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In Vitro evaluation of phospholipids effect on germination
of tomato seeds (Lycopersicon esculentum Mill)
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ABSTRACT. The effect of a mixture of natural phospholipids
applied as substrate on filter paper on in vitro germination
of tomato seeds of three varieties (Amalia, Campbell 28
and Vita) was evaluated. In all cases, an inducing effect
on the radicular growth of seedlings derived from newly
germinated seeds, given by lengths of radicles significantly
higher in treated groups compared to controls were
showed. Althought hypocotyles maxims longitudes were
higher in this group with respect to control, no statistical
difference in this growth indicator were evidenced. There
was not homogeneous behavior in terms of percentages of
germination. These results demonstrate the potential use of
these compounds as inducers of radicles growth plant and
are the first obtained in Cuba on the exogenous application
of phospholipids as roots bio-stimulants, opening a new way
to study the biological roles of these biomolecules and its
exogenous application in economic and social impact crops.
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INTRODUCCION

En Cuba, el cultivo del tomate constituye una
prioridad del sector agricola, por constituir una de
las hortalizas de mayor consumo por la poblacion

Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA) Apartado 10,
San Jos¢ de las Lajas; Mayabeque, Cuba.

51 oriela@censa.edu.cu

RESUMEN. Se evaluo el efecto de unamezcla de fosfolipidos
de origen natural, aplicados como sustrato en papel de filtro,
sobre la germinacion in vitro de semillas de tres cultivares de
tomate (Amalia, Campbell 28 y Vita). En todos los casos se
evidenci6 un efecto inductor sobre el crecimiento radicular
de las plantulas de las semillas recién germinadas, dados por
longitudes de radiculas significativamente superiores en los
grupos tratados con bajas concentraciones con respecto a
los controles. Aunque se observaron longitudes méaximas de
hipocotilos superiores en este grupo con respecto al control,
no existieron diferencias estadisticamente significativas en
este indicador del crecimiento. En cuanto a los porcentajes de
germinacién no hubo un comportamiento homogéneo. Los
resultados demuestran las potencialidades del uso de estos
compuestos como inductores del crecimiento radicular en
plantas y constituyen los primeros obtenidos en Cuba sobre
la aplicacion exdgena de fosfolipidos como bioestimulantes
de raices; abriendo un nuevo camino para el estudio de las
funciones biologicas de estas biomoléculas, asi como de
su aplicacion exogena en cultivos de impacto econémico
y social.

Palabras clave: crecimiento, germinacion, hipocotilos,
plantas

y una importante fuente de materia prima para la
industria como renglén exportable (1). Desde hace
algunos afios, se vienen introduciendo en este
cultivo, el uso de biofertilizantes y bioestimulantes del
crecimiento vegetal, resaltando con buenos resultados
los brasinoesteroides y sus analogos (2), el uso de
bacterias rizosféricas del género Azotobacter (3),
el humus liquido (4), entre otros. Sin embargo, la
disponibilidad de estos productos no cubre toda la
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demanda actual de los productores. Por esta razon, la
busqueda de productos bioactivos que favorezcan la
obtencién de los incrementos productivos requeridos,
constituye una prioridad en la investigacion en este
sector. Por otra parte, investigaciones recientes
apuntan al estudio de los fosfolipidos y lisofosfolipidos
como una nueva clase de reguladores del crecimiento
en plantas, debido a las evidencias cientificas que
muestran que estos compuestos y las enzimas que
participan en su catabolismo (fosfolipasas), juegan un
importante papel en el crecimiento y desarrollo de las
plantas y en la respuesta de estas a los diferentes tipos
de estrés (bidtico y abidtico) a los que estan sometidas,
resaltandose que las fosfolipasas A, C y D, algunos
lisofosfolipidos y el acido fosfatidico, son componentes
clave de las rutas de sefalizacion de lipidos en las
células vegetales que determinan el destino celular
(5). Desde hace algunos afios, a nivel internacional,
han tomado auge investigaciones basicas, para el
esclarecimiento de las funciones bioldgicas de estos
compuestos en las células vegetales, asi como su
implicacion en el desarrollo y crecimiento de las
plantas (6), e investigaciones aplicadas relacionadas
con su uso para mejorar el rendimiento y calidad de las
producciones agricolas (7, 8, 9, 10). No obstante estas
evidencias, existe poca informacion disponible sobre el
efecto de fosfolipidos aplicados exdgenamente sobre la
germinacion, el crecimiento y el desarrollo de las plantas
(5), por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de fosfolipidos, aplicados exégenamente, sobre
la germinacién de semillas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon semillas de tomate de tres cultivares
(Amalia, Campbell 28 y Vita) provenientes del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Se evaluaron
suspensiones acuosas de mezclas de fosfolipidos
purificados de fuente natural con una composicion
mayoritaria de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina,
y presencia de otros fosfolipidos como esfingomielina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol
y lisofosfatidilcolina, caracterizados previamente por
cromatografia de placa delgada (11).

El disefio experimental consistio en la evaluacion
de la germinacion in vitro sobre placas Petri a un
grupo control y tres grupos tratados (tres réplicas
por grupo). Se realiz6 la siembra de 30 semillas
por placa empleando papel de filiro como sustrato
humectado con 5 mL de agua (grupo control) o con
suspensiones de fosfolipidos a concentraciones de
0,1; 1y 10 mg mL" (grupos tratados). Se realizo
observacion diaria durante los siete dias de duracion
de la prueba para la determinacion del nimero
de semillas germinadas, tomando como indicador
de germinacion cuando la longitud de la radicula
sobrepaso los 2 mm de longitud. Trascurrido este

tiempo se realizd medicién directa de las longitudes de
las radiculas e hipocotilos de cada semilla germinada
para cada uno de los grupos, asi como conteo de
numeros de hojas verdaderas por plantula. Se realiz6
el calculo de los porcentajes de germinacion (G) a los
siete dias (12). Los datos experimentales obtenidos
se procesaron estadisticamente mediante un analisis
de varianza de clasificacion simple, y las medias se
compararon mediante la prueba de comparacion de
rangos multiples de Duncan, a una probabilidad de
error al 5 % (p<0,05), usando el paquete estadistico
SAS 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados (Tablas I, II y III) demostraron
que la mezcla evaluada no tuvo un efecto significativo
sobre la germinacién en los grupos tratados con
bajas concentraciones con respecto a los controles,
excepto en el cultivar Amalia para una concentracién
de 1 mg mL". Sin embargo, los grupos tratados
con altas concentraciones mostraron inhibicion del
proceso germinativo que difirieron estadisticamente
de los controles, mostrando una relacion inversamente
proporcional entre los porcentajes de germinacion (G)
y la concentracion de fosfolipidos. Estos resultados
apoyan la relacion declarada por algunos autores,
entre el metabolismo de los fosfolipidos y el mecanismo
de accion de las fitohormonas (5, 13), influyendo
en procesos fisiolégicos de las plantas a bajas
concentraciones (14).

Por otra parte, la mezcla evaluada tiene entre
sus componentes mayoritarios la fosfatidilcolina
y la fosfatidiletanolamina que constituyen, a su vez,
los fosfolipidos fundamentales en las membranas
de plantas, a partir de los cuales se forma el acido
fosfatidico, que constituye el principal producto
de degradaciéon enzimatica de estas clases de
fosfatidilfosfolipidos. Se ha demostrado que estos
compuestos juegan un papel fundamental en la
senalizacion del acido abscisico durante el proceso
de germinacion de las semillas (15), lo que corrobora
la estrecha relacion, apuntada anteriormente, entre el
metabolismo y la sefalizacién de estos compuestos
y el mecanismo de accién hormonal en plantas (5).
Aunque en los ultimos afnos ha existido un avance
notable en el conocimiento de las funciones bioldgicas
de los fosfolipidos en las células vegetales, en la
sefalizacion de estos en plantas y la relacion con los
procesos de desarrollo y crecimiento (6, 13, 16), aun
no estan completamente dilucidados los mecanismos
fisiolégicos y todos los roles biologicos de cada una
de las diferentes clases de fosfolipidos en este tipo de
célula. Menos aun, sobre la ventaja del uso exégeno
de estos importantes compuestos, que aunque
promisorio su estudio, como apuntara Cowan, esta
aun en sus inicios (5).
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Tabla I. Resultados de la prueba de germinacién de semillas de tomate cultivar Amalia a los siete dias.

Indicadores evaluados Grupo control

Grupos tratados con fosfolipidos

0,1 mg mL"! 1 mg mL"! 10 mg mL"!
LR (mm) 2348+2.15 34,93 + 2,90 29.86 + 2.82 30,54 +3,85
LMR (mm) 40 60 52 52
LH (mm) 19,67 2,13 17,64 £ 2,13 20,81 £2,23 7,92+ 1.45*
LMH (mm) 36 40 38 16
G (%) 84,38 87,50 67,74%* 43,33%

*: p<0,05 (95 %) significativo

LR: longitud promedio de la radicula, LMR: longitud maxima de la radicula, LH: longitud promedio del hipocotilo, LMH: longitud maxima del

hipocotilo, G: porcentaje de germinacion.

Tabla Il. Resultados de la prueba de germinacién de semillas de tomate cultivar Campbell 28 a los siete

dias.

Indicadores evaluados Grupo control

Grupos tratados con fosfolipidos

0,1 mg mL"! 1 mg mL™! 10 mg mL"!
LR (mm) 34,09 +4.20 4726+ 3,81 4639+ 3,94 * 20,00 = 10,00
LMR (mm) 70,00 120,00 90,00 30,00
LH (mm) 24,27 42,68 28,59+ 1,99 26,49+ 2,31 7,5+25%
LMH (mm) 41,00 55,00 55,00 10,00
G (%) 73,33 60,00 55,68 2,25%

*: p<0,05 (95 %) significativo

LR: longitud promedio de la radicula, LMR: longitud méaxima de la radicula, LH: longitud promedio del hipocotilo, LMH: longitud maxima del hipocotilo,

G: porcentaje de germinacion.

Tabla lll. Resultados de la prueba de germinacién de semillas de tomate cultivar Vita a los siete dias.

Indicadores evaluados Grupo control

Grupos tratados con fosfolipidos

0,1 mg mL"! 1 mg mL"! 10 mg mL™!
LR (mm) 46,37 +3,76 67,78 £ 2,80% 68,68 £2,77%* 43,86+ 5,85
LMR (mm) 90,00 110,00 105,00 70,00
LH (mm) 34,63 £ 1,64 38,75+ 1,36 33,21 +1,34 15,07 £2,48*
LMH (mm) 45,00 55,00 55,00 30,00
G (%) 90,00 87,78 91,11 15,56%

*: p<0,05 (95 %) significativo

LR: longitud promedio de la radicula, LMR: longitud méaxima de la radicula, LH: longitud promedio del hipocotilo, LMH: longitud maxima del hipocotilo,

G: porcentaje de germinacion.

Estos resultados corroboran otros informados en
la literatura que demostraron la relacion que existe
entre los niveles de fosfolipidos de las membranas
de las semillas de tomate, con la calidad y viabilidad
de estas, sin influir directamente en la velocidad de
germinacion, informandose, incluso, pérdidas de
viabilidad relacionadas con la disminucién de los
niveles de fosfatidilcolina, que constituye la clase de
fosfolipidos mayoritaria en este tipo de semillas (17) y
en la mezcla evaluada. Por otra parte, los fosfolipidos
en los sistemas vivos (semillas viables), se convierten
en fuentes de fésforo organico, por la accion de las
fosfolipasas C y D, con implicacién directa en todas
las fases de desarrollo y especialmente en la fase
inicial de germinacion de las semillas y formacién de
las plantulas (18, 19, 20).

Los resultados de las longitudes de la radicula
(LR) como indicador del crecimiento de las plantulas
recién germinadas mostraron, en todos los cultivares,
un aumento estadisticamente significativo en los
grupos tratados a bajas concentraciones, con respecto
alos controles (excepto en el cultivar Amalia para una
concentracién de 1 mg mL™"), mientras que a la mayor
concentracion evaluada no se evidencio afectacion
de este indicador del crecimiento con respecto
a los controles. Otros autores han demostrado la
implicacién de la fosfatidilcolina con el crecimiento
de las raices, confirmando como una mutacion del
gen XIPOTL1 que codifica para la S-adenosil-L-
metionina:fosfoetanolamina N-metiltransferasa que
constituye una enzima critica en la biosintesis de la
fosfatidilcolina, resulta en la afectacién del crecimiento
de las raices primarias y de las células epidérmicas,
debido a muerte celular inducida por disminucion
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del contenido de fosfatidilcolina (16, 21). Por otra
parte, la mezcla evaluada contiene fosfolipidos que
constituyen sustratos de fosfolipasas, especificamente
de la fosfolipasa A, cuya funcién fundamental ha
estado asociada a la regulacion de la liberacion del
acido linoleico para la biosintesis del acido jasménico,
y su implicacion en los procesos de germinacion,
crecimiento de las plantulas, crecimiento mediado por
auxina tales como la expansién celular y la respuesta
a estrés (5), lo que corrobora las potencialidades de
estos compuestos fosfolipidicos como inductores
del crecimiento radicular de las plantulas (16).
Sin embargo, no se observaron diferencias en las
longitudes de los hipocotilos (LH) ni en la presencia
de hojas verdaderas en este nivel de concentracion
con respecto al control.

Otro resultado interesante lo constituye la
demostracién de que altas concentraciones de
fosfolipidos (10 mg mL") provocaron un efecto
inhibitorio sobre la germinacion, y un menor
crecimiento de las plantulas, dado por valores de LH
estadisticamente inferiores con respecto al resto de los
grupos tratados y a los controles, asi como la ausencia
de hojas verdaderas (figura).

A: bajas concentraciones de fosfolipidos (0,1 mg mL™), B: altas
concentraciones de fosfolipidos (10 mg mL™), C: control

Germinacion de semillas de tomate cultivar Amalia
a los siete dias.

Ademas de estos fosfatidilfosfolipidos, que constituyen
sustratos de familias de enzimas fosfolipasas (A, C, D) con
implicacion directa en el destino celular y en los procesos
de desarrollo y crecimiento (6), en la mezcla evaluada estan
presentes otros componentes fosfolipidicos interconvertibles
en otros precursores y segundos mensajeros de gran
importancia en los procesos germinativos, por lo que
constituye un reto en nuestras investigaciones dilucidar el
efecto individual y el mecanismo de accion de cada uno de
los fosfolipidos, el sinergismo o antagonismo de la mezcla
evaluada, asi como el efecto inhibitorio sobre la germinacion
y el crecimiento evidenciado a altos niveles de fosfolipidos.

Estos resultados, aunque constituyen evidencias
preliminares del efecto bioestimulante de la mezcla de
fosfolipidos aplicada exé6genamente, demuestran la
importancia del conocimiento de los niveles requeridos para
lograr el efecto 6ptimo y la importancia de su evaluacion en
los diferentes estadios del desarrollo de las plantas.
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De modo general, se han realizado avances
recientes en el conocimiento del metabolismo
y funciones de los fosfolipidos enddégenos y sus
catabolitos, que muestran que fosfolipidos y fosfolipasas
juegan un papel importante en el desarrollo normal de
la planta y en su respuesta a estrés abidtico y biético.
En comparacién, existe poca informacion disponible
sobre el uso exdégeno de fosfolipidos. Nuevas
evidencias sugieren que estos compuestos aplicados
exdgenamente ejercen profundos efectos sobre el
crecimiento de la planta y nuestros resultados aportan
elementos sobre las posibilidades de uso de estas
sustancias como reguladores del crecimiento vegetal.

CONCLUSIONES

Con estos resultados se puede concluir que la
mezcla de fosfolipidos evaluada posee un efecto
inductor sobre el crecimiento radicular de las plantulas
de las semillas recién germinadas, cuando esta
se aplica como sustrato a bajas concentraciones.
De igual manera no existio efecto significativo
sobre el porcentaje de germinacion y no hubo un
comportamiento homogéneo en este indicador en los
cultivares estudiados. Los resultados demuestran las
potencialidades del uso de estos compuestos como
inductores del crecimiento en plantas.
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