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RESUMEN

La Marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum es una de las
principales enfermedades que afecta el cultivo de la papa Solanum tuberosum L.
subsp. tuberosum (tbr; 2n = 4x = 48, 4 NBE). Solanum commersonii Dun. (cmm; 2n
= 2x = 24; 1 NBE), una solanécea nativa de Uruguay, posee varias caracteristicas
deseables para el mejoramiento del cultivo de papa como es la resistencia a dicho
patogeno. En Uruguay, el Instituto de Investigacion Agropecuaria (INIA) ha llevado
a cabo cruzamientos exitosos cmm x tbr con este objetivo, dando lugar luego a
sucesivas progenies de retrocruzas 1, 2 y 3 con ploidias, niveles de resistencia a la
enfermedad, caracteristicas morfoldgicas y agrondmicas variables. El objetivo de
este estudio fue analizar la resistencia a R. solanacearum de una progenie de una
tercer retrocruza con papa (RCs), realizar la caracterizacion citogenética,
reproductiva, morfoldgica y agronémica a fin de evaluar el efecto de la ploidia de los
individuos y definir estrategias para futuros cruzamientos. En un total de 65 plantas
evaluadas, la resistencia a R. solanacearum mostré un patron de segregacion
transgresiva. El 52% de dichas plantas tuvieron entre 47 y 49 cromosomas,
acercandose por lo tanto a la ploidia de tbr. Todas ellas fueron machoestériles, lo que
se explicaria por la interaccion entre genes nucleares de una especie con genes
citoplasmaticos de la otra. Aunque se observd amplia segregacion en los caracteres
morfologicos, las plantas analizadas mostraron semejanza con los padres recurrentes
(tbr). La relacién negativa encontrada entre el nimero de cromosomas extras y el
desempefio agronémico, posiblemente sea debido a la presencia de cromosomas del
genoma silvestre en estos hibridos. Seria necesario continuar las retocruzas para
eliminar las caracteristicas de S. commersonii que aun permanecen. Asimismo, la
presencia de individuos con ploidias cercanas a 2x = 48, morfoldégicamente similares
a tbr, con buenos niveles de resistencia a R. solanacearum, sugiere la ocurrencia de
eventos de introgresion, sefialando a S. commersonii como uno de los recursos

genéticos mas prometedores para el mejoramiento de papa.

Palabras clave: Ralstonia solanacearum, papas silvestres y cultivada, resistencia,

mejoramiento, aneuploidia.
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SUMMARY

The use of Solanum commersonii Dun. to breed potatoes resistant to Ralstonia

solanacearum: characterization of a backcross 3 progeny

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is one of the main diseases
currently facing potato cultivation Solanum tuberosum L. subsp. tuberosum (tbr; 2n =
4x =48, 4 EBN). Solanum commersonii Dun. (cmm; 2n = 2x = 24, 1 EBN) is a native
solanaceous species from Uruguay, which has several desirable characteristics for the
improvement of potato cultivation, such as resistance to R. solanacearum. In
Uruguay successful crosses cmm X tbr have been carried out with this objective,
resulting in successive backcross 1, 2 and 3 progenies with variable ploidy, resistance
to bacterial wilt, morphology and agronomic performance. The aim of this study was
to analyse the resistance to R. solanacearum in a backcross 3 (BCs) progeny, to
characterize the BCs individuals cytogenetically, reproductively, morphologically
and agronomically, to evaluate the effect of the remaining aneuploidy and define a
strategy for future breeding. Resistance to R. solanaceraum showed a pattern of
transgressive segregation. About 52% of individuals have ploidies near that of tbr.
Due to a cytoplasm swap, all were male sterile. Although there is wide segregation in
morphological characters, individuals tend to resemble the recurrent thr parent. A
strong relationship between the number of extra chromosomes and the wild genome
content in these hybrids negatively affected their agronomic performance. More
backcrosses may be necessary to incorporate desirable traits from cmm into tbr
germplasm to remove undesirable characters from cmm. Likewise, the presence of
individuals with ploidies close to 2x = 48, morphologically resembling tbr with good
levels of resistance suggests the occurrence of introgression events, pointing to S.

commersonii as one of the most promising genetic resources for potato breeding.

Keywords: Ralstonia solanacearum, wild and cultivated potato, resistance, im-

provement, aneuploidy.
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1. INTRODUCCION

1.1 LA DOMESTICACION DE LA PAPA Y SUS IMPLICANCIAS
ACTUALES

Las papas cultivadas (Solanum tuberosum L.) son el tercer cultivo alimenticio mas
importante del mundo, luego del trigo y el arroz. Originaria de Sud América, actual-
mente se produce en aproximadamente 149 paises de todos los continentes. La pro-
duccion anual es de 325 millones de toneladas (Birch et al., 2012). Es el cultivo que
mas materia seca y proteina produce por hectarea y es considerado critico en térmi-

nos de seguridad alimentaria mundial (Bradeen y Haynes 2011, Birch et al. 2012).

Si bien la clasificacién taxondmica de estas solanaceas que pertenecen al género So-
lanum seccion Petota esta en permanente revision, se sabe que la papa cultivada de
mayor importancia econdmica es el tetraploide tetrasomico S. tuberosum L. (tbr; 2n
= 4x = 48, 4 NBE), conocido como S. tuberosum L. subsp. tuberosum (Hawkes,
1990), o recientemente S. tuberosum L. grupo Tuberosum o Chilotanum (Spooner et
al., 2007). Se trata de una planta herbécea, de ciclo anual cuya duracién puede variar
entre los 75 y 180 dias, que puede crecer desde los 65° de latitud norte hasta los 50°
de latitud sur. Se puede multiplicar tanto sexualmente, por semilla sexual, como por
reproduccion vegetativa a través de estolones o de los tubérculos que son, a su vez,
los érganos de consumo humano. Si bien es originaria de las zonas templadas, los
cultivares actuales de papa presentan cierta adaptabilidad a diferentes ambientes,
aunque la produccion de los tubérculos puede verse limitada por factores ambientales
como temperaturas por encima de 21° C o debajo de 5° C, heladas y déficit hidrico
(Bradshaw y Bonierbale, 2010).

Segun datos arqueoldgicos, la domesticacion de la papa comenzé hace alrededor de
8000 afios, en la zona del lago Titicaca, en el limite entre Bolivia y Peru. En el siglo
XVI fue introducida a Europa y desde alli se extendié al resto del mundo. Los actua-
les cultivares modernos, son producto de un continuo y tradicional esquema de cru-

zamientos y seleccion entre parentales con caracteres complementarios dentro de tbr,
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generados a partir de los pocos clones que 400 afios atrés llegaron a Europa o poste-
riormente a Norteamérica. En los diferentes programas de mejoramiento de papa se
han realizado introgresiones con otras especies cultivadas y silvestres, teniendo mu-
chos de los cultivares, principalmente los europeos, presencia de germoplasma sil-
vestre, usado como fuente para conferir resistencia a plagas y enfermedades
(Bradshaw y Bonierbale 2010, Bradeen y Haynes, 2011). A pesar de esto, se conside-
ra que en general, la base genética del cultivo es estrecha ya que en comparacién con
la gran diversidad existente dentro del género Solanum, el nimero de especies utili-
zadas en el mejoramiento, particularmente de las sudamericanas, es reducido
(Bradshaw and Bonierbale, 2010).

Los cultivares modernos de papa son altamente eficientes en transformar fotoasimi-
lados en materia seca, obteniéndose en condiciones no limitantes de nutrientes, agua
y en ausencia de plagas o enfermedades, indices de particion de hasta 80 %, pero este
rendimiento no es alcanzado en la practica (Bradshaw 2009). La poca variabilidad
genética existente entre ellos, sumado a que s6lo unos pocos clones son los realmente
cultivados alrededor del mundo, generalmente bajo la modalidad de monocultivo,
hace a la produccién muy vulnerable a situaciones de estreses bioticos y abioticos, lo
cual repercute negativamente en el rendimiento (Grun 1990, Hawkes 1990,
Bradshaw 2009, Spooner et al. 2014).

En la actualidad, la produccion mundial de papa esta estancada (FAO 2012 citado
por Birch et al., 2012). En vista del aumento de la demanda de alimentos como con-
secuencia del incremento de la poblacion del planeta en los afios venideros, de la
incertidumbre frente al cambio climatico y su efecto sobre la produccion y sobre pla-
gas y enfermedades (Birch et al., 2012), se hace necesario disminuir las pérdidas de
rendimiento, extender a otras areas el cultivo y lograr una forma de produccion mas
sustentable, tanto economica como ambientalmente (Bradshaw 2009, Patil et al.
2012).

Es por esto que los diferentes programas de mejoramiento a nivel mundial han puesto

especial énfasis en ampliar la base genética del cultivo mediante la incorporacion de
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germoplasma de los parientes silvestres, a fin de lograr cultivares més adaptables a
situaciones locales o regionales de produccion (Camadro et al. 1998, Bedonni y Ca-
madro 2009, Bradshaw et al. 2006, Bradshaw 2009, Birch et al. 2012, Carputo et al.
2009, Spooner et al. 2014).

1.2  MEJORAMIENTO GENETICO POR INTROGRESION DE GENES
MEDIANTE CRUZAMIENTO CON ESPECIES EMPARENTADAS

Actualmente el mejoramiento genético de thr por introgresion de genes mediante
cruzamientos con especies emparentadas es una via para levantar las limitantes pro-
ductivas del cultivo. Este tipo de mejoramiento es favorecido por la gran diversidad
de germoplasma existente, tanto silvestre como cultivado, en diferentes zonas de

Ameérica del Sur y Centroamérica (Bradshaw et al. 2006, Bradshaw 2009).

Se reconocen alrededor de 200 especies tuberosas dentro de la seccion Petota del
género Solanum, adaptadas a crecer en un amplio rango geografico y de ecosistemas
(Bradeen y Hayles 2011, Spooner et al. 2014), con caracteristicas muy deseables
para el cultivo comercial como resistencias a plagas y enfermedades, adaptacion al
frio y a la sequia, diferentes ciclos de tuberizacion y dormicion, forma y color de
tubérculos, muy altos contenidos de materia seca y calidad para chips (Hanneman
1989, Carputo et al. 2000). Aunque todas potencialmente podrian usarse en el mejo-
ramiento, la introgresion de genes favorables a través de cruzamientos interespecifi-
cos se ve muchas veces en dificultades dadas las barreras a la hibridacion, tanto pre

como post cigobticas, existentes con tbr (Jansky, 2006).

Una de las barreras a la hibridacion precigéticas mas frecuente, que puede darse en-
tre estas especies, es la incompatibilidad entre el polen y el-pistilo. En 1981 Camadro
y Peloquin, proponen un modelo basado en genes dominantes CI presentes en el esti-
lo que previenen la fertilizacion de los granos de polen que portan los genes domi-
nantes complementarios (Camadro et al., 2004 y 2011). Si el cruzamiento es compa-
tible en este nivel y ocurre la fecundacién, se pueden manifestar las barreras poscigo-

ticas, como la barrera del endosperma. Esta es explicada por Johnston et al. (1980) a



través de la Teoria del Numero de Balance del Endosperma o NBE o ploidia efectiva.
Esta teoria postula que dentro de las solanaceas tuberiferas del género Solanum, cada
especie o citotipo tiene, ademas de su ploidia real dada por el nimero cromosémico,
una plodia “efectiva” determinada por factores genéticos cualitativos (NBE), la cual
no es necesariamente un reflejo de la ploidia real. El valor de NBE asignado para
cada una de estas especies o citotipos, calculado en base a cruzamientos controlados
con una especie estandar, puede ser 1, 2 0 4 (Johnston y Hanneman 1980, Hanneman
1994). Para que un cruzamiento sea exitoso y la semilla sea viable, la relacion entre
los factores genéticos que aportan los gametos del progenitor femenino y del mascu-
lino en el endosperma del hibrido, debe ser de 2:1, de lo contrario dicho endosperma
degenera y el embrion muere. Para que esta relacion ocurra, ambos progenitores de-
ben tener igual valor de NBE, situacion que generalmente no se cumple entre el te-
traploide S. tuberosum subsp. tuberosum (NBE = 4) y los genotipos silvestres, mayo-
ritariamente diploides o triploides con NBE de 1 0 2.

Aunque el valor del NBE no necesariamente coincide con la ploidia real de la espe-
cie, este puede modificarse si se cambia la misma. Es por esto que la manipulacién
de la ploidia ha sido una via para superar la barrera del NBE y alcanzar el éxito en
cruzamientos entre papa y especies emparentadas de menor NBE, generando hibridos
viables que pueden, a su vez, retrocruzarse con la papa (Johnston et al. 1980, Carpu-
to et al. 1997 y 2000, Bradshaw y Bonierbale 2010). Otra forma de sortear esta ba-
rrera postcigdtica en cruzamientos de interés entre especies de diferente NBE, es que
la especie de menor NBE produzca gametos con nimero cromosémico no reducido.
La produccion de este tipo de gametos es una caracteristica natural de muchas sola-
naceas de la seccion Petota, explicada por una serie de anomalias que afectan la
meiosis (Peloquin et al., 1989). Los gametos no reducidos permiten no sélo la incor-
poracion de genes de interés, sino también aumentar la diversidad alélica, maximi-
zando asi la heterosis en tbr (Peloquin et al. 1989, Carputo et al. 2000, Carputo y
Frusciante 2011).

Una vez superadas las barreras a la hibridacion, para que efectivamente los genes de

interés proveniente de las especies silvestres sean introgresados al genoma de la pa-
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pa, deberd darse el apareamiento y el intercambio de cromatina entre los cromosomas
de ambas especies durante la meiosis de los hibridos generados, circunstancia que
estara definida por el grado de homeologia existente entre ellos (Barone et al., 1999)
Segun Matsubayashi (1991), todas las especies tuberosas del género Solanum inde-
pendientemente de su nivel de ploidia, poseen un genoma comun Ilamado genoma A.
Este genoma, conocido como genoma base, se fue modificando hasta derivar en 5
genomas reconocidos: A, B, C, D y E aunque no se han encontrado fuertes eviden-
cias sobre diferenciacion cromosomica importante entre las especies del género So-
lanum seccion Petota. Por este motivo se postula una escasa diferenciacion genémica
entre las mismas (Camadro et al., 2004) lo que hace pensar que el apareamiento y
recombinacion génica entre cromosomas homedlogos sea posible en hibridos in-

terespecificos dentro del grupo (Barone et al. ,1999)

Otro de los problemas que pueden surgir al cruzar especies con diferente ploidia es
que se generen individuos con complementos cromosémicos desbalanceados (aneu-
ploides). Dependiendo del grado de desbalace génico y de los genes que estén en
dosis mayores 0 menores a las esperadas en euploidia estos individuos pueden pre-
sentar diferentes disfunciones fisioldgicas debido al aumento de la expresion de ge-
nes relacionados con la respuesta al estrés (Sheltzer et al. 2012).

En los esquemas de mejoramiento clasicos basados en la introgresion de genes, las
etapas de hibridacidn son seguidas por una serie de cruzamientos o retrocruzamientos
con papa (progenitor recurrente), seleccionando al fin de cada etapa los individuos
con caracteristicas deseables que pasaran a la siguiente generacion de retrocruza.
Este procedimiento tiene como objetivo ir “eliminando” parte del genoma silvestre
(progenitor donante), que puede estar confiriendo caracteres desfavorables para el
cultivo. Asi, al fin del proceso se espera obtener genotipos casi isogénicos con el
padre recurrente. Hoy en dia, técnicas moleculares como la seleccion asistida por
marcadores son una herramienta que ha tenido gran impacto en las diferentes etapas
del mejoramiento por introgresion, permitiendo maximizar la eficiencia del proceso
(Hermsen, 1994).



1.3  SITUACION DE LA PAPA EN URUGUAY

La papa en Uruguay, con 4.250 hectareas plantadas al afio y un volumen de produc-
cion de aproximadamente 71.825 toneladas, es el principal cultivo horticola del pais
(MGAP-DIEA, 2015). Se estima que 64% de la produccion se destina a cubrir la
demanda interna de consumo en fresco y el restante 36% se utiliza como tubérculos
“semilla” en las plantaciones siguientes. La produccién de papa se ha caracterizado
por estar regionalizada en el territorio nacional, dadas las condiciones edaficas y cli-
maticas favorables al cultivo. La zona sur concentra 90 % del area, seguida por la
zona este (25%) y la zona norte (1%). Se caracteriza ademas por ser un cultivo muy
intensivo en cuanto al uso del suelo, agua e insumos agricolas. Se estima que 60% de
la produccidn estd en manos de 12 grandes productores, que son duefios o arriendan
los campos donde se cultiva la papa zafra tras zafra (MGAP-DIEA, 2015). En cuanto
a los cultivares, se destaca una fuerte predominancia de los extranjeros de piel rojiza
como Chieftain, que abarca 46% del area sembrada, seguida por Red Pontiac (24%)
y Rudolph (8%), que tienen buen rendimiento productivo y sobre todo gran acepta-
cion en el mercado de consumo local (MGAP-DIEA, 2015).

Este sistema de produccidn altamente dependiente de cultivares extranjeros es vulne-
rable, principalmente a plagas y enfermedades locales. La incidencia de plagas y
enfermedades se ve potenciada por la forma de llevar a cabo el cultivo y las condi-
ciones ambientales favorables de algunos afios, donde las temperaturas medias son
mayores al igual que las lluvias (Galvéan et al. 2006, Gonzalez 2010, Sanabria et al.
2012). Uno de los problemas que preocupa al sector productivo es la marchitez bac-
teriana de la papa o murchera, enfermedad de creciente incidencia mundial (Patil et
al., 2012) y presente en nuestro pais, para la cual los cultivares plantados son suscep-
tibles (Gonzélez et al., 2013).

En este marco, el Programa de Mejoramiento Genético Vegetal de INIA, con apoyo
de la Universidad de la Republica y otras instituciones publicas y privadas, viene
trabajando en el desarrollo de alternativas tecnoldgicas que posibiliten sistemas pro-

ductivos maés sustentables para el pais. Contar con cultivares de papa nacionales re-
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sistentes a plagas y enfermedades locales como la murchera, de alto valor agronémi-
co, adaptados a las condiciones agroecoldgicas y de manejo es uno de los principales
desafios del Programa, ya que permitiria aumentar el rendimiento y calidad del pro-
ducto, bajar los costos de produccién, disminuir el impacto ambiental negativo cau-
sado por la aplicacion de agroquimicos, asi como cuidar la salud de trabajadores y

consumidores.
1.4 LA MARCHITEZ BACTERIANA

La marchitez bacteriana o murchera, es la principal enfermedad bacteriana en impor-
tancia econdmica que afecta la produccién de papa alrededor del mundo (Fernandez
et al., 2015). Esta enfermedad, que provoca pérdidas devastadoras y que incluso
puede limitar la produccién en zonas calidas y templadas, esta causada por Ralstonia
solanacearum (Smith 1896, Yabuuchi et al. 1996), un bacilo Gram negativo aerobio,
que vive en el suelo y se introduce en la planta a través de heridas. Al alojarse y mul-
tiplicarse en los vasos del xilema, causa parcial o total obstruccion de los mismos, lo
cual lleva al marchitamiento y muerte de la planta (Mwangi et al. 2008, Siri et al.
2011, Fernandez et al. 2015). En muchos casos las plantas infectadas pueden no pre-
sentar sintomas y tener tubérculos infectados, que son fuente de nuevas infecciones si

se los usa como “semilla” (Mwangi et al., 2008).

Ralstonia solanacearum se reconoce como un complejo de especies de gran distribu-
cion geografica, con amplio rango de hospederos ademas de solanaceas, con diferen-
cias en el grado de virulencia y en los modos de trasmision (Hayward, 1991). Tradi-
cionalmente, este patdgeno se clasificd en cinco razas basadas en sus hospederos y
en siete biovares por sus propiedades bioquimicas. Esta clasificacion previa a la dis-
ponibilidad de herramientas moleculares, no fue del todo préctica porque resultaba
poco predictiva con algunos grupos muy variables (Buddenhagen 1986 y Hayward
1994 citados por Patil et al. 2012). Fegan y Prior (2005) clasificaron a R. solanace-
rum en cuatro filotipos que reflejan su origen geografico y secuevares segun la se-
cuencia del gen que codifica para la endoglucanasa (Siri et al. 2011, Patil et al.

2012). La revision taxondmica mas reciente realizada por Safni et al. (2014) restrin-
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ge R. solanacearum a las cepas del filotipo Il originarias de Sudamérica, mientras
que los filotipos | y 111 se agruparon en una nueva especie, R. pseudosolanacearum, y
el filotipo IV fue reclasificado como R. syzygii. En papa la enfermedad es causada
principalmente por la Raza 3 biovar 2 (R3 bv2) o Filotipo Il secuevar 1, segun uno u
otro criterio de clasificacion (Siri et al. 2011, Patil et al. 2012, Fernandez et al.
2015).

Se estima que las hectareas anuales del cultivo afectadas por esta enfermedad a nivel
mundial estan en el entorno de 1.53 millones y las pérdidas de produccion directas,
dependiendo de las condiciones ambientales, cultivar y severidad de la cepa, estan
entre 33% y 90%, con un dafio global de aproximadamente 950 millones de ddlares
americanos anuales (Patil et al. 2012, Yuliar et al. 2015). A estas pérdidas directas de
rendimiento, se suman las pérdidas en almacenamiento por pudricion de tubérculos o
el impedimento de usarlos como semilla, asi como la inhabilitacion de suelos infec-
tados para futuras plantaciones del cultivo (Sanabria et al. 2012, Fernandez et al.
2015).

Las estrategias de control cultural de la enfermedad han sido objeto de investigacio-
nes llevadas a cabo durante décadas, sin mayores resultados (Patil et al., 2012). Se
trata de una bacteria que tiene amplio rango de hospederos y amplia distribucion
geografica, asi como alta capacidad de sobrevivencia en el suelo, agua, tubérculos y
plantas asintomaticas. En Uruguay, estudios realizados por Sanabria et al. (2012)
revelaron que se encuentran aislamientos infectivos en suelo luego de 10 afios de la
infeccion previa. Por este motivo, las formas de control cultural como rotaciones con
otros cultivos, no han brindado grandes soluciones al problema (Sanabria et al. 2012,
Patil et al. 2012, Zuluaga et al. 2014). Tampoco recomendaciones como limpieza de
maquinaria y herramientas, esterilizaciones o fumigaciones quimicas del suelo han
dado resultados a la hora de detener o erradicar la enfermedad. Los tratamientos con
bactericidas en los cultivos no han tenido gran éxito, con el agravante que elevan el
costo de produccion y son poco amigables con el ambiente y la salud humana (Patil
etal., 2012).



Si bien existen algunos cultivares de papa con resistencia a la enfermedad, muchas
veces no son adoptados por problemas productivos o de adaptacion a los sistemas de
cultivo (Patil et al., 2012). Para otras especies de papa cultivada, como por ejemplo
S. phureja, se dispone de cultivares con resistencia; sin embargo, se ha observado
que ésta se quiebra con el aumento de la temperatura, por lo que su uso con este fin
es limitado (Tung et al., 2006).

En Uruguay el primer brote de la enfermedad se registré en 1974, con pérdidas cer-
canas a 90% de la produccion papera (Siri et al., 2011). Todas las cepas encontradas
infectando este cultivo corresponden a la Raza 3 biovar 2 en la clasificacion funcio-
nal tradicional, y al filotipo 11B, sequevar 1 (I1B-1) en la clasificacion molecular ac-
tual (Siri et al., 2011). La diversidad genética de las cepas es escasa, pero las mismas
presentan diferencias en cuanto a la agresividad sobre el cultivo, siendo la cepa
UYO031 una de las identificadas como agresiva (Siri et al. 2009 y 2011, Guarischi
Sousa et al. 2016). Actualmente, los cultivares que mayoritariamente se cultivan en
Uruguay, como Chieftain, son susceptibles a la enfermedad y la incidencia de la
misma es alternante, dependiendo de las condiciones climéticas y préacticas de culti-
vo, con pérdidas que rondan entre 5 y 34% (Galvén et al. 2006, MGAP-DIEA 2003
citado por Sanabria et al. 2012). Por otra parte, la enfermedad ha sido reportada en
todo el territorio nacional, no existiendo regiones libres del patdégeno. El control cul-
tural preventivo se basa en el uso de tubérculos “semilla” sanos en suelos sin antece-
dentes del cultivo o de la enfermedad. Estas zonas de menor presion de indculo en el
suelo son utilizadas para producir “papa semilla” certificada, siendo cero la toleran-
cia para presencia del patdgeno establecida en los estandares de produccion (MGAP
citado por Siri et al. 2011). De alli que contar con cultivares con resistencia durable a
la enfermedad, adaptados a los diferentes climas y formas de manejo del cultivo, es
la alternativa més efectiva, econémica y amigable con el ambiente. Es por esto que el
mejoramiento por resistencia a R. solanacearum esta concentrando los mayores es-
fuerzos alrededor del mundo, dada la gran importancia econémica de la papa, y Uru-

guay no es ajeno a esto.



15 Solanum commersonii Dun. COMO RECURSO GENETICO PARA EL
MEJORAMIENTO DE PAPA

Solanum commersonii Dun. (Hawkes, 1994) (cmm; 2n = x = 24, NBE = 1) es una
solanécea tuberosa emparentada con la papa cuyo centro de origen y diversidad pri-
mario se extiende por el Sur de Brasil, Uruguay, las provincias argentinas del litoral
del Rio Uruguay hasta el sur de la provincia de Buenos Aires (Correll, 1962). Se trata
de una especie diploide, aunque se han encontrado citotipos 3x (Hawkes, 1994). Cre-
ce en diversos ambientes, desde dunas a praderas o serranias, y desde la costa hasta
los 400 m sobre el nivel del mar (Prieto et al., 2016). Algunos autores como Correll
(1962) reconocen dos subespecies, S. commersonii subsp. commersonii y S. commer-
sonii. subsp. malmeanum. A la primera, que crece espontaneamente en Uruguay, le
corresponde el fenotipo morfolégico de planta pequefia, semi-arrosetada o erecta,
con hojas compuestas, en las que se destaca el mayor tamafio del foliolo terminal en
comparacion con los laterales. Produce inflorescencias muy compactas con varias
flores estrelladas de coloraciones violaceas a blanquecinas que surgen del mismo
punto. Las plantas florecen desde febrero a junio, y se caracterizan por generar largos
estolones que terminan en pequefios tubérculos de 2-5 cm de diametro (Correll 1962,
Hawkes 1994, Clausen et al. 2005).

Desde hace varias décadas y a nivel mundial, S. commersonii es considerada una
especie de gran potencial para el mejoramiento genético de la papa cultivada por
introgresion, dadas sus muchas caracteristicas favorables como la tolerancia a bajas
temperaturas y sequia (Chen et al. 1999, lorizzo 2011), alto contenido de materia
seca de los tubérculos y resistencia a varias plagas y enfermedades como: Ditylen-
chus destructor, Alternaria solani, virus X e Y, Phytophthora infestans, Pectobacte-
rium carotovorum y R. solanacearum (Chen et al. 1999, Laferriere et al. 1999, Mi-
cheletto et al. 2000).

Entre las caracteristicas agronémicas menos deseables de S. commersonii se citan el

mayor largo y persistencia de los estolones, el escaso tamafio de los tubérculos y un
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alto contenido de glicoalcaloides en los mismos (Carputo et al. 2002, Galvéan et al.
2006).

Al ser de una especie diploide y tener un NBE = 1, otra de las limitantes para su uso
en los programas de mejoramiento genético por introgresion, es la dificultad para el
cruzamiento y generacion de hibridos viables con thr (2n=4x, 4 NBE), debido a la
formacion defectuosa del endosperma de la semilla (Johnston et al., 1980). Esto ha
hecho que se deba recurrir a diversas técnicas como generacion de hibridos somati-
cos (Cardi et al. 1993, Laferriere et al. 1999), manipulacion de la ploidia mediante
duplicaciones cromosomicas, haploidizaciones, uso de gametos no reducidos, utiliza-
cién de especies puente (Cardi et al. 1993, Carputo et al. 1995 y 1997) y rescate de
embriones (Jansky, 2006) a fin de sortear dicha barrera. Debido a que S. commerso-
nii frecuentemente produce gametos no reducidos, caracteristica de suma importan-
cia por la facilidad que brinda a la hora de realizar cruzamientos interespecificos
(Gonzélez et al., 2013), ha sido incorporada con éxito en diferentes programas de

mejoramiento por introgresion de papa (Carputo et al. 2017, Gonzélez et al. 2013).

Uruguay se encuentra en el centro de diversidad de S. commersonii. Desde hace va-
rios afios INIA, la Facultad de Agronomia y la Facultad de Quimica de la Universi-
dad de la Republica, han recolectado y caracterizado clones en funcién de su resis-
tencia a R. solanacearum, generando informacion muy atil a la hora del uso de estos
recursos genéticos en el mejoramiento de papa. En trabajos de inoculacion con dife-
rentes cepas nacionales de R. solanacerum Rz bv, se han detectado diferencias entre
individuos en cuanto al nivel de resistencia (Galvan et al. 2006, Siri et al. 2009 y
2011, Gonzélez et al. 2013). En investigaciones mas recientes, se han innovado téc-
nicas para la deteccion de la enfermedad latente en plantas asintomaticas, lo que ha
permitido detectar diferencias entre clones (Zuluaga et al. 2014, Ferreira et al. 2017).
Estudios poblacionales han confirmado la existencia de citotipos 2n= 2x y 2n=3x
dentro de las mismas poblaciones, y se han analizado la diversidad genética y los
mecanismos de produccién de gametos no reducidos (Siri et al. 2009, Silveira et al.
en preparacion). En cuanto al contenido de glicoalcaloides, también se han encontra-

do diferencias entre los clones recolectados (Vazquez et al., 1997).
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Carputo et al. (1997) plantearon un esquema de cruzamiento para la introgresion de
resistencia a E. carotovora y R. solanacearum proveniente de S. commersonnii en la
papa cultivada, en el que se utilizan diversas técnicas para lograr la hibridacion con
tbr incluido el uso de gametos no reducidos producidos por S. commersonii. Una vez
obtenido los hibridos interespecificos, el esquema contempla una serie de retrocruzas
con cultivares de papa a fin de ir eliminado los caracteres indeseables que pueda

aportar el parental silvestre en cada generacion (Fig 1).

En estos trabajos se observd como, efectivamente, los gametos no reducidos permi-
tian concluir con éxito los cruzamientos interespecificos y como, a medida que se
avanzaba en las retrocruzas, las similitudes genéticas, morfoldgicas, reproductivas y
productivas de los individuos con su padre recurrente eran mayores. Mediante mar-
cadores moleculares se evidencio la existencia de apareamiento entre cromosomas de
ambas especies y la incorporacion de resistencia efectiva a enfermedades en los hi-
bridos producidos (Carputo et al. 2002 y 2003, Barone et al. 1999, lovene et al.
2004).

En Uruguay S. commersonii es una de las especies que se ha incorporado al Progra-
ma de mejoramiento de papa del INIA, con el objetivo de obtener cultivares resisten-
tes a R. solanacearum. Para llevar a cabo los cruzamientos interespecificos, se plan-
ted un esquema de cruzamientos basado en la manipulacion de la ploidia a traves del
uso de gametos no reducidos y uso de la especie puente S. phureja (phu; 2n = 2x =
24, 2 NBE), seguido de las retrocruzas con thr (Gonzalez, 2010) (Fig 2). Este esque-

ma ha tenido exitosos resultados en la produccion de retrocruzas avanzadas.

Estudios citogenéticos y genéticos recientes en estos hibridos han puesto en eviden-
ciando que hay apareamiento entre cromosomas de tbr y S. commersonii (Gaiero et
al., 2017). A medida que se avanza en las retrocruzas se mejora el comportamiento
productivo y reproductivo de las progenies que, sin embargo, siguen conservando
varias caracteristicas morfoldgicas del padre silvestre (Fig 3). En dichas progenies se

ha observado que hay una amplia segregacion respecto a la resistencia a R. solana-
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cearum (Gonzalez 2010) y que no existiria interaccion entre la cepa del patdgeno y el
genotipo utilizado de S. commersonii (Siri et al. 2011, Gonzélez et al. 2013).

La falta de diferenciacion entre los genomas del género Solanum seccion Petota den-
tro del cual se incluyen tbr y cmm (Matsubayashi et al. 1991, Camadro et al. 2004)
sumado a las observaciones del apareamiento entre cromosomas homedlogos y pos-
terior segregacion de los mismos durante la meiosis de hibridos triploides entre cmm
y tbr y en individuos de las retrocruzas 1 y 2 realizadas por Gaiero et al (2017) sugie-
ren un apareamiento no preferencial entre los cromosomas homedlogos y una segre-

gacion balanceada de los mismos durante la formacion de los gametos.

thr (2x=4s)
haploidizacian

tbr (2x=24) phu (2u=24)
CMIM (2x=24) — CMM (2x=48) -—I—dbr—phu (2x=24)
Dugplicacien in vitro

Fy (3x=36) thr (2x=4g)
2n eggs

RC; (sx=60) thbr (21=48)

RC, (4x=48-60) T thr (2x=48)

RCS {progenies 4x)

Figura 1. Esquema de mejoramiento por introgresion de S. commersonii en el pool

génico de S. tuberosum subsp. tuberosum (Carputo et al., 1997).
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cmMm (2x=24, 1 NBE)O—I—Q phu (2x=24, 2 NBE)
oosfera 2n
F, (3x=36, 2 NBE) ._I_.tbr (4x=48, 4 NBE)
oosfera 2n
RC, (5x=65, 4 NBE).—I—otbr (4x=48, 4 NBE)
tbr (ax=4s, 4 Nes)o—-r—o RC, (ax=56, 4 NBE)

RC,

Figura 2. Esquema de mejoramiento por introgresion de S. commersonii en el ger-
moplasma de S. tuberosum subsp. tuberosum generado en el Instituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria (INIA) Las Brujas (Gonzalez, 2010).

Figura 3. Ejemplo de segregacion de caracteristicas morfoldgicas en una progenie de
tercera retrocruza de introgresion de germoplasma de S. commersonii en papa segun
el esquema descrito en la Fig. 2. En la fila superior a la izquierda se muestran los
tubérculos de la accesion original de S. commersonii (04023) y los progenitores de la
familia: el individuo de la BC, (09509.6) y el cultivar de papa Atlantic. En la fila

inferior se muestran tubérculos de distintos individuos de la RCs.
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1.6 HIPOTESIS PLANTEADAS
En base a los antecedentes presentados, las hipétesis planteadas para esta tesis son:
En una retrocruza 3:

1) Se recupera y mantiene la resistencia a R. solanacearum proveniente de S. com-

mersonii.

2) Bajo el supuesto de apareamiento no preferencial de los cromosomas en los pro-
genitores tbr (2n = 48) y RC> (2n = 56), el valor promedio mas frecuente de ploidia

gue se espera es 2n = 52.

3) La aneuploidia esperada afectara negativamente el crecimiento de los individuos y

el rendimiento en tubérculos, debido un efecto fisiologico similar al estrés.

4) Morfoldgicamente una alta proporcion de individuos seran similares al progenitor

recurrente en esta generacion.

5) La fertilidad de polen de los individuos de esta retrocruza sera baja ya que se utili-

zaron progenitores con muy baja fertilidad de polen.
1.7 OBJETIVOS

En base a estas hipotesis, el objetivo general del trabajo es estudiar el grado de in-
corporacion de caracteristicas provenientes de S. commersonii en el genoma de la
papa cultivada luego de tres retrocruzas con esta Gltima como progenitor recurrente y
su relacidon con la resistencia a R. solanacearum y caracteristicas citogenéticas, mor-
foldgicas y agrondmicas para evaluar el avance de este programa de cruzamientos y

definir estrategias para la utilizacion del germoplasma de esta especie en el futuro.
Los objetivos especificos de este trabajo son:

En una progenie derivada de la tercer retrocruza del hibrido cmm x tbr con tbr como

progenitor recurrente, realizar: (1) la evaluacion de la resistencia a R. solanacearum

15



(2) la caracterizacion citogenética, y (3) la caracterizacion reproductiva, morfologica
y agronémica, y su relacién con el nivel de aneuploidia remanente, para evaluar la

necesidad de continuar con el esquema de retrocruzas.
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21 ABSTRACT

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is one of the main diseases current-
ly facing potato cultivation. Solanum commersonii Dun. (cmm; 2n = 2x =24, 1
ENB), is a native species from southern Brazil, Uruguay and Mesopotamia Argentina
with desirable traits for introgressive hybridization into cultivated potato such as re-
sistance to R. solanaceraum. In Uruguay, successful crosses between cmm and Sola-
num tuberosum subsp. tuberosum (tbr; 2n = 4x = 48, 4 EBN) have been carried out
with this objective, resulting in successive backcross 1, 2 and 3 progenies. The aim
of this study was to analyze the resistance to R. solanacearum of one backcross 3
progeny (BCs), to characterize this progeny cytogenetically, reproductively, morpho-

logically and agronomicaly, to evaluate the effect of the remaining aneuploidy on its

17



performance and to define a strategy for future breeding. Resistance to R. solanac-
eraum showed a pattern of transgressive segregation. About 52% of individuals have
ploidies near that of the cultivated potato (2n = 48). All BCsz individuals showed
male sterility, probably due to nuclear-cytoplasmic interactions. Although there was
wide segregation in morphological characters, most individuals tended to resemble
the recurrent tbr parent. A strong relationship between the number of extra chromo-
somes and the wild genome content in some BCs hybrids negatively affected their
agronomic performance. More backcrosses may be necessary to incorporate desira-
ble traits from cmm into tbr germplasm allowing for further recombination. Like-
wise, the presence of individuals with chromosome numbers close to 2n = 48, com-
bining morphological traits from tbr with good levels of resistance to S. commersonii

a promising genetic resource for potato breeding.

Keywords: Solanum commersonii, Ralstonia solanacearum, resistance, chromosome

number, agronomic performance, backcross 3.
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2.2 INTRODUCTION

Cultivated potato (Solanum tuberosum L) within which the economically most im-
portant form is the tetraploid Solanum tuberosum subsp. tuberosum (tbr; 2n = 4x = 48,
4 EBN), is the third most important food crop in the world after wheat and rice and is
considered critical in terms of global food security (Birch 2012). Currently the crop
is threatened by bacterial wilt, the main economically important bacterial disease
affecting production around the world (Fernandez et al. 2015), which causes devas-
tating losses and may even limit production in cold and temperate zones. In America
bacterial wilt is mainly caused by Ralstonia solanacearum (Smith 1896; Yabuuchi et
al. 1996), Phylotype II, sequevar 1 (Fegan and Prior 2005), historically known as
Race 3, biovar 2 (Hayward 1991). It is estimated that worldwide, around 1.53 million
hectares are affected annually and direct production losses range between 33% and
90% (Patil et al. 2012; Yuliar et al. 2015). Potato varieties cultivated in Uruguay are
mostly susceptible and production losses can reach up to 34% in years climatically
favorable for the development of the disease (Gonzélez et al. 2013). Outbreaks are
more and more frequent because popular cultivars are susceptible, because of the
high persistence of the pathogen in the soil, and because climate change is expected

to make favorable environmental conditions more likely.

Strategies for the cultural control of the disease have been the subject of research and
have been carried out for decades without major results. Cultural practices are lim-
ited because the pathogen has a wide range of hosts, a wide geographic distribution,
and a high capacity of survival in the soil. Chemical control is not feasible, because it
may increase the cost of production, and is considered unfriendly to the environment
and human health (Patil et al. 2012). There is an urgent need for cost-effective, envi-
ronmentally-friendly control methods for this disease. One of the main tools for the
control of R. solanacearum is in-built genetic resistance to the disease developed
through breeding by using wild relatives as donors (Jansky 2006; Bradshaw et al.
2006, 2009; Patil et al. 2012). Although several sources of resistance have been used,

results have not been positive due to the instability of the resistance and the low
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commercial quality achieved in the development of resistant cultivars (Tung et al.
2006; Patil et al. 2012). Therefore, the search for new and more stable sources of
resistance has been the aim of several breeding programs worldwide including those
of CIP and EMBRAPA (Gonzalez 2010).

Uruguay, along with southern Brazil, part of the Argentinian Mesopotamia and the
province of Buenos Aires (Correll 1962) are the center of origin and diversity of So-
lanum commersonii Dun. (Hawkes 1994) (cmm; 2n = 2x= 24, 1 EBN), a diploid wild
potato relative which possesses several desirable traits. Besides resistance to several
other biotic and abiotic stresses, S. commersonii holds resistance to R. solanacearum
Phylotype 11, sequevar 1 (Chen et al. 1999; Laferriere et al. 1999; Micheletto et al.
2000). Diversity studies carried out on native germplasm in Uruguay have found that
there are different degrees of resistance among accessions (Galvéan et al. 2006; Siri et
al. 2009; Gonzélez et al. 2013).

One of the strategies to incorporate resistance against R. solanaceraum into the culti-
vated potato genome is introgression (Carputo et al. 1997; Jansky 2006). It is possi-
ble to overcome post-zygotic hybridization barriers due to differences in the Endo-
sperm Balance Number (EBN) between tbr (4 EBN) and cmm (1 EBN), which caus-
es embryo death because of the non-functionality of the endosperm (Johnston et al.
1980). Different strategies have been used to overcome this barrier, such as the ma-
nipulation of ploidy levels (Cardi et al. 1993; Carputo 1995, 1997; Jansky 2006) and
the use of the unreduced gametes naturally produced by cmm (Stelly and Peloquin
1986; Peloquin et al. 1999; Carputo et al. 2000; Jansky 2006; Bradshaw and Boni-
erbale 2010). These strategies indicate that it is possible to incorporate resistance to
R. solanacearum from S. commersonii to potato cultivars. Successful crosses, using
unreduced gametes in the early stages of the introgressive hybridization scheme have
been carried in Uruguay (Gonzalez 2010; Gaiero et al. 2017). Until the second back-
Cross progeny, resistance has been shown to behave as a polygenic character, and a
wide and transgressive segregation has been observed for this characteristic within
full-sib progenies (Gonzalez et al. 2013). However, it is not known whether this re-

sistance can be retained in more advanced backcrosses of this program. Cytogenetic
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and molecular marker studies in the progenies of the introgressive hybridization pro-
gram have confirmed a tendency to reach euploidy (2n = 4x = 48) and a reduction in
the genetic contribution of S. commersonii (Barone et al. 2001; Carputo et al. 2002,
2003; lovene et al. 2004; Giambiasi 2011). The lack of strong evidence on genomic
and chromosomal differentiation between species of the genus Solanum section Peto-
ta (Matsubayashi 1991; Camadro et al. 2004) added to observations of homeologous
chromosome pairing, chromatin recombination and regular chromosome segregation
during meiosis of triploid hybrids cmm and tbr and in individuals of the backcrosses
1 and 2 performed by Gaiero et al (2017) suggest a non-preferential homeologues

pairing and balanced chromosome segregation in meiosis and gene introgression.

There is evidence that there is pairing between the chromosomes of tbr and cmm in
hybrids and further backcrosses (Barone et al. 1999, 2001; Gaiero et al. 2017). Be-
cause many crossing schemes begin with sexual or somatic polyploidization steps,
higher chromosome numbers in the progenies imply a higher content of wild
germplasm (Ono et al. 2016), and consequently it is expected that the higher the
chromosome number, the more the backcross progeny plants will perform like the
wild parent.

One of the objectives of introgressive hybridization programs is to recover the mor-
phology and agronomic performance of the recurrent parental species, and to verify
the presence of the desirable characters of the donor parent. In the introgression
schemes between potato and cmm, is has been observed that even though successive
backcrosses improve productive and reproductive behavior some individuals still
retain many morphological characteristics of the wild parent (Carputo et al. 2002;
Barone et al. 2001).

In this context, this research aimed to analyze the resistance to R. solanacearum of
one backcross 3 progeny (BCs), to characterize those BCs hybrids cytogenetically
and to evaluate the effect of the ploidy on resistance and agronomic performance, to
evaluate the hybrids pollen fertility considering the low fertility of the parents and to
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characterize them, morphologically and agronomically to define a strategy for further
backcrossing

2.3  MATERIALS AND METHODS

2.3.1 Plant material

Sixty-five BCz interspecific hybrids obtained through the crossing scheme described
(Fig.1) were used. They were produced by a directed cross between tbr (cv. Atlantic,
2n = 48) x BC, (09509.6, 2n = 56). The seeds obtained from this cross were germi-
nated in vitro in Petri dishes with MS medium (Murashige and Skooge 1962) after
immersion in a solution of 1500 ppm gibberellic acid overnight to break down seed
dormancy. Once the seedlings germinated, they were multiplied in vitro in order to
obtain sufficient plant material for the field trial, bacterial wilt resistance assays and

an in vivo collection for extraction of roots and leaves for cytological analyses.

2.3.2 Resistance assays

For the analysis of resistance to bacterial wilt, the 65 BC3 individuals were evaluated
along with their parental genotypes. The experiment was arranged in a randomized
complete block design with eight replicates of each individual as an experimental
plot. The criterion used to block was the proximity of experimental plots which could
cause inequality of development in plants. Plantlets were micropropagated in vitro
and transferred and acclimated in multicell trays filled with horticultural substrate at
18 cm?® per plant. The soil of each plant (at the stage of 7-8 leaves) was inoculated
with 1 mL of serum containing 1 x 108 cfu mL*? of the strain of R. solanaceraum
UY036 of Phylotype Il, sequevar 1, isolated in Uruguay. Prior to inoculation,
wounds were generated in the roots, according to a technique based on Montanelli et
al. (1995) and adjusted by Gonzélez et al. (2013). Plants were kept under controlled
environmental conditions (12:12 hours of light: darkness, 27-28 °C, constant soil
moisture). The evaluation of the percentage of wilted plants in each genotype was
performed 28 days after inoculation (dai). The following categorization based on the
percentage of wilted plants was used to establish the levels of resistance or suscepti-

22



bility of each genotype: R = resistant (0 - 25 %), MR = moderately resistant (26 - 50
%). MS = moderately susceptible (51 - 75 %) and S = susceptible (76 — 100%).

2.3.3 Chromosome counts

To perform chromosome counts for each genotype of the BC3z progeny, root tips
were collected and were pre-trested with 2 mM (w/v) aqueous 8 — hydroxyquinoline
for 4 hours at 20 ° C and 20 hours al 4 °C. These were then fixed in Carnoy solution
(v/v, 3:1 ethanol: acetic acid) for 48 hours, transferred to 70 % ethanol and kept at 4°
C until use. The root tips were treated with an enzyme mix containing 2 % pectinase
(from Aspergillus niger, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, P-4716) and 3 % cel-
lulase RS (YYakult 203033, Yakult Pharmaceutical, Tokyo, Japan) in 10 mM citrate
buffer (pH 4.5) for 2 to 4 h at 37° C and macerated in 60 % acetic acid. Slides were
frozen with liquid nitrogen to remove the coverslips and then stained with 1% acetic
carmine solution. At least 10 mitotic metaphase cells complements were observed
counted per genotype. Cells were photographed on an Olympus CX41 Photomicro-
scope with an Infinity 1 camera. Chromosomes were counted with the aid of the

software Image J version 1.48.

2.3.4 Field trials for morphological and agronomic traits

For the morphological, physiological and agronomic evaluation of the BC3z geno-
types, we used a field trial including the parental genotypes. Plants were transplanted
to the experimental plots on November 29, 2012 and the last plants harvested on May
14, 2013.We evaluated 21 quantitative and 12 qualitative variables related to cyto-
logical, morphological, physiological and agronomic traits, selected considering prior
reports of heritability and repeatability Huaman (2008) and Da Silva et al. (2009)
(Table 1 in annex 1). The study was arranged in a randomized complete block de-

sign with two replicates and five plants of each genotype as an experimental plot.
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2.3.5 Pollen stainability

Flower buds from 39 BCsz and five parental genotypes were collected near anthesis
from plants in the field trial. They were fixed in Carnoy solution and stored at 4 °C
until used for microscopic observations. The pollen grains extracted from anthers
were stained with 1% acetic carmine. The preparations were photographed in an
Olympus CX 41 Photomicroscope using an Infinity camera at 20 X magnification.
We counted 200 pollen grains for each genotype from the photographs taken, classi-
fying them into stainable and non-stainable pollen. In non-stainable pollen, the kinds

of abnormalities observed were recorded.

2.3.6 Data analysis

The averages of quantitative variables for each BCsz individual were subjected to
Principal Components Analysis (PCA) with the statistical software InfoStat (Di Ri-
enzo et al. 2015), to observe the most discriminating variables between cmm vy tbr.
Averages of quantitative variables and modes of qualitative variables were analyzed
together through Principal Coordinates (PCoA) using the Gower Coefficient (Gower
J 1971) with the statistical software RStudio version 2.15.3 (2015). For the quantita-
tive and qualitative variables, the correlation matrix between variables was calculated
using InfoStat (Di Rienzo et al. 2015).
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Figure 1 Breeding scheme for the introgression of S. commersonii (cmm) into S.
tuberosum subsp. tuberosum (tbr) generated in the National Institute of Agricultural
Reseach (INIA. Las Brujas) (Gonzalez, 2010). The Uruguayan clone of S. commer-
sonii used (04023) presents moderate susceptibility to R. solanacearum Phylotype 11
secuevar 1. The S. phureja (phu) clone 195 was used as bridge species, and tbr clones
CIP 382284.16, 8809 and commercial cultivar Atlantic were used as subsequent re-

current parents. All materials belong to INIA germplasm collection.
24  RESULTS

2.4.1 Resistance to R. solanacearum

We have observed a great range of segregation in the resistance to R. solanacearum
in the BC3 progeny, with individuals displaying responses from moderately resistant
to susceptible (Fig. 2). Although 50% of genotypes were susceptible like the recur-
rent parent tbr, some plants showed resistance levels even higher than their mascu-

line parent BC; and of the donor genotype of S. commersonii.
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Figure 2 Percentage of BCs individuals according to the response to R. solanacerum
strain UY036, evaluated as the average proportion of wilted plants per plot 28 days
after inoculation. R = resistant (0 — 25 %, MR = moderately resistant (26 — 50 %).
MS = moderately susceptible (51 — 75 %) and S = susceptible (76 — 100 %). In the
upper right corner parents response is described: S. commersonii (cmm), S. phureja
(phu), triploid hybrid F1 (F1), pentaploid hybrid BC:1 (BC:1), parental hybrid (BCx)
and S. tuberosum subsp. tuberosum (tbr). On top of bars the position of the masculine

(BC>) and female (tbr cv. Atrantic) parents is indicated.

2.4.2 Chromosome seqregation

We found a wide range of segregation in chromosome numbers in the BC3 progeny
(Fig. 3). All chromosome numbers ranging from 2n = 46 to 2n = 54 were found in
the progeny. The most frequent chromosome number observed was 2n = 49 which
represents 35 % of the BCz hybrids, and the second most frequent number was 2n =
48, (14 %) but only 12 % of the BCs individuals displayed the midparent value of 2n
= 52. Although 80 % of this progeny have extra chromosomes, 52 % of BCs hybrids
show chromosome numbers close to that of tbr, with 2n = 47 to 49 (Fig.3).
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Figure 3 Distribution of BCs individuals according to the number of chromosomes
observed in the 10-cell mitotic metaphase of the meristem root. In the upper right
quadrant, we describe the chromosomal number of the parents S. commersonii
(cmm), S. phureja (phu), triploid hybrid F1 (F1), pentaploid hybrid BCy (BC1), paren-
tal hybrid (BCz) and S. tuberosum subsp. tuberosum (tbr).

2.4.3 Morphological, agronomical and reproductive characterization

A wide segregation of morphological and physiological traits was observed in this
progeny but no morphological or physiological aberrations were found. Principal
coordinate (PCoA) and Principal Component (PCA) analyses showed that there is a
trend in the morphological distribution of these genotypes towards the recurrent par-
ent (Fig. 4 and Fig. 5). On the other hand, the two first components of the PCA,
which explain 40.5 % of the variation, indicate that morphological features like less
rotated flower shape and leaves with a higher length/width ratio of the terminal leaf-
let may be associated with a higher number of low-weight tubers per plant, character-
istic of S. commersonii. Vigorous higher plants with larger leaves, longer lateral leaf-
lets, and bigger more rotated flowers, tended to produce a smaller number of heavier
tubers approaching tbr forms (Fig.5).
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Figure 4 Cytogenetic, morphological and agronomic variability of the BCs and its
parental genotypes using quantitative and qualitative variables in a Principal
coordinate analysis (PCoA). Characterization of BCs individuals by level of
resistance to R. solanacearum (circle: moderately resistant; triangle: moderately
susceptible; diamond: suceptible) and chromosome number (black <48, dark gray 48,
light gray: 49, white> 49). Parental individuals: cmm: S. commersonii, phu: S.
phureja, tbr: S. tuberosum subsp. tuberosum; Fi: 3x hybrid, BC1: 5x hybrid; BCo.
parental hybrid.

28



Lleaf/LTlet
NLlet Nfou

9,00

&
th
=]

PC 2 (18.7%)

cmm
4,50

Lilet/L Llet

9,00, : : : .
9,00 4,50 0,00 4,50 9,00

PC 1 (21.8%)

Figure 5 Cytogenetic, morphological and agronomic variability of the BCs and its
parental genotypes using quantitative and qualitative variables in a Principal
Components analysis (PCA): Chro: Chromosome number, Hpla: plant height (cm),
Wieaf: leaf width (mm), Lleaf: leaf Length (mm), LTlet: terminal leaflet length
(mm), Lleaf/LTlet: ratio of leaf length to terminal leaflet length (mm), NLlet:
number of Lateral leaflets, WTlet: terminal leaflet width (mm), LLlet: lateral leaflet
length (mm), LTlet/WTlet: ratio of terminal leaflet length to terminal leaflet width
(mm), LTlet /LLlet: ratio of terminal leaflet length to lateral leaflet length, Nfou:
number of foliulos, Ds: stem diameter (mm), Ntub: number of Tubers per plant,
Wtub: Tuber weight (g), Yplan: Yield per plant (gr), DM: dry matter (%), Dflo:
Flower diameter (cm), Rflo: Flower shape, Dant: Days to anthesis (days), CL: Cycle
length (days), RR: resistance to R.solanacerum (% wilted plants). Gray circles BCs
progeny, Black circles parental individuals: cmm: S. commersonii, Phu: S. phureja,
tbr: S. tuberosum subsp. tuberosum, Fi: 3x hybrid, BCi: 5x hybrid, BC, parental
hybrid.

All the BCs individuals evaluated had yielded significantly less tuber weight (kg
plant™) than tbr cv Atlantic. No BCs progeny produced significantly fewer tubers
(Ntub) than Atlantic but tuber weight (Wtub) was lower than that of the commercial
parent. Only 12% of the individuals yielded significantly more than S. commersonii.
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Significant differences were also found for cycle length (CL) among BC3z individu-
als. While all the genotypes showed shorter cycles than S. commersonii (data not
shown), 42 out of 65 BC3 genotypes had a longer cycle than tbr. This variable pre-
sented a positive correlation with yield (Yplan). No differences were found for dry
mater content (DM) in this experiment, neither among the parents nor in the progeny
(Tablel).

Table 1 Pearson correlation coefficients (r) below the diagonal, and their associated
probability (above the diagonal) between chromosome number (Chro) of the BCs
progeny and performance components. CL: Cycle length (days from transplanting to
50% of foliage senescence). Ntub: tubers harvested per plant, Wtub: weight per tuber
(g tuber?), Yplan: yield per plant (g plant™), DM: dry matter of tubers (%) and RR:

resistance to R. solanacearum (disease incidence at 28 dpi).

Chro CL Ntub Wtub  Yplan DM RR
Chro - 0.36 0.05 0.26 0.05 045 0.89
CL 0.12 - 0.08 0.00 0.00 0.15 0.11
Ntub -0.24**  0.22* - 0.37 0.00 0.99 0.41
Wtub -0.14 0.47***  -0.11 - 0.00 0.97 0.12
Yplan -0.24* 0.57***  0.54***  (0.70*** - 0.98 0.35
DM -0.10 0.18 0.00 0.00 0.00 - 0.19
RR -0.02 0.20 0.10 0.20 0.12 0.17 -

Correlation coefficient significant with (*) P <0.10; (**) P <0.05;
and (***) P<0.01.

The vast majority of the individuals of this cross were male sterile, only one individ-
ual had moderate levels of pollen fertility (Table 2). Microscopic observation re-
vealed several morphological problems in the pollen grains such as empty grains,

granular cytoplasm and defects in the formation of intine and exine
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Table 2 Evaluation of male fertility of the BCs individuals and their parents deter-
mined by microscopic observation of 200 pollen grains previously stained with 1%

aceto carmine.

Individual Pollen fertility Malesterility
percentage (%)

BCsclon 7 3.1 Yes
BCsclon 27 2.1 Yes
BCsclon 38 1.2 Yes
BCsclon 51 6.7 Yes
BCsclon 70 30.4 No
BCsclon 72 55 Yes
Rest of BCsclones 0.0 Yes
S. commersonii 85.0 No
S. phureja* 95.0 No
F1 12.0 No
BC.* 39.0 No
BC: 38.0 No
S. tuberosum subsp.

tuberosum clon 8816* 82.0 No
S. tuberosum subsp.

tuberosum cv. Atlantic 194 No

* Data from Gonzalez (2010)

2.4.4 Chromosome number and other characters

The correlation analysis provided evidence of a negative significant relation between
chromosome numbers (Chro) and yield per plant (Yplan). On the other hand, ANO-
VA showed no statistically significant differences among individuals with 49 or few-
er chromosomes and the rest of the individuals for Yplan or Ntub (data not shown).
No correlation was found between Chro and CL as well as between Chro and DM
content (Table 1).

No statistically significant correlation between chromosome number and disease re-
sistance was found (Table 1). Nevertheless, most of the BCz genotypes which exhib-
ited some level of resistance (MR and MS) resembled the hybrid parent (cmm X tbr)

BC. morphologically and physiologically, and had in turn, mostly high chromosome
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numbers (> 49). The majority of the individuals with 46 to 48 chromosomes clus-
tered morphologically close to the potato parents and are mostly susceptible (S). In
spite of the association between the number of chromosomes and performance, re-
markably, a few individuals which are morphologically close to the tbr parent

showed good levels of resistance (MR) to R. solanacearum (Fig. 4).
2.5 DISCUSSION

2.5.1 Resistance to R. solanacearum

We observed considerable segregation for the level of resistance to R. solanacearum
among individuals extending beyond that of the more resistant parent in a transgres-
sive segregation pattern. This behavior is similar to that found by Gonzélez (2010) in
the F1, BC1 and BC> generations of the same crossing scheme and in other similar
(BCy) thr x cmm crosses (Carputo et al. 2009) and tbr x S. chacoense (Watanabe et
al. 1992) for the same bacterial disease. It is remarkable in these cases, that in the
BCs generation it is possible to obtain genotypes of equal or greater level of re-
sistance than that of the donor parent, even when starting from an individual of S.

commersonii of intermediate resistance to the disease.

This type of segregation points at a polygenic mode of inheritance for this trait
(Watanabe et al. 1992). Many authors support the hypothesis that resistance to R sol-
anacearum from wild Solanum may not be conferred by a single locus (Tung 1992;
Gao et al. 2000; Chen et al. 2013; Yanping et al. 2014). Tung et al. (2006) suggested
that resistance from wild Solanum donors is polygenic with more than one major
effect gene. According to the findings of Narancio et al. (2013) and Baichoo and
Jaufeerally-Fakim (2017), these genes could be involved in the regulation of salicylic
acid and ethylene synthesis, both compounds associated with plant defense against
biotrophic and necrotrophic pathogens respectively. This type of inheritance, alt-
hough complex, is more desirable because it usually leads to resistance that is more
durable by exerting less selective pressure on the pathogen towards more virulent
strains (Micheletto et al. 2000).
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2.5.2 Chromosome number

A higher frequency of genotypes with 52 chromosomes was expected based on the
chromosome number of the chosen parents BC (2n = 56) and tbr cv. Atlantic (2n =
48) and the assumption of non-preferential pairing of the chromosomes. Contrary to
this, we observed that the most frequent chromosome number was 49, that is, three
chromosomes fewer than expected. Although there is still a wide segregation in
chromosome number in this generation, 52% of these hybrids had between 47 and 49
chromosomes, showing a clear tendency to approach the chromosome number of the
recurrent parent (2n = 48). Although highly probable, without further analysis, we
cannot assess whether the individuals with 2n = 48 recovered are fully euploid; i.e.

they possess four complete monoploid sets.

Chromosome numbers which are lower than expected have been reported in the first
backcross progenies between thr x cmm crosses by Carputo et al. (1997, 2003); Bar-
one et al. (2001) and lovene et al. (2004). This suggests the action of some mecha-
nism favouring individuals with chromosome complements close to that of tbr used
as recurrent parent in the early stages of the backcrossing scheme. Under the assump-
tion of normal segregation of chromosomes in the tbr gametes (2x = 48), the BC>
gametes with the greatest success in this crossing had between 23 and 25 chromo-
somes, similar to the tbr gametes. This could be indicating that the selection mecha-
nism acts at the level of the EBN and those gametes produced by the BC; parent with
an EBN close to that of the EBN of the tbr gametes of the recurrent parent, allowed
the 2:1 ratio to be fulfilled and thus to predominate in number of successful seeds.
This result coincides with that reported by Carputo (1999) for 3x (cmm X tbr) x 2x
(tbr) crosses. Another hypothesis proposed in several works involving hybrids be-
tween thr x cmm and tbr x S. phureja suggest that chromosome numbers very close
to that contributed by tbr, can be attributed to the preferential elimination of the
chromosomes from one of the parents at those stages, and that this mechanism would
be under genetic control (Pijnacker et al. 1987; Carputo et al. 2003; Clolow et al.
1991). Preferential elimination could be due to lack of affinity between certain chro-

mosomes and spindle microtubules as observed by Laurie and Bennett (1988) in in-
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terspecific hybrids of cereals. On the other hand, Henry et al. (2009), working with
different cytogenetic and molecular techniques in A. thaliana triploids, observed se-
lection in favor of balanced gametes, but also the existence of selection at the karyo-
type level of different chromosomes which, if present even in unbalanced gametes,
give rise to viable individuals. This hypothesis could explain those gametes of higher
ploidies from the BC; that also were successful in our crosses.

2.5.3 Segregation for morphologic and agronomic characters

A wide segregation of morphological and physiological characters was evidenced in
this progeny but no clear grouping of the individuals was evident (Fig 4). Although
most of individuals tended to deviate markedly from S. commersonii and resembled
their parents (tbr and BC>), some characteristics of S. commersonii are still strongly
evident in this generation, such as cycle length. This type of wide morphological
segregation we also observed, to a greater or lesser extent, in other BCs progenies
from similar backcrossing schemes Nonetheless, in agreement with the results of
Barone et al. (2001) and Carputo et al. (2002) in BC3 generations of tbr x cmm, most

individuals morphologically resembled the BC» and the recurrent thr parents.

Some morphological and physiological characteristics seem to be associated with
one or the other parent. For example, late flowering, less rotated flower shape, great-
er length /width ratio of the terminal leaflet, longer cycles and higher number of tu-
bers per plant are characteristic of S. commersonii. Vigorous plants with rotated
flowers and shorter cycles tend to show higher tuber weight, characteristic of tbr (fig
5). Given the high repeatability of these variables (Huaman 2008; da Silva et al.
2009), this association makes them putative morphological markers to predict poten-

tial yield or agronomic behavior at the early stages of development.

2.5.4 Agronomic performance

All the BCs individuals yielded less than the commercial potato cultivar Atlantic
used as the female parent, and only 12% of the progeny yielded significantly more
than the wild donor S. commersonii. This lower yield was mainly related to a lower
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tuber weight. The main factor associated with the lower tuber weight and therefore
the yield per plant was likely the cycle length (Table 1). The results show that indi-
viduals with higher morphological and physiological similarity to the tbr parent have
shorter cycles and larger tuber size (Fig 5). Then one possible physiological explana-
tion of the low agronomic performance of these hybrids would be the incidence of
the remaining wild germplasm. When evaluated in the context of the productive cy-
cle of thr, most BCs individuals with longer cycles could not express their agronomic
potential, possibly because they could not complete the tuberization process. Another
possible contribution of S. commersonii was tuber dry matter content (DM). We
found no significant difference among the BCz hybrids, neither between these hy-
brids and tbr cv. Atlantic, nor the S. commersonii clone used. Therefore, it is difficult
to conclude about the potential value of the effect of S. commersonii germplasm on

DM, a very desirable character in potato cultivars, especially for processing.

2.5.5 Pollen fertility

Low pollen fertility was expected in these individuals because both male and female
parents had low pollen viability, which could also be due to meiotic irregularities
caused by the cytogenetic constitution of each individual or to the interaction of the
tbr cytoplasm with some remaining S. commersonii genetic factors. In previous gen-
erations in this scheme, the cytoplasm was derived from the cmm donor, whereas in
this generation it was swapped to tbr (Fig 1). Observations made on pollen grains of
these hybrids show granular cytoplasm, exine and intine malformations and an abun-
dance of empty grains, in agreement, with what was described by Edwardson (1970)
in solanaceous species and Chase (2006) in other species with cytoplasmic male ste-
rility. Male sterility, which is common in Solanum, has frequently been cited for
crosses both within thr and in interspecific crosses between S. tuberosum and wild
species, including S. commersonii by Hammenan and Peloquin (1981), Vilaro et al.
(1989), Iwanaga et al. (1991) and Camadro et al. (2004).

Meiotic segregation in the pollen parent showed irregularities as expected for an an-

euploid individual but it was in general more regular than in previous generations
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where subsequent improvements in fertility were observed (Gaiero et al. 2017). Upon
further backcrossing, the negative effect of aneuploidy on male fertility is expected
to decrease; however, pollen viability in this BC3 progeny is lower than that of either
parent in most individuals. It is likely then that the low fertility of most individuals is
caused by a cytoplasmic effect of the particular clone used as a female parent and
that their use as female progenitors for further backcrossing should not be compro-

mised.

2.5.6 Chromosome number and performance

Unlike those individuals with 49 or more chromosomes, which appear scattered but
with a tendency to associate with their BC; parent (Fig. 4), the majority of the indi-
viduals with chromosome numbers equal to or lower than 48 chromosomes clustered
close to the parental tbr and tended to behave agronomically as potato. Higher chro-
mosome numbers tend to be associated with lower yield per plant, mainly because
fewer tubers per plant (Ntub) are produced. However, we did not find significant
differences in yield per plant and tubers per plant between individuals with potato-

like ploidies (49 or fewer chromosomes) and those with more than 49 chromosomes.

Aneuploidy per se may negatively affect physiological performance (Sheltzer et al.
2012) which may lead to lower yields; however, because these plants are polyploid,
they are expected to be more tolerant to aneuploidy (Khush 1973). No morphological
anomalies or decreases in vigor were observed in these plants and all of them were
able to produce tubers to a greater or lesser extent, even if morphologically they re-
sembled cmm. As reported by Ono et al. (2016) for a BC:1 progeny between (S. de-
missum X tbr) x tbr, in this program the number of chromosomes could be considered
an estimate of the wild genome content. In our case, poor agronomic performance of
the progeny is more likely due to the remaining wild germplasm than to aneuploidy.
Similarly, no significant correlation was found between resistance to R. solanacea-
rum and chromosome number, although a high proportion of the individuals which

are morphologically and physiologically close to the recurrent parent had low chro-
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mosome numbers and present higher levels of susceptibility to R. solanacearum as
opposed to those individuals close to the BC> parent (Fig. 4).

In spite of the above, the presence of individuals with 48 and 49 chromosomes which
are morphologically, physiologically and agronomically similar to tbr, and show lev-
els of resistance to R. solanacearum similar to or higher than those observed in the
donor parent clearly indicate that introgression of the relevant genes can be achieved.
Observations of homoeologous pairing and multivalent configurations during the
male meiosis of F1, BC1 and BC> from this backcrossing scheme indicate that re-

combination and therefore introgression is possible (Gaiero et al. 2017).
2.6 CONCLUSIONS
Is further backcrossing necessary?

Despite the presence of promising clones in terms of disease resistance and tuber
size, our results indicate that there is a strong relationship between the number of
extra chromosomes and the wild genome content in these hybrids, which negatively
affected their agronomic performance. Longer cycles probably are the explanation
for the low adaptation they showed to the climatic conditions in which we grew them
and interfered with the expression of their yield potential. One or more additional
backcrosses may be necessary to incorporate desirable traits from S. commersonii
into S. tuberosum subsp. tuberosum germplasm allowing for more recombination.
The behavior of these hybrids should be considered in the experimental design in
order to evaluate the contribution of this wild species in breeding and to select geno-
types according to agronomic characteristics such as yield and tuber size.

In addition, other characteristics of commercial interest such as skin and flesh color
as well as glycoalkaloid content should be considered in future evaluations. A study
with molecular markers is underway to elucidate some aspects of the interaction be-
tween these two genomes, such as the chromosome elimination mechanism, R. sola-
nacearum resistance, and linkage relationships among favorable and unfavorable
traits. Understanding these mechanisms together with the simplicity of the cross-
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breeding scheme used, will probably facilitate the use of S. commersonii in breeding
for resistance and adaptation in potato, and make its use more widespread and effi-

cient.
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2.8 ANNEXES

Annex 1.

Table 1 Quantitative and Qualitative variables and their states recorded in the study

material.

QUANTITATIVE VARIABLE
Variable Abbreviation Unit
Chromosome number Chro
Plant height Hpla cm
Leaf width Wleaf mm
Leaf Length Lleaf mm
Terminal leaflet length LTlet mm
Ratio of between leaf length to Lleaf/LTlet
terminal leaflet length
Number of lateral leaflets NLIet
Terminal leaflet width WTlet mm
Lateral leaflet length LLlet mm
Ratio of terminal leaflet length to LTlet/WTlet
terminal leaflet width
Ratio of between terminal leaflet LTlet /LLlet
length to lateral leaflet length
Number of foliulos Nfou
Stem diameter Ds mm
Number of tubers per plant Ntub
Tuber weight Wtub ar
Yield per plant Yplan ar
Dry matter DM %
Flower diameter Dflo cm
Flower shape (distance petal apex Rflo
from flower center / petal base to
flower center)
Days to anthesis Dant days
Cycle length CL days
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QUALITATIVE VARIABLE

Variable Abbreviation State

Plant vigor Vplan 1: Little vigorous, 5: Very vigorous

Flower shape Fflo 1: stellate, 2: semi stellate, 3:
pentagonal, 4: rotate

Flower color Cflo 1: white, 2:white with violet traces,
3:white with light violet, 4: violet

Stem color Cstem 1: green, 2: green with few violet
spots, 3: green with many violet spots,
4: violaceous

Stem pilosity Pstem 1: little, 2: median, 3: abundant

Petiole color Cpet 1: green, 2: green with violet, 3: violet

Leaf axilar color Clax 1: green, 2: light violet, 3: dark violet

Tuber skin color Ctub 1: white, 2: light rose, 3: rose, 4: dark
rose, 5: purple, 6: dark purple

Eyes depth Deye 1: superficial (<2mm), 2: median (2-
3mm), 3: deep (>3mm)

Post harvest conservation PHc 1: Little sprout, 5: Very sprouted and
dehydrated

Resitance to R. RR 1: Moderately resistant, 2: Moderately

solanaceraum suseptible, 3: Suseptible

Stolon length and LPsto 1: long and persistent, 2: long and not

persistence

persistent, 3: medium long and
persistent, medium long and not
persistent, 5: short and persistent, 6
short and not persistent
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3. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

S. commersonii es una Solanécea silvestre originaria de Uruguay, sur de Brasil y la
Mesopotamia Argentina, con gran potencial para el mejoramiento genético de la pa-
pa cultivada, dadas las muchas caracteristicas deseables de incorporar al cultivo que
posee. Entre estas muchas ventajas se reconocen la resistencia a enfermedades de
relevancia econémica como la marchitez bacteriana causada por R. solanacearum.
Mediante un esquema simple de hibridacion y retrocruzamientos disefiado y utilizado
por INIA en el programa de mejoramiento de papa, que hace especial énfasis en el
aprovechamiento de los gametos no reducidos frecuentemente producidos por esta
especie, se esta logrando incorporar la resistencia al marchitamiento bacteriano desde

S. commersonii a la base genética de S. tuberosum.

El presente estudio realizado en una poblacién de individuos de una tercera retrocru-
za del esquema de cruzamiento realizado (Fig 2), revela que aunque existe una am-
plia segregacion en la progenie evaluada en cuanto a nimero cromosémico, morfo-
logia, fisiologia, comportamiento agronémico y resistencia a la enfermedad, hay una
marcada tendencia a que los individuos se parezcan a los parentales recurrentes y a
RC..

El patron de herencia de tipo transgresivo que contindla mostrando la resistencia a R.
solanacearum, al igual que habia reportado Gonzalez (2010) para F1, RC1y RC> de
este mismo esquema de cruzamientos, hace posible encontrar individuos con niveles
medios de resistencia a la enfermedad, aun partiendo de un genotipo de S. commer-
sonii medianamente susceptible a la enfermedad. Este tipo de comportamiento de la
resistencia postula un control poligénico o cuantitativo de la enfermedad (Watanabe
et al., 1999), lo cual es altamente deseable desde el punto de vista del mejoramiento
de los cultivos, por tratarse de un tipo de resistencia mas duradero en el tiempo debi-
do a la menor presion de seleccion que se ejerce sobre el patdgeno (Micheletto et al.,
2000). A su vez, la ausencia de la bacteria en tallos y tubérculos de algunos indivi-

duos asintomaéticos de este cruzamiento que fueron inoculados (Ferreira et al., 2017)
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potencia el beneficio del uso de la especie como donante de resistencia para R. sola-
nacearum, permitiendo no sélo disminuir los niveles de infeccion del cultivo, sino

también frenar su dispersion a través de los tubérculos semilla.

Del analisis citogenético se concluye que, a diferencia de una alta frecuencia de ge-
notipos con 52 cromosomas esperados bajo una segregacion cromosémica normal en
ambos parentales thr (2n = 48) y RC, (2n =56), el 52 % de los individuos de esta
progenie presentd nimeros cromosomicos entre 47 y 49, lo cual deja en evidencia un
mecanismo temprano de seleccion a favor de individuos con ploidias similares a los
parentales recurrentes (2n = 48). Si bien el mecanismo aun no se dilucida y se desco-
noce el nivel de euploidia de estos individuos, se presume que el NBE de los game-
tos puede tener un rol importante en este mecanismo (Carputo, 1999). En base a lo
observado, todo parece indicar que aquellos gametos RC, con NBE cercano al NBE
de los gametos del parental recurrente (n=2 NBE), cumplieron con la relacién 2: 1
estipulada por Johnston et al. (1980) y por lo tanto predominaron en nimero de semi-
Ilas exitosas originadas con respecto a aquellos gametos con mayores 0 menores

ploidias.

El analisis de caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas mostré que, a pesar de la
diversidad en formas y comportamiento fenoldgico que muestran los individuos, al-
gunas caracteristicas parecen estar asociadas con uno u otro progenitor. Por ejemplo,
floraciones tardias, formas de flor estrelladas, mayor relacién entre largo y ancho del
foliolo terminal, ciclos largos y mayor nimero de tubérculos por planta son caracte-
risticos de S. commersonii. Por otro lado, plantas vigorosas con flores rotadas y ci-
clos cortos tienen una fuerte relacién con mayor peso de los tubérculos y mayor ren-
dimiento, son caracteristicas de S. tuberosum subsp. tuberosum. Este tipo de asocia-
cion entre estados de caracteres posibilita su uso como marcadores morfolégicos, lo
que permitiria pronosticar el comportamiento agrondmico de los individuos. Tam-
bién seran Utiles para asistir, junto a otro tipo de marcadores como los moleculares, a
la seleccidn de individuos en las primeras etapas de desarrollo de las plantas, cuando
se esta trabajando en programas de mejoramiento con hibridos entre S. commersonii

y S. tuberosum subsp. tuberosum.
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Por otra parte, todo indica que existe una fuerte relacion entre el desempefio agrond-
mico, nimero de cromosomas Yy el largo del ciclo de los hibridos. Si bien no se ob-
servo una correlacion significativa entre nimero cromosoémico y largo de ciclo, al
aumentar ambos factores, el rendimiento por planta se vio afectado negativamente.
Dado que no se encontraron diferencias significativas entre individuos con distintas
ploidias, todos los individuos rindieron menos que los parentales tbr utilizados y la
mayoria presentd ciclos productivos mas largos que éstos, el efecto sobre el rendi-
miento no parece estar dado por un problema fisioldgico a nivel celular por contener
mas o0 menos cromosomas como postularon Sheltzer et al. (2012), sino a un mayor o
menor contenido de genoma silvestre. En trabajos con hibridos interespecificos S.
demissum x tbr Ono et al. (2016), concluyen, mediante marcadores moleculares, que
el nimero cromosomico puede ser indicativo del contenido de genoma silvestre. De
este modo, en este trabajo podriamos inferir que aquellos individuos con mayor ni-
mero de cromosomas podrian contener mayor cantidad de genoma silvestre y por
consiguiente tener ciclos productivos similares a S. commersonii, lo cual los hace
poco adaptados la produccion comercial de papa en las zonas de clima templado co-
mo Uruguay. Este comportamiento agronémico de los hibridos plantea la necesidad
de continuar con el esquema de retrocruzas, a fin de lograr genotipos mas adaptados
a nuestras condiciones y debe ser considerado en futuros disefios experimentales, con
el fin de evaluar la contribucion de esta especie silvestre en los hibridos y seleccionar
genotipos de acuerdo a caracteristicas agrondémicas como el rendimiento y el tamafio

del tubérculo.

Otras de las caracteristicas evaluadas de relevancia para la continuidad y direcciona-
lidad de los futuros cruzamientos, fue la fertilidad del polen. Si bien la fertilidad es-
perada era baja, debido a la baja viabilidad de polen observado en ambos parentales,
los resultados mostraron que, a excepcion de un individuo, todos resultaron machoes-
tériles. En funcion de los muchos antecedentes observados en cruzamientos interes-
pecificos entre S. tuberosum y sus parientes silvestres, incluido S. commersonii
(Hanneman y Peloquin 1981, Vilaré et al. 1989, Iwanaga et al. 1991, Camadro et al.

2004), la explicacion parece estar dada por la interaccidn entre los citoplasmas sil-
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vestre y cultivado, siendo este un caso tipico de machoesterilidad citoplasmatica.
Esta posibilidad hace pensar en la necesidad de tener en cuenta, no sélo los materia-
les parentales utilizados, sino también la direccionalidad de los cruzamientos en el

futuro.

Por ultimo, la existencia de individuos con ploidias cercanas a 2n = 48, morfologica
y fisiolégicamente similares a tbr y con niveles de resistencia a R. solanacearum
iguales o superiores a los observados en el padre donante, postula la existencia de
introgresion del germoplasma de S. commersonii en el genoma de S. tuberosum
subsp. tuberosum. Observaciones de apareamiento homoeologo y configuraciones
multivalentes durante la meiosis masculina de F1, RC1 y RC> a partir de este esquema
de retrocruzamiento realizadas por Gaiero et al. (2017), también apuntan hacia la
introgresion. El logro de la introgresion significa que este tipo de metodologia de
cruzamiento es adecuada para introducir resistencia a la marchitez bacteriana desde
S. commersonii en papa y puede ser replicada cuando sea necesario para potenciar el

uso de esta especie en el mejoramiento del cultivo.

La simplicidad y funcionalidad del esquema de cruzamiento utilizado, asi como los
prometedores resultados obtenidos en este y otros trabajos realizados, sefialan a S.
commersonii como uno de las solanaceas silvestres mas prometedoras para el mejo-
ramiento del cultivo de papa. La ubicacién estratégica de Uruguay en el centro de
origen y diversidad de la especie le brinda la ventaja comparativa de contar con la
méaxima diversidad y disponibilidad de este valioso recurso genético para incorporar
resistencia a R. solanacearum y otras muchas caracteristicas deseables para al culti-
vo. Esto hace necesario un mayor conocimiento de su diversidad desde el punto de
vista agronémico, por lo cual estudios fenoldgicos y morfoldgicos direccionados a
caracterizar las colecciones en cuanto a largos de ciclos, contenidos de materia seca
de los tubérculos, resistencia a factores ambientales adversos como sequia, contenido
de glicoalcaloides entre otras, deberan ser considerados. A su vez, el estudio con
marcadores moleculares permitiria elucidar algunos aspectos interesantes del com-
portamiento entre estos dos genomas, como el mecanismo de eliminacion de cromo-

somas, la relacion del nimero de cromosomas con la resistencia de R. solanacearum
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y el contenido de genoma silvestre, asi como el ligamiento entre caracteres deseables
y no deseables, ampliando asi las posibilidades de uso de S. commersonii y su diver-
sidad genética en términos de resistencia a R. solanaceraum y otras caracteristicas
buscadas de esta especie.
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