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RESUMEN

La conservacion de los Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la
Agricultura (RFAA) ha ocupado un lugar destacado dentro de las
preocupaciones y esfuerzos globales respecto a la pérdida de biodiversidad.
Los RFAA incluyen a los parientes silvestres de los cultivos (PSC). Hay dos
enfoques fundamentales para la conservacion de los RFAA: ex situ e in situ. El
establecimiento de reservas genéticas es la opcion mas apropiada para la
conservacion in situ de los PSC, lo que implica la ubicacion, designacion y
gestion de un sitio definido y el seguimiento de las poblaciones silvestres de
interés en su habitat natural para mantener su diversidad genética. La papa
cultivada, Solanum tuberosum L., es el tercer cultivo alimenticio en importancia
mundial luego del arroz y el trigo. Se reconocen mas de 100 especies silvestres
de papa (ESP). Las ESP son la principal fuente de variabilidad genética para el
mejoramiento de este cultivo, resultando un excelente ejemplo para
comprender la importancia del uso de germoplasma silvestre para cubrir las
necesidades de seguridad alimentaria mundial. El Parque Nacional Los
Cardones (PNLC) es un sitio prioritario para establecer una reserva genética
debido a su alta riqueza de ESP. En la presente tesis se analiz6 la variabilidad
morfolégica y el comportamiento reproductivo de poblaciones de la especie
silvestre de papa S. brevicaule Bitter, una de las cuatro especies taxondmicas
identificadas dentro del PNLC, con el objetivo de generar una linea de base
necesaria para la implementacién de una reserva genética en este Area
Protegida. Se trabajé con siete poblaciones recolectadas dentro del PNLC en 4
unidades vegetales contrastantes. Con el material vegetal, se establecié una
coleccién compuesta por entre 4 a 11 plantas por poblacion, a las que se les
realiz6 un andlisis morfolégico y del comportamiento reproductivo. En el
andlisis morfologico se midieron caracteres en hoja y flor y se analizaron los
datos utilizando Analisis de Conglomerados y Andlisis de Componentes
Principales. A partir de la caracterizacion morfolégica se detectd variabilidad
intrapoblacional y agrupamiento de poblaciones provenientes de ambientes
similares. En el analisis del comportamiento reproductivo, se observaron
diferencias significativas en la viabilidad de polen en las poblaciones
analizadas, encontrandose poblaciones con alta (>80%), moderada (80-60%) y
baja viabilidad (<60%). También se realizaron cruzamientos intra e
interpoblacionales para evaluar las relaciones de compatibilidad polen-pistilo.
Se detectd una similitud en los porcentajes de compatibilidad polen-pistilo en
los cruzamientos intra e interpoblaciones, sin embargo, hay un mayor nimero
de semillas por fruto y un elevado porcentaje de semillas de tipo A en los
cruzamientos intrapoblacionales, disminuyendo estos parametros en los
cruzamientos entre poblaciones simpdétricas y mas aun entre poblaciones mas
alejadas dentro del PNLC. Los datos sugieren la existencia de barreras pre y
postcigoéticas. Contar con conocimiento sobre la biologia reproductiva de las
poblaciones naturales de ESP es fundamental para comprender los patrones
de variacion morfolégica y molecular de las mismas. En conjunto, la
informacion sobre la variabilidad genética, morfolégica y citogenética, la
biologia reproductiva y la dinAmica poblacional son la base para generar planes
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adecuados de monitoreo y recoleccion de germoplasma y estrategias de
conservacion in situ de estas poblaciones

PALABRAS CLAVES: areas protegidas; conservacion in situ; especies silvestres de
papa; parientes silvestres de los cultivos, Parque Nacional Los Cardones, Solanum
brevicaule
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1. INTRODUCCION

1.1 Conservacion de especies silvestres emparentadas
con cultivos de relevancia mundial

Los RFAA incluyen a los parientes silvestres de los cultivos (PSC),
definidos como taxones de plantas silvestres relacionados genéticamente con
especies de importancia socioecondémica, tales como alimentos, cultivos
forrajeros, plantas medicinales, condimentos y especies forestales. Los PSC
son recursos fundamentales para abordar las necesidades de seguridad
alimentaria, proporcionando diversidad genética para el mejoramiento de los
cultivos, orientado en udltima instancia al incremento de la productividad y la
sostenibilidad de los sistemas agricolas (Jansky et al. 2012). En la actualidad,
frente a las perspectivas de cambio climatico, la expansién agropecuaria, la
fragmentacion y pérdida de habitats y el aumento sostenido de la poblacion
mundial, hay argumentos suficientes para considerar a la conservacion de los
PSC como una prioridad (Ford-Lloyd et al. 2011; Maxted et al. 2012; Vincent et
al. 2013).

Hay dos enfoques fundamentales para la conservacién de los RFAA: ex
situ e in situ (Maxted et al. 1997a). El método de conservacion ex situ involucra
la exploracion, recoleccién y mantenimiento de materiales fitogenéticos fuera
del habitat natural. La conservacion in situ es la conservacion de los
ecosistemas y habitats naturales, el mantenimiento y la recuperacién de
poblaciones viables de especies en sus entornos naturales (CBD 1992). Una
estrategia que incorpore tanto técnicas ex situ como in situ se considera ideal
para la conservacion del fondo genético de las especies de interés (Maxted et
al. 2007).

El establecimiento de reservas genéticas es la opcibn mas apropiada
para la conservacion in situ de los PSC, lo que implica la ubicacion,
designacion, gestion y seguimiento de las poblaciones silvestres en su habitat
natural para mantener su diversidad genética (Maxted et al. 1997b).
Conservando a las especies y sus entornos, se favorecen los procesos
evolutivos de las poblaciones, permitiendo la preservacion de las frecuencias
génicas y la generacién de nueva variabilidad genética durante la interaccion
dindmica y permanente de las poblaciones entre si y con los factores bibticos y
abidticos.

Las é&reas protegidas (AP) son zonas definidas geograficamente,
designadas, reguladas, administradas y legisladas con el fin de alcanzar
objetivos especificos de conservacion. Las AP son fundamentales para la
conservacion in situ de los PSC ya que, de este modo, se ofrece un servicio
adicional a los ecosistemas, determinando un valor agregado al sitio vy
facilitando la implementacién de una reserva genética en un sitio que esta
siendo gestionado (Maxted y Kell 2009). Ademads, proporciona un mayor
beneficio a la poblacién local y es mas facil obtener el apoyo institucional
(Maxted et al. 1997b, Kozub et al. 2019).




X P FACULTAD DE \
{\,:}a UNCUYO ‘\‘.:_ CIENCIAS > 2020

R ARNO DEL GENERAL MANUEL BELGRANO
| 5 UNIVERSIDAD

¥ NACIONAL DE CUYO &‘- AGRARIAS

1.2 Parientes silvestres de Solanum tuberosum

La papa cultivada, S. tuberosum L., es el tercer cultivo alimenticio en
importancia mundial luego del arroz y el trigo. Se cultiva en alrededor de 150
paises y es consumida en todo el mundo (FAOSTAT 2017). Se reconocen
alrededor de 100 especies silvestres de papa (Solanum seccidon Petota;
Spooner et al. 2014). Las ESP presentan el mismo numero basico de
cromosomas (X = 12) y se distribuyen en una serie euploide desde diploides
hasta hexaploides (2n =2x, 3x, 4%, 5x y 6x; Hawkes 1990). Las ESP son la
principal fuente de variabilidad genética para el mejoramiento de este cultivo.
Este germoplasma silvestre ha sido utilizado como fuente de resistencia a
plagas causadas por nematodos e insectos, y a enfermedades generadas por
hongos, bacterias y virus, también son fuente de resistencia al estrés abiotico
producido por ejemplo por las heladas (Ramos et al. 2000; Hijmans et al. 2003;
Bradshaw y Ramsay 2005). Resulta por lo anterior un excelente ejemplo para
comprender la importancia de la conservacion y utilizacién de los PSC para
cubrir las necesidades de seguridad alimentaria mundial (Jansky et al. 2013).

Las ESP se distribuyen ampliamente en América, desde el sur de
Estados Unidos hasta el centro-sur de Argentina y Chile, encontrandose
presentes en 16 paises en total. EI mayor nimero de especies se halla en
Perl, desde el sur hasta el norte-centro, y en el centro de Bolivia. También se
localiza una alta riqueza de especies en el noroeste de Argentina, centro de
Ecuador y centro de México (Hijmans y Spooner 2001). Las poblaciones
silvestres de papa se encuentran adaptadas a diversos macro- y micro
ambientes (Hawkes y Hijerting, 1969). En la Republica Argentina, se
encuentran creciendo desde el nivel del mar en la provincia de Buenos Aires
hasta los 4300 m s.n.m. en los Andes del noroeste de Jujuy, y desde los 22° de
latitud sur, hasta los 40°- 50° latitud sur en la provincia de Neuquén (Clausen et
al. 2005). En el pais se describen 18 especies silvestres emparentadas con la
papa cultivada (Clausen et al. 2013; Spooner et al. 2016), todas pertenecientes
a la seccién Petota del género Solanum, excepto una sola especie diploide de
la seccion Etuberosum, Solanum palustre Schitdl.

Las ESP son en su mayoria diploides (73%), seguido de un 15% de
tetraploides y 6% hexaploides (Masuelli et al. 2009) y se reproducen tanto
sexual (por semillas) como asexualmente (por estolones y tubérculos). Las
especies diploides son alégamas obligadas por presentar autoincompatibilidad
gametofitica controlada por el locus S (Camadro 2011). Siendo la
autoincompatibilidad gametofitica un tipo de barrera precigética, que impide el
crecimiento del tubo polinico cuando el grano de polen (n) porta el mismo
haplotipo S del pistilo (2n) (Marfil y Masuelli 2014). Una segunda barrera
precigotica que se encuentra en la mayoria de ESP, es la incompatibilidad
cruzada, al igual que a la anterior, genera la inhibicion del crecimiento del tubo
polinico (Nettancourt 2001), sin embargo, esta es causada por una falta de
informacion genética entre uno de los progenitores con respecto a la estructura
o la fisiologia del otro progenitor (Hogenboom 1973), también se puede explicar
por el reconocimiento por parte del pistilo de un polen de origen ajeno
(Kermicle y Evans 2010). Las principales diferencias entre estos dos tipos de
barreras precigéticas, es que, en la autoincompatibilidad gametofitica el tubo
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polinico se inhibe en el estigma y es bilateral. En cambio, la incompatibilidad
cruzada, el tubo polinico puede inhibirse en cuatro sitios del pistilo (estigma,
primer, segundo y tercer tercio del estilo) en cruzamientos entre individuos
genotipicamente diferentes, ya sea a nivel intra e interespecifico, como entre
individuos con la misma o diferente ploidia y a la vez puede ser uni o bilateral
(Camadro et al. 2004; Maune et al. 2018). Ambas barreras precigéticas, evitan
el crecimiento del tubo polinico para que no alcance a la oo6sfera.

En los cruzamientos de las ESP, también estan presentes los
mecanismos de barreras post-cigbticas, y a diferencia de las barreras
precigdticas, este actla luego de a la fecundacion. El nimero de balance del
endosperma (EBN) es una de las barreras poscigéticas, que causa aborto del
embrién, del endosperma o ambas (Camadro et al. 2004). En caso de que se
llegue a formar y desarrollar el embrién, se obtienen hibridos, pero suelen ser
débiles, estériles 0 sus generaciones posteriores pueden colapsar (Camadro et
al. 2004). Si bien existen barreras externas (geograficas, ecoldgicas, entre
otras) e internas (pre y post cigéticas) a la hibridacién, éstas pueden ser
incompletas, permitiendo la formacion eventual de individuos hibridos
(Camadro et al. 2004). La hibridacion y el flujo génico dentro y entre
poblaciones simpétricas con el mismo o con diferente nivel de ploidia pueden
ocurrir y resultar en patrones de variacion fenotipica, genética y epigenética
complejos (Erazzu et al. 2009; Marfil et al. 2009; Cara et al. 2013; Ispizla et al.
2015). Asimismo, la hibridacién conlleva la formacion de poliploides y en
algunos casos aneuploides (Cara et al. 2013; Cara et al. 2019).

Al analizar la estructura genética de poblaciones naturales de ESP se
ha observado que la mayor parte de la variabilidad genética esta dentro de las
poblaciones (Bedogni y Camadro 2009; Marfil y Masuelli 2014). Estos
resultados apoyan la hipétesis de que la hibridacién y el flujo génico son
procesos activos en la evolucién y dinamica de las poblaciones de papas
silvestres. Ademas, es importante destacar la gran plasticidad fenotipica de las
papas silvestres, aumentando ain mas la variabilidad morfologica presente en
las poblaciones naturales, las cuales crecen en macro y microambientes muy
diversos.

1.3 Antecedentes de conservacion de especies silvestres
de papa en Argentina

Argentina es el tercer productor latinoamericano de papa luego de Peru
y Brasil. En el afilo 2016 se registrd6 una superficie de 75.000 hectareas
produciendo 2.400.000 toneladas. La mayor produccion de papa en nuestro
pais se da en el sudeste bonaerense, generando rendimientos en promedio de
32 Tn/ha (MAGYP 2017). Para los argentinos, la papa representa un elemento
esencial en su dieta, segin datos del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria los argentinos presentan consumos promedios de 38 kg/hab.afio.
Por mas de 30 afos diferentes grupos de investigacion a nivel nacional, vienen
realizando estudios de ESP argentinas para mejoramiento genético.

Sin embargo, en Argentina la diversidad genética de las ESP esta
siendo amenazada por el cambio en el uso de la tierra, especies invasoras,
degradacion de los habitats naturales, la contaminacion, el cambio climatico, la
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deforestacion y la sobreexplotacion de los recursos naturales (Maxted et al.
2008; Jarvis et al. 2008; FAO 2014; Cadima et al. 2014). Estudios realizados
por Sajama (2017) evidencian lo mencionado, ya que predicen para el afio
2050 en el territorio argentino, debido al impacto del cambio en el uso del
suelo, tres ESP (S. commersonii, S. chacoense y S. malmeanum), serdn las
mas afectadas, superando el 20% de pérdida de su rango geografico, llegando
a valores mayores al 45% en S. commersonii. A la vez, estas tres especies
mencionadas presentaron los mayores incrementos de fragmentacion de sus
distribuciones originales, mientras que las restantes especies de nuestro pais
no presentan pérdidas superiores al 8%.

Por tales motivos, estamos ante la necesidad de conservar las ESP en
su habitat natural para mantener los procesos evolutivos de las poblaciones,
permitiendo la preservacion de las frecuencias génicas y la generacion de
nueva variabilidad genética durante la interaccion dinamica de las poblaciones
entre si y con los factores bidticos y abidticos. Marfil et al. (2015) disefiaron un
plan de manejo para la conservacion in situ de las ESP en Areas Protegidas de
Argentina y se generd un protocolo de trabajo para ser implementado a nivel
nacional. Este plan fue aplicado por primera vez en la conservacion in situ de
S. kurtzianum, la papa argentina del desierto, en la provincia de Mendoza en
un AP privada de jurisdiccién provincial, la Reserva Natural Villavicencio. Se
generd una linea de base con datos de distribucién, interacciones bidticas y
abidticas, dinamica poblacional y variabilidad fenotipica y genética (Marfil y
Masuelli 2014; Marfil et al. 2015) y basados en esos datos desarrollaron un
programa de monitoreo sustentado en una base ecoldgica sélida para la
conservacion in situ de la ESP mejor adaptada a regiones aridas.

En base al solapamiento de coordenadas geograficas de las
introducciones del Banco Activo de Germoplasma de Papa y Forrajeras del
INTA Balcarce (banco BAL) con las de las APs argentinas, se identificé por su
rigueza de especies al Parque Nacional Los Cardones (PNLC) en la provincia
de Salta como uno de los sitios prioritarios para establecer una reserva
genética (Marfil et al. 2015). Coincidiendo con Marfil et al. (2015), Hijimans et
al. (2002) y Spooner et al. (2014), identificaron al noroeste argentino como el
lugar con mayor riqgueza de especies silvestres de papa en Argentina, y
sefalaron a dos AP, el PNLC y el Monumento Natural Laguna de los Pozuelos,
como sitios prioritarios para establecer reservas genéticas de ESP.

El Grupo de Recursos Genéticos del Instituto de Biologia Agricola de
Mendoza, CONICET, UNCuyo, lleva adelante proyectos vinculados con el
establecimiento de reservas genéticas en AP de Argentina para la
conservacion in situ de ESP. Tomando los resultados aportados por Marfil et al.
(2015), en 2017 y 2018 se realizaron viajes de prospeccion y recoleccion en el
PNLC, en donde se identificaron in situ cuatro especies silvestres de papa, a
saber: S. acaule, S. boliviense, S. brevicaule, y S. vernei. Las poblaciones
muestreadas estaban situadas en diferentes unidades fisonOmicas de
vegetacion: pastizal de neblina o Yunguefio (Sitio: Valle Encantado y Valle del
Cajon), estepa arbustiva y pastizal Punefio y zona de transicion Monte-Puna
(Sitio: Valle del Tonco y parte del Cerro Negro), pastizal altoandino y arbustal
punefio con vegas de altura y estepa (Sitio: Cerro Negro) (Kozub et al. 2019).
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Contar con conocimiento sobre la distribucion, variabilidad morfolégica y
comportamiento reproductivo de las poblaciones de ESP del PNLC, es
fundamental para generar una linea base que permita disefiar un plan efectivo
de monitoreo y conservacion in situ de estas especies dentro de esta AP de
jurisdiccién nacional, y asi implementar una reserva genética. La informacion
obtenida permitird seleccionar las poblaciones de mayor diversidad genética y
monitorearlas a través del tiempo para asegurar su conservacion a largo plazo.

1.4 Solanum brevicaule

La especie S. brevicaule Bitter se distribuye al oeste del continente
sudamericano, desde el sur de Peru y Bolivia hasta el noroeste de Argentina
(provincia de La Rioja). Se encuentra en sitios soleados, pastizales, areas semi
sombreadas por cactaceas, arbustales o en bosques. También se halla a los
bordes o invadiendo campos cultivados, en areas rocosas y secas, en suelos
arenosos aluvionales o, por lo contrario, en suelos ricos, en pendientes de
valles y a lo largo de rutas. Altitudinalmente se distribuye desde los 2000 a
4180 m s.n.m (Solanaceae source, Crop wild relatives). Presenta resistencia a
Fusarium sp, Globodera pallida (Lynch et al. 2003) y, ademas, posee bajo
contenido de azucares reductores (Hayes y Thill 2002), esta Ultima
caracteristica es apreciable en el proceso industrial ya que son compuestos
gue oscurecen el producto final y genera un sabor amargo.

Son plantas herbaceas de 20 a 60 cm de alto, con crecimiento erecto.
Florecen y fructifican de enero a abril. Tiene tres tipos de citotipos
cromosémicos que van de diploides (2n = 2x = 24 2EBN), tetraploides (2n = 4x
= 48 4EBN) y hexaploides (2n = 6x = 72 4EBN).

e Tallos: 2-6 mm de didmetro en la base de la planta, sin alas o con alas
de hasta 1 mm, verde a purpura o verde y pUrpura moteado, subglabro
a moderadamente a densamente pubescente con pelos cortos no
glandulares, a veces glaucos.

o Hojas: imparipinnadas de 5,5 a 27 cm de largo y 2,5 a 17 cm de ancho.
Son de verde claro a oscuro, a veces tefiidas de purpura, especialmente
abaxial o glauco. Hojas glabras a subglabras a moderadamente a
densamente pubescente, a menudo mas densamente pubescente
abaxialmente; foliolo terminal de 0,9-13 cm de largo, 0,4-6,5 cm de
ancho.

¢ Inflorescencia: Inflorescencias con 5-18 flores; pedunculo de 1,1-8,1 cm
de largo, con pelos como los del tallo; pedicelos de 5-35 mm de largo en
flores y frutos.

e Flores: pentdmeras. Céliz de 4 a 10 mm de largo, los I6bulos de 1,5-7
mm de largo, pubescentes como el tallo. Corola de 1-3,8 cm de
diametro, pentagonal a rotada-pentagonal, de violeta a azul claro, a
veces con una estrella de color amarillo verdoso a blanco, el pistilo de
1-2 mm de largo. Estambres con los filamentos de 1-2 mm de largo;
anteras de 4-8 mm de largo. Ovario glabro, estilo 9-11 mm de largo.
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e Frutos: su tamafio ronda de 1 a 1,8 cm de diametro, globosos, de verde
a verde con puntos blancos dispersos, generalmente glabros, pero
ocasionalmente moderadamente pubescentes.

IspizGa (1994), estudi6 la variabilidad morfolégica en poblaciones de S.
spegazzinii 2n=2x=24 2EBN (= S. brevicaule) provenientes de diferentes sitios,
agrupandolas en tres grupos morfolégicos. Posteriormente, Erazzu et al.
(1999), complemento el andlisis morfoldgico de los tres grupos: G1) localidades
del este de la Quebrada Calchaqui, G2) Quebrada Calchaqui, y G3) localidad
de Belén, con un andlisis genético de compatibilidad polen-pistilo con
cruzamientos dentro de cada grupo y entre estos. Encontraron incompatibilidad
polen-pistilo dentro de los grupos G2 y G3, detectando barreras precigoéticas,
fendmeno de inhibicién del crecimiento del tubo polinico en diferentes niveles
del pistilo. En los cruzamientos entre grupos también hubo barreras
precigéticas y post cigéticas al no hallarse formacién de semillas en
combinaciones genéticas que fueron compatibles al nivel polen-pistilo.

Solanum spegazzinii, S. gourlayi y S. oplocense son consideradas como
la especie S. brevicaule segun la clasificacion de Spooner et al. (2014).
Clausen y Crisci (1989), midieron 31 caracteres morfolégicos y realizaron un
andlisis multivariado (ACP y andlisis de agrupamiento con el método UPGMA)
de poblaciones diploides y tetraploides de S. gourlayi provenientes de
diferentes sitios. Se observo una gran variabilidad morfologica intrapoblacional,
aungue distinguiendo que los individuos diploides de Salta son menos variables
comparados con los diploides de Jujuy. Mientras que Ispizla et al. (2015), con
un analisis de coordenadas principales y analisis de componentes principales
en base a la medicién de 36 caracteres morfolégicos, con individuos de tres
poblaciones de S. gourlayi (2n=4x) y dos poblaciones de S. oplocense (2n=6x),
especies simpatricas de Humahuaca, encontraron que todas las poblaciones
eran diferentes morfol6gicamente entre si, excepto por dos poblaciones de S.
gourlayi en donde sus individuos tendian a agruparse. Tanto Camadro y
Peloquin, (1981) e Ispizua et al. (2015), realizaron cruzamientos para evaluar
su comportamiento reproductivo, llegando a conclusiones similares. Los
cruzamientos intraespecificos de S. gourlayi (2n=4x 4EBN) y S. oplocense
(2n=6x 4EBN) resultaron con crecimiento normal de los tubos polinicos a lo
largo del estigma y el estilo logrando obtener frutos con mas de 90 semillas
llenas en promedio. Sin embargo, en los cruzamientos interespecificos entre S.
gourlayi (2n=4x 4EBN) x S. oplocense (2n=6x 4EBN), la mayoria de las
combinaciones genotipicas tuvieron inhibicion del tubo polinico a lo largo del
pistilo o lo atravesaban, pero generando frutos con semillas vacias. En un
porcentaje menor de combinaciones genotipicas, el tubo polinico crecié hasta
la base del estilo y se obtuvieron frutos con muy pocas semillas bien formadas
acompafadas de algunas vacias. En los cruzamientos reciprocos (S. oploense
2n=6x 4EBN x S. gourlayi 2n=4x 4EBN), fue mayor el porcentaje de
combinaciones genotipicas con inhibicién del tubo polinico y mayor nimero de
frutos con semillas vacias, es decir, en este sentido los cruzamientos
presentaron mayores problemas.

Retomando con las entonces denominadas especies S. gourlayi (2n=2x
2EBN) y S. spegazzinii (2n=2x 2EBN), Erazz( y Camadro (2008) evaluaron el
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comportamiento reproductivo realizando cruzamientos intra e
interpoblacionales, en los que observaron un alto porcentaje de combinaciones
sin formacion de frutos. En las combinaciones intrapoblacionales de S.
spegazzinii y S. gourlayi, el 77 y 60%, respectivamente, no produjeron semillas.
En las combinaciones interpoblacionales entre S. spegazzinii x S. gourlayi, el
66% no produjeron semillas y en las combinaciones reciprocas el porcentaje
ascendié a un 84%. Con estos resultados se concluyd la presencia de barreras
precigéticas debido a la detencién del tubo polinico en distintas partes del
pistilo (estigma, primer, segundo y tercer tercio del estilo) y postcigoticas.

El plan de trabajo propuesto se centra en analizar la variabilidad
morfolégica y el comportamiento reproductivo de las poblaciones de papa
silvestre de S. brevicaule (2n=2x=24 2ENB), una de las cuatro especies
identificadas dentro del PNLC. Con el desarrollo de la presente tesis de grado
se pretende seguir generando antecedentes para consolidar una estrategia
nacional de conservacion in situ de las ESP.

Objetivo general

Establecer una reserva genética en el Parque Nacional Los Cardones
para la conservacion in situ de especies silvestres de papa.

Objetivos particulares

e Generar una coleccion de germoplasma de las poblaciones de S.
brevicaule del Parque Nacional Los Cardones.

¢ Realizar un analisis morfoldgico de la coleccion.

e Realizar un andlisis del comportamiento reproductivo (viabilidad del
polen y compatibilidad polen-pistilo) de la coleccion.

Hipotesis

Las poblaciones de S. brevicaule del Parque Nacional Los Cardones
presentan variabilidad morfolégica intrapoblacional.

Las poblaciones de S. brevicaule del Parque Nacional Los Cardones
presentan variabilidad en la viabilidad de polen y existe compatibilidad polen-
pistilo tanto en cruzamientos intra como interpoblacionales.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material Vegetal

Se utilizaron siete poblaciones S. brevicaule (2n=2x=24 2ENB),
recolectadas durante los viajes de prospeccién al PNLC, realizados en marzo
del afio 2017 (identificadas con las siglas GaSAMaib) y marzo del afio 2018
(identificadas como DiLoMaKIlb). El material vegetal recolectado constdé de
semillas, tubérculos o plantas dependiendo del estado fenologico de las
poblaciones.

Las poblaciones fueron halladas en sitios con condiciones ambientales
contrastantes, concentrandose en cinco unidades de vegetacion diferenciadas,
gue van desde los 2819 a 3926 m s.n.m. (Tabla 1; Figura 1 y Figura 2). Las
caracteristicas climatolégicas del PNLC en las areas centro y oeste del parque
son semiaridas con un promedio de 200 mm de precipitacion anual y 12°C de
temperatura media anual, panorama que va cambiando hacia el este
tornandose mas humedo, con aumentos de la humedad relativa y de las
precipitaciones (300 a 500 mm) y descenso de la temperatura media anual
(9°C) (Noé et al. 2012). Los sitios de recoleccion dentro del PNLC son
(Sanchez 2009; Bianchi et al. 2010; Kozub et al. 2019):

¢ CERRO NEGRO: alberga dos unidades vegetales. En menores altitudes
encontramos el Arbustal de transicion Monte-Puna en donde se
recolectaron las poblaciones CN-1 y CN-2, sitio con precipitacion media
anual de 200 mm. La segunda unidad vegetal es Arbustal punefio con
vegas de altura (parches hiumedos con vegetacion); donde se tomaron
las poblaciones identificadas como CN-3 y CN-4. Para esta unidad se
estima una precipitacion media anual de 300 a 500 mm. La temperatura
media anual varia de los 5 a 9°C, disminuyendo a medida que se sube el
cerro.

VALLE DE TONCO: corresponde a la unidad de vegetacion de transicion
Monte-Puna. Es una estepa arbustiva con gramineas y baja cobertura
vegetal. De suelos arenosos y clima semiarido-arido, con precipitaciones
de 200 mm anuales en promedio y temperaturas de 9°C. De los
analizados, este sitio es el mas austral y de donde se recolecté VT-1.

¢ VALLE ENCANTADO: en el extremo noreste del Parque, corresponde a
una zona biogeogréfica de Yungas e identificAndose como unidad vegetal
pastizales yunguefios. Alta cobertura vegetal, especies herbaceas,
arbustivas. Precipitacion media anual de 600 mm generando gran aporte
de neblina y temperatura media de 8°C. La poblacion VE-1 fue
recolectada en este sitio.

¢ CHURCAL: corresponde a un bosque de Monte de Sierra y Bolsones.
Bosque de Prosopis ferox, conocido como “churqui” que alcanza alturas
de hasta 5 m, ubicados principalmente al pie del cerro Tintin. Presenta
temperatura media anual de aproximadamente 10°C y precipitaciones de
200 mm. En este sitio se recolect6 a la poblacion Ch-1.
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Tabla 1.- Descripcion de las poblaciones de Solanum brevicaule recolectadas
en el Parque Nacional Los Cardones.

ANO DEL GENERAL MANUEL BELGRANO

Poblacion

| 52"“'0 gll;g; S Coordfafnadas Sitio Unidad de Altura
Introduccién trabajo analizadas 9€09raficas vegetacion (m s.n.m.)
GaSAMaib 13 CN-1 11 gg:gg:ggg:g Cerro Negro I\Aﬂrgﬁtset_"’l‘a'lfr‘fa”a“s“’ié“ 3208
DiLoMaKlb 28 CN-2 7 ég:gg:‘z‘g?g Cerro Negro I\Aﬂrgﬁfgja'gfa”ansmié” 3517
GaSAMaib 14 CN-3 4 gg:gg:gg?:g Cerro Negro Cézgztg'ep;{‘ﬁzo con 3756
GaSAMaib 16 CN-4 4 ég:gg:gégig Cerro Negro Céggitggp;?;zo con 3926
on o5 veL s EIORS ek o rndim o
GaSAMaib 24 Ch-1 6 gg:;g:glg:g Churcal Bosaue de Prosopis 56
DiLoMaKlb 22 VT-1 4 5222’42’%2% Valle de Tonco  Ayoustal de ransicion 57

2.2 Establecimiento de la coleccion de germoplasma

La colecciébn se gener6 a partir de tubérculos, semilla botanica y
esquejes, para obtener al menos 4 plantas de cada una de las poblaciones
mencionadas. Las semillas se germinaron en cajas de Petri, luego las plantulas
se colocaron en cajas de plastico con fibra de coco esterilizada hasta que
alcanzaron una altura adecuada para ser trasplantadas a macetas de 500 cm?
con sustrato esterilizado en autoclave. En el caso de los tubérculos, fueron
plantados directamente en macetas de 500 cm3. Por Ultimo, para el caso de los
esquejes se produjeron tres esquejes por planta, y se realizaron las mediciones
sobre uno de los tres clones. Todas las plantas generadas para la coleccién
fueron cultivadas en macetas dentro una camara de cultivo con condiciones
controladas de luz y temperatura (temperatura de 24°C; fotoperiodo de 16hs de
luz: 8 hs de oscuridad; intensidad luminica en promedio de 38,7 umol/s.m? a la
altura de la planta).

2.3 Analisis Morfolégico

Cuando las plantas se encontraron en antesis (al menos dos flores de
una inflorescencia abiertas) se procedid a realizar una caracterizacion
utilizando caracteres morfolégicos cuantitativos de acuerdo a lo descripto en
Cara et al. (2013) e Ispizua et al. (2015). Se midieron seis caracteres en la
primera flor en antesis y, en el mismo momento, otros ocho caracteres medidos
en la décima hoja verdadera tomada desde el &pice (Tabla 2; Figura 3).
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Tabla 2.- Caracteres morfolégicos medidos en el material vegetal de la
coleccion establecida.

Organo Caracter Unidad

1° FLOR flor_largo antera (A) mm
flor_largo estilo (E) mm
flor_altura pétalo (L) mm
flor_ancho pétalo (B) mm
flor_relacion de altura por ancho (L/B) mm
flor_n° pétalos

10° HOJA 10_largo de la hoja (a) mm
10_ancho de la hoja (b) mm
10_largo foliolo terminal (c) mm
10_ancho foliolo terminal (d) mm
10_largo foliolo lateral (e) mm
10_ancho foliolo lateral (f) mm
10_n° pares de foliolos laterales
10_éarea foliar mm?

Figura 3.- Puntos de medicion de los caracteres morfolégicos. Largo de la hoja (a);
Ancho de la hoja (b); Largo foliolo terminal (c); Ancho foliolo terminal (d); Largo foliolo
lateral (e); Ancho foliolo lateral (f); Largo estilo (E); Largo antera (A); Altura pétalo (L);
Ancho pétalo (B).
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Se utilizaron andlisis estadisticos multivariados que permiten reducir las
dimensiones y proyectarlas en gréficos que facilitan la visualizacion y
comparacion de los datos. Empleando el programa InfoStat (2019), con los
valores medidos, se realiz6 un andlisis estadistico multivariado, generando una
matriz de similitud con la cual se realiz6 agrupamiento por UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Avergaing) y ACP (Analisis de
Componentes Principales).

En el andlisis de conglomerados se emple6 el algoritmo UPGMA, una
técnica que aplica el método de pares no ponderado utilizando medias
aritméticas, y el tipo de distancia utilizada fue Euclidea promedio. Se
obtuvieron fenogramas con criterios de clasificacion poblacional y por
genotipos, con el objetivo de identificar el agrupamiento natural que presentan
a nivel individual (diferencias intra poblacionales) y poblacional (diferencias
entre poblaciones y/o entre sitios de muestreo). Para establecer el ajuste de los
datos, se calculé el coeficiente de correlacion cofenético, el cual, si presenta
valores superiores a 0,8 implica una baja distorsion y una buena interpretacion
del fenograma.

Resumidamente, se puede explicar el ACP como una técnica que se
aplica en estudios con numerosas variables para reducirlas y formar un nuevo
conjunto de variables (componentes principales) no correlacionadas, que
ayudan a la interpretacién de los datos sin generar una pérdida importante de
la informacion. En el programa utilizado se puede establecer el nUmero de
componentes en el que se desea comprimir la informacion, pero debe ser la
cantidad minima de componentes que acapare el mayor porcentaje de
variabilidad de los datos. En este estudio se escogidé representar la mayor
variabilidad en tres componentes.

Estos componentes fueron utilizados para realizar graficos de
dispersién de las observaciones, y asi poder hacer una interpretaciéon en
conjunto sobre las relaciones entre observaciones y variables. Finalmente, se
activo la opcién de incluir en el gréafico los arboles de recorrido minimo (ARM),
cuya funcion es unir los puntos de las observaciones de acuerdo a la distancia
real que existe entre ellos, ya que la distancia entre dos puntos graficados en
dimensiones que han sido reducidas no refleja las distancias verdaderas. Los
puntos se conectan por lineas rectas quedando unidos de forma directa o
indirecta y sin generar bucles.

2.4 Analisis del Comportamiento Reproductivo

El andlisis de viabilidad de polen se llevdé a cabo tomando las flores
completamente abiertas de cada planta. Se coloc6 el polen sobre un
portaobjeto y se tifi6 con carmin acético 2%, sobre ello el cubreobjeto y se
visualiz6 en el microscopio. Los granos de polen tefiidos y de forma
redondeada se cuentan como viables, por el contrario, aquellos granos que no
se tifleron y con forma amorfa se consideraron inviables. Para determinar el
porcentaje de viabilidad, se realizé un conteo bajo microscopio éptico de al
menos 300 granos de polen en un minimo de cuatro campos visuales por
preparado. Con el fin de identificar si existen diferencias significativas entre las
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poblaciones, se utilizd6 el programa InfoStat, aplicando sobre los datos
obtenidos un Andlisis de la Varianza (ANOVA) considerando el porcentaje
promedio de viabilidad por poblacién, con la comparacién de la prueba de
Tukey y con un nivel de significancia de 0,05.

Se evaluaron las relaciones de compatibilidad polen-pistilo en
cruzamientos intra e interpoblacionales empleando genotipos pertenecientes a
CN-1, CN-2 y Ch-1. El numero de combinaciones se realizé de acuerdo a la
sincronia de la floracion de las poblaciones y el nimero de flores por planta
disponibles. Los cruzamientos se efectuaron tomando el polen de un genotipo y
colocandolo sobre un portaobjeto u otro material previamente limpiado con
alcohol. Sobre el polen recolectado se paso6 cuidadosamente el estigma de otro
genotipo florecido (los genotipos deben ser diferentes para evitar la
autoincompatibilidad) y se marcd la flor polinizada con una etiqueta escrita con
los progenitores (madre x padre) y la fecha en que se realiz6 el cruzamiento
para el seguimiento. Pasadas 48 horas de realizado el cruzamiento, se
removieron los estilos de las plantas y se fijaron en FAA (8:1:1, v/vlv, etanol 70
%: acido acético glacial: formaldehido 40 %). Los estilos fijados en FAA se
enjuagaron con agua y se trataron con una solucién de NaOH 8 N y luego se
tifieron con una solucion acuosa de azul de anilina en 0,1 N de KsPO4 durante
4 horas (Martin, 1958). Posteriormente fueron montados en portaobjetos con
una gota de glicerol y visualizados bajo microscopio con luz UV. Se definid
para la observacion de las relaciones de incompatibilidad a nivel polen-pistilo
cuatro sitios de interrupcion del crecimiento del tubo polinico: superficie del
estigma, primer tercio del estilo, segundo tercio del estilo y tercer tercio del
estilo. Se consider6 compatible la relacién polen-pistilo en las combinaciones
genotipicas que formaron semillas llenas y aquellas combinaciones
genotipicas, que a pesar de no haber formado frutos (bayas), al observar los
pistilos tefiidos al microscopio, mas del 50 % de los tubos polinicos llegaron a
la base del estilo. Los frutos formados a partir de las combinaciones
genotipicas compatibles se cosecharon luego de que se desprendian de las
plantas. Posteriormente para evaluar la efectividad del cruzamiento, se conté el
namero de semillas por fruto y, a su vez, las semillas fueron clasificadas en tres
categorias de acuerdo a su tamafio y aspecto (A = semillas llenas; B = semillas
llenas mas pequefias que A; C = semillas vacias), clasificacion aplicada por
Masuelli y Camadro (1997).
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3.1 Analisis Morfolégico

3.1.1 Analisis de Conglomerados
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El agrupamiento, considerando cada genotipo de las siete poblaciones
de S. brevicaule, resulté con un coeficiente de correlacion cofenética de 0,716,
indicando una ligera distorsién del agrupamiento. Se observa que cada
genotipo no se agrupa de acuerdo con su poblacion, tampoco se reunen los
genotipos de poblaciones que provienen del mismo ambiente (Figura 4).

Promedio (Average linkage)

Distancia: (Euclidea)

J

W VT" 1

GBI ch - 1

0,00 197 3,94

590 787

Figura 4.- Variabilidad morfoldgica en poblaciones de Solanum brevicaule del Parque Nacional Los Cardones.
Fenograma aplicando la técnica de agrupamiento UPGMA y considerando como variable de clasificacion
genotipos de siete poblaciones de S. brevicaule identificadas con diferentes colores.
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En el andlisis de conglomerados se consider6 como variable de
clasificacion la poblacion. En esta oportunidad el coeficiente cofenético resultd
ser de 0,826, sefialando un buen ajuste de los datos. En el fenograma
desarrollado, se pueden identificar tres agrupamientos (Eigura 5). En el primer
grupo se encuentran con mayor similitud las poblaciones CN-1 y CN-2, ambas
provenientes del sitio Cerro Negro y la unidad vegetal arbustal de transicién
Monte-Puna. También en este grupo se encuentran las poblaciones Ch-1y VT-
1 de las unidades de Bosque de P. ferox y arbustal de transicion Monte-Puna
respectivamente. El segundo grupo identificado esta compuesto por las
poblaciones CN-3 y CN-4, pertenecientes al sitio de Cerro Negro de la unidad
vegetal arbustal punefio con vegas de altura. Por ultimo, con el mayor valor de
disimilitud (6,4 aproximadamente), se ubica la poblacibn VE-1, que se
encuentra en la parte mas humeda del Parque en el sitio Valle Encantado en la
unidad vegetal de pastizales de neblina yunguefios.

Promedio (Average linkage)

Distancia: (Euclidea)

VE -1

CN-4

CN-3

VT -1

CN-2

CN-1

Ch-1

I T T T 1

0.00 1,61 3,22 4.82 6.43

Figura 5.- Variabilidad morfolégica en poblaciones de Solanum brevicaule del Parque Nacional Los
Cardones. Fenograma aplicando la técnica de agrupamiento UPGMA y considerando como variables de
clasificacién las poblaciones de S. brevicaule.
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3.1.2 Analisis de Componentes Principales

En el andlisis de componentes principales aplicando el criterio de clasificacion
por poblaciones, los tres primeros componentes explican el 85,6% de la
variacion (CP1=42,6%; CP2=31%; CP3=12%) y presenta una correlacion
cofenética de 0,965, ambos valores significan un buen ajuste de los datos. Los
graficos generados a partir del analisis de componentes principales se
muestran en la Figura 6, Figura 7 y Figura 8. En los tres gréficos se mantiene la
misma distribucién y el orden de union entre las poblaciones, cambiando
solamente las distancias respectivas entre ellas. Las conexiones mas proximas
se encuentran entre las poblaciones provenientes de ambientes similares, de
lugares mas deseérticos CN-1, CN-2, Ch-1 y de ambientes méas humedos CN-3
y CN-4, y en los extremos mas alejados se hallan las poblaciones VT-1y VE-1,
de ambientes contrastantes. Por lo que se puede ver, las poblaciones no se
agrupan por proximidad geografica, es decir, las poblaciones simpatricas,
presentan diferencias morfolégicas entre si. En el caso de las poblaciones CN-
1, CN-2, CN-3 y CN-4, todas pertenecientes al sitio Cerro Negro, resultan ser
las poblaciones con menor distancia geogréfica, sin embargo, no se las
identifica en un agrupamiento comun.

Las variables largo foliolo terminal, n° pares de foliolos laterales, area
foliar y relacién de altura y ancho del pétalo, fueron las que explicaron un
mayor porcentaje de la variabilidad en la morfologia de las distintas
poblaciones. La variable que mas se asocia a la poblacién CN-1 y Ch-1 fue la
relacion altura y base del pétalo (presentando flores estrelladas, es decir
mayores valores de la relacion altura/base del pétalo), oponiéndose con flores
de forma pentagonal a rotada las poblaciones CN-3, CN-4 y VE-1 (valores
menores de la relacion altura/base del pétalo), quedando VT-1 y CN-2 con
forma semi estrellada a estrellada (Eigura 9). Por otro lado, las poblaciones se
asociaron a diferentes caracteres medidos en las hojas, en el caso de VT-1y
CN-2 presentaron altos valores de é&rea foliar, largo foliolo terminal, ancho y
largo foliolo lateral, mientras que la poblacién CN-3 mostr6 valores bajos para
estas variables. Las poblaciones asociadas a ambientes mas humedos como
VE-1 presentaron mayor nimero de foliolulos y foliolos laterales, y CN-4 con
foliolos terminales anchos (Figura 10).

En el primer componente los caracteres que mas contribuyeron, en
orden decreciente, son: 10 _largo foliolo terminal; 10_éarea foliar; flor_relacion
de altura y ancho (L/B); flor_ancho pétalo (B); flor_largo estilo; 10_ancho foliolo
lateral; flor_altura pétalo (L). El segundo componente estd explicado por los
siguientes caracteres: 10_n° pares de foliolos laterales; 10_largo de la hoja;
10_ancho foliolo terminal; 10_ancho de la hoja y 10_largo foliolo lateral y en el
tercer componente: flor_n° pétalos; flor_largo antera (Tabla 3)
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Figura 6.- Andlisis de Componentes Principales (Componentes 1 y 2) de las siete poblaciones
estudiadas de Solanum brevicaule del Parque Nacional Los Cardones.
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Figura 7.- Analisis de Componentes Principales (Componentes 1 y 3) de las siete poblaciones
estudiadas de Solanum brevicaule del Parque Nacional Los Cardones.
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Figura 8.- Andlisis de Componentes Principales (Componentes 2 y 3) de las siete poblaciones
estudiadas de Solanum brevicaule del Parque Nacional Los Cardones.

Figura 9.- Flores de las poblaciones de Solanum brevicaule del Parque Nacional
Los Cardones.
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Figura 10.- Variacién morfolégica de la décima hoja (contando desde el apice) de cada poblacion Solanum
brevicaule del Parque Nacional Los Cardones.

Tabla 3.- Valores de los caracteres en los tres primeros componentes con variable de
clasificaciéon por poblacion.

Caracteres morfol6gicos Componente 1 Componente 2 Componente 3
flor_largo antera -0,63 -0,11 -0,66
flor_largo estilo -0,75 0,42 0,45
flor_altura pétalo (L) 0,36 -0,24 -0,3
flor_ancho pétalo (B) -0,77 0,55 0,21
flor_relacion de altura y ancho 0,81 -0,48 -0,26
flor_n° petalos 0,22 0,08 0,78
10_largo de la hoja 0,62 0,78 -0,04
10_ancho de la hoja 0,69 0,72 -0,04
10_largo foliolo terminal 0,94 -0,12 0,11
10_ancho foliolo terminal 0,47 -0,74 0,39
10_largo foliolo lateral 0,67 0,72 -0,08
10_ancho foliolo lateral 0,68 -0,49 0,03
10_n° pares de foliolos laterales 0,04 0,91 -0,25
10_éarea foliar (mm?) 0,82 0,53 0,06
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3.2 Analisis del Comportamiento Reproductivo

3.2.1 Viabilidad de Polen

En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos del analisis de la viabilidad
de polen de las siete poblaciones, en donde se observan diferencias significativas en
la viabilidad de polen entre las poblaciones. Cuatro poblaciones (CN-1, CN-4, Ch-1y
VT-1) presentaron valores promedio altos de viabilidad de polen (>80%) y tres
poblaciones (VE-1, CN-2 y CN-3) mostraron valores medios (79-50%). La poblacion
CN-3 presentd el valor mas bajo (67%) y CN-1 el mayor valor (95%) de viabilidad de
polen. En las poblaciones CN-1, Ch-1 y CN-4 todas las plantas analizadas presentaron
porcentajes altos de viabilidad. En las poblaciones VE-1 y CN-2 se observaron plantas
con valores altos, medios y bajos, mientras que en la poblacién CN-3 todas las plantas
mostraron porcentajes medios de viabilidad de polen.

Tabla 4.- Viabilidad de Polen.

Porcentaje de viabilidad

Numero de plantas por categoria

de polen* de porcentaje de viabilidad de
Poblacién polen

Media+ DE  Rango Alta Media Baja

(>80%) (79-50%) (<49%)

CN-1 9%5+3 A 88 - 99 11 0 0
CN-4 93+8 AB 80 - 98 4 0 0
Ch-1 91+7 AB 82 -98 6 0 0
VT -1 88+ 15 ABC 66 - 96 4 0 0
VE-1 75+26 BCD 37-95 3 1 1
CN-2 73+24CD 36 -97 3 2 2
CN-3 67+9 D 54-75 0 4 0

*medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Test de Fisher p<0,05)
DE: desviacion estandar

Figura 11.- Granos de polen de la poblacion CN-2. A) Imagen con aumento de 100x en el microscopio. B) Imagen
con aumento de 400x al microscopio. Los circulos negros indican granos de polen viables y los circulos blancos

indican granos de polen no viables.
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3.2.2 Compatibilidad polen—pistilo
3.2.21 Cruzamientos Intrapoblacionales

En los cruzamientos intrapoblacionales de CN-1, se realizaron diez
combinaciones genotipicas resultando siete compatibles (70%), es decir, los tubos
polinicos crecieron hasta la base del estilo. En los cruzamientos incompatibles se
pudo observar que los tubos polinicos se detuvieron en el segundo Yy tercer tercio
del estilo, sin embargo, el reciproco de una estas resulté ser compatible. En cuatro
combinaciones se obtuvieron frutos (54% de las combinaciones que resultaron
compatibles) con un promedio de 234,8 semillas por fruto y 92% de las semillas se
clasificaron en la categoria de tipo A (Tabla 5). En la poblacion CN-2, se realizaron
cinco combinaciones genotipicas resultando el 60% compatibles y en las
incompatibles los granos de polen se detuvieron en el segundo y tercer tercio. Solo
una combinacion (33,3% de las combinaciones compatibles) dio un fruto con 163
semillas con el 97% de tipo A (Tabla 6). Para la poblacion Ch-1, no se registraron
formacion de frutos en las nueve combinaciones genotipicas evaluadas, a pesar de
resultar el 66% de las combinaciones compatibles a nivel polen-pistilo. Los sitios
de incompatibilidad fueron en el primer y segundo tercio (Tabla 7).

Tabla 5.- Cruzamientos intrapoblacionales CN-1. Numero de flores polinizadas,
namero de frutos, nimero de semillas por fruto, relacion polen-pistilo y
clasificacion de semillas.

CN-1

o NGmero NUmero _ Tino de Semilla ©
Combinacion d NGmero de Relacion Ipo de semilia

o e flores : T
genotipica - de frutos semillas/ polen-pistilo

polinizadas fruto B C

CN-1.6 x CN-1.9 2 0 0 Comp - - -
CN-1.7 x CN-1.10 1 0 0 [23 - - -
CN-1.8 x CN-1.7 1 0 0 [3/3 - - -
CN-1.9 x CN-1.7 1 1 269 Comp 267 2 0
CN-1.9 x CN-1.8//2 2//2 o//1 0//212 1¥3//Comp 208 3 1
CN-1.9 x CN-1.7 2 1 186 Comp 161 19 6
f.l;l/_/%'ll X CN- 3013 11 317//190 Compl/Comp 281/170 26//17 10//3
CN-1.11 x CN-1.7 2 0 0 Comp - - -
TOTAL 19 5 234,84 217,44 13,49  4d

/2 cruzamientos reciprocos; ® Comp = Cruzamiento Compatible; Ie tubos polinicos detenidos en
el estigma; luz tubos polinicos detenidos en el tercio superior del estilo; l2;3 tubos polinicos
detenidos en el tercio medio del estilo; I3;3tubo polinico detenidos en el tercio inferior del estilo;
¢ A = semillas llenas; B = semillas mas pequefias que A; C = semillas reducidas; ¢ promedio de
semillas por fruto.
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Tabla 6.- Cruzamientos intrapoblaciones CN-2. Numero de flores polinizadas,
namero de frutos, nimero de semillas por fruto, relacion polen-pistilo y
clasificacion de semillas.

CN-2
. Numero . .
Combinacién Namerode  \umero  de Relacién Tipo de Semilla ©
Py flores , T

genotipica 7 de frutos semilla/  polen-pistilo

polinizadas f B C

ruto

CN-2.2 x CN-2.5 2 0 0 133 - - -
CN-2.4 x CN-2.3 2 0 0 Comp - - -
CN-2.5 x CN-2.6 2 0 0 |23 - - -
CN-2.6 x CN-2.2 1 0 0 Comp - - -
CN-2.7 x CN-2.3 1 1 163 Comp 159 2 2
TOTAL 8 1 1634 159¢ 24 2d

/2 cruzamientos reciprocos; ® Comp = Cruzamiento Compatible; Ie tubos polinicos detenidos en
el estigma; luz tubos polinicos detenidos en el tercio superior del estilo; l2;3 tubos polinicos
detenidos en el tercio medio del estilo; I3;3tubo polinico detenidos en el tercio inferior del estilo;
¢ A = semillas llenas; B = semillas mas pequefias que A; C = semillas reducidas; ¢ promedio de
semillas por fruto.

Tabla 7.- Cruzamientos intrapoblaciones Ch-1. Namero de flores polinizadas,
namero de frutos, nimero de semillas por fruto, relacion polen-pistilo y
clasificacion de semillas.

Ch-1
. Numero . .
Combinacién NUmero de  \ymero  de Relacion Tipo de Semilla ¢
. flores , T
genotipica ) de frutos semilla/  polen-pistilo
polinizadas fruto B C
Ch-1.4 x Ch-1.1//* 2//1 0//0 0//0 Comp//[Comp - - -
Ch-1.4 x Ch-1.1 2 0 0 Comp - - -
Ch-1.4 x Ch-1.3//2  2//2 0//0 0/10 1231123 - - -
Ch-1.6 xCh-1.1 2 0 0 Comp - - -
Ch-1.6 x Ch-1.4/2  2//2 0//0 0//0 Comp// 113 - - -
Ch-1.6 x Ch-1.4 1 0 0 Comp - - -
TOTAL 16 0 0 - - -

/2 cruzamientos reciprocos; ® Comp = Cruzamiento Compatible; Ie tubos polinicos detenidos en
el estigma; luz tubos polinicos detenidos en el tercio superior del estilo; l2;3 tubos polinicos
detenidos en el tercio medio del estilo; I33tubo polinico detenidos en el tercio inferior del estilo;
¢ A = semillas llenas; B = semillas mas pequefias que A; C = semillas reducidas; ¢ promedio de
semillas por fruto.
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3.2.2.2 Cruzamientos Interpoblacionales

El 71,5 % de las combinaciones genotipicas realizadas entre las poblaciones
CN-1 y Ch-1, fueron compatibles a nivel polen-pistiio. En los cruzamientos
incompatibles, la detencion de los tubos polinicos fue en el segundo y tercer tercio,
observdndose nuevamente el reciproco de una de compatible. En el 40% de las
combinaciones compatibles se obtuvieron frutos con un promedio de 133,75 semillas
por fruto, de las cuales el 78% fueron semillas de tipo A (Tabla 8). Los cruzamientos
entre genotipos de las poblaciones CN-2 y Ch-1, resultaron el 63% compatibles y se
observo el detenimiento de los tubos polinicos a la altura del primer tercio en dos
combinaciones genotipicas y en el reciproco de una de ellas se presentd
incompatibilidad en el tercer tercio del pistilo. Se polinizaron 11 flores, obteniendo 1
fruto (20% de las combinaciones compatibles) con 57 semillas en total, solo el 28% de
esas semillas resultaron ser de tipo A (Tabla 9). En los cruzamientos realizados entre
genotipos de las dos poblaciones de Cerro Negro, CN-1 y CN-2, el 86% de las
combinaciones fueron compatibles. En el segundo tercio del estilo de se detuvieron los
tubos polinicos de dos combinaciones genotipicas y el reciproco de una de ellas
resultd ser compatible. Del 50% de las combinaciones compatibles se obtuvieron
frutos con un promedio de 148,3 semillas/fruto con el 94% de semillas de tipo A (Tabla

10).

Tabla 8.- Cruzamientos entre las poblaciones CN-1 y Ch-1. Numero de flores

polinizadas, frutos, semillas por fruto, relacién polen-pistilo y clasificacion de

semillas.
CN-1 x Ch-1

. Numero . .
Combinacion Numero de Numero de Relacion Tipo de Semilla °
genotipica rorgs de frutos semillas/ polen-pistilo ®
polinizadas fruto A B C

CN-1.4 xCh-1.4 1 1 82 Comp 66 11 5
CN-1.6 x Ch-1.4 2 0 0 Comp - - -
CN-1.7 x Ch-1.4//*  1/I2 0/10 0/10 123 //Comp -1l- -1l- -1l-
CN-1.9xCh-1.4 1 1 192 Comp 183 9 0
CN-1.9xCh-1.1 1 1 154 Comp 93 30 31
CN-1.11xCh-1.1 3 1 107 Comp 79 15 13
CN-1.11 xCh-1.1 4 0 0 Comp - - -
CN-1.11 xChl.6 1 0 0 |23 - - -
Ch-1.1 x CN-1.7 1 0 0 Comp - - -
Ch-1.4 x CN-1.3 1 0 0 Comp - - -
Ch-1.4xCN-1.10 2 0 0 133 - - -
Ch-1.6 x CN-1.7 4 0 0 Comp - - -
Ch-1.6 xCN-1.11 2 0 0 123 - - -
TOTAL 26 4 133,75¢ 105,259 16,259 12,254

/2 cruzamientos reciprocos; * Comp = Cruzamiento Compatible; Ie tubos polinicos detenidos en
el estigma; luz tubos polinicos detenidos en el tercio superior del estilo; 1253 tubos polinicos
detenidos en el tercio medio del estilo; I3;3tubo polinico detenidos en el tercio inferior del estilo;
¢ A = semillas llenas; B = semillas mas pequefias que A; C = semillas reducidas; 9 promedio de
semillas por fruto.
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Tabla 9.- Cruzamientos entre las poblaciones CN-2 y Ch-1. NUumero de flores
polinizadas, frutos, semillas por fruto, relacion polen-pistilo y clasificacion de

semillas.
CN-2 x Ch-1
. Numero , G
Combinacién Numero de NGmero  de Relacién Tipo de Semilla
genotipica ror_e; de frutos semillas/ polen-pistilo °
polinizadas fruto A B C
CN-2.3 x Ch-1.4/  2//3 0//1 0//57 Comp//Comp  -//16 1123 -1/18
CN-2.4 x Ch-1.1 1 0 0 Comp - - -
CN-2.4 x Ch-1.4 1 0 0 Comp - - -
CN-2.6 x Ch-1.6 1 0 0 |3 - - -
CN-2.7 x Ch-1.4//12  1//1 0 0 (V3 /] 133 - - -
Ch-1.3 x CN-2.3 1 0 0 Comp - - -
TOTAL 11 1 574 164 23d 18¢

//2 cruzamientos reciprocos; P Comp = Cruzamiento Compatible; Ie tubos polinicos detenidos en
el estigma; lyz tubos polinicos detenidos en el tercio superior del estilo; l2;3 tubos polinicos
detenidos en el tercio medio del estilo; I33tubo polinico detenidos en el tercio inferior del estilo;
¢ A = semillas llenas; B = semillas mas pequefias que A; C = semillas reducidas; ¢ promedio de
semillas por fruto.

Tabla 10.- Cruzamientos entre las poblaciones CN-1 y CN-2. Niamero de flores
polinizadas, frutos, semillas por fruto, relacién polen-pistilo y clasificacion de

semillas.
CN-1 x CN-2
, Numero ; ;

L . Tipo de Semilla ©
Combinacion Ntmero de Numero de Relacion P !
Genotipica ror_e S de frutos semillas/ polen-pistilo

polinizadas fruto A B C
CN-1.3xCN-24 1 1 231 Comp 225 4 2
CN-1.4 x CN- Compl//
5 3/ /1 1//1 84//133 Comp 63//130 19//3  2/I0
CN-15xCN-2.3 2 1 130 Comp 123 7 0
Sea TN an 0 0 P3// Comp - . :
CN-1.7xCN-2.7 1 1 158 Comp 151 7 0
CN-1.9 x CN- Comp //
5 7/ 2112 0//1 0//154 Comp -//150 -112 -112
CN-1.9xCN-2.7 2 0 0 123 - - -
CN-1.11 xCN-2.2 2 0 0 Comp - - -
CN-1.11xCN-26 1 0 0 Comp - - -
CN-23xCN-19 1 0 0 Comp - - -
CN-2.6 xCN-18 1 0 0 Comp - - -
TOTAL 20 6 148,3¢ 140,3¢ 7¢ 1d

/2 cruzamientos reciprocos; * Comp = Cruzamiento Compatible; Ie tubos polinicos detenidos en
el estigma; ly/3 tubos polinicos detenidos en el tercio superior del estilo; 123 tubos polinicos
detenidos en el tercio medio del estilo; Is3tubo polinico detenidos en el tercio inferior del estilo;
¢ A = semillas llenas; B = semillas mas pequefias que A; C = semillas reducidas; 9 promedio de
semillas por fruto.
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Figura 12.- Compatibilidad a nivel polen-pistilo. A: Combinacién genotipica CN-2.4 x Ch-1.4, compatible. B:
Combinacion genotipica CN-1.7 x Ch-1.4, incompatible en el segundo tercio. C: Combinacion genotipica CN-
1.8 x CN- 1.7, incompatible en el tercer tercio. Las flechas sefialan la zona donde se interrumpe el crecimiento
de los tubos polinicos.
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el andlisis morfologico de las poblaciones de S.
brevicaule del PNLC demuestran que existe variabilidad morfolégica intrapoblacional,
por lo tanto, se acepta la primera hipo6tesis planteada en esta tesis. Ispizta (1994),
observé que los agrupamientos no se establecian entre poblaciones simpétricas o
préximas geograficamente. Asociando las caracteristicas ecolégicas descriptas por
Erazzu et al. (2009) de los sitios de recoleccion de cada una de las poblaciones que
conforman los grupos morfolégicos definidos por Ispizta (1994), se detectdé que las
poblaciones de un mismo grupo provenian de ambientes similares. Sin embargo, no se
observa el mismo comportamiento en otras ESP, Prieto et al. (2016) analizaron la
variabilidad morfolégica de poblaciones de S. commersonii de diferentes ambientes de
la pampa humeda. Los resultados del andlisis morfol6égico mostraron variacion
intraespecifica en las poblaciones de S. commersonii qgue no se encontraba asociada a
un patrén de distribucién geografica, es decir, no se detect6 asociacidon entre ambiente
y variantes morfologicas medidas. Considerando importante entender esta tendencia
de agrupamiento entre las poblaciones y su ambiente.

El fenograma obtenido en la presente tesis con clasificacidn por poblacién, se
observd generalmente un agrupamiento de las poblaciones simpéatricas, por un lado,
CN-1 y CN-2, por otro CN-3 y CN-4. Sin embargo, a pesar de encontrarse estas 4
poblaciones mencionadas en el sitio Cerro Negro, a pocos kildbmetros de distancia, las
mismas no se agrupan. Mas bien, se puede apreciar un ligero agrupamiento entre
poblaciones provenientes de unidades vegetales similares, separandose con un alto
valor de diferenciacién la poblacion VE-1 proveniente de un ambiente rico en
vegetacion del PNLC. Los caracteres que mas influyeron en la diferenciacién de las
poblaciones de S. brevicaule del PNLC fueron: largo foliolo terminal, n°® de pares de
foliolos laterales, area foliar, relacion de altura por ancho del pétalo, ancho del pétalo y
largo del estilo. Solo el primer caracter de los mencionados fue identificado por Ispiztia
(1994) como el menos influenciado por el ambiente.

Bedogni y Camadro (2009) estudiaron la variabilidad morfologica y genética en
introducciones de las ESP de S. spegazzinii (2n=2x=24 2EBN), S. chacoense
(2n=2x=24 2EBN) y S. kurtzianum (2n=2x=24 2EBN). Sus resultados demuestran que
la variabilidad genética y morfolégica observada en estas especies podria ser
consecuencia de la hibridacibn entre poblaciones simpatricas, ya que las
introducciones se agruparon en base a su origen geografico y no por su categoria
taxonémica y, ademas, se han reportado cruzamientos exitosos entre estas especies.
La alta variabilidad morfolégica encontrada en las poblaciones de S. brevicaule del
PNLC podria deberse a la presencia de hibridos interespecificos en estas poblaciones.
Es importante destacar que las poblaciones analizadas en esta tesis crecen
simpatricamente con poblaciones de otras ESP tales como S. acaule (2n=4x=48
2EBN), S. vernei (2n=2x=24 2EBN) y S. boliviense (2n=2x=24 2EBN) (Kozub et al.
2019), tema relevante para seguir estudiando en futuras investigaciones.

La viabilidad de polen mostré un amplio rango de variacién, tomando valores
promedios entre 67% a 95% con diferencias significativas entre las poblaciones.
Similares fueron los resultados obtenidos por Erazzu et al. (1999) al trabajar con
poblaciones de S. spegazzinii del noroeste argentino, las cuales presentaron
porcentajes de viabilidad de polen del 81% en promedio, solo 7 genotipos de 5
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poblaciones presentaron menos del 60% de viabilidad. Poulsen Hornum y Camadro
(2014) y Marfil y Masuelli (2014) en poblaciones naturales de las ESP S. chacoense y
S. kurtzianum, respectivamente, también obtuvieron resultados similares a los
presentados en esta tesis. Los estudios de viabilidad de polen son relevantes para
estimar la fertilidad masculina y por ende el éxito de los cruzamientos entre y dentro de
las poblaciones, aunque esto Ultimo también depende de otros factores. Por ejemplo,
la poblacién CN-1 es la que mostré un alto porcentaje de viabilidad de polen (95%) y a
la vez present6 en los cruzamientos intrapoblacionales el crecimiento de una gran
cantidad de tubos polinicos en los pistilos y se formaron frutos con mayor nimero de
semillas. Este comportamiento podria también deberse a que en esta poblacion existe
una alta variabilidad genética que permite mayor éxito en los cruzamientos.

La androesterilidad esta frecuentemente relacionada con la presencia de
genotipos de origen hibrido en las poblaciones, como resultado de la hibridacion entre
poblaciones simpatricas (Camadro et al. 2004; Larrosa et al. 2012; Poulsen Hornum y
Camadro 2014). Kozub et al. (2019) identificaron poblaciones de otras ESP creciendo
simpatricamente con las poblaciones estudiadas en esta tesis. Las poblaciones con
mayor porcentaje de viabilidad fueron aquellas que no crecian simpatricamente con
otras especies (CN-1; VT-1y Ch-1). La poblacién CN-2, muestreada junto a un campo
de cultivo de S. tuberosum grupo Andigenum, presento alta, media y baja viabilidad de
polen, lo que sugiere que ciertas plantas de esta poblacién podrian tener un origen
hibrido producto del cruzamiento con las variedades cultivadas de papa. Sin embargo,
la segunda poblacién con mayor viabilidad de polen (CN-4) se encuentra creciendo
con una poblacién de la especie S. acaule (2n=4x=48 2EBN), con la que pueden
formar hibridos naturales. Asi se demostré en los resultados de Masuelli y Camadro
1997, en donde se comprob6 con cruzamientos entre S. acaule (2n=4x=48 2EBN)
como madre y S. goulayi (2n=2x=24 2ENB) como padre, se obtenian frutos con
numerosas semillas de tipo A. En este sentido seria conveniente analizar un mayor
namero de plantas de cada una de las poblaciones, y realizar andlisis del
comportamiento meiotico y analisis con marcadores moleculares para detectar eventos
de hibridacion en las mismas.

En los andlisis de compatibilidad polen-pistilo llevados a cabo en la presente
tesis, mas del 60% de los cruzamientos intrapoblacionales resultaron compatibles, y
sin embargo solo en las poblaciones CN-1 y CN-2 el 54% y 33,3% respectivamente de
las combinaciones compatibles formaron frutos, con un alto porcentaje (mayor a 92%)
de semillas de tipo A. Estos resultados son similares a los reportados por Erazzu et al.
(2009) y Maune et al. (2018) quienes realizaron cruzamientos intrapoblacionales en las
especies S. spegazzinii y S. gourlayi, categorizadas recientemente como S. brevicaule
(Spooner et al. 2014), presentes en la provincia de Salta. También IspizUa et al. (2015)
estudiaron las relaciones de compatibilidad polen-pistiio en cruzamientos
intrapoblacionales en las ESP S. gourlayi (2n=4x=48 4EBN) y S. infundibuliforme
(2N=2X=24 2EBN). Un alto porcentaje de combinaciones genotipicas ensayadas
fueron exitosas, aunque mencionan que en ciertos casos a pesar de que los tubos
polinicos alcanzaron la base del estilo no se obtuvieron frutos o que los mismos se
formaron, pero con semillas vacias o sin semillas (Ispizta et al. 2015).

En el caso de los cruzamientos interpoblacionales realizados entre CN-1 y CN-
2, el 86% de las combinaciones fueron compatibles y produjeron poca cantidad de
frutos con un promedio de 133 semillas por fruto, en su mayoria de tipo A. Mientras
gue en los cruzamientos realizados entre CN-1 y Ch-1 y CN-2 y Ch-1 disminuye la
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compatibilidad a 71,5% y 63%, respectivamente, obteniéndose frutos con un menor
namero de semillas y a la vez un menor porcentaje de semillas de tipo A. En base a
estos resultados podemos decir que hay una similitud en la compatibilidad polen-pistilo

en los cruzamientos intra e interpoblaciones, sin embargo, hay un mayor nimero de

semillas por fruto y un elevado porcentaje de semillas de tipo A en los cruzamientos
intrapoblacionales, disminuyendo estos pardmetros en los cruzamientos entre

poblaciones simpatricas y mas aun entre poblaciones mas alejadas dentro del PNLC.

Erazza (2009) evallo la compatibilidad polen-pistilo en poblaciones de S. spegazzinii

(2n=2x=24 2EBN) recolectadas de las provincias de Jujuy y Salta, y establecié que los

mayores porcentajes de combinaciones incompatibles a nivel polen-pistilo se

presentaron en cruzamientos interpoblacionales. También considerando los
cruzamientos realizados por Erazzu et al. (1999) tanto entre y dentro de los grupos
morfoldgicos de poblaciones de S. spegazzinii sefialados por Ispizia (1994), se
observé un alto porcentaje de inhibicidn de los tubos polinicos en varios sitios del estilo

en combinaciones genotipicas de poblaciones pertenecientes al mismo grupo
morfolégico, como también entre los grupos morfolégicos, excepto entre las
poblaciones del Grupo 1, donde se encontrd una alta compatibilidad a nivel polen-
pistilo.

En base a los resultados obtenidos en el analisis del comportamiento

reproductivo de las poblaciones de S. brevicaule del PNLC, se acepta la segunda

hipotesis planteada en esta tesis, ya que se encontraron diferencias significativas entre

las poblaciones en la viabilidad de polen y hubo compatibilidad polen-pistilo tanto en

cruzamientos intra como interpoblacionales. En los analisis de compatibilidad polen-

pistilo, si bien los porcentajes de compatibilidad dentro y entre poblaciones fueron

similares, se detectaron diferencias en el porcentaje de formacién de frutos y en el

porcentaje de semillas de tipo A. Se puede decir en cuanto a la presencia de barreras
precigoticas, se encontraron actuando mecanismos asociados a la incompatibilidad
cruzada, ya que se observo la inhibicion de los tubos polinicos en distintos niveles del

estilo y en ocasiones resultaron inhibidos en uno o en los dos sentidos de las
combinaciones. También se puede estimar que las poblaciones presentan una gran
variabilidad de haplotipos S, ya que no se observé en ningln cruzamiento la inhibicién
del tubo polinico en el estigma y se descarta la barrera de autoincompatibilidad
gametofitica en estas poblaciones.

Debido a que el nimero de combinaciones genotipicas en las que se formaron

frutos fue bajo en relacibn al nimero de combinaciones compatibles (es decir,

combinaciones en las que los tubos polinicos alcanzaron la base del estilo) y al

elevado porcentaje de formacion de semillas de tipo B y C, se propone la existencia de

barreras postcigéticas en cruzamientos interpoblacionales. Siendo una barrera

poscigética diferente al EBN, ya que en todo momento se trabajé con poblaciones de

igual EBN, por lo que puede estar asociado a otro tipo de barrera poscigoética que

genera el aborto de las semillas por disfuncion del endosperma, embribn o ambos

(Masuelli y Camadro 1997; Ispizua et al. 2015). Siendo necesario analizar un mayor

namero de cruzamientos para comprender las relaciones de compatibilidad entre y
dentro de las poblaciones.

Contar con conocimiento sobre la biologia reproductiva de las poblaciones

naturales de ESP es fundamental para comprender los patrones de variacion
morfolégica y molecular de las mismas. En conjunto, la informacién sobre la
variabilidad genética, morfologica y citogenética, la biologia reproductiva y la dinamica

e
28




-

-, FACULTAD DE
~~y UNCUYO CIENCIAS

H ANO DEL GENERAL MANUEL BELGRANO

DR \— AGRARIAS

poblacional son la base para generar planes adecuados de monitoreo y recoleccion de
germoplasma y estrategias de conservacion in situ de estas poblaciones. (Camadro et
al. 2012). Ademas, el estudio de la biologia reproductiva es indispensable para
avanzar en la incorporacion de germoplasma silvestre en los planes de mejoramiento
de la papa cultivada.
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