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ABSTRACT

Vascular wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum
is considered the main constraint of cape gooseberry,
Physalis peruviana, production in Colombia. P peruviana
and P, floridana genotypes with differential resistance
responses against F. oxysporum have been identified
previously. In the present study, the genotypes were
evaluated in order to complement the knowledge of
cytogenetics diversity in Physalis and to design hybridization
strategies to support breeding of cape gooseberry
crop. The chromosome number in mitotic dividing cells
from root-tips of tissue culture plantlets was determined,
from which the average mitotic hour was estimated at
12:00 hours for P peruviana and 10:00 for P floridana.
Chromosomic complements of 2n = 4x = 48 and
2n = 2x = 24 were found for each one of the two species.
Additionally, flow cytometry analyses detected variation
within P peruviana with a nuclear DNA content of
2.33 pg for the 2n = 24 genotype and variations ranged
from 5.77 to 8.12 pg for 2n = 48 genotypes. In P, floridana
DNA content was 2.29 pg in the 2n = 24 genotype and
4.03 pg in the 2n = 48 genotype. There was a significant
effect (@ = 0.01) of the number of chromosomes on
nuclear DNA content for the two species.

Key words: flow cytometry, chromosome counting,
karyotype.
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RESUMEN

El marchitamiento vascular ocasionado por el hongo
Fusarium oxysporum se considera el principal limitante
en la produccién de uchuva (Physalis peruviana) en
Colombia. Se han identificado genotipos de P peruviana
y la especie relacionada P, floridana con diferentes niveles
de reaccién a E oxysporum. En el presente estudio, se
evaluaron los genotipos con el fin de complementar el
conocimiento de la diversidad citogenética en Physalis
y el disefio de estrategias de hibridacién como apoyo al
mejoramiento del cultivo de la uchuva. Se determind el
ntmero de cromosomas en células en divisién mitética de
dpices radicales de plantas cultivadas i vitro, para lo cual
se estimé como hora mitdtica promedio las 12:00 para
P, peruviana, y las 10:00 para P, floridana. Se encontraron
dotaciones cromosémicas de 2n = 4x = 48 y 2n = 2x = 24
para cada una de las dos especies. Adicionalmente, se
realizé un andlisis por citometria de flujo, en el cual se
detectd variacién en el contenido de ADN nuclear en
P, pernviana con 2,33 pg para el genotipo 2n = 24 y entre
5,77 y 8,12 pg para los genotipos 2n = 48. En P, floridana
el contenido de ADN fue 2,29 pg para el genotipo con
numero cromosémico 2n = 24y 4,03 pg para el genotipo
2n = 48. Se encontrd un efecto significativo (¢ = 0,01)
del niimero de cromosomas sobre el contenido de ADN
nuclear para las dos especies.

Palabras claves: cariotipo, citometria de flujo, conteo
cromosdmico.
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INTRODUCCION

La uchuva (P peruviana L.), fruta silvestre y tradicional-
mente de produccidn artesanal, en afios recientes ha
tenido gran acogida tanto en el mercado local como
internacional, generando aumento en su demanda y
desarrollo como cultivo comercial. En la actualidad
constituye uno de los principales productos fruticolas,
representando un valor de US$ 27,6 millones en
exportaciones en 2013 (Agronet, 2014). Su cultivo
presenta grandes ventajas competitivas para Colombia,
que como pais tropical puede garantizar su producciéon

y suministro al mercado internacional (Cotes et 4l
2012).

A pesar de su gran potencial genético, existen limitaciones
importantes respecto a su desarrollo tecnoldgico, asociado
con la nula oferta de materiales mejorados para suplir
el sector. Uno de los principales limitantes de su produccién
es el marchitamiento vascular causado por el hongo
Fusarium oxysporum que ha generado desplazamiento
de zonas productoras y pérdidas de 40% a 100%
(Gonzilez y Barrero, 2011). Como contribucién a la
superacion de esta limitante, la Corporacién Colombiana
de Investigacién Agropecuaria (Corpoica), en asocio
con otras instituciones nacionales, inicié la evaluacién
de resistencia al aislamiento altamente patogénico
MAPS de E oxysporum de una coleccién de trabajo
de uchuva y especies relacionadas, y se encontraron
genotipos con reacciones diferenciales (Gonzélez y
Barrero, 2011).

El pais también ha avanzado en el conocimiento de la
variabilidad genética de la uchuva, incluyendo la carac-
terizacion de germoplasma a escala morfo-agronémica
para atributos vegetativos y de fruto (Trillos ez al,
2008; Herrera ez al., 2012) y molecular (Bonilla ez 4/,
2008; Simbaqueba ez 4/., 2011; Garzén et al., 2012). En
citogenética, el conocimiento es todavia escaso; se
destacan los estudios de Rodriguez y Bueno (2006) y
Lagos (2006), quienes reportan variacion en el nimero
de cromosomas en algunos ecotipos de la especie, desde

2n = 24 hasta 2n = 48 con un numero bésico probable
de X =12.

Los materiales con reaccién diferencial a F oxysporum
que incluyen genotipos de P peruviana y la especie
relacionada P, floridana adn no han sido caracterizados
mediante citogenética. Esta puede complementar el
conocimiento de la diversidad y contribuir al disefio de
estrategias de cruzamientos para la generacién de nuevos

cultivares. En el presente estudio se propuso conocer la
variabilidad citogenética de algunos de estos genotipos
mediante las técnicas convencionales de conteo cromo-
sémico y citometria de flujo, como contribucion a futuros
esquemas de mejoramiento genético del cultivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se estudié el cariotipo y contenido de ADN nuclear de
once genotipos de P peruviana y P, floridana (tabla 1)
en el Laboratorio de Genética Molecular Vegetal, del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria ~-CBB-, de la
Corporacién Colombiana de Investigacién Agropecuaria
Corpoica, sede Tibaitatd, ubicado en el km 14 via
Bogoti-Mosquera, Cundinamarca. Los genotipos fueron
mantenidos en condiciones de cultivo i vitro, con foto-
periodo de 16 horas, en medio MS (Murashige y Skoog,
1962) modificado con nitratos a la mitad. Los genoti-
pos provenian de accesiones con reaccidn diferencial a
E oxysporum cepa MAPS en condiciones de invernadero
(Pulido, 2010, resumido en Gonzélez y Barrero, 2011).

Determinacién de numeros cromosémicos y
obtencidén de cariotipos

Con el fin de lograr metafases de buena calidad para
el conteo cromosdmico, inicialmente se estimé la
hora mitética siguiendo la metodologia planteada por
Rodriguez y Bueno (2006). Para esto, se colectaron por
especie tres dpices radicales secundarios de 1 a2 em de
longitud, procedentes de plantas con aproximadamente
2 semanas de cultivo iz vitro, a intervalos de una hora
durante 24 horas, con dos repeticiones en el tiempo.
Los épices se fijaron en Carnoy (alcohol al 96% vy
acido acético glacial 3:1), se transfirieron a etanol al
70% a 4 °C y se sometieron a hidrélisis, coloracién
y aplastamiento, como se describe mds adelante. Por cada
montaje, se analizaron mil células, contando el nimero
correspondiente a cada una de las fases del ciclo celular:
interfase, profase, metafase, anafase y telofase. Luego,
se determiné el indice de fases parciales (IF), dividiendo
el nimero de células de cada fase entre el niimero total
y multiplicando por 100; posteriormente, se determiné
el indice mitético parcial (IM), con base en la sumatoria
de los indices de fases parciales. La hora mitética
correspondié a la de mayor indice mitético (IM),
es decir, aquella con mayor numero de células en
divisién activa en el dpice. La relacién existente entre
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Nomb af:le(:iig: ) Respuesta de Numero Numero y tipo Contenido Tamafio
ieo:tll'ﬁreo Niimero Procedencia resistenciaa  cromosomico/  demorfologia  medio de ADN genoma
¢ ¢ genotipo F. oxysporum* ploidia* cromésomica* (pg) 2¢/4C (Mb) 1¢¢
m=12;
Pperuviana ~ 09u047-1U\ Colomb/|a Poco 48 /2n = 4x °m= 7 812° 1985,34
(Boyacd) susceptible st=4;
t=1
m=10;
09u216-6™ 48/m=4 T 49,; 772° 1887,54
p . Colombia Moderad- t=1
) peruviana (Narifio) mente :
susceptible m= 183
09u216-3" 48/ 2n=14x SST:‘ h 7,962 1946,22
t=1
m=29;
P peruviana ~ 09u274-1N CO'.Omb'a Susceptible 48 /2n =4x °m= ].0; 577° 1410,77
(Cundinamarca) st=5;
=0
m=10;
P peruviana 09u279-1¢ ColorT]b|a Resistente 48 /2n = 4x Smj 7 8,042 1965,78
(Narifio) st=5;
t=2
m=3_§;
P peruviana  09u288-2°* Sur Africa Susceptible 48/ 2n = 4x SST:;?? 8,04° 1965,78
t=1
Pperuviana  09u289-115% Polonia Altamente o _ oy ND 233¢ 1139,37
susceptible
m=13;
P peruviana  09u290-1U0A India Altamente o o0 gy M4 7,90° 1931,55
susceptible st=5;
m=2;
09u139-1¢ e ;5 403¢ 985,33
P floridana Reino Unido Resistente 48/ 2n =4x St B 0
09u139-2¢ ND ND ND
m=0;
Pfloridana  09u141-1¢ Francia Altamente o, ooy SM=9; 2294 1119,81
susceptible st=3;
t=0
TOTAL 11

Procedentes de colecciones de Universidad Nacional sede Bogota (", Universidad de Narifio (“V), Novacampo (V), Corpoica (%), Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (“*P4).

Respuesta por accesion en condiciones de invernadero de acuerdo con escala de Pulido (2010).

3 Asumiendo nimero basico X = 12 en P peruviana (Menzel, 1951; Lagos, 2006) y en P floridana (segun citometria de flujo).

“m = metacéntricos, sm = submetacéntricos, st = subtelocéntricos, t = telocéntricos.

>Estimado por citometria de flujo; *><?Medias con una letra en comdn no presentan diferencias estadisticas significativas, segun prueba
Tukey (a = 0,05).

®1pg (picogramo) = 978 Mb (megabases) (Dolezel et al., 2007).
ND = no determinado.
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los indices mitdticos y la hora de colecta de las raices en
el lapso de 24 horas se determiné mediante andlisis de
regresién, utilizando el paquete SAS® (Statistical Analysis
System) versién 9.1, mediante el modelo general lineal
(GLM). Los modelos de regresién propuestos fueron
de tipo lineal, cuadratico, ctbico y exponencial; y se
seleccionaron los significativos (¢ < 0,05) en la prueba

de 2.

Una vez determinada la hora mitdtica, se realizé conteo
cromosémico en P peruviana y P floridana mediante
observaciéon de cromosomas en punta de raiz de
genotipos procedentes de cultivo iz vitro, con algunas
modificaciones (Rodriguez y Bueno, 2006). Las raices
de 1 a 2 cm de longitud fueron pretratadas en una
solucién de colchicina al 0,25% diluida en dimetil-
sulfoxido (DMSO) al 2% durante 3 horas. El tejido fue
fijado en solucién Carnoy (alcohol 96% + 4cido acético
glacial en proporcién 3:1) durante 15 horas y sujeto
a hidrdlisis 4cida con HCI 1N durante 25 min a tempe-
ratura ambiente. Luego, las raices se sumergieron en
aguaa 37 °C, la cual acttia como solucién hipoténica que
permite mayor dispersién de los cromosomas. El tejido
se colored con orceina propidnica al 2% durante 15
minutos, y finalmente se realizé el aplastamiento.

Para la determinacién del nimero cromosémico, se
contaron entre 25 y 30 placas metafésicas de buena
calidad y dispersién de acuerdo con Mejia (2009). La
morfologia de los cromosomas se identificé siguiendo
las pautas propuestas por Levan e al. (1964). Se
tomaron fotografias de las cinco mejores metafases,
utilizando un microscopio 6ptico Olympus BX 41 y
una cdmara digital Sony DSC - W120. Con el programa
Adobe Photoshop CS5 Portable se corrobord el
numero de cromosomas, se establecié la morfologia de
los mismos y se elaboraron los cariotipos por accesion.

Determinacion del contenido de ADN nuclear

Se analizaron 10 genotipos por citometria de flujo;
de estos, ocho correspondieron a P peruviana y dos a
P, floridana (tabla 1). Para este andlisis se utilizé tejido
foliar joven de plantas iz vitro, el cual se corté finamente
y se embebi6 en buffer de extraccion de nucleos descrito
en Dolezel ez al. (2007). Luego, el homogenizado se
fileré en una malla de nailon y los nucleos aislados
fueron tefiidos con colorante fluorescente especifico
para ADN (Dolezel er al., 2007). Los nucleos se
analizaron en un citémetro Partec Ploidy Analyzer (PA).

La cantidad relativa de ADN se midié utilizando como
control externo glébulos rojos de trucha, cuya masa
nuclear contiene 5,05 picogramos (pg) (Fukui y
Nakayama, 1996). La lectura de los ntcleos se efectué
en fase GI del ciclo celular considerando que para
diploides hay dos copias del genoma y se expresa con el
valor 2C (Dolezel ez al., 2007); en el caso de poliploides,
se expresa con el valor correspondiente al nimero de
copias del genoma. Se realizaron tres réplicas por cada
una de las accesiones. Los resultados se presentaron en
un histograma que expresa la distribucién de los ntcleos
de acuerdo con la intensidad de fluorescencia, la cual es
proporcional al contenido de ADN. Para establecer el
efecto de los genotipos sobre el contenido de ADN, se
realizé un andlisis de varianza (anova), complementado
con una prueba de comparacién de medias de Tukey
(2 =0,05). Con los datos obtenidos a partir de conteos
celulares y citometria de flujo, se ajustaron modelos
de regresion, utilizando el mismo procedimiento del
software SAS ya mencionado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Numeros cromosdmicos y cariotipos

La hora mitdtica se pudo establecer con base en los
modelos de regresion ajustados para cada una de las dos
especies, que corresponden a las siguientes ecuaciones:

P peruviana
IM = -39,953 + 7,754 H - 0,322 H? (R? = 23,3, p
< 0,0001)

P, floridana
IM = -113,716 + 32,150 H - 2,805 H? + 0,0788 H?
(R?= 32,5, p < 0,0002)

Donde:

IM = indice mitético

H = horadel dia

Los coeficientes de determinacién fueron bajos, debido
a que se present6 alta variabilidad en las observaciones;
sin embargo, se pudo determinar mediante el modelo
de regresion, un efecto significativo de la hora sobre el
indice mitdtico. Asi, la hora mitdtica correspondié a
las 12:00 para P, peruviana 'y las 10:00, para P, floridana
(figura 1).

Corpoica Ciencia y Tecnologia Agropecuaria
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Figura 1. Modelos de regresion ajustados para A. P peruviana R? = 23,3 y B. P floridana R? = 32,5, mostrando la variacion del IM (indice mitético) en funcién de la hora

del dia

Las muestras de raiz fueron entonces colectadas en el
tiempo de hora mitdtica estimado para determinacién
de niimero cromosémico y cariotipo. En siete de los
ocho genotipos evaluados de P peruviana, el nimero
cromosdmico encontrado fue 2n = 48, dato que coincide
con lo registrado por Vilmorin y Simonet (1928),
Menzel (1951), Gupta y Roy (1985), Moriconi et al.
(1990) y Ganapathi ez al. (1991); mientras que el
genotipo 09U289-1 present6 24 cromosomas, situacion
que coincide con la condicién diploide reportada por
Yamamoto y Sakai (1932) (tabla 1).

En Colombia, Lagos (2006) reporta nimeros cromo-
sémicos de 2n = 24, 36 y 48 como caracteristicos de
P, peruviana y registra casos de mixoploidia, y concluye
que la especie estd definiendo su complemento cromo-
sémico. Rodriguez y Bueno (2006) también reportan
diferentes nimeros cromosémicos de acuerdo con el
ecotipo; de esta forma, para el ecotipo Colombia la
dotacién cromosdmica es de 2n = 32, para el Kenia de
2n = 48 y para el Silvestre, de 2n = 24. En el presente
estudio, segin los datos de pasaporte, la accesion
09U216 pertenece al ecotipo Colombia, lo cual indica
variacién en el niimero cromosémico en accesiones de
este ecotipo cultivado. Estos resultados sugieren que
P, peruviana esta definiendo su complemento cromosé-
mico, en concordancia con Lagos (2006), posiblemente
en relacién con el hecho de que pasé de ser una especie
silvestre a cultivada, sin experimentar un proceso
de domesticacién como la especie relacionada Solanum

© 2014 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

lycopersicum (Cong et al., 2008). Dada la reproduccién
mixta de P peruviana con mas de 50% de alogamia
(Lagos et al., 2008), se podria, ademds, suponer la
existencia de cruzamientos naturales que podrian haber
conducido a la generacién de dotaciones cromosdmicas
variables para la especie, incluso en materiales del mismo
ecotipo.

Los cariotipos representativos de genotipos de
P peruviana y P. floridana estin conformados princi-
palmente por cromosomas biarmados, metacéntricos,
submetacéntricos y subtelocéntricos, y en menor
proporcién por cromosomas telocéntricos (figura 2)
cuyo numero para cada morfologia varfa dentro de las
dos especies y entre ellas (tabla 1). En los genotipos
09U047-1, 09U216-3, 09U216-6, 09U279-1 vy
09U288-2 fue posible diferenciar la presencia de
satélites en cinco pares de cromosomas (ver ejemplo de
09U047-1 en figura 2); esta observacién también fue
hecha por Menzel (1951), confirmando ast la presencia
de satélites en el complemento cromosdmico de
P, peruviana. En P, flovidana se obtuvieron 2n = 24 para
el genotipo 09U141-1, dato que coincide con los dos
estudios citogenéticos existentes bajo su sindnimo
P, pubescens realizados por Menzel (1951) y Vilmorin y
Simonet (1932). Por otra parte, el genotipo 09U139-1
presentd un nimero cromosdémico de 2n = 48 que
indica la existencia de una segunda dotacién cromosdmica
para esta especie.
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Figura 2. Cromosomas en metafase, cariotipo (escala de 10 um) y CF = Citometria de flujo representativos de genotipos de P peruviana y P floridana
*as flechas indican la presencia de satélites en cinco pares de cromosomas (09U047-1). m = metacéntricos, sm = submetacéntricos, st = subtelocéntricos,

t = telocéntricos.

**Histogramas representativos de CF; se muestra el control diploide con un pico méximo que corresponde a la etapa G1 del ciclo celular (canal 76) equivalente a un
contenido de ADN nuclear de 5,05 pg; el sequndo pico (canal 154) corresponde a la etapa G2. El contenido de ADN nuclear de los genotipos se estimd con el cociente entre

el ndmero de canal de la muestra y el del control multiplicado por 5,05 pg (tabla 1

Contenido de ADN nuclear y nivel de ploidia

En este estudio se reporta por primera vez el contenido
de ADN nuclear en P, peruvianay P floridana analizado
por citometria de flujo. El valor para cualquier tipo
de célula blanco se puede cuantificar con relacién a
un contenido estandar en las células de una especie
de referencia y en cualquier estado de replicacion
(Greilhulber ez al., 2005); asimismo, los estindares
pueden ser corridos secuencialmente en el citémetro o
simultdneamente con la muestra (Johnson ez 4/., 1987).
En este estudio se usdé como control glébulos rojos de
trucha, los cuales han sido empleados rutinariamente
para determinar tamano del genoma y conocer el nivel
de ploidia tanto en plantas como en animales (Galbraith
et al., 1983; Aramuganathan y Earle, 1991; Bennett
y Leitch, 1995; Thompson ez al., 1997; Dolezel ez al.,
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1998; Dolezel et al., 2003). Su uso se remonta al reporte
de Tiersch ez al. (1989) en el que se da a conocer el
contenido de ADN de estos nucleos, y es ampliamente
usado ya que en la etapa de replicacién el contenido
de ADN en los nucleos es en gran medida invariable
(Heslop-Harrison y Schwarzacher, 1996).

Los genotipos de P peruviana presentaron un rango
de 2,33 a 8,12 pg de ADN nuclear, mientras los dos
genotipos de P floridana presentaron 2,29 y 4,03 pg
(tabla 1). El nimero cromosémico mds frecuente en la
familia Solanaceae es X = 12 (Pozzobon et 4l., 2006;
Lou et 4l., 2010), lo cual coincide con los estudios de
Menzel para el género Physalis (1951). Considerando
esto, los genotipos de P peruviana 2n = 48 correspon-
derfan a materiales tetraploides, lo cual concuerda con
su contenido de ADN.
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Por otra parte, el genotipo P. peruviana 09U289-1 se
considerarfa diploide (2n = 24); sin embargo, no fue
posible asignar cromosomas homdlogos posiblemente
por la baja resolucién obtenida para este cariotipo
(figura 2). Este complemento cromosémico, sin embargo,
no concuerda con su bajo contenido de ADN (2,33 pg),
el cual presenta una reducciéon de 2,5 a 3,5 veces en
comparacién con los demds genotipos de P peruviana
analizados (tabla 1 y figura 2). 09U289-1 podria ser
un haploide natural en P, peruviana, asumiendo que la
dotacién cromosémica 2n = 24 representa el niimero
gamético de la especie, condicién que deberd ser con-
firmada mediante estudios de cromosomas en polen.
Germana (2009) y Bhojwani y Dantu (2010) sefialan
que los haploides son sexualmente estériles, por tanto, es
necesario el doblamiento de sus cromosomas para lograr
una planta fértil generando asi doble haploides o diploides
homocigotos (DH), que representan dos ventajas en el
mejoramiento de cultivos. La primera, el complemento
completo del genoma es expresado a escala fenotipica
y la segunda, se reduce el tiempo necesario para producir
lineas homocigdticas en comparacién con el cruza-
miento tradicional. Otra posibilidad es que el genotipo
09U289-1, procedente del repositorio USDA de los
Estados Unidos, se encuentre mal clasificado como
P peruviana, por lo cual se hacen necesarios estudios
taxondmicos que corroboren su clasificacion.

El contenido de ADN nuclear en los genotipos en estudio
presenté diferencias estadisticas significativas (¢ < 0,001),
de acuerdo con ¢l Anova, por lo que se procedié
a realizar la prueba de comparacién de medias de
Tiskey (o < 0,05). Esta prueba agrupé los genotipos de
P peruviana en tres grupos mutuamente excluyentes,
identificados por las letras a, b y d (tabla 1). En el caso
de los genotipos 09U289-1 y 09U274-1, su contenido
medio de ADN mostré diferencias estadisticas signifi-
cativas con todos los demds genotipos de la especie. En
09U289-1, los resultados se relacionaron con su menor
ntimero cromosémico (2n = 24) y en 09U274-1, con
numero cromosémico 2n = 48, puede relacionarse a
un tamafio cromosémico relativamente menor en
comparacién con los demds genotipos (figura 2). En
P floridana la prueba Tukey mostré diferencias esta-
disticas significativas entre 09U141-1 y 09U139-1, en
relacién con complementos cromosémicos distintos de
2n =24y 2n = 48, respectivamente.

Para determinar el efecto del nimero de cromosomas
sobre el contenido de ADN, se ajusté un modelo de
regresion lineal simple para cada especie, el cual se expone
a continuacion:

P, peruviana
ADN =-3,303 + 0,235 nimero de cromosomas,
R?=98,6%

P, floridana
ADN = -0,557 + 0,072 nimero de cromosomas,
R2=99,7%

Los dos coeficientes del modelo de regresion para las
dos especies fueron estadisticamente diferentes de 0
(¢ = 0,01, prueba de 7). Lo anterior permite concluir
que hay un efecto significativo del nimero de cromo-
somas sobre el contenido de ADN en el ntcleo. Para el
caso de P floridana, por cada cromosoma el contenido
de ADN aumenta 0,072 pg; mientras que en R peruviana
cada cromosoma genera un aumento en el contenido
de ADN de 0,235 pg. En esta tltima especie no se
consideré el genotipo 09U274-1 para el ajuste del modelo,
debido a que se comporté como dato atipico y afectaba
la normalidad en la distribucién de los residuales del
modelo ajustado.

La variacion en el contenido de ADN puede ser debida
a fendmenos de hibridacién, o también por pérdida
o ganancia de secuencias de ADN repetitivo segun lo
expuesto por Price (1988), situacién que puede asociarse
con la adaptacién a condiciones ambientales cambiantes
(Cavallini y Natali, 1991), lo cual se relaciona con la
diversa procedencia del material vegetal (tabla 1) y con
climas y ambientes propios de cada regién. Poggio y
Naranjo (2004) también asocian este tipo de variaciones
con el estrés que se deriva de pricticas de cultivo de tejidos.

Basados en el contenido de ADN, es posible realizar
inferencias en relacién con el tamano del genoma. Asi,
al compararar con otros miembros de la familia de las
Solanéceas, el tamano del genoma de la uchuva es mayor.
Por ejemplo, al comparar con papa (Solanum tuberosum),
cuyo tamafio de genoma es 844 Mb (The Potato Genome
Sequencing Consortium, 2011) y 0,86 pg, P peruviana
serfa mayor de 2,7 a 9,4 veces, considerando el rango
de contenido de ADN (de 2,33 a 8,12 pg, tabla 1). De
forma similar, en comparacién con el tomate (Solanum
lycopersicum), cuyo contenido de ADN (Arumuganathan
y Earle, 1991; Dolezel ez al., 2007) y tamafio de genoma
(The Tomato Genome Sequencing Consortium, 2012)
se estima en 0,9 pgy 900 Mb, el genoma de la uchuva
serfa mayor de 2,5 a 9 veces.

Los resultados de citogenética pueden predecir el éxito
de cruzamientos tanto intra como interespeciﬁcos en
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las accesiones estudiadas, aportando conocimiento para
el disefio de esquemas de mejoramiento en la especie.
Asi, las accesiones més similares en su complemento
cromosdémico en cuanto a forma, tamafio y numero
de cromosomas o contenido de ADN podrian ser mas
exitosas en la produccién de progenie viable, tal como
lo sefialan Menzel (1951), Ortiz et al. (1998) y Serrato
et al. (2000). De esta manera, un comportamiento
exitoso podria predecirse para cruces entre genotipos de
diferentes especies como el 09U289-1 de P, peruviana
y el 09U141-1 de P, floridana, los cuales no mostraron
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
Tukey (¢ = 0,05) para el contenido de ADN; o entre
los genotipos de P peruviana (09U047-1, 09U216-6,
09U216-3, 09U279-1, 09U288-2, 09U290-1), los
cuales no mostraron diferencias estadisticas significativas
entre si. Considerando tinicamente similaridades en el
numero cromosdmico, es probable que estos ultimos
genotipos, asi como 09U274-1, puedan producir
progenie viable en cruces con el genotipo 09U139-1 de
P, floridana (tabla 1).

Evidencia de lo anterior se encuentra en el trabajo de
Berdugo (2012), quien realizd cruzamientos entre
genotipos de P peruviana y P. floridana con reacciéon
diferencial a £ oxysporum y niimero cromosémico similar
(2n = 48). En el estudio se encontré un 100% de
viabilidad en cruces intraespecificos entre genotipos
procedentes de las accesiones 09U047, 09U279 y
09U216 (subconjunto a) y 09U274 (subconjunto b)
de P peruviana y 50% en cruces interespecificos entre
genotipos de las accesiones 09U216 y 09U274 de P
peruviana con 09U139 (subconjunto ¢) de P, floridana,
siendo viables s6lo cuando el progenitor femenino fue

P, floridana.

Es igualmente probable que exista mayor incompati-
bilidad entre genotipos con diferencias cromosémicas
significativas y, por lo tanto, no se d¢é la fecundacién o
se generen abortos provocados por un alto grado de
irregularidad en la meiosis; situacién reportada por
Menzel (1951) en otras especies del género Physalis.
En las progenies hibridas entre parentales con diferente
numero cromosdmico también se pueden encontrar
niveles de ploidia inesperados, inestabilidad genémica
o numero impar de cromosomas, que podrian darse por
casos de gametos no reducidos, apomixis, y quimeras,
lo que produciria infertilidad y bajos niveles de produc-
tividad de estos cultivos (Serrato ez al., 2000; Laguado,
2007).
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El estudio permitié complementar el conocimiento
de la diversidad citogenética de germoplasma de P
peruviana y la especie relacionada P. Floridana, previa-
mente identificadas por presentar reaccion diferencial
al patégeno mids limitante de la produccién de uchuva,
Fusarium oxysporum. Se determiné por primera vez el
contenido de ADN para las dos especies de Physalis,
encontrandose que 2 peruviana posee tamaios de genoma
superiores en comparaciéon con especies de la misma
familia -tomate y papa-, lo cual debe ser considerado
para estudios genéticos y gendmicos de la especie. Al
mismo tiempo, el estudio permitié disefiar exitosamente
estrategias de hibridacion dentro y entre genotipos de
las dos especies, tal como se demostrd con accesiones
similares por Berdugo (2012). Asi, los resultados permiten
colegir que este conocimiento es muy util en la seleccion
de parentales como apoyo a esquemas de mejoramiento
del cultivo.

CONCLUSIONES

Se determin variabilidad citogenética de genotipos de
Physalis peruviana y la especie relacionada P, floridana,
encontrandose complementos cromosdmicos de 2n = 24
y 2n = 48; este tltimo reportado por primera vez
para P floridana. Asimismo, en el estudio se analizé
por primera vez en las dos especies el contenido de
ADN mediante citometria de flujo y se encontré alta
variabilidad en concordancia con el conteo cromosémico.
Lo anterior permitié plantear el disefo de estrategias
de hibridacién dentro y entre genotipos de las dos
especies, de interés en cuanto a su reaccion diferencial a
F. oxysporum. Esta tltima debe ser estudiada en funcién
de otros ambientes y afos para determinar resistencia.
El estudio aporta conocimiento sobre la citogenética
del cultivo como contribucion a futuros esquemas de
mejoramiento genético de cultivo.
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