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Utilizacion potencial de clones de papa obtenidos por
autofecundacion como inductores de haploidia en
cruzamientos 4x x 2x

Rodimiro Ortiz*; Elsa L. Camadro**; Masuru Iwanaga***

RESUMEN

Para estudiar el potencial como inductores de haploidia en cruzamientos 4x x 2x
de seis clones obtenidos por autofecundacion del inductor VP35, se realizaron
cruzamientos de los mismos con cada uno de siete cultivares tetraploides de
origenes diversos. Se identificd un clon que difirid significativamente del clon
original con respecto al nimero de presuntos haploides por baya (4.1 vs. 1.7) y por
polinizacion (2.93 vs. 1.61) y otro clon con alto potencial, pero que no difirid
estadisticamente del IvP35.

El porcentaje de tincion del polen estuvo positivamente correlacionado con el
ndmero de presuntos haploides por baya (r=0.43) y por polinizacién (=0.368), y
el porcentaje de presuntos haploides sobre el total de semillas (r=0.409). La
frecuencia de polen 2n estuvo correlacionada en forma altamente significativa con
la produccion de semillas (r=0.54) y el nimero de presuntos haploides por baya
(r=0.455) y por polinizacion (r=0.490). Por lo tanto, es posible utilizar el analisis
del polen como una técnica rapida de tamizado para detectar presuntos inductores
de haploidia.
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SUMMARY

Potential Utilization of Potato Clones
Obtained By Selfing as Inducers of Haploid in
Crosses 4x x 2x

To study the potential as haploid inducers in 4x x 2x crosses of six
clones obtained by selfing the successful inducer IvP35, crosses were
made between them and each of seven tetraploid cultivars of diverse
origins. One clone differed significantly from the original regarding
the number of potential haploids per berry (4.1 vs. 1.7) and per
pollination (2.93 vs. 1.61) and another clone had high potential,
although it did not differed statistically from IvP35. Pollen stainability
was positively correlated with number of potential haploids per berry
(r=0.43) and per pollination (r=0.368), and percentage of potential
haploids over the total humber of seeds (r=0.409). The frequency of
2n pollen was highly and significantly correlated with seed set
(r=0.54) and number of potential haploids per berry (r=0.455) and per
pollination (r=0.490). Therefore, pollen analysis could be used as a
rapid technique for detecting potential haploid inducers.

Additional index words: haploid, gynogenesis, embryo spot, interploid
Crosses.

El término "haploide" se utiliza para designar un individuo con el
nimero gamético de cromosomas, que se deriva de un diploide o de
un poliploide. De la papa comin, Solanum tuberosum L. (2n=4x=48),
los haploides (2n=2x=24) pueden originarse por el desarrollo in vivo
de la o6sfera no fertilizada (partenogénesis femenina o ginogénesis) o
in vitro de una célula (generalmente la vegetativa) del grano de polen
(partenogénesis masculina o androgénesis). A su vez, de estos
haploides ginogenéticos o androgenéticos pueden obtenerse
monoploides (2n=x=I2), o sea individuos con un solo genoma o0 juego
basico de cromosomas. La palabra "haploide", entonces, hace hincapié
en el origen peculiar de estos materiales, que implica una excepcion
en el curso corriente de la alternancia de generaciones al omitirse la
fertilizacidn entre las generaciones gametofitica y esporofitica (13).
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En general, el proceso de haploidizacion permite al investigador
beneficiarse con la herencia disémica (ya que los haploides derivan de
clones tetraploides con herencia tetrasémica), explorar la variabilidad
existente en individuos poliploides y ampliar la estrecha base genética
de la papa cultivada mediante cruzamientos con especies silvestres
diploides (las mas numerosas entre los Solanum tuberosum) con las
gue normalmente los tetraploides no pueden cruzarse directamente
por problemas en el desarrollo de endosperma hibrido (2,5,6,10,11).

Para poder explotar las ventajas de la haploidizacion en la papa, €s
necesario obtener gran cantidad de haploides y asegurar, de ese modo,
un nivel de diversidad genética compatible con las necesidades del
mejoramiento genético.

Hougas y col. (8) disefiaron un dispositivo eficiente para seleccionar
haploides ginogenéticos. Este consiste en la realizacion de
cruzamientos 4x X 2x, utilizando como polinizador un clon de
Solanum tuberosum Grupo Phureja que es homocigota para el gen que
controla la pigmentacion puarpura del tallo. Como los haploides
ginogenéticos son plantas que no tienen padre, las plantitas que
carecen de pigmentacion son, presuntamente, haploides.

Existen varios factores que afectan la frecuencia de haploides en la
descendencia de los cruzamientos 4x x 2x, entre ellos el genotipo del
polinizador y el genotipo de la madre (7, 15). Por lo tanto, se puede
lograr un mejoramiento notable de la frecuencia de haploidizacion
cuando se utilizan "buenos" polinizadores sobre ciertas madres
caracterizadas por su capacidad para generar haploides ginogenéticos.
La herencia de la capacidad para inducir haploides es relativamente
simple (3).

Hermsen y Verdenius (4) seleccionaron clones de Phureja con alta
capacidad para inducir haploidia. Estos polinizadores son homocigotas
dominantes para los genes que controlan la produccion de una mancha
purpura en el embrién, que puede ser vista con lupa en la semilla, lo
que facilita el tamizado.

El clon de S. tuberosum grupo Phureja IvP35- seleccionado por
Hermsen y Verdenius- ha sido utilizado extensamente en el Centro
Internacional de la Papa (CIP), de Per(. En el transcurso de los
trabajos de mejoramiento genético en esa institucion, se encontro que
el clon IvP35 producia semilla por autofecundacion, a pesar de que los
Solanum diploides son autoincompatibles por poseer un sistema
gametofitico de autoincompatibilidad gobernado por el locus S (9).
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Dado que es altamente deseable aumentar la eficiencia de los
cruzamientos 4x X 2x en los programas de mejoramiento genético en
los que se aplica el método analitico-sintético (1, 14), se investigo el
uso potencial como inductores de haploidia de las progenies obtenidas
por autofecundacidn del clon IvP35.

MATERIALES Y METODOS

En diciembre de 1985 se sembraron 100 semillas obtenidas por
autofecundacién del clon IvP35 bajo condiciones de invernadero en
Huancayo, Per(. En el momento de la cosecha se tomaron al azar 15
clones, que se plantaron en macetas conjuntamente con el clon IvP35.

Al comenzar la floracion se tomaron muestras de polen de cada clon.
Estas muestras fueron tefiidas sobre un portaobjetos con una solucién
de carmin acético en glicerol (12). Mediante observaciones con el
microscopio éptico, se determind el porcentaje de tincién del polen y
la frecuencia de polen de tamafio grande (polen 2n) en plantas que
producian polen de tamafio heterogéneo.

Los clones obtenidos por autofecundacién y el clon IvP35 se usaron
como polinizadores en cruzamientos con siete cultivares tetraploides
de diferentes constituciones genéticas. Las semillas producidas por los
cruzamientos interploides 4x x 2x fueron separadas de acuerdo a la
presencia o0 ausencia del marcador "mancha en el embrion", con la
ayuda de un microscopio estereoscopico. Las semillas "sin mancha"
fueron consideradas presuntos haploides.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente.
RESULTADOS

Seis de los quince clones obtenidos por autofecundacion del clon
IvP35 fueron usados en cruzamientos, debido a que los nueve clones
restantes fueron poco vigorosos y florecieron en forma escasa. Los
seis clones- que florecieron 20 a 30 dias més tarde que el clon IvP35-
mostraron variabilidad para el porcentaje de tincion del polen vy
produccién de polen 2n. Los valores para las dos variables
mencionadas fluctuaron, respectivamente, entre 5% y 70% y menos de
1% a 10%. Los valores correspondientes para el clon IvP3 5 fueron
40% Yy 2% (Tabla 1).

En total, se polinizaron 552 flores (50% de ellas con el clon IvP35).
Mediante andlisis estadistico se detectaron diferencias significativas
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entre polinizadores para el nimero de presuntos haploides por baya y
de presuntos haploides por polinizacion, y el porcentaje de presuntos
haploides sobre el total de semillas. No se detectaron diferencias
significativas para dichos caracteres entre los progenitores femeninos
(no se presentan los datos).

Cuando se compar0 el clon IvP35 con la media de su progenie
obtenida por autofecundacion, se detectaron diferencias significativas
para namero de semillas por baya y nimero de presuntos haploides
por baya. ElI nimero de semillas por baya del clon IvP35 fue igual o
mayor que el de su progenie obtenida por autofecundacién. En la
Tabla 1 puede observarse que entre los seis clones, el clon 20 tendria
el mayor potencial como inductor de haploidia, ya que en este
experimento produjo 4.1 presuntos haploides por baya; este valor
difiere significativamente del valor del clon IvP35 (1.7 presuntos
haploides por baya). El potencial de induccion de haploidia del clon
11 también es alto (2.5 presuntos haploides por baya), pero no difiere
estadisticamente del clon IvP35.

Tabla 1. Capacidad de induccion de haploidia del clon IvP35 vy seis clones
obtenidos por autofecundacion, en cruzamientos con siete progenitores
femeninos.

Clones flores tincion  polen  sem/baya pres.hapl./ pres.hapl pres.hapl/

polin. polen 2n N° baya poIi'niz. tot sem.

N° % % N° N° N°
IvP35 276 40 2 18.0a 17b 16 ab 11.1 be
Autofec
clones
9 60 10 <1 10.2 ab 0.3b 0.2b 1.9c
11 47 10 <1 36b 2.5ab 16ab  56.9a
20 42 60 5-10 18.1a 4.1a 2.9a 23.2b
40 34 5 <1 7.5ab 1.8b 11b 18.0 be
53 51 30 1 7.7 ab 05b 0.4b 4.6 bc
70 42 70 2 10.0ab 11b 1.0b 8.5hc

Nota: las medias seguidas de las mismas letras no fueron significativamente
diferentes al 5%, de acuerdo a la prueba de Duncan Mdltiple Range.

El anélisis de correlacion mostr6 que la capacidad de tincién del polen
estd positiva y significativamente correlacionada con el nimero de
presuntos haploides por baya (r= 0.343), el nimero de presuntos
haploides por polinizacion (r= 0.368) y el porcentaje de presuntos
haploides sobre el total de semillas (r= 0.409).

La frecuencia de polen 2n estd correlacionada en forma positiva y
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altamente significativa con la produccion de semillas (r= 0.354),
nimero de presuntos haploides por baya (r= 0.455) y numero de
presuntos haploides por polinizacién (r= 0.490), pero no esta
correlacionada con el porcentaje de presuntos haploides sobre el total
de semillas (r= 0.064). Cuando se agruparon los resultados de los siete
progenitores femeninos para realizar el analisis de correlacion, los
valores de "r" fueron significativos para la frecuencia de produccién
de polen 2n y el nimero de presuntos haploides por baya (r= 0.77) y
para la frecuencia de polen 2n y el nimero de presuntos haploides por
polinizacién (r=0.8)

DISCUSION

A pesar de que la mayoria de las papas diploides cultivadas son
autoincompatibles (9), fue posible obtener descendencia por
autofecundacién del clon de S.tuberosum Grupo Phureja IvP35.
Progenies de este tipo han sido también obtenidas en China por el Dr.
Li Jin Hua (comunicacion personal).

Las progenies obtenidas por autofecundacién mostraron, en general,
los efectos caracteristicos de la depresion por endocria: vigor
reducido, floracion tardia y escasa y. para algunos genotipos, baja
capacidad de tincion del polen, lo que dificulta su uso como
potenciales inductores de haploidia.

Dado que el clon IvP35 es homocigota dominante para el marcador
"mancha en el embrion", las plantas que se obtengan por
autofecundacion también serdn homocigoticas para los loci que
controlan este caracter. Por lo tanto, la deteccion de presuntos
haploides en cruzamientos interploides puede hacerse en forma
sencilla, en el estadio de semilla.

Uno de los seis clones estudiados mostrd6 mayor capacidad para
inducir haploidia en combinacién con varios progenitores femeninos
que el clon IvP35. Se identifico, también, un clon cuya capacidad de
inducir haploidia no difiri6 estadisticamente de la del clon IvP35. Ello
es una indicacién de que es posible obtener "buenos" polinizadores
entre las progenies obtenidas por autofecundacion del clon IvP35, que
permitirian aumentar la eficiencia del dispositivo creado por Hougas y
col. (8).

Dado que los cruzamientos interploides para identificar buenos
inductores de haploidia entre las progenies obtenidas por
autofecundacidn requieren insumes considerables en tiempo y espacio,
es importante contar con una técnica rapida y sencilla para realizar el
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tamizado.

Sobre la base de los resultados de este experimento se propone que las
progenies sean tamizadas, inicialmente, por la capacidad de tincion del
polen y la frecuencia de polen 2n, ya que ambos caracteres estuvieron
positivamente correlacionados con el nimero de presuntos haploides
por polinizacion y de presuntos haploides por baya. En una segunda
etapa, los clones seleccionados deberan ser evaluados en cruzamientos
interploides.

Es importante, sin embargo, tener presente que si las dispersiones para
el porcentaje de tincién del polen y la frecuencia de polen 2n son
diferentes a las observadas en este experimento debido a efectos
ambientales, las correlaciones mencionadas anteriormente pueden no
mantenerse.
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