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Resumen

Introduccion. El tomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado uno de los cultivos mas importantes en el mundo.
La mejora genética del tomate ha empleado diferentes métodos para generar variabilidad, la induccién de mutaciones es
una de las técnicas empleadas en la obtencién de variedades mejoradas. El primer paso, en el uso de esta herramienta, es el
estudio de radiosensibilidad para determinar la dosis de irradiacién a emplear. Objetivo. Determinar la radiosensibilidad y
la dosis de rayos gamma de cobalto-60 a emplear en tres variedades de tomate. Materiales y métodos. Esta investigacion
se desarrollé en enero del afio 2020, en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas de Cuba. Se irradiaron con rayos
gamma de Cobalto-60 semillas de tres variedades de tomate, con dosis entre 100 Gy y 900 Gy, con intervalos de dosis de
100 Gy; también se empled un control sin irradiar. Se evaluaron el porcentaje de germinacion, la altura y la sobrevivencia
de las plantulas. Resultados. Se observé que a mayores dosis de irradiacion se redujo la germinacion, la sobrevivencia y la
altura de las pldntulas. Las variedades IDIAP T-7 e IDIAP T-9 redujeron su germinacion a la dosis de 400 Gy y el cultivar
DINA RPs a los 300 Gy. Los genotipos presentaron valores de sobrevivencia por debajo del 50 % a la dosis de 800 Gy. La
reduccién de altura inici6 a la dosis de 200 Gy para la variedad IDIAP T-7, 300 Gy para DINA RPs y 400 Gy para IDIAP
T-9. Conclusién. Las dosis de DL-50 identificadas fueron 692, 588 y 630 Gy y las dosis deGR-50 fueron 407,467 y 380
Gy para las variedades IDIAP T-7, IDIAP T-9 Y DINA RPs, respectivamente. Se selecciond la dosis GR-50 de cada una
de las variedades para el programa de mejora por mutaciones.

Palabras claves: mutacion, irradiacion, variabilidad genética, dosis mutagénica.

Abstract

Introduction. Tomato (Solanum lycopersicum L.) is considered one of the most important crops in the world.
Genetic improvement of tomatoes has employed different methods to generate variability, and mutation the induction
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of mutations is one of the techniques used to obtaining improved varieties. The first step in using this tool is studying
radiosensitivity to determine the irradiation dose to be used. Objective. To determine the radiosensitivity and the dose
of cobalt-60 gamma rays to be used in three tomato varieties. Materials and methods. This research was conducted in
January 2020 at the Instituto Nacional de Ciencias Agricolas of Cuba. Seeds of three tomato varieties were irradiated
with cobalt-60 gamma rays, with doses ranging from 100 Gy to 900 Gy, at intervals of 100 Gy; an unirradiated
control was also used. The percentage of germination, plant height, and seedling survival were evaluated. Results. It
was observed that higher irradiation dose reduced germination, survival, and plant height. The IDIAP T-7 and IDIAP
T-9 varieties reduced germination at a dose of 400 Gy, while the DINA RPs cultivar reduced germination at 300 Gy.
Genotypes showed survival values below 50 % at a dose of 800 Gy. Height reduction began at doses of 200 Gy for
IDIAP T-7, 300 Gy for DINA RPs, and 400 Gy for IDIAP T-9. Conclusion. The DL-50 doses were identified as 692,
588, and 630 Gy, and the GR-50 doses were 407, 467, and 380 Gy for the IDIAP T-7, IDIAP T-9, and DINA RPs
varieties, respectively. The GR-50 dose of each variety was selected for the mutation breeding program.

Keywords: mutation, irradiation, genetic variability, mutagenic dose.

Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado una de las hortalizas mds importantes en el mundo,
debido a su alto valor nutricional y sus multiples usos como alimento fresco, cocido y procesado (Trivedi et al.,
2016) Es una planta modelo de la familia Solanaceae, debido a su ciclo de vida corto, genoma diploide simple y
secuencia de genoma disponible (Just et al., 2013; Ranjan et al., 2012).

La mejora genética del tomate ha empleado diferentes métodos para generar la variabilidad, la induccion de
mutaciones es una de las técnicas empleadas para la obtencion de variedades mejoradas (Ali Zafar et al., 2022;
Villasefior Mir, 2018). La principal ventaja de esta técnica es el menor tiempo requerido para obtener un cultivar
con caracteres mejorados, al compararlo con el proceso de hibridacién y seleccion (Celik & Atak, 2017), ya
que se pueden variar uno o pocos caracteres sin modificar el resto del genotipo (Patil et al., 2017). La radiacion
gamma induce mutaciones por medio de aberraciones estructurales del cromosoma en forma de delecién y
translocacién (Shu et al., 2012). Los rayos gamma tienen ventajas sobre otros agentes mutagénicos, debido a su
facil disponibilidad, mayor grado de penetracién en el tejido vegetal, buena reproducibilidad y elevada frecuencia
de mutaciones (Gruere & Rosegrant, 2008; Laskar & Khan, 2014).

El éxito de la mutagénesis inducida depende del uso de la dosis 6ptima de agentes mutagénicos (Ernest et al.,
2020; Hazra et al., 2021). El uso eficiente de la radiacion gamma para ampliar la variabilidad genética, implica
realizar pruebas que permitan determinar la dosis éptima de irradiacidn, la cual dependerd de las caracteristicas
fisicas del material vegetal (Madriz-Martinez et al., 2022). La dosis Optima del agente mutagénico se determina a
partir de la dosis letal media (DL-50) y reduccién media del crecimiento (GR-50), esta dltima es la dosis que reduce
el crecimiento en un 50 % (Gruere & Rosegrant, 2008; Mudibu et al., 2012).

Este estudio se realiz6 con el objetivo de determinar la radiosensibilidad y dosis 6ptima de irradiacién gamma
de cobalto-60 de tres variedades de tomate.

Materiales y métodos

Esta investigacién se desarrollé en el mes de enero del afio 2020. Semillas de las variedades de tomate IDIAP
T-7,IDIAP T-9 y DINA RPs del Instituto de Innovacién Agropecuaria de Panama (IDIAP) con un 12 % de humedad,
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fueron irradiadas. Como fuente de irradiacion se utiliz6 un irradiador MPX de Cobalto-60 con una potencia de dosis
de 2,463 kGy/h del Centro de Aplicaciones Tecnoldgicas y Desarrollo Nuclear (CEADEN) de Cuba.

Las semillas se irradiaron con dosis de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 y 900 Gy. En el tratamiento
control se utilizaron semillas sin irradiar de cada cultivar, con base en el protocolo de pruebas de radiosensibilidad
descrito por Spencer-Lopes et al. (2021). Al dia siguiente de la irradiacion, se sembraron las semillas en bandejas
de germinacidén de poliestireno expandido de 200 alveolos, con una mezcla de suelo ferralitico rojo (Hernandez-
Jiménez et al., 2019) y humus de lombriz en proporciones de 3:1. Las bandejas se colocaron en un invernadero
tipo tinel del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), San José de las Lajas, provincia de Mayabeque,
Cuba; ubicado a 23°00°08" de latitud norte y 82°08°24” de longitud oeste, a una altitud de 126 m s. n. m., a una
temperatura entre los 25 °C y 28 °C.

Se sembraron veinte semillas por cada tratamiento bajo un disefio completamente aleatorizado con arreglo
factorial con dos factores (cultivares y dosis de irradiacién), diez tratamientos y cuatro repeticiones. El manejo del
semillero se realizé segin el manual técnico del IDIAP (Guerra Murillo et al., 2016).

A los 10 dias después de la siembra (dds), se evalué el porcentaje de germinacion de las semillas y a los 15
dias se midio la altura de las plantulas (mm), los cuales se expresaron como porcentaje del control de cada cultivar.
Se determind, ademads, la sobrevivencia de las plantulas al final del experimento (15 dds).

Analisis estadisticos

A los datos obtenidos se les verificé los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza por las pruebas
de Kolmogorov - Smirnov & Levene y se procesaron mediante un andlisis de varianza tipo III, mediante el
programa estadistico SPSS Statistics versién 22. Las medias se compararon por la prueba de rangos muiiltiples de
Tukey al 5 % de probabilidad y los gréficos se hicieron en el programa OriginPro 2022. La DL-50 y GR-50 se
determinaron con un andlisis probit en base a la sobrevivencia de las plantulas para la DL-50 y en funcién a la altura
de las plantulas para la GR-50 (Postelnicu, 2011).

Resultados
Germinacion de las semillas (10 dds)

Los resultados para la germinacién de las semillas presentaron diferencias altamente significativas (P<0,05)
entre los tres genotipos, las dosis de irradiacion y la interaccién entre ambos factores. En general, en todas las
variedades y dosis estudiadas las semillas iniciaron a germinar a los 5 dias después de sembradas. Los tres controles
sin irradiar presentaron valores de germinacion por encima del 97 %.

Se observé una disminucién de la germinacién con el incremento de las dosis de irradiacién gamma en los
tres genotipos evaluados, sin embargo, hubo interacciéon genotipo x dosis, los valores medios indicaron que las
variedades IDIAP T-7 y la IDIAP T-9 redujeron significativamente su germinacioén a la dosis de 400 Gy y la
variedad DINA RPs a los 300 Gy. La germinacion, inicié una reduccion progresiva hasta alcanzar un valor minimo
en la dosis absorbida de 900 Gy con 34 %, 32 % y 24 % en las variedades IDIAP T-9, DINA RPs e IDIAP T-7,
respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de la radiacién gamma de cobalto-60 sobre la germinacién de las semillas de tomate en la generacion M1 de las
variedades IDIAP T-7, IDIAP T-9 y DINA RPs. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

Las variedades con diferentes letras indican porcentajes de germinacion significativamente diferentes de acuerdo con la comparacién de
medias de rangos mudiltiples de Tukey (P<0,05).

Figure 1. Effect of cobalt-60 gamma radiation on the germination of tomato seeds in the M1 generation of the IDIAP T-7, IDIAP T-9,
and DINA RPs varieties. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

Varieties with different letters indicate significantly different germination percentages according to Tukey’s multiple range test (P<0.05).

Sobrevivencia de las plantulas (15 dds)

El porcentaje de sobrevivencia de las plantulas presentd diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
para el efecto de las dosis de irradiacion y para la interaccion entre ambos factores. Algunas pldntulas germinadas
a partir de semillas expuestas a radiacion, cesaron su crecimiento y murieron.

La comparacién de medias mostré que, en los tres genotipos, la sobrevivencia disminuyé con el incremento
de la dosis. Los genotipos presentaron valores de sobrevivencia por debajo del 50 % a las dosis de 700 Gy para la
variedad DINA RPs y de 800 Gy para las variedades IDIAP T-7 y la IDIAP T-9 (Figura 2).

Altura de las plantulas (15 dds)

El andlisis de varianza para la variable altura de las pldntulas mostr6 diferencias altamente significativas
(P<0,05) para las dosis de irradiacion, los genotipos y la interaccion entre ambos factores.

Se observaron diferencias entre las variedades irradiadas con diferentes dosis, ya que la altura de las plantulas
se redujo significativamente en la variedad IDIAP T-7 a partir de los 200 Gy, en la variedad DINA RPs a partir de
los 300 Gy y en la variedad IDIAP T-9 a partir de los 400 Gy (Figura 3).

La dosis que redujo la altura de la plantula en un 50 % (GR-50) varié en los tres genotipos. El valor mds alto
para la GR-50 lo present6 la variedad IDIAP T-9 con 467 Gy, seguido de la variedad IDIAP T-7 con 407 Gy y la
variedad DINA RPs con 380Gy. Este tltimo el cultivar fue el mds radiosensible.

El coeficiente de determinacion (R?) fue alto para los tres genotipos, con valores de 0,898, 0,966 y 0,833 para
DINA RPs, IDIAP T-7 e IDIAP T-9, respectivamente (Figura 4).

El andlisis probit para el porcentaje de mortalidad de las plantulas indicé un incremento lineal al aumentar las
dosis en los tres genotipos. Los resultados del R? fueron altos, con valores de 0,9636, 0,8434 y 0,8815 para DINA
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Figura 2. Porcentaje de sobrevivencia de pldntulas de tomate obtenidas a partir de las semillas irradiadas con rayos gamma de

cobalto-60 de las variedades IDIAP T-7, IDIAP T-9 y DINA RPs. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas,
Mayabeque, Cuba. 2020.

Las barras con diferentes letras indican porcentaje de sobrevivencia significativamente diferentes en los genotipos evaluados de acuerdo
con la comparacién de medias de rangos multiples de Tukey (P<0.05).

Figure 2. Percentage of survival of tomato seedlings obtained from seeds irradiated with cobalt-60 gamma rays of the IDIAP T-7,
IDIAP T-9, and DINA RPs varieties. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

Bars with different letters indicate significantly different survival percentages in the evaluated genotypes according to Tukey’s multiple
range test (P<0.05).
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Figura 3. Efecto de la radiaciéon gamma de cobalto-60 sobre la altura de las plantulas de tomate en la generacion M1 de las variedades
IDIAP T-7, IDIAP T-9 y DINA RPs. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

Las variedades con diferentes letras indican alturas de plantulas (mm) significativamente diferentes en las distintas dosis de radiacion
gamma de acuerdo con la comparacién de medias de rangos miiltiples de Tukey(P<0,05).

Figure 3. Effect of cobalt-60 gamma radiation on the height of tomato seedlings in the M1 generation of the IDIAP T-7, IDIAP T-9,
and DINA RPs varieties. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

Varieties with different letters indicate significantly different seedling heights (mm) at different gamma radiation doses according to
Tukey’s multiple range test (P<0.05).

RPs, IDIAP T-7 e IDIAP T-9, respectivamente. La dosis letal media (DL-50) para la variedad IDIAP T-9 fue de 588
Gy, para DINA RPs de 630 Gy y para IDIAP T-7 de 692 Gy (Figura 5).
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Figura 4. Anilisis probit sobre el efecto de la radiacion gamma de cobalto-60 en la altura de las pldntulas de tomate de las variedades
IDIAP T-7, IDIAP T-9 y DINA RPs. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

El punto de interseccion de la linea horizontal y las lineas verticales indica el valor logaritmico de la dosis media de reduccion del
crecimiento.

Figure 4. Probit analysis on the effect of cobalt-60 gamma radiation on the height of tomato seedlings of the IDIAP T-7, IDIAP T-9,
and DINA RPs varieties. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

The intersection point of the horizontal line and the vertical lines indicates the logarithmic value of the median growth reduction dose.
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Figura 5. Andlisis probit sobre el efecto de la radiacién gamma de cobalto-60 en la sobrevivencia de las pldntulas de tomate de las
variedades IDIAP T-7, IDIAP T-9 y DINA RPs. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba.
2020.

El punto de interseccion de la linea horizontal y las lineas verticales indica el valor logaritmico de la dosis letal media.

Figure 5. Probit analysis on the effect of cobalt-60 gamma radiation on the survival of tomato seedlings of IDIAP T-7, IDIAP T-9 and
DINA RPs. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba. 2020.

The point of intersection of the horizontal line and the vertical lines indicates the logarithmic value of the median lethal doses.
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Discusion

Los resultados del presente estudio mostraron la interaccion cultivar-dosis de radiacién, asi como una
disminucion de los pardmetros evaluados con el incremento de las dosis. Algunos autores reportaron resultados
similares en el cultivo de tomate (Hazra et al., 2022; Norfadzrin, 2007) y otros cultivos (Ahumada-Flores et al.,
2020; Hernandez-Mufioz et al., 2017; Iglesias-Andreu et al., 2010; Kon et al., 2007)

El efecto reductor sobre la germinacion, la sobrevivencia y la altura de las pldntulas, como resultado de la
exposicion a la radiacién gamma, podria deberse a varias razones, ya que la irradiacion gamma causa algunas
lesiones que dan como resultado una reduccion en la germinacion de las semillas y el desarrollo de fenotipos
aberrantes, debido a una composicidon genética alterada (Ali Zafar et al., 2022). Estudios realizados en otros
cultivos, indicaron que una disminucién en la germinacién podia deberse a lesiones cromosémicas después de
eventos mitdticos anormales provocados por la radiosensibilidad de las células vegetales, especialmente a dosis
mads altas (Datta, 2009), actividad enzimadtica alterada y bloqueo en la formacién de ADN celular, lo que hace que
el crecimiento de la planta se ralentice o se detenga (Roslim et al., 2015).

Los resultados mostraron que la sobrevivencia y la altura de las pldntulas se afectaron negativamente con el
aumento de la dosis de radiacién gamma. Esto pudo ser debido a dafios en el ADN relacionados con delecciones,
inserciones y traslocaciones de bases que pueden dar lugar a nuevas sustancias que influyen en la inhibicién del
crecimiento e incluso provocar la letalidad (Manova & Gruszka, 2015), y se inducen modificaciones indeseables
de estructuras cromosémicas que inhiben la expresion de genes implicados en el ciclo celular (Saraswathi et al.,
2016). Dosis altas de irradiacién provocan mayores dafios en los cromosomas, lo que reduce la altura de la planta
(Jaipo et al., 2019).

Al analizar la curva generada por el andlisis probit para la mortalidad y la altura de las pldntulas, se observd,
de manera general, que la dosis letal media y la reduccién media de la altura de las plantulas varid entre los tres
genotipos evaluados. Estos resultados corroboran la importancia de determinar la dosis a emplear en cada genotipo.

Las dosis identificadas fueron distintas en las tres variedades estudiadas. Otros estudios han abordado la
temadtica de la variabilidad en los rangos de dosis entre diferentes genotipos y especies vegetales, entre los que se
pueden citar a Kon et al. (2007) en frijol (Vigna sesquipedalis), Pavan Kumar y Venu-Babu (2011) en arroz (Oryza
sativa L..), Murti et al. (2013) en fresas (Fragaria vesca) y Ali Zafar et al. (2022), Peng et al. (2020), Ramirez et al.
(2006) y Sikder et al. (2013) en tomate. Estos estudios indicaron que la DL-50 y la GR-50 son valores especificos
para cada especie, genotipo e incluso tamafio y tipo de tejido irradiado.

Los genotipos estudiados presentaron un rango para la DL-50 de 588 a 692 Gy. Para la GR-50 las dosis
estuvieron comprendidas entre los 380 y 467 Gy, valores que coinciden con los expuestos por otros autores, quienes
han establecido el GR-50 en un rango de dosis en el cultivo de tomate de 450 a 600 Gy y definen las dosis tipicas
en el rango de 200 a 400 G, segtin el genotipo (Brunner, 1995; Spencer-Lopes et al., 2021).

Conclusiones

Se observaron diferencias en la radiosensibilidad de los genotipos evaluados, asi como la reduccién de la
germinacion, la sobrevivencia y la altura de las plantulas por el incremento de las dosis de irradiacion.

Se identificaron las DL-50 de 692, 588 y 630 Gy y las GR-50 de 407, 467 y 380 Gy para las variedades IDIAP
T-7, IDIAP T-9 y DINA RPs, respectivamente, ademads, se selecciond la dosis GR 50 de cada una de las variedades
para el programa de mejora por mutaciones.
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