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RESUMEN

La papa comun, Solanum tuberosum L., es una especie tetraploide (2n=4x=48, 4NBE),
que presenta alrededor de 200 especies emparentadas que constituyen un importante
recurso genético para el mejoramiento heredable. Sin embargo, la mayoria de las
especies silvestres son diploides (2n=2x=24) y, en muchos casos, no es posible
aprovechar directamente este valioso recurso genético pues existen barreras internas
que impiden la hibridacion; entre estas barreras, las poscigéticas son las mas
frecuentes en cruzamientos interploides debido al colapso del endosperma hibrido. Sin
embargo, es posible sobreponer esta dificultad y disponer del “pool” génico silvestre
mediante manipulaciones de ploidia. Por otra parte, algunos autores han puesto
énfasis en la necesidad de realizar una mayor utilizacién de las especies silvestres en
el mejoramiento genético y, en particular, se ha resaltado la gran potencialidad de dos
especies del noroeste argentino, S. spegazzinii y S. gourlayi. En estas y en
numerosas especies de papa, en las cuales hay una extensa superposicion de
caracteres, se ha sefalado la dificultad para establecer limites especificos sobre la
base de conceptos puramente morfolodgicos. El Banco de Germoplasma de la EEA
Balcarce, INTA, dispone de numerosas introducciones de S. spegazzinii y de ambos
citotipos de S. gourlayi (2x y 4x) que se regeneran y evallan periédicamente ex situ,
de las que se desconoce si persisten en sus ambientes naturales. Ademas, en trabajos
previos del Banco, se observd una alta variabilidad morfolégica para poblaciones de
ambas especies provenientes de diferentes Departamentos de la provincia de Salta.
Por ello, para esta tesis se realizaron nuevas colecciones de S. spegazzinii y S.
gourlayi en sitios que coinciden con los de colecciones previas de estas especies.
Ademas, se coleccionaron las especies de S. okadae, S. acaule, S. chacoense, S.
infundibuliforme, S. vernei y S. tuberosum ssp. andigenum; estas especies crecian en
sitios coincidentes y/o proximos a los sitios de coleccidn de las especies de interés. Se
encontraron citotipos tetraploides de S. gourlayi, que no habian sido descriptos para
estos sitios en colecciones previas, se realizaron especulaciones sobre su posible
origen y sobre los fendmenos de hibridacion interespecifica y flujo génico. Por otra
parte, se realizaron cruzamientos dirigidos entre S. spegazzinii, S. gourlayi 2x y 4x,
utilizando tres introducciones por especie y 15 plantas por introduccién. Se
establecieron combinaciones genotipicas intra- e interespecificas, intra- e interploides,
incluyendo también cultivares de la papa comun, en las que se estudié la relacion
polen-estilo/estigma. Se detectaron problemas en la produccién de semilla debido a

inhibicion del crecimiento de los tubos polinicos en diferentes sitios (estigma, primer
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tercio, mitad y segundo tercio del estilo), asi como barreras postcigéticas en
combinaciones en que la relacién polen-estilo/estigma fue normal. Se obtuvo semilla
de cruzamientos S. gourlayi 4x x la papa comun, lo que demuestra la posibilidad de la
incorporacién de germoplasma de esta especie de papa silvestre al pool de la papa
cultivada. Para completar el estudio, se evalud la variabilidad genética de dos
introducciones de las dos especies mencionadas con marcadores AFLP; estas
introducciones representaron los sitios de las colecciones originales, la primera
regeneracion ex situ y las nuevas colecciones realizadas en los mismos sitios después
de 20-30 afos. Las bandas electroforéticas (presencia/ausencia) fueron analizadas
mediante analisis de componentes principales, analisis de agrupamiento y analisis de
la variabilidad molecular. En el analisis molecular, se observd una extensa
superposicion de plantas de las dos especies, lo que se puede atribuir a limitaciones
de los marcadores AFLP para la separacion de estos taxa, o a un posible origen

hibrido de las poblaciones muestreadas.

Palabras Clave: Solanum, especies silvestres, simpatria, flujo génico, variabilidad

genética, barreras a la hibridacion, variabilidad molecular, AFLP.

ABREVIATURAS

ACP: Analisis de Coordenadas Principales
AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo para la longitud de los
fragmentos amplificados)

AMOVA: Analisis de la Varianza Molecular

ARM: Arbol de Recorrido Minimo

CIE: Clausen, Erazzu

GPS: Global Positioning System. (Sistema de posicionamiento global)

NBE: Numero de Balance del Endosperma

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA (Polimorfismo de ADN aleatoriamente
amplificado)

SM: Simple matching (Apareamiento simple)

UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages (Método de
agrupamiento no ponderado con medias aritméticas)

Especies de papa

acl: Solanum acaule

adg: Solanum tuberosum ssp. andigenum
chc: Solanum chacoense

cmm: Solanum commersonii

grl: Solanum gourlayi



ifd: Solanum infundibuliforme

oka: Solanum okadae

spg: Solanum spegazzinii

tbr: Solanum tuberosum ssp. tuberosum
vrn: Solanum vernei

Coleccionistas

Oka: Okada
OL: Okada y Lucarini
ORHL.: Okada, Rahn, Hjerting y Lucarini

Colecciones de Solanum spegazzinii

so:original —OL 4911

sm: primera multiplicacion—OL 4911
sn: nueva-CIE 1581

SO: original- Oka 5662

SM: primera multiplicaciéon - Oka 5662
SN: nueva-CIE 1561

Colecciones de Solanum gourlayi

go: original- OL 4858

gm: primera multiplicacién- OL 4858
gn: nueva- 1575

GM: primera multplicacién- ORHL 4841
GN: nueva-CIE 1572
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ABSTRACT

The common potato, Solanum tuberosum L., is a tetraploid species (2n = 4x = 48,
4EBN) that has about 200 related species which constitute an important genetic
resource for breeding. However, most wild species are diploid (2n = 2x = 24) and, in
many cases, it is not possible to directly exploit this valuable genetic resource due to
the action of internal barriers that prevent hybridization; among these barriers, the post-
zygotic ones are the most common in interploid crosses due to the collapse of the
hybrid endosperm. However, it is possible to overcome this difficulty and to make use
of the wild gene pool through ploidy manipulations. On the other hand, some authors
have emphasized the need for making a greater use of the wild species in breeding
and, in particular, they have highlighted the great potential of two species from
Northwest Argentina, S. spegazzinii and S. gourlayi. In these and other potato species,
in which there is an extensive overlapping of characters, the difficulty in establishing
specific limits on the basis of purely morphological concepts has been pointed out. The
Germplasm Bank of the EEA Balcarce, INTA, has numerous accessions of S.
spegazzinii and both cytotypes (2x and 4x) of S. gourlayi that are periodically ex- situ
regenerated and evaluated, being unknown whether they persist in their natural
environments. Moreover, in previous works carried out at this Bank, a high
morphological variability was observed in populations of both species from different
geographic Departments of Salta province. Therefore, for this thesis, new collections of
S. spegazzinii and S. gourlayi were made in sites that coincided with those of previous
collections of these species. In addition, other potato species, S. okadae, S. acaule, S.
chacoense, S. infundibuliforme, S. vernei and S. tuberosum ssp. andigenum, were
collected; these were growing in sites coincident with the collection sites of the two
species of interest and/or close to them. Tetraploid cytotypes of S. gourlayi were found,
that had not been described in previous collections at the same site; speculations on
their likely origin and the phenomena of interspecific hybridization and gene flow were
made. Moreover, controlled crosses between S. spegazzinii, S. gourlayi 2x and 4x
were carried out, employing three accessions per species and 15 plants per accession.
Both intra- and interspecific, intra- and interploid genotypic combinations were
established, that also included common potato cultivars, to study pollen-stigma/style
interactions. Problems were detected in seed production due to the inhibition of pollen
tubes growth at different sites (stigma, first third, half and second third of the style), as
well as to the action of post-zygotic barriers in combinations with normal pollen-

stigmal/style relationships. Seed were obtained from S. gourlayi 4x x common potato
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crosses, which demonstrates the feasibility of incorporation of germplasm from these
wild species into the cultivated potato pool. To complete the study, the genetic
variability of two accessions of each of the two species was analyzed with AFLP
markers; these accessions represented the original collection sites, the first ex-situ
regeneration and the new collections made at the same sites after 20-30 years.
Electrophoretic bands (presence or absence) were analyzed by principal coordinates
clustering and molecular variance analyses. In the molecular analysis, an extensive
overlapping of plants from the two species was observed, which can be attributed
either to limitations of the AFLP markers for the separation of these taxa, or to a

possible hybrid origin of the sampled populations.

Solanum wild species, sympatry, gene flow, genetic variability, hybridization barriers,

molecular variability, AFLP.



INTRODUCCION GENERAL

La papa comun, Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum (tbr', 2n=4x=48, 4NBE?), es
una especie tetraploide con alrededor de 200 especies emparentadas que constituyen
un importante recurso genético para el mejoramiento heredable (Correll, 1962; Hawkes
y Hjerting, 1969; Hawkes, 1990). Estas especies presentan un gran numero de
caracteristicas de interés agronémico susceptibles de incorporacion a la papa comun
(Huaman et al., 2000; Santini et al., 2000; Davies et al., 2002; Oltmans y Novy, 2002;
Jansky y Peloquin, 2005).

No obstante ello, para la mayoria de las colecciones de especies silvestres de papa
conservadas en bancos de germoplasma a nivel nacional y mundial no se cuenta con
registros sobre los sitios de coleccién, tales como datos climaticos, de suelo, relieve,
flora acompafante. Asimismo, los viajes de coleccibn se han realizado (y
generalmente se realizan) en areas que no han sido previamente exploradas; de ese
modo, no se cuenta con informacién sobre la persistencia de las poblaciones y
especies originalmente muestreadas, ni sobre las modificaciones que pudieran haber
ocurrido tanto en dichas poblaciones como en los ambientes en los que crecian

espontaneamente.

Los datos previamente mencionados pueden brindan importante informacion adicional
para el establecimiento de estrategias de conservacion de germoplasma asi como
para valorar la utilidad de poblaciones (y genotipos dentro de ellas) en el mejoramiento
genético por adaptacion a condiciones particulares de cultivo, como baja disponibilidad
hidrica o tolerancia al frio; ademas, permiten disponer de un punto de referencia de la
condiciones ambientales en un momento dado para evaluar posibles cambios que
pudieran afectar negativamente la persistencia de los recursos genéticos en sus

habitats naturales.

La utilizacion de este germoplasma para ampliar la base genética del cultivo e
incorporar genes de interés constituye un objetivo permanente de los programas de
mejoramiento genético (Ross, 1986; Ortiz, 2001). En general, mediante cruzamientos

dirigidos, es factible incorporar pequefios segmentos cromosémicos de las especies

1 Abreviatura segun Simmonds (1963)

2 Niumero de Balance del Endosperma (Johnston et al., 1980)



silvestres de Solanum, ya que son relativamente faciles de cruzar y no muestran una

diferenciacion cromosdmica muy marcada con las formas tuberosas cultivadas.

Sin embargo, la mayoria de las especies silvestres son diploides (2n=2x=24) y, en
muchos casos, no es posible aprovechar en forma directa este valioso recurso
genético pues existen barreras que actuan impidiendo o restringiendo la hibridacion.
Las barreras pueden ser clasificadas como pre- y poscigoéticas, siendo estas ultimas
las mas frecuentes en cruzamientos interploides, en los que se manifiestan como el
colapso del endosperma hibrido (Camadro y Peloquin, 1981; Grun y Aubertin, 1966;
Johnston y Hanneman, 1980; Masuelli y Camadro, 1997).

Para sobreponer esta dificultad y disponer del “pool” génico de las especies silvestres
de papa para el mejoramiento genético, Mendiburu et al. (1974) desarrollaron el
esquema analitico-sintético, sobre la base del propuesto por Chase (1963) en maiz,
que involucra manipulaciones de ploidia (haploidizaciéon para obtener esporofitos que
presentan el nUmero cromosoémico gamético de la planta madre y poliploidizacion para
incrementar el nUmero de genomios por sobre el esperado tedricamente, debido al
funcionamiento de gametos 2n, que son gametos (odsferas) y gametofitos

(microsporas) con el numero no reducido de cromosomas.

Por otro lado, Ross (1986) resalté el aporte concreto de las especies silvestres de
genes de interés agrondmico en el desarrollo de cultivares de papa. Asi, desde 1954 a
1986 se obtuvieron en Europa 98 variedades de papa con germoplasma de un grupo
de 10 especies silvestres que confirieron resistencia a numerosos patdgenos e
insectos perjudiciales de la papa. Una situacién similar ocurrio en Ameérica del Norte,
en donde 11 especies silvestres aportaron germoplasma para resistencia a factores
adversos en el desarrollo de 124 variedades. Ademas, Ross (1986) expreso la
necesidad de realizar una mayor utilizacion de las especies silvestres en el
mejoramiento genético, y resaltdé la gran potencialidad de un grupo de especies en
particular, en el que se encuentran S. spegazzinii (spg, 2n=2x=24; 2NBE) y S. gourlayi
(grl, 2n=2x=24, 2NBE, y 2n=4x=48, 4NBE), que crecen espontaneamente en el

noroeste argentino (NOA).

Paralelamente, la adecuada caracterizacién y ordenamiento del germoplasma es un

requisito fundamental para hacer un uso eficiente y eficaz de este recurso. En este



sentido, Spooner y van den Berg (1992) observaron la dificultad en establecer limites
definidos entre las especies silvestres de papa sobre la base de conceptos puramente
morfolégicos, ya que existe una extensa superposicidon entre numerosos caracteres
estudiados. Spooner et al. (1995) mostraron que distintos autores difieren en la
interpretacion de los limites y definiciones de ciertos taxa. Asi, se describen o
diferencian especies sobre la base de muy pocos caracteres que, ademas, muestran
gran variabilidad y baja repetibilidad, se especula sobre el origen hibrido de algunas
especies y se dispone de escasa informacion sobre la variabilidad presente dentro y
entre introducciones. El Banco de Germoplasma de Papa y Forrajeras de la EEA
Balcarce, INTA, dispone de numerosas introducciones de spg y de ambos citotipos de
grl de viajes de coleccion realizados en diferentes afios, las que se regeneran
periodicamente y evalian ex situ. En trabajos previos de este Banco, Ispizia (1994)
observé una alta variabilidad morfolégica para poblaciones de spg provenientes de
diferentes Departamentos de Salta y propuso su ubicacion en tres grupos morfolégicos
dado que las plantas presentaban diferencias en varios caracteres. Observaciones
similares sobre la variabilidad morfolégica fueron detectadas en algunas
introducciones de grl que habitualmente se regeneran en el Banco (Clausen, com.
pers., 2001).

Erazzu et al. (1999) observaron relaciones de incompatibilidad polen-pistilo entre y
dentro de los tres grupos morfoldgicos propuestos por Ispizia (1994) y detectaron
barreras precigéticas a la hibridacién tanto en combinaciones genotipicas dentro de
dos de los grupos como entre los tres grupos morfoldgicos; estas barreras consistian

en la detencién de crecimiento de los tubos polinicos en diferentes niveles del pistilo.

Actualmente, por medio de marcadores de tipo bioquimico y/o molecular es posible
realizar estudios que permitan una mejor comprensién de la estructura y variabilidad
genética de las poblaciones, y que contribuyan a la definicion objetiva de limites
especificos, asi como a despejar dudas sobre el posible origen de ciertas

introducciones.



OBJETIVO

Caracterizar genéticamente las poblaciones de especies silvestres spg y grl e
incorporacién de germoplasma silvestre a la papa cultivada para su utilizacion en
programas de mejoramiento genético.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Coleccionar germoplasma de spg y grl en diferentes zonas del NOA.

2. Caracterizar ecolégicamente los habitats de las poblaciones que se coleccionen.

3. Determinar las relaciones de compatibilidad polen pistilo entre spg, grl y tbr.

4. Tamizar por produccién de polen 2n y, eventualmente, odsferas 2n las poblaciones
silvestres diploides de spg y grl , provenientes del bancos de germoplasma de papa

de la EEA Balcarce y nuevas colecciones.

5. Obtener hibridos interespecificos entre genotipos de spg y del citotipo 2x de grl que

produzcan gametos 2n y tbr.

6. Caracterizar molecularmente las poblaciones de spg y grl provenientes del banco

del germoplasma de papa de la EEA Balcarce y nuevas colecciones.

7. Determinar el modo de reproduccion preponderante de las poblaciones

coleccionadas.

HIPOTESIS

1. Las especies spg y grl persisten en los diferentes ambientes del NOA donde fueron

coleccionadas hace mas de 20 afos.

2. Las especies spg, grl y tbr son compatibles en el nivel polen—pistilo.

3. Algunos genotipos de spg y grl producen gametos 2n.



4. Los cruzamientos entre genotipos de spg y grl que producen gametos 2n y tbr
generan hibridos tetraploides.

5. Es posible separar por patrones de bandas electroforéticas para marcadores
moleculares AFLP:

a. las poblaciones de spg y grl
b. las colecciones del banco de germoplasma y las nuevas colecciones de los

mismos sitios.

6. Las poblaciones de spg y grl se reproducen, predominantemente, en forma sexual.



Capitulo 1

PERSISTENCIA DE POBLACIONES DE SOLANUM SPEGAZZINII'Y SOLANUM
GOURLAYI EN SALTA'Y JUJUY Y DESCRIPCION DEL AMBIENTE DE
CRECIMIENTO

INTRODUCCION

La papa comun, Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum (tbr, 2n=4x=48, 4 NBE),
presenta alrededor de 200 especies emparentadas que constituyen un importante
recurso genético para el mejoramiento heredable, dado que presentan un gran numero
de caracteristicas de interés agronémico como resistencia/tolerancia a factores
bidticos y abidticos adversos y de calidad culinaria e industrial (Correll, 1962; Hawkes
y Hjerting, 1969; Hawkes, 1990, Huaman et al., 2000; Santini et al., 2000; Davies et al.,
2002; Oltmans y Novy, 2002; Jansky y Peloquin, 2005).

La importancia de las especies silvestres en el mejoramiento genético de la papa
fue resaltada por Ross (1986), debido a que un gran numero de cultivares europeos y
americanos contienen genes deseables de este germoplasma Por otra parte, este
mismo autor puso énfasis en la necesidad de realizar una mayor utilizaciéon de las
especies silvestres en el mejoramiento genético y resalté la gran potencialidad en ese
sentido de un grupo en particular, en el que se encuentran incluidas las especies

argentinas Solanum spegazzinii Bitt. y S. gourlayi Hawkes.

Solanum spegazzinii (spg, 2n=2x=24, 2NBE) es una especie endémica de las
provincias de Salta, Catamarca y La Rioja, extendiéndose su distribucion hasta la
provincia de San Juan (Hawkes y Hjerting, 1969). Presenta resistencia contra agentes
bidticos adversos tales como Fusarium spp., Synchytrium endobioticum, cierto grado
de resistencia a Phytophtora infestans, Verticillium alboatrum y Globodera (Ross,
1986; Rousselle-Bourgeois; Mugniery, 1995; Rouppe et al., 1997). Ademas, posee
caracteristicas deseables de los tubérculos como bajo contenido de azucares

reductores, que es deseable para el proceso industrial.

Por su parte, Solanum gourlayi (grl, 2n=2x=24, 2NBE y 2n=4x=48, 4NBE), se
distribuye en la Argentina en las provincias de Salta y Jujuy (Clausen y Okada, 1987;

Van den Berg et al., 1998; Clausen et al., 2005). Es fuente de resistencia a Globodera



pallida y Fusarium spp. (Lynch et al., 2003) y presenta bajo contenido de azucares
reductores (Bamberg et al., 1996; Hayes y Thill, 2002). Santini et al. (1976) y Santini et
al. (2000) trabajaron con plantas hibridas de esta especie con la papa comun y con
familias derivadas de haploides de tbr polinizados con polen de spg, grl y S.
chacoense (chc, 2n=2x=24, 2 NBE), en las que detectaron caracteristicas deseables
de los tubérculos como alto rendimiento y buena calidad (materia seca de 21,8% vs.
17-20% informado para tbr por Cacace et al., 1994); buena textura y color de la piel y

profundidad de ojos.

Las dos especies mencionadas ocupan areas de valles intermontanos del NOA
(Hawkes y Hjerting, 1969; Hanneman, 1989). El Banco de Germoplasma de Papa y
Forrajeras de la EEA Balcarce, INTA, dispone de numerosas introducciones de spg y
de ambos citotipos de grl de viajes de coleccion realizados en diferentes afios, las que
se regeneran peridodicamente y evaluan ex situ. En trabajos previos de este Banco,
Ispiztia (1994) observé una alta variabilidad morfolégica para poblaciones de spg
provenientes de diferentes Departamentos de Salta y propuso su ubicaciéon en tres
grupos morfoldgicos dado que las plantas presentaban diferencias en caracteres de
ancho y largo del primer foliolo lateral y del terminal, forma del apice terminal, color de
hoja, color de corola y pubescencia, segun sigue: a) en Quebrada de Escoipe, plantas
con foliolos terminal y 1° foliolo lateral angostos (0,8-1,7 cm), largo del foliolo terminal
y 1° foliolo lateral reducidos (2,8-4,2 cm), apice acuminado, corola purpura y baja
pubescencia; b) en Quebrada Calchaqui, plantas con foliolos terminal y 1° foliolo
lateral anchos (1,5-2,5 cm), foliolo terminal y 1° foliolo lateral de mayor longitud (4,5-7
cm), apice agudo, corola violeta palido con tintes violaceos y acumen blanco, y densa
pubescencia y c) en Quebrada de Belén, plantas con ancho y largo de foliolos terminal
y 1° foliolo lateral similares a los de la Quebrada Calchaqui, con apice agudo, corola
violeta palido y escasa pubescencia; observaciones similares sobre la variabilidad
morfologica fueron detectadas en algunas introducciones de grl que habitualmente se

regeneran en el Banco de Germoplasma de Balcarce (Clausen, com. pers., 2001).

Erazzu et al. (1999) observaron relaciones de incompatibilidad polen-pistilo entre y
dentro de los tres grupos morfoldgicos propuestos por Ispizia (1994) y detectaron
barreras precigéticas a la hibridacion tanto en combinaciones genotipicas dentro de
dos de los grupos como entre los tres grupos morfoldgicos; estas barreras consistian

en la detencion de crecimiento de los tubos polinicos en diferentes niveles del pistilo.



Recientemente, Erazzd y Camadro (2008) informaron sobre el comportamiento
reproductivo inesperado, de acuerdo a la ubicacién taxondmica, de introducciones
morfolégicamente variables de spg y grl en cruzamientos controlados intra- e
interespecificos. De hecho, un alto porcentaje de combinaciones intra- e
intergenotipicas no produjeron semilla (77% en spg, 60% en grl 2x, 66% en hibridos
spg x grl 2x y 84% en hibridos grl 2x x spg, respectivamente) debido a barreras
precigéticas que actuaban en numerosos sitios (estigma, primer tercio, mitad y
segundo tercio del estilo) y presumiblemente barreras postcigéticas dado que un gran

numero de tubos polinicos que fueron observados creciendo entre los 6vulos.

Para el aprovechamiento del germoplasma silvestre en el mejoramiento de la papa
comun se requiere una primera etapa de exploracién y coleccién de las especies en
cuestién, seguida de una segunda etapa de caracterizacién y evaluacién. Para la
conservacion del material coleccionado se pueden utilizar dos estrategias
complementarias: la conservacién ex situ en bancos de germoplasma, cuando las
especies son consideradas de importancia estratégica y/o con riesgo de extincion, y la
conservacion in situ en las zona de origen, en habitats naturales, expuestas a los
procesos de seleccion natural (Maxted et al., 1997). Ademas, la caracterizacion del
ambiente donde las especies silvestres crecen y se reproducen es de sumo interés
para el disefio de las estrategias de conservacion y para la eleccion de progenitores (o
especies parentales) con fines determinados de mejoramiento genético (por ej.

tolerancia a sequia).

En general, para una parte importante de las colecciones de papa a nivel mundial
se carece de registros ambientales de los sitios en los que se desarrollan las
poblaciones muestreadas (por ej. datos climaticos, de relieve, tipo de suelo, flora
acompanante). Ademas, no se dispone de registros sobre la persistencia de las
poblaciones y especies silvestres a través del tiempo en los ambientes naturales. Del
mismo modo, para estas colecciones soélo esporadicamente se ha registrado el
numero de plantas muestreadas y la distancia entre ellas, el (los) propagulos (semilla,
tubérculo, esqueje) muestreado(s) y el nimero de propagulos muestreado por planta.
El registro sistematico de estos datos permitiria disponer de informacion mas amplia
para una mejor valoracion de las colecciones con fines de mejoramiento genético (con
el consecuente aumento de eficiencia y reduccion de costos operativos) y obtencion
de estimaciones mas precisas de riesgo de erosién genética de las poblaciones

muestreadas en los ambientes naturales.



Por otro lado, las intervenciones antrépicas a través de acciones de
aprovechamiento-extraccion-destruccion, desarrollo de infraestructura vial, exceso de
carga animal y sobrepastoreo impactan de modo negativo continuo y creciente en
estos ambientes, conduciendo a su degradacion (Bertonatti y Corcuera, 2000; Vorano
y Vargas Gil, 2002).

Una adecuada caracterizacion y ordenamiento del germoplasma es requisito
fundamental para hacer un uso eficiente y eficaz de este recurso en programas de
mejoramiento genético. El objetivo de este trabajo fue determinar la persistencia in situ
de seis poblaciones de las especies silvestres de papa grl (2x y 4x) y spg que fueron
muestreadas en distintos valles andinos hace mas de 20 afios, que son de interés en
el mejoramiento genético, y describir las caracteristicas de los ambientes naturales en

los que se realicen las nuevas colecciones.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion

El viaje de coleccion se planific6 para el mes de marzo de 2004, teniendo en
cuenta las fechas de colecciones anteriores, por la alta probabilidad de encontrar
plantas con frutos. Se recorrieron los valles andinos donde originalmente fueron
coleccionadas las introducciones de grl y spg que se presentan en el Tabla 1, en valles
aledafnos a las Quebradas de Humahuaca, Jueya y Lipan (Pcia. de Jujuy) y las
Quebradas Calchaqui, del Toro y Escoipe (Pcia. de Salta) entre los 3670 y 2760 m de
altitud.
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Tabla 1: Sitios de coleccion de introducciones de Solanum gourlayi y S. spegazzinii en valles
del NOA disponibles en el Banco de Germopasma de la EEA Balcarce (Okada y
Lucarini, 1973 y Okada, 1974 y 1983 en Clausen y Castafio, 1998)

Sitios de coleccion
0 :é © g T | T (O -
8 g “c E GE) -8 ’(‘“\'g ?; -g -g © 8
2 ] N £ @ 83= = 5E 2o
N o 3 = oo 3 =2 c @
= & g gés | J8x |83
a)
Qbda de 23°30°S-
Oka7588 A* | 48 Jujuy Tilcara Jueya — 65°27°'0 08/04/83
grl Jueya 2700 msnm
Qbda de 23°36'S-
Oka7547 A 48 Jujuy | Tumbaya o . 65°35'0 31/03/83
Lipan — Lipan
3300 msnm
Qbda 24°33’S-
ORHL4841 24 Salta La Poma Calchaqui - 66°12’0 21/03/73
l El Rodeo 3900 msnm
g Rosario | _Qbdadel 24°20'S-
0OL4858 24 Salta Toro - Las 66°05’0 27/03/73
de Lerma
Cuevas 3500 msnm
aviece | g
OL4911 24 Salta | Chicoana P 65°52'0 04/04/73
Cuesta del
. 3340 msnm
spg Obispo
Caﬁ:ﬁgzm- 24°49°S-
Oka5662 24 Salta La Poma ~ 66°10'0 09/04/74
Pefia
. 2620 msnm
Agujereada
@ Coleccionistas: Oka: Okada; OL: Okada y Lucarini; ORHL: Okada, Rahn, Hjerting y Lucarini; P
ndmero cromosémico somatico

Muestreo

Se realizaron registros de altitud, latitud y longitud con un posicionador satelital
(GPS,
originales de descripcion de los sitios donde se habian coleccionado anteriormente las

global positioning system) y altimetro de mano, y se revisaron las notas

introducciones. Se coleccionaron bayas de las introducciones de interés,
considerando la estrategia propuesta por Marshall y Brown (1975) de muestreo de la
diversidad genética. Se tomaron alrededor 50 individuos como numero efectivo
adecuado para cada poblacién y cinco a diez frutos por planta fructificada fueron
coleccionados. Cuando no fue posible coleccionar frutos, se coleccionaron plantulas
y/o tubérculos (Frankel y Hawkes, 1975). Se herborizaron plantas de las especies de

papa silvestres y cultivadas de cada sitio de coleccion, asi como de la flora
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acompanante, y los especimenes se depositaron en el herbario BAL de la EEA
Balcarce, INTA.

Acondicionamiento del material

El material coleccionado como semilla fue tratado segun las normas establecidas
por el Banco de Germoplasma de Papa y Forrajeras de la EEA Balcarce, INTA
(limpieza de bayas, determinaciéon del poder germinativo segun normas ISTA 2003,
secado de semillas con silica gel), y acondicionado en sobres. Si no se disponia de
suficiente semilla en la temporada siguiente se procedié a la regeneraciéon de los
materiales genéticos; la conservacion se realizé en camara a temperatura constante
de 3°C. Las semillas utilizadas en este estudio se conservaron en sobres de papel
hasta la siembra. El material coleccionado como tubérculos o en forma de plantula se
acondiciond en macetas en invernaculo y, a la floracién, se realizaron cruzamientos

controlados para obtencion de semillas.

Muestras de suelo

Se tomaron muestras compuestas de suelo, de alrededor de 3 k, de los primeros
0,20 m de profundidad donde crecian las especies silvestres de papa en los sitios de
muestreo mencionados. Estas fueron analizadas en el Laboratorio de Suelos de la
EEA Balcarce, INTA, por contenido de materia organica, pH, fésforo, conductividad

eléctrica, fracciones de limo, arena, arcilla y gravas.

Recuentos cromosémicos

Se realizaron recuentos cromosoémicos en muestras de 10 a 18 plantas por
introduccion. Las raices de plantulas provenientes de semillas se pre-fijaron en 8
hidroxiquinoleina (0,002M) por 4 h. y se fijaron en etanol: acido acético (3:1v/v) por 24
h. La hidrdlisis se realizé en HCI 1N a 60° C durante 10’. Los apices se tifieron con
fucsina leucobasica (Coleman, 1938) durante 4 h en oscuridad y se aplastaron en

portaobjetos para su observacién en microscopio optico.
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Descripcion del ambiente

Se realizé una recopilacion de informacion para la descripcidn y caracteristicas de
estos ambientes del NOA de Cabrera (1994), Cabrera y Willink (1980), Vorano y
Vargas Gil (2002), Bertonatti y Corcuera, (2000) y Bianchi (1996). En cada sitio
muestreado se realizé la descripcion de la flora acompanante de interés, se
herborizaron plantas para su identificacion, se registré el relieve ocupado por las
plantas de papas, se tomaron fotos de cada sitio, y se recopilaron datos de
temperatura y precipitaciéon de las zonas préximas a cada uno de los sitios (Vorano y
Vargas Gil, 2002); en caso de no contarse con dichos datos, los mismos se estimaron

por la metodologia de Bianchi (1996).

RESULTADOS

ltinerario

Las siguientes provincias y localidades fueron visitadas: a) Salta: Valles
Calchaquies, Cafayate, Cachi, La Poma; Quebrada del Toro, Campo Quijano,
Chicoana; Quebrada de Escoipe, Cuesta del Obispo y b) Jujuy, Tilcara: Quebrada de
Jueya, Purmamarca: Quebrada de Lipan, Humahuaca, Coctaca, Hornillos y San

Salvador de Jujuy (Figura 1).
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Figura 1: Mapa del NOA indicando el recorrido del viaje de coleccion de papas silvestres.

Sitios de coleccion

Los datos de coordenadas y notas de campo se utilizaron para ubicar con gran
precision los sitios de coleccién descriptos de interés aunque, en cada caso, para
ubicar un sitio como proximo o coincidente se analizaron los registros disponibles y
anotaciones del libro “notas de campo” del Banco de Germoplasma (Clausen y
Castafo, 1998). Las notas de la primera coleccién (original) ubicaban con precision la
mayoria de los sitios, aunque en ciertos casos se verificaron divergencias con las
coordenadas y altitudes de referencia registradas o ambigiiedades en las notas de

campo, lo que motivo la visita de varios lugares alternativos hasta que se confirmo la
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ubicacién mas probable. Durante el viaje se coleccionaron muestras de poblaciones
que fueron asignadas a las especies silvestres de papa S. gourlayi, S. spegazzinii; S.
okadae Hawkes et Hjerting (oka), S. acaule Bitter (acl), S. chacoense Bitter, S.
infundibuliforme Phil. (ifd), S vernei Bitter et Wittm. (vrn) y S. tuberosum ssp.

andigenum (Juz. et Buk.) Hawkes (adg).

Entradas coleccionadas

1. Pcia de Salta:
1.1. Quebrada Calchaqui

CIE 1561°. S. spegazzinii, en Departamento La Poma, probable sitio de coleccién de

Oka 5662, 1 km al Norte de Pefia Agujereada, cerca del rio Calchaqui, a ambos lados
de la ruta nacional n°® 40 y a 800 m del km 1248. Latitud 24°49’69 S, longitud 66°09'84
O, altitud 2762 msnm. Se ubicd una poblacion de aproximadamente 500 plantas a
pocos metros de la ruta nacional n°40, sobre ambos costados, en una superficie de 5
por 20 m. en un tipico cono de deyeccion de pendiente 20%, en suelo de escaso
desarrollo. Las plantas no tenian frutos y presentaban un estado vegetativo de apenas
4 a 6 hojas. Se muestrearon 15 tubérculos de cada lado de la ruta, y de cada planta
muestreada se tomdé un duplicado; se herborizaron plantas de esta poblacion. El
aspecto de las plantas se correspondia con el tipo de abundante pubescencia
descripto por Ispizia (1994) Las especies acompafantes fueron: Larrea spp.,
Eupatorium spp., Prosopis ferox, Brea spp., Trichocereus pasacana y otras Cactaceas.
Las plantas de papa se encontraban protegidas del pastoreo y pisoteo por el ganado,

creciendo bajo los arbustos espinosos y cardones (Figura 2).

3 Coleccionistas: Clausen, A. M.: Erazzu, L. E.
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Figura 2: Vista general del sitio de coleccion de CIE 1561

CIE 1566. S. gourlayi, en Departamento La Poma, en La Quesera, cerca del rio
Calchaqui, a ambos lados de la ruta nacional n° 40, junto a una pirca cercana a una
vivienda y creciendo como maleza en un lote sembrado de arvejas. Latitud 24°32’ S -
longitud 66°11’° O, altitud 3645 msnm. Se coleccionaron bayas de alrededor 50 plantas
y se herborizd material; la poblacion, muy abundante, estaba representada por
aproximadamente 500 plantas.

CIE 1567. S. acaule. En el mismo sitio anterior, creciendo junto a una pirca, se
identificé una poblacion representada por pocas plantas (14) de las que se cosecharon

frutos y se herborizé material.
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CIE 1568. S. gourlayi, en Departamento La Poma, en La Quesera, una quebrada
angosta y perpendicular al rio Calchaqui, a 50 m de la ruta nacional n° 40. Latitud
24°32’ 569 S, longitud 66°11°388, altitud 3602 msnm. Se coleccionaron semillas de
alrededor 20 plantas y herborizé6 material, la poblacién era de aproximadamente 500
plantas.

CIE 1569. S. tuberosum ssp. andigenum, astilla rosada; CIE 1570. S. tuberosum ssp.
andigenum, cuarentona; CIE 1571. S. tuberosum ssp. andigenum, Redonda blanca.
Todas en el mismo sitio anterior, se obtuvieron tubérculos de cada una.

CIE 1572. S. gourlayi, en Departamento La Poma, probable sitio de coleccién de Oka

4841, km 1289, a 1,5 km de El Rodeo, entre la Quesera y El Rodeo, a ambos lados del
camino, muy comun. Latitud 24°31’ 972 S, longitud 66°11°279 O, altitud 3672 msnm.
La quebrada en este sitio se transforma en un angosto desfiladero con altas laderas a
ambos lados que enmarcan el rio paralelo a la ruta nacional n°® 40. Se coleccionaron
bayas de 5 plantas y tubérculos de 30 plantas, herborizandose material. La poblacion
consistia de aproximadamente 500 plantas; los tubérculos muestreados
correspondieron a 15 plantas del lado del rio paralelo al camino y 15 plantas del lado
de la ladera opuesta; en ambos lugares se tomaron muestras duplicadas. Las
especies acompafantes eran: Satureja parvifolia (Phil.) Epling (muha-mufia),
Baccharis grisebachii Hieron., Cortaderia rudiuscula Stapf, Mutisia kurtzii R.E.Fr. var.
anomala (Lillo) Cabrera, Stipa spp., Festuca spp., Baccharis ulicina Hook. & Arn. El
ambiente se caracteriza por ser mas humedo que el entorno debido al reparo de las
laderas que determinan la configuracion de un lugar sombreado y al aporte adicional
de agua dado por el relieve. El suelo presenta mayor desarrollo, alrededor 20 cm de
profundidad por aporte aluvional dado que por alli bajan quebradas humedas hacia la
Quebrada Calchaqui. La precipitacién y temperatura se encuentran fuertemente
influenciadas por el relieve del sitio que provoca un escurrimiento superficial y mayor

aporte hidrico lo que posibilita un mayor desarrollo y nimero de especies (Figura 3).
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Figura 3: Vista general del sitio de coleccion de CIE 1572

1.2. Quebrada del Toro

CIE 1575. S. gourlayi, en Departamento Rosario de Lerma, probable sitio de colecciéon

de Oka 4858, 6 km al NO de Las Cuevas, sobre ruta nacional n°® 51, en sentido a San
Antonio de los Cobres, a 4-5 m, lado derecho de la ruta. Latitud 24°20° 74 S, longitud
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66°03'64 O, altitud 3500 msnm. Se coleccionaron tubérculos de las 11 plantas que
representaban esta poblacién y se herborizé material. Algunas plantas de papa
estaban comidas por el ganado, y los foliolos se presentaban glaucos y carnosos. Las
especies acompanantes eran: Senecio spp. y otra vegetacidon acompafnante seca que
no pudo identificarse. El relieve estaba enmarcado por una ladera empinada de
pedregullo suelto donde las piedras de mayor tamafio formaban receptaculos que
contenian al suelo donde crecian las plantas de papa. El cono donde se encontraban
las plantas tiene una dimension aproximada de 10 m de alto y 7 m de ancho, con

pendiente de 60%, por lo que predominaban la infiltracion y escurrimiento superficial,

determinando una baja acumulacion de humedad en el suelo (Figura 4).

Figura 4: Vista general del sitio de coleccion CIE 1575

1.3. Quebrada de Escoipe

En la misma hay un cambio de ambiente importante con respecto a las quebradas
descriptas previamente, con mayor aporte hidrico y desarrollo de vegetacién. CIE

1578. S. spegazzinii, en Departamento Chicoana, km 62 de la ruta nacional n® 33, en
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una curva, al lado izquierdo de la ruta hacia Chicoana. Latitud 25°11°162 S, longitud
65°51°20 O, altitud 3272 msnm. Se coleccionaron bayas de dos plantas, habia una
sola planta en flor, y la poblaciéon era de aproximadamente 50 plantas. Se herborizdé
una planta. La poblaciéon crecia en un cono con suelo descubierto, protegida por
arbustos.

CIE 1579. S. vernei, en Departamento Chicoana, junto a la ruta nacional n® 33, en una
curva, al lado izquierdo de la ruta hacia Chicoana. Latitud 25°10’'95 S, longitud
65°50'647 O, altitud 3070 msnm. Se herborizé una planta. La poblacién se encontré
creciendo junto y debajo de Nicotiana glauca (palan-palan).

CIE 1580. Solanum riparium.

CIE 1581. S. spegazzinii, en Departamento Chicoana, probable sitio de coleccion de

Oka 4911, km 56 de la ruta nacional n® 33, al lado derecho de camino a Cuesta del
Obispo. Latitud 25°10'244 S, longitud 65°50°823 O, altitud 3005 msnm. La poblacion
era de aproximadamente 100 plantas, se coleccionaron semillas de 20 plantas,
tubérculos, material para herborizar y muestras de suelo, se observaron plantas y
bayas comidas probablemente por cabras y ovejas. El ambiente es muy rico en
vegetacion y la misma presenta gran crecimiento vegetativo, las especies
acompanantes eran: Aloysia citriodora Palau, Senecio spp., Salvia spp., Festuca spp.,
Bidens andicola Kuntze, Tagetes minuta L., Acacia spp., Grindelia spp. El muestreo de
la poblacion se realizé a lo largo de 200 m, alrededor de 20 plantas con bayas. Las
plantas de papa desarrollaron estolones muy largos (6 metros) y estaban comidas por

el ganado, ninguna en flor (Figura 5).
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Figura 5: Vista general del sitio de coleccion de CIE 1581

CIE 1582. S. spegazzinii, en Departamento Chicoana, Quebrada El Sunchal, km 54
de la ruta nacional n°® 33, junto a una ladera pedregosa en una curva. Latitud 25°09’81
S, longitud 65°50°389 O, altitud 2864 msmn. La mayoria de las plantas de la poblacion
estaban en floracion, se herborizé una planta y se coleccionaron tres bayas de una
planta. Las especies acompanantes eran: Aloysia citriodora Palau, Senecio spp.,
Salvia spp., Festuca spp., Bidens andicola Kuntze, Tagetes minuta L.

CIE 1583. S. okadae, en Departamento Chicoana, San Martin, al lado izquierdo de la
ruta nacional n° 33 hacia Chicoana. Se observaron en un precipicio pocas plantas (6),
en floracion, se coleccion6 una baya y se herborizdé una planta. Latitud 25°10°258 S,
longitud 65°49'75 O, altitud 2798 msnm. Las especies acompafiantes eran: Bromus
spp., Oxalis spp., Vicia spp.

CIE 1584. S. spegazzinii, en Departamento Chicoana, a 200 m del pie de la Cuesta,
km 43,7 de la ruta nacional n°® 33, junto a la ruta en una curva y cerca de una casa, las
plantas de la poblacion estaban a ambos lados del camino. Latitud 25°11'306 S,
longitud 65°48'170 O, altitud 2354 mnsm. Se coleccionaron numerosas bayas y se
herborizé una planta. Las especies acompafiantes eran: Grindelia spp., Salvia spp., a
400 m de S. chacoense (CIE 1585).
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CIE 1585. S. chacoense, en Departamento Chicoana, después de la Hosteria “El
Maray”, km 40, en una curva pronunciada, al lado izquierdo de la ruta nacional n° 33,
hacia Chicoana. Paisaje con laderas muy altas, las plantas de la poblacién creciendo
sobre un suelo desnudo, rojo. Latitud 25°10’819 S, longitud 65°46'595 O, altitud 2139
msnm. De la poblacién de alrededor 30 plantas en floracion y con bayas Se
coleccionaron numerosas bayas de 20 plantas y se herborizd6 una planta.; se
cosecharon bayas de 20 plantas Especies acompafantes: Zinnia spp., Nicotiana
glauca, Senecio spp., Salvia spp. Suelo rojo.

CIE 1586. S. spegazzinii, en Departamento Chicoana, km 37 de la ruta nacional n° 33,
al lado izquierdo de la ruta hacia Chicoana. Latitud 25°10’68 S, longitud 65°45" O,
altitud 2030 msnm. Se coleccionaron tubérculos y una baya; se herborizé una planta.
La poblacidon consistia de pocas plantas (30) que crecian en un suelo desnudo
originado en un cono pedregoso de derrumbe que avanzé sobre la ruta y hacia un
precipicio de 80 m. Las plantas, con estolones muy largos de aproximadamente 5 m.

(Figura 6), estaban creciendo aisladas, pisoteadas y comidas por el ganado.

Figura 6: Vista general de los estolones de plantas de CIE 1586
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2. Pcia Jujuy
2.1. Quebrada de Jueya

CIE 1587. S. gourlayi, en Departamento Tilcara, probablemente el mismo sitio de

coleccion de Oka 7588A, a 10 km al oeste de la ruta nacional n°® 9, sobre el lado norte
de la Quebrada de Jueya. Latitud 23°29’ 22 S, longitud 65°26'651 O, altitud 2990

msnm. Las poblacion consistia de aproximadamente 500-600 plantas, no tenian flores

ni bayas y estaban comidas por el ganado, crecian sobre la ladera norte mas
sombreada y entre piedras sueltas en una extension de 20 x 20 m. Se coleccionaron
29 tubérculos con un duplicado de estas muestras y herboriz6 una planta. Las
especies acompanantes eran: Satureja parvifolia, Nicotiana glauca, Grindelia spp.,
Aloysia citriodora and Senecio spp. El cardéon no se encontr6 en este sector, se

presenta a mayor altura (Figura 7).

Figura 7: Vista general del sitio de coleccion CIE 1587
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CIE 1588. S. infundibuliforme, en sitio préximo a Oka 7588A (200 m.), del lado sur de
la Quebrada de Jueya. La poblacién era de seis plantas sin flores ni bayas, que
crecian en la ladera mas seca por la mayor exposicién al sol. Las plantas de ifd
estaban en el borde de cojines de Tillandsia spp., entre cardones, Zinnia spp. y
Justicia tweediana.

CIE 1590. S. gourlayi, en Departamento Tilcara, 9,1 km al oeste de la ruta nacional n°
9, sobre el lado norte de la Quebrada de Jueya. Latitud 23°29' 46 S, longitud
65°26’397 O, altitud 2831 msnm. Las plantas de la poblacién crecian en un cono
pedregoso triangular, algunas presentaban sintomas de roya; no tenian flores y se
coleccion6 una baya, tubérculos y se herboriz6 una planta. Las especies
acompafantes eran: Bowlesia spp., Prosopis spp., Baccaris spp., Senecio spp. Yy

Bromus catharticus.

2.2. Quebrada de Lipan

CIE 1593. S. gourlayi, en Departamento Tumbaya, Quebrada de Lipan, en un sitio
llamado Azul. EI campo del Sr. Sambrana Santos con cultivos de maiz, habas, papa y
durazneros. Latitud 23°39’ 314 S, longitud 65°34’472 O, altitud 3076 msnm. Las
plantas tenian bayas, sin flores, se muestrearon 7 plantas, varios tubérculos que se
encontraban muy cerca de la base de la planta (estolones cortos) y se herborizé una
planta. En el mismo sitio que CIE 1593 se coleccionaron:

CIE 1594. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Cuarentona. CIE 1595. S. tuberosum
ssp. andigenum, var. Blanca o Perita. CIE 1596. S. tuberosum ssp. andigenum,
Blanca con tintes rosados.

CIE 1597. S. gourlayi. Departamento de Tumbaya, Quebrada de Lipan, probablemente

mismo sitio de coleccion de Oka 7547A, dos horas a pie rumbo hacia el norte por el
lado este de la quebrada. Latitud 23°38 489 S, longitud 65°34'292 O, altitud 3188

msnm. La poblacién consistia de alrededor 100 plantas sin flores ni bayas, con

tubérculos en inicio de brotacién. Se muestrearon 50 plantines y tubérculos y se
herborizé una planta. Las plantas estaban creciendo en un lote pedregoso al costado
del rio, suelo rojizo, muy erosionado pero enriquecido con abono organico
(deyecciones de animales en descomposicién). Las especies acompafiantes eran:
Cortaderia rudiuscula, Aloysia citriodora, Satureja parvifolia, Medicago sativa L. y

Trichocereus spp. a 10m (Figura 8).
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Figura 8: Vista general del sitio de coleccion CIE 1597

CIE 1598. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Rosada. Departamento de Humahuaca,
Coctaca, campo de Lorenzo Gonzalez, en la banda junto al rio. Latitud 23°08’63 S,
longitud 65°17°85 O, altitud 3227 msnm. Se coleccionaron tubérculos. En el mismo
sitio de CIE 1598 se colecionaron: CIE 1599. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Azul.
CIE 1600. S. tuberosum ssp. andigenum, var Tuni blanca. CIE 1601. S. tuberosum
ssp. andigenum, var Oca. CIE 1602. S. tuberosum ssp. andigenum, var Blanca chica.

La papa semilla proviene de Iruya.
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CIE 1603. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Santa Maria. @ Departamento
Humahuaca, Coctaca, campo de Lorenzo Gonzalez, en la banda junto al rio, a 1 km
del sitio anterior. Latitud 23°08'95 S, longitud 65°17'747 O, altitud 3216 msnm. Se
coleccionaron tubérculos. En el mismo sitio se coleccionaron: CIE 1604. S. tuberosum
ssp. andigenum, var. Collareja. CIE 1605. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Runa.
CIE 1606. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Runa bola.

CIE 1607. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Chacarera. Mercado de Humahuaca,
proviene de Ocumazo; CIE 1608. S. tuberosum ssp. andigenum, var. Collareja. Frente
al Mercado de Humahuaca, al lado de la via, se coleccionaron tubérculos de estos

materiales.

Analisis de las muestras de suelo

En el Tabla 2 se presentan los analisis de las muestras de cada sitio de interés, y
que se describen con datos de pH, conductividad eléctrica, contenido de fésforo,

materia organica, y granulometria.

Tabla 2: Analisis del suelo de los sitios de coleccion de introducciones de Solanum gourlayi y S.
spegazzinii de interés.

Muestra | | | | |- Granulometrig--------------
de ) ©
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CIE 1575 | 7,6 | 0,67 | 52,05 | 0,48 | 88,73 | 4,93 | 6,34 L’I*rfé‘s"o 3585 | 1115 | 2047
12,4 | Franco

CIE 1581°|8,3| 0,89 | 18,74 | 0,55 | 77,17 | 10,39 3376 560 2815

4 Arenoso

a Franco
CIE1581°(8,3/0,80| 9,24 | 0,41 | 74,97 | 17,24 | 7,79 Arenoso 3030 1775 1255

Franco
CIE 1587 |8,3|0,89|77,13| 1,79 | 69,11 | 22,14 | 8,75 Arenoso 3625 1500 2125

CIE 1572 | 8,3 | 0,67 | 36,59 | 0,62 | 84,79 | 9,62 | 5,59 I:?r:?c?soo 3160 1120 | 2004

CIE1561 | 8,2 | 1,56 | 34,41 | 2,62 | 82,27 | 13,18 | 4,55 L’I*rfg‘;o 2040 | 2195 | 745

Franco
CIE1597 | 7,1 | 2,67 | 51,39 | 5,38 | 64,41 | 27,49 | 8,11 Arenoso 2620 645 1975

a . b . C .. d . e ar
ambos lados del camino, ~ milimhos; ~ partes por millén; = gramos; ~ milimetros
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Las muestras de suelo de los diferentes sitios donde crecian las plantas de spg y
grl presentaron valores de pH que variaron desde levemente alcalinos (7,6), sin
inconvenientes de movilidad de nutrientes, a aquellos con reaccion alcalina (8,2), con
presencia de carbonatos y limitaciones de disponibilidad de nutrientes minerales. Los
elementos como hierro y fésforo precipitan formando complejos con el calcio. La
salinidad no constituye un problema con los valores de conductividad medidos en las
diferentes muestras. El contenido de fosforo es altamente variable, los valores altos se
deben a la constitucién de la roca originaria de la que deriva el limo rico en este
nutriente; los valores reducidos surgen por las texturas mas arenosas que le imprimen
excesiva permeabilidad y lavado de los suelos, acentuado por fendmenos de erosion.
En las muestras CIE 1587 y CIE 1597 los valores elevados de fésforo se deben a la

accion de abonado artificial con deyecciones de animales.

La materia organica presenta valores muy variables, desde bajos que son
determinantes de baja fertilidad a extremos inusuales para la zona (5,38 % para el sitio
de coleccion de CIE 1597 debido a la acumulacién de detritos de animales por accion
antropica y 2,62% para el de CIE 1561 por la frecuente carga animal en pastoreo y sus

deyecciones).

En las diferentes muestras de suelo la presencia de gran cantidad de gravas
ligadas a las texturas predominantemente arenosas determinaban drenajes excesivos,
aireacion y capacidad baja de uso de suelo. El material original, en general, no
presenta evolucion, es decir, es suelo inmaduro sin diferenciacion de horizontes y
dominado por roca sedimentaria debido a la influencia del relieve, por la accion

aluvional, coluvional o por ser material disturbado por accién antrépica.

Recuentos cromosémicos

El niumero de plantas analizadas de las introducciones de spg, grl 2x y grl 4x de los

sitios de interés y sus respectivos numeros cromosomicos se muestran en el Tabla 3.
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Tabla 3: Numeros cromosomicos de las colecciones de Solanum gourlayi y S. spegazzinii
de los sitios de interés.

Especie | Sitio, Departamento Introduccion 2n® N°® Qe plantas
analizadas

Spg Pena Agujereada, La Poma CIE 1561 24 10
Grl La Quesera, La Poma CIE 1566° 48 11
Grl La Quesera, La Poma CIE 1566° 24 6
Grl La Quesera, La Poma CIE 1568 24 9
Grl El Rodeo, La Poma CIE1572 24 14
Grl Las Cuevas, Rosario de Lerma CIE 1575 24 7
Spg Cuesta del Obispo, Chicoana CIE 1581 24 18
Spg Cuesta del Obispo, Chicoana CIE 1584 24 10
Spg Cuesta del Obispo, Chicoana CIE 1586 24 11
Grl Jueya, Tilcara CIE 1587 48 9
Grl Jueya, Tilcara CIE 1590 48 11
Grl Lipan, Tumbaya CIE 1597 48 11

& ambos lados del camino; ® himero cromosémico somatico

Descripcion del ambiente

De acuerdo a Cabrera (1994) y Cabrera y Willink (1980), la region fitogeografica de
la provincia Prepunena abarca las quebradas y laderas secas del NOA, desde una
altitud de 1000 a 3400 msnm. Esta caracterizada por un clima seco y calido, con
lluvias excesivamente estivales y distribucién desuniforme con variaciones segun la
disposicién y orientacion de las montafas. La vegetacidon es tipicamente arbustiva,
baja y esparcida con la presencia de cardones del género Trichocereus spp. y
arbustos bajos. En las depresiones y orillas de rios crecen bosquecillos de Prosopis
ferox o Scinus areira asociados con Baccharis salicifolia. Esta provincia esta
estrechamente ligada a la provincia del Monte por su fisonomia de estepa arbustiva
con predominio de Zigofilaceas y Mimosoideas arbustivas (Cabrera, 1994),
diferenciandose por la poca importancia de la Larrea spp. y la abundancia de
Cactaceas columnares como Trichocererus spp. y de Bromeliaceas que se extienden
por las laderas y quebradas secas del NOA. En este paisaje la Prepuna se encuentra
condicionada no sélo por la altura sino particularmente por la disposicion y orientacion
del relieve. Tipicamente presenta laderas de cerros con conos de deyeccidon y
quebradas, los suelos de montafia son inmaduros, pedregosos-arenosos, sueltos y
muy permeables. Las comunidades principales son estepa arbustiva, cardonales,
bosques de churqui, bosques de arca, matorrales de molle y chilca y cojines de

Bromeliaceas.
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La provincia Punefia (Cabrera, 1994) de extensos bolsones comprende altitudes
de 3200 a 4400 msnm la vegetacion dominante es la estepa arbustiva de 40 a 120 cm
de altura y suelo desnudo. Proximo a rios se encuentran Cortaderia speciosa, Satureja
parvifolia (mufa mufa), Baccharis grisebachii; en suelos algo salobres aparecen
gramineas como Festuca scirpifolia y en suelos arenosos y humedos los pajonales de

Pennisetum chilense.

Bertonatti y Concuerna (2000) y Brown et al. (2005) proponen la designaciéon de
ecorregiones de Puna y Prepuna segun la propuesta de Burkart et al. (1999) en las
que se caracterizan las regiones por sus particularidades en los aspectos fisicos,
bidticos, sociales e histéricos. La Puna se encuentra entre 3000-4000 msnm rodeada
de los Andes al este y oeste, es de clima seco y frio con gran amplitud térmica de
hasta 30°C, las temperaturas medias anuales inferiores a 8°C y minimas absolutas de
—20°C. Las lluvias estivales varian de 100 a 200 mm anuales en promedio. Los suelos
de textura sueltas, escaso desarrollo, pedregosos y escasamente cubiertos por
vegetaciéon por lo que son susceptibles a la erosion. La vegetacién que predomina es
la estepa arbustiva como matas dispersas (tolas, tolillas, chijua, anagua, rica-rica,
suriyanta) que son comunes en sitios de concentraciéon de agua desde las laderas a
vegas o ciénagas. Los bosques de quefnoa se distribuyen en laderas y quebradas de
3800 a 4300 msnm.

Otra caracterizacién presentada por Bianchi y Yanez (1992) describe y recopila
numerosos anos de registros de precipitaciones en diferentes localidades del NOA. En
esta se observan las irregularidades en la distribucion provocadas por la influencia
orografica. En Salta, la Quebrada del Toro presenta orientacion de noroeste a sureste,
transversal a los vientos dominantes, con un acceso estrecho a la quebrada o “boca
bastante cerrada”, encajonada por altos paredones que determina que esta sea una
quebrada muy arida en toda su extensién. La quebrada de Escoipe con mejor
orientacion al ingreso de vientos humedos, presenta laderas con caracteristicas
selvaticas hasta 10 km en su interior donde se produce un pronunciado cambio de
direccién de la quebrada provocando un considerable descenso de las precipitaciones.
En la Cuesta del Obispo se reactivan y producen precipitaciones de alrededor 700 mm
y la instalacién de pastizales humedos. En Jujuy, la quebrada de Humahuaca presenta
orientacion norte sur, y a partir de la localidad de Volcan hacia el norte se produce una

marcada disminucion de la precipitacion por efecto de la altura (Volcan, altitud de 2078
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msnm y 392 mm anuales) y entre Tumbaya y Humahuaca (2500 msnm) las
precipitaciones son menores de 200 mm anuales. Los registros histéricos de la
temperatura y precipitacion mensual promedio de los sitios de coleccién o de sitios

proximos a los mismos se observan en el Tabla 4.

Tabla 4: Datos de temperatura y precipitacion media mensual de sitios préximos a las
colecciones de Solanum gourlayi y S. spegazzinii

Localidad: Quebrada de Humahuaca, Tilcara, latitud 23° 34’ S, longitud 65° 23’ O, 2461
m.s.n.m.

Mes E F M A M J J A S O N D
Precipitacion 42 35 18 3 0 1 0 1 1 4 9 23

Temperatura | 158 | 154 | 14,7 | 128 | 98 | 7,7 |69 | 91 | 119[ 13,9 | 154 | 16,2

Localidad: Quebrada Calchaqui, La Poma, latitud 24° 42’ S, longitud 66° 13’ O, 3015 m.s.n.m.

Més E F M A M J J A S @) N D
Precipitacion | 59 31 14 1 0 2 0 1 0 1 3 |27
Temperatura® | 14,5 | 14,2 | 13,1 | 104 |71 |48 |43 |65 |89 |11,5]|133[143

Localidad: San Fernando de Escoipe, latitud 25° 11’ S, longitud 65° 45’ O, 1980 m.s.n.m.

Mes E F M A M J J A S O N D

Precipitacion | 85 68 52 12 1 0 1 0 2 13 28 53

Temperatura® | 19,1 | 18,5 | 17,1 [ 14,1109 (82 | 79| 10 | 126 | 156 | 17,6 | 18,9

Localidad: Quebrada del Toro, latitud 24° 50’ S, longitud 65° 42' O, 1811 m.s.n.m.

Mes E F M A M J J A S @) N D

Precipitacion 127 | 107 | 45 8 1 0 0 0 1 6 22 73

Temperatura® | 19,7 | 19,1 | 17,7 | 14,8 | 11,7 | 89 | 8,6 | 10,7 | 13,3 | 16,4 | 18,3 | 19,5

& Calculada segun Bianchi (1996)

DISCUSION

Se encontraron ciertas divergencias en las coordenadas de los datos originales de
latitud, longitud y altitud de cada sitio muestreado en 1973, 1974 y 1983, y los de la
presente re-coleccion. Estas diferencias, probablemente, se deban a que los primeros
fueron calculados con aproximacion manual y utilizando los mapas del Instituto
Geografico Militar mientras que los actuales se registraron con instrumental digital de
precision, utilizando ademas del GPS, un altimetro adicional. No obstante, podrian
deberse también a que los sitios actuales no se corresponden con los sitios originales;
sin embargo esta posibilidad fue desestimada dado que en las proximidades de cada
sitio de coleccion original se destind un tiempo importante en confirmar con el
instrumental y la ayuda de la documentacién de las notas de referencia y notas de

campo que se encontraban disponibles en el Banco de Germoplasma, minimizando las
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dudas respecto a la posicion real del sitio. Diferencias similares fueron registradas
también por diferentes autores (Hijmans et al., 2000) que al sistematizar y generar una
base de datos de los lugares de coleccion realizado por el Banco de Germoplasma en
Bolivia, detectaron errores, por lo que sugierieron la asignacion de nuevas
coordenadas. Hijmans et al. (1999) y Hjimans y Spooner (2001) en registros de
coleccion de Germoplasma de papa de Centroamérica, también encontraron
importantes diferencias en las coordenadas que ubicaban sitios de coleccién con
errores extremos que indican sitios en el océano. Sin embargo, en base a las
coordenadas registradas de los sitios de interés en la presente re-coleccidn se observa
que las diferencias detectadas fueron minimas respecto a las sefialadas tres décadas

atras.

A priori, los resultados ponen en evidencia que persisten in situ poblaciones de las
especies silvestres de papa grl (2x y 4x) y spg en los cinco diferentes valles
intermontanos de Salta y Jujuy recorridos. Esta situacion es semejante a la descripta
por Spooner et al. (1998) para las especies silvestres de papa en los valles de
Guatemala y Peru, y por Bamberg et al. (2003) para las colecciones de papa silvestre
del sudoeste de EUA.

No obstante, y a pesar de que en el presente trabajo se detectaron evidencias de
fuertes disturbios ambientales en los sitios muestreados luego de 20 y 30 afos de la
coleccion original, se pudo constatar que la mayoria de las poblaciones silvestres de
papa de spg y grl mostraban en esta re-coleccién un elevado numero de plantas que
oscilaba entre 50 y 100. Una excepcion constituye la introduccion de grl 2x de la
localidad de Las Cuevas en la Quebrada del Toro donde podria especularse que hay
indicios de erosién genética por la escasa cantidad de plantas observadas (menos de
15 plantas). Es muy probable que esta situacién se deba a un disturbio extremo por el
gran movimiento de suelo debido a la construccién de infraestructura vial que modificé
el paisaje del ambiente original visitado 20 anos atras. Sin embargo, la presencia de
las poblaciones de spg, grl 2x y grl 4x en los restantes sitios permite suponer que la
forma particular de multiplicacion de la papa con capacidad para la reproduccion
sexual y asexual le otorga ventajas en estos ambientes disturbados frente a otras
especies (Hawkes, 1990). Asi, es posible la generaciéon de variabilidad por la via
sexual y el mantenimiento en el tiempo de genotipos de gran adaptacion o ajuste al

ambiente por via asexual.
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Por otro lado, los resultados obtenidos ponen en evidencia que en el area de
distribucion de estas papas silvestres hay superposicion con otras especies en los
sitios de coleccién. Asi las colecciones de spg (CIE 1581) de Quebrada de Escoipe,
Chicoana, fueron simpatricas con vrn (CIE 1579), chc (CIE 1585) y oka (CIE 1583). Del
mismo modo se registraron para las colecciones de grl 2x (CIE 1572) de La Poma
poblaciones préximas de acl (CIE 1567) y S. tuberosum ssp. andigenum (CIE 1569)
creciendo en el mismo sitio; en la Quebrada de Jueya, sitio de coleccién de grl 4x (CIE
1587), se registré ifd (CIE 1588) creciendo en las proximidades (a 800 m), y en la
Quebrada de Lipan, donde se re-colecciond grl 4x (CIE 1597), se registré S.

tuberosum ssp. andigenum (CIE 1596).

Esta situacion de contacto en las especies silvestres de papa es mas frecuente por
la influencia antrépica que modificd y alterd por accién directa y/o indirecta (ver Vorano
y Vargas Gil, 2002; Brown et al., 2005) numerosas barreras ecoldgicas y geograficas
generando, ademas, numerosos ambientes hibridos (Clausen et al., 2005). Quizas,
esta situacién no es aislada en tiempo y espacio ya que en diferentes valles se verificd
superposicion y/o proximidad entre varias especies silvestres y cultivadas de papa en
diferentes afios de coleccion. Asi la distribucion que se describié en los datos de
registros de campo de la coleccion de 1973 realizada por el Dr. K. A. Okada, se
encontré en Chicoana a una poblaciéon de spg (OL 4911) que crecia con las especies
simpatricas chc (OL 4907) y oka (OL 4908). En La Poma, se encontro la poblacién de
grl 2x (OL 4841) creciendo con S. tuberosum ssp. andigenum (OL 4842). Del mismo
modo, la expedicion realizada en 1983 describe poblaciones de grl 4x (Oka 7547A) en
la Quebrada de Lipan creciendo con S. tuberosum ssp. andigenum (Oka 7547C) y S.
microdontum (Oka 7547B) y, en la Quebrada de Jueya, poblaciones de grl 4x (Oka
7588A) simpatricas con S. tuberosum ssp. andigenum (Oka 7588B) y opl (Oka 7588C).
Otra extensa cita de especies simpatricas fue descripta por Hawkes y Hjerting (1969
p.231); en particular, la coleccion de poblaciones de Cuesta del Obispo de las
especies chc, spg, S. tarijense, S. microdontum y vrn (p.349) tanto como la descripcion
de algunos probables hibridos entre ellas. Ademas, estos autores citan que también se
encuentran registros de especies que se superponen en su distribucién como grl e ifd
en las proximidades de Tilcara (prox. Oka 7588), tipicamente en areas de quebradas
secas (p.373). Esta situacion reiterada en el tiempo junto a barreras internas a la

hibridacion incompletas que pueden estar actuando entre numerosas especies
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(Camadro et al., 2004) permitiria la formacion de hibridos interespecificos, introgresion
y el consecuente flujo génico entre las especies como se sugiere que ocurre en Palca
de Aparzo (Clausen et al., 2005) o como fuera demostrado para S. x rechei (Clausen y
Spooner, 1998).

Las especies silvestres de papa estan estrechamente emparentadas y no
presentan una diferenciacién gendémica marcada (Matsubayashi, 1991); de esta
manera se pueden formar hibridos naturales (Rabinowitz et al., 1990; Camadro et al.,
2004). De hecho, se demostrd que varias especies son de origen hibrido: S. x rechei
(Clausen y Spooner, 1998) y S. x ruiz-lealii Briicher (Raimondi et al., 2005) y una alta
variabilidad morfolégica ha sido reportada en otras (Spooner y van den Berg, 1992;
Raimondi et al.,, 2005; Bedogni y Camadro, 2007). Ademas, en cruzamientos
realizados dentro y entre introducciones de especies silvestres de papa se han
registrado disfunciones reproductivas inesperadas tales como baja produccién de
semilla y numerosos sitios de incompatibilidad polen pistilo (Erazza et al., 1999,
Raimondi et al., 2003; Erazzu y Camadro, 2008) asi como colapso del endosperma
(Masuelli y Camadro, 1997). Estas evidencias han conducido a Masuelli et al. (2009) a
la especulacién, sobre la base de numerosos informes de la literatura de mas de 50
afios, que la hibridacién, particularmente la hibridacién interespecifica, puede inducir
cambios genéticos y epigenéticos que pueden actuar como fuerzas creativas de
evolucion en las papas silvestres. En este sentido, dos especies argentinas, chc y spg,
son de particular interés, ya que ambas presentan una amplia distribucién asi como
afinidad con una serie de especies, muchas de ellas simpatricas. La alta variabilidad
morfolégica observada en las poblaciones de las dos especies en los habitats
modificados (Hawkes y Hijerting, 1969) podria ser el resultado de la hibridacion
interespecifica y la introgresion y/o de efectos epigenéticos (Marfil et al., 2006).
Ademas, la presencia de mutantes meibticos esta ampliamente extendida entre las
especies de papa (den Nijs y Peloquin, 1977; Camadro y Peloquin, 1980; Leue y
Peloquin, 1980; Watanabe y Peloquin, 1989 y 1991). Ellos pueden dar origen a
gametos y gametdéfitos con numeros cromosémicos no reducidos (gametos 2n) que
son funcionales en la fecundacion; de esta manera, pueden formarse poliploides
mediante el proceso sexual (Mok y Peloquin, 1975). La poliploidizacién sexual junto
con la haploidizacién, como en Dichantium (de Wet, 1968), pueden proporcionar la
oportunidad para el flujo de genes y la introgresién dentro y entre los niveles de ploidia

(Camadro et al., 2004). La evidencia que surge del recuento cromosdémico de plantas
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de grl del sitio La Quesera en el Departamento de La Poma, donde en el mismo
campo se encuentran creciendo poblaciones de los citotipos grl 2x y plantas de grl 4x
(CIE 1566a) que no se registraron en la coleccion de 1973, permite especular sobre la
formacion de estos citotipos por poliploidizacién sexual mediante gametos 2n
funcionales en la poblacién original. Adicionalmente, en este sitio también se
detectaron plantas de S. acaule, que presenta capacidad de cruzamiento y formacion
de hibridos interespecificos con grl (Hawkes y Hjerting, 1969). Las especulaciones
realizadas anteriormente podrian ser extensivas a los cruzamientos interespecificos
entre estos grupos. La conclusion de Ugent (1970) que la hibridacion y el subsiguiente
flujo génico dentro y entre niveles de ploidia a menudo resulta en patrones de
variacion sumamente complicados se ve reforzada por estas observaciones, dando
sustento a la idea de que el concepto de especie bioldégica no es apropiado para las

especies tuberosas de Solanum (Camadro et al., 2004).

Aunque el fendmeno de la hibridacién natural en especies de papa ha sido bien
conocido por muchos afios (véase Hawkes y Hjerting, 1969; Okada y Clausen, 1982;
Masuelli et al., 2009), la mayoria de las introducciones en los bancos de germoplasma
han sido identificadas como especies puras. Este es también el caso con las
introducciones del viaje de coleccidén reportado en este trabajo. Sin embargo, los
resultados de esta investigacion apuntan a la necesidad de determinar si la
variabilidad morfoldgica encontrada en las introducciones de grl y spg analizadas, asi
como en otras especies tuberosas de Solanum tuberosos, es la esperada para un
determinado taxén o el resultado de eventos de hibridacion e introgresién. Esta
informacion es de importancia para la eficaz conservaciéon, multiplicacién ex-situ y la

utilizacion del germoplasma silvestre.
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Capitulo 2

RELACIONES DE COMPATIBILIDAD POLEN-ESTILO/ESTIGMA ENTRE Y DENTRO
DE POBLACIONES DE SOLANUM SPEGAZZINII BITT. Y SOLANUM GOURLAYI
HAWKES

INTRODUCCION

Las especies silvestres de papa del NOA Solanum gourlayi Hawkes (grl,
2n=2x=24, 2NBE* y 2n=4x=48, 4NBE) y S. spegazzinii Bitt. (spg, 2n=2x=24, 2NBE)
son de gran interés para el mejoramiento genético de la papa comun (S. tuberosum
ssp. tuberosum; tbr, 2n=4x=48, 4NBE) porque presentan numerosas caracteristicas de
valor agrondémico, culinario e industrial. El conocimiento del comportamiento
reproductivo de las especies posibilita un mejor entendimiento de sus relaciones de
parentesco y es de utilidad para desarrollar estrategias para la conservacién y
regeneracion de poblaciones naturales. Es, ademas, requisito previo para hacer un
eficiente y eficaz aprovechamiento de los recursos genéticos en programas de

mejoramiento genético.

La mayoria de las especies silvestres son alégamas obligadas, se encuentran
aisladas en la naturaleza por factores ecolégicos externos (Bates y Deyoe, 1973) y
barreras internas a la hibridacion de tipo pre- y poscigotico. Entre las barreras
precigéticas se encuentra la autoincompatibilidad gametofitica determinado por el
locus S; ademas, se ha propuesto la presencia de otro(s) locus (loci) que actian
independientemente del locus S en cruzamientos intra- e inter-especificos (Pandley,
1962; Abdalla y Hermsen, 1972; Camadro y Peloquin, 1981; Sala, 1993; Erazzu y
Camadro, 2008; Raimondi et al., 2003) y que afectan las relaciones polen-pistilo. En
este tipo de barrera, conocida como incompatibilidad cruzada, el polen no germina, el
tubo polinico no crece normalmente a través del estilo, o los gametos no se fusionan,
es decir, se impide la formacién del cigoto por desarrollo anormal del gametofito
masculino de un individuo en el pistilo de otro individuo de la misma o de distinta
especie o poblacion de una misma especie (Nota: en papa, las especies han sido
definidas a nivel taxondmico como un conjunto de individuos que comparten
caracteristicas morfolégicas que lo distinguen fenotipicamente de otros conjuntos de
individuos). Las barreras poscigéticas se manifiestan ya sea por la formacién de
hibridos F; inviables o débiles, F, viables pero estériles o F, y otras poblaciones

segregantes débiles y/o estériles (Johnston et al., 1980; Masuelli y Camadro, 1997).
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Por otra parte, es posible disponer del “pool” génico de estas especies, en su
mayoria diploides, por medio de la manipulacion de niveles de ploidia mediante la
haploidizacién y la poliploidizacion sexual, que permiten sortear las barreras
poscigoticas que provocan el colapso del endosperma hibrido y obtener progenies
tetraploides (Mendiburu et al., 1974). De este modo, la incorporacion de germoplasma
silvestre en la papa comun es factible por medio del uso de gametos 2n de especies
silvestres y haploides de la papa comun, aunque otra alternativa la constituye la

utilizacién en forma directa de tetraploides y hexaploides en cruzamientos intra-NBE.

El objetivo de este trabajo fue determinar las relaciones de compatibilidad polen-
estilo/estigma en cruzamientos intra- e interespecificos, e intra- e interploides, de las
especies spg, grl 2x, grl 4x y entre estas y la papa comun, asi como la posibilidad de

incorporar germoplasma de estas especies silvestres en el mejoramiento genético.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron al menos 15 plantas por cada introduccién de las especies silvestres
de papa: 1) spg: OL 4911, OL 4916, Oka 5649 (Chicoana, Cuesta del Obispo), Oka
5662 (La Poma, Pefa Agujereada) y Oka 6147 (Belén, Condorhuasi); 2) grl 2x: ORHL
4841 (La Poma, El Rodeo), OL 4858 (Rosario de Lerma, Las Cuevas), Oka 7518 (San
Carlos, Isonza) y 3) grl 4x: Oka 7547 (Tumbaya, Quebrada de Lipan), Oka 7558 (San
Salvador de Jujuy, Molinos), Oka 7565 (San Salvador de Jujuy, Quebrada de Tolara),
Oka 7594 (Humahuaca, Palca de Aparzo) y cuatro cultivares de tbr. Se realizaron
cruzamientos dialélicos incompletos entre plantas (genotipos) dentro y entre especies,
con la polinizacion de al menos tres flores por combinacion intraespecifica y de cinco
flores por combinacion interespecifica. A las 48 hs. de la polinizacion se retiraron los
estilos que se conservaron en FAA (1:1:8 v/v; formol, acido acético glacial y etanol
97%) hasta el procesamiento, el que se realizé de acuerdo a Martin (1958). Se realiz6

el aplastamiento de los estilos entre cubre y portaobjetos.

Posteriormente, se realizé el estudio de las relaciones de compatibilidad polen-
estilo/estigma en las combinaciones genotipicas que presentaron reducida o escasa
produccion de semilla. Para ello, se consideré una produccion de 30 o menos semillas
por fruto como una indicacién de potenciales anormalidades reproductivas dado que

en estas especies es normal la producciéon de alrededor 200 semillas por fruto. Se
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registraron las combinaciones genotipicas compatibles a nivel polen-estilo/estigma
como aquellas que formaron semilla o en las que se verificd, por microscopia, el
crecimiento de un numero alto de tubos polinicos (alrededor de 400) a lo largo del
estilo y hasta la base del mismo. Se consideré que existe compatibilidad a nivel
precigotico al alcanzar los tubos polinicos la base del estilo dado que no se reportaron
sitios de detencion del crecimiento de los tubos entre este nivel y la posterior
penetracion en el évulo. De este modo, se utilizaron todas las combinaciones
genotipicas establecidas para potenciar la formacién de semilla. Usando los
resultados de compatibilidad polen-estilo/estigma, se calcularon diferentes relaciones
para describir el comportamiento reproductivo de estas poblaciones: combinaciones
genotipicas compatibles respecto de total de combinaciones, combinaciones que
formaron frutos sobre combinaciones genotipicas compatibles, frutos formados en
referencia a flores polinizadas, promedio de semillas por fruto, valores extremos de
produccion de semilla por fruto en cada combinacién genotipica y numero de semillas

en relacion a flores polinizadas (Grant, 1971).

La determinacién de polen de tamafo heterogéneo para la deteccion de polen 2n
(Quinn et al.,, 1974) se realizé por tincion con colorante de Alexander (Alexander,
1980) mediante la lectura de cinco campos microscopicos, registrando alrededor de

100 granos de polen en cada una de ocho plantas por introduccion.

RESULTADOS

1. Combinaciones genotipicas y relaciones de compatibilidad polen-estilo/estigma

intraespecificas

1.1. Solanum spegazzinii

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 161 combinaciones genotipicas
intraespecificas (Tabla 1). De estas, veintiocho combinaciones produjeron frutos con
mas de 30 semillas (17,1%), nueve combinaciones produjeron frutos con menos de 30
semillas (5,5%), y el resto de las combinaciones no produjo frutos (77,4%). Asi, se
observa que en diferentes cruzamientos intra- e inter- introducciones se presentaron
problemas para la produccion normal de frutos y semillas, ya que el porcentaje de

combinaciones sin frutos sumado al de las combinaciones que formaron entre 0 a 30
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semillas/fruto varié desde un minimo de 66,7% para las combinaciones genotipicas
dentro de la introduccion OL 4911 hasta un maximo de 100% para las combinaciones
genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 5662 x Oka 5649. En el estudio de las
relaciones de compatibilidad polen-estilo/estigma que se realizé en las combinaciones
sin frutos o que produjeron menos de 30 semillas por fruto se detectaron diferentes
sitios de detencion del crecimiento de los tubos polinicos: en estigma, en estigma y
primer tercio del estilo, en primer tercio, en mitad del estilo, asi como crecimiento
normal de los tubos polinicos hasta la base del estilo en una cantidad tal que
saturaban el volumen del estilo (aproximadamente 400 tubos) (Figura 1) y aun

creciendo entre los 6vulos.

a b1) b2)

Figura 1: Relacidon polen-estilo/estigma: a) compatible, b) incompatible con detencién del

crecimiento de los tubos polinicos en: b1) el estigma y b2) segundo tercio del estilo
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Se establecieron, mediante cruzamientos dirigidos, nueve combinaciones
genotipicas dentro de la introduccion OL 4911; se estudiaron las reacciones de
compatibilidad polen-estilo/estigma en seis de estas combinaciones que no produjeron
frutos o que produjeron menos de 30 semillas por fruto. En 17% de combinaciones
genotipicas se observo la detencion del crecimiento de los tubos polinicos en estigma
y primer tercio del estilo, y pocos tubos alcanzaron la base del estilo, y en 83% de
combinaciones genotipicas los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base

del estilo, ocupando todo el volumen del mismo.

Entre las siete combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento OL 4911 x
OL 4916, cinco presentaron problemas por la escasa produccion de semillas por fruto
o nula producciéon de frutos. En estas combinaciones, se detectdé a nivel polen-
estilo/estigma que el 100% de las combinaciones genotipicas presentaron crecimiento
normal de los tubos polinicos hasta la base del estilo. Para el cruzamiento reciproco,
se establecieron 10 combinaciones genotipicas, en nueve combinaciones que no
produjeron frutos o tuvieron menos de 30 semillas por fruto se estudié la relacion de
compatibilidad polen-estilo/estigma, en estas se observé que todas las combinaciones
genotipicas presentaron crecimiento normal de los tubos polinicos hasta la base del

estilo.

De las 10 combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento OL 4911 x Oka
5649 se estudid la relacion polen-estilo/estigma en ocho combinaciones (siete
combinaciones genotipicas no produjeron frutos y sélo una combinacién produjo un
fruto con siete semillas). En 12,5% de las combinaciones genotipicas, los tubos
polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo, y solo pocos tubos
polinicos llegaron hasta la base del estilo (dos a tres tubos polinicos); en 87,5% de
combinaciones genotipicas se observé el normal crecimiento de los tubos polinicos
hasta la base del estilo. De las 21 combinaciones genotipicas derivadas del
cruzamiento reciproco Oka 5649 x OL 4911, se estudid las reacciones de
compatibilidad polen-estilo/estigma en 18 combinaciones que presentaron problemas
por la escasa o nula produccion de semillas/fruto. Se detecté en 11,8% de las
combinaciones genotipicas la detencion del crecimiento de los tubos polinicos en el
estigma; en 17,6% de combinaciones genotipicas la detencién de los tubos polinicos
ocurrié en estigma y primer tercio del estilo y en 70,6% de combinaciones genotipicas

los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo.



39

De las 13 combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento OL 4911 x Oka
5662, nueve combinaciones no produjeron semillas o produjeron frutos con menos de
30 semillas cada uno. En estas se observd que en 33% de las combinaciones
genotipicas los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en la mitad del estilo y en
67% de las combinaciones genotipicas los tubos polinicos crecieron normalmente
hasta la base del estilo. De las 37 combinaciones derivadas del cruzamiento reciproco,
28 combinaciones genotipicas presentaron problemas por la escasa o nula produccion
de semillas. En estas se observo que en 8,3% de las combinaciones genotipicas los
tubos polinicos detenian el crecimiento en el estigma, 25% de las combinaciones
genotipicas los tubos polinicos detenian el crecimiento en primer tercio del estilo y en
66,7% de las combinaciones genotipicas los tubos polinicos crecieron normalmente

hasta la base del estilo y entre los 6vulos.

De las 14 combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento OL 4916 x Oka
5649, doce combinaciones no produjeron frutos y una combinacién produjo menos de
30 semillas por fruto. En el estudio de la relacion polen-estilo/estigma de las trece
combinaciones se observé que los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la
base del estilo. De las 12 combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento
reciproco, una combinacion genotipica produjo frutos con menos de 30 semillas y el
resto de combinaciones no produjeron frutos. En la relacién polen-estilo/estigma de
estas combinaciones se determind que los tubos polinicos crecieron normalmente

hasta la base del estilo en todos los casos.

De las cuatro combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 5649 x
Oka 5662, se estudio la relacidon polen estilo en tres combinaciones que no produjeron
frutos, se determind que en una de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el
crecimiento en la mitad del estilo y en las otras dos combinaciones los tubos polinicos
llegaron normalmente a la base del estilo. De las nueve combinaciones genotipicas
derivadas del cruzamiento reciproco, ninguna combinacion produjo semilla. En 22% de
estas combinaciones genotipicas los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el
estigma; en 22% de combinaciones genotipicas los tubos polinicos detuvieron el
crecimiento en el estigma y primer tercio del estilo y en 56% de combinaciones

genotipicas los tubos polinicos alcanzaron la base del estilo.
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De las cuatro combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 5662 x
Oka 6147, se estudio la relacidon polen-estilo/estigma en tres combinaciones
genotipicas que no produjeron frutos, los tubos polinicos alcanzaron la base del estilo

en todos los casos.

De las siete combinaciones genotipicas del cruzamiento Oka 6147 x OL 4911,
cinco combinaciones no produjeron frutos y una combinaciéon produjo frutos con
menos de 30 semillas. En estos seis casos se determind que en 16,7% de las
combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el estigma, en 16,7%
de combinaciones genotipicas los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el
primer tercio del estilo y en 66,7% de combinaciones los tubos polinicos llegaron

normalmente hasta la base del estilo.
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Tabla 1: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum spegazzinii: numero de
combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento, numero total de
combinaciones genotipicas con frutos con mas de 30 semillas o con 0 a 30 semillas
cada uno vy relacion polen-estigmalestilo en combinaciones genotipicas que no
produjeron frutos o que produjeron frutos con 0 a 30 semillas cada uno

Ne total de Relacion polen—estigmalestilo
§ % ] combinaciones genotipicas en combinaciones genotipicas sin fruto o con
q c .
Cruzamientos _§ Zg g con frutos 0 a 30 semillas/fruto
entre introducciones | £ §
EO G 0
38 > 30 semillas/fruto 0 A&l Los tubos polinicos: /° de.
2 semillas/fruto combinaciones
se detienen en estigma y 17
OL 4911 x OL 4911 9 3 2 primer tercio del estilo
crecen normalmente hasta la 83
base del estilo.
crecen normalmente hasta la
OL 4911 x OL 4916 7 2 0 base del estilo. 100
se detleneg;ir;olla mitad del 12,5
OL 4911 x Oka 5649 10 2 1
crecen normalmente hasta la 875
base del estilo. ’
se detie_nen en eI_ primer 33
OL 4911 x Oka 5662 13 4 1 terelo def estio
crecen normalmente hasta la 67
base del estilo.
crecen normalmente hasta la
OL 4916 x OL 4911 10 1 1 formaimente I 100
crecen normalmente hasta la
OL 4916 x Oka 5649 14 1 1 base del estilo. 100
se detienen en el estigma. 11,8
se detienen en el estigma y
Oka 5649 x OL 4911 21 3 1 primer tercio del estio. 17.6
crecen normalmente hasta la
base del estilo. 70,6
Oka 5649 x OL 4916 12 0 1 e ot 100
se detienen en la mitad del 33
Oka 5649 x Oka 5662 4 1 0 estlo.
crecen normalmente hasta la 67
base del estilo.
se detienen en el estigma. 8,3
se detienen en el estigma
Oka 5662 x OL 4911 37 9 0 primer tercio del estio. ~ 25,0
crecen normalmente hasta la
base del estilo. 66,7
se detienen en el estigma. 22
se detienen en el estigma y
Oka 5662 x Oka 5649 9 O 0 primer tercio del estilo. 22
crecen normalmente hasta la 56
base del estilo.
crecen normalmente hasta la
Oka 5662 x Oka 6147 4 1 0 base del estilo. 100
se detienen en el estigma. 16,7
se detienen en el primer
Oka 6147 x OL 4911 7 1 1 tercio del estilo. 16,7
crecen normalmente hasta la
base del estilo. 66,7
crecen normalmente hasta la
Oka 6147 x Oka 5649 2 0 0 base ao) catio 100
crecen normalmente hasta la
Oka 6147 x Oka 6147 2 0 0 pormalmente ! 100
161 28 9

Nota: Entre introducciones (poblaciones) de una misma especie, se espera compatibilidad polen-estilo/estigma y formacion de
frutos con 200 semillas c/u, aunque no pueden descartarse reacciones de autoincompatibilidad del locus S multialélico.
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En el Tabla 2 se observan los cruzamientos dentro y entre introducciones de spg
y los parametros calculados para cada combinacién genotipica: porcentaje de
combinaciones compatibles en el nivel polen-estilo/estigma en relaciéon al nimero
total de combinaciones, porcentaje de combinaciones que formaron frutos sobre el
numero de combinaciones compatibles, porcentaje promedio de frutos formados en
relacion al niamero de flores polinizadas, nimero promedio de semillas por fruto,
valores extremos de numero de semilla por fruto y nimero promedio de semillas
producidas por flores polinizadas. Para los cruzamientos dentro de la introduccion OL
4911 y entre OL 4911 con OL 4916 y Oka 5649 se determiné 89%, 100% y 100% de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma en relacion al total de
combinaciones genotipicas, respectivamente. En los cruzamientos mencionados, el
porcentaje de combinaciones genotipicas que formaron frutos respecto del total de
combinaciones genotipicas establecidas en cada caso fue 55,6%, 28,6% y 30%,
respectivamente. El porcentaje promedio de frutos producidos respecto al nimero de
flores polinizadas fue 49% para OL 4911 x OL 4911, 12% para OL 4911 x OL 4916 y
17% para OL 4911 x Oka 5649. En estos cruzamientos, el promedio de la produccion
de semillas por fruto fue 37,2, 35 y 28,2 y el promedio del numero de semillas por
fruto respecto a las flores polinizadas para estos cruzamientos fue 35, 14 y 22,
respectivamente. Para los cruzamientos reciprocos, OL 4916 x OL 4911 y Oka 5649
x OL 4911, el porcentaje de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma
respecto del total de combinaciones genotipicas fue 100% y 71%, respectivamente.
El porcentaje de combinaciones que produjeron frutos respecto de las
combinaciones compatibles fue 20% y 26,7% y el promedio de semillas por fruto fue
18,9 y 43,8, respectivamente. El porcentaje promedio de frutos producidos respecto
de las flores polinizadas fue 20%y 13% para OL 4916 x OL 4911 y Oka 5649 x OL
4911, mientras que el nimero de semillas producidas en relacion al nimero de flores

polinizadas fue 18,9 y 36,4, respectivamente.

Para el cruzamiento OL 4911 x Oka 5662 el porcentaje de combinaciones
genotipicas compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto del total de
combinaciones fue 77% y para el cruzamiento reciproco fue de 67,6%; el porcentaje
de combinaciones genotipicas que produjeron frutos en relacién a las combinaciones
compatibles fue 50% y 36%, respectivamente. El porcentaje promedio de frutos
sobre flores polinizadas fue 27% para OL 4911 x Oka 5662 y para el cruzamiento
reciproco fue de 18%, el nimero promedio del nimero de semillas por fruto fue 58,3
y 74,2 y el promedio de semillas producidas por flores polinizadas fue 43 y 52,7,

respectivamente.
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Para el cruzamiento OL 4916 x Oka 5649 y el cruzamiento reciproco el
porcentaje de combinaciones genotipicas compatibles a nivel polen-estilo/estigma
respecto del total de combinaciones fue 100% para ambos casos; el porcentaje de
combinaciones que produjeron de frutos respecto a las combinaciones compatibles
fue 14,3% y 8,3%, el promedio de combinaciones con frutos sobre flores polinizadas
fue 9% y 2%, el numero promedio de semillas por fruto fue 32 y 5,5, el promedio de

semillas por flores polinizadas fue 30 y 1,6, respectivamente.

Para el cruzamiento Oka 5649 x Oka 5662 el porcentaje de combinaciones
genotipicas compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto del total de
combinaciones fue de 75% y para el cruzamiento reciproco fue de 55,6%; el
porcentaje de combinaciones genotipicas que produjeron fruto respecto a las
combinaciones compatibles fue 33,3% para el cruzamiento Oka 5649 x Oka 5662 y
0% para el cruzamiento reciproco. Para Oka 5649 x Oka 5662 el promedio de frutos
por flores polinizadas fue 13%, el promedio de semillas por fruto fue 32 y el promedio

de semillas por flores polinizadas fue 16.

El cruzamiento Oka 5662 x Oka 6147 presentd 100% de combinaciones
genotipicas compatibles a nivel polen-estilo/estigma en relacién al total de
combinaciones, el porcentaje de combinaciones que produjeron frutos respecto de
las combinaciones compatibles fue 25%, con un promedio de 25% de combinaciones
con frutos respecto de las flores polinizadas, un nimero promedio de semillas por
fruto y de semillas por flores polinizadas de 117,5 en ambos casos. El cruzamiento
Oka 6147 x OL 4911 present6 85,7% de combinaciones compatibles a nivel polen-
estilo/estigma respecto del total de combinaciones y el promedio de combinaciones
que formaron frutos respecto de las combinaciones compatibles fue 33,3%, el
promedio de combinaciones con frutos respecto de las flores polinizadas fue de 19%
con un promedio de 36,5 semillas por fruto y de 13,8 semillas respecto a las flores
polinizadas. Para los cruzamientos Oka 6147 x Oka 5649 y Oka 6147 x Oka 6147 la
compatibilidad polen-estilo/estigma respecto del total de combinaciones fue 100% en

todos los casos y no se formaron frutos en ninguno de estos cruzamientos.
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Tabla 2: Compatibilidad polen-estigmal/estilo para los cruzamientos entre Introducciones de
Solanum spegazzinii y parametros de la capacidad reproductiva de las combinaciones

genotipicas
9 o %

Cruzamientos entre | compaiies | *cerbitecines | ponedo | W prameto |y, gepomos | N proec

Introducciones F;Osfugﬁzttlgfzae_ combinagiones frutps_/flores semillas/fruto semillii ffruto ﬂo_res

T EEas compatibles polinizadas polinizadas

OL 4911 x OL 4911 89 55,6 49 37,2 14-76 35
OL 4911 x OL 4916 100 28,6 12 35,0 25-40 14
OL 4911 x Oka 5649 100 30 17 28,2 7-64 22
OL 4911 x Oka 5662 77 50 27 58,3 7-92 43
OL 4916 x OL 4911 100 20 20 18,9 5-31 18,9
OL 4916 x Oka 5649 100 14,3 9 32,0 4-60 30
Oka 5649 x OL 4911 71 26,7 13 43,8 16-87 36,4
Oka 5649 x OL 4916 100 8,3 2 55 5-6 1,6
Oka 5649 x Oka 5662 75 33,3 13 32,0 32 16
Oka 5662 x OL 4911 67,6 36,0 18 74,2 36-146 52,7
Oka 5662x Oka 5649 55,6 0 0 0 0 0
Oka 5662 x Oka 6147 100 25 25 117,5 41-194 117,5
Oka 6147 x OL 4911 85,7 33,3 19 36,5 4-68 13,8
Oka 6147 x Oka 5649 100 0 0 0 0 0
Oka 6147 x Oka 6147 100 0 0 0 0 0

1.2. Solanum gourlayi (2n=2x=24)

Se obtuvieron 43 combinaciones genotipicas derivadas de cruzamientos entre
introducciones de grl 2x (Tabla 3). De estas, diecisiete produjeron frutos con mas de
30 semillas (39,5%), mientras que el resto no produjo frutos (60,5%). El porcentaje de
combinaciones genotipicas que no produjeron frutos en relacion al numero de
combinaciones totales para los diferentes cruzamientos varié desde un minimo de
36,4% para las combinaciones genotipicas del cruzamiento ORHL 4841 x OL 4858
hasta un maximo de 100% para las combinaciones genotipicas dentro de los
cruzamientos Oka 7518 x ORHL 4841 y Oka 7518 x OL 4858.

El estudio de las barreras precigoticas se realizd en las combinaciones sin
produccion de frutos. En las cuatro combinaciones sin fruto de ORHL 4841 x OL 4858
se determiné que en todos los casos los tubos polinicos crecieron normalmente hasta
la base del estilo. Para el cruzamiento reciproco, OL 4858 x ORHL 4841, fueron ocho
combinaciones sin fruto y se observé que en 12,5% de las combinaciones los tubos
polinicos detuvieron el crecimiento en el segundo tercio del estilo y en 87,5% de
combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo.

Para el cruzamiento ORHL 4841 x Oka 7518 fueron cuatro combinaciones sin
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produccion de frutos y en todos los casos los tubos polinicos crecieron normalmente
hasta la base del estilo. Para las combinaciones genotipicas derivadas del
cruzamiento reciproco, Oka 7518 x ORHL 4841, cuatro combinaciones genotipicas no
tuvieron produccion de frutos. En todas estas combinaciones genotipicas se determind

el crecimiento normal de los tubos polinicos hasta la base del estilo.

De las combinaciones genotipicas del cruzamiento OL 4858 x Oka 7518 fueron
dos combinaciones las que no produjeron frutos y se determiné que en 50% de las
combinaciones el crecimiento de los tubos polinicos no superaban el segundo tercio
del estilo y 50% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta
la base del estilo. En las combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento
reciproco, Oka 7518 x OL 4858, fueron cuatro y ninguna produjo frutos, en todas las
combinaciones se observo el crecimiento normal de tubos polinicos hasta la base del

estilo.

Tabla 3: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 2x: nimero de
combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento, numero total de
combinaciones genotipicas con frutos y relacion polen-estigmal/estilo en
combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

o~ o Relacion polen—estigma/estilo
i 2 § < N° total de en combinaciones genotipicas sin fruto
Cruzamientos -§ = % combinaciones genotipicas
entre introducciones £2§ con frutos *
EGS
E Los tubos polinicos: | % de combinaciones
z
ORHL 4841 x OL 4858 11 7
crecen normalmente hasta
la base estilo. 100
ORHL 4841 x Oka 7518 7 3
crecen normalmente hasta
la base estilo. 100
se detienen en el segundo
OL 4858 x ORHL 4841 12 4 tercio del estilo. 12,5
crecen normalmente hasta
la base estilo. 87,5
se detienen en el segundo
OL 4858 x Oka 7518 5 3 tercio del estilo. 50
crecen normalmente hasta
la base del estilo. 50
0
Oka 7518 x ORHL 4841 4 crecen normalmente hasta
la base del estilo 100
0
Oka 7518 x OL 4858 4 crecen normalmente hasta
la base del estilo 100
43 17

Nota: Entre introducciones(poblaciones) de una misma especie, se espera compatibilidad polen-estilo/estigma y formacién de
frutos con 200 semillas c/u, aunque no pueden descartarse reacciones de autoincompatibilidad del locus S multialélico.
* Todos produjeron > 30 semillas/fruto
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En el Tabla 4 se muestran los resultados de diferentes parametros de la capacidad
reproductiva de los cruzamientos entre introducciones de grl 2x. A excepcion de los
cruzamientos entre la introduccion OL 4858 con ORHL 4841 y con Oka 7518 que
presentaron, respectivamente, 92% y 80% de combinaciones genotipicas compatibles
a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de cada combinacion, los restantes
cruzamientos entre introducciones presentaron 100% de compatibilidad polen-
estilo/estigma en relacion al numero total de combinaciones de cada cruzamiento.

Para el cruzamiento ORHL 4841 x OL 4858 y cruzamiento reciproco se determiné
un 63,6% y 36,4% de combinaciones que formaron frutos respecto de las
combinaciones compatibles, respectivamente. Para los cruzamientos ORHL 4841 x
Oka 7518 y cruzamientos reciprocos se determind 42,9% y 0% de combinaciones con
frutos en relacion al total de combinaciones, respectivamente. Para los cruzamientos
OL 4858 x Oka 7518 y reciproco se determind 75% y 0% de combinaciones que

produjeron frutos en relacion al total de combinaciones, respectivamente.

En los cruzamientos con produccién de frutos, el promedio de la produccién de
semillas por fruto para variéo desde 71,1 para el cruzamiento OL 4858 x Oka 7518
hasta 164 semillas para el cruzamiento ORHL 4841 x OL 4858. El porcentaje de
produccion de frutos respecto a las flores polinizadas vari6 desde 2% para el
cruzamiento OL 4841 x Oka 7518 hasta 43% para el cruzamiento OL 4858 x Oka
7518, el promedio de semillas por flores polinizadas vari6 desde 59,9 para el
cruzamiento OL 4858 x Oka 7518 hasta 89,3 para cruzamiento ORHL 4841 x OL 4858.

Tabla 4: Compatibilidad polen-estigmal/estilo para los cruzamientos entre Introducciones de
Solanum gourlayi 2x y parametros de la capacidad reproductiva de las combinaciones

genotipicas
% combinaciones o . . .

. ; % combinaciones | % promedio de | N° promedio o N° promedio
Cruzamientos entre pglizrr?-peasttlibglasa- con frutps/ frutp;/ﬂores ) de N ex(:;emos de semillas/
Introducciones estilo/ total de c?:g;:g;)?g:s HElEEE sariliidivic semillas/fruto pol?rﬁzsdas

combinaciones
ORHL 4841 x OL 4858 100 63,6 34 164,3 57-219 89,3
ORHL 4841 x Oka 7518 100 429 2 100,3 46-203 63,0
OL 4858 x ORHL 4841 92 36,4 20 100,5 63-155 62,5
OL 4858 x Oka 7518 80 75 43 71,1 40-178 59,9
Oka 7518 x ORHL 4841 100 0 0 0 0 0
Oka 7518 x OL 4858 100 0 0 0 0 0
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1.3. Solanum gourlayi (2n=4x=48)

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 41 combinaciones genotipicas
entre introducciones de grl 4x, segun se observa en Tabla 5. De estas, dos
combinaciones produjeron frutos con mas de 30 semillas (4,9%), dos combinaciones
produjeron frutos con menos de 30 semillas (4,9%) y el resto de las combinaciones no
produjo frutos (90,2%). Se observa que en los diferentes cruzamientos entre
introducciones se presentaron problemas para la produccion de frutos y semillas ya
que el porcentaje de combinaciones sin frutos sumado al de las combinaciones que
formaron menos de 30 semillas por fruto varié entre un minimo de 80% para las
combinaciones genotipicas del cruzamiento Oka 7547 x Oka 7558 hasta un maximo
de 100% para las combinaciones genotipicas del cruzamiento Oka 7547 x Oka 7565.
Las relaciones polen-estilo/estigma detectadas en estas combinaciones fueron de:
detencion de crecimiento de tubos polinicos en estigma, detencion en estigma y primer
tercio del estilo, detencion en la mitad del estilo y crecimiento normal de los tubos
polinicos hasta la base del estilo.

Para el cruzamiento Oka 7547 x Oka 7558 se estudiaron las relacioones de
compatibilidad polen-estilo/estigma en cuatro combinaciones que no produjeron frutos,
en 25% de combinaciones se observo la detencidén de los tubos polinicos en el
estigma y 75% de combinaciones alcanzaron la base del estilo y crecieron entre los
ovulos normalmente. En el cruzamiento reciproco se estudié la relacion polen-
estilo/estigma en cuatro combinaciones que no produjeron frutos, se observo la
detencion de tubos polinicos en la mitad del estilo en 25% de las combinaciones y
75% de combinaciones con crecimiento normal de los tubos polinicos hasta base del
estilo y évulos.

Las seis combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 7547 x Oka
7565 no produjeron frutos y se observo que en 100% de las combinaciones los tubos
polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo. En el cruzamiento reciproco
tres combinaciones no produjeron frutos y dos combinaciones produjeron frutos con
menos de 30 semillas cada uno, en las cinco combinaciones se observo la relacion de
compatibilidad polen-estilo/estigma y 100% de las combinaciones los tubos polinicos
llegaron normalmente hasta la base del estilo.

En el cruzamiento Oka 7558 x Oka 7565 fueron cuatro las combinaciones sin frutos
que se estudiaron en la relacion polen-estilo/estigma. En 100% de las combinaciones

genotipicas se observo el crecimiento normal de tubos polinicos hasta la base del
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estilo. En el cruzamiento reciproco fueron seis las combinaciones que no produjeron frutos,
la relacion polen-estilo/estigma fue de 17% de combinaciones con detencion de tubos
polinicos en mitad del estilo y en 83% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron

hasta los évulos normalmente.

Los cruzamientos Oka 7547 x Oka 7594, Oka 7558 x Oka 7594 y Oka7565 x Oka 7594
fueron tres, tres y cuatro, respectivamente; en ninguna de estas combinaciones se registré
produccion de frutos y fueron estudiadas por la relacién-polen estilo/estigma. Para el
cruzamiento Oka 7547 x Oka 7594, en 67% de las combinaciones los tubos polinicos se
detuvieron en el estigma y primer tercio del estilo y en 33% de las combinaciones los tubos
polinicos llegaron normalmente a la base del estilo. En el cruzamiento Oka 7558 x Oka
7594, en 75% de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el
estigma y 25% las combinaciones los tubos polinicos se detuvieron en el estigma y primer
tercio del estilo. Para el cruzamiento Oka 7565 x Oka 7594 se observd que, en todas las
combinaciones los tubos polinicos llegaron normalmente a la base del estilo.

Tabla 5: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 4x: numero de
combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento, nimero total de combinaciones
genotipicas con frutos con mas de 30 semillas o con 0 a 30 semillas cada uno y relacion
polen-estigma/estilo en combinaciones genotipicas que no produjeron frutos o que
produjeron frutos con 0 a 30 semillas cada uno

Ne° total de Relacion polen—estigmalestilo
3 g ] combinaciones genotipicas en combinaciones genotipicas sin fruto o con 0
f 5§85 con frutos a 30 semillas/fruto
Crl_Jzamlentgs § g Z
entre introducciones | £ 2 §
g 8 S 0a30
< > 30 semillas/fruto samillEsfiie Los tubos polinicos: % de combinaciones
z
se detienen en el estigma. 25
Oka7547 x Oka7558 5 1 0 crecen normalmente hasta 75
la base del estilo.
crecen normalmente hasta
Oka7547 x Oka7565 6 0 0 o ot 100
se detienen en el estigma y 67
Oka7547 x Oka7594 3 0 0 primer tercio del estilo.
crecen normalmente hasta 33
la base del estilo..
se detienen en mitad del 25
Oka7558 x Oka7547 4 0 0 estio.
crecen normalmente hasta 75

la base del estilo..

Oka7558 x Oka7565 5 1 0 crecen normalmente hasta 100

la base del estilo.

se detienen en el estigma.. 75
Oka7558 x Oka7594 3 0 0 se detienen en el estigma. 25
y primer tercio del estilo
| te hast
Oka7565 x Oka7547 5 0 2 orecen normaimente hasta 100
se detienen en el estigma. 17
Oka7565 x Oka7558 6 0 0 crecen normalmente hasta 83
la base del estilo.
| te hast
Oka7565 x Oka7594 4 0 0 T base del astilo, 100
41 2 2

Nota: Entre introducciones(poblaciones) de una misma especie, se espera compatibilidad polen-estilo/estigma y formacién de frutos
con 200 semillas c/u, aunque no pueden descartarse reacciones de autoincompatibilidad del locus S multialélico.
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En el Tabla 6 se observa que para el cruzamiento Oka 7547 x Oka 7558 el
porcentaje de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma para el total de
las combinaciones fue 80%, el porcentaje de combinaciones genotipicas que
produjeron frutos en relaciéon a las combinaciones compatibles fue 25%, el promedio
de semillas por frutos fue de 35, el porcentaje promedio de frutos por flores polinizadas
fue 10% y el numero promedio de semillas por flores polinizadas fue de 17,5. El
cfruzamiento reciproco presenté 75% de combinaciones con compatibilidad a nivel

polen-estilo/estigma y no tuvo produccién de frutos.

Para el cruzamiento Oka 7547 x Oka 7565 y cruzamiento reciproco el porcentaje
de compatibilidad polen-estilo/estigma respecto al total de combinaciones fue 100% en
ambos sentidos. El cruzamiento Oka 7547 x Oka 7565 no produjo frutos y para Oka
7565 x Oka 7547 se determind que el porcentaje promedio de frutos en relacion a
combinaciones compatibles fue 40%, el promedio de semillas por fruto de 11, el
porcentaje promedio de frutos por flores polinizadas fue 28% y el promedio de semillas

por flores polinizadas fue de 8,5.

Para el cruzamiento Oka 7558 x Oka 7565 el porcentaje de combinaciones
compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de combinaciones fue 100%,
el porcentaje de combinaciones que formaron frutos en relacién a las combinaciones
compatibles fue 20%, el promedio de semillas por fruto fue de 55, el porcentaje
promedio de frutos por flores polinizadas fue de 10% y el numero de semillas por flores
polinizadas fue de 27,5. Para el cruzamiento reciproco el porcentaje de combinaciones

compatibles a nivel polen-estilo/estigma fue de 83% y no se formaron frutos.

Para los cruzamientos Oka 7547 x Oka 7594, Oka 7558 x Oka 7594 y Oka 7565 x
Oka 7594 se determind 33%, 0% y 100% de combinaciones compatibles sobre el total
de combinaciones genotipicas de cada una, respectivamente, y ninguna combinacion

en estos cruzamientos produjo frutos.
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Tabla 6: Compatibilidad polen-estigmalestilo para los cruzamientos entre Introducciones de
Solanum gourlayi 4x y parametros de la capacidad reproductiva de las combinaciones

genotipicas
. % combinaciones | eyt B f o q 5 .
Cruzamientos | ™ ompalfis | % corbinecons | %promadode | \"promedo | v xomos |1 Pomed
entre pol(_eln-/estlglrga- combinaciones polinizadas semillas/fruto _"de/f flores
Introducciones ;Srtr:l?ing)ct:ie:)n:s compatibles Sl EsHinie polinizadas
Oka7547 x Oka7558 80 25 10 35 30-40 17,5
Oka7547 x Oka7565 100 0 0 - - -
Oka7547 x Oka7594 33 0 0 - - -
Oka7558 x Oka7547 75 0 - - -
Oka7558 x Oka7565 100 20 10 55 55 27,5
Oka7558 x Oka7594 0 0 0 - - -
Oka7565 x Oka7547 100 40 28 11 4-17 8,5
Oka7565 x Oka7558 83 0 0 - - -
Oka7565 x Oka7594 100 0 0 - - -

2. Combinaciones genotipicas y relaciones de compatibilidad polen-estilo/estigma

interespecificas intra- e interploides

2.1. Solanum spegazzinii x Solanum gourlayi (2n=2x=24) y reciproco
Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 41 las combinaciones
genotipicas entre spg x grl 2x, segun se detalla en Tabla 7. Se observa que fueron 8
las combinaciones genotipicas que produjeron frutos con mas de 30 semillas (19,6%),
seis las combinaciones que produjeron frutos con menos de 30 semillas (14,6%), el
En
cruzamientos se presentaron problemas para la producciéon normal de frutos y semillas

y que
combinaciones que produjeron menos de 30 semillas por fruto varié desde un minimo

resto de las combinaciones no produjeron frutos (65,8%). los diferentes

el porcentaje de combinaciones genotipicas sin frutos sumado al de las

de 50% para las combinaciones genotipicas del cruzamiento Oka 5649 x ORHL 4841
hasta un maximo de 100% para las combinaciones genotipicas del cruzamiento OL
4911 x ORHL 4841. En el estudio de la relacién polen-estilo/estigma se observa que
para el cruzamiento Oka 5662 x ORHL 4841 ninguna de las cinco combinaciones
produjo frutos y se observd la relacion polen-estilo/estigma en la que 20% de
combinaciones presentaron detencién de crecimiento de los tubos polinicos en la
mitad del estilo y 80% de combinaciones con crecimiento normal de tubos polinicos
hasta la base del estilo.

Para el cruzamiento Oka 5662 x OL 4858, seis de las nueve combinaciones no
produjeron frutos y en la relacion polen-estilo/estigma se observd en 33% de las

combinaciones los tubos polinicos detenian el crecimiento en el estigma y en 67% de
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las combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo.
El resto de los cruzamientos de spg x grl 2x no produjeron frutos ni produjeron mas

de 30 semillas por fruto, en el estudio de la relacion de compatibilidad polen-

estilo/estigma se observé que los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base

del estilo en todos los casos.

Entre grl 2x x spg se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 55
combinaciones genotipicas, segun se detalla en Tabla 8. De estas cinco
combinaciones fueron las que formaron frutos con mas de 30 semillas (9%), cuatro
combinaciones produjeron frutos con menos de 30 semillas por fruto (7%), el resto de
las combinaciones no produjo frutos (84%). Las observaciones microscépicas de la
relacion polen-estilo/estigma en las combinaciones que no formaron frutos o que
formaron frutos con menos de 30 semillas determinaron diferentes sitios de inhibicién
del crecimiento de los tubos polinicos: en estigma, en primer tercio del estilo, en la
mitad del estilo, en el segundo tercio del estilo y se observé el crecimiento normal de

los tubos polinicos hasta la base del estilo.

En el cruzamiento ORHL 4841 x OL 4911 se estudid la relacion polen-
estilo/estigma en 11 combinaciones (10 combinaciones sin fruto y una combinacion
con 17 semillas en un fruto). En 18% de combinaciones genotipicas se observé que la
detencion del crecimiento de los tubos polinicos en el primer tercio del estilo, 18% de
combinaciones con detencion del crecimiento de tubos polinicos en la mitad del estilo
y 64% de combinaciones el crecimiento de los tubos polinicos fue normal hasta la
base del estilo. En el cruzamiento ORHL 4841 x OL 4916 se observé la compatibilidad
polen-estilo/estigma en dos combinaciones con problemas en la produccion de frutos
y semillas (una combinacién sin frutos y otra con menos de 30 semillas), en las dos
combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo. En
el cruzamiento ORHL 4841 x Oka 5649 fueron seis las combinaciones genotipicas y
ninguna produjo frutos. Se observé a nivel polen-estilo/estigma un crecimiento normal
de los tubos polinicos hasta la base del estilo. En el cruzamiento ORHL 4841 x Oka
5662 se estudiaron ocho combinaciones genotipicas (seis combinaciones sin fruto y
dos combinaciones con menos de 30 semillas por fruto). Se determiné que en 12,5%
de combinaciones la detencion del crecimiento de los tubos polinicos en el estigma,
25% de combinaciones con detencion de tubos polinicos en el primer tercio del estilo,

12,5% de combinaciones genotipicas con detencion del crecimiento de los tubos
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polinicos en el segundo tercio del estilo y 50% de combinaciones con los tubos
polinicos que crecieron normalmente hasta base del estilo y entre los 6vulos. En el
cruzamiento ORHL 4841 x Oka 6147 fueron cuatro combinaciones genotipicas y no
produjeron frutos, en el estudio de la relacion polen-estilo/estigma se observé que los

tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo.

En el cruzamiento OL 4858 x OL 4911 fueron 10 combinaciones genotipicas, de
las cuales ocho no produjeron frutos, en estas las relaciones polen-estilo/estigma
determinadas fue en 28,6% de combinaciones detuvieron el crecimiento de los tubos
polinicos en el estigma, en 14,3% de las combinaciones la detencién del crecimiento
de los tubos polinicos fue en la mitad del estilo, y 57,1% de combinaciones los tubos
polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo y entre los 6vulos. En el
cruzamiento OL 4858 x Oka 6147 se estudiaron dos combinaciones que no produjeron
frutos y se observé que una de las combinaciones detenia el crecimiento de los tubos
polinicos en el primer tercio del estilo y en la otra combinacion los tubos polinicos
llegaban normalmente hasta la base del estilo. Para el resto de los cruzamientos que
no produjeron frutos, OL 4858 x OL 4916, OL 4858 x Oka 5649, OL 4858 x Oka 5662,
se estudiaron las relaciones polen-estilo/estigma observando que en todas las

combinaciones los tubos polinicos crecian normalmente hasta la base del estilo.
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Tabla 7: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum spegazzinii x S. gourlayi
2x: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento, niumero total de
combinaciones genotipicas con frutos con mas de 30 semillas o con 0 a 30 semillas
cada uno y relacion polen-estigma/estilo en combinaciones genotipicas que no
produjeron frutos o que produjeron frutos con 0 a 30 semillas cada uno

Ne° total de Relacion polen—estigma/estilo
Fe) combinaciones genotipicas en combinaciones genotipicas sin fruto o con
Cruzamientos _S _8 5 con frutos 0 a 30 semillas/fruto
(S
entre introducciones | £ 8 §
EOM®G 0
°8 semi;:s(;fruto 0 a 30 semillas/fruto Los tubos polinicos: combi/‘r’1:§ones
4
crecen normalmente hasta la
OL 4911 x ORHL 4841 2 0 1 flormaimente ! 100
crecen normalmente hasta la
OL 4911 x OL 4858 6 1 1 base del estilo. 100
crecen normalmente hasta la
OL 4916 x ORHL 4841 5 2 2 pormaimente ! 100
crecen normalmente hasta la
OL 4916 x OL 4858 2 0 1 flormatmente ! 100
crecen normalmente hasta la
Oka 5649 x ORHL 4841 4 2 0 base del estilo.. 100
Oka 5649 x OL 4858 2 0 0 e ety 100
se detienen en la mitad del 20
Oka 5662 x ORHL 4841 | 5 0 0 st
a X crecen normalmente hasta la 80
base del estilo.
se detienen en el estigma. 33
Oka 5662 x OL 4858 9 3 0
crecen normalmente hasta la 67
base del estilo.
crecen normalmente hasta la
Oka 6147 x ORHL 4841 3 0 0 b e cati 100
crecen normalmente hasta la
Oka 6147 x OL 4858 2 0 0 base del estio. 100
crecen normalmente hasta la
Oka 6147 x Oka 7518 1 0 1 b del astilo. 100
41 8 6

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas que impidan la formacion de semilla
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Tabla 8: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 2x x S.
spegazzinii;: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento,
numero total de combinaciones genotipicas con frutos con mas de 30 semillas o con 0
a 30 semillas cada uno y relacion polen-estigmal/estilo en combinaciones genotipicas
que no produjeron frutos o que produjeron frutos con 0 a 30 semillas cada uno

N° total de Relacién polen—estigma/estilo
832 combinaciones genotipicas en combinaciones genotipicas sin fruto o con
Cruzamientos IS _g 5 con frutos 0 a 30 semillas/fruto
S SE
entre introducciones g e g
EO 5
Q > 30 0a30 L % de
; semillas/fruto semillas/fruto L3 leseelinlzss combinaciones
se detienen en el primer 18
tercio del estilo.
se detienen en la mitad del
ORHL 4841 x OL 4911 12 0 1 non 18
crecen normalmente hasta la 64
base del estilo.
crecen normalmente hasta la
ORHL 4841 x OL 4916 5 3 1 flormaimente ! 100
crecen normalmente hasta la
ORHL 4841x Oka 5649 6 0 0 Jlormaimente I 100
se detienen en el estigma. 12,5
se detiepen en el_primer 25
ORHL 4841x Oka 5662 8 0 2 o de Bl
se detienen en el segundo 125
tercio del estilo. ’
crecen normalmente hasta la 50
base del estilo.
crecen normalmente hasta la
ORHL 4841x Oka 6147 4 0 0 pormarmente ! 100
se detienen en el estigma. 28,6
se detienen en la mitad del
OL 4858 x OL 4911 10 2 0 estio. 143
crecen normalmente hasta la
base del estilo. 57,1
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x OL 4916 3 0 0 e 100
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x Oka 5649 3 0 0 flormaimente ! 100
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x Oka 5662 2 0 0 base del estilo. 100
se detiepen en ellprimer 50
OL 4858 x Oka 6147 2 0 0 tereio def estio
crecen normalmente hasta la 50
base del estilo.
55 5 4

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas que impidan la formacion de
semilla

En los Tablas 9 y 10 se muestran los resultados de la compatibilidad polen-
estilo/estigma y produccion de semillas en las combinaciones genotipicas entre las

introducciones de spg x grl 2x y reciprocos, respectivamente.

Para el cruzamiento OL 4911 x ORHL 4841 y cruzamiento reciproco el porcentaje
de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones genotipicas para cada cruzamiento fue 100% y 67%, el porcentaje de

combinaciones con frutos en relacion a las combinaciones compatibles fue de 50% y
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12,5%, respectivamente. El promedio de semillas por fruto fue de 22 y 17, el
porcentaje promedio de frutos por flores polinizadas fue de 25% y 3%, el nimero de

semillas por flores polinizadas fue de 11y 5,7, respectivamente.

Para el cruzamiento OL 4911 x OL 4858 y el cruzamiento reciproco el porcentaje
de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue de 100% y 60%, respectivamente, el porcentaje de combinaciones
con frutos en relacién a las combinaciones compatibles fue de 33,3% en ambos
sentidos del cruzamiento. El promedio de semillas por fruto fue de 48,7 y 66,1 semillas
por fruto, respectivamente, el porcentaje promedio de frutos por flores polinizadas fue
de 29% y 18%, el numero de semillas por flores polinizadas fue de 38,5 y 59,

respectivamente.

Para el cruzamiento OL 4916 x ORHL 4841 y cruzamiento reciproco el porcentaje
de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue en ambos casos de 100%, el porcentaje de combinaciones con
frutos respecto a las combinaciones compatibles fue de 80% en ambos casos, el
numero promedio de semillas por fruto fue de 43,6 y 29,1 semillas por frutos,
respectivamente. El porcentaje promedio de frutos por flores polinizadas fue de 29% y

40%, el numero de semillas por flores polinizadas fue de 28,8 y 16, respectivamente.

Para el cruzamiento OL 4916 x OL 4858 y cruzamiento reciproco el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue 100% en ambos casos, el porcentaje de combinaciones con frutos
en relacion a las combinaciones compatibles fue de 50% para las combinaciones entre
OL 4916 x OL 4858 y 0% para el cruzamiento reciproco. En OL 4916 x OL 4858 el
numero promedio de semillas por fruto fue de 4, el porcentaje promedio de frutos por

flores polinizadas fue de 20% y el numero de semillas por flores polinizadas fue de 1,6.

Para el cruzamiento Oka 5649 x ORHL 4841 y cruzamiento reciproco el porcentaje
de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue 100% compatibles en ambos casos, el porcentaje de
combinaciones con frutos en relacion a las combinaciones compatibles fue de 50%
para las combinaciones entre Oka 5649 x ORHL 4841 y de 0% para las

combinaciones del cruzamiento reciproco. El promedio de semillas por fruto fue de
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58,5; el porcentaje promedio de frutos por flores polinizadas fue de 38% y el niumero

de semillas por flores polinizadas fue de 40.

Para el cruzamiento Oka 5649 x OL 4858 y cruzamiento reciproco el porcentaje
de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue 100% en ambos casos, ninguna combinacién de estos

cruzamientos produjo frutos.

Para el cruzamiento Oka 5662 x ORHL 4841 y cruzamiento reciproco el porcentaje
de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue 80% y 75%, el porcentaje de combinaciones con frutos respecto
del total de combinaciones compatibles fue de 0% y 33,3%, respectivamente. El
numero promedio de semillas por fruto para ORHL 4841 x Oka 5662 fue de 20,5, el
porcentaje de promedio de frutos por flores polinizadas fue de 25% y de semillas por

flores polinizadas de 20,5.

Para el cruzamiento Oka 5662 x OL 4858 y cruzamiento reciproco el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue 78% y 100%; el porcentaje de combinaciones con produccion de
frutos respecto del total de combinaciones compatibles fue de 42,9% y 0%,
respectivamente. El promedio de semillas por fruto fue de 69,3, el porcentaje promedio
de frutos por flores polinizadas fue de 20% y el nidmero de semillas por flores

polinizadas fue de 37,9.

Para el cruzamiento Oka 6147 x ORHL 4841 y cruzamiento reciproco el porcentaje
de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue 100% en ambos, las combinaciones no produjeron frutos en ningun

sentido del cruzamiento.

Para el cruzamiento Oka 6147 x OL 4858 y cruzamiento reciproco el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de
combinaciones fue 100% y 50%, las combinaciones no produjeron frutos en ningun

sentido del cruzamiento.

En el cruzamiento Oka 6147 x Oka 7518 el porcentaje de combinaciones
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compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto al total de combinaciones fue 100%,
el porcentaje de combinaciones con produccion de frutos respecto del total de
combinaciones compatibles fue 100%, el porcentaje de combinaciones con produccion
de frutos respecto del total de combinaciones compatibles fue de 100%, el promedio

de semillas por fruto fue de 15.

Tabla 9: Compatibilidad polen-estigmal/estilo para los cruzamientos entre Introducciones de
Solanum spegazzinii x S. gourlayi 2x y parametros de la capacidad reproductiva de

las combinaciones genotipicas
%

Ne

. combinaciones .% . % promedio o . o promedio
Cruzamientos entre compatibles combinaciones de N prgmed|o de | N°extremos e
. | ti con frutos/ frutos/flores semillas/fruto de illas/
Introducciones pote_zln—/etstlglrza— combinaciones | polinizadas semillas/fruto S?Im' as
estio/total de compatibles riores
combinaciones polinizadas
OL 4911 x ORHL 4841 100 50 25 22 22 11
OL 4911 x OL 4858 100 33,3 29 48,7 14-121 38,5
OL 4916 x ORHL 4841 100 80 29 43,6 5-141 28,8
OL 4916 x OL 4858 100 50 20 4 4 1,6
Oka5949 x ORHL 4841 100 50 38 58,5 43-78 40
Oka 5649 x OL 4858 100 0 0 - - -
Oka 5662 x ORHL 4841 80 0 0 - - -
Oka 5662 x OL 4858 78 42,9 20 69,3 23-99 37,9
Oka 6147 x ORHL 4841 100 0 0 - - -
Oka 6147 x OL 4858 100 0 0 - - -
Oka 6147 x Oka 7518 100 100 100 15 15 7,5

Tabla 10: Compatibilidad polen-estigmalestilo para los cruzamientos entre Introducciones
de Solanum gourlayi 2x x S spegazzinii y parametros de la capacidad reproductiva

de las combinaciones genotipicas
%

. combinaciones bi “ . e prgmedio N° promedio NC ext N° promedio
Cruzamientos entre compatibles co(r;)':r;?uctg)ges frutos/?lores de exdreemos de semillas/
Introducciones polen-estigma- | o ciones polinizadas samilsiuio semillas/fruto flores
estilo/ total de compatibles polinizadas
combinaciones
ORHL 4841 x OL 4911 67 12,5 3 17 17 5,7
ORHL 4841 x OL 4916 100 80 40 29,1 8-46 16
ORHL 4841 x Oka 5649 100 0 - - - -
ORHL 4841 x Oka 5662 75 33,3 25 20,5 5-28 20,5
ORHL 4841 x Oka 6147 100 0 - - - -
OL 4858 x OL 4911 60 33,3 18 66,1 39-76 59
OL 4858 x OL 4916 100 0 - - - -
OL 4858 x Oka 5649 100 0 - - - -
OL 4858 x Oka 5662 100 0 - - - -
OL 4858 x Oka 6147 50 0 - - - -
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2.2. Solanum spegazzinii x Solanum gourlayi (2n=4x=48) y reciproco

En el Tabla 11 se observan que los cruzamientos dirigidos realizados entre las
introducciones de spg x grl4x fueron 37 y ninguna produjo frutos. Del estudio de la
reaccion polen-estilo/estigma en las cinco combinaciones genotipicas derivadas del
cruzamiento Oka 5662 x Oka7594 se observd que en 20% de las combinaciones
genotipicas ocurrid la detencion del crecimiento de los tubos polinicos en el primer
tercio del estilo y en 80% de combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente
hasta la base del estilo. En el resto de los cruzamientos entre las introducciones de
spg x grl 4x no formaron frutos y la relaciéon polen-estil/estigma que se observo en
todos los casos fue que en 100% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron

normalmente hasta la base del estilo.

Los cruzamientos dirigidos realizados entre las introducciones de grl 4x x spg
fueron 81 (Tabla 12), ninguna combinacién genotipica produjo semillas. En las
observaciones de la compatibilidad polen-estilo/estigma de las combinaciones
genotipicas que no produjeron frutos en los cruzamientos entre Oka 7547 con OL
4911, OL 4916 y Oka 5649, entre Oka 7565 con OL 4911 y OL 4916, y entre Oka 7594
con Oka 6147 se determind 100% de combinaciones con crecimiento normal de los

tubos polinicos hasta la base del estilo y entre los 6vulos en todos los casos.

Las combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 7558 x OL 4911
fueron dos, en el estudio de la relacion de compatibilidad polen-estilo/estigma se
determind que en una combinacién los tubos polinicos estaban plasmolizados en el
estigma y en la otra combinacién los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la
base del estilo. En las cuatro combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento
Oka 7558 x Oka 5662, 50% de las combinaciones detuvieron el crecimiento de los
tubos polinicos en el primer tercio del estilo y 50% de combinaciones presentaron

crecimiento normal de los tubos polinicos hasta la base del estilo.

Las ocho combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 7565 x Oka
5662 fueron estudiadas en la relacion polen-estilo/estigma, 14% de las combinaciones
presentaron detencién del crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 29% de
combinaciones detuvieron los tubos polinicos en estigma y primer tercio y en el 57%
de combinaciones los tubos polinicos crecieron nhormalmente hasta la base del estilo.

Las combinaciones genotipicas de los cruzamientos entre Oka 7588 con OL 4911,
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OL 4916 y Oka 5662 fueron tres, tres y cuatro, respectivamente. En estas
combinaciones se observo que en 67%, 33% y 25% de las combinaciones la detencion
del crecimiento de tubos polinicos ocurrié en primer tercio del estilo, y en 33%, 67% y
75% de combinaciones se observé que los tubos polinicos crecieron normalmente
hasta la base del estilo, respectivamente. Las combinaciones genotipicas del
cruzamiento Oka 7594 x OL 4911 fueron 20 (s6lo se observaron 17 combinaciones) y
se observo 12% de combinaciones con detencion de crecimiento de tubos polinicos en
el primer tercio del estilo y en 88% de combinaciones los tubos polinicos crecieron
normalmente hasta la base del estilo. Las combinaciones genotipicas del cruzamiento
Oka 7594 x Oka 5649 fueron 10, de estas se observé que 10% de combinaciones con
detencion del crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 20% de combinaciones
con detencién de tubos polinicos en estigma y primer tercio, 30% de combinaciones
con detencién de tubos polinicos en el primer tercio del estilo y en 40% de las
combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo. Las
combinaciones genotipicas del cruzamiento Oka 7594 x Oka 5662 fueron siete y se
observé que 14% de combinaciones detuvieron el crecimiento de tubos polinicos en el
estigma, 29% de combinaciones la detencién de tubos polinicos fue en la mitad del
estilo y en el 57% de combinaciones los tubos polinicos llegaron normalmente hasta la

base el estilo.
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Tabla 11: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum spegazzinii x S gourlayi
4x: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento, numero total

de combinaciones genotipicas con frutos vy
combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

relacion polen-estigma/estilo en

0= o Relacion polen—estigmalestilo
. 2 § T N° total de en combinaciones genotipicas sin fruto
Cruzamientos -§ a g combinaciones genotipicas
entre introducciones | £ 8 § CoRlIEts
€85 0
8 Los tubos polinicos: A’ de.
2 combinaciones
crecen normalmente hasta la
OL 4911 x Oka7547 2 0 e 100
crecen normalmente hasta la
OL 4911 x Oka7558 2 0 pormamente ! 100
crecen normalmente hasta la
OL 4911 x Oka7565 4 0 base del estilo 100
OL 4911 x Oka7558 3 0 orecen normaimente hasta la 100
OL 4911 x Oka7594 3 0 orecen normaimente hasta la 100
OL 4916 x Oka7547 2 0 crecen Egg:zlgllir;ttﬁohasta ia 100
OL 4916 x Oka7565 3 0 orecen normaimente hasta la 100
OL 4916 x Oka7588 3 0 orecen normaimente hasta la 100
Oka 5662 x Oka7558 3 0 orecen normaimente hasta la 100
Oka 5662 x Oka7565 1 0 e o ot - 100
Oka 5662 x Oka7588 4 0 e e ot 100
se detignen en gl estigma_ yen 20
Oka 5662 x Oka7594 5 0 el primer tercio del estilo.
crecen normalmente hasta la 80
base del estilo
crecen normalmente hasta la
Oka 6147 x Oka7594 2 0 e o 100

37

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacion de

semilla (excepto produccion de odsferas 2n)
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Tabla 12: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 4x x S.
spegazzinii: nUmero de combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento,
numero total de combinaciones genotipicas con frutos y relacion polen-estigma/estilo
en combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

"< o Relaciéon polen—estigma/estilo
. 2 § < NC° total de en combinaciones genotipicas sin fruto
Cruzamientos 2 = -g combinaciones genotipicas
. . M =
entre introducciones | £ § con frutos
o
EO G [
8 Los tubos polinicos: A’ de.
o combinaciones
crecen normalmente hasta la
Oka7547 x OL 4911 0 pormamente 100
crecen normalmente hasta la
Oka7547 x OL 4916 0 pormaimente 100
crecen normalmente hasta la
Oka7547 x Oka 5649 0 pormaimente 100
Polen plasmolizado. 50
Oka7558 x OL 4911 2 0 crecen normalmente hasta la 50
base del estilo
se detienen en eIl primer tercio del 50
Oka7558 x Oka 5662 4 0 ostlo.
crecen normalmente hasta la 50
base del estilo
crecen normalmente hasta la
Oka7565 x OL 4911 8 0 base del esto 100
crecen normalmente hasta la
Oka7565 x OL 4916 2 0 base del estilo 100
se detienen en el estigma. 14
se detienen en el estigma y primer
Oka7565 x Oka 5662 8 0 o e & ostiom: 29
crecen normalmente hasta la 57
base del estilo
se detienen en eIl primer tercio del 67
Oka7588 x OL 4911 3 0 estlo.
crecen normalmente hasta la 33
base del estilo
se detienen en eI_ primer tercio del 33
Oka7588 x OL 4916 3 0 estlo.
crecen normalmente hasta la 67
base del estilo
se detienen en primer tercio del 25
Oka7588 x Oka 5662 4 0 estlo.
crecen normalmente hasta la 75
base del estilo
se detienen en grimer tercio del 12
Oka7594 x OL 4911 20 0 estlo
crecen normalmente hasta la 88
base del estilo
se detienen en estigma 10
se detienen en estigma y en el 20
primer tercio del estilo.
Oka7594 x Oka 5649 1 0 0 se detienen en primer tercio del 30
estilo
crecen normalmente hasta la 40
base del estilo
se detienen en estigma 14
Oka7594 x Oka 5662 7 0 se detienen en la mitad del estilo 29
crecen normalmente hasta la 57
base del estilo
crecen normalmente hasta la
Oka7594 x Oka 6147 2 0 bocs Aot oot 100
81 0

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacién de

semilla (excepto produccion de polen 2n)
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En el Tabla 13 se muestran los resultados de la compatibilidad polen-estilo/estigma
y produccion de semillas para las combinaciones genotipicas entre las introducciones
de spg x grl 4x. En el cruzamiento Oka 5662 x Oka7594 el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto del total de
combinaciones fue de 80% y para el resto de los cruzamientos el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto del total de

combinaciones fue de 100% y en ningun caso se produjeron frutos.

En el Tabla 14 se muestran los resultados de la compatibilidad polen-estilo/estigma
y produccién de semillas para las combinaciones genotipicas entre las introducciones
de grl 4x x spg. Para las combinaciones genotipicas de los cruzamientos entre Oka
7547 con OL 4911, OL 4916 y Oka 5649 el porcentaje de combinaciones compatibles
a nivel polen-estilo/estigma respecto del total de combinaciones fue 100% para los tres
casos. También en las combinaciones de los cruzamientos Oka 7565 x OL 4911, Oka
7565 x OL 4916 y Oka 7594 x Oka 6147 el porcentaje de combinaciones compatibles
a nivel polen-estilo/estigma respecto del total de combinaciones fue 100% para los tres
casos. En el resto de los cruzamientos el porcentaje de combinaciones compatibles a
nivel polen-estilo/estigma respecto del total de combinaciones varié desde un minimo
de 33% para Oka 7588 x OL 4911 hasta un maximo de 75% para Oka 7588 x Oka
5662.

Tabla 13: Compatibilidad polen-estigmal/estiio para los
cruzamientos entre Introducciones de Solanum
spegazzinii X S. gourlayi 4x

% combinaciones
Cruzamientos entre compatibles % combinaciones
K polen-estigma- con frutos/ combinaciones
Introducciones estilo/ total de compatibles
combinaciones
OL 4911 x Oka7547 100 0
OL 4911 x Oka7558 100 0
OL 4911 x Oka7565 100 0
OL 4911 x Oka7558 100 0
OL 4911 x Oka7594 100 0
OL 4916 x Oka7547 100 0
OL 4916 x Oka7565 100 0
OL 4916 x Oka7588 100 0
Oka 5662 x Oka7558 100 0
Oka 5662 x Oka7565 100 0
Oka 5662 x Oka7588 100 0
Oka 5662 x Oka7594 80 0
Oka 6147 x Oka7594 100 0
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Tabla 14: Compatibilidad polen-estigma/estilo para los
cruzamientos entre Introducciones de Solanum gourlayi
4x X S. spegazzinii

% combinaciones
Cruzamientos entre compatibles % combinaciones
K polen-estigma- estilo/ con frutos/ combinaciones
Introducciones total de compatibles
combinaciones
Oka7547 x OL 4911 100 0
Oka7547 x OL 4916 100 0
Oka7547 x Oka 5649 100 0
Oka7558 x OL 4911 50 0
Oka7558 x Oka 5662 50 0
Oka7565 x OL 4911 100 0
Oka7565 x OL 4916 100 0
Oka7565 x Oka 5662 50 0
Oka7588 x OL 4911 33 0
Oka7588 x OL 4916 67 0
Oka7588 x Oka 5662 75 0
Oka7594 x OL 4911 75 0
Oka7594 x Oka 5649 40 0
Oka7594 x Oka 5662 57 0
Oka7594 x Oka 6147 100 0

2.3. Solanum spegazzinii x Solanum tuberosum ssp. tuberosum y reciproco

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 39 combinaciones genotipicas
entre las introducciones spg x tbr (Tabla 15) y ninguna combinacién produjo frutos. En
las combinaciones que no formaron frutos se realizé el estudio de la relacién polen-
estilo/estigma. En las 14 combinaciones genotipicas del cruzamiento OL 4911 x tbr, se
determin6 que 14% de combinaciones detuvieron el crecimiento de los tubos polinicos
parcialmente en el primer tercio del estilo y detencion total de tubos polinicos en la
mitad del estilo, en 86% de las combinaciones los tubos polinicos llegaron
normalmente hasta la base del estilo y entre los 6vulos. Las combinaciones
genotipicas del cruzamiento OL 4916 x tbr fueron dos y se observd en estas
combinaciones un crecimiento normal de tubos polinicos hasta la base del estilo. Las
combinaciones genotipicas del cruzamiento Oka 5649 x tbr fueron 13, (sélo se
observaron 9 combinaciones) se observé que en 11,1% de combinaciones los tubos
polinicos se detuvieron en el estigma aunque algunos tubos alcanzaban la base del
estilo (c.a. 5 tubos), 22,2% de combinaciones detuvieron los tubos polinicos en el
primer tercio del estilo y algunos tubos polinicos llegaron a la base del estilo (c.a. 5
tubos) y 22,2% de las combinaciones detenian el crecimiento de los tubos polinicos

entre el primer tercio y la mitad del estilo, en 44,4% de las combinaciones los tubos
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polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo. Las combinaciones
genotipicas de los cruzamientos Oka 5662 x tbr y Oka 6147 x tbr fueron nueve y una
combinacion, respectivamente, en, todas estas se observd que en 100% de
combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo y
entre los 6vulos.

Las combinaciones genotipicas de los cruzamientos reciprocos tbr x spg fueron 49
(Tabla 16) de las cuales ninguna formo frutos y en estas se estudié la relacion polen-
estilo/estigma. Las combinaciones genotipicas del cruzamiento tbr x OL 4911 fueron
25, en 24% de las combinaciones presentaron inhibicién de crecimiento de tubos
polinicos en el estigma, en 32% de combinaciones los tubos polinicos detuvieron el
crecimiento en el primer tercio del estilo (alrededor de 3 tubos llegaron hasta la base) y
en 4% de combinaciones los tubos polinicos se detuvieron entre primer tercio y mitad
del estilo, en 40% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente
hasta la base del estilo. Las combinaciones genotipicas del cruzamiento tbr x Oka
5649 fueron 15, en 27% de combinaciones los granos de polen no germinaron o se
detuvieron en el estigma, en 20% de combinaciones los tubos polinicos se detuvieron
en el primer tercio del estilo, en 13% de combinaciones los tubos polinicos detuvieron
el crecimiento en la mitad del estilo y en 40% de combinaciones los tubos polinicos
crecieron normalmente hasta la base del estilo. En las combinaciones genotipicas de
los cruzamientos tbr x Oka 6107 y tbr x Oka 6147 se lograron siete y una combinacion
genotipica, en ambas el 100% de las combinaciones los tubos polinicos alcanzaron la

base del estilo.

Tabla 15: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum spegazzinii x S.
tuberosum ssp. tuberosum: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada
cruzamiento, numero total de combinaciones genotipicas con frutos y relaciéon polen-
estigma/estilo en combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

1%}
Q ha . .
c®Q Relacién polen—estigma/estilo
i o®<c Ne° total de . 2 .
Cruzamientos § :S_ g combinaciones genotipicas en combinaciones genotipicas sin fruto
entre introducciones 58§ con frutos
o 2
08 °° Los tubos polinicos: Hed
z P ’ combinaciones
se detienen en el primer 14
OL 4911 x tbr 14 O tercio y mitad del estilo.
se detienen en estigma y 86
primer tercio del estilo
se detienen en estigma y
OL 4916 x tbr 2 0 primer tercio del estilo 100
se detienen en el estigma. 11,1
se detienen en el primer 222
tercio del estilo. !
Oka 5649 x tor 1 3 O se detienen en el primer 222
tercio y mitad del estilo. ’
se detienen en estigma y
primer tercio del estilo 44,4
se detienen en estigma y
Oka 5662 x tbr 9 O primer tercio del estilo 100
se detienen en estigma y
Oka 6147 x tbr 1 0 primer tercio del estilo 100
39 0

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacién de
semilla (excepto produccién de odsferas 2n)
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Tabla 16: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum tuberosum ssp.
tuberosum x S. spegazzinii: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada
cruzamiento, numero total de combinaciones genotipicas con frutos y relacion polen-
estigmal/estilo en combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

0= o Relacion polen—estigmal/estilo
. L § = Ne° total de en combinaciones genotipicas sin fruto
Cruzamientos 2 = g combinaciones genotipicas
. . © =
entre introducciones £28§ con frutos
o)
EOM® o o
08 Los tubos polinicos: combi/;;ggones
z
se detienen en el estigma. 24
se detienen en el primer tercio 32
tbr x OL 4911 25 0 e
rx Se detienen en el primer tercio 4
y mitad del estilo.
crecen normalmente hasta la 40
base del estilo
el polen no germina 27
se detienen en el primer tercio 20
del estilo.
tbr x Oka 5649 15 0 se detienen en la mitad del 13
estilo.
crecen normalmente hasta la 40
base del estilo
tbr x Oka6107 7 0 crecen normalmente hasta la 100
base del estilo
crecen normalmente hasta la
tor x Oka 6147 1 0 base del estilo 100
49 0

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacién de
semilla (excepto produccion de polen 2n)

En el Tabla 17 se observan los resultados de compatibilidad polen-estilo/estigma
de las combinaciones genotipicas entre las introducciones de spg x tbr. En las
combinaciones genotipicas establecidas entre OL 4911, Oka 5649, Oka 5662, Oka
6147 con tbr el porcentaje de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma
respecto de las combinaciones totales fue de 86%, 31%, 89% y 100%,

respectivamente.

En el Tabla 18 se presentan los resultados de compatibilidad polen-estilo/estigma
de las combinaciones genotipicas entre las introducciones de tbr x spg. Para las
combinaciones genotipicas de los cruzamientos entre tbr con OL 4911 y Oka 5649, el
porcentaje de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las
combinaciones totales fue de 40% en ambos casos. Para las combinaciones de los
cruzamientos de tbr con Oka 6107 y Oka 6147 el porcentaje de combinaciones
compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones totales fue de

100% en ambos casos.



Tabla 17: Compatibilidad

polen-estigmalestilo para los

cruzamientos entre Introducciones de Solanum
spegazzinii x S. tuberosum ssp. tuberosum

Cruzamientos e combinﬁ;:liones % combinaciones
entre compatibles con frutos/ combinaciones
’ polen-estigma- estilo/ total de tibles

Introducciones combinaciones compa

OL 4911 x tbr 86 0

OL 4916 x tbr Sin datos 0

Oka 5649 x tbr 31 0

Oka 5662 x tbr 89 0

Oka 6147 x tbr 100 0

Tabla 18: Compatibilidad polen-estigma/estiio para los
cruzamientos entre Introducciones de Solanum
tuberosum ssp tuberosum x S spegazzinii

Cruzamientos & (;(;mbintz?\;:liones % combinaciones
entre -ompatibles con frutos/ combinaciones
’ polen-estigma- estilo/ total de tibles

Introducciones combinaciones compa

tbr x OL 4911 40 0

tbr x Oka 5649 40 0

tbr x Oka 6107 100 0

tbr x Oka 6147 100 0
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2.4. Solanum gourlayi (2n=2x=24) x Solanum gourlayi (2n=4x=48) y reciproco

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 21 combinaciones genotipicas
entre las introducciones de grl 2x x grl 4x (Tabla 19), ninguna de estas combinaciones
produjo frutos. En estas combinaciones sin frutos se determind la relacion polen-
estilo/estigma y se observo en todos los cruzamientos realizados que en 100% de las
combinaciones genotipicas los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base

del estilo.

Las combinaciones genotipicas derivadas de cruzamientos reciprocos entre las
introducciones de grl 4x x grl 2x totalizaron 44 (Tabla 20), ninguna combinacién
produjo frutos y se estudié en estas combinaciones la relacion polen-estilo/estigma.
Las tres combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 7558 x OL 4858
se observd en 33% de combinaciones que los tubos polinicos detuvieron el
crecimiento en el primer tercio del estilo y en 67% de las combinaciones los tubos
polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo. En las seis combinaciones
del cruzamiento Oka 7594 x ORHL 4841, 17% de las combinaciones los tubos
polinicos detuvieron el crecimiento en la mitad del estilo y 83% de las combinaciones

los tubos polinicos tuvieron un crecimiento normal hasta la base del estilo. En las ocho
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combinaciones genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 7594 x OL 4858 se
observd 16,7% de combinaciones en que el polen no germind, 16,7% de
combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del
estilo, en 66,7% de combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la
base del estilo. Para las combinaciones genotipicas del resto de los cruzamientos
entre grl 4x x grl 2x se observd que las relaciones de compatibilidad polen-
estilo/estigma fue de 100% de combinaciones con crecimiento normal de los tubos

polinicos a través del estilo y entre los 6vulos.

Tabla 19: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 2x x S. gourlayi
4x: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento, numero total
de combinaciones genotipicas con frutos y relacion polen-estigmalestilo en
combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

Relacion polen—estigmalestilo
F ) en combinaciones genotipicas sin fruto o con 0
i c QT N° total de p
Cruzamientos '§ :g. g combinaciones genotipicas a 30 semillas/fruto
entre introducciones £2% con frutos
EO o
8 Los tubos polinicos: % de.
o8 combinaciones
crecen normalmente hasta la
ORHL 4841 x Oka 7547 2 0 boes el ostl 100
crecen normalmente hasta la
ORHL 4841x Oka 7565 2 0 boes el ostl 100
crecen normalmente hasta la
ORHL 4841x Oka 7594 3 0 boe el st 100
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x Oka 7547 3 0 normaimente ! 100
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x Oka 7558 3 0 normaimente ! 100
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x Oka 7565 2 0 boes el ostl 100
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x Oka7588 4 0 bocs dol osti 100
crecen normalmente hasta la
OL 4858 x Oka 7594 2 0 pormaimente | 100
21 0

Nota: Entre diferentes especies, se espera incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacién de
semilla (excepto produccion de odsferas 2n)
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Tabla 20: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 4x x S gourlayi
2x: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada cruzamiento, numero total
de combinaciones genotipicas con frutos y relacion polen-estigmalestilo en
combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

Relacion polen—estigmalestilo

0
. 2 § ‘g Ne total de en combinaciones genotipicas sin fruto
Cruzamientos 2 = g combinaciones genotipicas
. . W =

entre introducciones £28§ con frutos
EGQ S
8 Los tubos polinicos: % de.
2 combinaciones

Oka 7547 x ORHL 4841 5 crecen normalmente hasta la 100

base del estilo

Oka 7547 x OL 4858 3 0 crecen normalmente hasta la 100

base del estilo

se detienen en ellprimer tercio 33
Oka 7558 x OL 4858 3 0 get estlo.
crecen normalmente hasta la 67
base del estilo
crecen normalmente hasta la
Oka 7565 x ORHL 4841 5 0 T ot 100
crecen normalmente hasta la
Oka7565 x OL 4858 7 0 e Pase del estilo 100
crecen normalmente hasta la
Oka 7588 x ORHL 4841 3 0 base del estilo 100
| te hasta |
Oka 7588 x OL 4858 4 0 O ose delestllo 100
se detienen en la mitad del 17
Oka 7594 x ORHL 4841 6 0 estlo.
crecen normalmente hasta la 83
base del estilo
el polen no germina 16,7
deti | pri terci
Oka 7594 x OL 4858 8 0 I vttt 16,7
crecen normalmente hasta la
) base del estilo 66,7
44 0

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgoticas (NBE) que impidan la formacién de
semilla (excepto produccion de polen 2n)

En el Tabla 21 se muestran los resultados de la compatibilidad polen-estilo/estigma
y produccién de semillas entre las combinaciones genotipicas de las introducciones grl
2x x grl 4x. Para todos los cruzamientos el porcentaje de combinaciones compatibles a

nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones totales fue de 100%.

En el Tabla 22 se muestran los resultados de la compatibilidad polen-estilo/estigma
y produccion de semillas entre las combinaciones genotipicas de las introducciones de
grl 4x x grl 2x. Para las combinaciones de los cruzamientos Oka 7558 x OL 4858, Oka
7594 x ORHL 4841 y Oka 7594 x OL 4858 el porcentaje de combinaciones
compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones totales fue de
66,7%, 83,3% y 66,7%, respectivamente. Para el resto de los cruzamientos el
porcentaje de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las

combinaciones totales fue de 100%.
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Tabla 21: Compatibilidad polen-estigmal/estilo para los
cruzamientos entre Introducciones de Solanum gourlayi 2x
X S. gourlayi 4x

. % combinaciones o -
Cruzamlent(_)s entre compatibles " con ffufgggg]nawgliﬂzgsones
Introducciones Palen-estigna- estlo/ compatibles

ORHL 4841 x Oka 7547 100 0
ORHL 4841 x Oka 7565 100 0
ORHL 4841 x Oka 7594 100 0

OL 4858 x Oka 7547 100 0

OL 4858 x Oka 7558 100 0

OL 4858 x Oka 7565 100 0

OL 4858 x Oka 7588 100 0
OL 4858 x Oka 7594 100 0

Tabla 22: Compatibilidad polen-estigmal/estiio para los
cruzamientos entre Introducciones de Solanum gourlayi 4x
x S. gourlayi 2x

% combinaciones
Cruzamientos entre compatibles % combinaciones
K polen-estigma- con frutos/ combinaciones
Introducciones estilo/ total de compatibles
combinaciones
Oka7547 x ORHL 4841 100 0
Oka7547 x ORHL 4841 100 0
Oka7558 x OL 4858 66,7 0
Oka7565 x ORHL 4841 100 0
Oka7565 x OL 4858 100 0
Oka7588 x ORHL 4841 100 0
Oka7588 x OL 4858 100 0
Oka7594 x ORHL 4841 83,3 0
Oka7594 x OL 4858 66,7 0

2.5. Solanum gourlayi (2n=2x=24) x Solanum tuberosum ssp. tuberosum y

reciproco

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 33 combinaciones genotipicas
entre las introducciones de grl 2x x tbr, ninguna combinacién produjo frutos (Tabla 23)
y fueron estudiadas en la relacion polen-estilo/estigma. En el cruzamiento ORHL 4841
x tbr se observo que en 10% de las combinaciones el polen no germind, en 10% de las
combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el estigma, en 10% de
las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio y en
70% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base
del estilo. Para el cruzamiento OL 4858 x tbr se observd que en 154% de las
combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el estigma, en 15,4%
de combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en la mitad del estilo,

en 7,7% de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento entre el
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primer tercio y la mitad del estilo y 6,6% de las combinaciones los tubos polinicos
crecieron normalmente hasta la base del estilo.

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 19 combinaciones genotipicas
en los cruzamientos reciprocos entre las introducciones de tbr x grl 2x, ninguna
combinacion produjo frutos (Tabla 24) y fueron estudiadas en la relaciéon polen-
estilo/estigma. Ee el cruzamiento tbr x ORHL 4841 se observd que en 10% de las
combinaciones el polen no germind, en 50% de las combinaciones tubos polinicos
detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo, en 10% de las combinaciones
los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en la mitad de estilo y en 30% de las
combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el segundo tercio del
estilo, en todos los casos se verific6 que pocos tubos (aprox. 8) crecieron hasta la
base del estilo. En el cruzamiento entre tbr x OL 4858 se observé que en 44,4% de las
combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del
estilo, en 22,2% de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en
el primer tercio y mitad del estilo, en 22,2% de las combinaciones los tubos polinicos
detuvieron el crecimiento en el segundo tercio del estilo y en 11,1% de las

combinaciones los tubos polinicos llegaron normalmente hasta la base del estilo.

Tabla 23: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 2x x S
tuberosum ssp. tuberosum: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada
cruzamiento, numero total de combinaciones genotipicas con frutos y relacién polen-
estigma/estilo en combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

9~ o Relacion polen—estigma/estilo
. 2 § c Ne total de en combinaciones genotipicas sin fruto
Cruzamientos 2 = g combinaciones genotipicas
. . @ =
entre introducciones £28§ con frutos
o)
EMOo o
8 Los tubos polinicos: /° de:
2 combinaciones
el polen no germina. 10
se detienen en el estigma. 10
ORHL 4841x tbr 20 0 ) ) )
se detienen en el primer tercio 10
del estilo.
crecen normalmente hasta la 70
base del estilo
se detienen en el estigma. 15,4
se detienen en la mitad del
estilo. 15,4
OL 4858 x tbr 13 0 ! ) )
se detienen en el primer tercio 77
y mitad del estilo. ’
crecen normalmente hasta la 6.5
base del estilo ’
33 0

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacion de
semilla (excepto produccion de odsferas 2n)
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Tabla 24: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum tuberosum ssp.
tuberosum x S gourlayi 2x: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada
cruzamiento, numero total de combinaciones genotipicas con frutos y relacion polen-
estigmal/estilo en combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

9= o Relacion polen—estigma/estilo
Cruzamientos g § = N° total de en combinaciones genotipicas sin fruto
entre B e “é combinaciones genotipicas
MW +=
coGgs con frutos
introducciones g8
0,
8 Los tubos polinicos: /° de_
2 combinaciones
el polen no germina. 10
se detienen en el primer 50
tbr x ORHL 4841 1 O 0 tercio del estilo.
se detienen en la mitad del 10
estilo.
se detienen en el segundo 30
tercio del estilo.
se detienen en el primer
tercio del estilo. 44,4
se detienen en el primer 2292
tercio y mitad del estilo. ’
tbr x OL 4858
9 0 se detienen en el segundo 2292
tercio del estilo. ’
crecen normalmente hasta la 111
base del estilo ’
19 0

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacién
de semilla (excepto produccién de polen 2n)

En el Tabla 25 se muestran los resultados de la compatibilidad polen-estilo/estigma
para las combinaciones genotipicas entre las introducciones de grl 2x x tbr. Para los
cruzamientos ORHL 4841 x tbr y OL 4858 x tbr se determiné que el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones

totales fue 70% y 66,7%, respectivamente.

En el Tabla 26 se muestran los resultados de la compatibilidad polen-estilo/estigma
para las combinaciones genotipicas entre las introducciones de tbr x grl 2x. Para los
cruzamientos tbr x ORHL 4841 y tbr x OL 4858 se determiné que el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones

totales fue 0% y 11%, respectivamente.

Tabla 25: Compatibilidad polen-estigmalestilo para los cruzamientos
entre Introducciones de Solanum gourlayi 2x x S. tuberosum
ssp. tuberosum

Cruzamientos % fémbzt?&f:es % combinaciones
entre -omp : con frutos/ combinaciones
’ polen-estigma- estilo/ total de s, v
Introducciones combinaciones 2
ORHL 4841x tbr 70 0
OL 4858 x tbr 66,7 0
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Tabla 26: Compatibilidad polen-estigmal/estilo para los cruzamientos
entre Introducciones de Solanum tuberosum ssp. tuberosum
X S. gourlayi 2x

C ient % combinaciones
ruzamientos compatibles % combinaciones
entre polen-estigma- con frutos/ combinaciones
: estilo/ total de compatibles
Introducciones | = e
tbr x ORHL 4841 0 0
tbr x OL 4858 11,1 0

2.6. Solanum gourlayi (2n=4x=48) x Solanum tuberosum ssp. tuberosum vy

reciproco

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 51 combinaciones genotipicas
entre las introducciones de grl 4x x tbr. De estas cuatro combinaciones produjeron
frutos con mas de 30 semillas por fruto (8%) y el resto de las combinaciones
genotipicas no produjo frutos (92%) (Tabla 27). En las combinaciones que no
produjeron frutos se estudio la relacién de compatibilidad polen-estilo/estigma. Para el
cruzamiento Oka 7547 x tbr se determind la relacién polen-estilo/estigma en 10 de las
combinaciones genotipicas que no produjeron frutos, se observd que en 20% de
combinaciones el polen no germiné en el estigma, en 30% de combinaciones los tubos
polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo y en 50% de las
combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo.
Para el cruzamiento Oka 7565 x tbr fueron 17 las combinaciones que se estudiaron en
la relacion polen-estilo/estigma por que no produjeron frutos, se observé en 29,4% de
las combinaciones que el polen no germind, en 11,8% de las combinaciones tubos
polinicos detuvieron el crecimiento en el estigma, en 17,6% de las combinaciones los
tubos polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo, en 5,9% de las
combinaciones los tubos polinicos detuvieron parcialmente el crecimiento en el primer
tercio del estilo y totalmente en la mitad del estilo y 35,3% de las combinaciones los
tubos polinicos crecieron normalmente a la base del estilo. Para el cruzamiento Oka
7588 x tbr fueron dos las combinaciones que no produjeron frutos, en una los tubos
polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo y en la otra
combinacion los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo. Para
el cruzamiento Oka 7594 x tbr se estudiaron 13 combinaciones genotipicas porque
ninguna combinacion produjo frutos. La relacion polen-estilo/estigma fue en 33,3% de
las combinaciones el polen no germind, en 11,1% de combinaciones los tubos

polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo, en 11,1% de las
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combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento en la mitad del estilo y en
44,4% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base

del estilo.

Se realizaron cruzamientos dirigidos en un total de 35 combinaciones genotipicas
entre tbr x grl 4x. De estas, una combinacion produjo frutos con mas de 30 semillas
(2,8%), dos combinaciones produjeron frutos con menos de 30 semillas (5,7%), el
resto de las combinaciones no produjo frutos (91,5%) (Tabla 28). En las
combinaciones que no produjeron frutos o produjeron frutos con menos de 30 semillas
se estudiaron en la relacion polen-estilo/estigma. En el cruzamiento tbr x Oka 7547
fueron 11 (2 sin datos) las combinaciones observadas, en 9,1% de las combinaciones
el polen no germind, en 18,2% de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el
crecimiento en el estigma, en 27,3% de las combinaciones los tubos polinicos
detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo, en 9,1% de combinaciones los
tubos polinicos detuvieron el crecimiento en primer tercio y en la mitad del estilo y
36,4% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base
del estilo. Para el cruzamiento tbr x Oka 7858 se observaron 3 combinaciones que no
formaron frutos, se observé que en 100% de las combinaciones los tubos poliniocs
crecieron normalmente hasta la base del estilo. Para el cruzamiento tbr x Oka 7565 se
estudiaron 11 combinaciones (10 combinaciones sin produccion de frutos y una
combinacion con menos de 30 semillas), de estas 18,2% de las combinaciones el
polen no germind, en 9,1% de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el
crecimiento en el estigma, en 18,2% de las combinaciones los tubos polinicos
detuvieron el crecimiento en el estigma y primer tercio del estilo, en 9,1% de las
combinaciones los tubos polinicos se detuvieron en el primer tercio del estilo, en 9,1%
de las combinaciones los tubos polinicos se detuvieron en el primer tercio del estilo y
mitad del estilo y en 36,4% de las combinaciones los tubos polinicos crecieron
normalmente hasta la base del estilo. Para el cruzamiento tbr x Oka 7588 fueron dos
las combinaciones en las que se determind que en una combinacién los tubos
polinicos detuvieron el crecimiento en el primer tercio del estilo y en la otra
combiancion los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo. Para
el cruzamiento tbr x Oka 7594 fueron cuatro las combinaciones que se estudiaron
porque no produjeron frutos, se observé que en 25% de las combinaciones el polen no
germing, en 25% de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el crecimiento

en el estigma, en 25% de las combinaciones los tubos polinicos detuvieron el
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crecimiento en el primer tercio de estilo y en la mitad del estilo y en 25% de las

combinaciones los tubos polinicos crecieron normalmente hasta la base del estilo.

Tabla 27: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum gourlayi 4x x S.
tuberosum ssp. tuberosum: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada
cruzamiento, numero total de combinaciones genotipicas con frutos y relacién polen-
estigmal/estilo en combinaciones genotipicas que no produjeron frutos

Relacion polen—estigmalestilo

3w 2 o . marest
. s B < N° total de en combinaciones genotipicas sin fruto
Cruzamientos SaE combinaciones genotipicas
. . © =
entre introducciones £88§ con frutos *
o)
= I~
8 °° Los tubos polinicos: % de:
o ’ combinaciones
el polen no germina 50
Oka7543 x tbr 2 0 crecen normalmente hasta la 50
base del estilo
el polen no germina 20
se detienen en el primer tercio
Oka7547 X tbr 1 5 2 del estilo. 30
crecen normalmente hasta la 50
base del estilo
el polen no germina 29,4
se detienen en el estigma. 11,8
se detienen en el primer tercio
Oka7565 x tbr 19 2 del estilo. 17,6
se detienen en el primer tercio 59
y la mitad del estilo. ’
crecen normalmente hasta la
base del estilo 353
se detienen en el primer tercio 50
| estilo.
Oka7588 x tbr 2 0 gel estlo
crecen normalmente hasta la 50
base del estilo
el polen no germina 33,3
se detienen en el primer tercio
Oka7594 x tbr 13 0 ol oot 11,1
se detienen en la mitad del 111
estilo. ’
crecen normalmente hasta la
base del estilo 44,4
51 4

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacion de

semilla.

* Todos produjeron > 30 semillas/fruto
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Tabla 28: Cruzamientos controlados entre introducciones de Solanum tuberosum ssp.
tuberosum x S. gourlayi 4x: numero de combinaciones genotipicas dentro de cada
cruzamiento, numero total de combinaciones genotipicas con frutos con mas de 30
semillas o con 0 a 30 semillas cada uno y relacién polen-estigmal/estilo en
combinaciones genotipicas que no produjeron frutos o que produjeron frutos con 0 a 30

semillas cada uno

Ne total de Relacion polen—estigmalestilo
3 g ] combinaciones genotipicas en combinaciones genotipicas sin fruto o con 0
= c H
; 6 O con frutos a 30 semillas/fruto
Cruzamientos Set
entre introducciones | £ ¢ &
EO o
9 > . S
o ; 30 0 @ Los tubos polinicos: % de combinaciones
2 semillas/fruto semillas/fruto
el polen no germina 9.1
se detienen en el estigma. 18,2
se detienen en el primer
tbr x Oka7547 15 1 1 tercio del estilo. 27,3
se detienen en el primer 91
tercio y la mitad del estilo. ’
crecen normalmente hasta
la base del estilo 36,4
crecen normalmente hasta
tbr x Oka7558 3 0 0 la base del estilo 100
el polen no germina 18,2
se detienen en el estigma. 9,1
se detienen en el estigma y 18.2
primer tercio del estilo. ’
tbr x Oka7565 11 0 1 se detienen en el primer 91
tercio del estilo. ’
se detienen en el primer 9.1
tercio y mitad del estilo. ’
crecen normalmente hasta
la base del estilo 36,4
se detienen en el primer 50
tbr x Oka7588 2 0 0 tercio del estilo.
crecen normalmente hasta 50
la base del estilo
el polen no germina 25
se detienen en el estigma. 25
tbr x Oka7594 4 O 0 se detienen en el primer 25
tercio y mitad del estilo.
crecen normalmente hasta 25
la base del estilo
35 1 2

Nota: Entre diferentes especies, se espera alta incompatibilidad pre- y postgéticas (NBE) que impidan la formacién de

semilla (excepto produccion de polen 2n)

En los Tablas 29 y 30 se muestran los resultados de compatibilidad polen-

estilo/estigma y diferentes parametros de la capacidad

reproductiva para las

combinaciones genotipicas entre las introducciones de grl 4x x tbr y reciprocos,

respectivamente. Para el cruzamiento Oka 7547 x tbr y cruzamiento reciproco el

porcentaje de combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las

combinaciones totales fue de 46,7% y 35,7%, el porcentaje de combinaciones con

frutos en relacion a las combinaciones compatibles fue de 28,6% y 20%, el niumero

promedio de semillas por fruto fue de 51 y 39, el porcentaje promedio de frutos por

flores polinizadas fue de 7,5% y 8,9% y el numero de semillas por flores polinizadas

fue de 29,4 y 38, respectivamente.

Para el cruzamiento Oka 7565 x tbr y cruzamiento reciproco el

porcentaje de
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combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones
totales fue de 42,1% y 36,4%, el porcentaje de combinaciones con frutos en relacion a
las combinaciones compatibles fue de de 25% en ambos sentidos, el numero
promedio de semillas por fruto fue de 15,7 y 19 semillas por fruto, el porcentaje
promedio de frutos por flores polinizadas fue de 7% y 2% y el nUmero de semillas por
flores polinizadas fue de 9 y 4,8, respectivamente.

Para el cruzamiento Oka 7588 x tbr y cruzamiento reciproco el porcentaje de
combinaciones compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones
totales fue de 50% en ambos casos, el porcentaje de combinaciones con frutos en
relacion a las combinaciones compatibles fue de 0% en ambos casos. Para el
cruzamiento Oka 7594 x tbr y cruzamiento reciproco el porcentaje de combinaciones
compatibles a nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones totales fue de
30,8% y 25%, respectivamente, y ninguna de estas combinaciones produjo frutos.
Para el cruzamiento tbr x Oka 7558 el porcentaje de combinaciones compatibles a

nivel polen-estilo/estigma respecto de las combinaciones totales fue de f 100% y no

produjo frutos.

Tabla 29: Compatibilidad polen-estigmal/estilo para los cruzamientos entre Introducciones
de Solanum gourlayi 4x x S. tuberosum ssp. tuberosum y pardmetros de la
capacidad reproductiva de las combinaciones genotipicas

% combinaciones % % promedio N° . o .
i : L promedio 6 N° promedio
Cruzamientos entre compatibles combinaciones de e N° extremos b cemfllEe)
. polen-estigma- con frutos/ frutos/flores ilas/f de f
Introducciones estilo/ total de | combinaciones | polinizadas | €™ asfiruto | o millas/fruto _rores
L " polinizadas
combinaciones compatibles
Oka7543 x tbr 50 0 0 - - -
Oka7547 x tbr 46,7 28,6 7,5 51,0 40-70 29,4
Oka7565 x tbr 421 25 7 15,7 34-40 9,0
Oka7588 x tbr 50 0 0 - - -
Oka7594 x tbr 30,8 0 0 - - -

Tabla 30: Compatibilidad polen-estigmalestilo para los cruzamientos entre Introducciones
de Solanum tuberosum ssp. tuberosum x Solanum gourlayi 4x y parametros de la
capacidad reproductiva de las combinaciones genotipicas

% %
. combinaciones bi & ; promedio | N° promedio N° ext N° promedio de
Cruzamientos entre | compatibles cogr:r;?&f:/es de de e)ijl"aemos semillas/
Introducciones | PoEestoTE. | combinciones | Fiosiores | semISI® | coryizgtuge | fores
combinaciones EEREHEIED i i

tbr x Oka7547 35,7 20 8,9 39 3—74 38

tbr x Oka7558 100 0 - - - -

tbr x Oka7565 36,4 25 2 19 19 4,8

tbr x Oka7588 50 0 - - - -

tbr x Oka7594 25 0 - - - -
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Observacion de polen

Las observaciones microscopicas de granos de polen en plantas individuales de
las introducciones de spg, grl 2x y grl 4x estudiadas no revelaron la produccion de

polen de tamano heterogéneo.

DISCUSION

En los pistilos polinizados se desencadenan complejos procesos en respuesta a
sefales claves en cada uno de los niveles de la biocomunicacion entre el polen y este
tejido (Hogenboom, 1973; Williams et al., 1982; Dumas et al., 1984), que conducen a
la fecundacion. Esta sucesién de procesos es conocida como “fase progamica” y esta
compuesta por subsistemas que interactuan coordinadamente pero con cierto grado
de independencia determinando el desarrollo normal del gametofito masculino. Preuss
(2002) considera que durante el proceso se realizan controles elaborados y se
producen sefales reproductivas claves a nivel celular que determinan una fuerte
adhesion entre polen y estigma, la generacion de sorprendentes cambios celulares en
el polen para la movilizacién por la superficie del estigma, la formacion del tubo
polinico y su elongacion a través de la matriz extracelular, y la presencia de factores
que contribuyen al crecimiento del tubo polinico en el estilo hasta los 6vulos, lo que

sugiere la accion de multiples interacciones celulares durante el proceso.

Los resultados de los cruzamientos intraespecificos en introducciones de spg, grl
2x y grl 4x, combinados con las observaciones microscopicas de la relacion polen-
estilo/estigma, ponen en evidencia la presencia de barreras de aislamiento
reproductivo que actuan dificultando o previniendo la produccién normal de frutos entre
genotipos de una misma especie. Si bien las reacciones de incompatibilidad dentro de
una poblacion (introduccién) podrian inicialmente atribuirse a la identidad de alelos S,
las semillas de spg utilizadas en este estudio provienen de colecciones de campo
realizadas en Chicoana (OL 4911, OL 4916 y Oka 5649) y fueron obtenidas de
numerosos frutos, por lo que no es esperable este tipo de reaccién dado que
normalmente el locus S es altamente polimoérfico en las especies tuberosas de
Solanum. Otro argumento, que refuerza el anterior, es que los mayores porcentajes de
combinaciones incompatibles a nivel polen-estigmal/estilo se presentaron entre
introducciones de spg provenientes de localidades distantes entre si (La Poma,

Chicoana y Belén, Tabla 2) lo que hace menos probable que las reacciones de
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incompatibilidad se deban a la accién del locus S. Mas aun, la reaccion de
autoincompatibilidad gobernada por el locus S se manifiesta como la detencion del
crecimiento del tubo polinico en el primer tercio del estilo y, dado que el control es
gametofitico, se esperan resultados similares en las dos direcciones de una misma
combinacion genotipica. En las combinaciones genotipicas entre introducciones de
spg, como las establecidas en el cruzamiento OL 4911 x Oka 5649, se observo que la
detencion del crecimiento de los tubos polinicos ocurrié en la mitad del estilo (Tabla 1),
mientras que en las combinaciones genotipicas de cruzamientos reciprocos las
reacciones fueron muy variadas ya que los tubos polinicos fueron inhibidos en el
estigma o en el estigma y primer tercio del estilo. Asimismo, en las combinaciones
genotipicas del cruzamiento Oka 5662 x Oka 5649, el crecimiento de los tubos
polinicos fue inhibido en el estigma y en estigma y primer tercio del estilo mientras que
en las combinaciones del cruzamiento reciproco la inhibicién ocurrié en la mitad del
estilo. Estas variaciones en los sitios de incompatibilidad exceden los patrones que
puede atribuirse a la expresién de un solo gen. En este sentido, en la revisién de
Stone y Goring (2001) sobre incompatibilidad gametofitica homomorfica se explicita
que la reacciéon fenotipica de detencién de tubos polinicos solo ocurre en el tercio
superior del estilo. Dichos autores proponen que este sistema de autoincompatibilidad,
clasicamente considerado de un solo locus, en realidad involucra la accion de al
menos dos loci fuertemente ligados. El modelo propuesto para el “locus S” en Solanum
involucra las “proteinas S”, que se expresan en el estilo, y tienen actividad de
ribonucleasas (S-RNasa); por proteinas S codificadas en el polen por otro gen,
fuertemente ligado al locus S, que interactian con las S-RNasas (locus S) del pistilo
con especificidad alélica conduciendo a la inhibicion de un tubo de polen
autoincompatible. Ademas, presentan evidencia genética que se requieren de otros
factores adicionales a las proteinas S para que se produzca la reaccion de
autoincompatibilidad, a estos genes los designan como modificadores y se clasifican

en tres grupos modificando la expresién y funcién de las proteinas S.

Otras relaciones polen-estilo/estigma observadas en el presente trabajo tampoco
revelaron un comportamiento tipico de identidad de alelos S. Por ejemplo, en la
introduccion de spg OL 4911, la combinacion OL 4911 planta 6 x OL 4911 planta 9
presentd detencién del crecimiento de tubos polinicos en estigma y primer tercio del
estilo, llegando pocos tubos a la base (aproximadamente 30 de 400 estimados en el
estigma). En la combinacion reciproca, se observé que los tubos polinicos crecieron

normalmente hasta la base del estilo. Argumentos similares se propone en las
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combinaciones genotipicas establecidas en cruzamientos entre introducciones de grl
4x, dado que las colecciones presentaron una alta dispersion geografica y las
inhibiciones se presentaron en diferentes sitios: estigma, estigma y primer tercio del
estilo y mitad del estilo. Todos estos ejemplos dan sustento a la hipdtesis de que el
control de las reacciones de incompatibilidad observadas se deberia a la accion de
alelos que no pertenecen al locus S de autoincompatibilidad gametofitica, aunque no
puede descartarse que algunos de los tubos polinicos hayan sido inhibidos por la

accioén de alelos en este locus. (Camadro y Peloquin 1980; Camadro et al., 2004)

Del mismo modo, las combinaciones genotipicas entre introducciones de grl 2x
que provienen de sitios alejados presentaron inhibicion del crecimiento de los tubos
polinicos en diversos sitios del estilo (mitad y segundo tercio). En la combinacion
genotipica derivada del cruzamiento de grl 2x, OL 4858 planta 16 x ORHL 4841 planta
9, se produjo inhibicion del crecimiento de los tubos polinicos en el segundo tercio del
estilo, con alrededor 10 de ellos que alcanzaron la base del estilo; en la combinacion
reciproca se verific6 una reaccién de compatibilidad total en este nivel marcando

claramente un comportamiento reproductivo anormal de estas poblaciones.

Los resultados de las combinaciones genotipicas intra- e interespecificas e intra- e
interploides obtenidas, a excepcion de aquellas de grl 2x x grl 4x que fueron totalmente
compatibles a nivel polen-estilo/estigma, ponen en evidencia que en las mismas se
presentan barreras precigoticas de intensidad mayor (tbr x grl 2x) o menor (spg x grl
4x) de acuerdo a los genotipos intervinientes; de modo similar, se observaron
complejos patrones de inhibicién del crecimiento de los tubos polinicos dados por los
diferentes sitios de inhibicion que fueron detectados en las distintas combinaciones y
sus combinaciones reciprocas. Estos resultados sustentan el argumento de que las
reacciones observadas exceden el control ejercido por el locus S, a menos que se
asuman mayores funciones para el gen de autoincompatibilidad gametofitica, lo que es

dificil de explicar desde el punto de vista molecular.

No obstante, y dada su magnitud, los fracasos reproductivos y el bajo numero de
semillas producidas en muchas combinaciones intraespecificas de spg, grl 2x y grl 4x
no pueden ser explicados por la sola accién de las barreras precigéticas observadas.
Ademas, en gran porcentaje de combinaciones con escasa o nula produccion de
semillas se observo que los tubos polinicos alcanzaron la base del estilo en numero

suficiente como para producir un niumero normal de semillas y, asi mismo, se observo
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su crecimiento entre los évulos. De este modo, el bajo numero de combinaciones
genotipicas que produjeron frutos respecto de las combinaciones compatibles, el bajo
numero promedio de frutos por flores polinizadas, la escasa produccién de semillas
por flores polinizadas y el bajo numero promedio de semillas por fruto evidenciaron un
comportamiento reproductivo anormal de las poblaciones naturales que fueron

muestreadas.

Asi, del total de 15 cruzamientos intragenotipicos entre introducciones de spg
(Tabla 2) solo ocho fueron totalmente compatibles en el nivel polen-estilo/estigma v,
ademas, presentaron muy bajos porcentajes de combinaciones genotipicas con
produccion de frutos (0% a 30%). En el caso particular, las doce combinaciones
genotipicas derivadas del cruzamiento Oka 5649 x OL 4916 presentaron total
compatibilidad polen-estilo/estigma pero soélo la combinacion Oka 5649 planta 12 x OL
4916 planta 5 (siete flores polinizadas) produjo dos frutos (uno con cinco y otro con
seis semillas, respectivamente). En el cruzamiento reciproco, OL 4916 x Oka 5649, la
compatibilidad también fue total para las 14 combinaciones establecidas pero solo dos
combinaciones produjeron frutos, una de las cuales fue OL 4916 planta 5 x Oka 5649

planta 12 (cinco flores polinizadas), que produjo un fruto con sélo cuatro semillas.

Situaciones similares a la descrita previamente se detectaron para grl 2x, ya que
cuatro de los seis cruzamientos entre introducciones de grl 2x fueron totalmente
compatibles a nivel polen-estilo/estigma (Tabla 4). Las combinaciones entre
introducciones presentaron diferencias marcadas en la produccion de semillas segun
el sentido de la combinacion, como ORHL 4841 x OL 4858 que fueron 100%
compatibles a nivel polen-estilo/estigma y siete de las once combinaciones (63,6%)
produjeron frutos con valores normales de semilla. Sin embargo, las combinaciones
del cruzamiento reciproco, OL 4858 x ORHL 4841, presenté 92% de compatibilidad
polen-estilo/estigma y s6lo cuatro de las doce combinaciones genotipicas (36,4%)
produjeron frutos. Asi, ORHL 4841 planta 2 x OL 4858 planta 17 (tres flores
polinizadas) produjo tres frutos con 177 semillas en promedio por fruto; el cruzamiento

reciproco, ORHL 4841 planta 2 x OL 4858 planta 17 no produjo semillas.

Analogamente, las combinaciones dentro de grl 4x presentaron anormalidades
reproductivas ya que se detectaron cuatro de nueve combinaciones genotipicas entre
introducciones que fueron totalmente compatibles a nivel polen-estilo/estigma (Tabla

6), el resto presentd valores anormalmente bajos de compatibilidad en este nivel (33%
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a 83%) hasta valores de compatibilidad nula (Oka 7558 x Oka 7594). Por ejemplo, Oka
7547 planta 14 x Oka 7565 planta 2 (cuatro flores polinizadas) no produjo frutos. Sin
embargo, las combinaciones del cruzamiento reciproco, Oka 7565 x Oka 7547, 100%
compatible a nivel polen-estilo/estigma, dos de cinco combinaciones genotipicas
derivadas del cruzamiento produjeron frutos (40%), y el cruzamiento reciproco, Oka
7565 planta 2 x Oka 7547 planta 14 (dos flores polinizadas) produjo dos frutos con 17
y 10 semillas por fruto. Estos resultados evidenciarian la accién de barreras de tipo
postcigoticas que estarian provocando el aborto de la semilla por disfuncion del
endosperma hibrido (Johnston et al.,, 1980), del embrion o de los dos tejidos
simultaneamente (Masuelli y Camadro, 1997). Los argumentos que explicarian este
comportamiento se basan en que en una misma poblacion puede haber plantas con
distintas ploidias por formacién de gametos 2n o de hibridacién, o que hayan ocurrido
fendmenos de hibridacion e introgresién con especies que presentan diferencias

génicas de una magnitud tal que desencadenan el colapso del embridn.

Masuelli (1992) informd resultados similares a los de este trabajo en la obtencion
de semilla cuando trabajé con poblaciones silvestres de grl 2x, y sefalé que existia
variacién en cuanto a la capacidad de producir frutos y semillas en distintas
combinaciones genotipicas (0 a 170 semillas/fruto). Este investigador realizo
cruzamientos controlados dentro de grl 2x, introduccion Oka 7660, e inform6 que de la
polinizacién de 68 flores obtuvo 23 frutos y 2156 semillas. Con estos datos, el
porcentaje promedio de frutos por flores polinizadas fue de 33,8% con 31,7 semillas
por flores polinizadas; estos valores fueron similares a los obtenidos en el presente
trabajo. Ademas, este investigador informd sobre los fracasos reproductivos de grl 4x
en combinaciones genotipicas del cruzamiento Oka 4560 x Oka 7620 y reciproco. En
base a los datos reportados se puede calcular que 84,6% de las trece combinaciones
genotipicas derivadas del cruzamiento citado presentaron problemas para la
produccion de frutos, estas produjeron 6,4% de frutos promedio por flores polinizadas,
dos frutos con 56 y 31 semillas cada uno y 17,9 semillas por flores polinizadas. En
cortes histoldgicos, el investigador mencionado previamente, observé un desarrollo
anormal del embrién y endosperma por lo que propuso que las introducciones de grl
4x no eran ejemplares representativos del taxén o que poseian introgresiéon de genes

de otras especies emparentadas (Masuelli y Camadro, 1997).

Numerosas especies silvestres de papa silvestre presentan una amplia difusion en

el NOA, son simpatricas y muestra cierto grado de afinidad entre varias de ellas.
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Hawkes y Hjerting (1969) describieron colecciones de grl de Jujuy y norte de Salta,
que crecian en alturas de 2600 a 3900 msnm, y del Sur de Bolivia, asi como de spg
con una amplia distribucion en el NOA hasta San Juan. Adicionalmente, describieron
una serie de hibridos probables de estas especies con otras emparentadas, como grl x
Solanum chacoense (chc); grl x S. infundibuliforme (ifd); grl x S. vernei (vrn); S.
tarijense (tar) x grl, grl x S. sparsipilum (spl) y grl x S. vidaurrei; hibridos naturales
como chc x tar recolectados en Chicoana, Escoipe (HPR 302) y de, chc x spg en
Guachipas, Salta; numerosas colecciones spg x chc de Belén, Catamarca; vrn x spg y
spg x S. sanctae-rosae (Hawkes; Hjerting, 1969, pags 228, 280, 368, 276, 230, 231 y
405).

Las especies tuberosas de Solanum fueron agrupadas por Grant (1971) como
herbaceas perennes sin diferencias predominantes de mecanismo floral entre ellas,
alébgamas, que forman series poliploides de 2x a 6x. Estas especies; se cruzan
facilmente en la mayoria, aunque no en todas, las combinaciones. Los hibridos
interespecificos muestran apareamiento cromosémico de parcial a reducido variando
de fértiles a estériles pero, en general, las especies estan estrechamente relacionadas
citogenéticamente. Ademas, tienen la capacidad de reproducirse sexual y
asexualmente. Por reproduccion sexual las especies tienen la capacidad de adaptarse
a cambios ambientales por seleccion natural por la produccién de un gran numero de
genotipos; cuando un genotipo exitoso se estabiliza en una situacion favorable, puede
mantenerse indefinidamente por propagacion clonal (Hawkes y Hjerting, 1969, pag.
52). Asi, los dos tipos de reproduccion le confieren gran capacidad de éxito y
oportunismo en el mantenimiento de genotipos superiores ante variaciones en las
condiciones ambientales. Ademas, la hibridacion y el flujo génico dentro y entre niveles
de ploidia a menudo resulta en complicados patrones de variacion con un extenso
ensamble de plantas interrelacionadas dentro de las cuales deben trazarse limites, en
cierto modo, arbitrariamente para delinear las unidades taxondémicas, como bien lo
sefialara Ugent en 1966, un concepto que actualmente los taxbnomos han comenzado
a tener en cuenta (van den Berg et al., 1998).

No obstante, numerosas barreras internas han sido citadas las que, junto a la
accion de barreras externas, previenen o dificultan la hibridacion interespecifica
manteniendo el aislamiento de las especies silvestres de papa (Stebbins, 1950; Grun
et al., 1962; Hawkes y Hjerting, 1969; Camadro y Peloquin, 1981; Summers y Grun,
1981; Sala, 1993; Masuelli y Camadro, 1997; Erazzu et al., 1999; Ispizua et al., 1999;

Camadro et al.,, 2004). Posiblemente, estas han surgido, como subproducto de la
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divergencia adaptativa mas que por la seleccion positiva para estos mecanismos entre
especies simpatricas (Grant, 1971; Summers y Grun, 1981; Sala, 1993). Bajo estas
condiciones las especies pueden coexistir en un area manteniendo sus limites
especificos como las especies simpatricas Solanum commersonii (cmm) y chc
(Summer y Grun, 1981) o Solanum verrucosum y S. bulbocastanum (Camadro et al.,
2004).

Existe evidencia de pequenos rearreglos estructurales entre algunas de las
especies. (ver Stebbins, 1950; Hawkes, 1990). Sin embargo, las especies de papa no
presentan importantes diferencias gendémicas (Matsubayashi, 1991) y pueden dar

lugar a la formacion de hibridos fértiles (Rabinowitz et al., 1990; Camadro et al., 2004).

Hawkes (1990) observd en cruzamientos artificiales entre diferentes especies de
papa que las F, mostraban variaciones en su comportamiento, desde plantas
aberrantes que apenas emergian del suelo a otras que morian rapidamente, plantas
enanas, plantas que no florecian, otras que florecian pero no formaban frutos y
finalmente plantas completamente normales (Hawkes, 1990, pag. 46; Hawkes y
Hjerting, 1969, pags. 72-74, 117). Esta debilidad o colapso de la F, es resultado de la
segregacion cuando los progenitores tienen sistemas génicos complementarios
(Hadley y Openshaw, 1977).

Las barreras reproductivas entre algunas especies pueden ser parciales o
incompletas y, de ese modo, es factible la formacion de hibridos, que en sucesivas
retrocruzas determinan la formacion de “enjambres hibridos” (Hawkes, 1990, pag 49)
entre especies que superponen su area de distribucién en habitats intermedios
generados por ambientes naturales destruidos o modificados por el hombre. Grant
(1971) describe al enjambre hibrido como una mezcla compleja de formas parentales,
hibridos F1 y retrocruzas que exhiben un alto grado de variabilidad individual. Cuando
estos hibridos se retrocruzan en forma repetitiva a una especie parental, deriva en
introgresion en la poblacion que asemeja al padre recurrente pero que varia en
direccién a la otra especie. Los casos citados por Hawkes (1990) de chc x S.
microdontum y chc x spg en Argentina y S. raphanifolium x S. sparsipilum en Peru son
buenos ejemplos. En Argentina, Hawkes (1962) demostré que se presentaba
hibridacion interespecifica entre chc y mcd y flujo génico entre estas especies. Otro
caso, reportado por Okada y Clausen (1982) entre S. megistacrolobum y acl donde las

plantas hibridas se asemejaban a acl.
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Asi, Hawkes y Hjerting (1969) citan evidencias de ambientes hibridos o alterados
en el NOA en diferentes viajes de coleccion. En estos una extensa lista de hibridos
naturales fueron descriptos por diferentes autores-coleccionistas en distintos afos
(Hawkes y Hjerting, 1969, p12-26) como hibridos de chc x spg en Rio Churqui y vrn x
spg en Infiernillo (Castillon 1906-1927); hibridos raros entre vrn x spg en Tucuman y
Catamarca Schreiter (1917-40); probables hibridos acl x spg en Sierras de Quilmes,
Salta Castellanos (1917-43); vnt x vrn en Chicligasta, Tucuman Meyer (1949); sct x vnt
en Tafi, Tucuman Petersen y Hjerting (1952), también describieron una interesante

zona de hibridacién de especies en la regién montafiosa entre Yavi y Santa Victoria;

chc x spg en Belén, Catamarca Sleumer y Vervoost (1952); la expedicién alemana que
colecciond chc x spg en Tafi del Valle, Tucuman (Ross, en 1959). Hibridos naturales
entre vrn x spg (Hawkes y Hjerting, 1969, p 369-370), la introduccién P&HP332 de
Infiernillo, mostré variabilidad en F, con plantas que se parecian a vrn, otras se
asemejaban a spg y otras que mostraban combinaciéon de caracteres entre ambas
especies, este mismo comportamiento se observé entre hibridos entre spg x chc que

evidenciaban gran variabilidad morfoldgica.

Por esto, el complejo patrén de reacciones de incompatibilidad detectado en el
nivel polen-estilo/estigma en las combinaciones genotipicas derivadas de
cruzamientos intraespecificas, de spg, grl 2x y grl4x, podria explicarse asumiendo que
estas poblaciones presentan cierto grado de introgresion con otras especies como
resultado del flujo génico. De este modo, asumiendo que dichas reacciones de
incompatibilidad precigdtica tienen un control independiente del locus S y que uno o
pocos genes controlan dichos eventos como lo propusieran Hogenboom (1973) para
Lycopersicum y Camadro y Peloquin (1981) para especies silvestres de Solanum, la
variabilidad observada podria explicarse por la segregacion de genes dominantes
especificos. De igual modo, es factible que diferencias génicas importantes que se
expresan en el embrion, endosperma o ambos tejidos expliquen los fracasos
reproductivos y la escasa produccion de semilla en aquellas combinaciones
genotipicas en las que los tubos polinicos crecen hasta la base del ovario y aun entre
los oOvulos, y que el bajo porcentaje de combinaciones que produjeron semilla en
numeros cercanos a normales como ORHL 4841 planta 14 x OL 4858 planta 17 (cinco
frutos con 200 sem/fruto); spg, Oka 5662 planta 20 X OL 4911 planta 3 (dos frutos con
100 sem/fruto) y Oka 7547 planta 25 x Oka 7558 planta 5 (dos frutos con 40 sem/fruto)

se deba, asimismo, a la segregacion génica.
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Los resultados de la formacion de semilla que se presentan en las combinaciones
interespecificas de grl 2x x spg y reciprocas evidencian que las barreras en el nivel
polen-estilo/estigma entre estas especies, aunque de intensidad variable, pueden ser
incompletas permitiendo la formacion de un numero reducido de semilla hibridas (en
promedio 8 semillas/fruto para OL 4916 planta 5 x ORHL 4841 planta 8; y 29
semillas/fruto para la combinacion reciproca); estos resultados determinan la
necesidad de un mayor énfasis en las tareas de recoleccion, evaluacion y

mantenimiento de las poblaciones de estas especies.

Para las combinaciones spg x tbr y reciprocas, grl 2x x tbr y reciprocas y grl 2x x
grl 4x y reciprocas la causa de los fracasos en la formacion de semilla puede
explicarse por la hipétesis del NBE (Johnston et al., 1980). Dado que dichas
combinaciones son interploides e inter NBE, el endosperma hibrido no presenta la
relacion adecuada de factores (genes) maternos y paternos en la relacién 2 a 1 en
este tejido, para que su desarrollo sea normal. Es también factible que diferencias
génicas en el embrién hayan alterado su normal desarrollo produciendo finalmente su
colapso, como ha sido informado en otras especies de papa (Masuelli y Camadro,
1997; Ispizua et al., 2002). Asimismo, los citotipos de grl podrian presentar diferencias
génicas de importancia para el desarrollo de la semilla debido a la introgresion de

genes de especies simpatricas.

Por otra parte, las especies silvestres de papa permiten ampliar la base genética
de la papa comun por el método analitico-sintético (Mendiburu et al., 1974). Uno de
los esquemas propone el uso de las especies silvestres, que en su mayoria son
diploides, en combinacion con tbr mediado por el funcionamiento de gametos 2n
(o6sferas y polen 2n). Los resultados de los cruzamientos de grl y spg con tbr y
reciprocos junto a las observaciones de polen ponen en evidencia la falta de formacion
de este tipo de gametos mutantes en las introducciones utilizadas. No obstante, otro
esquema para la incorporacion de germoplasma silvestre es el que combina tbr con
las especies de igual nivel de ploidia (Mendiburu et al., 1977). Asi los resultados de las
combinaciones grl 4x x tbr y tbr x grl 4x ponen en evidencia que es factible incorporar

germoplasma de esta especie silvestre a la papa comun en cruzamientos directos.
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Capitulo 3

CARACTERIZACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN POBLACIONES DE LAS
ESPECIES SILVESTRES SOLANUM SPEGAZZINII Y SOLANUM GOURLAYI
MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES AFLP

INTRODUCCION

Las especies silvestres de papa son de interés para los fitomejoradores por
constituir una fuente potencial de caracteres deseables para el mejoramiento genético.
Existen alrededor de 200 especies reconocidas, parte de cuya diversidad genética
esta disponible en bancos de germoplasma en distintos paises del mundo. Este
material vegetal silvestre proviene de los diferentes viajes de coleccion que realizan
los distintos bancos. En este sentido surge el interés en un grupo particular de
especies constituido por Solanum spegazzinii (spg, 2n=2x=24; 2NBE) y S. gourlayi
(grl, 2n=2x=24, 2NBE), que ha sido identificado en el Laboratorio de Genética de la
Unidad Integrada Balcarce (UIB) por el potencial aporte de caracteristicas de interés al
mejoramiento genético, ademas de una alta variabilidad fenotipica y de cierta
incoherencia en el comportamiento reproductivo esperable si se tratase de especies
puras. De estas especies, en el Banco de Germoplasma de Papa y Forrajeras de la
UIB se dispone de semillas de colecciones originarias del NOA de 1973, entre otras
colecciones, de una primera multiplicacion a partir de este material y de colecciones de

un reciente viaje de recoleccion en los mismos sitios de las colecciones originales.

Por otra parte, el desarrollo de distintos marcadores moleculares aporté una
potente herramienta para numerosos estudios de diversidad genética (Hosaka y
Spooner, 1992; del Rio et al., 1997; McGregor et al., 2002; van den Berg et al., 2002;
Bamberg y del Rio, 2004). Por medio de los marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA; Welsh y McClelland, 1990; Williams et al., 1990) se determinaron
falta de asociacion entre las caracteristicas genéticas y el origen geografico de las
poblaciones en S. sucrense (del Rio y Bamberg, 2002), cambios genéticos drasticos
entre las colecciones ex situ respecto de las in situ (del Rio et al., 1997) y mayor
heterogeneidad genética en las semillas obtenidas en el banco respecto a las
originales en Solanum fendleri y S. jamesi (del Rio y Bamberg, 2003). Los marcadores
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism; Vos et al., 1995) permiten una
rapida y efectiva evaluacion total del genoma, y fueron aplicados exitosamente en el
agrupamiento de plantas de introducciones de varias especies de Solanum en base a

los niveles de variacion para los mismos (Kardolus et al., 1998; McGregor et al., 2002).
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El objetivo del presente trabajo fue caracterizar por medio de marcadores
moleculares AFLP la variabilidad genética de introducciones de las especies silvestres
de papa spg y grl 2x provenientes de colecciones originales y del primer ciclo de
regeneracion de dichas colecciones, disponibles en el Banco de Germoplasma de
Papa y Forrajeras de la UIB, asi como de nuevas colecciones en los sitios

originalmente muestreados.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras al azar de un namero variable de ocho a 15 plantas de las

introducciones de spg y grl 2x, a partir de:

(a) semillas de las poblaciones coleccionadas en 1973-74 de spg, OL 4911 y Oka
5662, y de grl 2x, OL 4858.

(b) semillas de un ciclo de regeneracién de las introducciones descriptas en (a),
ademas de la introduccion ORHL 4841 de grl 2x.

(c) semillas (CIE 1581 y CIE 1582) y tubérculos (CIE 1572 y CIE 1575) de las
poblaciones coleccionadas en 2003, de sitios coincidentes o préximos a las

introducciones descriptas en (a), segun se muestra en Tabla 1.

Tabla 1: Origen, sitio y momento de coleccion de introducciones de Solanum spegazzinii y S.
gourlayi utilizadas para el estudio con marcadores AFLP

Sitio Coleccion

:§ @ Prov. de Salta.
. - ) 5] T Departamento,

Especie-Introduccion Origen de las Plantas = § Localidad

c °

§ zZ
spg—OL 4911 Coleccion 1973 * SO 12 Chicoana,
spg—OL 4911 Regeneracién de coleccién 1973 * sm 10 Cuesta del Obispo
spg—CIE 1581 Coleccion 2003 * sn 8
spg-Oka 5662 Coleccion 1974 * SO 10 La Poma,
spg-Oka 5662 Regeneracién de coleccién 1974 * SM 7 Pena Agujerada
spg-CIE 1561 Coleccion 2003 ** SN 7
grl 2x-OL 4858 Coleccion 1973 * go 11 Rosario de Lerma,
grl 2x-OL 4858 Regeneracién de colecciéon 1973 * gm 8 Las Cuevas
grl 2x-CIE 1575 Coleccion 2003 ** gn 8
grl 2x-ORHL 4841 Regeneracion de coleccion 1973 ** GM 7 La Poma,
grl 2x-CIE 1572 coleccion 2003 * GN 9 El Rodeo

* semillas, ** tubérculos
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Extraccion de ADN

De cada planta se tomaron tres discos de 0,8 cm de diametro de las hojas jévenes,
aun en expansion, se acondicionaron en nitrégeno liquido, extrayéndose el ADN
genomico total segun el protocolo de Dellaporta et al. (1983). La concentracion de
cada muestra de ADN fue estimada mediante electroforesis en gel de agarosa con una
muestra de ADN de concentracion conocida y ADN lambda estandar. Estas muestras

se diluyeron con agua ultra pura estéril, ajustando la concentracién del ADN en 250

ng.

Analisis molecular

El protocolo fue ajustado tomando como base el originalmente desarrollado por
Vos et al. (1995) con las modificaciones propuestas por Masuelli y Marfil (com. pers,
2004). De cada muestra se digirieron 250 ng de ADN con 1 U (0,1 ul) de EcoRI
(Promega), 2 U (0,2 ul) de Msel (New England Biolabs), 1,25 ul de buffer de restriccion
10X (New England Biolabs) y 0,125 ul de BSA (New England Biolabs) en un volumen
final de 12,5 pl, ajustado con agua ultra pura. La digestién se realizdé en un bafio
termostatico a 37 °C durante 3 h. Luego, las muestras fueron sometidas a 70 °C
durante 15 min para inactivar las enzimas, y se conservaron a -20 °C. El resultado de
la digestion fue verificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, en forma
similar a lo realizado para cuantificar ADN gendmico, utilizando 6.25ul de ADN

digerido.

Paralelamente se prepararon los adaptadores: para el correspondiente a la enzima
EcoRI, se colocaron los iniciadores ‘forward’ (5-CTCGTAGACTGCGTACC-3) vy
‘reverse’ (5-AATTGGTACGCAGTC-3’), para obtener 5 pmoles en un volumen final de
100 ul. El adaptador de la enzima Msel se prepard colocando iniciadores ‘forward’
(5-GACGATGAGTCCTGAG-3) y ‘reverse’ (5-TACTCAGGACTCAT-3’) para obtener
50 pmoles en el mismo volumen final. Ambas suspensiones se incubaron mediante un
ciclo de 94 °C (1min) y de 65 °C (10 min), donde se disminuyd hasta temperatura
ambiente en un ciclador térmico Biometra Uno-Thermoblock, luego se conservaron a -
20 °C. Se ligaron estos adaptadores al ADN digerido. Para ello, se colocé 1 ul de cada
adaptador, 0,8 U (0,25 ul) de ADN ligasa T4 (Promega), 1,25 ul de buffer de ligamiento
10X (Promega) y 6,25 pl de agua ultra pura (10 pl totales) a cada muestra de ADN
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digerido. Las muestras se incubaron en un bafio termostatico a 37 °C durante 3 h, y

luego se conservaron a -20 °C.

El ADN digerido, con los adaptadores ligados, fue preamplificado con los
iniciadores ‘EcoRI+A’ (5-GACTGCGTACCAATTC-3) y ‘Msel+C’
(5-GATGAGTCCTGAGTAA-3’). A 1 ul de muestra de ADN producto de la ligacién, se
le adicionaron 0.8 ul de cada iniciador (preparado a 50ng pl "), 1 pl de dNTPs 10 mM
(Gibco), 5 pl de buffer de PCR 5X (Promega), 0,75 ul de MgCl, 50 mM (Promega), 1 U
(0,2 pl) de Tag ADN Polimerasa (Promega) y 15,45 ul de agua ultra pura. La
preamplificacion se realizé en un ciclador térmico MJ Research PTC-100, con el
siguiente programa: 20 ciclos de: 94 °C (30 seg), 56 °C (1 min) y 72 °C (1 min); las
muestras se mantuvieron a 4 °C hasta extraerlas del ciclador. El resultado de la
reaccion fue verificado por electroforesis en gel de agarosa al 1%, empleando 8 ul de
cada ADN preamplificado. Luego, el ADN preamplificado de cada planta fue diluido 1:3
(ADN preamplificado: TE) y se conservaron a -20 °C.

Las diluciones de ADN preamplificado de cada planta se utilizaron como molde de
las reacciones de amplificaciéon selectiva. Estas se llevaron a cabo con distintas
combinaciones de iniciadores ‘EcoRI+3’ y ‘Msel+3’ que se muestran en el Tabla 2. A 2
Ml de muestra de ADN se le agregaron 0.5 pl de ‘EcoRI+3’ y 0,6 ul de ‘Msel+3’
(preparados a una concentracién de 50 ng. ul "), 0,4 pl de dNTPs 10 mM, 4 pl de
buffer de PCR 5x, 0,6 ul de MgCl, 50 mM y 0,5 U (0.1 pl) de Tag ADN Polimerasa y
11,8ul de agua ultra pura. Para la amplificacion se utilizé un ciclador térmico MJ
Research PTC-100 o Biometra Uno-Thermoblock; el programa consistié en un ciclo
de: 94 °C (30 seg), 65 °C (30 seg), 72 °C (1 min); 12 ciclos de: 94 °C (30 seg), 65 °C
(30 seg) bajando 0,7 °C en cada ciclo hasta llegar a 72 °C (1 min); 23 ciclos de: 94 °C
(30 seg), 56 °C (30 seq) y 72 °C (1 min), terminacién a 4 °C. Posteriormente, de cada
muestra de amplificacion se tomaron 4 ul y se agregaron 4 pl de buffer de carga (95%
v/v formamida, 10 mM Na OH, 0,05% p/v de ‘xylene cyanol’ y 0,05% p/v de azul de
bromofenol). Antes de la siembra en el gel, los productos de la amplificacion se
desnaturalizaron en el ciclador térmico a 90 °C durante 3 min e inmediatamente se
colocaron y mantuvieron en hielo. Los fragmentos amplificados se separaron
mediante electroforesis vertical en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 6% en
‘buffer’ TBE 1X, a 85 W (50°C constante) durante aproximadamente 2,5 h.
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La tincion se realizd con nitrato de plata, utilizando el método desarrollado por
Caetano-Anollés y Gressoff (1974). Para ello, se fijaron los geles con solucion de acido
acético glacial 10% preparado con agua ultra pura (20 min) en agitacién, se realizaron
tres lavados en agitacion con agua UP (2 min cada uno); se incubaron en AgNO;
solucion preparada con 3g AgNO;, 3ml formaldehido y 2 I. agua UP (30 min); se
escurrieron (15 seg); se lavaron en agitacion con agua UP (5 seq); se incubaron en
solucion de revelado a 8 °C, preparada con 2 |. agua UP, 60g de Na CO3, 3 ml
formaldehido, 400 ul de solucién de tiosulfato de sodio 10mg/ml, en agitacién hasta la
aparicion de bandas nitidas ( tiempo variable de 2 a 4 min); luego del revelado se
fijaron en acido acético glacial 10% (20 min); dos lavados con agua destilada (2 min);

se escurrieron los geles.

La deteccidon del numero total de bandas por combinacién de iniciadores y la
identificacion de polimorfismos se realizaron en forma visual, a partir de los geles y/o
sobre la versién digitalizada de las mismas en el programa Corel Photo Paint 10 (Corel

Corporation Ltd.).

Tabla 2: Combinaciones de iniciadores utilizados en las reacciones de
amplificacion para marcadores AFLP
Denominacion® Secuencia
E2 5' GACTGCGTACCAATTCACA 3'
¢ M2 5' GATGAGTCCTGAGATACTA 3'
E3 5' GACTGCGTACCAATTCAGT 3'
2 M2 5' GATGAGTCCTGAGATACTA 3'
E2 5' GACTGCGTACCAATTCACA 3'
« M3 5' GATGAGTCCTGAGATACAA 3'
E3 5' GACTGCGTACCAATTCAGT 3'
“ M3 5' GATGAGTCCTGAGATACAA 3'
@ C: combinacion de iniciadores; E: iniciadores ‘EcoRI+3’; M: iniciadores ‘Msel+3

Las combinaciones de iniciadores selectivos fueron previamente utilizadas en el

laboratorio y proveyeron un buen perfil de lectura y gran nimero de bandas.

Analisis de Datos

Se realizé la lectura de los datos de las bandas considerando sélo las plantas que



91

presentaron un perfil adecuado de lectura de bandas en las cuatro combinaciones de
iniciadores de AFLP. En cada planta se registraron las bandas polimérficas para las
cuatro combinaciones de iniciadores como presentes (1) y ausentes (0); aquellas que
no presentaron bandas en alguna de las cuatro combinaciones de iniciadores no se

consideraron en el analisis.

Para cada sitio de coleccion se analizaron las plantas de los tres origenes en
forma conjunta, esto es, coleccion original de 1973-74, 1er ciclo de regeneracién a
partir de la coleccién original y nueva coleccién de 2003. Se realizaron analisis
multivariados de ordenamiento y clasificacién para determinar la variacion, dispersion
y agrupamiento que presentaba cada introduccién. Se utilizd el programa Infostat
(2008) para realizar los analisis de coordenadas principales (ACP) y los andlisis de
agrupamiento que se basaron en el calculo de las matrices de distancias entre plantas
segun la raiz cuadrada del coeficiente de apareamiento simple (SM=Simple Matching;
Sokal y Michener, 1958), que asigna igual importancia tanto a la presencia como

ausencia de las bandas polimérficas, segun:

Sij= (a + d)/(a+b+c+d);

Sij= coeficiente de similitud; a y d= frecuencias con que la presencia (1-1) y ausencia (0-0)
de bandas es comun en dos individuos, respectivamente; b y c= frecuencias para las
discrepancias (1-0 y 0-1) de presencia-ausencia de bandas en dos individuos.

Los graficos se representaron por dendrogamas utilizando el método de
agrupamiento promedio, UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages) y la bondad de ajuste de esta representacién se calculdé con el coeficiente

de correlacion cofenética.

En el ACP se estudiaron las relaciones de proximidad establecidas entre las
plantas mediante el arbol de recorrido minimo (ARM) que une segun las distancias
minimas reales entre individuos reduciendo las distorsiones al graficar datos
multivariados en dos dimensiones.

Luego, se analizaron por ACP y de agrupamiento el conjunto de datos de las

plantas e introducciones de las dos especies.

Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

Se realizé un andlisis de la varianza molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992 y
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2005) para estimar los componentes de la varianza. Para ello se planteé una
estructura jerarquica de los datos considerando especies, introducciones dentro de
especies y origen dentro de introduccién. Asi se construyeron diferentes estructuras
jerarquicas para cuantificar el aporte de cada efecto en la estructura planteada. De

este modo, se cuantificé el grado de significancia de cada componente del AMOVA.

RESULTADOS

Se analizaron en total 97 plantas correspondientes a las poblaciones de las
especies y al origen de las mismas. No obstante, segun el origen de las introducciones
de grl y spg se utilizaron para el analisis un numero minimo de siete plantas que
desarrollaron perfiles de 6ptimo contraste para la lectura en las cuatro combinaciones
de AFLP (Figura 1).

coleccion original primera multiplicacion nueva coleccién

Figura 1: Patron electroforético representativo de la variabilidad de bandas para

marcadores AFLP en plantas de Solanum spegazzinii, colecciéon original, primera
multiplicacion y nueva colecciéon de Cuesta del Obispo, Chicoana (Salta).

Las combinaciones de iniciadores para las reacciones de amplificacion de AFLP

produjeron un numero variable de bandas polimérficas segun: C1, C2, C3 y C4 que

produjeron 42, 25, 40 y 38 bandas, respectivamente.
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Introducciones de spg

Para el conjunto de plantas de diferente origen de las introducciones de Cuesta del
Obispo (Chicoana), OL 4911 coleccion original de 1973 (so), OL 4911 regeneracion en
2000 (sm) y CIE 1581 coleccion del 2003 (sn) se realizaron los ACP y de
agrupamiento del material utilizando 12, diez y ocho plantas, respectivamente. En la
Tabla 3 se presentan los valores, la proporcidn y proporcion acumulada de la
variabilidad total para cada autovalor, donde se observa que los tres primeros ejes

acumulados lograron captar 50% de la variabilidad total.

Tabla 3: Valores, proporcion y proporcién acumulada del ACP de datos de
marcadores AFLP segun distancia de SM (N(1-S)) para plantas de
Solanum spegazzinii de las introducciones original (so=OL 4911),
regeneracion (sm=0L4911) y nueva coleccion (sn=CIE 1581) de
Cuesta del Obispo (Chicoana).

Lambda Valor Proporcion Proporcién
Acumulada
1 1,22 0,31 0,31
2 0,41 0,10 0,41
3 0,37 0,09 0,50
4 0,27 0,07 0,57
5 0,22 0,05 0,62
6 0,17 0,04 0,66
7 0,16 0,04 0,70
8 0,14 0,03 0,74
9 0,13 0,03 0,77
10 0,10 0,03 0,80
Nota: ACP=andlisis de coordenadas principales; SM=coeficiente
de apareamiento simple

En Figura 2 se representan en el plano las configuraciones de las plantas para los
tres primeros ejes del ACP (ejes 1-2; ejes 1-3 y ejes 2-3). Se observa que los valores
que presentaron las plantas de spg fueron de una gran variabilidad representada por la
elevada dispersion espacial; ademas, no se presentaron valores coincidentes o
idénticos (clones) entre los valores de las plantas. La Figura 2(a) y (b) del ACP
determinaron una menor dispersién para las plantas segun el origen de las mismas; a
la vez se pudieron distinguir dos subgrupos, uno constituido por las plantas que
provienen de la coleccion nueva (sn) y otra asociacién formada por las plantas de la
coleccion original (so) junto a las plantas de la multiplicacion (sm), excepto sm9 y
sm10 que se presentaron en la transicién entre los grupos so y sn. Por otra parte, se
observé que la planta de grl se encontraba alejada pero con mayor relacion con el

grupo de plantas de la coleccion original (so).
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Figura 2: ACP de datos de marcadores AFLP segun distancia SM (V(1-S)): (a) ejes 1y 2, (b) ejes 1y
3y (c) ejes 2 y 3 de plantas de Solanum spegazzinii de introducciones original (so=OL 4911),
regeneracion (sm=0L4911) y nueva coleccion (sn=CIE 1581) de Cuesta del Obispo
(Chicoana); go=S. gourlayi, OL 4858. (a)
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Nota: ACP=analisis de coordenadas principales; SM=coeficiente de apareamiento simple
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En el fenograma (Figura 3) se representé la distancia de similitud basada en el
coeficiente de apareamiento simple con el método de UPGMA de los patrones
electroforéticos de marcadores AFLP entre las plantas de spg provenientes de Cuesta
del Obispo. En este se verifico el agrupamiento acorde al origen, donde a una
distancia de 0,47 se produjo el agrupamiento de todas las plantas de la nueva
coleccién (sn), a una distancia de 0,46 se agruparon la mayoria de las plantas de la
coleccion original (so) junto con las plantas de la primera regeneracion (sm), excepto
so1, sm 9y sm 10 que lograron agruparse a una distancia de 0,52; mientras que todas
las plantas de spg se agruparon a una distancia de 0,59 y la planta de grl se uni6 a
estos grupos de spg a una distancia de 0,68. EIl ajuste en la representacién de los

datos medido a través del coeficiente de correlacion cofenética fue de 0,938.

Figura 3: Fenograma de datos de marcadores AFLP basado en UPGMA del coeficiente
de distancia de apareamiento simple para plantas de Solanum spegazzinii de
introducciones original (so=OL 4911), regeneracion (sm=0L4911) y nueva coleccion
(sn=CIE 1581) de Cuesta del Obispo (Chicoana); go=S. gourlayi, OL 4858.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Simple Matching (sqrt(1-S)))
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Nota: UPGMA=método de agrupamiento promedio

Para el conjunto de plantas de diferente origen de las introducciones de Pena
Agujereada (La Poma), Oka 5662 coleccion original 1974 (SO), Oka 5662
regeneracion 2000 (SM) y CIE 1561 coleccién de 2003 (SN) se realizaron los ACP y
de agrupamiento utilizando 10, 7 y 7 plantas, respectivamente. En el Tabla 4 se
presentan los valores, proporcion y la proporcion acumulada de la variabilidad total
para cada autovalor, donde se observd que los 3 primeros ejes acumulados lograron

captar 37% de la variabilidad total.

0,70
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Tabla 4: Valores, proporcion y proporcién acumulada del ACP de datos de
marcadores AFLP segun distancia de SM (\(1-S)) para plantas de
Solanum spegazzinii de las introducciones original (SO=0ka5662),
regeneracion (SM=0Oka 5662) y nueva coleccion (SN=CIE 1561) de
Pefia Agujereada (La Poma).

Lambda Valor Proporcion Proporcién
Acumulada

1 0,44 0,15 0,15

2 0,39 0,13 0,28

3 0,24 0,08 0,37

4 0,23 0,08 0,44

5 0,19 0,06 0,51

6 0,17 0,06 0,57

7 0,15 0,05 0,62

8 0,13 0,05 0,67

9 0,13 0,04 0,71

10 0,12 0,04 0,75
Nota: ACP=anadlisis de coordenadas principales; SM=coeficiente
de apareamiento simple

En la Figura 4 se observan las configuraciones para estos ejes del ACP, que se
caracterizaron por una alta variabilidad de las plantas de spg determinada por la
elevada dispersiéon que presentaron los valores de las mismas; no se verificaron
valores coincidentes entre las plantas. Se pudieron apreciar en los graficos de ejes de
coordenadas principales que existi6 por una parte una mayor asociacion entre las
plantas de la coleccion original (SO) y, por otra parte, entre las plantas de la coleccion
nueva (SN), y que entre estos subgrupos se encontraron repartidas y dispersas las
plantas de regeneracion (SM), una parte de las plantas de SM (SM1, SM2 y SM5) se
encontraron mas asociadas al subgrupo SO y otras plantas de SM (SM3, SM4, SM6 y
SM7) mas asociadas al subgrupo SN; la planta de grl se present6 alejada aunque mas

préxima al subgrupo SO.
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Figura 4: ACP de datos de marcadores AFLP segun distancia SM (\ (1-S)): (a) ejes 1y 2, (b) ejes 1y 3
y (c) ejes 2 y 3 de plantas de Solanum spegazzinii de introducciones original (SO=Oka 5662),
regeneracion (SM=0ka 5662) y nueva coleccion (SN=CIE 1561) de Pefia Agujereada (La Poma); go= S.

gourlayi, OL 4858.
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Nota: ACP=analisis de coordenadas principales; SM=coeficiente de apareamiento simple
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En el fenograma (Figura 5) de las plantas de spg se observa que a un nivel de
distancia de 0,48 de similitud se agruparon: por un lado parte de las plantas de SO
(SO1, SO2 y SO 3) y por otro lado todas las plantas de SO, SM y SN; excepto SN6 y
SN7, que lograron agruparse al resto de las plantas de spg a una distancia de 0,53
de similitud; la planta de grl se agrupé a una distancia de 0,7 con las plantas de spg;
el ajuste en la representacion de los datos medido a través del coeficiente de

correlacion cofenética fue de 0,884.

Figura 5: Fenograma de datos de marcadores AFLP basado en UPGMA del coeficiente
de distancia de apareamiento simple para las plantas de Solanum spegazzinii, de
introducciones original (SO=0ka5662), regeneracion (SM=0ka 5662) y nueva coleccion
(SN=CIE 1561) de Pefia Agujereada (La Poma); go= S. gourlayi, OL 4858.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Simple Matching (sqrt(1-S)))
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Nota: UPGMA=método de agrupamiento promedio

Introducciones de qgrl

Para las plantas de diferente origen de las introducciones de El Rodeo (La
Poma), OL 4841 regeneraciéon en 2000 (GM) y CIE 1572 coleccion 2003 (GN) los
ACP y de agrupamiento se realizaron con siete y nueve plantas, respectivamente. En
el Tabla 5 se presentan los valores, la proporcion y proporcidon acumulada de la
variabilidad total para cada autovalor, donde se observa que los tres primeros ejes

acumulados lograron captar 44% de la variabilidad total.

0,72
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Tabla 5: Valores, proporcién y proporcién acumulada del ACP de datos de marcadores
AFLP segun distancia de SM (V(1-S)) para plantas de Solanum gourlayi de las
introducciones de regeneracion (GM=OL 4841) y nueva coleccion (GN=CIE
1572) de El Rodeo (La Poma).

Lambda | Valor Proporcion Proporcién
Acumulada

1 0,70 0,23 0,23

2 0,35 0,11 0,34

3 0,29 0,10 0,44

4 0,25 0,08 0,52

5 0,20 0,07 0,59

6 0,19 0,06 0,65

7 0,17 0,06 0,71

8 0,14 0,05 0,76

9 0,13 0,04 0,80

10 0,12 0,04 0,84
Nota: ACP=analisis de coordenadas principales; SM=coeficiente
de apareamiento simple

En la Figura 6 se observa una gran variabilidad de los valores de las plantas que

se evidencia por la alta dispersién espacial que presentaron las mismas; ademas, no

se detectaron valores idénticos entre las plantas. Se pudieron distinguir las plantas en

dos grupos segun el origen del material, es decir, regeneracion (GM) y nueva

coleccion (GN), aunque las plantas GM6 y GM7 se presentaron mas relacionadas al

grupo de las plantas de la nueva coleccién (GN). La planta de spg se presento distante

aunque mas proxima al grupo de las plantas GN.
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Figura 6: ACP de datos de marcadores AFLP segtn distancia SM (V(1-S)): (a) ejes 1y
2, (b) ejes 1y 3y (c) ejes 2 y 3 de plantas Solanum gourlayi de introducciones de

regeneracion (GM=0L4841) y nueva coleccién (GM=CIE1572) de El Rodeo (La Poma);

SO=S. spegazzinii, Oka 5662. (a)
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En el fenograma (Figura 7) se formd6 un grupo con cinco plantas de regeneraciéon
de grl (GM) que se agruparon a una distancia de 0,53 de similitud (GM1, GM3, GM4,
GM5 y GM2); otro conjunto con las plantas de la coleccidén nueva (GN) junto al resto
de plantas de GM se agrup6 a una distancia de 0,60, y estos dos grupos de plantas de
grl se agruparon a una distancia de 0,65; la planta de spg se agrup6 a una distancia de

0,71 con las plantas de grl. La correlacion cofenética fue de 0,912.

Figura 7: Fenograma de datos de marcadores AFLP basado en UPGMA del coeficiente
de distancia de apareamiento simple para las plantas de introducciones de Solanum
gourlayi, regeneracion (GM=0L4841) y nueva coleccion (GM=CIE1572) de Pefa
Agujereada (La Poma); SO=S. spegazzinii, Oka 5662.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Simple Matching (sqrt(1-S)))
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Nota: UPGMA=método de agrupamiento promedio

Para las plantas de diferente origen de las introducciones de Las Cuevas (Rosario
de Lerma), Oka 4858 coleccion original (go), Oka 4858 regeneracion (gm) y CIE 1575
nueva coleccion de 2003 (gn), se realizaron los ACP y de agrupamiento utilizando 11,
ocho y ocho plantas, respectivamente. En el Tabla 6 se presentan los valores,
proporcion y proporcion acumulada de la variabilidad total para cada autovalor, se

observa que los tres primeros ejes lograron captar 42% de la variabilidad total.

0,75



Tabla 6: Valores, proporcion y proporcién acumulada del ACP de datos de
marcadores AFLP segun distancia de SM (V(1-S)) para plantas de
Solanum gourlayi de las introducciones original (go=0Oka4858), de
regeneracion (gm=0ka4858) y nueva coleccion (gn=CIE 1575) de Las

Cuevas (Rosario de Lerma).

Lambda | Valor Proporcién Proporcién
Acumulada

1 0,78 0,21 0,21

2 0,41 0,11 0,31

3 0,38 0,10 0,42

4 0,27 0,07 0,49

5 0,20 0,05 0,54

6 0,19 0,05 0,59

7 0,17 0,05 0,64

8 0,15 0,04 0,68

9 0,13 0,03 0,71

10 0,12 0,03 0,75
Nota: ACP=analisis de coordenadas principales; SM=coeficiente
de apareamiento simple
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En la Figura 8 se observan las configuraciones para los ejes de ACP, los que

mostraron elevada variabilidad entre las plantas caracterizada por la gran dispersion

espacial que presentaron las mismas, sin observarse valores coincidentes entre las

plantas. Se pudieron distinguir dos subgrupos; uno donde se encontraron asociadas

las plantas de la nueva coleccion (gn) conjuntamente con las plantas de regeneracion

(gm) y otro constituido por las plantas de la coleccion original (go), excepto las plantas

go9, go10 y go11 que se encontraron incluidas en el primer subgrupo.
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Figura 8: ACP de datos de marcadores AFLP segun distancia SM (\ (1-S)): (a) ejes 1y 2, (b)
ejes 1y 3y (c) ejes 2 y 3 de plantas de Solanum gourlayi de introducciones original
(go=0Oka 4858), de regeneracion (gm=0ka 4858) y nueva coleccion (gn=CIE 1575)

de Las Cuevas (Rosario de Lerma); SO=S. spegazzinii, Oka 5662. (a)
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En el fenograma de la Figura 9 se representod el agrupamiento de las plantas de grl
de Las Cuevas, donde una parte de las plantas de la coleccion original (go) se
agruparon a una distancia de 0,48 vy, otro subgrupo fue formado por las plantas de la
coleccioén nueva (gn), las plantas de regeneracion (gm) y las plantas go10 y go11 de la
coleccion original se agruparon a una distancia de 0,55; todas las plantas de grl se
agruparon a una distancia de 0,56 y la planta de spg se agrupo6 al resto a una distancia
de 0,70 . El coeficiente de correlacion fue de 0,887.

Figura 9: Fenograma datos de marcadores AFLP basada en UPGMA del coeficiente de
distancia de apareamiento simple para las plantas de introducciones de Solanum
gourlayi, original (go=Oka 4858), de regeneracion (gm=0Oka 4858) y nueva coleccion
(gn=CIE 1575) de Las Cuevas (Rosario de Lerma); SO=S. spegazzinii, Oka 5662. .

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Simple Matching (sqrt(1-S)))

1
gn-5 I -

gm-4
gm-5
gm-3

go-3
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go-6
go-4
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Nota: UPGMA=método de agrupamiento promedio

Para todas las plantas de las introducciones de spg y grl correspondientes a
diferentes origenes (coleccion original, multiplicacion y nueva coleccion) se realizaron
los ACP y de agrupamiento. En el Tabla 7 se representaron los valores, proporcion y
proporcion acumulada de la variabilidad total para cada autovalor y se observa que los

tres primeros ejes lograron captar 39% de la variabilidad total.

0,74



Tabla 7: Valores, proporcion y proporcién acumulada del ACP de datos de
marcadores AFLP segun distancia de SM (\(1-S)) para plantas de
Solanum spegazzinii y S. gourlayi de las introducciones original,

regeneracion y nueva coleccion del NOA.

Lambda Valor Proporcién Proporcién
Acumulada

1 3,69 0,20 0,20

2 2,40 0,13 0,34

3 0,99 0,05 0,39

4 0,86 0,05 0,44

5 0,73 0,04 0,48

6 0,67 0,04 0,52

7 0,54 0,03 0,55

8 0,47 0,03 0,57

9 0,40 0,02 0,59

10 0,36 0,02 0,61
Nota: ACP=analisis de coordenadas principales; SM=coeficiente de
apareamiento simple
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En la Figura 10 se observan las configuraciones para los ejes de ACP, los que

mostraron una gran variabilidad entre las plantas, caracterizada por la elevada

dispersién espacial. Se distinguieron tres grupos, uno formado por las plantas de spg

de Pefia Agujereada (La Poma) donde se asociaron los diferentes origenes y plantas

de spg de Cuesta del Obispo (Chicoana) de la colecciéon nueva; en otro grupo se

asociaron plantas de spg de Cuesta del Obispo de coleccion original y primera

regeneracion junto a plantas de grl de nueva coleccion y parte de las plantas de

regeneracion de El Rodeo (La Poma); y un tercer grupo donde se asociaron las

plantas de diferentes origenes de grl de Las Cuevas (Rosario de Lerma) y algunas

plantas de regeneracion de El Rodeo (La Poma).
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Figura 10: ACP de datos de marcadores AFLP segln distancia de SM (¥ (1-S)): (a)
ejes 1y 2, (b) ejes 1y 3 y(c)ejes 2y 3 de plantas de las introducciones de Solanum
spegazzinii y S. gourlayi de las introducciones original, regeneracion y nueva coleccion
del NOA.
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(c)
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Nota: ACP=analisis de coordenadas principales; SM=coeficiente de apareamiento simple

En el fenograma de la Figura 11 se observan varios conjuntos de plantas, (a) uno
formado por las plantas de spg de Cuesta del Obispo de la coleccion original (so) y su
regeneracion (sm), que se agruparon a una distancia de 0,51; (b) otro conjunto que
comprendié plantas de grl de El Rodeo de la nueva coleccion (GN) que incluyd una
sola planta de regeneracion de la coleccién original de grl de ese sitio, GM7, que se
agruparon a una distancia de 0,57, (c) un tercer conjunto constituido por plantas de
spg de Cuesta del Obispo de la nueva coleccion (sn) junto a plantas de spg de Pefia
Agujereada de la coleccion original (SO), regeneracién (SM) y nueva coleccion (SN)
que se agruparon a una distancia de 0,51 (d) otro conjunto que incluyé las plantas de
grl de Las Cuevas de la coleccién original (go), regeneracién (gm) y nueva coleccion
(gn) que se agruparon a uan distancia de 0,56 y (e) un ultimo conjunto de plantas de
grl de La Poma de regeneracion (GM) (excepto GM7) que se agruparon a una
distancia de 0,53. Estos cinco conjuntos se relacionaron entre si: (a) y (b) se
agruparon a una distancia de 0,58, el conjunto de plantas (c) se agrupd con los
anteriores (a y b) a una distancia de 0,62 y a estos se asocio la planta GM6 a una
distancia de 0,65; los conjuntos de plantas (d) y (e) se agruparon a una distancia de
0,60. El agrupamiento de todas las plantas se produjo a una distancia de 0,69. El

coeficiente de correlacion cofenética fue de 0,9.

0,33
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Figura 11: Fenograma de datos de marcadores AFLP basada en UPGMA del
coeficiente de distancia de apareamiento simple para las plantas de las introducciones
de Solanum spegazzinii y S. gourlayi de introducciones original, de regeneracion y
nueva coleccion del NOA.

Promedio (Average linkage)

Distancia: (Simple Matching (sqrt(L-S)))

M.
gm GM3 ’_|—|_|7

000 012 02 03 047 059
Nota: UPGMA=método de agrupamiento promedio

Andlisis de la varianza molecular (AMOVA)

En el Tabla 8 se presenta el analisis de la varianza molecular donde se observa
que los porcentajes de variacion fueron de 22,33%, 28,31 y 49,37 para las fuentes de
variacion entre especies, entre introducciones (original, regeneracion y nueva) dentro

de especies y dentro de introducciones (plantas), respectivamente.

Tabla 8: Analisis molecular de la varianza (AMOVA) con datos de marcadores AFLP para
plantas de las introducciones Solanum spegazzinii y S. gourlayi

Fuente de Variacion Grgdos de Suma de Cuadrados Compopentes de Porceptajg de
Libertad Varianza Variacion
Entre especies 1 369.098 5,99 Va** 22,33
Entre mtroduccpnes 9 718.298 7.60 Vb** 28.31
dentro de especies
Dentro de 86 1139.923 13,25 Vic** 49,37
introducciones

Total 96 2227.320 26,842
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DISCUSION

Los resultados de ACP y agrupamiento reflejaron una alta variabilidad y diversidad
genética para marcadores moleculares AFLP en las poblaciones estudiadas de spg y
grl 2x. La variabilidad que desplegaron las plantas en los ACP y los agrupamientos
que se derivaron de los patrones electroforéticos para cada especie a través de las
introducciones fueron sorprendentes en cuanto a la dispersién en el espacio. Ademas,
se observd gran solapamiento o superposicion entre plantas de diferente origen de
cada introduccién (coleccidon original, regeneraciéon y nueva coleccién) y falta de
consistencia en el patron de la dispersion de las plantas entre los diferentes origenes,
ya que algunas plantas de las colecciones originales se aproximaron a sus
regeneraciones realizadas en el Banco de Germoplasma (Figura 2a) y en otras
mostraron mayor aproximacion a plantas de las nuevas colecciones realizada décadas
después en los mismos sitios (Figura 3a). No obstante en ambos casos se
entremezclaron plantas de diferentes origenes como sucedié con las plantas so9,
s010, so11 y s012 de las colecciones de spg de Cuesta del Obispo y las plantas sm
(Figura 2a y 2b). Mas evidente, fueron los valores de las plantas SM3, SM4, SM6 y
SM7 de las colecciones de Pena Agujereada que se presentaron mas préximas a
plantas de la nueva coleccion (SN), mientras que otras plantas de regeneracion como
SM1, SM2 fueron mas proximas a las plantas de las colecciones originales (Figura 4a).
Para las introducciones de grl de Las Cuevas, las plantas go9, go10 y go11 se
ubicaron fuera de su grupo entre plantas del grupo conformado por 1ra regeneracién y
nueva coleccién (Figura 8a). Estos resultados concuerdan con lo informado por del Rio
et al. (1997a) quienes determinaron cambios en la diversidad genética de RAPDs en
S. jamesii y S. fendleri entre material de colecciones originales y el de nuevas
colecciones realizadas en los mismos sitios luego de varias décadas. No obstante, las
conclusiones del presente estudio difieren de las conclusiones del Rio et al. (1997b),
quienes consideraron que no se habian originado cambios en la diversidad genética
luego de la multiplicacion sexual en el banco de germoplasma a partir de la coleccion
original, ya que en el presente trabajo se observa, por ejemplo en las plantas de grl de
Las Cuevas una mayor relacién entre las plantas de regeneracion con las plantas de la
nueva coleccion que entre las de regeneracion con las primeras. Esto puede deberse
a que los resultados del presente trabajo se sustentan en el uso de marcadores AFLP,
que son mas sensible que los marcadores RAPD (Powell et al., 1996), y en que la

estimacion de variabilidad genética dentro de las introducciones se realizé con varias
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plantas de cada una de ellas y no con un pool de ADN de varias plantas como unica
muestra de cada poblacién como lo hicieron los autores previamente mencionados. El
estudio de una muestra o de una planta no permitiria una adecuada estimacion de la
variabilidad per se de cada introduccién ni una medida de la dispersion o extensién de

la misma.

En la clasificacion botanica de la papa se realizaron diferentes propuestas que
fueron bastante divergentes (Correll, 1962; Hawkes y Hjerting, 1969; Hawkes, 1990),
lo que evidencia las dificultades para establecer un criterio para su tratamiento.
Hawkes (1990) en el tratamiento taxonémico describié 19 series que agruparon las
especies de papa, Miller y Spooner (1999) revisaron con marcadores moleculares los
30 taxas del complejo S. brevicaule y determinaron que la mayoria de las especies no
fueron reconocidas por estudios morfoldgicos ni moleculares, y argumentaron que se
deberia al reticulado extenso entre las especies descriptas indicando como artificial la
separacion de la mayoria de los taxa. Spooner y Sytsma (1992) sélo reconocieron
cuatro taxa en este complejo o aun como informo6 Jacobs et al. (2008) que existe una

falta de estructura filogenética en este grupo.

Las especies grl y spg utilizadas en este trabajo son reconocidas en el complejo S.
brevicaule, y presentaron una extensa superposicion de datos moleculares sin una
clara evidencia de separacion entre ellas dado que en los analisis realizados no
mostraron consistencia en el agrupamiento segun taxa. En el presente trabajo, si bien
puede especularse en una mayor consistencia en el agrupamiento de plantas de grl,
las plantas de spg mostraron una gran superposicion. Ademas, la separacion entre
ambas especies fue aparente ya que los primeros agrupamientos se detectaron a una
distancia de 0,5 para las plantas de spg y plantas de grl 2x entre si; y en una distancia
de 0,69 se unieron todas las plantas de spg y grl 2x indicando escasa separacion
(Figura 11) entre estos grupos. Kardolus et al. (1998) describieron conflictos similares
en el analisis interspecifico con AFLPs cuando incluyeron varias especies de papa v,
de estas, algunas estuvieron representadas por mas de una planta por introduccion.
Estos autores encontraron que una planta de S. microdontum se agrupaba entre
plantas de la serie Megistacroloba, y adjudicaron este hecho a que el patrén de AFLP
representado en este estudio por una sola planta extraida de una poblacion variable

no era una muestra representativa de la variabilidad presente de tal poblacién.
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Por otra parte el AMOVA muestra que de la variabilidad genética total, la atribuida
a las plantas dentro de cada introduccién es elevada (49,37%) en contraste con las
otras fuentes de variacion; en forma similar, Jacobs et al. (2008) han especulado que
este hecho podria deberse a la situacion bioldgica real de una falta de estructura en

las papas silvestres, como informaron para la seccién Petota.

Dado los resultados obtenidos en los cruzamientos intraespecificos descriptos en
el Capitulo 2, que ponen en evidencia que el comportamiento reproductivo de las
poblaciones estudiadas no es el esperable de acuerdo a su ubicacién taxonémica, se
desestimd presentar los parametros de frecuencia génica (analisis realizado con
software para marcadores moleculares dominantes POPGENE version 1.32) por

considerarse que su tratamiento era forzado.

Por otra parte, en un reciente viaje de coleccion en el NOA, como se describe en el
Capitulo 1, Erazzu et al. (2008) registraron una extensa superposicion de especies en
numerosos sitios de coleccion, y describieron especies simpatricas de vrn y spg en
Quebrada de Escoipe, grl 2%, acl y adg en La Poma, grl 4x e ifd en Quebrada Jueya,
grl 4x y adg en Quebrada de Lipan. Paralelamente, las barreras internas a la
hibridacién en las especies tuberosas de Solanum son incompletas (Camadro et al.,
2004) por lo que es posible la formacion de hibridos interespecificos, como S. x rechei
(Clausen y Spooner, 1998) y S. x ruiz-lealii Bricher (Raimondi et al., 2005),
introgresion y flujo génico, habiéndose determinado, en otros casos, alta variabilidad
morfologica en varias especies (Spooner y van den Berg, 1992; Raimondi et al., 2005;
Bedogni y Camadro, 2007). También se han reportado inesperadas disfunciones
reproductivas en cruzamientos dirigidos realizados entre y dentro de introducciones en
varias especies, tales como baja produccién de semilla, numerosos sitios de
incompatibilidad polen-estilo/estigma (Erazzu et al., 1999, Raimondi et al., 2003;

Erazzu y Camadro, 2008) y colapso del endosperma (Masuelli y Camadro,1997).

Mediante cruzamientos controlados spg x grl 2x y reciprocos (ver Capitulo 2), y
aunque la mayoria de las combinaciones genotipicas presentaron reacciones de
incompatibilidad (Erazza y Camadro, 2008), se produjeron hibridos interespecificos
con un promedio de 37% y 16% del total de combinaciones genotipicas,
respectivamente. Estas evidencias, sumadas a otras informadas en la literatura en los

ultimos 40 afios, condujeron a Masuelli et al. (2009) a la especulacion de que la
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hibridacion interespecifica homoploide puede inducir cambios genéticos y epigenéticos

que pueden tener un rol evolutivo en las papas silvestres (Marfil et al., 2006).

Es sabido que para un analisis de caracterizacion molecular de germoplasma es
importante el tipo y cantidad de marcadores escogidos asi como que existe
competencia entre los recursos disponibles; sin embargo, resulta crucial considerar un
numero minimo de plantas e introducciones a incluir en el estudio de cada especie
para poder disponer de un patron de medida que permita determinar la extension de la
variabilidad genética o dispersidn de los valores individuales en las poblaciones. Sélo
de este modo, se pueden realizar especulaciones —con bases fundadas- sobre
relaciones taxonémicas, lo que en general, no se observa en la literatura sobre papa.
La opinidon de Ugent (1970) sobre el problema de asignacién de especimenes a
determinados taxa debido a que “la hibridacién y subsecuente flujo génico entre y
dentro de los niveles de ploidia resultan en patrones de variacion extremadamente
complicados”, la idea de Camadro et al. (2004) de que el concepto de especie
bioldgica no es apropiado para dichas especies y los resultados de este trabajo indican

que deberian revisarse las relaciones taxonémicas del grupo a luz de estos conceptos.
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CONCLUSIONES

1. Las poblaciones de las especies silvestres spg y grl, esta ultima con sus dos
citotipos 2x y 4x:

(d) persisten en los ambientes naturales del NOA donde fueron coleccionadas
hace mas de 20 afos, a pesar de que los ambientes ecoldégicos presentan
importantes alteraciones antropicas.

(b) presentan una extensa superposicidon con otras especies silvestres y cultivadas
de papa en sus habitats naturales.

(c) presentan barreras precigoéticas y, posiblemente, poscigoéticas a la hibridacion,
bi- y/o unilaterales.

(d) Si las barreras son incompletas, es posible la hibridacién, el flujo génico y la
introgresion en la naturaleza y en cruzamientos controlados en el proceso de
mejoramiento genético.

(e) aparentemente, estarian constituidas por plantas de origen hibrido
interespecifico dada la escasa o nula produccién de semilla en cruzamientos
intra-poblacionales y la superposicion para marcadores moleculares AFLP.

(f) presentan barreras precigéticas y, posiblemente, poscigéticas a la hibridacion
con la papa comun, que pueden ser incompletas de modo que es posible
obtener hibridos mediante las manipulaciones apropiadas.

2. Las plantas del citotipo 4x de grl coleccionadas conjuntamente con plantas del
citotipo 2x pueden ser el resultado de procesos de poliploidizacion a través del
funcionamiento de gametos 2n, ya que la produccion de este tipo de gametos es
relativamente frecuente en las especies tuberosas de Solanum. En tal caso, la
poliploidizaciéon sexual podria haber sido bilateral, por funcionamiento de polen y de
oosferas 2n en cruzamientos entre plantas del citotipo 2x de grl que crecian
espontaneamente en ese sitio de coleccién o unilateral, por funcionamiento de polen u
oosferas 2n de plantas 2x de grl en cruzamientos con plantas de otra especie
simpatrica tetraploide, sorteandose, de este modo, la barrera del endosperma.

3. Las plantas de grl 4x compatibles en el nivel polen-pistilo con Ila papa comun,
pueden usarse en cruzamientos directos para ampliar la base genética de esta
especie cultivada.

4. Las poblaciones naturales de spg y grl se reproducen, prioritariamente, por semilla
dado que las plantas muestreadas (colecciones originales y nuevas) presentaron
patrones diferentes de bandas electroforéticas para los marcadores moleculares
AFLP.

5. Los resultados ponen en evidencia la necesidad de realizar estudios genéticos y
moleculares con un numero representativo de plantas a nivel poblacional de estas y
otras especies nativas, para incrementar el entendimiento de la estructura genética y
las relaciones taxonémicas entre las mismas.
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