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ABSTRACT

Effect of some chemical treatments on dormancy of groundnut
(Arachis hypogea) seeds. Three experiments were carried out in wich hydrogen
cyanamide (CHyN»), 6-bencil amino purine (BAP) and giberellic acid (AG3)
were used for breaking dormancy of groundut seeds, cv. 'Florunner'. Low per-
centages of germinated seed were obtained with AGg3, values that significantly
increase when used in combination with CHpN»; thisone on its own stimulated
a significant increase in germination. The highest value in the number of seed-
lings was obtained using BAP; nevertheless, it presented the problem of inhibi-
ting the development of secondary roots and, in some doses, some malforma-
tions of the hypocotyl were apparent. This deleterious effect was reduced when
BAP was combined with CHyN». The effect of these treatments on the number
of abnormal and diseased seedlings, dead seeds an root length is discused.

INTRODUCCION

En muchos casos, la semilla recién cosecha-
da, fisiolégicamente madura y viable, no germina
cuando se coloca en condiciones 6ptimas de luz,
temperatura, oxigeno y contenido de humedad. Es
en estas condiciones que se considera que la semi-
lla se encuentra en estado de reposo (Bewley y
Black, 1982; Harrington, 1972).

Este fenémeno se presenta en muchas espe-
cies, entre ellas el mani, en las cuales la intensi-
dad y duracién del reposo depende del cultivar,
asi como de las condiciones de cultivo y de alma-
cenamiento (Echandi, 1988; Sharir, 1978).
Muchos de los cultivares de mani empleados en el
pafs son de tipo Virginia, los cuales se caracteri-
zan por no germinar immediatamente después de
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ser cosechados y presentar periodos de reposo de
hasta 4 meses (Echandi y Villalobos, 1989).

Diferentes tratamientos se han probado con
el fin de acortar este periodo de reposo. El uso de
temperaturas altas, cercanas a 40°C por periodos
de 1 6 2 semanas estimulé significativamente la
germinacién (McFarland y Smith, 1965), en con-
traste con temperaturas menores (Sharir, 1978).

Dentro de los tratamientos quimicos, el uso
de etileno ha demostrado ser eficiente para pro-
mover la germinacién de mani. Este compuesto,
en concentraciones de 8 g/L, por periodos de 48
horas, produjo resultados similares a los obteni-
dos por tratamientos con calor (Ketring y Morgan,
1969).

Otros reguladores de crecimiento empleados
para superar el reposo son el 4cido giberélico
(AG3y), el 4cido 3-indolacético (AIA) y el 2,4-D,
pero la mejor respuesta se ha obtenido con el uso
de citoquininas, aunque con resultados inferiores a
los obtenidos con el uso de temperatura o etileno.

Por otra parte, Echandi (1988) observé que
las condiciones de almacenamiento en cdmara fria
(5°C) prolongaban el periodo de reposo, en com-
paracién con el realizado en bodega ristica (tem-
peratura ambiente), el mds frecuente entre los
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agricultores. En esta tltima condici6n, sin embar-
g0, la viabilidad de la semilla se ve afectada a
mediano plazo, debido a la alta temperatura y
humedad presentes (Vaughan y Moore, 1970;
Sharir, 1978).

Recientemente, se ha desarrollado un regu-
lador del crecimiento sintético denominado
CHjN», el cual se presenta como una alternativa
para interrumpir el reposo en brotes (Goldbach e ¢
al. 1988). Este compuesto ha sido usado exitosa-
mente para estimular la brotacién en yemas de
plantas en reposo. Su accién principal se efectia
mediante el bloqueo del ciclo de Krebs y la acti-
vaci6én del ciclo de las pentosas fosfato, lo cual
conlleva al inicio del crecimiento (Amberger,
1984; Pirrung y Brauman, 1987). Debido a su
accién sobre los procesos de reposo, esta sustan-
cia podria ejercer un efecto promotor de la germi-
nacién, que serfa de gran utilidad en semillas con
largos perfodos de reposo o con germinacién
escalonada (Pirrung y Brauman; 1987). Una ven-
taja adicional que presenta el uso de este com-
puesto es que es rdpidamente metabolizado (apro-
ximadamente en 20 h) y transformado en urea y,
posteriormente, hidrolizado por la ureasa
(Goldbach et al., 1988).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la CHyN» sola y en combinaci6én con
AGj y 6-bencil amino purina (BAP) sobre la ger-
minacién de semilla de mani en estado de reposo.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacién se realizé en las instala-
ciones del Centro para Investigaciones en Granos
y Semillas de la Universidad de Costa Rica.

Se utilizé semilla de man{ del cultivar
Florunner, perteneciente al tipo Virginia, que se
caracteriza por tener semillas pequefias, vainas
uniformes y un porte rastrero (Norden et al.,
1969). Dentro de las especies utilizadas en Costa
Rica, esta variedad es una de las que presenta el
menor grado de reposo (Echandi y Villalobos;
1989).

En todos los casos la semilla fue extraida
manualmente de la vaina. El primer experimento
se realiz6 con semilla obtenida de un lote sembra-
do en la regi6én de Liberia, Guanacaste. Los expe-
rimentos II y III se realizaron con semilla prove-
niente de la Estacién Experimental Fabio Baudrit
Moreno ubicada en La Garita, Alajuela.

Cada tratamiento consistié de 4 repeticiones
de 100 semillas cada una, en un arreglo irrestricto
al azar.

Experimento I

Este experimento se inicié una semana des-
pués de cosechada la semilla. Se realizaron trata-
mientos de inmersi6n en soluciones de CHoN7 en
concentraciones de 0; 0,01; 0,1 y 1% de la formu-
lacién comercial (50% ia), por tiempos de 1, 15 y
30 min. Una investigacién preliminar mostr6 un
efecto detrimental de la cianamida en dosis mayo-
res de 1%.

Después de sumergidas, las semillas se
colocaron en bandejas con papel para germina-
cién y se introdujeron en una cdmara de germina-
cién graduada a 30°C y 98% de humedad relativa
durante un periodo de 8 dias, después del cual se
realizaron las evaluaciones.

No se utiliz6 en este experimento ningin
producto fungicida.

Se determiné el porcentaje de: pldntulas
normales, anormales y enfermas, semillas duras y
semillas muertas. Para esto se sigui6 las reglas
para el andlisis de germinacién descritos por la
International Seed Testing Association (ISTA,
1976).

Experimento II

Los tratamientos se realizaron 20 dias des-
pués de la cosecha. Se probaron las dosis de 0 y
1% de cianamida hidrogenada (CHpN») en for-
mulacién comercial (50% ia), solas y en combina-
cién con AG3 en una concentracién de 5 mg/L y
con 6-bencil amino purina (BAP) al 0,5%. Los
tiempos de inmersi6n fueron de 30 y 60 min.

Las semillas fueron puestas en las mismas
condiciones que el experimento anterior, pero en
este caso se trat6 la semilla previo a su colocacién
en la bandeja con un fungicida, Vitavax (carbocin
20% + captan 20%), a razén de 1/g/kg de semilla.
La evaluacién se realizé 8 dias més tarde. Ademds
de las variables evaluadas en el Experimento 1, se
midié la longitud del hipocétilo.

Experimento III

En este caso, la semilla utilizada habia sido
cosechada 30 dias antes. Esta se sumergi6 durante
1 y 5 minutos en 2 soluciones de CHyNy (0 y
1%), en combinacién con 0,1 y 0,25% de BAP. La
prueba se realizé bajo las mismas condiciones
descritas en los experimentos anteriores y se
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determiné el efecto de estos tratamientos sobre el
porcentaje de plantulas normales, anormales y
enfermas, asf como sobre la longitud de la radicula.

RESULTADOS

Experimento I

Los resultados de las pruebas de germina-
cién mostraron (Figura 1) que hubo un efecto sig-
nificativo (0=0,01) de las diferentes dosis de
CH,N; sobre el nimero de pldntulas normales,
plantulas anormales, plantulas enfermas, semillas
duras y semillas muertas. La mayor germinacién
se obtuvo al utilizar CH,;N; al 1% (71%) en com-
paracién con el testigo (13%).

La interaccién entre la dosis y los tiempos
de aplicacién fue igualmente significativa. El
ndmero de plantulas normales fue mayor con la
dosis de 1% de CHoN» con 15 min de inmer-
sién (46%), en comparacién con el testigo
(7%), aunque también se observé un mayor
nimero de pldntulas anormales y enfermas, el
cual fue significativo en comparacién con los
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Fig. 1. Efecto de diferentes dosis (%) de cianamida hidro-

genada y tiempos de inmersi6én para interrumpir el
reposo en semilla de man{. cv. Florunner. Ocho
dias después de cosechada.

demds tratamientos. Las demds dosis no difirie-
ron estadisticamente entre si, aunque tiempos de
inmersién de 1 y 30 min produjeron una menor
germinacién.

La ausencia de un tratamiento previo con
fungicida a la semilla, favoreci6 el desarrollo y
ataque de hongos saproéfitos, lo que provocé un
incremento en el nimero de pldntulas enfermas.
El uso de fungicida en los experimentos subse-
cuentes solucioné el problema.

Experimento II

Los resultados obtenidos en la germinacién
de las semillas se observan en la Figura 2. Se
detect6 un aumento significativo en el nimero de
pléntulas normales cuando se utiliz6 CH,N;, AG3
0 BAP. El AG; fue el que menos estimul§ la ger-
minacién (31%), mientras que la CH,;N, y espe-
cialmente el BAP provocaron mayor incremento
de esta variable (91,5% y 77,5%, respectivamen-
te). También el tiempo de inmersién de 60 minu-
tos mejoré significativamente el porcentaje de
germinaci6n, principalmente cuando sélo se apli-
cé CH2N2.
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Fig. 2. Efecto del AG3 y el BAP, en combinacién con

CHjNj y 2 tiempos de inmersi6n, sobre la produc-
cién de pléntulas normales, anormales y enfermas
en semilla de manf ‘cv. Florunner 20 dfas después
de cosechada.
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La interaccién entre la CH,N, y el BAP fue
significativa (0¢=0,01) con relacién al aumento de
germinaci6n. Los mejores resuitados se obtuvie-
ron cuando se utilizé BAP sélo o en combinacién
con CH,N,, obteniéndose 91,5% y 89,5%, res-
pectivamente. Del mismo modo, la combinacién
de CH,N, con AGj increment6 fuertemente la
germinacién (72%), en comparacién con el uso de
AG; solo (31%).

“El BAP produjo un efecto negativo sobre el
desarrollo de la radicula, ya que no sé6lo redujo su
longitud (Figura 3), sino que también inhibi6 sig-
nificativamente (0:=0,01) la produccién de raices
secundarias (Figura 4). La inhibicién observada
se mantuvo durante todo el transcurso del experi-
mento. Esta inhibicién sobre el desarrollo radical
no se observé con el uso de AG3 o de CHyN»,
atin con diferentes tiempos de inmersién.

Experimento III

En esta prueba todos los tratamientos incremen-
taron la germinaci6n con respecto al testigo (Figura 5).
Se encontr6 una respuesta significativa y positiva
(0=0,01) debida a la CH,N,, asi como a la dosis
menor de BAP (0,01%) y a la inmersién por 1 min.
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Fig. 3. Efecto de AG3 y el BAP en combinacién con

CHjN3, y 2 tiempos de inmersién sobre la longitud
de la radicula de pléntulas de mani cv. Florunner, a
los 15 dias de germinaci6n.
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CH,N, y 2 tiempos de inmersién sobre la forma-
cién de rafces secundarias en pléntulas de mani cv.

Florunner.
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Interacci6n entre el BAP, la CHyNy y 2 tiempos de
inmersi6n sobre el desarrollo de pléntulas en semi-

{la de mani cv. Florunner.
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La interaccién entre CH,;N, y BAP fue sig-
nificativa (0=0,01), en particular con la dosis de
0,25%, en donde se observé un incremento sus-
tancial del nimero de plantulas normales (89,5%)
en comparacion con la aplicacién sola de BAP
(18,5%) (Figura 5). Se encontré también que la
interaccién entre ambas sustancias y el tiempo fue
estadisticamente significativa (a=0,05) ya que
hubo un aumento en el nimero de plantulas nor-
males cuando se utilizé 1 min de inmersién, cual-
quiera que fuera la dosis. En lo que respecta a la
interaccién BAP y tiempo, la dosis de 0,25% con
1 min de inmersién produjo mayor germinacién
que con 5 min.

La CH;N, redujo significativamente
(0=0,01) el nimero de plintulas anormales en
presencia de BAP. Sin embargo, este tltimo inhi-
bi6 el crecimiento de la raiz primaria y notoria-
mente el crecimiento de raices secundarias, espe-
cialmente con 5 min de inmersién (Figuras 6 y 7).

La inhibicién observada se mantuvo durante
todo el transcurso del experimento. También, el
mimero de plantulas enfermas fue significativa-
mente mayor cuando se utilizé la dosis de 0,1%
de BAP durante 1 min.
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Fig.6.  Efecto de dosis combinadas de BAP y CHyN,

sobre la longitud de la radicula en plantulas de
manf cv. Florunner, de 15 dias de edad.

BAP0,25%
inmersion § minutos

BAP0,25% + CHoNj 1%
inmersi6n 5 minutos

Fig.7.  Efecto del BAP solo o en combinacién con CHpNp

sobre el desarrollo radical en pldntulaz de manf cv.
Florunner de siete dias de edad.

En todos los experimentos realizados el
nimero de semillas muertas obtenidas en los dife-
rentes tratamientos no aumento significativamente
con respecto a los testigos, asf como tampoco se
obtuvo tendencias definidas en respuesta a los tra-
tamientos, siendo los valores considerablemente
bajos.

DISCUSION

En el experimento I, si bien la CH;N,
incrementd el porcentaje de germinacion de la
semilla de mani en reposo con respecto al testigo,
el aumento no fue suficiente como para pensar en
la posibilidad de usar esta sustancia en escala
comercial (Figura 1). La dosis mas efectiva de
CH;N, fue la de 1%, lo cual contrasta con los
resultados obtenidos en otras semillas, como la de
café (Guevara, et al., 1992).

A pesar de que en el experimento II los
tiempos de aplicacién no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, en el caso particu-
lar del tratamiento con CH,;N, se observé un
importante aumento del nimero de pldntulas nor-
males (80%) cuando el periodo de inmersi6on fue
de 60 min. Al igual que en el experimento I tiem-
pos de inmersién de 30 min produjeron resultados
comparables entre si, pero inferiores (45% de
plantulas normales). Ello sugiere la importancia
de la adecuada hidratacién de la semilla en el caso
de concentraciones altas de CH;N,, lo cual ha
sido observado en otras especies (Guevara et al.,
1992; Villalobos et al., 1992).

La CH;Nj, ha sido usada experimentalmente
para romper el periodo de reposo de los brotes en
vides (Goldbach et al., 1988) y mas recientemente
en tubérculos de papa (Herrera et al., 1991). La
accién de este tipo de sustancias ha sido discutida
por Come (1987) quien sugiere que la cianamida
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y otros inhibidores de la germinacién bloquean el
ciclo de Krebs, lo que conlleva en semillas u
6rganos en reposo a una activacién del ciclo de
las pentosas fosfato, con lo cual se inicia la germi-
nacién.

Los resultados obtenidos en mani eviden-
cian, sin embargo, que la CH,;N, aplicada sola no
permitié una ruptura adecuada del reposo, proba-
blemente debido a que su accién se limita al pro-
ceso energético del metabolismo, sin influenciar
directamente el crecimiento.

Esto también ha sido observado en los
tubérculos de papa (Herrera et al., 1991), en
donde se ha demostrado que la combinaci6én de
CH,N, y de AG3 permiten obtener un desarrollo
m4s eficiente de los tubérculos en reposo, en
comparacién con el uso individual de ambas
sustancias.

Esto motivé la ejecucién de los siguientes
experimentos, procurando una germinacion
mayor y més répida, ya sea con semilla recién
cosechada o bien almacenada por periodos deter-
minados. En vista de que la dosis de 1% de
CH;N, produjo los mejores resultados en el pri-
mer experimento, fue utilizada en las investiga-
ciones posteriores.

El uso de AGj prob6 ser poco eficiente en
la ruptura del reposo de la semilla de mani, obte-
niéndose un porcentaje de plantulas normales pré-
ximo al 30%. Segiin Dalling y Bhalla (1984), al
iniciarse el proceso de germinacion, las gibereli-
nas son transportadas desde el eje embrionario
hacia la capa de aleuronas, donde estimulan la
sintesis de enzimas hidroliticas necesarias para la
degradacién de compuestos de reservas, y la pos-
terior movilizacién de los asimilados producidos
hacia el eje embrionario, donde serdn utilizados
en la sintesis de nuevos compuestos y en su creci-
miento. Aparentemente, el efecto del AG; se
manifiesta al mezclarse con CH;N; (70% de plan-
tulas normales). Es probable que ello se deba a
que el mani, por ser una semilla con reservas
esencialmente lipidicas, la accién de la giberelina
sobre la o-amilasa no sea tan importante en esta
especie en los primeros estadios del proceso ger-
minativo, contrario a lo que ocurre en los cerea-
les, cuyas reservas son esencialmente glucosidi-
cas. Esta falta de estimulo inicial sobre la germi-
nacién ha sido observada en la semilla de café,
cuyas reservas son igualmente lipidicas en su
mayoria (Guevara et al., 1992). Por el contrario,
su accién sobre el desarrollo posterior del tallo es

muy importante (Sponsel, 1985). Con base a los
resultados obtenidos, se puede considerar que la
CH;N,, al actuar de manera temprana sobre el
ciclo de las pentosas fosfato, activé el metabolis-
mo germinativo de la semilla, lo que fue poste-
riormente aprovechado por las giberelinas en la
edificacion del tallo.

El BAP aument$ significativamente el
nimero de semillas germinadas y no se encontré
diferencias cuando fue aplicado solo o en combi-
nacién con CH,;N,. Este efecto ha sido comenta-
do por Bewley y Black (1982), quienes sefialan
que las citoquininas se han utilizado para inte-
rrumpir el reposo en semillas. No obstante, en
muchas especies los resultados son inconsistentes,
ya que no siempre han estimulado la germinaci6n,
e inclusive, se indica que las giberelinas son més
efectivas que las citoquininas en la superacién del
reposo. Cabe destacar que en el presente experi-
mento, los resultados contradicen esta afirmacién
y concuerda con lo antes expuesto, en el sentido
de un menor estimulo de la giberelina sobre la
germinacién de semillas en reposo con mayor
contenido de lipidos.

Los resultados del experimento II en cuanto
al uso del BAP sugieren que el tiempo de exposi-
cién a esta citoquinina podria haber influenciado
la falta de desarrollo radical, por lo que en el ter-
cer experimento se procedié a disminuir las con-
centraciones y los tiempos de exposicién.
Probablemente, el BAP alter6é el balance entre
inhibidores y promotores de la germinacién pre-
sentes en la semilla de mani, favoreciendo la
accién de estos tltimos y desencadenando el pro-
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ceso de germinaci6n. La particularidad de inhibir

la formacién de raices secundarias en todas las
dosis evaluadas no es facil de explicar, aunque se
sabe que las citoquininas tienen un efecto directo
sobre el desarrollo de la parte aérea, contrario a
la accién de las auxinas, que son usadas general-
mente para promover la formacién de raices
(Hill, 1977; Penon, 1982). La accién del BAP en
este caso, parece haber inducido una fuerte domi-
nancia apical, inhibiendo la formacién de raices
secundarias (Crabbé, 1987). También en el tercer
experimento se presentaron anormalidades en el
desarrollo-del hipocétilo, el cual mostré engrosa-
miento y acortamiento con respecto a los testi-
gos, en particular con la dosis de 0,25% de BAP
por 5 min. Al combinar este regulador con
CH5Nj, se obtuvo un porcentaje de germinacién
similar al obtenido en el experimento II, aunque
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las plantulas presentaron un mejor desarrollo.
Estos resultados sugieren que la CH;N, podria
tener un efecto estimulador de la rizogénesis,
observado también en otras especies (Villalobos
et al., 1992). El hecho de que tiempos de
inmersién relativamente cortos (1 y 5 min) per-
mitieran obtener altas genﬁinaciones, indica un
rdpida absorcién de estos reguladores por parte
de la semilla. Ademds, tanto la CH,N, como el
BAP actian de manera rdpida, acelerando con-
siderablemente la germinacién. Por otro lado,
con las concentraciones utilizadas en este expe-
rimento, la inmersién prolongada (superior a
los 15 min) podria tener consecuencias negati-
vas al provocar una alta absorcién de los regu-
ladores presentes en la solucién, la cual resulta
inhibitoria del desarrollo posterior de la planta.
Este aspecto es muy evidente al usarse inmer-
siones por periodos de 5 min. BAP result6 muy
efectivo para superar el reposo en semillas de
mani, sin embargo, los datos obtenidos a través
de los experimentos realizados evidencian la
importancia de la interaccién entre esta sustan-
cia y la CH,N,, pues aunque no increment6 el
nimero de semillas germinadas sensu stricto,
permitié un mayor porcentaje de pldntulas
normales.

RESUMEN

Se realizaron tres experimentos en los
cuales se prob6 el efecto de la cianamida hidro-
genada (CH;,N,), del 6-bencil amino purina
(BAP) y del acido giberélico (AG3), sobre la
ruptura del reposo en semilla de mani (Arachis
hypogea).

El porcentaje de germinacion fue bajo cuan-,
do se aplicé AGj3, aunque se increment9 significa-
mente al usarlo en combinacién con CH,N,.
Ademds, esta iltima aplicada sola, estimulé nota-
blemente la germinacién.

Los valores més altos en el nimero de
plantulas se obtuvieron con BAP; sin embargo,
inhibié parcialmente el desarrollo de raices
secundarias y en las dosis mayores, ocasioné
malformaciones en el hipocétilo. Este efecto
negativo se redujo cuando se us6 en combinacién
con CH,N,.

Se discute el efecto de los tratamientos
sobre el nimero de plantulas anormales y enfer-
mas, semillas muertas y longitud de las raices.
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