Eficiencia del Mejoramiento Genético de Papa
con Manipulaciones de Ploidia!

ABSTRACIT

A diploid population with mulliple pest/disense resis-
tances and adaptation to short-day environments (8D) has
peen developed by CIP. 'The population was evaluated: a)
per se under long day envirenmends (LD), and b) as par-
ents by determining their general combining ability (GCA)
in both LD and SD environments through 4x x 2x crosses
and comparing their GCA estimates with those of
tetraploid parents crossed with common tetraploid female
testers. Selection for adaptation was effective in the diploid
population in developing parents to be wsed in breeding
under LD, GCA estimates for tuber yield indicate that
diploid parents with FDR 2n pollen were betler than
teiraploid parents in SD. Only dx - 2x progenies combined
high yicld, yield stability and specific gravity. However,
apposite results were found for tuber yield using the same
parents under LD. Heterosis for tuber yicld was only
expressed in progenies in which botls parents were selected
under LD, indicating that selection for adaptation is very
important for the utilization of diploid germplasm.
Additional studies were done ta: {a) cutline an inexpensive
production methodology of 4x true potato seed through
ploidy manipulations; and {11} deter mine the inheritance of
male sterility (CMS) and 2o pollen in tetraploid potatoes,
A limitation in the production of 4x progeny after 2x x 2x
crosses is the low frequency of 2 n gametes. Improvement
in the expressivity of 2n gametes was observed after recur-
rent selection in the 2x population. The inheritance study
about on CMS and production of 2n polien found that: (a)
CMS is the result of the interaction between a sensitive
eytoplasm with a dominant male sterility gene Ms; {b)
male fertility restoration occurs due to a fertility restorer
gene R and (¢) 2n pollen production is genetically con
trotied by the recessive meiotic mutant ps (FDR 2n pollen),
its frequency being 0.74 in the tetraploid hybrid popula-
tion. This knowledge is very importand for the production
of FDR 2x male lertile haploid-species hyhrids through
crusses between Tuberosum haploids (sensitive cytoplasm)
with a genotype RU—ps/ps x species with penotype Ms/ms
psps.

Key words: Haploids, wild species, ploidy manipulations,
FDR 2n polten, SDR 2u eggs, recurrent selec-
{ion, true potato seed, genetic-cytoplasmic
male sterilily.
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RESUMEN

Se desarrotlo una poblacién diploide con resistencia
muiltiple a Jas pestes y adaptacidn a los dias de fotoperiodo
corto (DC). Esta poblacidn se evalud: a) en ambientes con
dians de lotoperiodo largo (DL} y b) como progenitores. Asi
se determind su aptitud combinatoria general ea eruza-
mientos 4x x 2x, y se compararon con progenitores tetra-
ploides en cruzamicentos con probadores tetraploides feme-
ninos comunes a ambos ambientes. La seleccidn por adap-
tacidn fue efectiva en el desarrollo de progenitores diploi-
des para ser utilizades en DL, La ACG para rendimiento
indicd gue los progenitores diploides con polen 2n RPD
fueron mejores que los tetraploides en DC. Las progenies
4x-2x combinaron alte rendimiento, estabilidad de rendi-
miento sobre ambientes y alta gravedad especifica. Sin
embargo, se observaron resultados completamente opues-
tos en rendimiento en DL cuando se evaluaron los mismos
progenitores. Lo heterosis por rendimiento se expresd 56-
{0 en progenies cuyos progenitores fusron seleccionades en
DL. Esto indico que la seleccion por adaptacién fue muy
importante para un uso adeenado del germoplasma diploi-
de. Estudios adicionales se realizaron en: a) Ia produccién
a bajo costo de semilla sexual hibrida tetraploide de papa
utilizando manipulaciones de ploidia, y b) la herencia de la
esterflidad maosculing (MS) y pelen 2n en papas tetraploi-
des. La produccidn de progenie tetraploide a través de
cruzamientos 2x x 2x se vio limitada por iz baja frecuencia
de gametos 2n en los progenitores diploides. La mejora en
la expresividad de gametos 2n fue observada después de
efectunrse una seleceién recurrente en la poblacion diploi-
de. I estudio sobre herencia de MS en la produccién de
polen 2n en papa tetraploide indiea que la esterilidad mas-
culina en papa puede explicarse como resultado de la inte-
raceion entire citoplasmas sensibles y un gen nuclear domi-
nante Ms, Pero la fertilidad masculing puede ser lograda
por la necidn de un gen restaurador, Rt; ademis, ¢ polen
Zn en progentes tetraploides esti controlado genéticamente
por ¢l motante meidtico recesivo ps. La frecueacia de este
gen es 0.74. Este conocimiento es Emportante si permite Ia
produccidn de hibridos diploides machos fértiles, con pro-
duccion de polen 2n RPD ai cruzarse haploides de Tabero-
sum {citoplasma sensible) con gendtipo RY/—ps/ps y espe-
cies silvestres con gendtipo Ms/ms ps/ps.
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INTRODUCCION

a mayorfa de las especies tuberiferas del géne-

1o Solanum son diploides {2n = 2x = 24). Es-

tas especies son importantes fuentes de genes
que configren resistencia a pestes y tolerancia a con-
diciones ambientales extremas. Pueden utilizarse en
cruzamientos con haploides (2n = 2x = 24} de ia pu-
pa cultivada tetraploide (Gp. Tuberosum o Andige-
na}, lo que permite un mejoramiento en ¢l nivel di-
ploide. Ese mejoramiento en este nivel de ploidia
tiene 1a ventaja de la herencia disémica vy, por lo tan-
to, hay mayor probabilidad de combinar los genes de
interés en un solo gendtipo en ¢l nivel diploide. Los
progenitores haploides contribuyen a mejotar lag ca-
racteristicas agrondmicas; mientras que las especics
diploides poseen los genes de resislencia/lolerancia a
los desafios ambientales o a las pestes ¢ incrementan
la diversidad alélica presente en las especies cultiva-
das tetraploides. Los genes de interés pueden ser
transferidos de los progenitores diploides al nivel te-
iraploide a través del uso de gametos 2r (gametos
con ¢l nimero cromosémico del esporofito).

Este esquema de mejoramiento se conoce comg
manipulaciones de ploidin (Peloquin er al. 1991), y
lo han utilizado con éxito los fitomejoradores de la
Universidad de Wisconsin-Madison (Peloquin y Or-
tiz 1992) y del CIP en a translerencia de resistencia
a nemdtodos (Iwanaga er al 1989) e insccios (Ortiz
et al. 1990), asi como en olras instituciones de Amé-
rica Latina (Camadro y Mendibure 1988) y Europa
(Zimmoch-Guzowska 1986). En el CIP se utilizd el
mejoramiento de poblaciones a nivel diploide para
combinar genes de resistencia a distintas pestes y con
deseables caracteristicas agrondmicas. El robusteci-
miento de la resistencia a las diferentes pestes se fa-
cilitd por las téenicas de tamizado disponibles, tanto
en las pruebas de laboratorio como en las de inverna-
dero.

Los genes de resistencia a las pestes (encontrados
en las especies diploides cultivadas o silvestres) fue-
ron transferidos del germoplasma diploide al nivel
tetraploide a través de Ia utilizacidén de polen 2n. Es-
ta anormalidad meidtica es sobre lodo producto de 1a
orientacién paralela de los husos durante fa anaflase
Il (Mok vy Peloquin 1975; Watanabe y Peloguin
1989} y estd controlada genéticamente por el mutan-
te meidtico ps (Mok y Peloquin 1975) que es esen-
cialmente un mecanismo de restitucidn de la primera
division meidtica (RPD). De esta manera, se puede
incorporar aproximadamente un 80% de la heteroci-

gosis de los progenilores diploides en la progenie te-
traploide por medio de cruzamientos 4x x 2x. Eso
explica el alto rendimiento (Iwanaga y Ortiz 1988;
Ortiz. e Iwanaga 1986) de los tetraploides obtenidos
con esta metedotogin. Las especies involucradas en
estos clones diploides productores de polen 2n RPD
comprenden haploides de los tetraploides cultivados
(Gp. Andigena y Tuberosum), diploides cultivados
(Gp. Stenotomum y Phureja) y silvestres (S, eha-
coense, . microdontum, S. sparsipilum y S veinei).
Este germoplasma diploide con produccion de polen
2n RPD tiene genes de resistencia a nematodaos del
quiste y del nudo, marchitez bacteriana, tizones 1ar-
dfo y temprano, y a los vitus X, Y, y del enrolla-
mienio. Un resumen de los resultados de este pro-
yecto sc presenta en el Cuadro 1.

Este articulo discute los resultados obtenidos en
tas siguientes dreas de investigacidn; la evaluacion
del germoplasma diploide del CIP, que se desarrolls
en ambicntes de fotoperiodo corto {i2 h 0 menos) y
de fotoperiodo largo (mids de 14 h), lo mismo que el
uso de estos progenitores diploides en cruzamientos
4x % 2x en ambos ambientes; el incremento de pro-
duccidn de gametos 2n con seleceidn recustente en la
poblacidn diploide; la produccidn de semilla sexual a
través de poliploidizacidn sexual bilateral; el uso de
polen 2n RPD para mejorar fa eficiencia de [a papa;
y la esierilidad citoplasmiitica-gendtica y produccidn
de polen 2n en papa tetraploide.

MATERIALES ¥ METODOS

Experimento 1: Evaluacién del germoplasma di-
ploide en dias de fotoperiodo Iargo

Materiales seleccionados en dias de fotoperiodo
corto en ¢l CIP en Perd lueron incluidos en este ex-
perimento realizado en Rhinclander, Wisconsin. Se-
tenta familias (hibridas y de polinizacion libre) se
cvaluaron en bloques complietos aleatorios con 40
clones en dos repeticiones de acuerdo con el tipo de
planta, la floracién, Ia precocidad v la tuberizacion.

Individuos seleccionados en dias de fotoperiodo
largo se usaron como progenitores en cruzamicnlo
con maleriales adaptados a csas condiciones. Proge-
nies hibridas se evaluaron en un litice simpie 11 5 11
para comparar la aptitud combinatoria general
{ACG) en rendimiento de los progenitores diploides
en ambientes de fotoperiodo largo
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Cuadro 1. Mejoramiento poblacienal a nivel dipleide y transferencia de Ia caracteristica a nivel tetraploide con el use de polen 2n
RPD en el CIP (herencia, fuentes de resistenciaftolerancia/atributos).

Caracteristica Herencia [uente Mejoramiento Uso de Progenitor
poblacienal polen 2n diploide

Induccidn de oligogénica phul A2 - A

haploide

Marchitez poligénica phu, spi A A A

bacteriana

Tizon temprano aditiva phu, stn A A A

Tizdn tardio aditiva adg A C A

PVY gen dominante slo A B A

PVX gen dominante acl, adg A B A

PLRV poligénica sto, che B B B

Nematodos aditiva spl, che A A A

del nudo

Nematoda aditiva adg, vin B A B

de guiste

polilla aditiva spl A B3 C

Rendimiento no aditiva A A A

Uniformidad 2eALS MAYores A A A

{color y forma)

Maleria seca aditiva phu A B B

L.as abrevisciones de Ias cspecies son de Hoamdn y Ross (1985)

A = avanzado; B = intermedio; C = inicial
Cruzamicnta 2x {oosferas 2n) x 4x.

2 by —

Experimento 2: Seleccién recurrente para incre-
mentar la produccién de gametos 2n

Un total de 1361 clones provenientes de 129 fami-
lias hibridas (haploides de Tuberosum x especies sil-
vestres) fueron evaluadas en Rhinelander, Wisconsin
(ciclo 0). El ciclo | consistié de 23 familias obteni-
das de cruzamientos entre clones seleccionados por
su produccién de oosferas 2n en el ciclo & La pro-
duccidn de oosferas 2n en cada ciclo se determind
por la produccidn de semillas en cruzamientos 2x X
dx (Ortiz y Peloguin 1991} Cada uno de los clones
evaluados fue polinizado después de emascular la
antera con polen de un progenitor tetraploide

Pardmetros genéticos para la produccidn de polen
2n RPD en dias de fotoperiodo largo se determinaron
en la poblacién diploide de CIP, ya descrita, utilizan-
do 12 metodologia propuesta por Orliz y Pelogquin
(1991). Esto sirvié para realizar comparaciones en-
tre diversas metedologias de seleccidn con el fin de
incrementar la frecuencia de polen 2n RPD en ia po-
blacién diploide.

Experimento 3: Evaluacién de progenitores di-
ploides con polen 2n RPD y tetraploides en am-
bientes de dias largos y cortos en cruzamientos
con progenitores tetraploides comunes

Progenies 4x-2x y 4x-4x fueron obtenidas de cru-
zamientos factoriales {linea x probador) entre 11 clo-
nes tetrapioides (progenitores femeninos) y 12 pro-
genitores masculinos (4 tetraploides y 8 diploides
con polen 2n RPD). Los progenitores constituyeron
muestras de las poblaciones de mejoramiento diploi-
de y tetraploide del CIP. Las familias se evaluaron
en dias de fotoperiodo corto en 4 localidades del Pe-
rd (La Molina, Huancayo, Huaraz y San Ramén), en
dias de fotoperiodo largo en Rhinelander, Wisconsin
durante dos afos. Bloques completos aleatorios con
dos repeticiones de 15 clones se utilizaron en cada
localidad. Las caracteristicas agrondmicas estimadas
fueron el rendimiento total y comercial (tubérculos 2
50 g), el tamafio y el ndmero de tubérculos por plan-
ta, asi como el contenido de materia seca (gravedad
especifica).
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Pardmetros genéticos en las poblaciones 4x-2x y
4x-4x se calcularen de acuerdo con Ortiz et al.
(1991). Esto sirvié para construir un indice de selec-
cién simultinea y de hereditabilidad, lo que permitio
comparar ambas poblaciones.

Las mismas familias incluidas en esta evaluacidn
fueron utilizadas para estudiar la esterilidad genética-
citoplasmdltica, el gen restaurador de fertilidad mas-
culina y la produccidn de polen 2n RDP en la papa
tetraploide de acuerdo a la metodologia indicada por
Iwanaga ef al. (1991).

Meétode innovador de produccién de semilla se-
xual hibrida tetraploide

El uso de semilla sexual es un método alternativo
para fa produccién de papa en los paises en vias de
desarrotlo (Malagamba y Monares 1988} Una limi-

tacién de esta metodologia alternativa para la pro-
duccidn de papa es la falta de semilla sexual hibrida
que produzca progenie uniforme y de alto rendimien-
to. Los resultados obtenidos con progenies tetraploi-
des provenientes de cruzamiento 2x x 2x (Werner y
Peloguin 1992) fueron muy alentadores; las proge-
nies tetraploides de cruzamientos 2x x 2x tuvieron
rendimientos superiores o similares a los cullivares
tetraploides.  Sin embargo, el ndmero de tubéreulos
fue excesivo; su forma, inadecuada; y su tamafio, pe-
quefio.

La identificacién de hibridos diploides entre ha-
ploides de Tuberosum y especies diploides silvestres
(HS), con caracteristicas de tubdreulos deseables ¥y
produccion de gametos 2n, permite la produccion, a
bajo costo, de semilla sexual hibrida tetraploide deri-
vada del cruzamiento entre progenitores diploides
(Fig. 1). Lametodologia propuesta por Ortiz y Pelo-

Hembra

hibrido de haploide x especie (HS)
macho fértil

autoincompatible

alta frecuencia de oosferas 2n

no polen 2n

afractivo a los abejomos
abundante floracién

Macho

HS no emparentado con hembra
macho fértil

alta frecuencia de polen 2n RPD

atractivo a los abejorros
abundante floracion

abejorros como agentes polinizadores

semilla sexual hibrida tetraploide

— produccion barata de semilia
— cercana a méaxima diversidad genética
— buenos rendimientos y uniformidad en la progenie

Fig. 1. Produccién de semilla sexual con poliploidizacidn sexuaal bilateral.
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quin (1991} consiste en el uso de progenitores diploi-
des que produzcan oosferas o polen 2n. Un hibrido
HS (progenitor femenino) es seleccionado por su fer-
tlidad masculina (para atraer al abejorre, polinizador
natural en papas), autoincompatibilidad (para evitar
la autofecundacidn a nivel diploide), alta frecuencia
de oosferas 2n, y carencia de produccidn de polen 2n
~para evitar la autofecundacidn y produccion de pro-
genie por endocria tetraploide-; otro hibrido HS (pro-
genitor masculino), no emparentado con el progeni-
tor femenino, se sclecciona por su alta fertilidad
masculina y alta frecuencia de polen 2n. Asl mismo,
ambos progenitores son seleccionados por su flora-
cién, atraccion de abejorros y otras caracteristicas de
interés

Los progenitores masculinos se siembran en sur-
cos aliernos, encargandoge los abejorros de realizar
ia recoleccidn dei polen y la polinizacién. Se cose-
cha solamente la semilla del progenitor femenino.
Esta semilla sexual hibrida tetraploide produce plan-
tas con alto rendimiento y uniformidad de tubéreulo.
La eliminacién de ia emasculacidn, la recoleccidn
del polen y la polinizacidn manual reducen los coslos
de produccién de semilla sexual hibrida tetraploide
en 50% por 1o menos.

Eficiencia del mejoramiento de papa
con gametos 2n RPD

La comparacién de los dos esquemas de mejora-
miento, 4x-4x y 4x-2x, utilizando germoplasma del
CIP, evaluado en localidades de dias cortos (Ortiz et
al 1991), indico que este dltimo fue mas eficiente en
la seleccién simultdnea para varias caracteristicas de
tubérculo {nimero (X,), materia seca {X;), tamafio
(X4) y rendimiento total (X;)) Para ello se utilizd un
indice de seleccién (Y), que se expreso como Y =
047 X, + 15232 X, - 89.45 X, + 030 X,. Las pro-
genies de cruzamiento 4x x 2x combinaron alto ren-
dimiento, alta gravedad especifica y adecuado tama-
fio y niimero de tubérculos; mientras que progenies
de cruzamiento 4x-4x con alto rendimiento tuvieron
muy bajo contenido de materia seca.

Los progenitores diploides con polen 2n RPD fue-
ron mejores que los tetraploides para evaluar la apti-
tud combinatoria general (ACG) en rendimiento de
progenitores tetraploides.  Ademds, un numero me-
nor de repeticiones y localidades fue necesario para
evaluar el rendimiento de las progenies 4x-2x, que

las usadas para calcular el de las progenies 4x-4x de
acuerdo a los estimados de hereditabilidad obtenidos
(Ortiz et al. 1991).

Los resultados obtenidos pueden explicarse como
praductos del polen Zn RPD, que transmite 80% de
su gendtipo diploide intacto a su progenie 4x en cru-
zamientos 4x X 2x (Pelequin er al. 1991); de la trans-
mision de un alto porcentaje de la heterocigosis vy Ia
epistasis del progenitor diploide, que es importante
en el mejoramiento de la papa, ya que las interaccio-
nes intra locus e inter loci son las que contribuyen
significativamente a incrementar el rendimiento
(Mendiburu y Peloquin 1988; Mendoza y Haynes
1974} y su estabilidad en diferentes ambientes
{Amoros y Mendoza 1979; Darmo y Peloguin 1990,
De Jong er al. 1981); por tltimo, del polen 2n RPD
de un progenitor diploide, que es mds heterozigota,
pero mds homogéneo que el polen normal n de un
progenitor tetraploide (Mok y Peloguin 1975).

Esterilidad genética-citoplasmatica, restaurador
de fertilidad masculina y produccion de polen 2n
RPD en la papa tetraploide

Iwanaga er al. (1991) encontraron que la esterili-
dad masculina fue el resuliado de la interaccién entre
un gen nuclear dominante Ms con el citoplasma de
Tuberosum {predominante en los cultivares de los
EE.UU. y Buropa). También encontraron que la va-
riacién en la esterilidad masculina en las progenies
4x-2x se debid a la presencia o ausencia de un alelo
dominante en un gen restaurador de la fertilidad mas-
culina (Rt). Los loci de los genes Ms v Rt se en-
cuentran ubicados muy lejos del centrémero y, de es-
te modo, ambos tienen segregacién de cromaitidas.
Resultados posteriores (Ortiz er al. 1993) indican que
los citoplasmas de Andigena -la papa tetraploide cul-
tivada en Los Andes— vy §. demissurm —muy comiin
en las variedades mejicanas- no son sensibles y, por
lo tanto, no interaccionan con el gen Ms. Sin embar-
go, el citoplasma de S. stoloniferum (presente en va-
riedades alemanas o argentinas como “Serrana”) in-
teracciona con el gen Ms y transmite a sus progenies
un tipo especial de esterilidad masculina, conocida
como esterilidad de ietradas (Brown 1984) La ferti-
lidad masculina fue restaurada en la progenie con
progenitores macho-estéril, con citoplasma de Tube-
rosumm, por la accion del gen Rt presente solamente
en Tuberosum. La frecuencia de este alelo Rt fue
estimada en 0.20 en Tuberosum (Iwanaga et al.
1991).
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Cuadro 2. Estimacién de la frecuencia del alelo ps y niimero de individoos sin polen 2n (n), con polen 2n en una hipotética
poblacion hibrida entre Tuberosum x Andigena con segregacion de cromosomas para el locus ps.

Andigena: Frecuencia de alelo ps. = 0.8 {q)

Tuberosum PsPsPsP PsPsP’sps PsPspsps Pspspsps SPSpsps
1207 pd 4p3q 6p203 it PP

PsPsPsPs todos n todos n todos n 1odos n todos n
p4
PsPsPsPs todos n todos n todos n todos n todos n
4piq
PsPspsps todos a todos n 0041 0108 0108
6p2q2 35n712n ltn:12n S5n:i2n
Pspspsps tedos n todes n 00663 0169 0169
4pg3 Ha:l2n Inil2n Pnr22n
PSPSPSPs todos n todos n 0037 0698 {1.098
qd Sn:l2n in:l 2n todos 2n

Nola: Los individuos pspspsps (q4) = 0098 + G.098/2 + 0.037/6 + 0.169/4 + 0.063/12 + 0. 108/6 + ¢ 108/2 + 0.108/12 + G 044/36 = 0.313

Entonces q=0.74
[ estimado por Watanabe y Peloquin (1989)
2 estimado por Iwanaga y Peloquin (1982)

La frecuencia del gen ps, que condiciona fa pro-
duccidn de polen 2n RPD, fue estimadaen 0.74 en la
poblacidn tetraploide det CIP (Oriiz et ol 1993). El
locus ps se encuentra ubicado cerca del centrdmero,
ya que la estimacion det coeficiente de doble reduc-
cidn, alpha, fue igual a cero Mds adn, la frecuencia
del gen ps, asumiendo segiegacién de cromosomas
para una hipotética poblacidn hibrida entre Andfge-
na x Tuberosum, es también 0 74,

El conocimiento de Ia gendlica de la esterilidad
masculina y la produccidn de polen 2n RPD ofrece la

Cuadro 3.

oporluenidad de desarrollar hibridos, utilizando cruza-
mientos entre haploides de Tuberosum y especies
diploides.  Los hibridos diploides tendrin fertilidad
masculina y produccidén de polen 2n RPD (Fig. 2).
L.os haploides de cultivares tetrapioides de
Tuberosum, que posean ios genes Rt y ps deberian
utilizarse en cruzamientos con especies cultivadas o
stivestres, que produzcan polen 2n RPD y gue sean
portadores del gen Ms, ef cual interactia con el cito-
plasma de Tuberosum. De esta manera, los hibridos
diploides HS tendrdn fertilidad masculina y produc-
cidn de polen 2n RPD. Ellos podrdn utilizarse en la

Plantas con fertilidad (MF) y esterilidud masculina (MS); sin (n} y con polen 2n en hibridos (haploides y especies sil-
vestres) agrupadas de acuerdo a su progenitor haploide,

Huancayo! Rhinelander:
Progenitor haploide MF/MS MF n/2n 2n MEF/MS MF n/2n Zn
{%) (%) (%)
W 730 (Rt/rt Ps/ps) 5010 88 44134 41 267/55 83 21245 21
W 973 (rv/st Ps/ps) 12/6 67 812 20 7925 16 54/25 32
W 1887 (rtrt Psfps) 31/39 44 15/16 52 36710 78 26110 28
W 4139 (Rt Ps/ps) 2072 91 15/5 25 39/4 91 354 10

1 Ortiz ¢ Iwanaga (1988) dates no publicados
2 Yerk (1987)
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introgresién del germoplasma diploide en el nivel
tetraploide via cruzamientos 4x x 2x.

Esta propuesta se basa en resultados preliminares
que se presentan en ¢l Cuadro 3. Los haploides, ex-
traidos del tetraploide W-231 simplex para los foci
Rt y ps y nulliplex para Ms, fueron utilizados en
cruzamientos con scis diferentes especies silvestres
(S. bukasovii, S canasense, S gourlayi, S multidis-
sectum, §. verrucosun y 8. verned); algunas de ellas
son poriadoras del gen Ms y con polen 2n RPD
(ps/ps). Dos haploides (US W-730 y US W-4139)
de W-231 fueron identificados como portadores del
gen Rt y mds del 75% de sus progenics tuvieron fer-
tilidad masculina. Todos los haploides de W-231,
utilizados en este experimento fueron helerozigotas
para el locus ps, y, por lo tanto, su progenie segregd
en la produccidn de polen 2n RPD

{(4x S. tuberosurm)

(._.._._.___..__._.......,........__.

ps/ps Rt ms/ms

MmsmsMmsms

haploidizacion

Mejoramiento poblacional a nivel diploide y pro-
duccién de progenie tetraploide a través de poli-
ploidizacién sexual

El mejoramiento poblacional a nivel diploide con
haploides y especies silvestres es necesario para per-
feccionar caracteristicas agrondimicas, combinar re-
sistencia a pestes y tolerancia a ambientes extremos.
Individuos diploides, con alta frecuencia de gametos
2n y caracteristicas de interés, podrian producirse a
través de una seleccidn recurrente y usarse en la pro-
duccidn de progenies tetraploides por medio de Ia
poliploidizacién sexual bilateral. Un ejemplo hipoté-
tico ilustra esta propuesta (Fig. 3).

Los haploides se extraen de cultivares con resis-
tencia a virus: “Pirola” {de Buropa), con inmunidad
a PVY, y “Atlantic” {(de EE.UU)), con inmunidad a

especies, silvestre o
cultivada con Ms_ ps/ps
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hibrido 2x con fertilidad masculina y
polen 2n (ps/ps RBi/rt Ms/ms)

Fig. 2. Extraccién de haploides de cultivares tetraploides Tuberosum portadores del gen restaurador de fertilidad mascalina (Rt)
y produccidén de hibridos con especies silvestres con fertilidad masculina y polen 2n RPD.



ORTIZ, PELOQUIN: MEJORAMIENTO GENETICO DE PAPA CON PLOIDIA 203

ber Pl 217458
(marchitez

Haploide de
Pircla (Ry)

Hibr\l{:o A
- Hesistencia a MB + PVY
- polen 2n RPD
- loci para rendimiento:
a,ab,b,

b
l
: bacteriana, MB)
!
|
[
|
|
I

Haploide de x  spl 760147.7
Alantic (Rx) |  (nematodos y

I polilla)

|

[

|

1

!

1

Y

Hibrido B

- Resistencia a PVYX + NN

- posferas 2n RSD

- loci para rendimiento
ajabb,
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alto rendimiento (altamente heterozigota).

Nota: Locus "a" cerca al centromero (antes del primer entrecruzamients) y locus “b"
lejano del centrdmero (después del primer entrecruzamiento)

Fig. 3. Esquema para obtener hibrides 4x heterozigotas y con resistencia miltiple de cruzamientos entre progenitores diploides con

gametos 2n {RSD x RPD).

PVX. Después del tamizado respeclivo, los haploi-
des inmunes a cada uno de los virus se aprovechan
en cruzamientos con especies silvestres diploides,
gue tienen caracteristicas especificas. Por ejemplo,
la coleccidn PI 217458 (S. berthaultii), con 1esisten-
cia a la marchitez bacteriana, o el clon CIP 760147.7
(S. sparsipilum), con resistencia a los nematodos del
nudo y del quiste y a la polilla de la papa, podrian ser
las especies diploides por utilizar como potenciales
progenitores. Los hibridos -resultado del cruzamien-
to entre los haploides y las especies diploides silves-
tres- serdn tamizados de acuerdo con las resistencias
encontradas en sus respectivos progenitores y por la
produccién de polen 2n RPD y oosferas 2n RSD. De
este modo, individuos que combinen al menos dos
resistencias y produccién de gametos 2n en cada po-
blacién, podrian usarse como progenitores en cruza-
mientos para cbtener hibridos tetraploides de alto
rendimiento y muitiple resistencia.

Todos los individuos resultantes de tales cruza-
mientos (aaa;a;) serdn trialélicos para los foci cer-
canos al centrémero y, 50% de ellos, tetralélicos
(bib;b.b,) para los loci localizados después del primer
entrecruzamiento.  Por lo tanto, el alto rendimiento
debe esperarse debido a la mdxima heterocigosis en
la resultante progenie tetraplotde (Cuadro 4).

Comparacién de métodos convencionales y poli-
ploidizacion sexual en el mejoramiento para
resistencia maltiple a virus y otras pestes

Mackay (1987) propuso un esquema de produc-
cién de progenitores tetraploides cuadruplexos o
triplexos que combinan inmunidad simultdnea a los
virus X y Y. Esta metodologia consiste cn el mejo-
ramiento selectivo combinado con pruebas de proge-
nies de los clones resistentes, utilizando clones sus-

ceptibles (nuliplexos: rrrr, r,rrr) como

Turrialha Vol. 43, No, 3, 1993, pp. 196-209



204 “TURRIALBA: VOL. 43, NUM. 3, TRIMESTRE JULIOASETIEMBRE 1993

Cuadro 4. Transmisién de heterocigosis de progenitores
diploides (a,a, byby; 0,2, bb,) en gametos 2n.
a) Locus cercano al centrdmero (antes del
primer entrecruzamiento) y b) locus lejanc
del centromero {después del primer entre-

cruzamiente).
Polen Zn RPD Qaosferp 2n RSD
Locus a Locus b Locus » Locus b
100% ajag 25% byby 50% a3y 100 baby
50% bby 50% agay
25% i]zbz

Individuos tetraploides de cruzamientos 2x {oosferas 2n) x 2x
{polen 28)

Gendlipa Frecuencia tedrica
(%)
tjagagay bybbsby . 12.5
bibabsby 25.0
babobgby 125
apilyigag bibybgby i2.4
bybababy 250
babsbaby 125

probadores. De este modo, los clones simplexos
(R,r 0, Ryryrr) se entrecruzan y los clones duplex-
os (R,R,r,r, RR,rr) de tales cruzamientos pueden
identificarse por la prueba de progenie  Los clones
duplexos se entrecruzan nuevamente o se autofecun-
dan v los clones triplexos (RRR,r RRR ;) 0
cuadruplexos (R,.R,R.R, R,R R R), para los genes
de inmunidad, se identifican de acuerdo a la prueba
de progenie

Fitomejoradores del CIP (1988) propusieron otro
método que consiste en manipular niveles de ploidia
de acuerdo con lo propuesto por Chase (1963) en su
esquema de mejoramiento analitico. Los haploides se
extracn de progenitores tetraploides, seleccionados
por ser inmunes simultdaneamente a PVX y a PVY, y
se tamizan por resistencia a ambos virus. Aquellos
haploides identificados como inmunes a ambos virus
(R,x RJr} duplican su niimero de cromosomas con
coichicina {Ross ¢ al 1967) o por medio del cultivo
de tlejidos (Hermsem ef al. 1981; Sennino et al.

[988) para producir clones tetraploides que serdn
duplexos en los loci con inmunidad controlada para
ambos virus. Sin embargo, estos dihaploides
(tetraploides obtenidos de! doblamiento somdtico de
haploides) no pueden ser utilizados como variedades
comerciales, debido al alto nivel de endocria, F =
0.333, generade durante el proceso de doblamiento
del nimero cromosdmico, Ellos deben utilizarse
COmO progenitores en cruzamientos con material no
relacionado y altamente heterozigota, De ese modo,
el coeficiente de endroctia disminuird a F = 0.055,
que no tiene mayor influencia en el rendimiento de
los hibridos (Ortiz et al. 1986).

El uso del andlisis de medias tetradas AMT (Men-
diburu y Peloquin 1979) permite la estimacion de
distancias entre el centrémero y el locus en cuestion.
Por ejemplo la localizacidn del locus para el gen de
resistencia a Globodera rostochiensis (H,) se realizd
utilizando AMT (Jaarveslag 1986). El cruzamiento
H,h, x h,hh,h, produjo 35 3% de progenie con gend-
tipo nuliplexo (hh;hyh,) de un toial de 153 indivi-
duos tetraploides. La distancia gen-centrémero para
el locus H, fue estimada como 147 ¢M (con un in-
tervalo de confianza de 95% de 6.8 - 22.6) basado en
la produccidn de oosferas 2n RSD en el progenitor
diploide  En forma similar se han logalizado los loci
de los genes de inmunidad para PVY (R,) y PVX
{R,) {Jaarverstag 1987, 1988). Las distancias entre
el centromero y el locus de R, fueron estimadas entre
30 cM y 39.3 cM, y para R, aproximadamente en
142 cM. De esta manera, la utilizacidn de cosferas
2n RSD, en una poblacidn inmune 2 PVX, y de polen
2n RPD, en una poblacién inmune a PVY, ofrece la
posibilidad de producir hibridos tetraploides con
inmunidad a ambos virus a través de cruzamientos
2x% x 2x (Cuadro 3). En este sentido, Ia poliploidiza-
cién sexual bilateral tiene la ventaja de producir una
alta frecuencia no s6lo de individuos inmunes a am-
bos virus, sino también con buen rendimiento,

La poliploidizacién sexual bilateral puede aprove-
charse para combinar en individuos tetraploides re-
sistencias con herencia poligénica como, por ejem-
plo, aguella contra el nematodo del nudo, Meloi-
dogyne incogrita (NN),y la inmunidad a los virus X
y Y. Iwanaga et al. (1989) encontraron que los pro-
genitores diploides resistentes al nematedo del nudo
y con polen 2n RPD confieren resistencia al 25%
aproximadamente de su progenie en cruzamientos



ORTIZ, PELOQUIN: MEJORAMIENTO GENETICO DE PAPA CON PLOIDIA 205
Cuoadro 5. Transmisién de resistencia miltiple utilizando gametos 2n.
@} Resistenciz a PVY yPVX.
Gen Ry a 15 cM del centrédmero (segregacicn de cromosomas)
Gen Rx a 35 cM del centrémero (segregacicn de cromatides)
Cruzamientos
Resistencia Ryry x Ryr, Ryryryry X Ry yryFy Ryroryty Ryr RyRyryry x R R, v
oy Y %) s () Y ey Y VY
PVX + PVY 763 372 60.6 655
PVY 162 268 4.4 i78
PVX 62 232 178 13.1
Susceplible 13 268 72 36

b} Resistencia af nemiitodo del nudo (NN) y PVX ¢ PVY en progenie 4x de cruzamicentos 2x x 2x {progenitor femenino inmune a virus y

progenitor masculino inmune a NN)

b NPVY + NN H 2IPVX + NN

PVY/NN 25% R 75% S PVX/NN 25% R 75% 8

65% Ry—— 1625% 48.75% B25% Ry— 2062% G1.88%
PVY + NN PVY PVX + NN PVX

35% Iyry 8.75% 26 25% 17 5% 1y 4 38% 13.12%
NN Susceptible NN Susceptible

¢} Resistencia triple en progenies 4x de cruzamiento 2x x 2x

Hembra con cosferas 2n RSD

Macho con polen 2n RPD

65% R,—

y 35% fyfy
759% R-NN * 82 5% Ry— (% PVX + PVY + NN 22% PVY + NN
75% R-NN * 17.5% ryry 9 % NN+ PVY 4% NN
25% S-NN * 82 5% Ry, — 13% PVX + PVY 1% PVX
25% S-NN*175%r rx 3% PVY 2% Susceptible

con progenitores femeninos tetraploides susceptibles.
Aproximadamente 16.25% y 20.62% de ia progenie
tetraploide, provenieates de poliploidizacion sexual
{Cuadro 5b}, scrin resistentes a PVY + NN y PVX +
NN respectivamente. Mis atin, Gomez er al. (1983)
encoatraron que los clones resistentes diploides {S.
sparsipilum x [Phureja x haploide de Tuberosum})
tenfan hasta un 60% de progenie invulnerable a tres
especies de Meloidogyne en cruzamienios con proge-
nitores masculinos tetraploides susceptibles, después
de haber tamizado la progenie tetraploide contra la
marchitez bacteriana. Por lo lanto, ¢l uso de proge-
nitores diploides con resistencia combinada 2 NN +
PVX 'y alta frecuencia de oosferas 2n RSD, en cruza-
mienios con progenitores dipleides, inmunes al PVY
y con alta frecuencia de polen 2Zn RPD, produciria

aproximadamente 40% de hibridos tetraploides con
resistencia a PVY + PVX + NN.

Comparacién de poliploidizacién sexual versus
métodos no convencionales (cultive de anteras ¥
fusion de protoplastos) en el mejoramiento de
papa

Barteris et al. (1988) han propuesto que el cultivo
de tejidos debe integrarse como una prdctica rutina-
riz en el mejoramiento genético de Ia papa en varias
de sus ctapas, para modificar ¢l nivel de ploidia por
medio de la extraccidn de haploides, con el cultivo
de anleras y la duplicacion del mimero de cromoso-
mas, para seleccionar células resistentes a bacterias y
hongos en diferentes medios, para utilizar el germo-
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plasma silvestre a través de la fusién de protoplastos
entre especies sexualmente incompatibles y para ge-
nerar variantes Gtiles por medio de variacion soma-
clonal.

Sin embargo, se conocen varias limitaciones en la
aplicacién del cultivo de anteras en papas. Existe
una gran variabilidad genética para la regeneracion
de plantas haploides con el cultivo de anteras (Wen-
zel et al 1980) Por ejemplo, hay gendtipos que ca-
recen de capacidad de regeneracidn a través de ese
procedimiento (Sonnino et al 1989} Es, por ello,
que el cultivo in vitro no se ha usado con mucho €xi-
to para reducir ¢l nivel de ploidia en los distintos
programas de mejoramiento de papas. En este senti-
do, el uso de inductores de haploidia, como los clo-
nes derivados de Phureja 122 (University of Wis-
consin-Madison) o IvP - 35 (Wageningen) en cruza-
mientos 4x x 2x, son mds eficientes en la produccién
de altas trecuencias de haploides, por medio del de-
sarrollo partenogenético de las oosferas de los culti-
vares tetraploides de Gp. andigenum o Tuberosum
{Peloquin ef al. 1991}

Por otra parte, el descubrimiento del nimero de
balance endospérmico (abreviado EBN, en inglés)
por Jonhston et al (1980), en combinacién con la
utilizacién de gametos 2n y haploides permitié la uti-
lizacién de varias de las especies tuberiferas y no tu-
beriferas, que habian sido consideradas sexualmente
incompatibles con las especies cultivadas en el ger-
moplasma de Solanum (Peloquin et al. 1989). Técni-
cas diversas, que involucran la manipulacién de ploi-
dia y/o la utilizacién de especies “puente”, han sido
exitosas en la transferencia de germoplasma de espe-
cies con distinto EBN (Chdvez et al. 1988a, 1988b;
Ehlenfeldt y Hanneman 1984, 1988; Jonhston y Han-
neman 1980). Iwanaga e al. {1991) describieron re-
cientemente una téenica muy eficiente, que involucra
el uso de doble polinizacién en combinacién con el
rescate de embriones para producir tetraploides en-
tre S acaule (2 EBN) x Andigena/Tuberosum (4
EBN) '

Es importante sefialar que la fusién de protoplas-
ios producird individuos con alta heterocigosis si am-
bos progenitores no estdn relacionados. La transmi-

Cuadro 6. Comparacién de poliploidizacién sexual bilateral versus la utilizacién de cultivo de anteras y fusidn de pretoplastos en
Ia utilizacién de manipulaciones de ploidia en el método analitice sintético en el mejoramiento de papa.

Etapa Polipioidizacion sexual

Cultivo de anteras y fusién de protoplastos

I Extraccidn de haploides de 4x por partenogénesis

2 Seleccidn por resistencia especifica a nivel 2x

3 Crazarnientos con especics
silvestres para producir HS

4 Seleccidn por resisiencia
especifica y gametos 2n
a nivel 2x

5 Cruzamiento de progenitores

RSD x RPD con sesistencia
para producir progenie 4x

6 Seleccitn de 4x de alto
rendimiento y con
resistencia

9

8

Extraccidn de monapleides
por cultivo de antera

Seleccidn por resistencia al nivel x

Doblamiente de cromosomas a través de coichicina
o cultivo de tejidos

Fusion de protoplastos de
progenitores hibridos 2x
para combinar resistencia en 4x

Seleccidn de 4x con alto
rendimiento y resistencia
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sion de la heterocigosis serd casi perfecta y las resis-
tencias y/o atribulos especificos de los progenitores
diploides se podrin combinar en la progenic 4x. No
obstante, ¢l mayor probiema relacionado con esta
téerca reside en que se requicren varios eventos dii-
cos de fusidn de protoplastos para evaluar y seleccio-
nar una adecuada combinacion (Camadro y Mendi-
buru 1988). Actualmenie, eso es casi imposible, ya
que las técnicas para oblener productos por medio de
la fusién de protoplastos se aplican a pocos gendti-
pos. Contrariamente, ¢l aprovechamiento de poli-
ploidizacidn sexual bilateral no presenta limitacio-
nes, De esa manera, varios miles de individuos pue-
den producirse con distintos niveles de heterocigosis
y variabilidad genética, dependiendo del modo de
formacién de gametos 2n y In ocurrencia del entre-
cruzamiento en cada brazo del cromosoma; asi se
pueden seleccionar ficilmente los individuos

La comparacion entre ¢ esquema de mejoramicn-
to analitico con menipuiaciones de ploidia por medio
de la poliploidizacion sexual versus el método anali-
tico-sintélico, propuesto por Wenzel er al. {1980),
utitizando cultive de anteras y lusion de protoplastos
(Cuadro 6), demuestra claramente qgue cl uso de i
polinizacién sexual bifateral requicre menos liempo
y recursos que la propuesta de Wenzel er ol (1980)
De esta manera, la polipleidizacion sexupd bilateral
presenta al fitomejorador mids ventajas en la produc-
cién de variedades hibridas tetraploides de papa con
ahtos rendimicntos y resistencia multiple
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