been controverted, since there are
contradictory results related to the
concentrations of SA used that suggest
that germination might inhibit or the
vigor of the seeds might inhibit.

The germination is submitted to
oxidative stress at concentrations
higher to 0.025 mM (Rivas-San Vicente
and Plasencia, 2011). In Arabidopsis
plants treated at concentrations from
1-5 mM the levels of hydrogen peroxide
(H,0,) increased three times as a
result of the increment of the activities
Cu, Zn-superoxide dismutase and
inactivation of enzymes degrading
of H,O, catalase and ascorbate
peroxidase (Rao et al., 1997), and
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Lo antes expuesto corrobord
los reportes de las investigaciones
publicadas por Rivas-San Vicente y
Plasencia (2011), quienes afirmaron
que el papel del AS en la germinacién
de semillas ha sido controvertido, ya
que hubo resultados contradictorios,
relacionados con las concentraciones
de AS utilizadas, que sugirieron
que podria inhibir la germinacién o
aumentar el vigor de la semilla.

A concentraciones mayores a
0,025 mM la germinacién estuvo
sometida a un estrés oxidativo (Rivas-
San Vicente y Plasencia, 2011). En
plantas de Arabidopsis tratadas
con concentraciones de 1-5 mM los
niveles de perdoxido de hidrégeno
(H,0,) aumentaron hasta tres veces
como resultado del incremento de
las actividades de Cu, Zn-superdxido
dismutasa e 1nactivaciéon de las
enzimas degradantes de H,0O, catalasa
y ascorbato peroxidasa (Rao et al.,
1997) y que su rol en el mantenimiento
de  homeostasis redox  celular
mediante la regulacién de la actividad
de las enzimas antioxidantes (Durner
y Klessig, 1995; 1996; Slaymaker
et al., 2002), solo se produjo a
concentraciones menores de AS y/o a
los minimos tiempos de imbibicion de
la semilla.

Crecimiento de las raices

La LRP fue mayor en el tratamiento
con AS a 0,01 mM con diferencias
significativas respecto al testigo y con
el resto de los tratamientos a 1y 2 h
de imbibicién de las semillas (figura
2). Las semillas expuestas a 0,025
mM y 3 h de imbibicién, mostraron
mayor crecimiento radicular, sin
diferencias significativas con relacién
al tratamiento con AS a 0,01 mM. El
NRS sigui6é una tendencia similar a la
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the maintenance of cellular redox
homeostasis through the regulation
of the activity of antioxidant enzymes
(Durner and Klessig, 1995; 1996;
Slaymaker et al., 2002), has produced
at lower concentrations of SA and/or
the minimal inhibition times of the
seed.

Growth of the roots

Longitude of the main root was
higher in the treatment with SA at
0.01 mM with significant differences
regarding the control and with the rest
of the treatments at 1 and 2 h of seed
inhibition (figure 2). Seeds exposed to
0.025 mM and 3 h of inhibition showed
higher radicular growth without
significant differences in relation to
the treatment with SA at 0.01 mM.
Number of the secondary root had
a similar tendency to LMR, being
superior in the treatment with SA at
0.01 mM for 1 to 3 h of inhibition (figure
2) which agrees with Echeverria-
Machado et al. (2007), who found that
with the application of low doses of SA
is produced an increase in the size of
the cortex and the apparition of lateral
roots, Larqué-Saavedra and Martin-
Mex (2007), mentioned that one of the
mechanisms that causes the increment
of the bioproductivity with SA is the root
modification (Gutiérrez-Coronado et al.,
1998; Tucuch-Hass et al., 2016), inducing
changes in the longitude, weight,
perimeter, area (Villanueva-Cohuo et al.,
2009; Larqué-Saavedra et al., 2010) and
root morphology (Echeverria-Machado et
al., 2007).

When the seeds are exposed to
concentrations superior to 0.025 mM
an inhibitory effect of the radicular
growth was observed. Likewise,
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LRP, siendo superior en el tratamiento
con AS a 0,01 mM durante 1y 3 h de
imbibicion (figura 2) lo cual coincidié
con Echeverria-Machado et al. (2007)
quienes encontraron que con la
aplicacién de bajas concentraciones
de AS se produjo un aumento del
tamafio de la cofia y la aparicién
de raices laterales, asi como con
Larqué-Saavedra y  Martin-Mex

ISSN 2477-9407

the growth of the roots inhibited at
an inhibition time superior to 3 h,
though with the treatment 0.01 mM
this reduction was produced lineally
and after 2 h of inhibition. These
results suggest that a prolonged time
of seed immersion in SA increases
their = endogenous concentrations
and probably modify the hormonal
contents, especially those that inhibit

Testigo

Numero de raices secundarias
(NRS)

0,025 mM
,

Longitud dc la raiz principal
(LRP, cm)

Nuamero de raices secundarias

& LRP (F=972,7; P<0,01
% NRS (F=601,7; P<0,01

-~
Longitud de la raiz principal
(LRP, cm)

1 2 3 4 1 2

4

Tiempo de imbibicidn (horas)

Figura 2. Efecto de concentraciones de acido salicilico sobre la longitud
de la raiz principal LRP) y el nimero de raices secundarias
(NRS) de plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes
tiempos de imbibicion. Las lineas verticales representan el
error estandar de la media para n= 6.

Figure 2. Concentration effect of salicylic acid on the longitude of the

main root (LMR) and the number of secondary roots (NSR) of
bean seedlings (Phaseolus vulgaris L.) at different inhibition
times. Vertical lines represent the standard error of the mean
for n= 6.
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(2007) quienes mencionaron que
uno de los mecanismos por el cual se
incrementd la bioproductividad con
AS, fue a través de la modificacién
de la raiz (Gutiérrez-Coronado et
al., 1998; Tucuch-Hass et al., 2016),
induciéndose cambios en la longitud,
biomasa, perimetro, area (Villanueva-
Cohuo et al., 2009; Larqué-Saavedra
et al., 2010) y morfologia de la raiz
(Echeverria-Machado et al., 2007).

Cuando las semillas se expusieron
a concentraciones superiores a 0,025
mM se observé un efecto inhibitorio
del crecimiento radicular. De igual
manera, se inhibid el crecimiento de las
raices, a tiempo de imbibicién superior
a las 3 h, aunque en el tratamiento de
0,01 mM esta disminucién se produjo
de forma lineal y a partir de las 2
h de imbibicién. Estos resultados
sugirieron que un tiempo prolongado
de inmersién de las semillas en
AS aumenté sus concentraciones
enddgenas y probablemente
modificaron los contenidos
hormonales, sobre todo de aquellas
que en concentraciones elevadas,
inhibieron el crecimiento de las raices,
lo cual coincidié con los resultados
obtenidos por Khan et al. (2010),
quienes encontraron que aplicaciones
de AS en altas concentraciones podria
inhibir o tener efectos negativos en el
crecimiento de plantas de frijol.

Estos resultados coincidieron con
los publicados por Shakirova et al.
(2003) quienes encontraron que en
plantulas de trigo (Triticum aestivum
L.) tratadas con 50 uM de AS se observo
una mayor divisién celular dentro
del meristemo apical de las raices.
Evidentemente, por encima de esta
concentracion el efecto estimulante
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the root growth at high concentrations,
agreeing to the results reported by
Khan et al. (2010), who found that SA
applications in high concentrations
might inhibit or have negative effects
in the growth of bean plants.

These results agree to the ones
published by Shakirova et al. (2003),
who found that in wheat seedlings
(Triticum aestivum L.) treated with
50 uM of SA was observed a higher
cellular division in the apical meristem
of the roots. Over this concentration,
the stimulating effect of SA changes
until becoming inhibitory.

The growth of the stem and
emission of primary leaves

The percentage of seedlings with
totally formed primary leaves (TFPL)
expressed in the percentage from the
total of seeds germinated in different
inhibition time, significantly modified
in function of the concentration and
the exposure time of seeds at SA
(figure 3). The concentration of 0.01
mM induced higher TFPL, inducing
higher effect at 1 and 2 h of inhibition,
but significantly reduced when
exposing the seeds at inhibition times
with SA superior to 3 h.

The promoting effect of SA on
TFPL might be due to a higher
production of growth regulators. As
affirmed by Rivas-San Vicente and
Plasencia (2011), that SA is a vegetal
hormone that acts coordinately with
other hormones such as cytokines,
ethylene, gibberellins, auxins and
jasmonic acid to impinge on the growth
and development of the plants, even
though the biochemical mechanisms
that mediate many of the responses
are still unknown.
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del AS cambié hasta convertirse en
inhibitorio.

Crecimiento del vastago vy
emision de hojas primarias

El porcentaje de plantulas con
hojas primarias totalmente formadas
(PPHP), expresado en porcentaje
del total de semillas germinadas en
diferentes tiempos de imbibicién, se
modifico significativamente en funcién
de la concentracién y el tiempo de
exposicion de las semillas al AS (figura
3). La concentraciéon de 0,01 mM
indujo mayor PPHP, induciéndose
mayor efecto a 1y 2 h de imbibicién,
pero disminuyé significativamente al
exponerse las semillas a tiempos de
imbibicién con AS superiores a 3 h.

El efecto promotor del AS sobre
el PPHP presumiblemente se debid a
una mayor produccién de reguladores
del crecimiento. Esto demostro,
tal y como lo afirmaron Rivas-San
Vicente y Plasencia (2011), que el AS
es una hormona vegetal que actud
de manera coordinada con otras
hormonas como las citokininas, el
etileno, las giberelinas, las auxinas
y el acido jasmoénico para incidir en
el crecimiento y desarrollo de las
plantas, aunque los mecanismos
bioquimicos que mediaron muchas de
esas respuestas, aun se desconocen.

La respuesta de la LV a la
aplicacion de AS (figura 3), siguid
la misma tendencia que el PPHP.
Resultados similares fueron
publicados por Tucuch-Haas et al.
(2016) en el cultivo de maiz (Z. mays)
y en otras especies como Carica
papaya (Martin-Mex et al., 2012), S.
lycopersicum (Larqué-Saavedra et al.,
2010) y Chrysanthemum morifolium
(Villanueva-Couoh et al., 2009), en los
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The response of the LS to the
application of SA (figure 3) had the
same tendency of TFPL. Similar
results were published by Tucuch-
Haas et al. (2016) in corn (Z. mays)
and in other species such as Carica
papaya (Martin-Mex et al., 2012),
S.  lycopersicum (Larqué-Saavedra
et al., 2010) and Chrysanthemum
morifolium (Villanueva-Couoh et al.,
2009), reporting increments in the
height and diameter of the stem.

The results found in this research
promote new questions about the
effect of SA in the cropped plants in
relation to the inhibition time of seeds
and their possible physiological and
biochemical implications. In practical
terms, it allows creating the bases
to generate strategies of seed pre-
germinative treatments to induce
more germination and growth of bean
plants.

Conclusions

The seed inhibition for 1 and 2 h
at SA concentrations of 0.01 and 0.025
mM stimulated the seed germination
of beam. The inhibition times superior
to 2 h inhibit the germination.

The growth of the roots and stem, as
well as the emission of primary leaves
of bean seedlings increased when
seeds embedded at SA concentrations
of 0.01 mM and 0.025 mM for 3 h. The
inhibition times superior to 3 h inhibit
the initial growth of bean seedlings.

End of English version
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Figura 3. Efecto de concentraciones de acido salicilico sobre porcentaje
de plantulas con hojas primarias (PHP) y lalongitud del vastago
(LV) de plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes
tiempos de imbibicion. Las lineas verticales representan el
error estandar de la media para n= 6.

Figure 3. Concentration effect of salicylic acid on the seedling percentage
with primary leaves (SPL) and the longitude of the rod (LR) of
bean seedlings (Phaseolus vulgaris L.) at different inhibition
times. Vertical lines represent the standard error of the mean

for n=6.

que se reportaron incrementos en la
altura y didmetro del tallo.

Los resultados encontrados en
esta investigacion abren nuevas e
interesantes interrogantes del efecto
del AS en las plantas cultivadas
relacionadas con el tiempo de
imbibicion de las semillas y sus
posibles implicaciones fisiolégicas y
bioquimicas. En términos practicos,
permite crear las bases para generar
estrategias de tratamientos pre-
germinativos de semillas para inducir
mayor germinacién y crecimiento de
plantas de frijol.
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Conclusiones

Laimbibicién de semillas durante 1
y 2 h y a concentraciones de AS de 0,01
y 0,025 mM estimul6 la germinacién
de semillas de frijol. Tiempos de
imbibicién superiores a las 2 h inhiben
la germinacion.

El crecimiento de las raices y del
vastago, asi como la emisién de hojas
primarias de plantulas de frijol se
incrementaron cuando las semillas se
embebieron a concentraciones de AS
de 0,01 mM y a 0,025 mM durante 3
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h. Tiempos de imbibicion superiores a
las 3 h inhiben el crecimiento inicial
de las plantulas de frijol.
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