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EFECTO DEL ESTRES HIDRICO SIMULADO
CON PEG 6000 EN LA GERMINACION EN TOMATE
(Solanum seccidén Lycopersicon)

Effect of water stress simulated with PEG 6000 on tomato seed
germination (Solanum section Lycopersicon)

Marilyn Florido™, Lourdes Bao?, Regla M. Lara’, Yaniel Castro’,
Rosa Acosta' y Marta Alvarez'

ABSTRACT. In the current investigation, the drought stress RESUMEN. En el presente trabajo se evalud la tolerancia

tolerance was evaluated on seed germination of 27 tomato al estrés hidrico en 27 accesiones de tomate durante la etapa
accessions. This study was carry out first on two tomato de germinacion. El estudio se efectué primeramente en
accessions contrasting (Ciapan 31-5 and Campbell-28) dos accesiones contrastantes (Ciapan 31-5 y Campbell-28)

subjected to different polyethylenglycol (PEG 6000) sometidas a diferentes tratamientos de polietilenglicol-6000
treatments (0,25; 0,5; 0,75 and 1 MPa), including a control (PEG 6000) (0,25; 0,5; 0,75 y 1 MPa), incluyendo un
treatment with distilled water. The results showed that the tratamiento control con agua destilada. Los resultados

percentage of germination decreased with the increase mostraron que el porcentaje de germinacion disminuy6 con
of the osmotic potential from -0,5 MPa. This potential el incremento del potencial osmético a partir de -0,5 MPa.
was used to evaluate the sample of germplasm composed Este potencial se utilizd para evaluar la muestra de
of 27 accessions. A different response was obtained in the germoplasma compuesta por 27 accesiones. Se obtuvo una

behavior of the accessions against simulated water stress respuesta diferenciada en el comportamiento de las accesiones
with PEG-6000, being the accessions Ciapan-31-5, Rilia, frente al estrés hidrico simulado con PEG-6000, siendo las
Mex-121 A, Rojo Veracruz, LA-2128 and LA-1255 those accesiones Ciapan-31-5, Rilia, Mex-121 A, Rojo Veracruz,

that presented higher percentages of germination in these LA-2128 y LA-1255 las que presentaron mayores porcentajes
conditions. These accessions can be used as progenitors to de germinacion en estas condiciones. Estas accesiones pueden
increase tolerance to water stress in this phase of the crop. ser utilizadas como progenitores para incrementar la tolerancia

al estrés hidrico en esta fase del cultivo.
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INTRODUCCION La mayoria de los cultivos, incluyendo el tomate

(Solanum lycopersium L.) son sensibles al estrés

El cambio climatico tiene un impacto negativoen  hidrico en diferentes fases de desarrollo, desde la

la produccion agricola. En este sentido, se sugiere  germinacion hasta el cuajado de los frutos (5). La
que casi el 90 % de la superficie terrestre mundial se  germinacion, es la etapa esencial en el crecimiento y
ve afectada por factores de estrés abidticos en algin  desarrollo de las plantas, pues una buena germinacion
momento a lo largo del periodo de crecimiento (1),  puede garantizar el rapido establecimiento y
siendo el estrés hidrico critico para el desarrollo y  uniformidad de los cultivos (6). Es por ello que resulta
productividad de los cultivos (2,3), de ahi que en el de gran importancia que las semillas sean capaces
futuro, una de las alternativas sera cultivar especies de germinar rapida y uniformemente en diferentes

tolerantes a condiciones desfavorables (1,4). condiciones ambientales, sobretodo, si el cultivo se

establece por la siembra de semillas directamente
! Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Gaveta postal No.1, en el campo en lugar de utilizar los trasplantes. En
San Jos¢ de las Lajas. Mayabeque, Cuba. CP 32700 condiciones 6ptimas de germinacion, la mayoria de
2 Facultad de Biologia, Universidad de la Habana las semillas de tomate germinan de 2-5 dias (7).
= mflorido@inca.edu.cu Sin embargo, en condiciones de estrés hidrico,
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la germinacién se retrasa o es completamente inhibida
producto de alteraciones durante la imbibicion de la
semilla y/o la activacion de procesos metabdlicos
como la rehidratacidon, mecanismos de reparaciény la
emision de la radicula. Estas alteraciones dependen
de la intensidad y la duracion de estrés, asi como el
fondo genético de la semilla (8-10).

Es por ello que se han empleado diversos métodos
para identificar genotipos tolerantes al déficit hidrico
durante la etapa de germinacién (11). En este sentido,
las técnicas de seleccion in vitro que involucran el
uso del polietilenglicol (PEG) para inducir estrés
osmatico son de las mas utilizadas para el tamizaje
de genotipos y estudiar el estrés hidrico en diversos
cultivos (11-16). Varios informes han demostrado
que estos procedimientos son confiables para la
seleccion de genotipos deseables, asi como para
estudiar en detalle el estrés hidrico en plantas (17,18).
La identificaciéon de genotipos de tomate que pueden
resistir condiciones de sequia es vital para aumentar
la produccion del cultivo y esto solo se puede lograr
explorando el germoplasma tolerante a la sequia en
tomate.

Teniendo en cuenta lo anterior se realiz6 el
presente trabajo con el objetivo de evaluar el efecto
del estrés hidrico simulado con polietilenglicol-6000
(PEG 6000) en la germinacion del tomate para
seleccionar genotipos tolerantes a la sequia y su
empleo en futuros programas de mejoramiento
genético.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente trabajo se
utilizaron semillas de dos accesiones de tomate
con diferente grado de tolerancia al estrés hidrico
(Solanum lycopersicum cv. Campbell-28, cultivar
comercial y Ciapan 31-5, accesion tolerante, de
S. pimpinellifolium L. ambas accesiones pertenecen
a la coleccién de trabajo del germoplasma de tomate
conservado en el Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA). Las semillas se desinfectaron
durante 5 minutos con hipoclorito de sodio (3 % v/v) y
posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada
y se ubicaron en placas petri (10,5 x 0,8 cm) con 10
mL de soluciones de PEG 6000 (PEG) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Alemania) para simular
el estrés hidrico, con papel de filtro (Whatman 42)
como soporte.

El déficit hidrico se provocd con cinco
niveles de potencial osmético (control; -0,25;
-0,5; -0,76 y -1,0 MPa), que se obtuvieron a
partir de diferentes concentraciones de PEG.
El control fue con agua destilada (sin PEG) y para el
resto de los potenciales osmaticos las concentraciones
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de PEG se calcularon segun la ecuacién de Michel y
Kaufman (19).

(Ws)=- (1,18 x 10-2) C — (1,18 x 10-4) C? + (2,67 x
10-4) CT + (8,39 x 10-7) C?T

donde: Ws potencial osmético (MPa)
C: Concentracion de PEG-6000 (g kg™ H,O)
T: Temperatura (°C).

Se utilizaron tres placas petri por tratamiento,
y estas se colocaron en una camara de crecimiento
a una temperatura de 25+2 °C, un fotoperiodo de
16/8 (luz/oscuridad) y una intensidad luminosa
de 150 pmol m?2 s™'. El experimento se repitio tres
veces en el tiempo.

Para evaluar el porcentaje de germinacioén de las
semillas se efectuaron recuentos diarios del numero
de semillas germinadas durante 15 dias a partir de su
introduccion en la camara de crecimiento. Las semillas
se consideraron germinadas cuando presentaron una
emisioén de 2 mm de radicula a través de la cubierta
seminal (germinacién sensu stricto).

A los datos obtenidos se le realiz6 un ANOVA de
clasificacion simple, modelo efectos fijos. Las diferencias
significativas entre las medias de los diferentes
tratamientos se verificaron por la prueba de Tukey HSD
al 95 %. Los procesamientos de datos se realizaron
en el paquete de programas SPSS versiéon 21.0
sobre Windows.

Una vezrealizado el andlisis con las dos accesiones
contrastantes se procedio a evaluar la germinacion
en 27 accesiones de tomate pertenecientes a la
coleccion de trabajo del INCA (Tabla I). Para ello se
evalud el porcentaje de germinacion y el promedio
de dias que estas demoraron en alcanzar el 50 %
de germinacion (G50). Se utilizaron solamente los
tratamientos control y el de potencial osmético que
mayor divergencia mostré en el analisis anterior.

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto del estrés hidrico inducido por PEG
en el porcentaje de germinacién de las accesiones
Campbell-28 y Ciapan 31-5 se presenta en las
Figuras 1y 2. Los resultados muestran un 100 % de
germinacién para el tratamiento control en ambas
accesiones, lo que demuestra uniformidad y calidad
de las semillas utilizadas en el estudio. En este caso,
a los tres dias germind aproximadamente el 71 % de
las semillas de la accesion tolerante, mientras que
Campbell-28 solo presentd un 49 % de germinacion,
lograndose el 100 % de semillas germinadas a los seis
dias en ambas accesiones (Figura 2).

Similar comportamiento presentaron
las semillas expuestas a potencial osmoético
de -0,25MPa. Sin embargo, a potenciales osmaticos
superiores se observd una disminucion significativa
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Tabla |. Accesiones utilizadas en el estudio

y su origen
Accesion Especie Origen
1. Amalia S. lycopersicum Cuba
2. AN-104-1 S. lycopersicum Espana
3. Campbell-28 S. lycopersicum EUA
4. CI-1131-00-7-2-0-9 S. lycopersicum Taiwan
5. Claudia S. lycopersicum Cuba
6. CO-7040 S. lycopersicum Cuba
7. Lignon S. lycopersicum Cuba
8. Mara S. lycopersicum Cuba
9. Mariela S. lycopersicum Cuba
10. Mayle S. lycopersicum Cuba
11. Mercy S. lycopersicum Cuba
12. Rilia S. lycopersicum Cuba
13. Roma S. lycopersicum Italia
14. Santa Clara S. lycopersicum EUA
15. Tropic S. lycopersicum EUA
16 Vyta S. lycopersicum Cuba
17 Yaily S. lycopersicum Cuba
S. lycopersicum o
18. Nagcarlang var. Cerasiforme Filipinas
19. LA-2807 8- ycopersicum Bolivia
var. Cerasiforme
20. LA2871 . lycopersicum Bolivia
var. Cerasiforme
21. P-531 8- ycopersicum Cuba
var. Cer§151f0rme
22. Ciapan 31-5 Ppimpin %llifo lium México
23. Mex-121-A . Meéxico
plmpm%[llfolmm
24. Rojo Veracruz R, Meéxico
pimpinellifolium
25. LA-0094 S. habrochaites Peru
26. LA-1255 S. habrochaites Pera
27. LA-2128 S. habrochaites Peru
120 A
a a
100 +
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m -
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0

del porcentaje de germinacion con el aumento
de las concentraciones de PEG empleadas.
Realmente, el estrés hidrico simulado con PEG solo
supero el G50 con potenciales hidricos de hasta-0,5 MPa,
a partir de este potencial ninguna de las dos accesiones
logré alcanzar un 50 % de germinacion (Figura 1). Es
de destacar que a este potencial osmético (-0,5 MPa)
se presentaron diferencias significativas con respecto
al control en Campbell-28, no asi en la accesion
Ciapan-31-5, lo que indica que posee un mayor grado
de tolerancia al estrés hidrico. En ambas accesiones
se prolongo el tiempo de germinacion, siendo menor
en Ciapan 31-5 (Figura 2).

La disminucion del porcentaje de germinacion
con incrementos del potencial hidrico puede deberse
a cambios en los procesos metabdlicos y enzimaticos
presentes en las semillas como al desarrollo de
metabolitos inducidos por el estrés en la generacion
de especies reactivas de oxigeno, a una reduccion
de la difusién del agua a través del tegumento y la
absorcion de agua por las semillas que provoca un
déficit de hidratacion (8,20,21).

Diferentes autores sefalan que el estrés hidrico
afecta grandemente el proceso germinativo y sefialan que
la germinacion es la fase critica para el establecimiento y
desarrollo de las plantas, pues garantiza la supervivencia
de éstas (20,22,23). También se informa que el
polietilenglicol resulta un osmolito eficiente para simular
estrés hidrico en los estudios de germinacién, por serun
compuesto inerte y no toxico (12,13).

Una vez conocida la respuesta diferencial frente al
estrés hidrico de las accesiones Campbell-28 y Ciapan 31-5
se procedié a evaluar el porcentaje de germinacién en
la coleccion de trabajo compuesta por 27 accesiones de
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b
b
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0 e :
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Campbell- Campbell- Campbell- Campbell- Campbell-
28 control 28 025 28 -05 28 -075 28 -1Mpa
MPa Mpa Mpa

Ciapan 31- Ciapan 31- Ciapan 31- Ciapan 31- Ciapan 31-
5 control 5025 S -05Mpa 5-075 5-1Mpa
MPa Mpa

Figura 1. Efecto del estrés hidrico inducido por diferentes concentraciones de PEG 6000 en el porcentaje
de germinacion de las semillas de las accesiones Campbell 28 y Ciapan 31-5
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Figura 2. Efecto del estrés hidrico inducido por diferentes concentraciones de PEG 6000 en la prolongacién
de la germinacion de las semillas de las accesiones Campbell 28 y Ciapan 31-5

tomate. Paraello se utilizé el potencial osméticode -0,5 MPa,
pues potenciales superiores inhibian este proceso.

Como se observa en la Tabla II no se mostraron
diferencias significativas para los porcentajes de
germinacion y dias a alcanzar el 50 % de germinacion
en el tratamiento control, o que indica que las semillas
utilizadas en el estudio presentaban buena calidad
fisiolégica. Todas las accesiones mostraron porcentajes
de germinacién superiores al 98 % y lograron el 50 %
de germinacion antes de los cuatro dias. Sin embargo,
cuando las semillas se trataron con PEG se presentaron
diferencias significativas para estos indicadores.

En condiciones de estrés simulado con
PEG 6000 se incremento el tiempo de germinacion de
todas las accesiones y se observé una disminucion
del porcentaje de germinacién en la mayoria de
ellas; solo dos accesiones Ciapan-31-5 y LA-1255 de
S. pimpinellifolium 'y S. peruvianum, respectivamente,
no mostraron afectaciones para este caracter. Con
respecto a los dias a la germinacion se puede observar
que ‘Ciapan-31-5, ‘Mex-121 A, ‘LA-2871", ‘LA-1255’
y ‘LA-2128’ fueron las que demoraron menos dias en
lograr un 50 % de germinacion, mientras ‘Santa Clara’
fue la de peor comportamiento inferior, seguida de ‘CO-
7040’ y ‘Mercy’, que demoraron aproximadamente 10
dias para lograr un 50 % de germinacion. Asimismo, las
accesiones mas tolerantes fueron ‘Rilia’, ‘Ciapan-31-5’,
‘Mex-121 A, ‘Rojo Veracruz', ‘LA-2871’, ‘LA-1255" y
‘LA-2128’, las que presentaron los mayores porcentajes
de germinacion, mientras que ‘Santa Clara’ y ‘CO-
7040’, solo lograron 58,67 y 60 % de germinacion,
respectivamente. Los genotipos ‘Tropic’, ‘Mercy’,
‘Mayle’ y ‘AN-104-1’, presentaron afectaciones de
aproximadamente el 30 % de la germinacion, con
respecto al control. Es de destacar los altos porcentajes
de germinacién encontrados en las accesiones de
S. pimpinellifolium, especie que presenta tolerancia al
déficit hidrico (7).
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La reduccion del porcentaje de germinacién en
presencia de estrés hidrico simulado con PEG-600
también ha sido informada en el cultivo por diversos
autores (11,13,24). Se ha encontrado similar respuesta
en trigo (3,14,25,26), cebada (27), caupi (15),
maiz (28), canola (29) y otros. Al respecto, se informa
que la menor afectaciéon en la germinacion de las
semillas de una accesion con respecto a la otra,
ofrece ventajas para un establecimiento, crecimiento y
desarrollo efectivo de sus plantulas en condiciones de
déficit hidrico (3,21). Estos autores indican la utilidad
potencial que pueden tener estos indicadores en la
seleccion de materiales tolerantes a la sequia, aspecto
de gran importancia, pues los éxitos de la evaluacion
de la tolerancia al estrés hidrico en campo son bajos y
muy variables, debido a la alta influencia ambiental (7);
por lo que los métodos de laboratorio constituyen una
opcién valida para discriminar genotipos en etapas
tempranas de los programas de mejora. En tal sentido,
se ha indicado que uno de los métodos mas difundidos
para determinar la tolerancia de las plantas al estrés
hidrico es la observacion de la capacidad germinativa
de las semillas en esas condiciones (14,21,26).

Los resultados obtenidos se corresponden con
los encontrados por diversos autores en el cultivo (5,9)
quienes sefalan que la mayoria de los cultivares
comerciales de tomate son sensibles a este estrés
durante esta etapa. Sin embargo, las fuentes de
la tolerancia se han identificado en las especies
silvestres, incluyendo S. pennelliiy S. pimpinellifolium,
fundamentalmente (7), pueden ser de gran ayuda en
futuros programas de mejoramiento genético. Es por
ello, que el buen desempefio durante la germinacion es
importante para garantizar el establecimiento de plantas
de cultivo rapido y uniforme (8,30).
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Tabla Il. Porcentaje de germinacién final y tiempo en lograr el 50 % de germinacién (G50) de las accesiones

de tomate en condiciones de estrés

Concentracion de PEG

0 MPa 0,5 MPa

G50 Germinacion (%) G50 Germinacion (%)
1. Amalia 2,00 100,00 6,82 defg 89,33 bede
2. AN-104-1 3,11 99,33 7,59 gh 70,00 j
3. Campbell-28 2,99 100,00 5,17 be 82,12 efgh
4. Cl-1131-00-7-2-0-9 3,29 98,67 8,96 hij 74,00 hij
5. Claudia 2,56 100,00 6,08 cd 78,67 ghij
6. CO-7040 2,47 100,00 10,36 jk 60,00 k
7. Lignon 3,28 99,33 6,04 cd 84,00 cdef
8. Mara 2,09 100,00 6,16 cdef 90,67 bcde
9. Mariela 2,32 100,00 5,95 cd 90,00 bede
10. Mayle 2,41 100,00 7,92 ghi 72,67 ij
11. Mercy 2,65 100,00 9,53 jk 70,67 j
12. Rilia 2,67 99,33 7,51 efg 92,00 abc
13. Roma 2,25 100,00 6,09 cde 88,00 bedef
14. Santa Clara 3,73 100,00 10,65 k 58,67 k
15. Tropic 3,68 98,67 9,03 ij 70,00 j
16 Vyta 2,43 100,00 8,05 ghi 82,67 defg
17 Yaily 2,31 100,00 5,72 cd 91,33 bed
18. Nagcarlang 2,20 100,00 7,08 defg 89,33 bede
19. LA-2807 2,83 100,00 9,88 jk 80,00 fghi
20. LA2871 2,91 100,00 4,92 abc 90,00 bede
21.P-531 3,20 100,00 7,57 fgh 89,33 bede
22. Ciapan 31-5 1,81 100,00 3,77 ab 100,00 a
23. Mex-121-A 2,00 100,00 4,19 ab 96,00 ab
24. Rojo Veracruz 3,20 100,00 5,16 be 94,67 ab
25. LA-0094 3,18 100,00 6,77 defg 87,33 bedef
26. LA-1255 2,06 100,00 3,63a 100,00 a
27.LA-2128 2,19 98,67 4,93 abc 95,33 ab
Media 2,66 ns 99,78 ns 6,88 83,88 **k

Letras iguales no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey (a< 0,05)

En este estudio se demostré que existen fuentes
potenciales de tolerancia al déficit hidrico durante
la germinacion en las accesiones estudiadas,
las que pueden ser utilizadas como progenitores
en futuros programas de mejora con este fin,
por lo que el monitoreo de la tolerancia al estrés hidrico
en esta fase puede ser Util para evitar las pérdidas que
se producen en condiciones de déficit hidrico (31).

CONCLUSIONES

¢ El estrés hidrico simulado con PEG-6000 afecta la
germinacion de las semillas de tomate desde potenciales
osmoéticos de -0,5 MPa. Mientras que potenciales
superiores inhibieron la germinacion de las semillas.

¢ Se observd una respuesta diferenciada de las
diferentes accesiones frente al estrés hidrico. Las
accesiones ‘Rilia’, ‘Ciapan-31-5’, ‘Mex-121 A,
‘Rojo Veracruz, ‘LA-2871", ‘LA-1255" y ‘LA-2128’
presentaron los mayores porcentajes de germinacion
en estas condiciones, por lo que pueden ser utilizadas
como progenitores en futuros programas de mejora.
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¢ Se evidencia la utilidad del PEG-6000 para la
seleccion de materiales tolerantes al déficit hidrico en
las etapas tempranas de los programas de mejora.
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