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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE TOMATE (Solanum L.
seccion Lycopersicon) CONSERVADO Ex Situ EN CUBA
UTILIZANDO PRUEBA In Vitro PARA PREDECIR

LAS RESPUESTAS A ALTAS TEMPERATURAS

Marilyn Florido®, Marta Alvarez, Regla M. Lara, Dagmara Plana,

C. Moyay A. Caballero

ABSTRACT. Thisresearch work was conducted with theaim
of evaluating thermotol erance at tissuelevel in arepresentative
sample of ex situ preserved tomato (Solanum L. section
Lycopersicon subsection Lycopersicon) germplasm in Cuba,
besidesidentifying the most tolerant accessionsto be used in
plant breeding programs. Thus, cell viability was measured by
reducing tetrazolium salt to formazan through dehydrogenase
enzymeactionin 122 tomato accessions, which were classified
for their thermotol erance, taking into account threewell known
controls: Nagcarlang, Amaliaand AN-104-1. Concerning the
ex situ preserved germplasm in Cuba, there are thermotol erant
accessions, mainly from S, lycopersicumvar. Cerasiformeand
S. pimpinellifollium, that can be employed in plant breeding
programs, to obtain good-behaving varieties and hybrids
under these conditions.
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INTRODUCCION

Las altas temperaturas afectan el desarrollo de las
plantas de tomate, causando serios dafios en las estruc-
turas reproductivas, lo que trae como consecuencia defi-
ciencias en el cuajado de los frutos y disminucion de la
produccién (1). Es por ello que estas condiciones consti-
tuyen uno de los factores mas importantes que inciden
en la baja produccion de tomate en ambientes tropicales (2),
efecto que se multiplica si coincide con periodos lluvio-
sos en los que se incrementa la incidencia de las enfer-
medades fungosas y el cancer bacteriano (3).

La capacidad de adquirir termotolerancia en plantas
ocurre en condiciones naturales y es un componente de
la tolerancia al calor en condiciones de campo.
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RESUMEN. El presentetrabajo se desarroll6 con € objetivo
deevaluar latoleranciaa calor anivel detegjido en unamuestra
representativa del germoplasma de tomate (Solanum L. sec-
cion Lycopersicon subseccion Lycopersicon) conservado ex
situ en Cuba e identificar las accesiones mas tolerantes para
su empleo en los programas de mejoramiento genético. Para
elo, semidié laviabilidad celular por reduccion del cloruro de
trifenil tetrazolio a formazan mediante la accion de enzimas
deshidrogenadas en 122 accesiones de tomate, que se clasifi-
caron por su toleranciaal calor atendiendo atres controles de
comportamiento conocido: Nagcarlang, Amaliay AN-104-1.
Se pudo comprobar que en €l germoplasmaque se conservaex
situ en Cubaexisten accesionestolerantesal calor, fundamen-
talmente de S. lycopersicum variedad Cerasiforme y S.
pimpinellifollium, que pueden ser explotadas en los progra-
mas de mejoramiento genético, para obtener variedades e
hibridos con buen comportamiento en estas condiciones.

Palabrasclave: viabilidad celular, toleranciaal calor, tomate,
evaluacion

En los Ultimos afios, varios ensayos relacionados
con el estrés al calor han recibido atencion considerable,
para cuantificar el nivel de termotolerancia celular adquiri-
da en plantas, siendo la prueba de la viabilidad celular
(VC) una de las mas estudiadas, medida por la reduccion
del 2,3,5 cloruro de trifenil tetrazolio (4, 5, 6).

Este método asocia la adaptacion al estrés con la
viabilidad celular y evalla la cadena de transporte elec-
tronico mitocondrial, basado en el principio de la reduc-
cion de la sal de tetrazolio a formazan por accion de las
enzimas respiratorias deshidrogenasas. Este ha sido
ampliamente utilizado como estimado de la
termotolerancia celular en plantas. Asi, ya se ha aplicado
este procedimiento, para evaluar las diferencias en el grado
de tolerancia al calor en accesiones de trigo, pitahayay
girasol (4, 6, 7). lgualmente, otros lo utilizaron para deter-
minar la viabilidad en callos de cafia de azdcar someti-
dos a estrés salino (8) y, ademas, para evaluar dafios por
sequia en maiz y algodon (9, 10). Sin embargo, no se
han encontrado informes de su uso en el monitoreo de la
tolerancia al calor en tomate.
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Es por ello que se desarroll6 el presente trabajo, con
el objetivo de evaluar la tolerancia al calor mediante la
valoracion in vitro de la viabilidad celular, en una muestra
representativa de germoplasma de tomate (Solanum L.
seccion Lycopersicon) conservado en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 sobre una muestra de
germoplasma de la coleccion de tomate (Solanum L. sec-
cion Lycopersicon subseccién Lycopersicon) conservado ex
situ en el pais, integrada por diferentes especies (Tabla ),
donde se incluyeron variedades, lineas, prospeccionesy
especies silvestres, 48 de ellas procedentes de la colec-
cién de trabajo del INCA, 47 del banco de germoplasma
del Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agri-
cultura Tropical (INIFAT) y 27 de la coleccién de trabajo
de la Estacion Experimental “La Mayora” del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas de Espafia (CSIC).
Estas accesiones representan el 14,28 % de las presen-
tes en la coleccion nacional, pues en total se cuenta con
854 accesiones (11).

Para el andlisis de VVC por reduccion del cloruro de
2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC), se tomaron muestras al azar
de la segunda hoja verdadera de las diferentes accesio-
nes en estudio y se les extrajeron tres discos de aproxi-
madamente 45 mm de didmetro. Los discos de hojas se
ubicaron en viales de 10 mL que contenian 100 uL de
agua destilada, para evitar la deshidratacién del tejido.
Se colocaron seis viales a 43°C durante 90 minutos en
bafio de Maria termostatado, mientras los seis viales con-
troles se mantuvieron a 25°C.

Posterior al tratamiento térmico, a las diferentes mues-
tras se les afiadié 2 mL de soluciéon de TTC (0,8 % m/v
disueltos en tampdn fosfato 0,05 M pH 7,4y 0,5 mL.L™* de
TWEEN-20), que fueron infiltrados en el tejido con ayuda de
una bomba de vacio, aproximadamente durante dos minu-
tos, considerandose infiltrados cuando permanecieron en el
fondo del vial después de realizado el vacio. Acontinuacion,
estos se taparon y ubicaron en total oscuridad a 25°C toda
una noche. Al dia siguiente, la solucion se drend y los dis-
cos foliares se removieron y enjuagaron con agua destilada.
Seguidamente, se les agreg6 2,5 mL de etanol al 95 %,
para extraer el formazan producido por reduccién del TTCy
los tubos se retornaron a la oscuridad por 24 h a 25°C.

Tabla I. NUomero de accesiones por especie y clasificacién de la muestra de germoplasma estudiada

de acuerdo con su procedencia

Especie Total Introduccién  Hibridacién  Seleccion Colecta Origen

S. lycopersicum 90 36 33 11 10 Cuba, Espafia, EEUU,
Taiwan, Canad4, Brasil,
Italia, Irédn

S. lycopersicum var. Cerasiforme 17 10 7 Cuba, Pert, México,
Ecuador, Bolivia, Filipinas

S. pimpinellifollium 11 10 1 Cuba, Pert, México,
Ecuador

S. habrochaites 1 1 Pert

S. peruvianum 2 2 Peru

S. pennellii 1 1 Peru

Para su desarrollo, se pregerminaron semillas de las
122 accesiones de tomate en placas de Petri con agua
destilada hasta la emergencia de las radiculas. Poste-
riormente, estas se transfirieron a cepellones de 196
alveolos de 30 cm?® de capacidad, que contenian una
mezcla de cachaza: zeolita y suelo Ferralitico Rojo
compactado (12) en proporcion 1:2:1, a razon de seis
plantas por accesion, mediante un disefio completamen-
te aleatorizado. Los cepellones se ubicaron en cuartos
de crecimiento a temperatura controlada de 25 + 2°C,
humedad relativa del 80 %, fotoperiodo de 16/8 h luz/
oscuridad e intensidad de luz de 200 pmol fotones.m?.s™.

Alos 15 dias después de germinadas las plantulas,
se tomaron al azar muestras de hojas que se transporta-
ron al laboratorio para realizarles el andlisis de viabilidad
celular correspondiente. Para el andlisis se escogio la
temperatura que mejor diferenciacion presento en evalua-
ciones previas de VC, efectuadas con diferentes trata-
mientos de calor en los cultivares Nagcarlang y Campbell-28
(datos no mostrados). Estos ensayos se realizaron dos
veces en el tiempo.
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La cantidad de formazéan se determiné en un
espectrofotdmetro a 530 nm (Zuzi UV 4200) y la VC por
el porcentaje de reduccion del TTC a formazan, utilizando
la férmula descrita a tal efecto (4):

VC (%)= DO estrés x 100
DO control

Donde:

DO estrés: densidad dptica de tratamientos de estrés
(43°C durante 90 min.) a 530 nm

DO control: densidad 6ptica de tratamientos controles
(25°C durante 90 min.) a 530 nm.

Los datos de VC (%) se procesaron tomando los
valores promedio y el intervalo de confianza para cada
accesion, que se clasificaron de acuerdo con las clases
establecidas en base a los intervalos de confianza de
tres controles de comportamiento conocido.

Como control tolerante se utilizé la accesioén
Nagcarlang, de reconocida tolerancia al calor por sus al-
tos porcentajes de fructificacidn, la respuesta fisiologica
a este estrés y sus elevados valores de viabilidad del
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polen (13); como control intermedio se utilizé la variedad
Amalia, obtenida por programa de mejoramiento genético
en el INCA, la cual presenta tolerancia intermedia al ca-
lor, mientras la variedad AN-104-1, recientemente intro-
ducida, se emple6 como control susceptible, por presen-
tar poca adaptacion al clima cubano, asi como valores
bajos de germinacion y fertilizacion del grano de polen (3).

Se formaron tres clases, cuyos limites se estable-
cieron segun los intervalos de confianza correspondien-
tes a los tres controles seleccionados y se adicionaron
nuevas clases, para ubicar las accesiones cuyos valores
guedaban fuera de los intervalos de confianza de los con-
troles, lo que permitié realizar la clasificacion de las 122
accesiones, ubicdndolas de acuerdo con sus intervalos
de confianza para el caracter VC en las clases pre-esta-
blecidas para estos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de VC por reduccion del TTC mostro dife-
rencias apreciables en las tres accesiones escogidas
como controles (Nagcarlang, Amalia y AN-104-1), em-
pleando sus intervalos de variacion para la formacion de
las clases 1, 3y 5 (Tabla Il), y credndose tres clases
nuevas (2, 4y 6), con el fin de abarcar todo el rango de
variacion del caracter para las 122 accesiones en estudio.

La clase 2 quedd6 conformada por 45 accesiones,
donde se incluyeron las de S. lycopersicum variedad
Cerasiforme y S. pimpinellifollium, asi como algunas
prospecciones realizadas en el pais, que presentaron
caracteristicas intermedias entre las accesiones de las
clases 1y 3.

En la clase 3 se ubicaron conjuntamente con la
variedad Amalia, 34 accesiones de S. lycopersicum,
entre las que se encontraron Sapo Grande, variedad
local de Holguin, asi como A-32-1, L-10-3, Lignon,
INCA-17, INCA-9(1) y Mariela, obtenidas en diferentes
programas de mejoramiento genético del pais y que
presentan adaptacion intermedia a las condiciones tro-
picales (3, 14, 15).

Laclase 4 quedd representada por 21 accesiones,
donde se incluyeron las variedades INCA-33, Campbell-
28, HC-3880 y MP-1, mientras la clase 5 se formd por
13 accesiones con comportamiento similar a la AN-104-1.
De igual forma, las variedades CC-2781, Ciudad Real,
MP-1 y Santa Clara se ubicaron en esta clase, la que
presentd susceptibilidad al calor evaluado por este mé-
todo, solo superada por la accesién C-28, procedente
de la Estacion Experimental “La Mayora” de Mélaga,
Espafia, que se ubicé en la clase 6, por presentar el
mas bajo valor de VC.

Tabla Il. Rango de variacién de VC y nimero de accesiones en las diferentes clases formadas a partir

delos controles utilizados

Controles Rango de variacion (%) Clase No. accesiones Nivel detolerancia
Nagcarlang 76,01-85,79 1 7 Tolerante
70,66-76,00 2 45 Medianamente tolerante
Amalia 57,29-70,65 3 35 Intermedia
54,92-57,28 4 21 M edianamente susceptible
AN-104-1 47,83-54,91 5 13 Susceptible
Menor de 54,90 6 1 Muy susceptible

De acuerdo con los resultados, solo 24 accesiones
no pudieron ser clasificadas estrictamente en una clase
(Tabla 111), ya que por sus intervalos de confianza abarca-
ron dos clases contiguas; en cambio, las 98 accesiones
restantes (80,33 % de las evaluadas) presentaron una ubi-
cacion definida dentro de las seis clases establecidas.

Como se observa en la Tabla |1, el analisis de VC
por reduccion del TTC mostro diferencias apreciables en
el comportamiento de las accesiones. Este caracter va-
rié entre 38,59-85,79 %, con un valor medio de 66,59 %,
el cual se encuentra en el intervalo de confianza de la
variedad Amalia.

Dentro de las clases formadas se destaca la nimero 1,
compuesta por las accesiones de S. lycopersicum P-1073
y P-1896, Mex-12, P-1634 y P-531 de S. lycopersicum
variedad Cerasiforme y BG-56 de S. pimpinellifollium, que
presentaron porcentajes de VC en el rango de variacion
de la accesion Nagcarlang de reconocida tolerancia al
calor (13).
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Es de destacar que el método de VC evaluado por la
reduccién del TTC a formazan, por accién de las
deshidrogenasas, ha sido ampliamente utilizado, como un
estimado de viabilidad del tejido en las células de las plantas,
paraevaluar la tolerancia al calor en cultivos como trigo, girasol
y pitahaya (4, 6, 7), dafios por frio en plantulas de arroz (16) y
tolerancia a la salinidad en cafia de azUcar (8); en cambio, no
se han encontrado estudios de VC relacionados con el
monitoreo de la tolerancia a estrés ambientales en tomate.

Estos resultados demuestran que la prueba de VC,
medida a través del método de reduccion del TTC, puede
ser de gran ayuda en el monitoreo del germoplasma de
tomate, para detectar accesiones con tolerancia al calor
en el cultivo, siempre y cuando exista correspondencia
entre estos y los estudios a nivel de planta completa, y
confirmaron que existen aun fuentes de tolerancia al ca-
lor en el germoplasma de tomate, sobre todo en accesio-
nes pertenecientes a S. lycopersicum variedad
Cerasiforme y S. pimpinellifollium, que no han sido ex-
plotadas para incrementar el grado de tolerancia al calor
de las variedades comerciales que se utilizan actualmente.
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Tabla lll. Valores de VC en las 122 accesiones estudiadas

Accesion C(%)xIC VC (%) tIC

P-531 83,87 + 192 1 CC-1-289-648 67,67 + 1,03 3
Mex-12 83,40 + 145 1 C-14 67,47 + 136 3
Nagcarlang 80,94 + 1,69 1 CC-1710 67,44 + 186 3
P-1634 80,28 + 1,53 1 Ac.1159 67,15 + 1,41 3
BG-67 79,27 + 1,16 1 Rossoll 66,95 + 1,31 3
P-1073 79,26 + 1,79 1 CC-395 66,84 + 187 3
P-1896 77,54 + 131 1 Inca-17 66,72 + 151 3
M ex-103 77,19 + 1,18 2* Lignon 66,46 + 144 3
Tropical M-10 77,06 + 1,74 2% Inca-9(1) 66,17 + 1,39 3
P-1441 76,80 + 1,96 2% CC-692 66,12 + 1,68 3
P-809-B 76,14 + 112 2 Summerset-V F 66,11 + 222 3
CL1131-0-0-38-4-0 75,93 + 171 2 Placero-Chileno 65,86 + 210 3
CL11D-0-2-1 75,84 + 210 2% C-47 65,60 + 2,50 3
PE-64 75,66 + 0,96 2 CC-1752 65,41 + 187 3
Ac.1000 75,41 + 122 2 A-32-1 65,16 + 2,03 3
CC-172 75,41 + 120 2 CC-370 64,76 + 134 3
L. pimpinellifollium 74,92 + 1,02 2 Amalia 64,52 + 1,88 3
Mex-121-A 74,61 + 1,37 2 Imperial 64,41 + 1,68 3
Cimarrén mejorado 74,52 + 081 2 CC-1788 63,90 + 201 3
West Virgin 74,49 + 122 2 Mariela 63,81 + 2,26 3
ES-90 74,43 + 121 2 Somaclén-37 63,79 + 136 3
P-1410 73,96 + 1,76 2 P-1030 63,46 + 2,05 3
BG-90 73,77 + 1,37 2 CC-86 63,33 + 1,56 3
CC-1-289-y-500 73,67 + 186 2 HC-7880 63,15 + 1,17 3
P-931 73,62 + 127 2 C-18 63,03 + 149 3
CL1131-0-0-7-2-9 73,48 + 140 2 Jumbo 62,35 + 169 4*
LA-2807 73,16 + 1,34 2 Floradel 62,10 + 1,43 4*
Cimarrén 3 73,07 + 1,06 2 Roma 61,88 + 1,94 4*
LA-2871 72,84 + 2,14 2 Tropic 61,67 + 1,34 4*
Cimarroén Inifat 72,84 + 143 2 Inca-33 61,38 + 224 4*
CC-521 72,70 + 1,79 2 C-53 60,55 + 3,26 4*
CC-85PA 72,61 + 1,78 2 3c 60,34 + 1,16 4
PE-2 72,55 + 1,02 2 CC-1926 60,21 + 1,18 4
P-1476 72,47 + 163 2 Campbell-28 59,90 + 145 4
CC-189 72,40 + 136 2 Criollo Quivicén 59,52 + 164 4
CC-283 72,23 + 153 2 HC-3880 59,39 + 131 4
CC-1611-c 71,83 + 1,01 2 C-26 58,98 + 2,30 4
Otawa-30 71,58 + 0,76 2 H-2653-91 58,06 + 184 4
Ciapan 31-5 71,28 + 061 2 AN-52-1 58,02 + 186 4
New Y orker 71,25 + 0,78 2 C-63 57,83 + 244 4
Silvestre 4 71,18 + 0,80 2 L-35 57,51 + 1,27 4
PE-62 71,14 + 2,82 2* 1B 57,12 + 1,24 4
LA-716 70,97 + 1,14 2% M elvis negro 56,52 + 1,46 4
PE-10 70,45 + 101 2 Puro-812 55,86 + 0,92 4
P-306 70,37 + 123 2 Sunny C 55,58 + 0,67 4
P-1216 70,26 + 222 2% MP-1 53,89 + 134 4*
PE-15 70,26 + 1,55 2* Ciudad Real 53,85 + 1,37 5
BG-140 70,17 + 1,03 2 NC-NBR-2 53,27 + 1528 5
pP-271 70,10 + 1,39 2 4A 53,15 + 155 5
CC-321 70,05 + 118 2 Inifat-28 53,06 + 113 5
pP-787 70,04 + 1,53 2* Virginia 52,37 + 1,57 5
Placero-Habana 69,98 + 1,49 2% AN-87-1 51,96 + 1,74 5
Rilia 69,73 + 1,16 3 CC-2781 51,55 + 1,02 5
Epcu-2 69,54 + 1,12 3 NC-NBR-1 51,36 + 1,32 5
M armande verde 69,54 + 1,12 3 AN-104-1 50,97 + 1,20 5
Sapo Grande 69,50 + 1,16 3 Santa Clara 49,84 + 1,35 5
PE-39 69,39 + 125 3 Atlético 49,79 + 0,99 5
CC-310 69,09 + 131 3 Cc-27 49,57 + 1,05 5
CL143-0-10-3-0-1-10 68,76 + 168 3 9A 49,20 + 137 5
Ontario-7710 67,78 + 1,96 3 C-28 40,32 + 1,73 6
L-10-3 67,69 + 149 3 Media 66,59 + 1,17 3
Sub Artic Plenty 67,68 + 1,68 3

Intervalo de confianza (IC): Nagcarlang (79,25-82,63 %); Amalia (62,64-64,52 %); = AN-104-1 (49,77-52,17 %),
Nivel de Significacién p<0,05 *: accesiones que pueden estar incluidas en dos clases contiguas de acuerdo a su IC
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