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Resumen

La autoincompatibilidad es un mecanismo presente en las angiospermas basado en
la capacidad del pistilo para identificar e inhibir la germinacion o el desarrollo posterior
de polen propio o relacionado genéticamente. El sistema de incompatibilidad esporofitico
estd controlado por un locus multigénico (locus S) que es heredado generalmente como
una unidad segregante denominado “haplotipo S” permitiendo preservar el sistema de
autoincompatibilidad. Ipomoea batatas (L.) Lam es una especie autohexaploide, con 90
cromosomas, autoincompatible, altamente heterocigota y que presenta segregacion
principalmente hexasomica. Ademas, la especie presenta incompatibilidad cruzada
dificultando ain mas el mejoramiento genético de la especie.

El objetivo de la tesis fue estudiar la segregacion del caracter autoincompatibilidad
en |. batatas, su ruptura y las relaciones de dominancia existentes entre haplotipos. Se
generaron dos progenies, una de ellas segregante para el caracter autoincompatibilidad y
la otra a partir del autocruzamiento de un genotipo autocompatible. Se realizaron
autocruzamientos en las progenies a fin de evaluar el caracter autocompatibilidad y
retrocruzas reciprocas para evaluar las relaciones de dominancia. Ademas se evalud la
fertilidad masculina, femenina y el crecimiento del tubo polinico a través del gineceo.

La presencia del caracter autocompatibilidad se observd en ambas progenies,
comportandose como un caracter recesivo. Se encontraron diferentes comportamientos
de compatibilidad en las retrocruzas reciprocas (incompatibilidad total, compatibilidad
total, compatibilidad en un solo sentido). La progenie endocriada present6 disminucion
en la expresion de los caracteres vegetativos y reproductivos. Respecto a la fertilidad
masculina, se observaron diferencias (p<0,05) entre los genotipos parentales y ambas
progenies. El parental autocompatible fue siempre mas fértil que el autoincompatible, y

la progenie segregante mas fertil que la endocriada. Respecto a la fertilidad femenina, no
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se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre ambas progenies. A partir de la
evaluacion del crecimiento del tubo polinico se detectaron genotipos autocompatibles. Se
plantearon dos modelos que podrian explicar la ruptura de la autoincompatibilidad.

Palabras claves: Ipomoea batatas (L) Lam., Incompatibilidad, Esporofitica, Esterilidad,

Segregacion.

Abstract

Self-incompatibility is a mechanism present in angiosperms based on the ability of
the pistil to identify and inhibit germination or further development of self or genetically
related pollen. The sporophytic incompatibility system is controlled by a multigene locus
(S locus) that is generally inherited as a segregating unit called the "S haplotype™ allowing
the self-incompatibility system to be preserved. Ipomoea batatas (L.) Lam is an
autohexaploid species, with 90 chromosomes, self-incompatible, highly heterozygous
and presenting mainly hexasomic segregation. In addition, the species is cross-
incompatible, making genetic improvement of the species even more difficult.

The objective of the thesis was to study the segregation of the trait self-
incompatibility in I. batatas, its breakage and the dominance relationships between
haplotypes. Two populations were generated, one of them segregating for the self-
incompatibility trait and the other from the self-crossing of a self-incompatible genotype.
The progenies were self-crossed to evaluate the self-incompatibility trait and reciprocal
backcrosses were performed to evaluate dominance relationships. In addition, male and
female fertility and pollen tube growth through the gynoecium were evaluated.

The presence of the self-compatibility trait was observed in both progenies,
behaving as a recessive trait. Different compatibility behaviors were found in reciprocal
backcrosses (total incompatibility, total compatibility, one-way compatibility). The

inbred population showed a decrease in the expression of vegetative and reproductive
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traits. Regarding male fertility, differences (p<0.5) were observed between the parental
genotypes and both populations. The self-compatible parental was always more fertile
than the self-incompatible, and the segregating progeny more fertile than the inbred.
Regarding female fertility, no significant differences (p>0.05) were found between both
progenies. From the evaluation of pollen tube growth, self-compatible genotypes were
detected. Two models were proposed that could explain the breakdown of self-
incompatibility.

Key words: Ipomoea batatas (L) Lam., Incompatibility, Sporophytic, Sterility,

Segregation.
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1.1 Introduccion

El orden Solanales esta comprendido por cinco familias, 165 géneros y mas de
4.080 especies. Casi todas las especies del grupo se reparten sélo en dos familias:
Solanaceae y Convolvulaceae. Esta Ultima es una familia cosmopolita, representada en
todas las regiones templadas y tropicales, comunes en los bosques higrofilos y en terrenos
modificados en una amplia gama de habitats (Stevens, 2001). Dentro de los 57 géneros y
mas de 1.600 especies de la familia Convolvulaceae se encuentra Ipomoea batatas (L.)
Lam. Es la Unica especie de importancia economica como alimento para consumo
humano dentro de esta familia, siendo uno de los principales cultivos a nivel mundial
(Woolfe, 1992).

Es una planta hexaploide con 90 cromosomas (2n = 6x = 90), y aun hoy se discute
el caracter de su ploidia, proponiéndola algunos autores como un alopoliploide con dos
genomas homdlogos y un tercer genoma homeologo, resultante de una hibridacion
interespecifica entre Ipomoea trifida (Kunth) G. Don e Ipomoea triloba (L.) (Austin,
1988). Otros autores concluyen a partir de trabajos citologicos (Shiotani y Kawase, 1989;
Srisuwan et al., 2006) y con marcadores moleculares (ISSR, RFLP y RAPD) (Jarret y
Austin, 1994; Huang y Sun, 2000; Huang et al., 2002; Hu et al., 2003) que la especie es
un autopoliploide derivado de I. trifida.

Ademés de su ploidia, I. batatas presenta un sistema de incompatibilidad
esporofitico (SIE) que afecta tanto la capacidad de autocruzamiento como la de hibridarse
en cruzamientos dirigidos especificos. El sistema de incompatibilidad (SI) se denomina
esporofitico debido a que esta determinado por la interaccion entre la cubierta del polen
y el estigma, ambos tejidos esporofiticos. La autoincompatibilidad (Al) es uno de los
principales sistemas presentes en muchas especies de plantas que previene la

autopolinizacion y, por consiguiente, es un mecanismo importante para generar y



mantener la diversidad genética dentro de una especie (Takayama e Isogai, 2005). La
incompatibilidad es un mecanismo fisiologico que dificulta y previene la fertilidad en
plantas que presentan polen y dvulos viables para producir semillas. Es util diferenciar la
misma de la esterilidad, que abarca todos los casos de falta de fertilidad producto de
irregularidades en el sistema de reproduccion sexual. La esterilidad puede ser causada por
anormalidades en el desarrollo de los 6rganos reproductivos, por la falla en el desarrollo
de granos de polen viables y fallas en el desarrollo del embrion o el endosperma luego de

la fertilizacion, entre otras (Sleper y Poehlman, 2006).

1.2 Morfologia de Ipomoea batatas

La batata es una planta herbacea y perenne que se cultiva como anual. Presenta un
sistema radicular conformado por tres tipos de raices: las fibrosas, encargadas de absorber
nutrientes y agua, y sostener a la planta, raices tipo lapiz, que se encuentran levemente
engrosadas por haber detenido su crecimiento por distintos factores, y finalmente raices
reservantes, las cuales almacenan los productos fotosintéticos (Figura 1.1). Estas ultimas
constituyen los 6rganos comerciales de la batata y varian en forma y tamafio, segun el
cultivar, el tipo de suelo donde la planta se desarrolla y otros factores bioticos y abidticos.
Los tallos son cilindricos y su longitud varia de 1 a 5 m dependiendo del habito de
crecimiento del cultivar, como asi también varia el color, pigmentacion y longitud de los
entrenudos. Las hojas son simples y estan dispuestas alternadamente en espiral sobre los
tallos. La forma del perfil general de las hojas puede ser redondeada, reniforme (en forma
de rifion), cordada (en forma de corazén), triangulada, hastada (trilobular y en forma de
lanza), lobulada y casi dividida. El color de estas varia entre los cultivares y puede
cambiar durante su crecimiento. Los cultivares de batata difieren en su habito de
floracién, algunos no florecen, otros producen muy pocas flores y otros florecen

profusamente. La flor de la batata es perfecta. El caliz consiste en cinco sépalos y la corola



presenta cinco pétalos que se unen en forma de embudo. El limbo es generalmente de
color lila 0 morado blangquecino con el fondo del interior de color rojizo o morado. El
androceo se compone de cinco estambres cuyos filamentos varian en longitud respecto a
la posicion del estigma. Las anteras son blanquecinas, amarillas o rosadas, y su
dehiscencia es longitudinal. Los granos de polen son esféricos. El gineceo consta de un
pistilo de ovario stpero, con dos carpelos, con dos I6bulos cada uno y un total de 4 évulos.
El estilo es relativamente corto y termina en un estigma ancho dividido en dos l6bulos.
El estigma es receptivo en las primeras horas de la mafiana y la polinizacion se realiza
principalmente a través de las abejas. El fruto es una capsula mas o menos esférica con
una punta terminal, y puede ser pubescente o glabra. Cada capsula contiene de una a
cuatro semillas ligeramente aplanadas en un lado y convexas en el otro, de
aproximadamente 3 mm. El embrion y el endosperma estan protegidos por una testa

gruesa, muy dura e impermeable (Huaman, 1992; Huaman, 1999).

:
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Figura 1.1 Planta de Batata. Fuente: Adaptado de Woolfe (1992).



1.3 Importancia del cultivo - Produccidn de batata en Argentina

A nivel mundial la batata se encuentra dentro de los diez cultivos mas importantes
destinados a la alimentacion humana. Es cultivada en mas de 100 paises, sumando
alrededor de 9 millones de hectareas, produciendo aproximadamente 140 millones de
toneladas. La produccion se encuentra principalmente localizada en paises en desarrollo,
los cuales aportan con un 95% del total de la produccidn. Aproximadamente un 80% de
las batatas cultivadas en el mundo son producidas en Asia, alrededor de un 15% en Africa
y solo un 5% en el resto del mundo. China es responsable del 65% de la produccién
mundial, destinando gran parte de esta a la alimentacion animal. Otros importantes
productores son Malawi, Nigeria, Uganda, Tanzania, Indonesia y Vietham (FAOSTAT,
2022; Theisen, 2020). Dentro del continente americano, Argentina se encuentra dentro de
los cinco paises mas importantes, siendo el segundo en Sudamérica, luego de Brasil
(FAOSTAT, 2022). ElI consumo promedio nacional se calcula entre 3 y 4
kg/habitante/afio (Marti, 2018).

En Argentina se cultivan entre 10.000 y 12.000 hectareas de batata, produciéndose
alrededor de 120.000 toneladas por afio. La produccién se encuentra principalmente en
tres zonas productivas: Centro (Cérdoba, sur de Entre Rios y Santa Fe y norte de Buenos
Aires), NEA (Corrientes, Misiones, Chaco, Formosa, norte de Entre Rios y Santa Fe) y
NOA (Tucuman, Salta, Santiago del Estero y Catamarca) (Cusumano y Zamudio, 2013;
del Valle Di Feo, 2015). Las dos primeras producen alrededor de un 80% de la produccién
nacional. También el cultivo se lleva a cabo en otros esquemas productivos en regiones
como Cuyo y en el norte de la Patagonia.

En la zona norte de la Provincia de Buenos Aires, principalmente en el partido de

San Pedro, se cultivan alrededor de 2.000 ha (Figura 1.2). En la zona se cuenta con un



total de 50 productores de los cuales 15 cuentan con lavaderos que acondicionan
produccion propia, de otros productores de la zona y de otras regiones productivas.

La Estacion Experimental Agropecuaria de INTA San Pedro (EEA San Pedro), es
considerada referente a nivel nacional en el cultivo de batata. En la misma se desarrolla
un equipo interdisciplinario que comprende especialistas en fitopatologia, entomologia,
caracterizacion nutricional y poscosecha. También tiene sede, desde hace mas de 30 afios,
el Programa de Mejoramiento Genético de Batata de INTA. El mismo fue responsable de

la inscripcion de los cultivares Morada INTA, Colorado INTA, Boni INTA y Capicua

INTA.

Figura 1.2 Ciclo de cultivo de la batata. a) Plantin de batata trasplantado. b) Cultivo de
batata. ¢) Raices de reserva de batata a la cosecha.

La mejora genética de las plantas cultivadas esta dirigida entre otros objetivos a
incrementar la produccion y mejorar atributos nutricionales y de manejo de cultivo desde
hace miles de afios, posiblemente desde el inicio de la agricultura. Para ello, el hombre
ha empleado cruzamientos entre parentales seleccionados con el fin de incrementar la
variabilidad genética, paso inicial en el proceso de mejoramiento. En I. batatas, el
mejoramiento genético se encuentra limitado por varios factores: floracion escasa y
dependiente del genotipo, baja floracion en climas templados, esterilidad, poliploidia y

elevado nimero de cromosomas, autoincompatibilidad e incompatibilidad cruzada y baja



fertilidad (limitada formacion de semillas) luego de cruzamientos libres o controlados

(Gurmu et al., 2013).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Estudiar los mecanismos de auto(in)compatibilidad en Ipomoea batatas mediante
la caracterizacion del comportamiento genético del caracter, lo que permitird
aportar herramientas para optimizar los programas de mejoramiento y contribuir

al conocimiento de esta especie.

1.4.2 Objetivos especificos

1.

2.

Verificar el mecanismo de auto(in)compatibilidad en Ipomoea batatas.
Determinar si existen relaciones de dominancia entre la autocompatibilidad/
autoincompatibilidad.

Evaluar la tasa de segregacion del caracter segun las diferentes hipotesis que
existen para la especie.

Proponer un mecanismo que explique la ruptura de la autoincompatilidad.
Caracterizar la fertilidad femenina y masculina de las progenies generadas y en
los genotipos parentales.

Determinar los eventos post-polinizacion en autocruzamientos y en cruzamientos

entre genotipos a nivel de desarrollo del tubo polinico.

1.5 HipOtesis

Existe una relacion de dominancia entre los diferentes haplotipos del locus de
incompatibilidad que explica la existencia de genotipos autocompatibles.
Existen procesos que generan esterilidad e interfieren con la evaluacion de la

incompatibilidad.



e La evaluacion del crecimiento del tubo polinico permite diferenciar entre

genotipos autocompatibles y autoincompatibles.



Capitulo 2 - Evaluaciéon del comportamiento del

sistema de auto(in)compatibilidad
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2.1 Introduccion

La incompatibilidad es un mecanismo genético, bioquimico y fisioldgico presente
en las angiospermas basado en la capacidad del pistilo para identificar la presencia de
polen propio o relacionado genéticamente e inhibir su germinacién o su desarrollo
posterior (Nasrallah y Nasrallah, 1993). Los sistemas de incompatibilidad se encuentran
presentes en 91 de las 271 familias de angiospermas descritas (Jiménez Duran y Cruz
Garcia, 2011). Es una interaccion célula-célula entre el estigma y la superficie del grano
de polen, mediante interacciones proteicas (McCormick, 1998). Este mecanismo previene
la endogamia, favoreciendo la polinizacion cruzada, contribuyendo asi a la diversidad
genética de la poblacion.

Los SI pueden clasificarse en dos tipos: heteromdrfica y homomorfica. La
incompatibilidad heteromorfica se caracteriza por presentar diferencias en la morfologia
floral, principalmente en la longitud del estambre y el estilo, que obstaculizan la
fecundacion. Los polimorfismos sexuales son comunes en las plantas (presentes en al
menos 28 familias de angiospermas), y se plantean como un mecanismo que promueve el
entrecruzamiento (Ferrero, 2014; Acquaah, 2012).

En los SI homomorfica, las estructuras florales, tanto el pistilo como las anteras de
los genotipos involucrados, son similares. Los SI homomérficos pueden clasificarse en
Incompatibilidad Gametofitica (IG) cuando los componentes que determinan la
incompatibilidad son expresados por el genotipo haploide del grano de polen e
Incompatibilidad Esporofitica (IE) cuando la incompatibilidad esta determinada por el
producto de los alelos S que son expresados Y sintetizados por los tejidos diploides de la
planta madre (del esporofito), los cuales son incorporados a la cubierta del grano de polen
durante su maduracion en la antera (Jimenez Duran y Cruz Garcia, 2011; Acquaah, 2012).

Estudios de genética clasica han establecido que el reconocimiento de polen propio o
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relacionado es controlado, en la mayoria de las especies, por un locus multialélico
denominado “locus S”, y que la inhibicion sobre el polen ocurre cuando el mismo “alelo
S” es expresado especificamente tanto por el polen como por el pistilo. Este complejo
“locus S multigénico es heredado generalmente como una unidad segregante (ausencia
de recombinantes) por lo que las variantes del complejo génico son denominadas
“haplotipos S” (Takayama ¢ Isogai, 2005), permitiendo que se preserve el sistema de

autoincompatibilidad intacto.

2.1.1 Sistema de Incompatibilidad Gametofitico (SIG)

En el sistema gametofitico la incompatibilidad del polen (liberado en estado
bicelular) esta determinado por los alelos “S” propios, y el encuentro entre el polen y
pistilo que portan el mismo alelo “S”, activa la reaccién de incompatibilidad. En este caso
el rechazo del polen ocurre cuando el haplotipo S del polen coincide con uno de los dos
haplotipos S presentes en el pistilo diploide de una planta heterocigota receptora, lo que
provoca que el crecimiento del tubo polinico se inhiba generalmente a nivel del estilo. En
este sistema, los alelos S se expresan co-dominantemente en el pistilo y por lo tanto todos
los individuos dentro de la poblacidn que se genera, seran heterocigotas para S, pues el

polen nunca podré fertilizar una planta con su mismo genotipo S (Hiscock, 2002).

2.1.2 Sistema de Incompatibilidad Esporofitico (SIE)

La autoincompatibilidad esporofitica fue detectada hasta el momento en seis
familias: Asteraceae, Betulaceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Convolvulaceae y
Polemoniaceae (Gibbs, 2014). El polen liberado se encuentra en estado tricelular y el
proceso de inhibicion ocurre en el estigma, en la fase de hidratacion y germinacion del

grano de polen y en el comienzo del crecimiento del tubo polinico (Susanto et al., 2013).
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En este sistema, generalmente, el locus S corresponde a una region con varios genes
que determinan la especificidad del polen y el estigma. Como caracteristicas mas
relevantes del SIE podemos mencionar la existencia de relaciones de codominancia y
dominancia entre los haplotipos S expresados en el pistilo y en el polen, y que ademas
esas relaciones pueden ser diferentes en el polen que en el pistilo, complejizando los
cruzamientos (Bateman, 1954; Kowyama et al., 1994).

Como ejemplo del funcionamiento del SIE, Gibbs (2014) plantea el cruzamiento de
2 genotipos diploides, heterocigotas, con distintos haplotipos S: S1S; x S3Ss4, y con las
siguientes relaciones de dominancia en el polen: Sy =S4 > S3> S y en el estigma: S; = Sz
=S4 > S, (= representa codominancia y > representa dominancia). De este modo se podria
obtener una progenie con 4 fenotipos distintos: S1S3, S1Ss, S2S3, S2S4. La compatibilidad
entre hermanos y de la progenie con sus parentales entonces seria la planteada en la figura

2.1.

&
k SIS SIS S5 S&1 S

SS | - | - | = | + | +
sl [ T+ _1T_
SS |+ | + | = | + | +
SSE |+ | - |+ | -] -
S| -+ |+ |+ |+

Figura 2.1 Resultado de cruzamientos
entre dos genotipos heterocigotas para
el locus S. (Gibbs, 2014).

Las relaciones alélicas dominantes en el polen o el estigma estan indicadas en
negrita. Por ejemplo, el polen que lleva el alelo Sz desde el fenotipo S1Ssreaccionara como

S1 debido a que el producto de su alelo dominante, es el que es expresado en el tapete y
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esta presente en las paredes del polen. De igual manera, el estigma del genotipo diploide
S,S3, expresa los productos del alelo dominante Sa.

En especies con SIE la mayoria de los hermanos son inter incompatibles, asi como
algunas retrocruzas con sus parentales y algunos hermanos podrian mostrar
compatibilidad no reciproca (en una sola via). Las compatibilidades reales dependen de
la dominancia alélica en el polen y el estigma. En una poblacién con un SIE (con
relaciones de dominancia para los alelos S), una mezcla de individuos con el locus S en
estado heterocigota y S en estado homocigota es teéricamente posible porque los alelos
recesivos S pueden estar enmascarados en el polen y/o el estigma por alelos dominantes
S (Hiscock y Tabah, 2003; Hiscock, 2002).

En el SIE analizado en Brassicaceae, las relaciones de dominancia pueden ser
clasificadas en lineales o no lineales (ejemplo con tres alelos “S”, denominados Sa, Sb y
Sc. Si “Sa” es dominante respecto a “Sh” (Sa>Sb) y “Sh” es dominante sobre el alelo
“Sc” (Sb>Sc), si “Sa” es ademas dominante sobre “Sc”, entonces la dominancia es lineal
(Sa>Sh>Sc), pero, si “Sa” no es dominantes sobre “Sc”, entonces la dominancia es No
lineal (Hatakeyama et al., 1998). Por otro lado, en una investigacion realizada en
Convolvulaceae (Ipomoea trifida) se observé gque el patron de dominancia entre 28 alelos
“S” evaluados, fue lineal tanto en el estigma como en el polen (Kowyama et al., 1994).

La genética de los SIE fue primero descrita en dos especies de Asteraceae y luego
en varias especies de Brassicaceae (Hiscock y Tabah, 2003). En Convolvulaceae el
estudio de la SIE se llevd adelante en algunas especies diploides del género Ipomoea. El
estado diploide y la alta fertilidad de estas especies permitio proponer un modelo de SIE
no enmascarado por la esterilidad, que ayudoé a elaborar una propuesta de funcionamiento
en Ipomoea batatas (Martin, 1967). Sin embargo, aun estd pendiente comprender el

sistema de incompatibilidad en batata, asi como la ruptura de la misma, para la que no
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existe bibliografia publicada. La falta de similitud entre los productos génicos
provenientes de los locus S en las distintas familias, sustenta la hipétesis que diversos SIE
evolucionaron de manera independiente y probablemente en mdltiples momentos en
diferentes linajes de angiospermas (Kowyama et al., 2000).

Sobre el control molecular de la incompatibilidad, en el género Brassica es donde
mas detalle del mecanismo se conoce. El locus S consiste en por o menos dos genes
fuertemente ligados que codifican para proteinas del polen y del pistilo, que interactdan
de una manera alelo especifica. El principal determinante femenino es una quinasa
receptora del locus S (SRK) ubicado en el estigma (contiene un dominio extracelular en
la pelicula estigmatica, un dominio transmembrana y un dominio intracelular) mientras
que el determinante masculino es una pequefia proteina rica en cisteina (SP11 o SCR) con
origen en el tapete y localizada en la cubierta del polen (figura 2.2). La interaccion de las
proteinas SCR y SRK provenientes del mismo haplotipo, inicia una cascada de
sefializacion rio abajo que activa el rechazo de polen, impidiendo la auto fertilizacion y
la reproduccidn entre cruzamientos que comparten idénticos haplotipos S. Estudios en la
familia de Asteraceae (Allen et al., 2011) y Convolvulaceae (Kowyama et al., 2000),
muestran que ambos presentan mecanismos similares, pero con algunas diferencias a lo

observado en Brassica.
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Figura 2.2. Modelo del mecanismo de
reconocimiento y rechazo del polen en
Brassica (Hiscock y Tabah, 2003).

2.1.3 Sistemas de incompatibilidad en Ipomoea

En el género Ipomoea se han reportado dos grupos de especies las cuales estan
aisladas sexualmente entre si y no es posible su hibridacion. El primer grupo compuesto
por Ipomoea lacunosa (L.), Ipomoea triloba, Ipomoea trichocarpa (Elliott), Ipomoea
tiliacea (Willd.) Choisy e Ipomoea gracilis (R.Br.), se caracteriza por ser autocompatible.
Mientras que, en el segundo grupo, se ubican especies que presentan SIE, entre ellas
Ipomoea trifida, Ipomoea litoralis (L.) Bl e Ipomoea batatas.

Las especies dentro del género Ipomoea presentan un SIE controlado por un Gnico
locus con mdltiples haplotipos S (Kowyama et al., 1994) que pueden presentar diferentes
relaciones de dominancia en el polen y el estigma, ocasionando una falla absoluta de la
germinacion del polen en la superficie del estigma cuando ocurre la autopolinizacion. Si

bien no hay trabajos publicados en batata analizando directamente el SIE, las
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investigaciones realizadas en otras Ipomoeas aportan informacion que puede utilizarse
para comprender o modelar el funcionamiento en I. batatas. Kowyama et al., (2000) y
Kakeda et al., (2000) centraron sus investigaciones en |. trifida para investigar la base
genética y fisiologica de la IE debido al menor tamafio de su genoma respecto al de batata
y su carécter diploide. En los estudios de cruzamientos a partir de seis poblaciones
naturales, detectaron un total de 49 alelos S diferentes (o0 haplotipos S), con relaciones
lineales y jerarquias de dominancia y recesividad, asi como también la presencia de
relaciones de codominancia (detectadas mas frecuentemente en el estigma que en el
polen). EI 6% de los alelos detectados muestran ademas interacciones diferenciales entre
el polen y el estigma (Kowyama et al., 1994), lo que explica las diferencias en
cruzamientos reciprocos. Los investigadores detectaron dentro de las poblaciones
evaluadas un genotipo que resulta autocompatible (MX1) y a través de diferentes
cruzamientos y autocruzamientos, plantearon que esta caracteristica es explicada por la
presencia de un alelo mutado, localizado en el locus S (alelo Sc). EI mismo se inserta en
la cadena de dominancia y recesividad en relacion a los otros alelos presentes. El
autocruzamiento del genotipo autocompatible, genera una progenie S1 con genotipos
autocompatibles (AC) y autoincompatibles (Al), con una tasa de segregacion 3:1,
evidenciando una relacion de dominancia del alelo Sc sobre el otro alelo presente. Si bien
se pudo corroborar que el alelo Sc se encuentra ligado al locus S, no fue posible establecer
si el mismo corresponde a una mutacion en el determinante femenino o el masculino.
Tomita et al. (2004), identifico en I. trifida una region genémica de 313 Kb de distancia
fisica, que contiene el locus de S y detect6 una importante supresion de la recombinacion
genética en la region, reforzando el concepto de “haplotipo S”, donde las variantes alélicas
dentro del locus, se heredan de manera conjunta. El andlisis a un nivel molecular dentro

del locus S, permitié identificar una region genodmica hipervariable de 35 a 95 kbp, que
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fue denominada como region SDR (region divergente especifica del locus S). De los
genes ubicados dentro del SDR, se identificd un gen especifico de antera (AB2), y tres
genes especificos de estigma (E1, SE2 y SEA) considerados los genes candidatos que
pueden codificar los determinantes masculinos y femeninos de autoincompatibilidad
(Rahman et al., 2007).

Si bien I. batatas esta caracterizada como autoincompatible, igual que en I. trifida
(Kowyama et al., 1994), se han reportado algunas variedades que resultan
autocompatibles (Wang, 1963; Van Rheenen, 1964; Martin, 1965; Young-Sup et al.,
2004; Arizio, 2011) y que han permitido el desarrollo de este trabajo.

Ademas de la Al, es comun la existencia de incompatibilidad cruzada
(incompatibilidad entre genotipos diferentes que comparten alelos dominantes del locus
S) entre ciertos genotipos (Hernandez y Miller, 1962), pero la misma solo se observa en
materiales con base genética estrecha y que por lo tanto comparten alelos del locus S. La
identificacion de los grupos de incompatibilidad cruzada se efectia mediante la
realizacion de cruzamientos controlados: individuos que pueden cruzarse se consideran
que pertenecen a distintos grupos de incompatibilidad mientras que dentro de los grupos
los individuos son incompatibles (Reynoso et al., 1999a). En los diversos trabajos
publicados donde se evalla el comportamiento de diferentes genéticas respecto al caracter
de interés, pueden distinguirse tres tipos de respuesta a los cruzamientos dependiendo del
éxito de la fertilizacion: compatibilidad reciproca (el cruzamiento es positivo en ambos
sentidos), incompatibilidad reciproca (cruzamiento negativo en ambos sentidos) e
incompatibilidad unilateral (solo la polinizacidn prospera cuando el genotipo en cuestion
es usado como femenino y no como masculino, o viceversa) (Martin, 1965). La existencia
de la citada incompatibilidad unilateral incrementa la dificultad para clasificar los

distintos grupos (Martin, 1965) y deja al descubierto la existencia de diferentes relaciones
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de dominancia entre alelos involucrados en el control de la autoincompatibilidad tanto en

el polen como en el estigma como se menciono anteriormente (Kowyama et al., 1980).

2.1.4 Importancia agronémica de la auto(in)compatibilidad

Algunas dificultades, como la baja floracion, pueden ser reducidas aplicando varias
técnicas de induccion floral (tratamiento de dia corto, injertos en pie de especies
silvestres, sprays con pesticidas y reguladores de crecimientos, nutricion mineral, etc.)
(Reynoso et al., 1999b). Por el contrario, la incompatibilidad continGa siendo una barrera
para el mejoramiento y la conservacion del cultivo, reduciendo el numero de
combinaciones posibles, impidiendo los retrocruzamientos y el desarrollo de genéticas
con alta homocigosis o las denominadas lineas puras (Gurmu et al., 2013). También
dificulta los estudios genéticos, que requieren de contar con parentales puros para la
evaluacion de dosis alélicas, entre otras. La incompatibilidad cruzada dificulta el progreso
del mejoramiento pues padres con caracteres deseados, como la resistencia a
enfermedades, tolerancia a sequia, destacados niveles de proteinas, vitaminas, macro y
micronutrientes y materia seca, pueden pertenecer a un mismo grupo de incompatibilidad
(Charles et al., 1973), y por lo tanto no ser capaces de producir semillas viables cuando
son cruzados (Vimala y Hariprakash, 2011). De este modo los nuevos genotipos son
desarrollados a partir de la recombinacién de un hibrido hexaploide altamente
heterocigota con otro hibrido hexaploide altamente heterocigota, siendo muy dificil
obtener éxito en combinaciones especificas y haciendo que las semillas de batata
provenientes de cruzamientos controlados tengan un gran valor (Griineberg et al., 2015).
Algunas técnicas para superar las limitaciones de la autoincompatibilidad o de la
incompatibilidad cruzada han sido evaluadas en I. batatas. Charles et al. (1973), mediante
la remocion de los I6bulos estigmaticos evitaron un retraso en la penetracion del tubo

polinico y sumado a la aplicacion de 2,4D a los pedicelos consiguieron suprimir el
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proceso de abscision, proveyendo un tiempo adecuado para que la penetracion de los
tubos polinicos ocurra, obteniéndose como resultado fertilizacion y produccién de
semillas en cruzamientos normalmente incompatibles. La aplicacion de distintas
concentraciones de sacarosa sobre los estigmas escindidos, sumado al uso de 2,4D sobre
los pedicelos permite también incrementar el éxito de los cruzamientos (Susanto et al.,
2013).

A pesar de ser un mecanismo que genera dificultades al mejorador en la tarea de
autopolinizar y obtener lineas endocriadas en especies autoincompatibles, la
autoincompatibilidad es wusada para facilitar los cruzamientos entre lineas
autoincompatibles y producir semilla hibrida. Ademéas, como fue mencionado
anteriormente, mantiene la variabilidad genética de la especie y el nivel de
heterocigosidad. A la vez que provee un medio para controlar las polinizaciones en
algunas especies donde otros mecanismos, como la androesterilidad, no estan presentes
(Sleper y Poehlman, 2006). Clones que son autoincompatibles pero compatibles entre si,
pueden ser plantados en sitios aislados y cruzarse exitosamente mediante insectos

polinizadores, constituyendo parcelas de policruzamiento (Gurmu et al., 2013).

2.1.5 Genética de la especie

El conocimiento de la constitucion gendmica, la segregacion y el tipo de
apareamiento entre cromosomas resulta informacion relevante a la hora de analizar la
informacion genética y de pensar estrategias de mejoramiento en la especie.
Originalmente, se proponian diferentes patrones de segregacion de la especie (Disomica,
tetrasomica/tetradisomica y hexasomica) de acuerdo al carécter evaluado y segin

observaciones citologicas.
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Las proporciones de segregacion observadas (presencia/ausencia) del caracter a
evaluar en la progenie, se realizan de acuerdo a la dosis alélica o dosaje predicho, de
acuerdo a las cuatro hipotesis citoldgicas propuestas por Jones (1967) y resumidas por

Kriegner et al. (2003) (Tabla 2.1).
Tabla 2.1 Tasa de segregacion esperada para la herencia de un gen simple en una

planta hexaploide (Fuente: Kriegner et al. 2003). a) Herencia disémica. b) Herencia
tetrasdmica. C) Herencia tetradisémica.

Dosaje Hipotesis I Hipatesis IT y 11T Hipatesis IV
alélico Autohexaploide Tetradiploide Alohexaploide
(hexasomico) (tetradisomico, tetrasomico, disomico) (disémico)
A33a aa 11
Simple Aazaaa 11 Aaaaaa 1:1
aaaa Aa 11
AAaaaa 53:1b
AaAaaa 31
Doble Afaaaa 41 Aaaa Aa 3:1c
Afaaaa 10
aada AA 1:0a
AAAR a3 1:0
AafAaAa Tl
Triple AAAaaa  19:1 AAaa Aa 11:1
AAAaaa 10
Aaaa AA 10
Cuiadruple AAAAaz 10 AAAA 33 1:0 AAAaAa 10

La compleja naturaleza de la especie (ploidia, nimero de cromosomas,
autoincompatibilidad) ha dificultado alcanzar un consenso hasta el dia de hoy sobre la
constitucion genomica de la especie: hexaploide con 2n=6x=90 cromosomas (Ting y
Kehr, 1953; Jones 1965, Magoon et al., 1970). Las hipdtesis acerca de la constitucion

gendémica en batata fueron variando a lo largo del tiempo, proponiéndose como un
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alopoliploide (Ting y Kehr, 1953), o un auto-alopoliploide con dos genomas con un alto
grado de homologia y un tercero mas distante (B1B1B1B1B2B2B) (Magoon, 1970;
Shiotani y Kawase, 1989) que muestran diferentes tasas de segregacion segun el caracter
evaluado (segregacion hexasomica y tetradisomica) (Kumagai et al., 1990; Mwanga et
al., 2002). Trabajos mas recientes utilizando marcadores moleculares, sustentan la idea
de autopoliploidia con algunos apareamientos preferenciales entre cromosomas (Ukoskit
y Thompson, 1997; Kriegner et al., 2003; Cervantes-Flores et al., 2007; Chang et al., 2009
y Mollinari et al., 2019). Gao et al. (2020) proponen que el genoma de la batata tiene tres
subgenomas diploides parcialmente diferenciados provenientes de especies de origenes
muy cercanos, no pudiendo describirse de manera simplificada como alo o
autohexaploide.

Para abordar la primer hipotesis (Existe una relacién de dominancia entre los
diferentes haplotipos del locus de incompatibilidad que explica la existencia de un
genotipos autocompatibles) se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Verificar el mecanismo de auto(in)compatibilidad en Ipomoea batatas.

2. Determinar si existen relaciones de dominancia entre la autocompatibilidad/

autoincompatibilidad.

3. Evaluar la tasa de segregacion del caracter segun las diferentes hipétesis que

existen para la especie.

4. Proponer un mecanismo que explique la ruptura de la autoincompatilidad.
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2.2 Materiales y métodos

Las actividades tuvieron lugar entre 2017 y 2021 en la EEA San Pedro, Provincia
de Buenos Aires. Fueron desarrolladas en el transcurso de cuatro afios: en el primero se
generaron las dos progenies segregantes, y en los posteriores se realizaron las

autopolinizaciones, las retrocruzas y demas evaluaciones.

2.2.1 Material vegetal

Se cuenta con dos genotipos caracterizados en relacion a su autoincompatibilidad.
El genotipo parental P30, autocompatible, procedente de la Provincia de Buenos Aires
(Argentina) que presenta piel y pulpa color crema y habito de floracion profuso. El
genotipo parental P28, autoincompatible, procedente de Estados Unidos de América
(denominado cultivar Southern Delite), que presenta piel y pulpa color anaranjado y
habito de floracién profuso. Ambos genotipos pertenecen a distintos grupos de
incompatibilidad, por lo que es posible su cruzamiento y la generacion de una progenie
contrastante. El estatus en relacion al sistema de incompatibilidad de cada uno de los
genotipos fue determinado por la evaluacion en 30 flores para la presencia o ausencia de
capsulas después de una autopolinizacién (Arizio, 2011). El término F1 (primera
generacion filial) refiere a la descendencia que resulta del cruce de dos organismos
homocigotos. Debido a la imposibilidad de obtener lineas puras en batata, en este trabajo
Ilamaremos C(28x30) a la progenie obtenida a partir de estos dos genotipos parentales
seleccionados. La progenie obtenida a partir del autocruzamiento del genotipo
autocompatible se denomina S1(30x30).

Los genotipos parentales fueron solicitados al Banco Activo de Germoplasma de
Batata del Instituto de Recursos Biologicos (IRB) del CNIA INTA e introducidos en la
camara de crecimiento in vitro de la EEA San Pedro para su multiplicacion. Una vez

obtenido un nimero considerable de clones de ambos genotipos, 15 individuos de cada
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material fueron trasplantados a una camara de crecimiento indoor (24°C, Humedad
ambiente e iluminacién led con 13 horas de luz y 11 de oscuridad) donde se rusticaron

para luego dar comienzo a la investigacion.

2.2.2 Desarrollo de dos progenies para la evaluacion del caréacter
auto(in)compatibilidad.

Esta etapa se llevo a cabo en un invernaculo tipo tdnel de 8 m de ancho por 16 m
de largo. Se extendio6 desde octubre de 2017 hasta abril de 2018. Quince plantas de ambos
genotipos parentales crecieron en macetas colgantes de 2,5 | sujetas a una estructura
montada dentro del invernaculo, quedando las mismas a 1,5 m del suelo. Se utilizd
sustrato Grow Mix® Multipro. Las mismas fueron regadas por goteo, tres veces por dia
con solucidn nutritiva Hakaphos® Rojo. Ambos genotipos presentaron floracion profusa
sin necesidad de ser injertadas ni conducidas verticalmente.

Desde febrero hasta abril de 2018 se realizaron cruzamientos entre el genotipo
autoincompatible P289 y el autocompatible P30Z con el fin de generar la progenie
C(28x30). El genotipo P30 fue usado como dador de polen mientras que el genotipo P28
usado como planta receptora. Paralelamente, se realizaron autocruzamientos en P30 para
obtener la progenie endocriada S1(30x30).

Flores de ambos genotipos fueron embolsadas entre las 12:00 y 15:00 hs del dia
previo a antesis. El dia de antesis las bolsas fueron retiradas y con pinzas de acero
inoxidable se extirparon anteras de P30 y se frotaron contra el estigma de P28. En
paralelo, anteras del P30 fueron frotadas contra el estigma de la misma flor. Luego fueron
nuevamente cubiertas con bolsas de papel. Entre cada cruzamiento o autopolinizacion las
pinzas fueron esterilizadas sumergiéndolas en alcohol (98%) y flameadas para evitar
contaminacion. A los 30 dias de realizados los cruzamientos, siempre y cuando los frutos

se encontraran maduros, fueron cosechados, rotulados y almacenados. A partir de las
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semillas de cada tipo de cruzamiento realizado se obtuvieron las dos progenies C(28x30)
y S1(30x30).

En septiembre de 2018 se seleccionaron al azar 35 semillas por tipo de cruzamiento,
fueron escarificadas en &cido sulfarico por 20 minutos (Van Rheenen, 1964), enjuagadas
y colocadas a germinar sobre papel en placa de petri en cdmara de crecimiento in vitro, a
24 °C. Una vez emitida la radicula y expandidos los cotiledones fueron trasplantadas a
bandejas speedlings con sustrato Grow Mix® Multipro y ubicadas en invernadero para
su desarrollo. En diciembre de 2018 se trasplantaron a campo, en dos camellones, a 1,2
m de distancia y se condujeron verticalmente (en espaldera) sobre una estructura ideada
para tal fin. Una vez que los tallos de los genotipos de ambas progenies alcanzaron un
diametro de 50 mm, se procedié a extraer guias de 15 cm de largo para ser injertadas e
inducir la floracién. A partir de este momento las progenies se mantuvieron duplicadas,
una creciendo a campo Y la otra injertada en invernaculo. Sobre esta Gltima se realizo la

investigacion que se plantea en este trabajo.

2.2.3 Evaluacion del estatus Sl en Ipomoea batatas

Una vez obtenidas ambas progenies, las actividades orientadas a la evaluacion del
estatus Sl se realizaron en tres temporadas (2018/2019, 2019/2020 y 2020/2021). El
primer ciclo comenz6 en agosto de 2018 (debido a la necesidad de acondicionar el
invernaculo y establecer los portainjertos) y se extendié hasta marzo de 2019. El segundo
afio comenzo en octubre de 2019 y concluy6 en abril de 2020 y el tercer afio comenz6 en
octubre de 2020 extendiéndose hasta abril de 2021. Si bien el tiempo de trabajo por ciclo
se aproxima a los 7 meses, es necesario aclarar que debido a las condiciones climaticas y
de fotoperiodo de la zona norte de la Provincia de Buenos Aires, solo 2 meses son

adecuados para realizar cruzamientos exitosos (febrero y marzo).
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La evaluacion se llevo a cabo en el mismo invernaculo tipo tanel, de 8 m de ancho
y 16 m de largo. El suelo fue trabajado con cincel y rastra de discos. La superficie total
fue dividida en 6 camellones de 14 m de largo distanciados a 0,8 m entre ellos. Se instald
un sistema de riego por goteo y los camellones fueron cubiertos con mulching plastico
negro para controlar la emergencia de malezas y conservar la humedad del suelo. En
octubre se trasplantaron 90 plantines de Ipomoea carnea subsp. fistulosa (Mart. ex
Choisy) D.F.Austin obtenidos a partir de semilla cosechada en la EEA San Pedro. El
disefio fue a tresbolillo, 15 plantas por camellon a 0,90 m entre las mismas. Una vez que
los tallos de los portainjertos alcanzaron 1 cm de diametro, se procedié a tomar guias de
ambas progenies segregantes (que se encontraban creciendo en espaldera a campo) e

injertarlas sobre los mismos para favorecer la floracion de todos los genotipos (Jones et

al., 1986) (Figura 2.3).

P30 E39 17| P28 | D30 DIs
P30 E37 El6 P2 D29 DM
P30 | E36 E14 | P28 | D28 | D13 |
P30 E3} EI3 P28 | D27 DI2 |
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P30 E30 EIl | P28 | D25 | DIO
P30 E28 EI0| P28 | D24/ D9 |
@ P30 [27 9 | P28 | D23| DS |
P30 F26 ER | P28 | D22| D7 |
P30 E24 E7| - |D21| D6 |
P30 E23 E6 | D35 D20 | DS
- B2 ES D3 DI9| D4 |
E47 E21| E4 |D33 | D18 | D3 |
E41 E20 E3 D32 DI7| D2 |
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Figura 2.3 Disposicion de genotipos parentales y progenies injertados en invernaculo.

Se realizaron autopolinizaciones (ver detalle mas abajo) para determinar su estatus
de autoincompatibilidad y se llevo adelante un esquema de cruzamientos contra sus

progenitores para evaluar la incompatibilidad cruzada (Figura 2.4). Siempre que se
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presente un cruzamiento dirigido, en la denominacion del cruzamiento, el primer genotipo

corresponde al que actué como femenino y el segundo al que actu6 como masculino.

X . — C(28x30)

c

Figura 2.4 Esquema de autocruzamientos, cruzamientos y
retrocruzas realizados. a) Autocruzas y retrocruzas en
C(28x30). b) Autocruzas y retrocruzas en S1(30x30). c)
Autocruzas y cruzamientos dirigidos entre parentales.
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2.2.3.1 Tipos de cruzamientos evaluados
e Autopolinizaciones y cruzamientos dirigidos entre parentales P28 y P30
-P30 Q (autocompatible) x P30 & (autocompatible)
-P28 Q (autoincompatible) x P30 & (autocompatible)
-P30 Q (autocompatible) x P28 & (autoincompatible)
-P28 Q (autoincompatible) x P28 & (autoincompatible)

Se realizaron al menos 30 autopolinizaciones y cruzamientos dirigidos entre los
genotipos parentales para confirmar su estado de autoincompatibilidad y de
compatibilidad cruzada entre ellos.

e Autopolinizaciones en genotipos C(28x30) y S1(30x30)

Se realizaron al menos 30 autopolinizaciones sobre cada genotipo. La informacién
obtenida permitié definir qué genotipos debian ser emasculados al ser utilizados como
parental femenino en las retrocruzas.

e Retrocruzas C(28x30)

-P30 Q (autocompatible) x C(28x30) &
-C(28x30) @ x P30 (autocompatible) &
-P28 Q (autoincompatible) x C(28x30) &
-C(28x30) @ x P28 (autoincompatible) &

Se realizaron al menos 10 retrocruzas por tipo de cruzamiento. El polen de cada
individuo C(28x30) se llevd hacia cada uno de sus progenitores y de ambos progenitores
hacia cada individuo C(28x30). Se procedié a emascular las flores utilizadas en los
cruzamientos que tuvieron a P30 (autocompatible) como parental femenino, y a las flores
de los genotipos C(28x30) que fueron caracterizados como autocompatibles, cuando

fueron utilizadas como parental femenino en las retrocruzas tanto contra P28 como P30.
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e Retrocruzas S1(30x30)
-P30 Q (autocompatible) x S1(30x30) &
-S1(30x30) @ x P30 (autocompatible) &

Se realizaron al menos 10 retrocruzas por tipo de cruzamiento. Consistio en llevar
polen de cada individuo S1 a su progenitor (P30) y de este ultimo hacia cada individuo
S1. Se procedid a emascular las flores utilizadas en los cruzamientos que tuvieron al P30
(autocompatible) como parental femenino, y a las flores de los genotipos S1(30x30) que
fueron caracterizadas como autocompatibles, cuando fueron utilizadas como parental
femenino en las retrocruzas contra el genotipo P30.

El procedimiento consistid en la proteccion de las flores con bolsas de papel entre
las 13:00 y 15:00 hs del dia antes de antesis. Los genotipos identificados como
autocompatibles debieron también ser emasculados antes de ser cubiertos por las bolsas.
Este procedimiento consistid en hacer una incision en la corola ain cerrada y la
extirpacion de las anteras con la ayuda de pinzas de acero inoxidable. Los cruzamientos
se llevaron a cabo el dia de antesis entre las 8:00 y las 10:00 hs, momento en que la
superficie del estigmay el estilo estan receptivos (Charles et al., 1973; Wang, 1963). Las
bolsas fueron cuidadosamente descubiertas y con pinzas de acero inoxidable se extirparon
anteras de los distintos genotipos y se frotaron contra su propio estigma o el que
correspondiera segun el cruzamiento que se estuviera realizando. Entre cada cruzamiento
0 autopolinizacion las pinzas fueron esterilizadas sumergiéndolas en alcohol (98%) y
flameadas para evitar contaminacion. Se identificaron los distintos cruzamientos
debidamente con etiquetas y cintas de distintos colores segun correspondiera (Figura 2.5).
Las capsulas desarrolladas y maduras se cosecharon a los 30 dias de haberse realizado el

cruzamiento (Charles et al., 1973).
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Figura 2.5 a. Flor de batata dia previo a antesis. b. Inflorescencia de batata. c. Capsulas
autopolinizadas en proceso de formacion. d. Cépsulas en estado de madurez. e. Semillas
de batata.

2.2.4 Andlisis estadistico

La variable estudiada fue la Presencia o Ausencia de Capsulas (n° de cruzamientos
positivos/n® de polinizaciones realizadas) y el Numero de semillas por fruto (n°
semillas/fruto) Es importante explicitar que fue considerado autocompatible o compatible
cualquier cruzamiento que haya generado por lo menos un fruto y a partir del cual se
confecciond un indice al que se denomind % de Autocompatibilidad (o de
compatibilidad). EI mismo es una relacion de los cruzamientos positivos con los
cruzamientos totales. Se estimd el % de Autocompatibilidad en el genotipo parental P30

y en los genotipos autocompatibles de las progenies C(28x30) y S1(30x30). También se
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estimé el % de Compatibilidad (reciprocamente) entre ambos genotipos parentales y entre
los mismos y los genotipos de las dos progenies generadas.

Se realizaron test de chi? para corroborar la existencia de diferencias significativas
(p<0,05) entre el numero total de genotipos autocompatibles encontrados entre ambas
progenies. También se evalud la compatibilidad entre los distintos tipos de cruzamiento
dirigido reciproco: Se evalud la existencia de diferencias entre los cruzamientos
reciprocos entre ambos parentales, entre los cruzamientos reciprocos de la progenie
C(28x30) con ambos parentales, y entre los cruzamientos reciprocos de la progenie

S1(30x30) con su parental. Se utilizo el software RStudio®.
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Evaluacion de genotipos parentales

El parental P30 se autopolinizdé manualmente 78 veces dando un total de 46
cruzamientos positivos (59%), mientras que el parental P28 se autopolinizé 44 veces
dando O (cero) cruzamientos positivos. Confirmando que P28 es un genotipo
autoincompatible, mientras que P30 es autocompatible.

El cruzamiento dirigido reciproco entre los genotipos parentales presentd
diferencias significativas (x>=10,85; gl=1; p=0,001). Cuando P28 fue usado como
femenino y P30 como masculino se obtuvo un total de 9 frutos al cruzarse 43 veces
(20,9%), mientras que en el cruzamiento reciproco, de 35 cruzamientos, se obtuvieron 21
frutos (60%). Murata y Matsuda (2003) encontraron marcadas diferencias en el porcentaje
de formacioén de capsulas entre los cruzamientos reciprocos de dos genotipos (Kyushu
No. 58 y F683-4(B)). Dichas diferencias se encontraban relacionadas con el nimero
promedio de tubos polinicos encontrados atravesando el estilo, diferencias que los autores
asociaron directamente a la anatomia del gineceo del parental que actu6 como femenino.

Mediante el autocruzamiento del P30 se obtuvo la progenie S1(30x30). Debido a
fallas en el proceso de germinacion y en estado de plantula se alcanz6 una progenie de 33
genotipos (45% de éxito de semilla a planta adulta: 54% de poder germinativo y 83% de
sobrevivencia de plantula a planta adulta). Martin (1967) describié como causas de
esterilidad en batata la baja germinacion de semillas y la obtencion de plantulas pequefias
y débiles. En sus observaciones sélo un 50% de las semillas evaluadas consiguieron
germinar (siendo las mismas las de mayor peso) y un 10% de las plantulas evaluadas
morian antes de ser llevadas a campo. Estas caracteristicas podrian estar acentuadas en la
progenie endocriada. En este sentido Hull-Sanders et al. (2005) trabajando en Ipomoea

hederacea (Jacq.) encontré una disminucion en el namero de semillas germinadas y un
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aumento del tiempo de germinacion de semillas resultantes de autopolinizaciones en
comparacion con las obtenidas por polinizaciones cruzadas.

A partir del cruzamiento dirigido entre P28 () y P30 (&) se obtuvo la progenie
C(28x30). La misma contd con 35 genotipos. EI 100% de las semillas obtenidas mediante
este cruzamiento no presentaron problemas en la germinacion, y las plantulas originadas

alcanzaron el estado adulto sin ocasionar pérdidas en este periodo.

2.3.2 Evaluacion de genotipos Cy S1

Para la evaluacion del caracter AC en los individuos de ambas progenies, se
realizaron un minimo de 30 autopolinizaciones por cada individuo C y S1 (2050
autocruzamientos totales) y se registré la presencia o ausencia de capsulas, como
indicador de AC. En la progenie C(28x30) se encontraron 6 genotipos AC y en la progenie
S1(30x30) 4 genotipos AC (Tabla 2.2). Los genotipos AC se elevaron a 7 en la progenie
C(28x30) y a 6 en la S1(30x30) luego de detectar crecimiento de tubos polinicos en los
gineceos de genotipos caracterizados inicialmente como Al por la ausencia de capsulas
(D34, E13 y E22) (ver capitulo 4). La prueba de chi? no detecté diferencias significativas
para el nimero de genotipos AC presentes entre ambas progenies (x?=0,06; gl=1;

p=0,809).
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Tabla 2.2 Autocompatibilidad (%) detectada en ambas progenies a campo

Progenie Genotipo N° autocruzas AC (%)
- P30 78 59,00
C(28x30) D3 34 20,60
C(28x30) D6 34 14,70
C(28x30) D27 34 20,60
C(28x30) D28 34 5,90
C(28x30) D30 34 11,80
C(28x30) D31 36 13,90
S1(30x30) ES 36 2,80
S1(30x30) Ell 35 2,90
S1(30x30) E28 41 4,90
S1(30x30) E39 19 5,30

El conteo de formacion de céapsulas como medida de compatibilidad podria
Ilevarnos a una subestimacidon del caracter, debido a la superposicion de este mecanismo
con problemas de fertilidad, dado que ambos impactan en el proceso de formacion de
semillas. Este ultimo dato advierte sobre la necesidad de incorporar otro tipo de
evaluaciones complementarias para determinar la presencia o ausencia del caracter AC
(ver capitulo 4) y diferenciar los diferentes procesos que afectan la reproduccién sexual.
La falta de frutos cuajados en estos individuos definidos inicialmente como Al, no estaria
explicada por el sistema de autoincompatibilidad (visto la germinacion del tubo polinico),
sino por algun proceso posterior a la germinacion de los granos de polen en el estigma.
En este sentido, Martin y Cabanillas (1966), observan en tres tipos de cruzamientos
compatibles, un gran numero de granos de polen germinados en la superficie del estigma,
pero solo una fraccion de ellos pasa del estigma al estilo y lo atraviesan (nimero promedio

de tubos polinicos: 19,6 en el estigma, 6,1 en el estilo superior, 5,7 en el estilo medio y 5
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en el estilo inferior). Detectan también un amplio rango en el cuajado del fruto que va
desde el 42,3% en algunos cruzamientos al 6,4% en otros. En dos tipos de cruzamiento,
el nimero de tubos polinicos que penetraron en el estilo inferior fue aproximadamente 6
veces el numero medio de semillas por polinizacion, indicando algun problema posterior
a la germinacion del polen y la llegada a la parte inferior del estilo.

En genotipos considerados AC, todos los autocruzamientos deberian tener la
capacidad de formar frutos con semillas. Para un genotipo dado, todos los estigmas de
dichas plantas llevaran la misma informacion genética, y debido a que el fenotipo del
grano de polen depende del fenotipo del esporofito que lo produjo, todos los granos de
polen expresaran en su cubierta la misma informacion. Aun asi, en cruzamientos
considerados autocompatibles o compatibles no se observé un 100% de cruzamientos
positivos. Al comparar % de Autocompatibilidad entre progenies se encontraron
diferencias significativas (x?=6,105; gl=1; p=0,013). En los individuos autocompatibles
de la progenie C(28x30) se observaron valores entre 20,6 y 5,9% mientras que en los de
la progenie S1(30x30) se observaron valores entre 5,3 y 2,8%. Ambas progenies muestran
una disminucion respecto al parental autocompatible P30 (59%) (Tabla 2.2). Esta
dificultad para formar frutos, y las diferencias en el nimero de frutos formados entre
genotipos esta asociada entre otras cosas a que luego de ocurrida la polinizacién operan
una serie de procesos ajenos al sistema de incompatibilidad, como la baja viabilidad del
polen, irregularidades en el nimero de 6vulos, fallas en el crecimiento del tubo polinico
y dificultad del mismo para atravesar el estilo o fallas en el desarrollo del embrién
(Martin, 1967; Martin y Cabanillas, 1966; Martin y Ortiz, 1966; Kokobu et al., 1982;
Mont et al., 1993).

La marcada reduccion en el % de AC en los individuos de la progenie S1(30x30)

podria en parte estar explicada por un efecto de depresion endogamica observada como
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una disminucién en el fitness general y en especial de aquellos caracteres asociados a la
reproduccion (plantas menos vigorosas, menor cantidad de flores y mas pequefias, menor
numero y viabilidad de polen, baja viabilidad de semillas y muerte al estado de plantula).
Busch (2005) estudiando poblaciones autocompatibles y autoincompatibles de
Leavenworthia alabamica (Rollins) (Brassicaceae) encontré diferencias respecto a
biomasa y a 10 caracteres reproductivos. En el mismo sentido, Stephenson et al. (2001)
observaron en dos especies de cucurbitaceas una disminucion en la performance de los
microgametofitos a medida que aumenta el nivel de endocria. La reduccién, en individuos
endocriados, en la capacidad para aprovisionar recursos al desarrollo de los érganos
reproductivos es considerada por los autores como una de las causas de esta disminucion.
Cravero et al. (2002) definen a la depresién por endocria como la reduccion del valor
fenotipico medio mostrado por los diferentes caracteres conectados con la capacidad
reproductiva o la eficiencia fisioldgica del cultivo, que se produce como consecuencia
directa del proceso de obtencion de lineas e independientemente del sistema de
apareamiento utilizado. Los autores proponen que en la mayoria de las especies alogamas,
esta depresidén comienza en la primera generacién de autofecundacién pudiendo afectar
severamente el proceso de endogamia pero no necesariamente inhibirlo. Hull-Sanders et
al. (2005) generaron dos progenies a partir de semillas obtenidas de una poblacion de
Ipomoea hederécea (especie autocompatible, con un sistema de apareamiento mixto).
Encontraron que, creciendo en condiciones de invernaculo, la progenie generada a partir
de autocruzas presentaba menor crecimiento vegetativo y menor nimero de estructuras
reproductivas respecto a la progenie generada mediante polinizacion cruzada. Los autores
no encontraron depresion por endocria en las mismas variables, al repetir los tratamientos

partiendo de semillas obtenidas de otra poblacion de la misma especie, resultados
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similares a los obtenidos por Mason et al. (2015) en Ipomoea purpurea (L.) Roth (especie
autdégama con un sistema de apareamiento mixto).

Respecto a la depresion endogamica, Alcantar Vazquez (2015) y Busch (2005)
afirman que es causada tanto por la fijacion de alelos deletéreos, como por la pérdida de
variacion alélica en loci con superioridad heterocigotica. Harder et al. (2011) sugieren
que la depresién por endogamia es particularmente relevante en poblaciones de
individuos hermafroditas que son capaces de autocruzarse, y que a pesar de que la misma
podria producirse a lo largo de todo el ciclo de la vida, pareciera que actua con especial
intensidad poco después de la fecundacion ya que los alelos letales recesivos se expresan
en los cigotos y/o embriones recién formados. Alcantar Vazquez (2015) sugiere que los
individuos poliploides presentarian cierta ventaja sobre los diploides debido a su
habilidad para enmascarar mutaciones deletéreas. Si bien una mutacion deletérea tiene
mas posibilidades de ser enmascarada en individuos que presentan mayoria de alelos no
mutados, también esta situacion permitiria que la mutacién enmascarada se establezca y

alcance una frecuencia mas alta.

2.3.3 Evaluacion de genotipos C y S1 contra sus progenitores
Con el fin de evaluar las relaciones de dominancia entre los haplotipos del locus S
de los genotipos de ambas progenies y sus parentales, se realizaron un total de 2044

retrocruzas reciprocas.

2.3.3.1 Cruzamiento progenie S1(30x30) x P30

Considerando que existe una alta probabilidad de que los genotipos utilizados como
parentales sean hibridos heterocigotas, se espera que en la progenie S1(30x30) aumente
la homocigosis del locus S y por lo tanto observar un menor nimero de combinaciones

compatibles entre el parental P30 y la progenie S1(30x30). Analizando las retrocruzas
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entre P30 y la progenie S1(30x30) se encontraron diferencias significativas entre ambos
tipos de cruzamiento (x?=5,52; gl=1; p=0.019). Se observé un menor nimero de genotipos
compatibles para el cruzamiento P30Q x S1(30x30)d (de 33 genotipos, solo 3 fueron
cruzamientos positivos) respecto al cruzamiento reciproco S1(30x30)Q x P30J (de 33

genotipos, 12 generaron combinaciones positivas) (figura 2.5).

9%
(% de (3/33 genotipos
autocompatibilidad de compatibles)
P30) - E
0 x )
9% 6 genotipos
tocompatibles
P30 S1(30x30) ——» 3utecomp
( ) 28-53%
(% de autocompatibilidad
4 Q de genotipos S1)
36%
(12/33 genotipos
compatibles)

Figura 2.5 Porcentaje de autocompatibilidad en el genotipo parental P30 y en los
individuos autocompatibles S1(30x30) y porcentaje de genotipos S1 compatibles con el
parental P30.

Esta amplia diferencia entre cruzamientos reciprocos (figura 2.6) deja en evidencia
las distintas relaciones de dominancia en el estigma y en la cubierta de los granos de polen
de los diferentes haplotipos del locus S. S6lo un genotipo (E28) resulto ser compatible
contra su progenitor en ambas combinaciones evaluadas. La progenie S1(30x30),
presentd 19 genotipos que resultaron incompatibles en cruzamientos reciprocos contra su
progenitor P30. Una situacion particular corresponde al genotipo E13 que fue el Unico
genotipo caracterizado como autocompatible (ver capitulo 4), que no dié fruto cuando se
cruzd reciprocamente contra su progenitor, afectado posiblemente por otros procesos que

impiden la formacion de semillas.
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Compatibilidad en funcién del tipo de cruzamiento
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Figura 2.6 Porcentaje de autocompatibilidad y de compatibilidad cruzada de los
genotipos S1(30x30) contra su progenitor (reciprocamente).

2.3.3.2 Cruzamiento progenie C(28x30) x P30/P28

En el analisis de las retrocruzas reciprocas entre los genotipos de la progenie C(28x30)
contra sus parentales no se encontraron diferencias significativas (C(28x30)xP28:
x?=0,06; gl=1; p=0,801, y C(28x30)xP30: x?=0,23; gl=1; p=0,631). Sin embargo se
observO un menor numero de combinaciones positivas en los cruzamientos que

involucran a P28 (P282 x CJ4'= 13 positivos de 35 y CQ x P28J= 11 positivos de 35),
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respecto a las retrocruzas contra el P30 (P30Q x CJd= 21 positivos de 35y CQ x P303=
18 positivos de 35). Solo el genotipo autocompatible D30 resulté ser compatible contra
sus progenitores en todas las combinaciones evaluadas. La progenie C(28x30) cuenta con
7 genotipos compatibles reciprocamente cuando se retrocruza con P28 y 11 genotipos

compatibles reciprocamente cuando se retrocruza con P30 (Figura 2.7).

Compatibilidad en funcién del tipo de cruzamiento

-

Autccompatibilidad 2P23 x SC

Cx £P23 P30 x AC QG x SP30

% Comp
70

b

&0

30
0
30
0
0
0
0
0
0
30
0
0
40
10
0
0

Figura 2.7 Porcentaje de autocompatibilidad y de compatibilidad cruzada de los
genotipos C(28x30) contra sus progenitores (reciprocamente).
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Respecto a los genotipos que resultaron incompatibles contra sus progenitores
(reciprocamente), se detectaron 18 genotipos que resultaron incompatibles contra el
progenitor P28 y 7 genotipos que resultaron incompatibles contra el progenitor P30. De
dichos genotipos que no generaron cruzamientos reciprocos positivos contra alguno de
sus progenitores, solo 4 no pudieron hacerlo contra ninguno de los dos parentales
(incompatibilidad total).

Los cruzamientos unilaterales detectados podrian explicarse por las diferentes
relaciones de dominancia de los haplotipos S y a la vez podria existir una influencia de
las distintas caracteristicas morfoldgicas de los gineceos y de los procesos posteriores a
la germinacion del grano de polen (Martin y Ortiz, 1966). A modo de resumen se presenta
la tabla 2.3. La misma muestra los cruzamientos que fueron positivos y negativos
considerando los genotipos parentales y las progenies segregantes.

Tabla 2.3 Resumen de tipos de cruzamiento. Los signos + representan la presencia de al

menos una combinacion positiva. Los valores presentados entre paréntesis corresponden
a genotipos compatibles respecto a genotipos totales de la progenie en cuestion.

P30 P28 C(28x30) $1(30x30)
P30 + + + (21/35) + (3/33)
P28 + - + (13/35)
C(28x30) + (18/35) + (11/35)
S$1(30x30) +(12/33)

2.3.4 Aproximaciones a la interpretacién de un modelo que explique la segregacién
del locus S

Debido a las caracteristicas de la especie (autoincompatibilidad y, por lo tanto, baja
probabilidad de genotipos homocigotas), la poblacion segregante para evaluar un caracter
de interés se obtiene a partir de parentales probablemente altamente heterocigotas. Es una
poblacion de segregacion denominada “pseudo-test cross” (Gratapaglia y Sederoff,

1994). La denominacién se refiere a que en el tipo de cruzamiento se desconoce a priori
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la configuracion de los alelos en el locus de interés, pero la misma puede ser reconstruida
a partir del analisis de segregacion del caracter evaluado.

La evaluacion de la segregacion del caracter en una progenie F1 permite
normalmente deducir la dosis en la que el alelo dominante o aquel relacionado con la
expresion del caracter, esta presente. En una especie hexaploide cada locus puede tener
hasta un maximo de 6 alelos diferentes. Puede haber locus con dosis simples (Aaaaaa),
dobles (AAaaaa), triples (AAAaaa), y asi hasta dosis sextuples (AAAAAA), vy la
configuracién con alelos recesivos (aaaaaa). Si pensamos en un cruzamiento segregante
la situacion mas simple es aquella en donde uno de los parentales es completamente
recesivo (aaaaaa) y el otro presenta dosis simple (Aaaaaa), generando, si no existen
distorsiones, una segregacion 1:1 en la progenie F1. En este caso, considerando la teoria
de un genoma autohexaploide (siendo un parental totalmente recesivo), podemos esperar
las siguientes segregaciones de acuerdo a la dosis alélica presente (detalle tabla 2.4,
Kriegner et al., 2003). En configuraciones alélicas cuadruples o mayores, no se observa
segregacion en la poblacion. Este tipo de analisis puede aplicarse en el cruzamiento P28
x P30, que resulta contrastante para el caracter evaluado.

Tabla 2.4 Segregacion esperada de acuerdo con la dosis alélica presente al

considerar la teoria de un genoma autohexaploide (contemplando un parental
totalmente recesivo) (Kriegner et al., 2003).

Hypothesis I
Marker dosage
Autohexaploid (hexasomic)
Simplex Aaaaaa 1:1
Duplex AAaaaa 4:1

Triplex AAAaaa 19:1

Quadruplex AAAAaa 1:0
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También es posible evaluar configuraciones genéticas mas complejas cuando
ambos parentales comparten el caracter (alelo), pudiéndose observar diferentes tasas de
segregacion en funcién de la dosis alélica o dosaje parental (denominados alelos
biparentales). Los alelos pueden estar presentes en iguales o diferentes dosis alélicas. La
situacion mas sencilla, es aquella en donde ambos parentales presentan dosis simples
(Aaaaaa x Aaaaaa) en el locus a evaluar, y generan una F1 con segregacion 3:1
(1AAaaaa:2Aaaaaa:laaaaaa). Si bien existe un gran nimero de combinaciones posibles,
donde cada genotipo aumenta la dosis alélica (por ejemplo: Aaaaaa x AAaaaaa 6 AAaaaa
x AAAaaa), en el caso de este analisis se realizd un autocruzamiento, por lo que las
opciones esperadas se reducen a aquellas donde ambos genotipos tienen el mismo dosaje
alélico (una dosis, dos dosis, etc.). Los casos de cuadruple dosis 0 mas no se consideran,
ya que no se observard segregacion del caracter en la poblacion (todas las gametas
contienen alelos dominantes, por lo que toda la progenie debera presentar el caracter
evaluado). En la tabla 2.5, se muestran las segregaciones esperadas para una situacion
similar a la del cruzamiento P30 x P30, suponiendo formacién de hexavalentes durante la

meiosis, sin apareamiento preferencial de cromosomas homdlogos.

Tabla 2.5 Segregacion esperada en el autocruzamiento de un individuo
autohexaploide con formacién de hexavalentes (Arizio, 2011).

Denominacion Dosis Alélicas Frecuencias esperadas
Simple-simple {Aaaaaa X Aaazaa) 31
Doble-doble (AAz3zaax AAaaaa) 14:1
Triple-triple (AAAzaax AAA3aqF) 791

La situacion mencionada considera un locus simple, dos alelos diferentes con
distintas dosis y una relacion de dominancia lineal (un alelo dominante y los demaés

recesivos e iguales). Considerando los resultados obtenidos al retrocruzar reciprocamente
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los genotipos de ambas progenies, se corroboraron distintas relaciones de dominancia
para el caracter AC.

Intentar analizar la segregacion del locus S con un modelo sencillo como el
mencionado anteriormente, no resulta apropiado, considerando que el locus S esta
compuesto por varios genes con distinta relacion de dominancia segun su sitio de
expresion (determinante femenina y masculina). Ademas, la caracteristica AC en especies
con SIE suele ser recesiva y, al ser una especie aldgama y hexaploide, los haplotipos S
son muy numerosos. Visto la complejidad del caracter evaluado, y considerando que no
se cuenta con un modelo para realizar un analisis de segregacion esperada mediante un
test de bondad de ajuste, la evaluacion de la segregacion del caracter autocompatibilidad
en las progenies estudiadas se expresaron como una relacion (Kakeda et al., 2000) (tabla
2.6). La progenie C(28x30) presenta una proporcion observada del caracter AC cercana

al 4:1, indicando un comportamiento recesivo del mismo.

Tabla 2.6 Segregacion observada del caracter AC en las progenies C(28x30) y
S1(30x30). Si = haplotipo autoincompatible y Sc= haplotipo autocompatible.

Parental Parental

- J Progenie segregante Si : Sc [Fenotipo]
¥ o)
P28 P30 C(28x30) 28 [Si] : 7 [Sc]
P30 P30 S1(30x30) 27 [Si] : 6 [Sc]

También, se puede observar que en la progenie generada a partir del
autocruzamiento del parental P30, el caracter evaluado solo esta presente en 6 de los 33
individuos, acercandose a una proporcion 4:1, comportandose también como recesivo.
Las segregaciones observadas deberian poder ser interpretadas a partir de un modelo que
explique el funcionamiento del Sl en la especie. En la bibliografia consultada se plantean
dos mecanismos que podrian explicar la ruptura del SI; uno basado en relaciones de
dominancia y otro asociado a la pérdida de funcionalidad debido a mutaciones en el

haplotipo S.
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2.3.4.1 Modelo de relaciones de dominancia diferencial entre haplotipos S

Un mecanismo que podria explicar lo observado, es la existencia de distintas
relaciones de dominancia en la expresion de los determinantes femeninos y masculinos.
Schierup et al. (1997) propone tres modelos simplificados de autoincompatibilidad
esporofitica con diferentes relaciones de dominancia en el locus S para especies vegetales
diploides. Si bien su desarrollo se basé en un numero limitado de investigaciones
experimentales, proporciona ejemplos tanto de dominancia como de codominancia de los
alelos del sistema de incompatibilidad y de diferencias en las relaciones de dominancia
en la expresion en el estigma y en las anteras. ElI primer modelo (SSI-cod) supone
relaciones de codominancia tanto en el estigma como en el polen, por lo cual se expresan
ambos alelos del esporofito paterno. EI segundo modelo (SSI-dom) supone jerarquias de
dominancia tanto en el estigma como en el grano de polen, y el cruzamiento solo es
compatible si no se comparten alelos. Y por ultimo, un modelo con codominancia en el
estigma y distintas jerarquias de dominancia en el polen (SSI-domcod), donde un
cruzamiento es compatible si el fenotipo del polen es diferente al de los dos alelos en el
estigma. En los modelos con dominancia (SSI-dom y SSI-domcod), los alelos existentes
en la poblacion se ordenan a lo largo de una jerarquia de dominancia lineal para la
determinacion del fenotipo del polen. Cuando surge un nuevo alelo por mutacion, se ubica
al azar dentro de la jerarquia de dominancia, y modifica el nivel de dominancia relativo
de los alelos existentes. Siguiendo con el autor, menciona que la accion alélica
codominante parece ser mas comun en el estigma, mientras que las relaciones de
dominancia son mas comunes en el polen. En el mismo sentido, Schoen y Busch (2009)
expresan que la dominancia suele ser en general consistente entre el polen y el pistilo,
aungue la codominancia ocurre con més frecuencia en el pistilo que en el polen. Los tres

modelos podrian estar funcionando paralelamente en Ipomoea.
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Basado en Schierup et al. (1997), se propone interpretar los resultados a partir de
un modelo simplificado para Ipomoea batatas, asumiendo relaciones de dominancia
lineal entre dos haplotipos S (Sc y Si) con diferente dosaje y con relaciones de dominancia
diferencial en los determinantes masculinos y femeninos.

El modelo més simple para la constitucion genetica del locus S del parental P30 que
se plantea, considera un locus S compuesto por una unica dosis del haplotipo Sc (que
proporciona la capacidad de auto cruzarse) con distintas relaciones de dominancia sobre
otro haplotipo Si presente en cinco dosis (ScSiSiSiSiSi) y sin considerar codominancia.

La expresion fenotipica dependera de las relaciones de dominancia entre los haplotipos

del locus S (figura 2.8).

S¢=58; en polen Sc=8; en polen Sc=8; en polen Se=8; en polen
Sc ST St Sr
‘ S:E' ‘ Se ‘ S \ ‘ S \
LYo FRINTRIAY: S05555555:51 ATAINTRINIRY ATAINTRINIRY)

S$c=5; en estigma Sc=8; en estigma Sc<8; en estigma Sc=S; en estigma
A B C D

Figura 2.8 Expresion del sistema de incompatibilidad contemplando distintas
relaciones de dominancia en los determinantes femenino y masculino del locus S.

casos B y C (cuando el haplotipo Sc presenta dominancia para la determinante masculina
y recesividad para la femenina, y viceversa). La progenie generada estaria constituida por
tres genotipos: ScScSiSiSiSi, ScSiSiSiSiSi, SiSiSiSiSiSi. En el ultimo caso, ninguna

alternativa generaria un autocruzamiento positivo, mientras que ScScSiSiSiSi y
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¢Que se podria observar si se complejiza el modelo, partiendo de un genotipo
parental autocompatible, completamente heterocigota, con seis haplotipos diferentes para
el locus S? Si se considera un genotipo con esas caracteristicas (S1S2S3S4S5Se), Se generan
15 gametas diferentes, que por autocruzamiento producen 225 genotipos en la progenie,
con nuevas combinaciones de haplotipos S que presentaran diferentes relaciones de
dominancia/recesividad en la nueva serie alélica conformada, lo que explica la diversidad
de situaciones que se observan en los analisis realizados (genotipos autocompatibles,
autoincompatibles, genotipos que se cruzan con los parentales de manera reciproca, en
un Unico sentido o no se cruzan). En la figura 2.9 se observan todas las posibles
combinaciones de gametas y de la progenie que se genera. El ejercicio de definir posibles

fenotipos para el caracter evaluado dependera del modelo elegido.

Figura 2.9 Progenie generada a partir del cruzamiento de un genotipo hexaploide bajo la
suposicion de formacién de hexavalentes sin apareamientos preferenciales, con 6
haplotipos diferentes en el locus S. Cada barra representa un haplotipo S. Se muestran las
gametas posibles, todas se generan con igual probabilidad.
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2.3.4.2 Modelo de ruptura del haplotipo S, un alelo S mutante con capacidad de
anular el sistema de incompatibilidad

Otro modelo que podria explicar la pérdida del SIE en Ipomoea batatas contempla
una mutacién dentro del haplotipo S (haplotipo S dominante) que genera la pérdida de
funcionalidad del gen que codifica para la determinante masculina o femenina, o0 ambos
determinantes. Esta situacion fue descripta en Ipomoea trifida (Kakeda et al., 2000;
Kakeda et al., 2010) y en el género Brassica (Okamoto et al., 2007). Varios autores han
intentado determinar si las mutaciones que causan la pérdida de la Al se producen en los
determinantes masculinos, en los determinantes femeninos o en las vias de sefializacion
descendentes (Kakeda et al., 2000; Tsuchimatsu et al., 2012; Muhammad et al., 2022).

Kowyama et al. (2000) y Kakeda et al. (2000) realizaron analisis genéticos de una
variante autocompatible detectada en una poblacion natural de I. trifida. Los autores
demostraron que la capacidad de autocruzarse se debe a una mutacion en el locus Sy que
el alelo S mutado (Sc) se destaca por su interaccion con otros alelos S funcionales (Sc
dominante respecto a S3 y recesivo respecto a S1 y S22). Esta relacion de dominancia
resulta llamativa, ya que los alelos Sc mutantes son normalmente recesivos frente a los
alelos S funcionales en los SIE. Kakeda et al. (2000) proponen que en el haplotipo S
dominante presente en el genotipo autocompatible (MX1) se podrian estar presentando
tres escenarios: la mutacidon solo en el gen femenino, la mutacidon sélo en el gen masculino
o0 la mutacién en ambos genes. El surgimiento de una mutacién en algin gen del locus S,
rompe la relacién existente, generando en un mismo esporofito un alelo nuevo, diferente
al existente en los demas genes del locus S, evitando el reconocimiento entre las proteinas
presentes en el estigma y en la cubierta del polen, permitiendo la posibilidad de la AC.
Las mutaciones espontaneas que conducen a la AC fueron reportadas también en el

género Brassica. Nasrallah et al. (1994) caracterizaron un genotipo mutante AC de
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Brassica oleracea (L.), que tiene una mutacion de la determinante femenina, perdiendo
el estigma la capacidad para distinguir el polen propio. También observaron que la ruptura
del reconocimiento del Sl se produjo sélo en el determinante masculino, mientras que el
Sl en la determinante femenina seguia siendo funcional. La progenie derivada de la
autofecundacion de un genotipo autocompatible (B0479-5) mostré una relacion de
segregacion 3:1 (Al:AC), indicando la herencia recesiva del rasgo AC, situacion similar
a la observada en nuestras progenies.

Se esquematiza el locus S de la propuesta de un haplotipo Sc con relaciones de
dominancia diferencial entre sus determinantes (figura 2.10) y la propuesta del locus S
que presenta una mutacién en alguno de los determinantes de un haplotipo S dominante

(figura 2.11).

5:55,>5,55;>5,>5; §5,>5,55.>5,>5.>8

Detarminante Determinante
masculino femenino

Figura 2.10 Esquema simplificado del Locus S para una especie
hexaploide. Propuesta que explica la falla del sistema de incompatibilidad
mediante relaciones de dominancia diferenciales dentro del locus S (un
haplotipo funcional Sc dominante para una determinante y recesivo para la
otra).
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Figura 2.11 Esquema simplificado del Locus S para una especie
hexaploide. Propuesta que explica la ruptura del sistema de
autoincompatibilidad a partir de una mutacién en uno de los determinantes
dentro de un haplotipo S dominante.
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Capitulo 3 - Evaluacion de la fertilidad
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o1

3.1 Introduccion

En Ipomoea batatas, junto al sistema de autoincompatibilidad, un conjunto de
complejas barreras de esterilidad impide la formacién de semillas luego de la
autopolinizacion y de polinizaciones cruzadas. La evaluacion de la incompatibilidad
puede ser subestimada cuando es analizada Unicamente mediante la fructificacion. Frente
a una fertilizacion y embriogénesis normal en una flor de batata deberian esperarse cuatro
semillas (Mont et al., 1993). Sin embargo, aun en cruzamientos compatibles, la tasa de
formacion de frutos por polinizacion es generalmente baja, y la formacion de las cuatro
semillas por fruto ocurre muy pocas veces (Kokubu et al., 1982). La ausencia de frutos
podria ser resultado de la ocurrencia de otros mecanismos relacionados a la fisiologia de
la reproduccién, que afectan la fertilidad. Es importante distinguir entonces entre el
concepto de compatibilidad/ incompatibilidad del de esterilidad, dado que afectan las
variables analizadas.

Greulach (1941) considera que una planta es estéril cuando no puede producir
descendencia viable. Sleper y Poehlman (2006) definen la esterilidad como todos los
casos de infertilidad resultantes de irregularidades en el sistema de reproduccién sexual.
Especificamente, la esterilidad masculina se define como la incapacidad de producir o
liberar granos de polen funcionales y sus manifestaciones son muy diversas (ausencia
completa de los 6rganos masculinos, desarrollo anormal de los tejidos esporogénicos,
aborto de los granos de polen en cualquiera de las etapas de desarrollo, ausencia de
dehiscencia en los estambres o incapacidad del polen maduro para germinar en un estigma
compatible (Budar y Pelletier, 2001)). El concepto esterilidad también involucra la falla
en el desarrollo del tubo polinico presentando dificultad para penetrar en el estigma, o un
crecimiento muy lento de modo que las gametas masculinas no alcanzan el 6vulo para

que la fertilizacion pueda llevarse a cabo.
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Por otro lado, la esterilidad femenina se define como la incapacidad de producir
sacos embrionarios con odsferas capaces de desarrollar un embrion (Frost y Soost, 1968).
Esta puede resultar del aborto de las partes femeninas o el desarrollo defectuoso del saco
embrionario como asi también que los mismos alcancen el estado de madurez con
posterioridad a la llegada del tubo polinico (Jackson, 1997). Aunqgue la fertilizacion
ocurra, el embrién o el endosperma podrian no desarrollarse normalmente para producir
una semilla viable.

En I. batatas, su naturaleza hexaploide y su constitucion gendmica influyen en el
comportamiento de los cromosomas durante la division meiotica generando por un lado
gametas no reducidas y otras con menos cromosomas de los esperados. Las gametas
desbalanceadas, la existencia de dvulos estériles y de desequilibrios embrionarios podrian
explicar la baja produccion de semillas en batata (Martin, 1967; Mont et al., 1993) asi
como la imposibilidad de germinar de semillas pequefias o débiles (Martin y Cabanillas,
1966). Otros factores sefialados como responsables de limitar la potencialidad
reproductiva son las irregularidades en el ndmero de o6vulos, las enfermedades,
anormalidades cromosomicas y la accion de genes de esterilidad (Kokubu et al., 1982).

La esterilidad se encuentra presente en distinta magnitud en todos los cruzamientos
(Martin y Ortiz, 1966). La misma se puede deber a la baja viabilidad del polen, fallas en
la germinacion y procesos posteriores a la misma (Kokubu et al., 1982), que no tienen
relacion con el sistema de incompatibilidad (Martin, 1967). Entre los impedimentos que
pueden ocurrir luego de la germinacion del polen, puede darse la reduccion en el nimero
de tubos polinicos entre el estigma y los 6vulos (Martin, 1967) producto de dificultades
en el recorrido que debe hacer el tubo polinico a lo largo del gineceo (Martin y Ortiz,

1966).
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Para diferenciar el solapamiento de procesos que afectan la formacion de semillas
y que son ajenos al sistema de incompatibilidad, resulta necesario cuantificar variables
relacionadas con la fertilidad, como son la viabilidad del polen y el nUmero de évulos.

Lincoln (1982) define a la viabilidad del polen como la capacidad de vivir, crecer,
germinar o desarrollarse. Sin embargo, el polen viable podria no germinar (tanto in vitro
0 in vivo) si las condiciones no son las adecuadas. El término viabilidad ha sido usado por
otros autores también para describir granos de polen capaces de germinar en el estigma,
de germinar in vitro, granos que son capaces de captar ciertos colorantes, o de producir
semilla luego de la fertilizacion (Dafni y Firmage, 2000). Murata y Matsuda (2003),
Reynoso et al. (1999a) y Susanto et al. (2013) utilizan la técnica de tincién del grano de
polen con colorantes para la evaluacion de viabilidad en batata que permite construir un
indice de Fertilidad. Las principales ventajas que presenta el método son su rapidez y
sencillez, asi como la correlacién observada con la germinacion in vitro y el cuajado del
fruto (Dafni y Firmage, 2000). Estas virtudes lo convierten en el método seleccionado
para utilizar en este trabajo, aunque los autores identifican como una desventaja, la
sobreestimacion de la viabilidad.

Para evaluar la fertilidad femenina, se determiné como variable el Ndmero de
Ovulos por ovario. Reynoso et al. (1999a) lo propone como una de las metodologias
empleadas en el Centro Internacional de la Papa (CIP) para evaluar la fertilidad femenina
en batata. Es relevante poder distinguir si la baja formacion de semillas se encuentra
relacionada con un menor nimero de 6vulos por ovario.

En este capitulo se propuso llevar a cabo diferentes experimentos con el objetivo de
caracterizar la fertilidad femenina y masculina de las progenies generadas y en los
genotipos parentales (objetivo especifico 5) abordando la segunda hipdtesis (Existen

procesos que generan esterilidad e interfieren con la evaluacion de la incompatibilidad).
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Indice de Fertilidad Masculina - Viabilidad de granos de polen

Los experimentos para estimar el Indice de Fertilidad Masculina mediante la
viabilidad de granos de polen se llevaron a cabo durante el mes de marzo y abril de los
afios 2019 (afio 1) y 2020 (afio 2), en ambas progenies y en los parentales. Las plantas
crecieron en invernaculo en la EEA San Pedro, Provincia de Buenos Aires. Cada afio se
evaluaron 4 flores en 70 genotipos (P28, P30, 35 individuos de la progenie C(28x30) y
33 individuos de la progenie S1(30x30)). El experimento se proyectd en dos afios para
que sea factible realizar la evaluacion en los dos meses propuestos, pudiendo de esa
manera incrementar el nimero de flores evaluadas por genotipo. El dia previo a la antesis
se sujetaron con hilo las corolas de flores seleccionadas al azar en distintas partes de la
planta, protegiéndolas de insectos polinizadores. El dia de antesis, entre las 8:00 y las
10:00 hs las flores fueron cosechadas y llevadas a laboratorio donde se extrajeron los
estambres, y se desmenuzaron las anteras de cada flor en una gota de solucién de aceto
carmin glicerol 2% (solucion compuesta por 100 ml de acido acético, 2 g de carmin y 60
ml de glicerina) sobre un portaobjetos. Luego de cubrirse con un cubreobjetos se
almacenaron por 24 hs a temperatura ambiente. En el dia posterior se realizo el conteo
utilizando un microscopio Optico con aumento de 40x sobre cuatro campos fijados en
cada portaobjetos. Se contabilizo el polen tefiido (viable) y no tefiido (no viable). La
informacion obtenida fue utilizada para la construccion del indice de Fertilidad Masculina
(%), el cual es una relacion entre el polen viable sobre polen total por 100 (Reynoso et

al., 1999a).
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3.2.2 Fertilidad Femenina - Namero de ovulos

El parametro de Fertilidad Femenina (%) se estimo contabilizando el numero de
ovulos contenido en los ovarios. La actividad se llevo a cabo durante el mes de marzo y
abril de los afios 2019, 2020 y 2021 en los parentales y ambas progenies (70 genotipos
totales), creciendo en invernaculo en la EEA San Pedro, Provincia de Buenos Aires. El
dia de antesis se cosecharon al azar 10 flores por genotipo. En el laboratorio se
removieron los sépalos y corola, y el ovario fue cortado transversalmente. Luego de forzar
a los 6vulos a salir de su estructura, se contaron en lupa estereoscopica con un aumento
de 1 a 5 X. Se observd detalladamente la estructura de estos y la presencia de
anormalidades. La Fertilidad Femenina (%) se estimo multiplicando por 100 la relacién
entre el nimero promedio de évulos por ovario dividido por 4 (Burham, 1967), citado por

Reynoso et al. (1999a).

3.2.3 Numero de Semillas por Fruto
Se cosecharon las capsulas maduras obtenidas a partir de las autopolinizaciones
sobre los genotipos parentales y los de ambas progenies, como asi también los resultantes

de los retrocruzas reciprocas (capitulo 2). Se contabiliz6 el Numero de Semillas por Fruto.

3.2.4 Andlisis estadistico

Para evaluar la variable Fertilidad Masculina entre los genotipos parentales se
realiz6 una prueba de T para dos muestras independientes. Para analizar el
comportamiento de esta variable en las progenies, se aplic6 un modelo lineal mixto. El
factor cruzamiento se considerd con efectos fijos, mientras que los genotipos que
componen la progenie se consideraron como un factor anidado al factor fijo, con efectos
aleatorios. Es decir, los genotipos que conforman cada una de las progenies se

consideraron como un nivel posible del factor cruzamiento, o sea, una muestra aleatoria
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de observaciones; cada genotipo no es repetible, es propio de cada progenie y no es
posible evaluarlo en la otra. Analizar la variabilidad del factor con efectos aleatorios
permite hacer inferencias sobre los cruzamientos que estamos estudiando. Para el afio 1
se plante6 un modelo mixto con efectos fijos y aleatorios. En el afio 2, ademas, se incluyo
una funcién para varianzas heterogéneas. El nivel para comprobar la significancia de las
pruebas planteadas fue p=0,05.

Para corroborar la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la Fertilidad
Femenina de las progenies, se aplicé un modelo lineal generalizado mixto (distribucion
Conway—Maxwell-Poisson). Se tomd el mismo criterio de anidamiento planteado para la
evaluacion de la fertilidad masculina. La variable utilizada para el analisis fue el nimero
de 6vulos contabilizados por ovario.

Para analizar el nimero de semillas por fruto en todos los cruzamientos dirigidos y
autocruzamientos, se determind analizar los datos con metodologia no paramétrica. La
prueba elegida fue Kruskal Wallis (p=0,05). También se llevaron a cabo pruebas chi? para
evaluar la existencia de diferencias significativas (p<0,05) de esta variable entre los
cruzamientos dirigidos reciprocos y entre las autopolinizaciones.

Para los andlisis estadisticos de fertilidad y pruebas chi? se utilizo el software
RStudio® y para realizar las pruebas de Kruskal Wallis, el software Infostat® (Di Renzo

et al. 2008).
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3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Fertilidad Masculina

La técnica de acetocarmin glicerol resultd adecuada para la evaluacion de la

viabilidad del polen y permitié el desarrollo del indice de fertilidad. Las dos progenies y

sus parentales pudieron ser evaluados exitosamente (figura 3.1).

d : Soopm : _AO04m
Figura 3.1 Medicion de la viabilidad del polen con aceto carmin glicerol. a) Grano de
polen no viable. b) Grano de polen viable. c) Tejido de antera con granos de polen. d-e)
Granos de polen en el microscopio optico.

Se observo6 una gran dispersion de datos entre las flores de cada genotipo, y entre
los genotipos de cada progenie (figuras 3.6 y 3.7).

Mediante las mediciones individuales, se calcularon las medias del indice de
Fertilidad en los 35 genotipos de la progenie C(28x30), los 33 genotipos de la progenie

S1(30x30) y en ambos parentales. Los datos corresponden a 4 flores evaluadas por

genotipo por afio (afio 1y afio 2).
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En el afio 1 la media del indice de Fertilidad de P30 fue 77,94%, el valor maximo
fue 85,6% Yy el minimo 64,9%. P28 presentd una media de 56,76%, el valor maximo fue
72,13% y el minimo 44,52%. Se encontraron diferencias significativas (t=2,85; gl=1;
p=0,03) entre las medias de los parentales. En el afio 2 la media de fertilidad de P30 fue
86,54%, el valor maximo fue 90,32% y el minimo 81,69%. P28 present6 una media de
64,83%, el valor maximo fue 77,37% y el minimo 39,90%. No se encontraron diferencias
significativas (t=2,5; gl=1; p=0,08) entre las medias de los parentales. Observando los
datos descriptivos se observd que en los dos afios, P28 presenta datos mas dispersos

respecto a P30 (figura 3.2).
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Figura 3.2 Fertilidad masculina media (%) medida en ambos genotipos parentales
(afo 1).

En el afio 1 la media del indice de Fertilidad de la progenie S1(30x30) fue 25%, el

valor maximo fue 79,74% y el minimo 0%. La progenie C(28x30) presenté una media
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de 60,14%, el valor maximo fue 90,57% y el minimo 2,78%. Se encontraron diferencias
significativas entre ambas progenies (F=48,11; gl= 66; p=2,069¢). En el afio 2 la media
del indice de Fertilidad de la progenie S1(30x30) fue 44,65%, el valor maximo fue 87,9%
y el minimo 0%. La progenie C(28x30) presenté una media de 68,29%, el valor maximo
fue 93,67% y el minimo 11,92%. Se encontraron diferencias significativas entre las

medias de ambas progenies (F=19,92; gl=59; p= <0,0001) (figura 3.3).

Afio 1 Afo 2

75- 75-
k=
3

% 50 7 50 i
e
o
3

= 25- 25-

: ‘

L

0- [ 0-

C(28x30) S1(30x30) C(28x30) S1(30x30)
Progenie

Figura 3.3 Fertilidad masculina (%) medida en ambas progenies segregantes.

La dispersion de los datos fue elevada en ambas progenies (error estandar entre 1,66
y 2,37) (Figura 3.4 y 3.5).

Analizando la componente aleatoria se observa que una importante parte de la
variabilidad encontrada corresponde a la variabilidad dentro de los genotipos. En la tabla
3.1 se presenta la variabilidad observada entre y dentro de los genotipos por afio obtenida
a partir del célculo del coeficiente de correlacion intraclase (variabilidad de

genotipos/variabilidad de genotipos + variabilidad residual).
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Tabla 3.1
Ao 1 Aifio 2
Variacion entre  Variacion dentro  Variacion entre  Variacion dentro
genotipos genotipos genotipos genotipos
76% 24% 33% 17%

Analizando los efectos fijos, se revela que en el afio 1 la fertilidad en la progenie
S1(30x30) es un 35,1% menor respecto a la poblacién C(28x30). En el afio 2 la fertilidad
en la progenie S1(30x30) es un 24,36% menor respecto a la progenie C(28x30).

La disminucidn de la diferencia de medias en el segundo afio parece estar asociada
a la pérdida de 5 genotipos (E8, E18, E26, E39, E41) durante el periodo invernal, que en
la evaluacion del afio 1, presentaron valores bajos para la variable en estudio.

Es de destacar la importante disminucion del indice de Fertilidad entre P30 y la S1
obtenida de su autocruzamiento. Mientras que el genotipo parental P30 present6 un valor
medio de 77,94 y 86,54%, la S1 present6 una media de 25 y 44,65% (en ambos casos se

reportan los valores del afio 1y 2, respectivamente).
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Los resultados obtenidos del indice de Fertilidad en los parentales y en la progenie
C(28x30) coinciden con los observados en los diferentes trabajos. En la publicacion més
reciente de Susanto et al. (2013) estudiaron la viabilidad del polen en dos variedades de
batata (Papua solosa y MSU 03028-10) y obtuvieron valores entre 70,25% y 91,52%.
Jones (1965) determind que el polen fértil estuvo entre el 80% y el 95% con un valor
minimo del 64%. Van Marrewiik (1973) encontr6 valores de 58% a 81% entre 35
genotipos.

Por otro lado, no se observo en la bibliografia indices de fertilidad de polen tan
bajos como los observados en la progenie autocruzada S1(30x30). ¢Qué factores pueden
estar influyendo en la pérdida de viabilidad del polen en este cruzamiento? Dafni y
Firmage (2000) enuncian diversos factores externos e internos que podrian afectar la
viabilidad del polen y su longevidad. Los autores distinguen como factores internos,
aquellos relacionados con el metabolismo del polen o la variabilidad genética
interespecifica, y dentro de los factores externos, aquellos relacionados con aspectos
morfoldgicos del polen y la flor, forma de exposicion, la proteccion de las anteras hasta
aspectos ambientales como puede ser la temperatura, humedad, etc. Considerando que
estos factores externos son iguales para todos los genotipos evaluados, pues los mismos
crecieron en el mismo invernaculo, con el mismo manejo sanitario, nutricional y de riego,
y que las flores fueron tomadas siempre en distintos sectores de las plantas evaluadas
(altura, posicion respecto a los puntos cardinales), para interpretar la amplia diferencia
encontrada entre ambas progenies tendremos en cuenta el concepto de depresion
endogamica desarrollado en el capitulo 2.

Generalmente la depresion de los distintos caracteres es mas marcada cuando los
individuos se someten a la autocruza por primera vez, ya que quedan expuestos alelos

recesivos deletéreos que disminuyen el comportamiento (Harder et al., 2011). Esta
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hipdtesis ha sido probada mediante la autofertilizacion forzada de familias que
naturalmente presentan cruzamiento abierto y en autocruzamientos de especies
autoincompatibles, y se corresponde a lo observado en los genotipos de la progenie
S1(30x30). Esta dltima, ademas de presentar menor viabilidad del polen, presentd
depresion de otros caracteres como menor tamafio de planta, menor tamafio de flor, menor
viabilidad de semillas, mayor muerte al estado de plantula, floracion mas tardia, plantas
sin desarrollo de raices de reserva (menor performance en general). En brasicaceas, con
SIE, se observa también una disminucion en la viabilidad del polen, y de otros caracteres
cuando se fuerzan a un ciclo de endocria. Busch (2005), observo la existencia de
depresion endogadmica en Leavenworthia alabamica, midiendo viabilidad de polen en
poblaciones autoincompatibles forzadas a autocruzarse comparado con poblaciones
autocompatibles.

La mayoria de las investigaciones se centran en el estudio de la depresion
endogamica basandose en caracteres relacionados al esporofito (tasa de crecimiento,
produccién de frutos y semillas, etc.) sin tener en cuenta el efecto que la misma podria
tener sobre los microgametofitos.

Algunos estudios han demostrado que el rendimiento del polen (velocidad de
germinacion y tasa de crecimiento del tubo polinico) esta influenciado por su genotipo y
por la capacidad del esporofito para aprovisionar nutrientes al desarrollo de su propio
polen (Vogler et al., 1999; Stephenson et al., 2001). Austerlitz et al. (2012) observo
depresion por endocria en varios rasgos del polen, como la produccién de polen, la
viabilidad y el nimero o crecimiento del tubo polinico en Silene latifolia (Poir.)
(Caryophyllacea).

Stephenson et al. (2001) estudiando algunas especies de cucurbitaceas encontraron

que la mayoria de los caracteres reproductivos disminuye a medida que aumentaba el
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nivel de endocria. Los autores evaluaron diferentes caracteristicas comparando la
performance entre una poblacion autocruzada y una poblacién cruzada, considerando
diferentes grados de endogamia (de 0 a 0,75). En relacion a la performance del polen,
encontraron que el tubo polinico de progenies generadas por polinizacion cruzada crecia
mucho maés rapido en ensayos in vitro que el de aquellas progenies obtenidas por
autocruzamiento. Adicionalmente, el polen de las plantas autocruzadas, fertilizaba cerca
de un 49% de semillas, mientras que el polen de poblaciones generadas por polinizacién
cruzada, superaba el 60%. Esta diferencia observada entre poblaciones podria deberse a
la habilidad de la planta parental en proveer las fuentes necesarias para el desarrollo del
grano de polen, aunque no detallan cual seria el mecanismo genético subyacente.

La existencia de depresion endogamica y la reduccion del fitness en individuos o
poblaciones de especies autocruzadas, es ampliamente conocida, pero al igual que lo que
ocurre en poblaciones naturales, la depresion endogamica es dificil de cuantificar en
nuestras progenies debido a la dificultad de establecer pedigrees y de conocer el genotipo

de los parentales.

3.3.2 Fertilidad femenina
La metodologia empleada para la evaluacion de la Fertilidad femenina en término
de nimero de 6vulos presentes en funcion de los esperados resulté adecuada (Figura 3.6).

Ambas progenies y sus parentales pudieron ser evaluados exitosamente.
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Figura 3.6 a) Flores de Ipomoea batatas. Vb-c) Extirpacién de gineceo. d-e) Zona inferior
del gineceo y 6vulos de batata.

En las 30 flores evaluadas de cada genotipo parental, el 100% de las flores presentd
el nimero esperado de Ovulos (4). Al evaluar 10 flores en cada genotipo de ambas
progenies se encontrd que 62 genotipos presentaron el nimero de 6vulos descripto para
la especie. Los 6 genotipos restantes, en algunas repeticiones, presentaron un ndmero
diferente al esperado (tabla 3.2).

Analizando la variable nimero de 6vulos por ovario entre ambas progenies no se

encontraron diferencias significativas (Chisq=0,46; gl=1; Pr(>Chi)=0,49).



Tabla 3.2 Fertilidad femenina en genotipos con nimero de évulos

distinto a 4.
Progenie Genotipe AI xOvulos & Ovulos feiﬁ:;h(i'n)
C(28x30) D33 Si 3,80 0,79 93
S1(30x30) E3 51 3,80 0,63 93
S1(30x30) E4 S1 430 0,67 107.5
S1(30x30) Eg Si 3,60 1,07 90
S1(30x30) E9 Si 410 0,32 1025
S1(30x30) E47 51 440 0,70 110
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Se llevo a cabo una apreciacion visual de la morfologia de los 6vulos en todas las

repeticiones. Los mismos presentaron siempre las caracteristicas tipicas de la especie. En

aquellos ovarios donde el nimero era mayor a 4, algunos de ellos se presentaban con una

forma maés constrefiida o achatada, no pudiéndose afirmar si los mismos eran viables

(Figura 3.7).

Figura 3.7. Ovarios de batata con nimero de dvulos distinto de 4.
a) Genotipo E4. b) Genotipo EO9.
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Los datos obtenidos coinciden con las observaciones de Burham (1967). El autor
encontré en 5 de 30 genotipos, ovarios con un nimero menor de 6vulos respecto al
esperado (4). Wang (1968) encontré ovarios conteniendo 2 y 3 évulos en una de las dos
variedades analizadas. Sin embargo, no consideré que estas irregularidades fueran las
responsables de las diferencias en los numeros de semillas obtenidos entre ambos
genotipos.

En esta investigacion, de los 6 genotipos que presentaron esta anormalidad, 5
corresponden a la progenie endocriada S1(30x30) y 1 a la progenie C(28x30). La mitad
de dichos genotipos tienen un nimero de 6vulos mayor que el esperado y la otra mitad

un nimero menor, no observandose una tendencia clara hacia un exceso o falta de évulos

(figura 3.8).
S1(30x30) . . . : . o
C(28x30) . . .

Numero de 6vulos
Figura 3.8 Numero de 6vulos por ovario en flores de ambas progenies.
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3.3.3 Numero de semillas en autocruzamientos y cruzamientos dirigidos

Se llevo a cabo el conteo de semillas por fruto en cada tipo de cruzamiento
evaluado, considerando que esta variable esta también relacionada a problemas de
esterilidad y no vinculada directamente al SIE. Se estimd el minimo, maximo y promedio

de semillas por fruto (tabla 3.3).

Tabla 3.3
) . min. mAx. 2
Cruzamiento sem./fruto  sem./fruto X sem./fruto X
P28 ¢ x P30 J 1 2 1.22 x3=l 0,{)6;
P gi= L
P302 xP28 1 3 1,62 p=0.281
Autopolinizacion P30 1 3 1.37
Autopolinizacién 1 5 L1 x2=10,07;
C(28x30) ’ gl=2;
Autopolinizacion 1 1 1 p=0.97
S1(30x30)
P28% x C(28x30)d 1 4 1.27 .?c3=l {].{]1;
- gl= 1]
C(28x30)% x P28 1 4 1,42 p=0.93
P309 x C(28x30)d 1 3 1.29 1’1: [1}:
B gl= 1
C(28x30)% x P30 1 3 1,32 p=1
P302 x S1(30x30)J 1 1 1 x?zlo,?z :
gi= L
$12(30x30) x P30 1 3 1.23 p=0.88

No se encontraron diferencias significativas (p<0,05) al realizar las pruebas de chi?
comparando el nimero de semillas en frutos obtenidos en los cruzamientos dirigidos
reciprocos y en frutos provenientes de autopolizaciones (tabla 3.3). Tampoco se
observaron diferencias significativas al evaluar la variable mediante estadistica no
paramétrica contemplando todos los tipos de cruzamiento entre si (H=51,42; gl=90;
p=0,46), todos los tipos de cruzamiento dirigidos entre si (H=45,24; gl=79; p=0,49), y

todas las autopolinizaciones entre si (H=5,61; gl=10; p=0,41).
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Los 238 frutos obtenidos se distribuyeron de la siguiente manera: 2 frutos de 4
semillas, 7 frutos de 3 semillas, 43 frutos de 2 semillas y 186 frutos de 1 semilla, dando
un promedio total de 1,26 (Figura 3.9). Este valor coincide con la bibliografia consultada
de la especie (Martin y Cabanillas, 1966; Wang, 1968; Mont et al., 1993; Murata y

Matsuda 2003).

200
180
160
140
120
100
80
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40
20

N° de Frutos

1 2 3 4
N° de semillas/Fruto

Figura 3.9 Distribucion del namero de semillas/ fruto contabilizado en el
total de los frutos obtenidos en la totalidad de los cruzamientos.

Martin y Cabanillas (1966) observaron en tres tipos de cruzamientos mayor
frecuencia de frutos con una y dos semillas. En cruzamientos positivos, 3 0 4 dias luego
de la polinizacién, pudieron observar como 1 0 2 6vulos continuaban su crecimiento,
mientras los restantes comenzaban a secarse hasta quedar, al momento de madurez del
fruto, reducidos a pequefias escamas que obviamente no constituyen semillas viables.
Adjudicaron esta falla al complejo de esterilidad — incompatibilidad.

Wang (1968) observo en cruzamientos entre la variedad Goldrush y otros tres
genotipos, valores medios de semillas por fruto de entre 1,06 y 1,33.

Mont et al. (1993) analizando embriones de tres genotipos de batata en diferentes
estados de desarrollo, determinaron la existencia de barreras fisio-embriologicas que

limitan la obtencion de semillas viables: el aborto de frutos y el aborto temprano y/o tardio
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de embriones; sugiriendo el rescate de embriones como una técnica posible para evitar la
ocurrencia tardia de abortos.

Por otro lado, Murata y Matsuda (2003) corroboraron en sus trabajos que la
formacion de sacos embrionarios defectuosos es uno de los principales causantes de la
baja formacion de semillas en batata. En un experimento llevado a cabo en Torenia
fournieri (Linden) en el que fueron extirpadas las sinérgidas, los tubos polinicos no eran
atraidos por el saco embrionario, impidiendo la formacion de semillas. Incluso en
genotipos con elevada viabilidad y germinacion del polen, asegurando la llegada de
numerosos tubos polinicos hasta la zona del ovario, se observé una formacion de semillas
menor a la esperada. Analizando los sacos embrionarios no penetrados, corroboraron que
la mayoria de estos eran defectuosos.

A pesar de que la baja produccion de semilla botanica en batata es considerada un
cuello de botella para el mejoramiento genético, esta realidad no parece ser ajena al
comportamiento general de las especies del reino vegetal. Charlesworth (1989) en una
muestra de 196 especies vegetales norteamericanas creciendo en condiciones naturales,
establecio que la relacion semilla/évulo (6vulos que se convierten en semillas) fue en
promedio de 0,85 para especies anuales, siendo menor en especies perennes herbaceas
(0,57) y mas aun en perennes lefiosas (0,33). Entre las especies perennes, aquellas de
polinizacion cruzada presentan valores menores que aquellas caracterizadas como

autdgamas.



Capitulo 4 - Evaluacion del crecimiento del tubo

polinico

72
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4.1 Introduccion

Las estructuras reproductoras de las angiospermas son las flores. Cuando son
perfectas estdn constituidas por cuatro ciclos florales: sépalos, pétalos, estambres y
carpelos. Estos ultimos constituyen uno de los ciclos fértiles conformando en su conjunto
el gineceo. Cada gineceo comprende un estigma (superficie receptiva del grano de polen),
un estilo (seccién media que conecta el estigma con el ovario) y un ovario compuesto por
uno o mas o6vulos. Cada ovulo contiene el gametofito femenino, formado generalmente
por siete células. Un grano de polen depositado en el estigma germina para producir un
tubo polinico que crece en sentido descendente a través del estilo hasta alcanzar al évulo
en el ovario, descargando dos gametas masculinas en el gametéfito femenino. Tras una
doble fecundacidn, el dvulo se convierte en una semilla (Nabors, 2006; Curtis et al, 2007).

En Ipomoea batatas el estigma esta formado por dos cuerpos o l6bulos esféricos
adyacentes de un milimetro de diametro, montados sobre un estilo delgado (0,4 a 1,2 mm
de diametro y 10 a 25 mm de largo) (Figura 4.1). Del centro de cada I6bulo surgen de 50
a 75 ramificaciones cubiertas por células que exudan una sustancia viscosa. El cuerpo
principal del estigma esta compuesto por células grandes, aproximadamente esféricas,
dispuestas en columnas que irradian desde la union del estigma con el estilo hacia las
ramas, parecen ser continuas con las filas del cuerpo del estigma, y éstas a su vez son
continuas con las filas de las células del nucleo central del estilo. El estilo es de tipo
solido, presenta un tejido transmisor central que se distingue claramente del parénquima
periférico porque sus células poseen menor tamafio y citoplasma més denso. Cada évulo
estd unido a la placenta por una corta tira funicular, que también delimita el micropilo

(Martin y Ortiz, 1967).
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Filamento

Figura 4.1 a) Gineceo tipico de Ipomoea (Moura y Morim ,2015). b) Flor de
Ipomoea batatas.

Los granos de polen se adhieren a la superficie del estigma de manera mecénica
entre las ramas del mismo y por la tension superficial del exudado viscoso (Figura 4.2).
Aproximadamente 1 hora después de la polinizacion, solo los granos de polen de
cruzamientos compatibles germinan sobre el estigma. Los tubos polinicos atraviesan la
cuticula y crecen intercelularmente, aplastando las células hacia los lados a su paso.
Luego alcanzan el tejido transmisor del estilo. EI paso de mas de 5 tubos a través de este
tejido resulta en una degradacion celular, posiblemente por la ruptura enzimatica de las
paredes celulares y también por la presion lateral de los tubos. Los tubos polinicos no son
necesariamente circulares en seccion transversal. Evidentemente, los primeros tubos que
pasan por el estilo son aplastados o distorsionados por el paso de los tubos posteriores.

Después de 4 horas desde la polinizacion, se pueden encontrar tubos polinicos ingresando



75

por la micropila del 6vulo y alcanzando el gametofito femenino (Martin, 1967; Martin y
Ortiz, 1966, Kokubu et al., 1982, Murata y Matsuna, 2003).

Martin y Ortiz (1966) definen tres zonas criticas en el recorrido del tubo polinico
hacia el 6vulo. La primera es la superficie del estigma, donde muchos granos de polen
fracasan en atravesarlo. La segunda es la unién del estigma con el estilo donde los
conductos se reducen repentina y drasticamente. Y el tercer obstaculo es la union del
estilo con el ovario donde los senderos por los que tiene que atravesar el tubo polinico se

hacen irregulares y menos definidos.

Figura 4.2 Anatomia del gineceo y grano de polen de batata a) Estigma. b) Estilo.
c-d) Papilas del estigma con granos de polen adheridos.

La evaluacion del crecimiento del tubo polinico se torna necesaria para comprender
de manera mas detallada el proceso de auto(in)compatibilidad esporofitica. Varios

autores evallan este caracter debido a que, en los estudios referidos al comportamiento
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reproductivo, podemos tener mezclados diversos procesos generando efectos finales
similares. Cuando se evallGa el caracter autocompatibilidad a partir de la variable
Produccion de frutos o semillas, se lo podria estar subestimando, al contabilizar como
incompatible, cruzamientos que no dan frutos o semillas por problemas de esterilidad,
condiciones sanitarias 0 medioambientales. La evaluacion del tubo polinico, permite
ademas, aproximarse al analisis del bajo nimero de semillas, situacion tipica que se da
en cruzamientos compatibles.

Los tubos polinicos de las angiospermas contienen en sus paredes celulares tres
polisacaridos: pectina, celulosa y calosa, siendo este ultimo el principal componente. Los
tubos polinicos en crecimiento forman periédicamente tapones de calosa que se cree,
bloquean las partes mas antiguas del tubo y mantienen el citoplasma vivo cerca de la
punta en crecimiento. Los tapones de calosa son comunes en los tubos polinicos de las
plantas con flor, aunque la morfologia y el patron de deposicion de los mismos varia entre
las especies (Qin et al., 2012). En el estudio del crecimiento del tubo polinico se emplean
técnicas que permiten tefiir de manera diferencial la calosa respecto de otros tejidos. Esta
probado que la calosa, tanto en tejido vivo como muerto puede ser tefiida selectivamente
por azul de anilina u otros colorantes que fluorescen en presencia de luz ultravioleta
(Martin, 1959).

En este capitulo, se propuso determinar los eventos post-polinizacion en
autocruzamientos y en cruzamientos entre genotipos a nivel de desarrollo del tubo
polinico (objetivo especifico 6) abordando la tercer hipotesis (La evaluacion del
crecimiento del tubo polinico permite diferenciar entre genotipos autocompatibles y

autoincompatibles).
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4.2 Materiales y métodos

Mediante la técnica de epifluorescencia puede observarse el crecimiento del tubo
polinico a través del gineceo, permitiendo visualizar la germinacién de granos de polen
sobre las papilas del estigma y el avance de los tubos hacia el ovario por una tincién
diferencial de la calosa. Se observo el crecimiento del tubo polinico a través del gineceo
en autocruzamientos y cruzamientos realizados sobre genotipos seleccionados.

Los cruzamientos se realizaron durante marzo y abril de 2021 en invernaculo
localizado en la EEA San Pedro, provincia de Buenos Aires. Se realizaron un minimo de
20 repeticiones por genotipo. La tarde anterior a la antesis, las flores fueron protegidas
con bolsas de papel quedando aisladas de insectos polinizadores. En la mafiana de la
antesis fueron efectuadas las autopolinizaciones entre las 8:00 y las 10:00 hs extrayendo
las anteras con pinzas esterilizadas y frotandolas contra el estigma de la misma flor. Luego
de realizados los cruzamientos, las flores fueron nuevamente protegidas con bolsas de
papel. Ocho horas después de realizadas las autopolinizaciones, los gineceos fueron
extirpados en su totalidad y fijados en FAA (formaldehido, alcohol, acético),
considerando que el maximo crecimiento del tubo polinico se alcanza entre las 6 y 8 horas
(Martin y Cabanillas, 1966; Kokubu et al, 1982). Se conservaron en FAA hasta el
momento de su procesamiento para la evaluacion en microscopio de epifluorescencia en
el Laboratorio de Anatomia Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Buenos Aires (FAUBA). Las muestras fueron procesadas utilizando el protocolo
desarrollado por Martin (1959) modificado para este trabajo debido a la fragilidad de los

gineceos (Figura 4.3).
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Figura 4.3 a) Gineceos en FAA. b) Gineceos en hidréxido de sodio. ¢) Gineceos en
proceso de blanqueamiento. d) Portaobjetos con gineceos en azul de anilina.

Técnica modificada del protocolo de tincidn: Los estigmas fijados en FAA, luego
de ser enjuagados con agua, deben pasar un periodo de entre 8 y 24 hs sumergidos en una
solucidn de hidréxido de sodio (NaOH). Se probaron dos concentraciones de NaOH (5%
y 10%) con dos condiciones de almacenamiento (en estufa a 42°C y a temperatura
ambiente) y dos alternativas luego de ser removido el NaOH: almacenamiento a 4°C por
6 dias antes de proceder con la clarificacion o clarificacion inmediata de los gineceos con
hipoclorito de sodio al 50% (NaClO). Posteriormente las muestras blanqueadas luego de
5 enjuagues fueron montadas sobre un portaobjetos y tefiidas con una solucioén 0,1% de
azul de anilina. EI NaOH ablanda los tejidos para permitir una adecuada penetracién del
colorante. La concentracion al 10% generé una mayor escisién de los estigmas al

momento del montaje. Sin embargo, la concentracion al 5% no abland6 lo suficiente el



79

tejido, de modo que luego fue imposible aclararlo con NaClO. El almacenamiento a 4°C
por 6 dias aumentd la firmeza de los gineceos al momento de la clarificacion y montaje
de los mismos sobre los portaobjetos. Se optd por procesar las muestras con NaOH al
10% en estufa a temperatura constante (42°C) por 24hs y luego almacenadas a 4°C por 6
dias, pues fue la combinacion que permitié realizar una mejor observacion de los
gineceos.

El comportamiento del polen se observé en un microscopio de fluorescencia (luz
ultravioleta, longitud de onda 356 um) con aumentos de 5 a 100 X (Martin y Ortiz, 1966;
Reynoso et al., 1999a). Para la evaluacion del crecimiento del tubo polinico se establecid
una escala desde 0 hasta 4 (5 niveles). Se asign6 p0 (cero) a aquellas situaciones donde
el crecimiento fue nulo (granos de polen sin germinar), p1 cuando el tubo polinico detuvo
su crecimiento inmediatamente luego de haber germinado, p2 cuando el mismo consiguio
atravesar por completo el estigma, p3 cuando pudo constatarse el crecimiento hasta la
mitad del estilo y p4 cuando el tubo polinico alcanzé el ovario. Se estimé la Tasa de
reduccion (reduccién en el namero de tubos que consiguen atravesar las zonas criticas)
como una proporcion de los tubos contados en una zona y la siguiente (Murata y Matsuda,

2003).

4.2.1 Genotipos evaluados
Se realizaron observaciones sobre las autopolinizaciones de 23 genotipos
seleccionados al azar y también sobre el cruzamiento dirigido entre los parentales P28%
x P304 (origen de la progenie C(28x30)). Dentro de las dos progenies se seleccionaron
genotipos caracterizados en invernaculo (por la presencia/ausencia de frutos) como AC y
Al:
e S1(30x30)  AC:ES5, E11, E28, E39

Al: E6, E9, E13, E20, E22
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e (C(28x30) AC: D3, D6, D27, D28, D30y D31
Al: D4, D8, D14, D17, D19, D34
e Parental AC: P30

e Parental Al: P28

4.2.2 Andlisis estadistico

Se evaluo la existencia de diferencias significativas (p<0,05) entre los genotipos
seleccionados, entre el nUmero granos de polen adheridos sobre el estigma y el nimero
de tubos polinicos creciendo en cada regién del gineceo. Se planteé un modelo lineal
generalizado con distribucion distribucion Conway—Maxwell-Poisson para corregir

sobre y subdispersion. Se utilizé el software RStudio® para realizar el anélisis.
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4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Evaluacion del tubo polinico en 5 posiciones del gineceo

La evaluaciéon permitié observar el numero total de granos de polen adheridos en el
estigma (sin germinar) para todos los genotipos evaluados y el crecimiento del tubo
polinico en diferentes posiciones dentro del gineceo de genotipos autocompatibles. Se
encontraron diferencias significativas (Chisq= 216,55; gl=22; Pr(>Chisq)= < 2.2e-16)
entre los genotipos respecto al numero de granos de polen adheridos al estigma. En la
figura 4.4 se observa el nimero medio de granos de polen sin germinar adheridos sobre

la superficie del estigma (p0).

=
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N° medio de granos de polen
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Figura 4.4 Numero medio de granos de polen sin germinar adheridos sobre la superficie
del estigma (p0).

En la figura 4.5 se observa el nimero medio de tubos polinicos creciendo a lo largo

de distintas secciones del gineceo evaluadas (p1, p2, p3y p4).
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La mayor disminucion del nimero de tubos polinicos se observa cuando los mismos
atraviesan la union entre el estigma y el estilo, coincidiendo con lo reportado en la
bibliografia (Martin y Cabanillas, 1966; Murata y Matsuda, 2003).

Al analizar las diferencias encontradas entre genotipos autocompatibles para cada
zona evaluada se observo mayor heterogeneidad entre los genotipos en las posiciones p0,
pl, p2 respecto a p3 y p4. Los genotipos que presentaron mayor numero de tubos
polinicos en cada posicién no fueron siempre los mismos, a excepcion de P30 que se
ubicé dentro del grupo con mayor media en cada una de las posiciones evaluadas. No se
observo una relacion directa entre el nimero de granos de polen en la superficie del
estigma y el de tubos polinicos que llegan al ovario.

Granos de polen sobre el estigma (p0): Se encontraron diferencias significativas
(Chisg= 83,882; gl=11; Pr(>Chisq)= 2,607e-13) entre los genotipos en el numero de
granos de polen sin germinar sobre el estigma. Los genotipos D34 y P30 presentaron las
mayores medias (5,68 y 5,95), y los genotipos D31, D3 y E20, las menores (1,63; 1,20 y

0,50) (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Numero medio de granos de polen sin germinar contabilizados sobre el
estigma de genotipos autocompatibles (p0).
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Tubos polinicos que inician y detienen su crecimiento sobre el estigma (pl): Se
encontraron diferencias significativas (Chisq=166,47; gl=11; Pr(>Chisq)= < 2,2e-16)
entre los genotipos en el nimero de tubos que crecen y detienen su crecimiento dentro
del estigma. Los genotipos P30 y E28 presentaron las mayores medias (6,79 y 4,50) y los

genotipos D3 y E20, D34, las menores (0,90; 0,15y 0,15) (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Namero medio de tubos polinicos contabilizados germinando y deteniendo
su crecimiento en la superficie del estigma de genotipos autocompatibles (p1).

Tubos polinicos que atraviesan todo el estigma (p2): Se encontraron diferencias
significativas (Chisq= 227,35; gl=11; Pr(>Chisg)= < 2,2e-16) entre los genotipos en el
namero de tubos que atraviesan completamente el estigma. Los genotipos P30, E28, E13
y D28 presentaron las mayores medias (13,58; 7,73; 6,55 y 5,71) y los genotipos E20 y

D34, las menores (0,10 y 0,05) (Figura 4.8).
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Figura 4.8 Numero medio de tubos polinicos contabilizados atravesando completamente
la superficie del estigma de genotipos autocompatibles (p2).

Tubos polinicos creciendo en el estilo (p3): Se encontraron diferencias significativas
(Chisg= 94,315; gl=11; Pr(>Chisq)= 2,368e-15) entre los genotipos en el nimero de
tubos creciendo en el estilo. Los genotipos P30 y D28 presentaron las mayores medias
(3,26 y 2,52) y los genotipos E11, D6 y E20 las menores (0,47; 0,42 y 0,05). El genotipo

D34 no presentd tubos en esta zona (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Numero medio de tubos polinicos contabilizados creciendo en la zona media
del estilo de genotipos autocompatibles (p3).

Tubos polinicos en la zona del ovario (p4): Se encontraron diferencias significativas
(Chisg= 75,278; gl=11; Pr(>Chisq)= 1,199e-11) entre los genotipos en el nimero de
tubos polinicos que alcanzaron la zona del ovario. Los genotipos D28, P30 y E13
presentaron las mayores medias (2,21; 1,71 y 0,80) y los genotipos D27 y E28, las
menores (0,15 y 0,05). Los genotipos E20 y D34 no presentaron tubos en esta zona

(Figura 4.10)
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Figura 4.10 Numero medio de tubos polinicos contabilizados creciendo en la zona del
ovario de genotipos autocompatibles (p4).

En los genotipos autocompatibles, la presencia de tubos polinicos disminuyo6 desde
el estigma hasta el ovario, donde un reducido numero de tubos lograron contabilizarse.
Se encontrd que entre el 27,6 y un 89,4% de los tubos presentes en el estigma no lograba
llegar al estilo y entre el 32 y 94,5% de los tubos creciendo en el estilo no llegaban a la
zona del ovario. La tasa de reduccion calculada para los genotipos de ambas progenies y

los cruzamientos entre parentales se presenta en la tabla 4.1.

Tabla 4.1
Tasa de reduccion (%) Tasa de reduccion (%)
p2 ap3 p3 ap4
C(28x30) 27,59 a73,91* 3197a76,67*
S1(30x30) 50 a 89,38* 52,94 a 94,46*
P30xP30 75,98 32,19
P28xP30 79,44 65,92

*Corresponden a valores minimos y maximos encontrados en genotipos de dichas progenies.
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Las tasas de reduccion encontradas se corresponden con las descriptas en la especie.
Martin (1967) observé una marcada disminucion entre el nimero de tubos polinicos en
el estigma respecto al estilo, un nimero de tubos polinicos estable a lo largo del estilo y
una diferencia importante entre los tubos polinicos encontrados en el estilo respecto al
ovario, sugiriendo esta disminucion, como una de las posibles causas del bajo potencial
reproductivo de la especie. Murata y Matsuda (2003) encontraron que en promedio el
50% de los tubos polinicos que crecian en el estigma no conseguia penetrar en la zona
superior del estilo, mientras que la disminucion de tubos que conseguian pasar del estilo
al ovario variaba considerablemente entre los genotipos cruzados (de un 10 a un 60%).
Dichos autores sin embargo sugieren que el numero de tubos polinicos encontrado en la
mayoria de los ovarios analizados deberia ser suficiente para generar el cuaje de los frutos,
proponiendo que otras causas como el elevado nimero de sacos embrionarios anormales
y el bajo nimero de tubos polinicos penetrando los mismos serian el motivo de la reducida
fertilidad en batata.

En la tabla 4.2 se observa el nimero de granos de polen sin germinar sobre el
estigma y el nimero de tubos polinicos encontrados creciendo en las distintas zonas del
gineceo. Los valores corresponden a un promedio de todas las repeticiones realizadas en
cada genotipo. Los desvios de las medias dan cuenta de la elevada variabilidad de los

datos.



89

€2°0-/4+S0°0 96°0-/+28°0 80°G-/+CTL L 1S°T-/+0SY C8°T-/+S¥'€E 44 87d (0€x0€)TS
000 000 000 000 0S T-/+ST°T 0T zed (0€x0€)1S
000 TT0-/+50°0 S¥°0-/+0T°0 6V 0-/+ST1°0 00°T-/+0S°0 0T 0zd (0€x0€)1S
LT T1-/+8°0 6T T-/+L°T #9°6-/+66°9 T0°€-/+0T°¢ ST°¢-/+08°¢ 0z €1d (0€x0¢€)1S
¥S0-/+12°0 0L 0-/+L¥'0 10°C-/+€9°1 69 T-/+VL'T 00°C-/+8ST 61 11g (0€x09€)1S
00°0 00°0 00°0 00°0 000 61 64 (0€x0€)TS
00°0 00°0 00°0 00°0 0S°T-/+50°T 0z 9d (0€x0€)TS
00°0 00°0 000 00°0 0L0-/+S€0 LT ¢d (0€x0€)T1S
00°0 00°0 €2°0-/+S0°0 LEO-/+ST0 08°%-/+56°S 0z vea (0€x87)D
L9°0-/+8€°0 YET-/+00'T T0°€-/+18°T 9T°0-/+0S°0 68°7-/+£9°T 91 1€ (0€x87)D
86°0-/+S€0 T€T-/+0S'T LT°T-/+00°€ YT 1-/+0€°T 0L T-/+59°C 02 0sa (0€x82)D
90°T-/+1L°T €S T-/4+TS°T €8°T/+1IL'S FET-/+8€T T1°C-/+6T°€ 1T 87d (0€x827)D
LEO-/+ST0 78°0-/+09°0 86 1-/+0€°T LS T-/+0V'T 9T ¥-/+SEV 0T LTd (0ex82)D
00°0 00°0 000 00°0 V7450 Y 0z 61d (0€x82)D
00°0 00°0 000 00°0 CEV/HSLE 0z L1d (0€x820)D
00°0 00°0 00°0 00°0 89 T-/+L¥'1 61 jate (0€x87)D
00°0 00°0 00°0 00°0 80°1-/+05°0 0z 8 (0€x827)D
S 0-/+12°0 69°0-/+Tt0 06°0-/+85°0 I1°T-/+¥8°0 66°T-/+S0°€ 61 o (0€x87)D
00°0 00°0 00°0 TT0-/+S0°0 61°T-/+SLT 0z 7a (0€x87)D
20 T-/+S¥°0 €S 1-/+08°0 YL €-/+09°T €8°T-/+06°0 6V'T-/+0T°1 0z €a (0€x87)D
L6°0-/+56°0 06 1-/+8L°C Py G-/+TS €T LO9-/+50°8 8€°9-/+68°8 61 0€d X 87d
TIT-/+1T°T §0°T-/+9T°¢ €T L-/+LS'ET 0S°€-/+6L9 1S°T-/+89°S 61 oed
000 000 000 9% 0-/+LT0 9T’ €-/+SSV 81 8zd
ewSnso (usuanjop JeuruLos
OLIBAQ o[nsH [P PeMIA . as A ueuruiias) uts usjod SojusturezZnr /
[° OPUESOAEDY eSS op soueln  sduoneziurjodojne odnousan arudsoag
P N

sodrurjod soqnj) 3ap SOIASIP A OIPIWOI]

(gd A ¢d ‘ed ‘1d ‘od) sepenjens sauold1sod 02uld Se| Us 091uUljod 0gN} |p OIUBIWIJABID A ‘Jeurwusb uls usjod ap souelb ap OJBWNN Z' elge.L



90

En la figura 4.11 se observa la disminucion encontrada de los tubos polinicos
atravesando el estigma (p2), creciendo en el estilo (p3) y llegando a la zona del ovario

(p4).

16,00

N medio de tubos polinicos
s B B 5
[=] [=] [=] [=]
(=] =] =] =]

6,00
4.00
2.00
0,00
Atravesando el estigma Mitad del estilo Zona del ovano
—P30 P12 x P30 D3 D& —D27 28
—D30 —_—T31 —F11 —FE13 —_—F20 —_—F1f

Figura 4.11 Crecimiento del tubo polinico desde la superficie del estigma hasta la

zona del ovario en genotipos caracterizados como autocompatibles.
4.3.2 Descripcion del crecimiento del tubo polinico

Las evaluaciones de crecimiento del tubo polinico fueron realizadas sobre tres tipos

de cruzamientos: cruzamiento dirigido P28xP30, autopolinizaciones de los genotipos
autocompatibles y autopolinizaciones de los genotipos autoincompatibles. En la
descripcidn de los resultados del cruzamiento dirigido P28xP30, se incluye ademas una
explicacién general del crecimiento del tubo polinico. Esta descripcion se corresponde a
lo observado en los autocruzamientos de genotipos autocompatibles.

Crecimiento del tubo polinico en cruzamiento dirigido P28 x P30

e Estigma: Se observaron granos de polen germinando sobre la superficie del

estigma. Se contabilizaron en promedio 13,52 tubos polinicos bien definidos, que
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se caracterizaron por tener una importante cantidad de calosa, completando toda
la extension de los mismos. Los tubos se orientan hacia el estilo buscando
penetrarlo.

e Estilo: Una vez atravesado el obstaculo que genera la conexion del estigma con el
estilo, los pocos tubos polinicos que consiguen avanzar en direccion hacia el
gametofito femenino, pueden ser observados como tapones de calosa que se van
depositando espaciados a lo largo de su recorrido. EI nimero promedio de tubos
que se pudo observar es considerablemente menor al presente en el estigma (2,78).

e Ovario: En pocas repeticiones se observaron tubos polinicos en la zona del ovario.
Se contabilizaron en promedio 0,95 tubos en la zona del ovario en un total de 19
cruzamientos. En esta regidn los tubos se caracterizaron por presentarse en forma
de ovillos y por tener una deposicion de calosa en casi toda su extension. En
escasas repeticiones se los observé ingresando por la micrépila. Tampoco se
registro la existencia de chalazogamia (tubo polinico penetrando por la chalaza y
no por la micropila).

Crecimiento del tubo polinico en genotipos autocompatibles

La presencia de tubos polinicos en los gineceos de genotipos autocompatibles
presentd diferencias entre los mismos. Los genotipos autocompatibles E5 y D6, fueron
los Unicos en los que fue dificil encontrar granos de polen germinados sobre los estigmas.
En los genotipos autocompatibles restantes, se encontraron granos de polen germinados

0 tubos polinicos en alguna posicion a lo largo del gineceo (Figura 4.12).
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Figura 4.12 a) Crecimiento de tubos polinicos sobre el estigma del genotipo D3.
b) Estilo y estigma del genotipo autocompatible P30. ¢) Tubos polinicos atravesando el
estilo del genotipo D31. d) Tubo polinico penetrando en el 6vulo del genotipo D28.

Crecimiento del tubo polinico en genotipos autoincompatibles

La ausencia de tubos polinicos dentro del gineceo fue corroborada en las distintas
repeticiones de cada genotipo caracterizado a campo como autoincompatible (Figura
4.13). Se presentaron como excepciones los genotipos E13 y E20 de la progenie
S1(30x30) y el genotipo D34 de la progenie C(28x30). En estos ultimos se encontrd, en
al menos una repeticion, granos de polen germinados y/o tubos polinicos creciendo a lo
largo del gineceo. Estas observaciones manifiestan la necesidad de evaluar el crecimiento

del tubo polinico para poder determinar el estatus de autoincompatibilidad, mas alla de
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las evaluaciones y autopolinizaciones que se puedan llevar a campo, dejando a la vez en
evidencia la posible falla en el proceso de fecundacion o en el desarrollo del embrion una

vez que el tubo alcanza el gametofito femenino.

Figura 4.13 a) Estigma del genotipo D8. b) Estilo y estigma del genotipo D19. c¢) Ovulos
del genotipo E22.

4.3.3 La microscopia de fluorescencia en la deteccion del SIE

El gineceo de Ipomoea batatas presenta sitios que ocasionan obstaculos para el
crecimiento del tubo polinico hacia el évulo. EI empleo de esta técnica permitié no solo
confirmar este fendmeno en todos los genotipos (excepto E5), sino también observar una
variacion en la deposicion de calosa, la cual se caracteriza por ser continua a lo largo de
todo el tubo polinico creciendo dentro del estigma, reduciéndose a sélo tapones
espaciados dentro del estilo y volviendo a ser continua en el ovario.

La heterogeneidad en la morfologia de los gineceos, respecto a tamafio y fragilidad
es una caracteristica a tener en cuenta para poder llevar adelante esta técnica, que no
presenta mas dificultad que el trato con delicadeza de las partes a ser observadas.

Esta metodologia también permitio observar que existio un genotipo que a pesar de

haber dado frutos luego de su autocruzamiento en inverndculo, no presentd tubos
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polinicos creciendo en su gineceo. Podria considerarse para este caso la ocurrencia de
apomixis, pero no se encontraron reportes de este fendmeno en Ipomoea batatas. A pesar
de no haberse encontrado una relacién directa en todos los genotipos entre la viabilidad
de granos de polen y el desarrollo de tubos polinicos (Figura 4.14), la baja viabilidad del

polen detectada en el genotipo E5 podria explicar el comportamiento observado.
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Figura 4.14 Relacion entre la viabilidad del polen y el polen desarrollado (total del
polen contabilizado que desarroll6 tubos polinicos) en genotipos autocompatibles.

A partir de este trabajo se puede considerar la técnica de evaluacion de crecimiento
del tubo polinico bajo el microscopio de fluorescencia, como una técnica
complementaria, necesaria y fundamental para determinar la presencia del caracter

autocompatibilidad en Ipomoea batatas.
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5.1 Discusién general

Como cierre de esta tesis, este capitulo aborda una discusion general, donde se
retoman resumidamente los resultados obtenidos y se contrastan con la bibliografia
existente, también se discute la metodologia utilizada asi como sus alcances y
limitaciones, verificando si las hipdtesis planteadas fueron corroboradas o rechazadas y
finalmente se presentan las proyecciones de este trabajo.

Si bien fueron reportados en la bibliografia genotipos AC de 1. batatas (Wang,
1963; Van Rheenen, 1964; Martin, 1965; Young-Sup et al., 2004; Arizio, 2011), no se
cuenta con registros de estudios genéticos donde se verifique la existencia de progenies
AC obtenidas mediante la autopolinizacion de un genotipo AC o del cruzamiento de un
AC con uno Al, ni la evaluacion de la segregacion del caracter. Mediante la estrategia
utilizada se consigui6 obtener progenies para evaluar el caracter de interés, encontrando
7 genotipos AC en la progenie C(28x30) y 6 genotipos AC en la progenie S1(30x30). Los
cruzamientos disefiados y la evaluacidn del caracter de interés, permitid corroborar la
primer hipotesis que se planted: la existencia de genotipos autocompatibles en las
progenies obtenidas debido a las relaciones de dominancia del locus S. Pudo observarse
ademas, una reduccién de la AC (%) en ambas progenies con respecto al valor medio
observado en el parental AC, siendo la misma mas marcada en la progenie S1(30x30). A
pesar de la esperada heterocigosidad que podria presentar el parental P30, en un solo ciclo
de endocria se aprecié una marcada reduccion de los caracteres reproductivos, lo que
puede estar asociado a un posible aumento de alelos recesivos letales y una disminucion
de loci en estado heterocigota (Alcantar Vazquez, 2015; Busch, 2005).

En ambas progenies se encontraron valores de Fertilidad masculina (%) similares a
los reportados por diversos autores en la especie (Jones, 1965; Van Marrewiik, 1973,;

Susanto et al., 2013). Sin embargo se detectaron genotipos que presentaron valores
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inferiores de Fertilidad masculina (%) respecto a los encontrados en la bibliografia y a
los valores medios observados en sus progenitores. Esta disminucion fue ain mayor en la
progenie S1(30x30), posiblemente relacionado con el fendmeno de depresion por
endocria. Los valores estimados de Fertilidad masculina (%) no pudieron asociarse a los
valores del caracter AC (%) medidos en las progenies. Se identificaron genotipos con
elevada Fertilidad masculina y bajo % de AC, baja Fertilidad masculina y elevado % de
AC no pudiéndose establecer una relacion directa entre el polen viable y el nimero de
frutos obtenido por autopolinizacion realizada.

La evaluacion del crecimiento del tubo polinico no sustenta lo propuesto en la
hipdtesis tres: La evaluacion del crecimiento del tubo polinico permite diferenciar entre
genotipos autocompatibles y autoincompatibles. Si bien la mayoria de los genotipos AC
presentaron tubos polinicos en las regiones evaluadas, fue escaso o nulo el nimero de
tubos polinicos encontrados en algunos genotipos AC. Sin embargo esta técnica detect6
presencia de tubos polinicos en genotipos que previamente habian sido caracterizados
como Al debido a la ausencia de capsulas en la evaluacién en invernaculo. No fue posible
establecer una relacion absoluta entre la presencia de tubos polinicos y el caracter AC.
Estos resultados sugieren la necesidad de implementar al menos dos técnicas para obtener
una caracterizacion mas aproximada de la presencia del caracter autocompatibilidad.

La reduccion en el nimero de tubos polinicos creciendo a lo largo del gineceo
coincidié con lo descrito por diversos autores (Martin y Cabanillas, 1966; Murata y
Matsuda, 2003) y se corresponde con lo esperado respecto a la anatomia del estilo (Martin
y Ortiz, 1967). El parental AC (P30) presentd los mayores valores medios para cada
posicion, y las tasas de reduccion en las progenies AC fueron marcadamente mayores
respecto a las experimentadas por dicho parental. EI nimero de tubos polinicos

encontrado en la zona del ovario es reducido, pero en muchos casos, mayor al nimero
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medio de semillas observado en autocruzamientos. De esta manera, como explican
Murata y Matsuda (2003) esta variable no consigue explicar el bajo nimero de semillas
por fruto observado en todos los genotipos, siendo siempre cercano al reportado por
distintos autores (Martin y Cabanillas, 1966; Wang, 1968; Mont et al., 1993; Murata y
Matsuda 2003).

Resultd relevante incorporar la evaluacion del crecimiento del tubo polinico para
determinar el caracter AC, a pesar de no existir una relacion estricta entre los caracteres,
pues permitid identificar 3 genotipos autocompatibles, que en invernaculo no habian
podido ser determinados como tales. También la técnica ajustada permitié esbozar una
descripcion completa del desarrollo del tubo a lo largo del gineceo y obtener imagenes de
calidad del mismo, ausentes en la bibliografia referida al tema en batata. Ademas, esta
técnica permitid considerar la existencia de otros procesos que generan una disminucién
de la fertilidad en batata e interfieren en la evaluacion del caracter AC. Considerando los
resultados obtenidos en el capitulo 3 y en el capitulo 4 se corrobora la segunda hipotesis
que propone la existencia de procesos que generan esterilidad e interfieren con la
evaluacion de la incompatibilidad.

La evaluacion de la variable Fertilidad femenina (%), coincidié con los datos
presentados por Burham (1967) y Wang (1968). No se observo relacion entre esta
variable, el bajo nimero de cruzamientos positivos y el reducido nimero de semillas por
fruto. De 70 genotipos evaluados, 64 contuvieron en su ovario el nimero esperado para
la especie, no encontrandose diferencias significativas (p>0,05) entre ambas progenies.
Los 6 genotipos que difirieron en el nimero de 6vulos por ovario, fueron caracterizados
como Al. No se descarta que esta variable pudiera estar afectada por eventos anteriores o
posteriores a la fertilizacion, como la formacion de gametofitos femeninos anormales

dentro del 6vulo o a la ocurrencia de eventos pre- 0 post- cigdticos que podrian interferir



99

en el proceso de fertilizacion y formacion de semillas (Mont et al., 1993; Murata y
Matsuda, 2003). Resulta relevante detallar que de estos 6 genotipos, 5 pertenecieron a la
progenie endocriada (S1(30x30)), y solo 1 a la segregante (C(28x30)). Esta variabilidad
en el niumero de 6vulos en aproximadamente un 15% de los genotipos endocriados se
suma a la reduccién del fitness observado en esta progenie, y podria tambien estar
asociada a un proceso de depresion por endogamia.

Al analizar el caracter AC en las autopolinizaciones de las progenies y en las
retrocruzas contra sus parentales, se observaron cruzamientos positivos bilaterales
y cruzamientos unilaterales indicativos de la existencia de diferentes relaciones de
dominancia para la determinante masculina y femenina del locus S (Martin, 1965; Gurmu
et al., 2013). Esta informacion también sustenta la primer hipotesis que plantea que las
relaciones de dominancia entre los diferentes haplotipos del locus de Al podrian explicar
la autocompatibilidad de genotipo parental. La heterocigosidad de los parentales, sumado
a la ploidia de la especie, generan limitaciones para identificar haplotipos y deducir sus
relaciones de dominancia. Kakeda et al. (2000) encontraron un genotipo AC de 1. trifida
que presentaba un haplotipo S con comportamiento dominante (3:1), cuando se analizaba
la progenie de un cruzamiento AC con un Al. EI comportamiento observado en |. batatas
fue diferente, y si bien, no fue posible proponer un modelo de segregacion esperada, lo
observado en ambas progenies muestra una segregacion para el caracter AC en una
proporcion 4:1, comportandose como un caracter recesivo.

Para interpretar el funcionamiento del SIE en batata se esbozd un modelo
considerando un haplotipo S con distintas relaciones de dominancia para la determinante
femenina y masculina que permite la autopolinizacion. Se propuso también, un modelo
de ruptura del haplotipo S, basado en la aparicion de una mutacion en la determinante

femenina, masculina o ambas, que genera la péerdida de funcionalidad del sistema de
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reconocimiento del polen propio o relacionado. Como ocurre en |I. trifida (Kakeda et al.,
2000; Kakeda et al., 2010) dicho haplotipo S mutado podria presentar nuevas relaciones
de dominancia con los demas haplotipos S del genotipo en cuestion. Ambas propuestas
se consideran posibles alternativas para explicar el funcionamiento del SIE en el genotipo

parental P30 y las progenies autocompatibles generadas.

5.2 Conclusiones

En la presente tesis se evaluo el comportamiento del SIE de batata a partir de un
genotipo AC. Se obtuvo informacion del comportamiento del caracter y de su
segregacion, evaluado a partir de las progenies generadas. La genética compleja de la
especie, sumado a los problemas de fertilidad y Al complejizan el andlisis, disminuyendo
las conclusiones a las que se pueden llegar con las herramientas y tiempos de esta tesis.
Distinto a lo observado en I. trifida y en consonancia con algunas especies del género
Brassica, en las progenies evaluadas el caracter se comporté como recesivo. La
informacién obtenida respecto a la segregacién del haplotipo S de Al, sumado al
comportamiento fenotipico observado en la progenie S1(30x30) luego de un ciclo de
endocria, aportan informacidn relevante al conocimiento de la especie.

Los métodos y técnicas empleadas en este trabajo resultan interesantes a incorporar
en los programas de mejoramiento de la especie, pues permiten interpretar procesos que
afectan el principal inconveniente que es la baja produccion de semillas. La deteccion de
depresiéon por endocria afiade un nuevo desafio para la fijacion de caracteres o la
generacion de lineas puras. El analisis del crecimiento del tubo polinico resulta un
procedimiento simple que podria incorporarse para la deteccion temprana de
incompatibilidades, optimizando la identificacion de los distintos grupos de

compatibilidad cruzada.
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5.3 Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos se considera que podria ser relevante el analisis
del comportamiento del caracter en una progenie generada a partir del cruzamiento
reciproco entre los parentales (P30Q x P283), para observar si la segregacion del
haplotipo S de AC en dicha progenie presenta el mismo comportamiento que el observado
en la progenie segregante evaluada (P28 9xP3043).

Estudiar el comportamiento del haplotipo S en una progenie S2 (aumentando el
nivel de endocria) y medir el fendbmeno de depresion endogdmica en caracteres
reproductivos y vegetativos de la especie, permitiria conocer la posibilidad de realizar
mejoramiento genético con esquemas que involucren el aumento del nivel de endogamia.
Para conseguir dicho objetivo seria necesario plantear un esquema con un elevado numero
de autocruzas para obtener una progenie representativa. Sin embargo, la busqueda de
genotipos con mayor homocigosis se veria limitada, considerando la depresion observada
en los caracteres reproductivos en una primera generacion de endocria. Como alternativa
se pueden incorporar otras estrategias de retrocruza para aumentar la homocigosis del
haplotipo S que no depriman tan abruptamente los caracteres reproductivos y vegetativos
(retrocruzamientos de genotipos S1 contra sus parentales, cruzamientos entre hermanos
o0 entre medios hermanos).

Por Gltimo, el desarrollo de marcadores moleculares que permitan reconocer
genotipos que posean el haplotipo de AC, evitaria tener la necesidad de llevar a cabo

numerosos autocruzamientos para determinar la ocurrencia del caracter.
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