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ABSTRACT

Rapid loss of seed viability of Carica papaya L. (papaya) and its
high commercial price impairs the availability of high quality
seed to growers. Certified papaya seed cv. Maradol was utilized
to define practical methodologies to restore the seed germination
performance. Seed was submitted to: 1) hydropriming: 4 d of
hydropriming rose seed germination up to 84%, 250% more than
the untreated seeds; however, the seedlings generated from
untreated seeds accumulated more biomass than the other
treatments; 2) chemopriming: seeds treated 4 d in a 10~ M
calcium chloride solution germinated 262% more than did the
untreated seeds and in addition, the seedlings generated from
treated seeds accumulated more biomass than the control
seedlings. When seeds were treated either in the 10~* M salicylic
acid or in Agromil S® solution high germination was accomplished
81 and 73% higher than the untreated seed respectively. All treated
seeds germinated faster than the untreated ones.

Keywords: Carica papaya, acetylsalicylic acid, agromil S®, calcium
chloride, chemopriming, hydropriming.

INTRODUCTION

ailure of seed germination and subsequent

seedling growth is a major cause of yield

decrease for papaya (C. papaya) due to a rapid
decay of seed capacities. Papaya growers normally
deposit six or up to twelve seeds per germination
container, which increases production costs (Vargas,
1996). The fast reduction in seed germinability capacity
observed in this seed has been correlated with the
presence of inhibitors of germination in both the testa
and sarcotesta (Paz and Vazquez, 1998). The activity
of seed inhibitors has been reduced by soaking and
washing the seed in water (Vargas, 1996) or by sun
drying (Wood et al., 2000). Papaya seed conditioned
in the presence of gibberellic acid improved its
germination, but, after drying, a decrease in seed vigor
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RESUMEN

La pérdida rapida de la viabilidad de la semilla de Carica papaya
L. (papaya) y su elevado precio comercial afectan la disponibili-
dad de semillas de alta calidad para los cultivadores. Se uso
semilla certificada de papaya cv. Maradol para determinar las
metodologias practicas para recuperar la capacidad de
germinacion de las semillas. Las semillas se sometieron a: a)
preacondicionamiento hidrico: tras 4 d de preacondicionamiento
hidrico la germinacion de semillas aumenté hasta 84%, 250%
mas que en aquellas que no se trataron; sin embargo, las plintulas
generadas a partir de las semillas no tratadas acumularon mas
biomasa que las que si se trataron; 2) preacondicionamiento qui-
mico: las semillas tratadas durante 4 d en una solucién de cloru-
ro de calcio 10~5 M germinaron 262% mas que las no tratadas y,
ademas, sus plantulas acumularon mas biomasa que las plantulas
testigo. Cuando las semillas se trataron ya sea en solucién de
acido salicilico 10~ o en la de Agromil S®, se obtuvo una
germinacion significativa, 81 y 73% mas alta que en las no trata-
das. Todas las semillas tratadas germinaron con mayor rapidez
que las no tratadas.

Palabras clave: Carica papaya, acido acetilsalicilico, Agromil S®,
cloruro de calcio, preacondicionamiento quimico, preacondicio-
namiento hidrico.

INTRODUCCION

1 fracaso de la germinacion de la semilla y el

posterior crecimiento de plantulas son causas

principales de disminucién en el rendimiento
de la papaya (C. papaya), debido al rapido deterioro
de la capacidad de germinacion de las semillas. Los
cultivadores de papaya generalmente depositan entre
seis y doce semillas por contenedor de germinacién, lo
que incrementa los costos de produccion (Vargas, 1996).
La reduccion acelerada de la capacidad de germinacién
observada en esta semilla se ha correlacionado con la
presencia de inhibidores de germinacion en la testa y
sarcotesta (Paz y Vazquez, 1998). La actividad de los
inhibidores se ha reducido mediante el remojo y el
enjuague de la semilla en agua (Vargas, 1996) o por
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and germination was shown by the conditioned seed
(Marcos and Maleus, 2008).

Methodologies have been developed to add quality
to the seeds as well as to identify high quality seed
(Artola et al., 2003). The beneficial responses observed
in the primed seed are: germination under a broad
permissive temperature range, uniformity and hasten
speed of germination, as well as improvement of
seedling vigor (Welbaum et al., 1998). Commercially
available bioregulators are also used to stimulate seed
germination; nevertheless, there are not defined criteria
for their appropriate utilization in papaya germination.
Therefore, the present study was conducted to develop
methods, based on the priming technology to restore
the germination capacity of papaya seed and to
characterize under such conditions the early seedling
development. The use of biorregulators was taken into
consideration as well.

MATERIALS AND METHODS
Biological material and chemicals

Three seed lots of certified papaya cv. Maradol with slight
differences in germination percentages were used in the present
research. Chemical reagents, commercial germination enhancers:
Agromil S®, Biozyme pp®, Germiboost®, and the fungicide Captan®
(50%) were used in this research. The fungicide Captan® (50%)
contains N-trichloromethyl-thio-4ciclohexane, 2 dicarboximide and
the biorregulators contain citokinins, auxins, gibberellins, vitamins
microelements. The chemical composition of Agromil S® in ppm is:
citokinins, 208; gibberellins, 31; auxins, 30.5 and in ppb, folic acid,
0.92; pantotenic acid, 12.5; riboflavin, 0.86; nicotinamid, 0.16;
coline, niacin, 84.5; biotine, 100. Biozyme pp® contains: gibberellins,
31; indoleacetic acid, 30.2; Zeatin, 83.2 ppm; and the microelements
Mn, Zn, Fe, B, and S (1.86%).

Conventional germination method

The method used by papaya growers consist in soaking a sample
of 100 seeds in 0.5 L of tap water 72 h, changing the water every 12 h;
after 60 h, 0.25 g of Captan® (50%) was added to the water. Then,
a lot of 25 seeds was placed in a stripe of a flannel piece (15X
20 cm) previously boiled and soaked with fresh tap water; each
flannel piece was folded in two to cover the seeds, which were kept
soaked at 29+3 °C.

Hydropriming procedure

Seven lots of 80 seeds were primed at 1 d intervals (days 3 to 6)
in 1 L of aerated distilled water (18-20 °C) (Artola et al., 2003).
The water was replaced every 24 h and 24 h before the seed completed
its priming period, 0.5 g of Captan® (50%) was added to the water.
After each priming period two seed lots were taken and only one of
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secado al sol (Wood et al., 2000). La capacidad de
germinacién de la semilla de papaya mejor6 con la
aplicacién de 4cido giberélico; sin embargo, una vez
seca, su vigor y germinacién disminuyeron (Marcos
and Maleus, 2008).

Se han desarrollado metodologias para incrementar
la calidad de las semillas, asi como para identificar
semillas de alta calidad (Artola et al., 2003). Las res-
puestas favorables observadas en las semillas tratadas
son: germinacién bajo un rango de temperatura am-
pliamente permisivo, uniformidad y aceleracion en la
velocidad de germinacién, asi como mejoramiento del
vigor de las plantulas (Wlebaum et al., 1998). Los
biorreguladores disponibles comercialmente también se
utilizan para estimular la germinacién de semillas; sin
embargo, no existe un criterio definido para su uso en
la germinacion de la papaya. Por ello, este estudio se
realiz6 con el objetivo de desarrollar métodos con base
en la tecnologia de preacondicionamiento, para resta-
blecer la capacidad de germinacién de la semilla de
papaya y determinar el desarrollo temprano de las
plantulas en tales condiciones. También se considerd
el uso de biorreguladores.

MATERIALES Y METODOS
Quimicos y material biologico

En esta investigacion se usaron tres lotes de semilla de papaya
cv. Maradol certificada con diferencias minimas en los porcentajes
de germinacién. Ademds, se usaron reactivos quimicos, potenciadores
comerciales de la germinacién: Agromil S®, Biozyme pp®,
Germiboost®, y el fungicida Captan® (50%). El fungicida Captan®
(50%) contiene N-triclorometril-tio-4ciclohexano, 2dicarboximida y
los biorreguladores contienen citoquininas, auxinas, giberelinas,
microelementos vitaminicos. La composiciéon quimica del Agromil
S® en ppm es: citoquininas, 208; giberelinas, 31; auxinas, 30.5 y en
ppb, 4cido folico 0.92 %; acido pantoténico, 12.5; riboflavina, 0.86 %;
nicotinamida, 0.16; colina, niacina, 84.5; biotina, 100. Biozyme
pp® contiene: giberelinas, 31; 4cido indolacético, 30.2; zaetina,
83.2 ppm; y los microelementos Mn, Zn, Fe, By S (1.86%).

Meétodo convencional de germinaciéon

El método utilizado por los cultivadores de papaya consiste en
remojar una muestra de 100 semillas en 0.5 L de agua corriente
durante 72 h; tras 60 h, al agua se le afiadi6 0.25 g de Captan®;
posteriormente, un lote de 25 semillas se colocé en un pedazo de
franela (15 x20) previamente hervido y remojado con agua corrien-
te. Cada pieza de franela se dobl6 en dos para cubrir las semillas y
éstas se mantuvieron en remojo a 29+3 °C.

Preacondicionamiento hidrico

Se preacondicionaron siete lotes de 80 semillas en intervalos de
1 d (dias 3 a 6) en 1 L de agua destilada (18-20 °C) (Artola et al.,
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them was washed with distilled water. The seeds were then air-dried
on the bench 30 min at 20+2°C. In each experiment two sets of 25
seeds per priming period were allowed to germinate (Carrillo-
Castafieda et al., 2003).

Chemopriming procedure

Seed lots were subjected 4 d to the procedure described in the
hydropriming section but instead of pure water there were used:
solutions 1073, 10~*and 10~ M CaCl,; solutions 1073 M of giberellic
acid (GA,), 6-bencylaminopurine (6-BAP), and absicic acid (ABA);
solutions 10~* M acetylsalicylic acid (ASA), salicylic acid (SA), and
sulfosalicylic acid (SSA); CaCl, 10~ M plus SA 104 M. Agromil S®
1.25 mL 0.5 kg~! of seed, Biozyme pp® 10 g 0.5 kg~! of seed and
Germiboost® 5 g 0.45 kg~! of seed. These solutions were adjusted to
pH 5.9%0.1, and replaced every 24 h; in the last replacement, 0.5 g
of Captin® (50%) was added. After the respective treatment, the
seed without washing was air-dried as indicated. In each experiment
three lots of 25 seeds per treatment were allowed to germinate. In
addition, three lots of 25 untreated seeds were set to germinate
(Carrillo-Castaiieda et al., 2003).

Percentage of daily germination, final germination after 10 d,
and days to 50% of germination (T,), were determined. A seed was
considered germinated when the radicle protrusion was = 1 mm.
The final germination was expressed as percentage of normal
seedlings.

Determination of seedling development

The germinated seeds were placed 0.5 cm from the upper edge
of a paper towel sheet moistened with 7 mL of distilled water and
rolled up. The rolls were placed into plastic bags in a vertical position
with the germinated seeds on top during 14 d at 29+3 °C under 16 h
photoperiod. Seedling length, stem length, root length, biomass fresh
and dry weight (oven-dried at 70 °C for 72 h) of seedling, stem, and
root were determined. Lots of 30 seedlings per treatment were used
in these determinations. The determination of seedling development
was repeated three times, one per week.

Experimental design

A completely randomized design was used with two and three
repetitions for the priming and chemopriming experiments. For the
conventional germination method averages were calculated. Data were
tested by analysis of variance (ANOVA), and treatments mean were
compared by Tukey test (p<0.05). In any set of experiments, the
comparisons were done among the different treatments and the control.

RESULTS AND DIscuUSsION
Hydropriming

Seed hydroprimed 4 d and unwashed before drying
exhibited the highest germination rate (84%), which

2003). El agua se remplazd cada 24h y se le afadieron 0.5 g de
Captan® 24 h antes de que la semilla completara su periodo de
preacondicionamiento. Después de cada periodo de preacondiciona-
miento se extrajeron dos lotes de semillas y uno de éstos se enjuagd
con agua destilada. Posteriormente las semillas se secaron al aire
durante 30 min a 20%+2 °C en un estante. En cada experimento se
pusieron a germinar dos lotes de 25 semillas por periodo de prea-
condicionamiento (Carrillo-Castaneda et al., 2003).

Preacondicionamiento quimico

Los lotes de semillas se sometieron durante 4 d al procedimien-
to descrito en el apartado relativo al preacondicionamiento hidrico;
pero el agua pura se sustituy6 por las siguientes soluciones: 1073,
10~*y 107 M CaClL,; soluciones 10~ de 4cido gibelérico (AG,), 6-
bencilaminopurina (6-BAP), y 4cido abscisico (ABA); 10~* M 4cido
acetilsalicilico (ASA), 4cido salicilico (SA), y 4cido sulfosalicilico
(SSA); CaCI, 107> M més SA 10~* M. Agromil S® 1.25 mL 0.5 kg™
de semilla, Biozyme pp® 10 g 0.5 kg~! de semilla y Germiboost® 5 g
0.45 kg~! de semilla. Estas soluciones se ajustaron a pH 5.9%0.1y
se remplazaron cada 24 h; en el dltimo reemplazo se afiadieron 0.5 g
de Captan® (50%). Después del tratamiento respectivo, las semillas
sin lavar se secaron al aire como se indic6. En cada experimento se
pusieron a germinar tres lotes de 25 semillas por tratamiento. Ade-
mas, se pusieron a germinar tres lotes de 25 semillas no tratadas
(Carrillo-Castaneda et al., 2003).

El porcentaje diario de germinacién, la germinacién final tras
10 d, y los dias a 50% de germinacion (T, fueron determinados. La
semilla se consideré como germinada cuando la protrusion radicular
fue =1 mm. La germinaciéon final se expresé en porcentaje de
plantulas normales.

Determinacién del desarrollo de pliantula

Las semillas germinadas se colocaron a 0.5 cm del borde de una
toalla de papel humedecida con 7 mL de agua destilada y se enrolla-
ron. Los rollos se colocaron dentro de bolsas de pléstico en posicién
vertical con las semillas germinadas en el borde superior donde
permanecieron 14 d a 29+3 °C en un fotoperiodo de 16 h. La
longitud de la plantula, tallo y raiz, y el peso de la biomasa fresco y
seco de la plantula (secado al horno durante 72 h a 70 °C) fueron
determinados. En estas determinaciones se usaron lotes de 30 plantulas
por tratamiento. La determinacién del desarrollo de plantulas se
repitié tres veces, una por semana.

Disefio experimental

En los experimentos de preacondicionamiento y preacondicio-
namiento quimico se usé un disefio completamente al azar con dos y
tres repeticiones, respectivamente. Se calcularon los promedios del
método convencional de germinacién convencional. Los datos se
evaluaron con andlisis de varianza (ANOVA) y la media de los
tratamientos se compard con la prueba de Tukey (p=<0.05). En todas
las series de experimentos se llevo a cabo la comparacién de los
diferentes tratamientos con su testigo.
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was 2.5 times higher than that of the corresponding
untreated seeds and higher speed of germination since
Ts, was reduced from 8 (untreated seed) to 4 d (Table
1). Seed from the same lot subjected to the conventional
germination method germinated 35%. Thus, our
procedure did promote two important functions of
papaya seed, surpassing the results of the conventional
germination method. The maximum beneficial effects
were detected in the 4 d hydroprimed seeds, although
exposing seeds to more days of priming or additional
washing did not caused reduction of germination
(treatments 3, 4, 7 and 8). These are the experimental
conditions required for the appropriate removal of
substances from seeds that inhibit their germination.
Bhattacharya and Khuspe (2001) showed that testa free
seeds germinated in vitro 95.5% compared to only
40.2% in intact papaya seeds.

Untreated seed generated seedlings that exhibited
the best vigor condition, based on the accumulation of
fresh (900 mg) and dry (72 mg) biomass in comparison
to the 4 d hydroprimed seeds that accumulated less
fresh (700 mg) and dry (40 mg) biomass. Priming
allows advancement of germination during which seeds
undergo the early physiological process (Heydecker
and Coolbear, 1997) and the integration of interlocking
metabolic systems (Leubner-Metzger, 2005) that occur
before germination takes place. However, along the
imbibition process lose of nutritional compounds
(imbibitional leakage) takes place due to the lipid-phase
transitions occurring in the plasma membrane as a result
of dehydration and rehydration of seeds. Subedi and

RESULTADOS Y DISCUSION
Preacondicionamiento hidrico

Las semillas preacondicionadas 4 d y sin enjuagar
antes del secado tuvieron la mayor tasa de germinacién
(84%), 2.5 veces mayor que la de las semillas corres-
pondientes no tratadas; y mayor velocidad de
germinacion, dado que T, se redujo de 8 (semilla no
tratada) a 4 d (Cuadro 1). Las semillas del mismo lote
sometidas al método convencional de germinacion re-
gistraron 35% de germinacion. Asi, nuestro procedi-
miento promovié dos funciones importantes de la se-
milla de papaya, con lo que se superaron los resultados
del método convencional de germinacién. Los mayo-
res efectos benéficos se detectaron en las semillas
preacondicionadas 4 d con agua, aunque la exposicion
de las semillas a més dias de preacondicionamiento o a
enjuagues adicionales no disminuy6 la germinacion (tra-
tamientos 3, 4, 7 y 8). Estas son las condiciones expe-
rimentales requeridas para la remocion adecuada de
las sustancias de las semillas que inhiben su germinacion.
Bhattacharya y Khuspe (2001) mostraron que las semi-
llas sin testa germinaron 95.5% in vitro en compara-
cién con sélo 40.2% de las semillas de papaya no
tratadas.

Estas tltimas generaron plintulas que mostraron
las mejores condiciones de vigor, a partir de la acumu-
lacion de biomasa fresca (900 mg) y seca (72 mg) en
comparacion con las semillas preacondicionadas 4 d en
agua que acumularon menos biomasa fresca (700 mg) y

Table 1. Seed germination, seedling growth, and biomass accumulation obtained from papaya seed submitted to the treatments: 1)
untreated seed; 2) seed primed during 3 d and washed; 3) seed primed during 3 d; 4) seed primed during 4 d and washed; 5)
seed primed during 4 d; 6) seed primed during 5 d and washed; 7) seed primed during 5 d; 8) seed primed during 6 d and
washed. (seedlings n=30, 14 d at 29+3 °C under 16 h photoperiod).

Cuadro 1. Germinacién de semillas, crecimiento de plantulas, y acumulacién de biomasa obtenida a partir de semillas de papaya
sometidas a los tratamientos: 1) semilla no tratada; 2) semilla preacondicionada durante 3 d y enjuagada; 3) semilla
preacondicionada durante 3 d; 4) semilla preacondicionada durante 4 d y enjuagada; 5) semilla preacondicionada durante 4
d; 6) semilla preacondicionada durante 5 d y lavada; 7) semilla preacondicionada durante 5 d; 8) semilla preacondicionada
durante 6 d y enjuagada (pliantulas n=30, 14 d a 29+3 °C bajo fotoperiodo de 16 h).

Biomass fresh weight (mg)

Biomass dry weight (mg)

Treatment  Germination (%) Length .(mm) Ts, (d)
(n=25) Seedling Seedling Stem Root Seedling Stem Root

1 24 d 12.3 ns 900 a * 550 a * 300 a * 72 a* 43.5 a* 28.5 a* 8
2 58 be 17.4 « 840 ab 580 a 200 ab 42b 28.0 ab 14.0 ab 4
3 68 abc 12.1" 600 abc 400 abc 170 ab 37b 26.5 ab 10.5b 4
4 70 abc 14.2 « 700 abc 400 abc 280 ab 43 ab 26.5 ab 16.5 ab 4
5 84 a 17.7 « 700 abc 520 ab 270 ab 40 b 25.0b 15.0 ab 4
6 50 c 19.2 « 400 bc 270 be 130 ab 45 ab 30.0 ab 15.0 ab 3
7 68 abc 17.1 ¢ 340 ¢ 250 be 90 b 46 ab 32.0 ab 14.5 ab 3
8 76 ab 13.5 « 440 be 230 ¢ 210 ab 45 ab 28.5 ab 16.5 ab 2
MSD 22.23% 9.3 0.5 0.3 0.2 29.6 16.9 15.6

Values followed by different letter in each column are significantly different (p=<0.05). ns=significantly. Ts,=days needed to obtain 50% of
seed germination + Los valores seguidos por una letra distinta en cada columna son significativamente diferentes (p<0.05). ns=significativamente.

T,,=dias necesarios para obtener 50% de germinacién de semillas.
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Ma (2005) showed that seed priming does not improve
time to seedling emergence, seedling vigor, and growth.
It seems that the imbibitional leakage did not affect
seed functions involved in the speed of germination
(Ts) since the results showed (Table 1) that to longer
time of imbibition, correspond faster germination.

Despite the fact that all treatments removed
inhibitory substances from seeds (2 to 8), exhibited
excellent germination and speed of germination, as
compared to control, the treatment 5 was selected
becaused it assure both high and prompt germination.
Thereafter, the seeds were always primed 4 d and never
washed before setting them to dry.

Chemopriming

The highest germination (76 %) was obtained in seeds
exposed to the 107> M CaCl, solution (2.6 times higher
than the untreated seeds) (Table 2). However, the
seedlings, stems and roots generated from seeds that
were germinated in the 1073 M CaCl, solution, exhibited
both the highest dry biomass accumulation and the fastest
rate of germination (Ts,). The embryo development
can be distorted by poor nutrition, and poor root growth
is usually the first sign of calcium deficiency (Burton
et al., 2000), which may influence the control of seed
germination. A calcium-modulated, serine/threonine
protein phosphatase, which may respond to the presence
of abscisic acid, could play a role in signal transduction
pathway, involving Ca?*, protein kinases, and
phosphatases (Trewavas and Malhg, 1997). It explains
why calcium influences the control of seed germination.
Besides, calcium is an essential plant nutriment required
for the biosynthesis of membranes and the wall matrix,
bridging pectin chains together into expanded, highly
hydrated gel networks (White and Broadley, 2003).
The seedlings generated from the seed that were
germinated in the 10~*M CaCl, solution exhibited both,
the fastest rate of germination (Ts,) and the best
development (highest fresh and dry biomass
accumulation).

seca (40 mg). El preacondicionamiento permite el pro-
greso de la germinacion, durante el cual las semillas
experimentan el proceso fisiolégico temprano
(Heydecker y Coolbear, 1997) y la integraciéon de
mecanismos de encadenamiento metabdlico (Leubner-
Metzger, 2005) que tienen lugar antes de la
germinacion; sin embargo, junto con el proceso de
inhibicién hay una pérdida de compuestos nutricionales
(pérdida de absorcion) debido a las transiciones de la
fase lipidica que ocurren en la membrana plasmatica a
consecuencia de la deshidratacién y rehidratacion de
las semillas. Subedi y Ma (2005) mostraron que el
preacondicionamiento de semillas no mejora el perio-
do de emergencia de plantula, vigor de plantula y cre-
cimiento. Al parecer, la pérdida de absorcion no afec-
t6 las funciones de las semillas involucradas en la ve-
locidad de germinacion (T,)), toda vez que los resulta-
dos muestran (Cuadro 1) que cuanto mads largo es el
periodo de preacondicionamiento, mds rapida es la
germinacion.

Aun cuando todos los tratamientos eliminaron sus-
tancias inhibitorias de las semillas (2 a 8) y mostraron
una germinacion y una velocidad de germinacion ex-
celentes, al compararse con el control, se optd por el
tratamiento 5 debido a que éste aseguraba una capaci-
dad de germinacién alta y rdpida. Por lo tanto, las
semillas siempre se preacondicionaron 4 d y nunca se
enjuagaron antes de ponerse a secar.

Preacondicionamiento quimico

La germinacién mas elevada (76 %) se obtuvo con
las semillas expuestas a la solucion 10> M CaClL,, 2.6
veces mayor que en aquellas que no se trataron (Cua-
dro 2); sin embargo, las plantulas, tallos y raices pro-
ducto de las semillas germinadas en la solucién 1073 M
CaCl, mostraron tanto la mayor acumulacién de biomasa
seca como la tasa de germinacion mds rdpida (T,,). El
desarrollo del embrién puede alterarse a consecuencia
de una mala nutricién y el poco crecimiento de la raiz
es, generalmente, el primer indicador de deficiencia

Table 2. Seed germination, seedling growth, and biomass accumulation obtained from papaya seed previously chemoprimed in the
CaCl, solution indicated. (seedlings n=30, 14 d at 293 °C under 16 h photoperiod).
Cuadro 2. Germinacion de semillas, crecimiento de plantulas, y acumulacién de biomasa obtenida a partir de semillas de papaya
previamente preacondicionadas en la solucién de CaCl, indicada.

Length (mm)

Biomass fresh weight (mg)

Biomass dry weight (mg)

Treatment Gerrrz;nitégjr)l (%) Tso (d)

Stem Root Seedling Stem Root Seedling Stem Root
Untreated 21b 26 a 71 a 790 b 400 a 390 ¢ 434 c 329b 10.5¢ 4
CaCl, 107*M 70 a 21b 72 a 1040 a 520 a 520 a 66.3 a 434 a 199a 3
CaCl, 10~*M 75 a 21b 81 ab 910 ab 460 a 430 be 53.0b 3740 157ab 4
CaCl, 107°M 76 a 18b 88 ab 930 ab 450 a 470 b 48.7 be 3430 148bc 4
MSD 7.8261 0.3 2.0 0.2 0.1 0.06 9.5 5.8 4.6
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The highest germinability (87%) was exhibited by
the seed exposed to the SA solution (81% more than
the corresponding untreated seeds; Table 3); however,
abnormal seedlings were generated (6.9%). To our
knowledge, this is the first report for this species.
Salicylic acid, a natural product member of the phenolic
family which is biosynthesized in plants, interact both
antagonistically (Mao and Zentgraf, 2007) and
synergistically and with another plant growth regulators
such as methyl jasmonate and jasmonic acid in
regulatory processes (Takahashi et al., 1993; Mur et
al., 2005; Beckers and Spoel, 2006), activating different
components of signal transduction pathways (Chen et
al., 2002) and in the induction mechanisms of stress
tolerance in plants. Compounds analogs to SA are ASA
and SSA which also improve seed germination; in
addition, these two compounds promoted seedling
growth (Table 3). Salazar and Carrillo-Castafneda (2001)
demonstrated that SSA induces in vitro the process of
tuberization in Solanum tuberosum plants.

Speed and promotion of germination were observed
when seeds were treated in solutions of either: SA,
107 M (58%); CaCl,, 107> M (54%); or calcium in
conjunction with SA (54%) and additionally,
accumulation of similar amounts of biomass by the
seedlings was observed (Table 4). The interactive effect
of calcium and SA allowed (statistically significantly,
p=<0.05), 31% increase in stem length as compared to
the seeds exposed to the SA solution. No abnormal
seedlings were generated in the seeds treated in the
solution of calcium in conjunction with SA.

In the earliest in signal transduction, high cellular
concentration of SA cause superoxide generation
followed by an increase in cytosolic calcium I tobacco
cell suspension culture (Kawano et al., 1998). Thus,
involvement of Ca?* influx and active oxygen species
(partially reduced metabolites of oxygen) generation
as components of SA signaling is suggested.

de calcio (Burton et al., 2000), el cual puede influir en
el control de la germinacién de las semillas. Una serina/
treonina proteina fosfatasa modulada por calcio, capaz
de responder a la presencia de 4cido abscisico, puede
intervenir en la cascada de transduccién de la sefal en
la que estin implicados Ca?~, proteinquinasas, y
fosfatasas (Trewavas y Malh6, 1997). Por otra parte,
el calcio es un nutrimento esencial de las plantas nece-
sario para la biosintesis de las membranas y la matriz
de la pared, que enlaza las cadenas de pectina para
formar redes extensas de gel altamente hidratadas (White
y Broadley, 2003). Las plantulas generadas a partir de
las semillas que germinaron en la solucién 10~*M CaCl,
mostraron tanto la tasa de germinacion mas réapida (T,
como el mejor desarrollo (mayor acumulacién de
biomasa fresca y seca).

La mayor capacidad de germinacion (87%) fue la
registrada por las semillas expuestas a la solucién de
SA (81% mas que las semillas correspondientes no
tratadas) (Cuadro 3); sin embargo, se generaron
plantulas anormales (6.9%). Hasta donde sabemos, este
es el primer informe relativo a estas especies. El 4cido
salicilico, producto natural miembro de la familia
fendlica que se biosintetiza en las plantas, interactda
de manera sinérgica y antagénica con otros compues-
tos en los procesos de regulacion (Takayashi et al.,
1993; Mur et al., 2005; Beckers y Spoel, 2006), me-
diante la activacion de distintos componentes de las
cascadas de transduccion de la sefial (Chen et al., 2002)
y la induccién de mecanismos de tolerancia al estrés
en las plantas (Senaratna et al., 2000). ASA y SSA,
compuestos andlogos de SA, también mejoraron la
germinacion; asimismo, promovieron el crecimiento
de plantulas (Cuadro 3). Salazar y Carrillo-Castafieda
(2001) demostraron que SSA induce in vitro el proce-
so de tuberizacién en Solanum tuberosum.

Se observd aceleracion y estimulacion de la
germinacién cuando las semillas se trataron en soluciones

Table 3. Seed germination, seedling growth, and biomass accumulation obtained from papaya seed previously chemoprimed in the
solution indicated. (seedlings n=30, 14 d at 29+3 °C under 16 h photoperiod).

Cuadro 3. Germinacion de semillas, crecimiento de plantulas, y acumulacién de biomasa obtenida a partir de semillas de papaya

previamente preacondicionadas con computos quimicos en la solucién indicada. (plantulas n=30, 14 d a 29+3 °C bajo

fotoperiodo de 16 h).

Germination (%) Length (mm)
Treatment

Biomass fresh weight (mg)

Biomass dry weight (mg)

(n=25) Seedling Root Seedling Stem Root Seedling Stem Root
Un-treated 48 ¢ 105 b 86 b 890 a 420 a 460 a 68.9 a 47.8a 21.1a
SSA 10—‘M 81b 113 a 95a 890 a 410 a 470 a 60.1 ab 41.2b 189 a
ASA 10—‘M 83 ab 112 a 94 a 1040 a 510 a 520 a 64.4 ab 4240 220a
SA 10—‘M 87 a 106 b 86 b 830 a 410 a 420 a 53.3b 3990 16.4 a
MSD 5.069 % 0.5 0.4 0.2 0.1 0.1 9.6 52 7.2

SSA, Sulfosalicylic acid; ASA, Acetylsalicylic acid; SA, salicylic acid + SSA, acido sulfosalicilico; ASA, 4cido acetilsalicilico; SA, 4cido

salicilico.
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Seeds exposed to GA and 6-BAP exhibited poor
positive effect on seed germination (25 and 17 % more
than control). Besides, the speed of germination (Ts,)
was improved by all solutions tested (Table 5). Bassel
et al., (2008) analyzed the transition from seed to
seedling which is mediated by germination using a
germination transcriptional program, considering that
it is a complex process that starts with imbibitions and
completes with radical emergence. Molecular
mechanisms of gene regulation (Pinto er al., 2007;
Sreenivasulu et al., 2008) determines the synthesis,
transport, and signaling among hormones in which
gibberellic acid, abscisic acid and complexes (the
abscisic acid insensitive proteins, the gibberellin receptor
GID1A, phytochrome- and gibberellin-mediated
regulation of abscisic acid metabolism (Sawada et al.,
2008) are involved. Ogawa et al. (2003) identified a
number of transcripts, the abundance of which is
modulated upon exposure to exogenous GA. Amaral
da Silva er al. (2005) found that exogenous gibberellins
inhibit coffee (Coffea arabiga cv. Rubi) seed

de: 107 M (58%); CaCl,, 10> M (54%); y de calcio
en combinacién con SA (54%); adicionalmente, las
plantulas acumularon cantidades similares de biomasa
(Cuadro 4). El efecto interactivo de calcio y SA pro-
dujo (p=<0.05, estadisticamente significativo) un incre-
mento de 31% en la longitud del tallo al compararse
con las semillas expuestas a la solucién SA. No se
generaron plantulas anormales en las semillas tratadas
en la solucién de calcio en combinacion con SA.

En la transduccién de la sefial mas temprana la alta
concentracion celular de SA causa generacion de
superoxidos, seguida de un incremento de calcio
citosdlico en el cultivo de células de tabaco en suspen-
sién (Kawano et al., 1998). Asi, se sugiere la implica-
cion del influjo de CA2* asi como de la generacién de
especies activas del oxigeno (metabolitos de oxigeno
parcialmente reducidos) como componentes de la ruta
de sefializacion de SA.

Las semillas expuestas a GA y 6-BAP mostraron
un ligero efecto positivo sobre la germinacién de las
semillas (25 y 17% mas que el control); ademas, todas

Table 4. Seed germination, seedling growth, and biomass accumulation obtained from papaya seed previously chemoprimed in the
solution indicated. (seedlings n=30, 14 d at 29+3°C under 16 h photoperiod).

Cuadro 4. Germinacién de semillas, crecimiento de plantulas, y acumulacién de biomasa obtenida a partir de semillas de papaya

previamente preacondicionada con compuestos quimicos en la solucién indicada. (plantulas n=30, 14 d a 293 °C bajo

fotoperiodo de 16 h).

Germination (%)

Length (mm)

Biomass dry weight (mg)

Treatment (1=25) Ty, (d)
Seedling Stem Root Seedling Stem Root

Un-treated 32b 1030 a 630 a 400 a 68.7 a 24.1a 473 a 5
SA 107*M 58 a 560 b 320 ¢ 230 b 56.9 a 21.2a 35.6a 4
CaCl, 107°M 55a 600 b 350 be 240 b 52.7a 19.5a 33.1a 4
SA 107*M plus

CaCl, 10° M 54 a 760 b 420 b 340 ab 62.5a 25.8a 36.6 a 4
MSD 13.1 0.2 0.1 0.1 28.1 15.9 8.8

SA, salicylic acid; CaCl,, calcium chloride « SA, dcido salicilico; CaCl,; cloruro de calcio.

Table 5. Seed germination, seedling growth, and biomass accumulation obtained from papaya seed previously chemoprimed in the
solution indicated. (seedlings n=30, 14 d at 29+3°C under 16 h photoperiod).

Cuadro 5. Germinacion de semillas, crecimiento de plintulas, y acumulacién de biomasa obtenida a partir de semillas de papaya

previamente preacondicionadas con compuestos quimicos en la solucién indicada. (plantulas n=30, 14 d a 29+3 °C bajo

fotoperiodo de 16 h).

Germination (%) Fresh weight (mg)

Dry weight (mg)

Treatment (1=25) Ty, (d)
Seedling Stem Root Seedling Stem Root

Un-treated 52.0b 570 a 400 b 160 a 50.9 a 37.6 b 13.2b 6

AG; 10°M 65.3a 680 a 430 b 240 a 58.7a 39.8 ab 18.8 ab 4

6 BAP 107°M 60.9 a 850 a 650 a 200 a 60.8 a 509 a 13.2b 4

ABA 107°M 47.5b 580 a 320b 250 a 57.1a 39.5b 17.5a 4

DMS 7.0 0.3 0.2 0.1 13.3 11.1 4.2

AG;, gibberellic acid; 6 BAP, 6-Bencylaminopurine, ABA, abscisic acid « AG,, 4cido giberélico; 6 BAP, 6-Bencylaminopurina; ABA, 4cido

abscisico.
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germination, which is uncommon. In general,
gibberellic acid increased the percentage and rate of
seed germination in all cultivars and in the case of
papaya, Bhattacharya and Khuspe (2001) demonstrated
that gibberellic acid improved seed germination in all
cultivars tested.

The potential performance of seeds during seed
germination and development can be different among
lots of seeds according to their physiological quality or
deterioration condition, and their ability to withstand a
wide variety of experimental conditions (Sung ez al.,
2008).

Germination was promoted by all the commercial
products tested; however, Agromil S® and Biozyme
pp® promoted the maxima germination (73 and 70%
more than the corresponding untreated seeds). All of
them caused reduction by 48 h of T, (Table 6); but, it
is important to recall that the hydroprimed seed
germinated 250 % more than the corresponding untreated
seeds (Table 1).

CONCLUSIONS

Applying our hydropriming technique, the papaya
seed germination performance is significantly restored.
Conceptually simple, it is based on essential variables
involved in the seed functions. It is economical and
technically practical. In addition, valuable information
was considered concerning seed expressions that take
place beyond the germination process, the early seedling
development. How the seed expressions can be enhanced
by inorganic and organic chemical compounds was
shown. It is posible that our procedures could become
techniques performed to satisfy the needs of both seed
producers and farmers that demand the guaranty to
acquire high quality papaya seed.
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Table 6. Seed germination, seedling growth, and biomass accumulation obtained from papaya

las soluciones evaluadas generaron un incremento en
la velocidad de germinacién (T,)) (Cuadro 5). Bassel
et al., (2008) analizaron la transicion de la semilla a la
plantula, la cual es inducida por la germinacién me-
diante el uso de un programa transcripcional de
germinacién, toda vez que se trata de un proceso com-
plejo que se inicia con la imhibicién y culmina con
emergencia radicular. Los mecanismos moleculares de
regulacion génica (Pino er al., 2007; Sreenivasulu et
al., 2008) determinan la sintesis, transporte y sefializa-
cién entre hormonas en los que estdn implicados el
acido giberélico, el 4cido abscicico y sus complejos
(proteinas insensibles al dcido abscicico, receptor de
giberelinas GID1 A, fitocromo- y la regulacién del
metabolismo del 4cido abscisico medrada por
giberilinals. Ogawa er al. (2003) identificaron varias
transcripciones, de las cuales una gran cantidad se
modifica al contacto con AG exdgeno. Amaral da Sil-
va et al. (2005) observaron que las giberelinas inhibieron
la germinacion de la semilla de café (Coffea arabica
cv. Rubi), que es poco comin. Generalmente, el dcido
giberélico increment6 el porcentaje y la tasa de
germinacién en todos los cultivos y Bhattacharya and
Khuspe (2001) demostraron que el acido giberélico
mejord la capacidad de germinacion de las semillas de
todos los cultivos de papaya evaluados.

El desempefio potencial de las semillas durante su
etapa de germinacioén y desarrollo puede variar entre
los lotes de semillas en funcion de su calidad fisioldgi-
ca o de su grado de deterioro, asi como de su capaci-
dad para soportar una gran variedad de condiciones
experimentales (Sung et al., 2008).

Todos los compuestos estimuladores comerciales
de la germinacion evaluados estimularon la germinacion;
sin embargo, la mayor se obtuvo con Agromil S® y
Biozyme PP® (73 y 70% mas que la obtenida en las
semillas no tratadas). Todos causaron reduccion alre-
dedor de las 48 h de T, (Cuadro 6); no obstante, cabe
destacar que las semillas preacondicionadas con agua
germinaron 250% mas que aquellas que no se sometie-
ron a tratamiento (Cuadro 1).

seed previously chemoprimed in the

solution of commercial germination enhancer indicated. (seedlings n=30, 14 d at 29+3°C under 16 h photoperiod).
Cuadro 6. Germinacion de semillas, crecimiento de plintulas, y acumulacion de biomasa obtenida a partir de semillas de papaya
previamente preacondicionadas con compuestos quimicos en la solucién indicada del potenciador comercial de germinacion.

Germination (%) Length (mm) Fresh weight (mg) Dry weight (mg) T.
Treatment (n=25) 50
Stem Root Seedling Stem Root Seedling Stem Root

Un-treated 33b 22a 14a 690 a 520 a 160 a 72.4 a 67.1a 72a 5
Agromil S 57 a 2.0b 09a 550 b 460 a 80 b 71.6 a 65.4a 6.2a 3
Biozyme PP 56 a 2.0b 09a 560 b 470 a 90 b 68.7 a 61.2a 75a 3
Germiboost 47 a 20b 1.6a 550 b 460 a 90 b 69.5 a 63.0 a 6.4a 3
DMS 3.110% 0.2 1.2 0.1 0.1 0.1 9.8 6.7 3.5
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