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VARIABILIDAD GENETICA DE PARENTALES Y
POBLACIONES F, INTER E INTRAESPECIFICAS
DE Physalis peruviana L. Y P. floridana Rydb.!

JHON ALEXANDER BERDUGO CELY2, FELIX ENCISO RODRIGUEZ?,
CAROLINA GONZALEZ ALMARIO*, LUZ STELLA BARRERO MENESES®

RESUMEN - La uchuva, Physalis peruviana, es un frutal andino de importancia para la exportacion; el
principal limitante de su produccion en Colombia es el marchitamiento vascular ocasionado por Fusarium
oxysporum. En el presente trabajo se propuso generar poblaciones F entre parentales contrastantes por su
respuesta a éste patdogeno y evaluarlas molecularmente como apoyo al conocimiento y uso de los recursos
genéticos de la especie. Para ello, cuatro genotipos de P. peruviana y uno de la especie relacionada P, floridana,
fueron caracterizados a nivel morfo-agronémico empleando 34 variables cualitativas y 20 cuantitativas, y a
nivel molecular con 328 marcadores tipo COSII y 154 IRGs. Dichos genotipos se utilizaron como parentales
para la generacion y caracterizacion molecular de poblaciones F,. Las variables cuantitativas permitieron
diferenciar las especies P. floridana'y P. peruviana asi como genotipos cultivados y silvestres dentro de P
peruviana. Se encontr6 un 100% de viabilidad en cruces F| intraespecificos y un 50% en interespecificos,
siendo viables aquellos donde P. floridana fue receptor de polen. A nivel molecular no se identificaron
polimorfismos dentro de P. peruviana pero si entre P. floridana y P. Peruviana. En una poblacion F, de
51 individuos generada entre las especies se encontr6 un total de 127 alelos con un promedio de 3,18 por
locus, un PIC de 0,358 y altos valores de heterocigocidad (Ho: 0,737 y He: 0,449). Los analisis de PCA 'y
agrupamiento permitieron discriminar la poblacion F| en tres grupos, en su mayoria con mayor similitud al
parental P. floridana. Lo anterior se reflejé en una distorsion mendeliana del 75% favorecida por la presencia
de un 63,75% de alelos maternos. El estudio aporta conocimiento sobre la cruzabilidad en uchuva y la
variabilidad genética de genotipos parentales y poblaciones F .

Términos para indexacion: Poblaciones F en Physalis, variabilidad genética, marcadores moleculares.

GENETIC VARIABILITY OF PARENTALS AND INTER AND INTERSPECIFIC
F, POPULATIONS OF Physalis peruviana L. AND P. floridana Rydb.

ABSTRACT - Cape gooseberry, Physalis peruviana, is an Andean fruit of great importance for export
markets; its main limitation for production in Colombia is the vascular wilt caused by Fusarium oxysporum.
The present study proposed the generation of F1 populations between contrasting pathogen response parents
and their evaluation at molecular level to support knowledge and use of the species genetics resources. To
do this, four genotypes of P. peruviana, and one of the related species P. floridana, were characterized at
morphological level using 34 qualitative and 20 quantitative variables and at molecular level using 328 COSII
and 154 IRGs markers. The genotypes were used as parents for generation and molecular characterization
of F, populations. Quantitative variables were able to distinguish the species P. floridana and P. peruviana
as well as cultivated and wild genotypes within P. peruviana. One hundred percent viability was found in
intraspecific F, crosses and 50% in interspecific crosses remaining viable only when P. floridana was the
receptor of pollen. Molecular characterization did not identify polymorphisms within the P. peruviana but
between P. floridana and P. peruviana. An F| population of 51 individuals generated between the species a
total of 127 alleles with an average of 3.18 per locus, a PIC of 0.358 and high values of heterozygosity (Ho:
0.737 and He: 0.449). PCA and cluster analysis allowed discrimination of the F, population in three groups,
more similar to the P. floridana parental. This was reflected by a 75% Mendelian distortion favored by the
presence of 63.75% maternal alleles. The study provides insights into Cape gooseberry crossability and the
genetic variability of parental genotypes and F populations.

Index terms: Physalis F, populations, genetic variability, molecular markers.
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INTRODUCCION

La uchuva (Physalis peruviana), especie
nativa de la region Andina que pertenece a la familia
de las Solanaceas, se caracteriza por poseer un fruto
con alto valor nutricional, incluyendo vitaminas
del complejo A, B y C, y minerales como hierro y
fosforo. A esta especie se le atribuyen propiedades
anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes y
es también conocida por su potencial rol en el control
de enfermedades como la diabetes e hipertension
(RAMADAN, 2011; YEN etal., 2010). En Colombia,
este frutal presenta una alta proyeccién en los
mercados de exportacion, donde se ha observado que
desde 1993, las exportaciones han ido incrementando
alcanzando mas de 6000 toneladas por un valor
de US$ 28,5 millones en 2012 y a septiembre del
2014 se reportan US$ 16,7 millones para 3000
ton, concentrando el 80% de las exportaciones en
Europa y el restante 20% en paises americanos
y asiaticos (AGRONET, 2014). No obstante, su
cultivo en Colombia presenta grandes limitantes de
produccion y calidad como el rajamiento del fruto
y el marchitamiento vascular; éste ultimo causado
por el hongo Fusarium oxysporum (GONZALEZ;
BARRERO, 2011). Hasta el momento no se conocen
cultivares resistentes ni variedades mejoradas en
Colombia.

Se ha avanzado en el conocimiento de la
variabilidad genética de la especie y de taxones
relacionados a diferentes niveles. Por ejemplo, se
han generado marcadores moleculares procedentes
de Genes Relacionados con Inmunidad vegetal
(IRGs) y de microsatétiles (SRRs) a partir de la
secuencia y anotacion del trascriptoma foliar de
la especie (ENCISO-RODRIGUEZ et al., 2013;
GARZON-MARTINEZ etal., 2012; SIMBAQUEBA
et al., 2011). Adicionalmente, se han realizado
caracterizaciones morfo-agronomicas y moleculares
de colecciones de germoplasma (BONILLA et al.,
2008; TRILLOS et al., 2008; HERRERA et al.,
2012) y se ha avanzado en el conocimiento del
comportamiento hibrido de la especie en cuanto a
aptitud combinatoria a nivel morfo-agronémico y de
caracteristicas de fruto (LAGOS etal., 2007; LEIVA-
BRONDO et al., 2001). A nivel citogenético, se ha
identificado el nimero bésico para el género Physalis
como X=12 (MENZEL, 1951); reportandose
variacion en los numeros cromosomicos de P.
peruviana (32, 36 y 48); (LIBERATO et al., 2014;
RODRIGUEZ; BUENO, 2006; LAGOS, 2006),
mientras a P. floridana se le atribuye numero
cromosomico de 24 y 48 (MENZEL, 1951;
LIBERATO etal., 2014). También se ha emprendido

la busqueda de fuentes de resistencia a F. oxysporum
en colecciones de germoplasma mediante el uso de
un aislamiento altamente virulento del patdégeno
(MAPS5) en condiciones de invernadero, a partir de
lo cual se han identificado accesiones de P. peruviana
y especies relacionadas con grados de reaccion
diferencial a F. oxysporum (ENCISO-RODRIGUEZ
et al., 2013; GONZALEZ; BARRERO, 2011).

En el presente estudio se propuso utilizar
genotipos procedentes de accesiones con reaccion
diferencial a F. oxysporum para: i) conocer su
variabilidad fenotipica en relacion con atributos
morfo-agronémicos usando descriptores disponibles
para la especie; i) conocer su variabilidad molecular
empleando marcadores tipo COSII (Secuencias de
Ortologos Conservados) de especies Solanaceas
y tipo IRGs especificos de P. peruviana (WU,
TANKSLEY, 2010; ENCISO-RODRIGUEZ et al.,
2013); yiii) generar y caracterizar poblaciones F intra
e interespecificas usando marcadores codominantes
polimérficos identificados en los genotipos parentales.
Este estudio aporta conocimiento sobre cruzabilidad
inter ¢ intraespecifica y la variabilidad genética de
genotipos y poblaciones F, en uchuva para uso de
los recursos genéticos de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se estudiaron cinco accesiones de la coleccion
de trabajo del género Physalis de CORPOICA, los
cuales incluyen cuatro de P. Peruviana procedentes
de Colombia de los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca y Nariflo y una de P. Floridana
procedente de la colecciéon del Reino Unido
(Tabla 1). Las accesiones habian sido previamente
identificadas por presentar reaccion diferencial a un
aislamiento altamente patogénico de F. oxysporum
(ENCISO-RODRIGUEZ et al., 2013, PULIDO,
2010). A partir de un genotipo de cada accesion, se
generaron poblaciones F| de las cuales una de ellas,
compuesta por 51 hibridos interespecificos, fue
establecida en condiciones in vitro y fue analizada
a nivel molecular por derivarse de parentales con
alto polimorfismo. Los genotipos usados como
parentales se encontraban en condiciones de campo
en el Centro de Investigacion Tibaitata, Mosquera
en departamento de Cundinamarca en Colombia
(RODRIGUEZ, 2013). Estos fueron caracterizados
anivel morfolégico y fueron sujetos a cruzamientos
controlados. Los analisis de laboratorio se llevaron
a cabo en el Centro de Biotecnologia y Bioindustria
de la Corporaciéon Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (CORPOICA) localizado en Mosquera,
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Cundinamarca, Colombia.

Caracterizacion morfo-agronomica e
hibridacion

Cada parental fue evaluado en la etapa
reproductiva mediante el empleo de 54 variables
previamente descritas por Bonilla et al. (2008)
y Trillos et al. (2008), las cuales incluyeron 34
cualitativas (Tabla 2) y 20 cuantitativas (Tabla
3), tomando 3 datos para cada descriptor en cada
genotipo. Paralelamente, se generaron cruces en
un disefio dialélico parcial de cinco parentales,
incluyendo cruces reciprocos y autopolinizaciones.
Las semillas obtenidas por cada cruzamiento fueron
germinadas en condiciones in vitro en un medio MS
modificado con la mitad de concentracion de nitratos
y suplementado con 0,01 mg L' de GA, a partir de
lo cual, se colectd tejido foliar de plantulas de dos
meses de edad para extraccion de ADN.

A partir de los datos morfologicos de los
genotipos parentales, se realizaron los analisis
estadisticos. Las variables cualitativas se analizaron
como multicategoricas o binarias (Tabla 2), a partir
de lo cual se gener6 una matriz de disimilaridad
usando el coeficiente de Gower (1971) y un analisis
de conglomerados mediante el método de la media
aritmética no ponderada (UPGMA). Para variables
cuantitativas, se hallaron medidas de tendencia
central y se realizé un analisis de componentes
principales (ACP) y un analisis de conglomerados
utilizando distancias euclidianas y el algoritmo
UPGMA. Todos los analisis se realizaron usando el
software Stata version 11.1.

Caracterizacion molecular

El ADN genémico de parentales y poblacion
F, se extrajo a partir de hojas jovenes, usando
el protocolo de extracciéon basado en Fenol-
Cloroformo, en el cual las muestras fueron incubadas
a 65 °C durante 1 hora en buffer de extraccion
basado en CTAB (1%) y B-mercaptoetanol (5%).
Posteriormente, éstas fueron centrifugadas a 14.000
rpm por 15 min y el sobrenadante fue transferido a
un tubo nuevo, al cual se le adiciond un volumen
de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (1:24:1).
Seguido a esto, el sobrenadante fue precipitado
usando isopropanol y acetato de sodio 3 M. EIADN
precipitado, se limpio lavandolo con etanol al 70% y
fue secado por 5 min, resuspendido en buffer TE 1X
y tratado con 10mg mL' de RNasa (Invitrogen). La
calidad y cantidad de ADN se determind mediante
espectrofotometria y gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio (0,5 pg/mL) usando el marcador de
masa High DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA).

Se seleccionaron 482 marcadores
moleculares, incluyendo 328 COSII y 154 IRGs
(WU y TANKSLEY, 2010; ENCISO-RODRIGUEZ
etal., 2013). Estos fueron amplificados via reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) en los genotipos
de P. peruviana y P. floridana empleados como
parentales. La PCR fue llevada a cabo en un
termociclador i-Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) con los siguientes pasos: un ciclo inicial de
denaturacion a 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos
por 30 sa 94 °C, 1 min a 56 °C y 2 min a 72 °C,
seguido por una extension final de 10 mina 72 °Cy
preservacion a4 °C. Las condiciones de PCR fueron
optimizadas para un volumen final de 15 pL usando
15 ng/uL de DNA, 1X Buffer de PCR (Invitrogen),
2 mM de MgCl, (Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTP
(Invitrogen) y 0,2 U de Taq polimerasa (Corpoica).
Los productos de amplificacion fueron separados
en geles de agarosa al 2% (p/v) corridos en Buffer
TAE 1X (40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA) y
observados mediante tincion con bromuro de etidio
(0,5 pg mL"). Los marcadores polimoérficos en
parentales y poblacion hibrida F, fueron amplificados
por triplicado.

Se determind el peso de cada producto de
amplificacion para asignacion de alelos y se generd
una matriz de alelos por locus marcador vs individuo
(parental o F,) donde cada locus fue tratado como
codominante. La heterocigocidad observada (Ho)
y esperada (He), asi como el indice de contenido
polimorfico (PIC) se analizaron empleando el
software Cervus 3,03, estos indices se hallaron para
los parentales, la F, y la poblacion total conformada
por parentales y F . Para el andlisis de componentes
principales (ACP) y de conglomerados, se empled
el software NTSYSpc version 2.02g, tomando
los datos en términos de presencia-ausencia. Para
esto, se utilizo el indice de similaridad de Jaccard
empleando el método de agrupamiento UPGMA, el
soporte estadistico de los agrupamientos fue evaluado
mediante boostraping de 10000 repeticiones
(FELSENSTEIN, 1989). El patrén de segregacion de
alelos por locus observado y esperado en la poblacion
hibrida fue analizado mediante una prueba de Chi-
cuadrado a p <0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfo-agronémica de
parentales

La caracterizacion fenotipica empleando
variables cualitativas analizadas como
multicategoricas permitié discriminar las especies
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P. peruviana y P. floridana; sin embargo, los
genotipos de P. peruviana se agruparon en un indice
de disimilaridad de Gower de 0 (Figura 1A). En
concordancia con lo anterior, no se encontraron
diferencias morfologicas dentro de los genotipos
de P. peruviana para las 34 variables cualitativas,
pero si entre las dos especies para 11 variables que
incluyeron el color, pubescencia y ramificacion de
tallo, tipo de ramificacion, forma base y forma borde
de hoja, pubescencia de hoja, remocion de pedicelo,
color, forma y tamafio de semilla (Tabla 2).

En relacion con las variables cuantitativas,
éstas permitieron diferenciar genotipos entre y
dentro de las dos especies, lo cual se reflejo en el
analisis de conglomerados, mostrando la formacion
de tres grupos: uno conformado por P. floridana,
que se separd a una distancia de 7,63 de los dos
grupos de P. peruviana. De éstos ultimos, uno
estaba conformado por genotipos silvestres y el otro
por cultivados (Figura 1B). El ACP indic6 que las
variables cuantitativas evaluadas explicaron el 95%
de la variabilidad total con el primer componente,
aportando el 73,68%; en éste se ubicaron variables
de fruto y rendimiento representados por la longitud
de entrenudos, tamafio del caliz, didmetro y distancia
entre flores, peso de 5 frutos maduros, peso de pulpa,
tamafio longitudinal y transversal de fruto, peso de
200 semillas y semilla seca y nimero de semillas por
fruto, junto con el diametro de tallo y la longitud y
ancho de la hoja. El segundo componente explico el
21,05% del total de la varianza aportada por el peso
de cinco calices maduros, la longitud de pedicelo,
el nimero de nudos por rama mas desarrollada y
los s6lidos solubles totales (°Brix). En el tercer
componente se encontrd el 5,23% de la varianza
proporcionada por el caracter longitud de la rama
mas desarrollada (Tabla 3).

En este trabajo no se encontré utilidad de las
variables cualitativas para discriminar genotipos de la
especie P. Peruviana, lo cual podria estar relacionado
con el bajo nimero de individuos analizados; pese
a ello, estos resultados concuerdan con estudios
previos que muestran poca diferenciacion dentro de
accesiones de P. peruviana con el uso de variables
de tipo cualitativo y alta con variables de tipo
cuantitativo. Asi, Trillos et al. (2008), mediante
el uso de 40 variables cualitativas evaluadas en
46 materiales de P. peruviana encuentran poca
diferenciacion, mientras que con 29 variables
cuantitativas encuentran un 93,11% de la variabilidad
total, siendo los atributos relacionados con caracteres
de fruto los de mayor aporte. De forma similar,
Bonilla et al. (2008) en 24 accesiones de uchuva
evaluando 10 caracteres cualitativos destacan la baja

diferenciacion entre accesiones, mientras lo contrario
ocurre que con el uso de 17 variables cuantitativas
especificamente relacionadas con fruto (peso,
tamafo, nimero de semillas y °Brix). Recientemente,
Herrera et al. (2012) diferenciaron, en 54 accesiones
de P. peruviana, materiales cultivados de silvestres
a través de sicte variables cualitativas y de la
transformacion de tres cuantitativas en cualitativas,
donde los caracteres que mas aportaron a la
variabilidad fueron aquellos que se transformaron
junto con la serosidad y el dano causado por Phoma
sp. En el mismo estudio, 23 variables cuantitativas
particularmente las relacionadas con atributos de
fruto como el tamafo longitudinal y transversal y el
peso aportaron un 70,19% a la variabilidad total de la
coleccion estudiada. De acuerdo con Medina e Lobo
(2001), en general se encuentra poca congruencia al
comparar resultados entre variables cuantitativas y
cualitativas, atribuido esto, a sus diferentes patrones
evolutivos en mayor medida por la seleccion
antropogénica.

Cruzabilidad y generacion de poblaciones F,
Para los cruces intraespecificos en P.
peruviana, estos se realizaron entre genotipos
silvestres provenientes de accesiones previamente
identificadas por poseer reaccion a F. oxysporum en
la escala poco susceptible y genotipos cultivados
provenientes de accesiones identificadas como
moderadamente susceptibles o susceptibles (Tabla
1). Se realizaron cruces directos y reciprocos,
obteniéndose viabilidad completa con produccion de
semilla F, (Tabla 4), en concordancia con estudios
previos en la especie (LAGOS et al., 2007; LEIVA-
BRONDO et al., 2001). Para las autopolinizaciones
también se encontrd un éxito del 100% dentro de P.
peruviana, lo cual indica que en la especie, es posible
la reproduccion autdogama y aldgama, en relacion con
lo reportado por Lagos et al. (2008).
En cruces interespecificos entre P. floridana
y P. peruviana se encontr6 un 50% de viabilidad en
llenado de fruto y produccion de semillas, con un
100% en términos de formacion de frutos completos
con semillas viables en hibridaciones donde P.
floridana actudé como receptora de polen, mientras
que en cruces reciprocos con P. peruviana actuando
como madre, se observo la presencia de abortos y la
formacion de frutos pequenos, deformes y sin semillas
(Tabla 4). Lo anterior sugiere la posible presencia de
un mecanismo de aislamiento reproductivo entre
estas dos especies, donde los cruzamientos son solo
viables en una direccion. El fendmeno se conoce
como incompatibilidad unilateral (IU), posiblemente
originado en el proceso de especiacion, ocasionando
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algun tipo de aislamiento reproductivo, reflejado
en la morfologia contrastante y la incompatibilidad
entre los gametos sexuales. Esta condicion se
ha encontrado cominmente en cruzamientos en
géneros de la familia Solanacea como Solanum
y Capsicum, donde se han identificado barreras
precigoticas relacionadas con la inhibicion de tubos
polinicos o fallo en la fusion de gametos sexuales
controlados por el locus S, S-RNase (ribonucleasa)
y proteinas HT identificados como controladores
de incompatibilidad en esta familia (MULATO-
BRITO et al., 2007; COVEY et al., 2010). Se
requieren estudios similares para determinar si estos
mecanismos prevalecen en otros miembros de la
familia Solanacea como el género Physalis.

Analisis genético de parentales y poblacion
F, mediante marcadores COSII e IRGs

En total se evaluaron 428 marcadores
moleculares en cinco parentales, de los cuales
35 COSII (10,7%) y cinco IRGs (3,2%) fueron
polimérficos a nivel interespecifico; sin embargo, no
se encontraron polimorfismos a nivel intraespecifico.
De forma similar, Simbaqueba et al. (2011) usando
162 SRRs encontraron que el 22% de los marcadores
mostraron polimorfismos entre siete genotipos de P.
peruviana y uno de P, floridana donde las accesiones
09U216, 09U274 y 09U139 fueron comunes con
el presente estudio. El bajo o nulo porcentaje de
polimorfismo dentro de una misma especie puede
estar relacionado con el niimero y tipo de marcadores
utilizados o con el tipo de parentales, los cuales
podrian ser muy similares genéticamente aun cuando,
como se observa en el presente estudio, muestren
diferencias fenotipicas de tipo morfologico o en
relacion con su respuesta de resistencia.

Dado que ninguno de los marcadores usados
en este estudio permitié discriminar parentales
de hibridos dentro de P. peruviana, los 40 loci
polimérficos fueron usados para la discriminacion
de la poblacion F, de 51 individuos interespecificos.
En la poblacion conformada por parentales y F , se
identificaron un total de 127 alelos, con un promedio
de 3,18 alelos por locus, variando de 2 a 6 (Tabla
5). EI PIC total fue de 0,358, en donde el marcador
C2_At4g34700 presento el valor mas bajo (0,096)
y el marcador C2_At2g33990 present6 el valor mas
alto (0,531). La heterocigocidad observada (Ho) en
toda la poblacion (parentales y F\) y enla F| fue alta
(0,737 y 0,746, respectivamente) comparada con la
Ho en parentales (0,555), lo cual refleja una mayor
proporcion de loci heterocigoticos por individuo
F,. Por su parte, la heterocigocidad esperada (He)
y el PIC presentaron valores cercanos en toda la

poblacion, en parentales y en F (Tabla 5).

Otros autores como Bonilla et al. (2008),
usando marcadores RAMs encontraron valores
de heterocigocidad observada de 0,2559 en P.
peruviana. La heterocigocidad encontrada en
los diferentes estudios puede relacionarse con la
polinizacion mixta de la especie (LAGOS et al.,
2008). El tipo de poblacion usada puede también
influir en los resultados, asi, la empleada en este
estudio fue controlada, generada a partir de parentales
contrastantes a nivel genético y morfologico,
caracteristicas ideales para la expresion de heterosis
en poblaciones F, reflejada en valores elevados de
heterocigocidad, mientras que las usadas por Bonilla
et al. (2008) corresponden a poblaciones naturales.

El ACP (no mostrado) y el dendograma
(Figura 2) obtenidos para los 56 genotipos (5
parentales y 51 hibridos interespecificos), mostraron
resultados similares. Se observaron cinco grupos; uno
formado por la madre P, floridana (grupo 1), otro por
los genotipos de P. peruviana incluido el padre (grupo
2), y tres conformados por la poblacion F,. El padre
se separo a una distancia de 0,38 de la madre y los
F,. De éstos, el grupo 3 presentdé mayor similitud a
la fuente paterna mientras los grupos 4 y 5 mostraron
mayor similitud a la fuente materna (a distancia
cercana a 0,93). En el grupo 4 se encontraron 31 F,
que presentaron bandas homocigotas para 16 loci 'y
en el grupo cinco, 17 F en los cuales los 40 loci se
comportaron como heterocigotos y presentaron de
dos a seis bandas (Tabla 5).

La similitud de la mayorfa de F, a la
fuente materna se confirmo6 a partir del conteo de
bandas de origen parental en la progenie, donde se
determind que P. floridana compartié mas bandas
con lapoblacion F, (63,75%) (Tabla 5). La identidad
genética de los cuatro genotipos de P. peruviana
se relacioné con el comportamiento monomorfico
de los marcadores evaluados y contrastdé con la
variabilidad fenotipica de tipo cuantitativo descrita
anteriormente (Figura 1B). Resultados similares
fueron encontrados por Bonilla et al. (2008) en la
caracterizacion morfologica y molecular de una
coleccion de trabajo de uchuva de la Universidad
Nacional sede Palmira, en Colombia. En la medida
que se utilicen marcadores mas abundantes en
el genoma como los Polimorfismos de un Solo
Nucleotido (SNPs) obtenidos por secuencia de
regiones ricas en genes, las diferencias moleculares
podrian ser mas evidentes, pues podrian capturar la
variacion fenotipica.
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Analisis de segregacion de la poblacion F,

Se identificaron tres casos de segregacion
de alelos mas probable basados en los patrones
observados de la F estudiada (Figura 3). Esta
segregacion confirmo que los parentales obtenidos de
poblaciones naturales son heterocigotos para algunos
loci (Tabla 5), lo cual concuerda con estudios previos
que sugieren reproduccién mixta en la especie
(LAGOS et al., 2008). Asi, laF no es el producto del
cruzamiento de lineas endogamicas que producirian
una poblacion heterocigota homogénea.

De los 40 loci evaluados mediante el test
de chi-cuadrado, se determind que 10 presentaron
segregaciones mendelianas esperadas, lo cual
indica que se presentd un 75% de distorsion en la
segregacion (Tabla 5). La confiabilidad de estos
resultados son altos, pues los cruces se realizaron
de forma estrictamente controlada, lo cual fue
particularmente comprobado con los 10 marcadores
moleculares que no presentaron distorsion; esto
descart6 algun tipo de contaminacién por polen y
demostrd la utilidad de los marcadores COSII y IRGs
en la identificacion de poblaciones F, interespecificas.

La distorsiéon en la segregacion es un
comportamiento comun en poblaciones derivadas
de cruzamientos interespecificos (PATERSON et al.,
1991). Asi, en especies de la misma familia Solanacea
se reportan varios casos. Por ejemplo, Paterson et
al. (1991) en una poblacion de tomate evaluada con
RFLPs detectaron un 68% de distorsion y Valverde
(2007) en una poblacion F, de Solanum commersonii
x S. cardiphyllum evaluada con RAPDs y AFLPs
un 62,2 %. Asi en el presente estudio, la distorsion
podria relacionarse con la alta diferenciacién
genética entre los parentales (Figuras 1 y 2) o a
posibles diferencias en el tamafo estructural de los
cromosomas (QUIROS, 1991). En relacion con ésta
ultima causa, Liberato et al. (2014) encontré que
genotipos de las accesiones usadas como parentales
presentaron arreglos cromosémicos 2n=4x=48
asumiendo un numero basico X=12 (MENZEL,
1951), en donde P, floridana se caracterizo por poseer
contenido de ADN y cromosomas de menor tamafio
en comparacion con P. peruviana.

En relacién con lo anterior, se puede inferir
que durante la meiosis se pudieron presentar
irregularidades, como el desbalance de apareamiento
entre las cromatides, reflejado en un desequilibrio en
la proporcion de informacion genética de parentales
en la progenie (HALLDEN et al., 1996). Lo que esta
en concordancia con el presente estudio, en donde
mediante conteo y procedencia de alelos de origen
parental se indica la mayor presencia de bandas

del progenitor femenino en la progenie (2923 =
63,75%, Tabla 5). El alto porcentaje en la distorsion
de la segregacion podria también indicar la posible
presencia de incompatibilidad unilateral entre las dos
especies, lo cual en tomate y papa ha sido relacionado
con fenomenos como la seleccidén precigdtica o
gamética (KREIKE; STIEKEMA, 1997).

El alto polimorfismo molecular en la
poblacion interespecifica, a pesar de su distorsion
en la segregacion, puede ser util en la elaboracion de
mapas genéticos de la especie para asignacion de loci
a cromosomas ¢ identificacion de regiones asociadas
con caracteristicas de interés como apoyo al
mejoramiento convencional. Esto ha sido demostrado
en cultivos como el tomate en varias poblaciones
interespecificas. Por ejemplo, la F, derivada de L.
esculentum (nombre actual Solanum lycopersicum)y
L. pennellii, la cual presenta un 38,2% de distorsion
en la segregacion que varia de cromosoma a
cromosoma entre el 10 y el 70%, reflejada por un
alto contenido de rearreglos (nueve) cromosomicos
como inversiones o deleciones (SHIRASAWA et al.,
2010). Dado su alto polimorfismo, ésta poblacion
de tomate ha sido utilizada con gran éxito como
punto de anclaje para la secuencia de su genoma
(THE TOMATO GENOME CONSORTIUM, 2012),
asi como para la identificacion de muchos loci de
caracteristica cuantitativa (QTLs) como apoyo a su
mejoramiento genético (BARRERO; TANKSLEY,
2004 y SACCO et al., 2013).

Una poblacion de éste tipo, de mayor tamario
al aqui reportado, podria incluso ser utilizada como
referencia en uchuva para asignacion de loci a
cromosomas no solo en cruces biparentales, como
ha sido demostrando en tomate, sino también
en poblaciones naturales o en poblaciones de
mejoramiento genético con varios padres potenciales
en estudios de mayor envergadura actualmente
conocidos como la seleccion gendmica o el mapeo
por asociacion (MORRELL et al., 2012).
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TABLA 1 - Parentales y poblacion F, de la coleccion de trabajo de Physalis.

o
. . Accesion-N°. . . N -de Escala de reaccion Estado
Especie Tipo de venotino ! Procedencia individuos a F oxvsporum®  de cultivo
g P evaluados - oXysp
P. peruviana ~ Parental 09U216-4 ™~ Colombia (Narifio) 1 4,08 (MS) Cultivado
Colombia .
7 DN

P. peruviana ~ Parental 09U274-2 (Cundinamarca) 1 6,91 (S) Cultivado
P. peruviana ~ Parental 09U047-4 "B Colombia (Boyacd) 1 3,91 (PS) Silvestre
P. peruviana Parental 09U279-6 ¢ Colombia (Narifio) 1 1,33 (R) Silvestre
P floridana Parental 09U139-7 € Reino Unido 1 0,64 (R) Silvestre
P. floridana x 09U139-7 x .
P peruviana F 09U216-4 Colombia > ND ND

! Procedentes originalmente de colecciones de Universidad de Narifio ("V), Novacampo (%), Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota (U\B), Corpoica (€). 2 Escala promedio por accesion expresada en % de dafio frente al aislamiento MAP5 en invernadero donde
un valor de 0-1 = % de daio de 0-<5 (R=Resistente), 2-3 = >6-<20 (PS=Poco Susceptible), 4-5 = >21-<60 (MS=Moderadamente
Susceptible), 6-7 = >61-<80 (S=Susceptible), 8-9 = >81-<100 (AS=Altamente Susceptible) (Pulido, 2010). ND= No determinado.

TABLA 2 - Variables cualitativas aplicadas en la caracterizacion morfoldgica de los genotipos de la coleccion
de trabajo de Physalis usados como parentales.

. Tipo de variable Especie
N° Variable cualitativa P. peruviana P. floridana
1 Color tallo (*) Multicategorica Verde Morado
2 Pubescencia de tallo (*) Multicategorica Abundante Ausente
3 Ramificacion tallo (*) Multicategorica Dicotémica Basal
4 Tipo de ramificacion (¥*) Multicategorica Abierta Semiabierta
5 Nivel de ramificacion Multicategorica Mas de 3 niveles Mas de 3 niveles
6 Antocianina en tallo Binaria Presente Presente
7 Forma de hoja (*) Multicategorica Cordada Eliptica
8 Forma épice de hoja Multicategorica Acuminado Acuminado
9 Forma base de hoja (*) Multicategorica Cordada Cuneada
10 Forma borde hoja (*) Multicategorica Entero Aserrulado
11 Pubescencia hoja (*) Multicategorica Abundante Escasa
12 Color de hoja Multicategorica Verde claro Verde claro
13 Antocianina en venas foliares Binaria Presente Ausente
14 Tipo de caliz Multicategorica Acrescente Acrescente
15 Color del caliz Multicategorica Morado oscuro + Morado oscuro +
verde claro verde claro
16 Forma del céliz Multicategorica Globoso Globoso
17 Apertura del caliz Binaria Ausente Ausente
18 Rajamiento del caliz Binaria Presente Presente
19 Forma de corola Multicategorica Pentamera Pentdmera
pentagonal pentagonal
20 Color antera Multicategorica Gris verdoso Gris verdoso
21 Tipo de antera Multicategorica Basifija Basifija
22 Color del pedicelo Multicategodrica Morado oscuro Morado oscuro
23 Tipo de estilo Multicategorica Apical Apical
24 Pubescencia estilo Binaria Ausente Ausente
25 Tipo de estigma Multicategorica Capitado Capitado
26 Posicion de la flor Multicategorica Péndula Péndula
27 Remocion del pedicelo (*) Multicategorica Medio Facil
28 Forma de la baya Multicategorica Redonda Redonda
29 Resencia cera en frutos Binaria Presente Presente
30 Rajaduras radiales fruto Binaria Ausente Ausente
31 Rajaduras concéntricas Binaria Ausente Ausente
32 Color semilla (*) Multicategorica Crema claro Crema oscura
33 Forma de semilla (*) Multicategorica Ovalada aplanada Circular aplanada
34 Tamafio semilla Multicategorica Pequena Pequeiia

(*): Diferencia entre P. floridana 'y P. peruviana.
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TABLA 3 - Variables cuantitativas usadas en la caracterizacion morfo-agronéomica de los genotipos de la
coleccion de trabajo de Physalis usados como parentales.

Media y desviacién estandar CP
Ne Variable (Unidad) Genotipos de P. peruviana floridana 1 ) 3
Cultivados _ Silvestres
1 Diametro de tallo (mm) (*) 6,75+£12 6,605 0,5+0 1,00 0,02 0,02
2 Longitud entrenudos (cm) (*) 5,75+0,5 5,8+0,2 34+0,6 099 0,01 0,11
3 Longitud de hoja (cm) (¥) (**) 7,02 +0,5 52+0,6 3,76+0,3 0,77 049 0,41
4 Ancho de hoja (cm) (*) (*%) 82+04 6,15+0,9 3,18+0,3 0,89 0,35 0,30
5 Peso de 5 céliz maduros (gr) 0,50+0 0,51+0 0,5+0 0,13 0,31 0,21
6 Tamano del caliz (cm) (¥) (**) 1,3+0,1 1+£0 0,5+0,07 096 0,22 0,18
7 Didmetro de flores (cm) (*) 2,47+0,2 25+02 1,18+0,2 0,99 0,07 0,10
8 Longitud del pedicelo (cm) (**) 2,1+£0,1 1,1+£0,2 1,32+0,2 0,34 0,72 0,60
9 Distancia entre flores (cm) (*) (¥*) 6,75 +0,8 9,3+0,3 3,84+0,2 0,81 0,45 0,38

Longitud rama mas desarrollada (cm)

10 #)(*%) 109 £ 6,9 63+4 39,2+1,1 0,10 0,22 0,99
n  \'nudos ramj‘)rgf‘f desarrollada 12414  95+14 96405 041 0,77 048
12 Peso 5 frutos maduros (g) (¥) 95+0 9,60 5,13+0,2 0,86 0,38 0,34
13 Peso de pulpa (g) (¥) (*%) 0,59+0,02 050+0 040+0,01 0,92 0,24 0,30
14 Tamaio longitudinal fruto (cm) (*) **) 1,9+0,12 1,62+0,2 1,3+0,1 0,99 0,12 0,11
15 Tamaifo transversal fruto (cm) (*) (**) 1,9+0,07 1,6+0,07 1,24+0,08 0,74 0,52 0,43
16 % germinacion semilla 100+0 100+ 0 1000 0,00 0,00 0,00
17 Peso semilla seca (g) (*) (**) 0,075+0,5 0,13+0,05 0,007+0,2 0,55 0,64 0,53
18 Peso 200 semillas (g) (*) (**) 0,047+0,1 04+0,1 0,007+0,01 0,41 0,70 0,58
19 N° semillas fruto (*) 252+ 13,4 240+134 58+43 1,00 6,8E-43,8 E-3

20 Solidos solubles totales (°Brix) (*) (**) 15,5+24 102+24 11,24+,5 0,31 0,73 0,61

(*): Diferencia entre P. floridana 'y P. peruviana (p<0,05); (**): Diferencia dentro de P. peruviana (p<0,05). CP= Contribucion de
Componentes Principales.

TABLA 4- Resultados de cruzamientos intra e interespecificos entre los parentales P. Peruvianay P. floridana.

Genealogia del cruce® N° de frutos N° de semillas** % de Germinacién

Pp 216-4 x Pp 216-4 5 252 + 13,42 100
Pp 274-2 x Pp 274-2 5 242 £152 100
Pp 047-4 x Pp 047-4 5 240 + 13,42 100
Pp 279-6 x Pp 279-6 5 232+£22.4 100
Pf139-7 x Pf139-7 5 58 +4,38 100
Pp 216-4 x Pp 047-4 5 133+ 8 100
Pp 216-4 x Pp 279-6 5 142+1 100
Pp 274-2 x Pp 047-4 5 204+ 6 100
Pp 274-2 x Pp 279-6 5 17345 100
Pp 047-4 x Pp 216-4 5 1199 100
Pp 047-4 x Pp 274-2 5 170+10 100
Pp 279-6 x Pp 216-4 5 66+ 3 100
Pp 279-6 x Pp 274-2 5 102 + 12 100
Pf139-7 x Pp 274-2 5 75+ 0,54 100
Pf139-7x Pp 216-4 5 71+ 0,54 100
Pp 216-4 x Pf139-7 3 0 0

Pp 274-2 x Pf139-7 2 0 0

* Pp=P. peruviana; Pf= P. floridana; el genotipo usado como receptor de polen o fuente materna se indica de primero en cada cruce. ** Promedio de 2
a 5 frutos.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 37, n. 1, p. 179-192, Mar¢o 2015



VARIABILIDAD GENETICA DE PARENTALES Y POBLACIONES... 187

TABLA 5 - Anilisis de la poblacion F, y parentales P. floridana 09U139-7 y P. peruviana 09U216-4 con
marcadores COSII e IRGs.

N° de bandas

., Ne° Rango de 3 4 s Segregacion Segregacién compartidas’
Marcador alelos ampllcoznes Ho® He* PIC esperada  observada®
(pb) Con Pf Con Pp
C2_At3g08030 3 700-1000 0,929 0,502 0,347  26:25 51:0 127 26
C2_At3g52120 2 600-650 0,893 0,499 0,372  26:25 49:2 74 26
C2_At1g02150 3 1500-2500 0,911 0,500 0,373  26:25 50:1 100 52
C2_At3g46940 4 1000-1500 1,00 0,547 0,437 51 51* 102 102
C2_At4g34190 4 600-800 0,929 0,511 0,387 51 51* 153 51
C2_At4g34700 2 1000-1200 0,107 0,102 0,096  26:25 48:3 25 29
C2_Atlg46480 5 320-560 0,982 0,538 0,424  26:25 48:3 51 12
C2_At3g19895 3 600-1650 0,911 0,500 0,373  26:25 50:1 125 26
C2_At1g69420 2 670-850 0,929 0,502 0,374  26:25 50:1 76 26
C2_At1gl4300 4 350-1000 1,00 0,522 0,401  26:25 50:1 26 126
C2_At2g43360 2 420-600 0,071 0,193 0,173  26:25 48:3 53 1
C2_At4g28530 3 850-1000 0,125 0,183 0,173  26:25 48:3 51 6
C2_At1gl4850 © 600-1100 1,00 0,547 0,437  26:50 50:1 79 78
C2_At2g42750 3 300-400 0,911 0,500 0,373  26:25 50:1 126 26
C2_At3gl15430 3 1100-1400 0,125 0,118 0,110  26:25 48:3 25 32
C2_At4g17380 3 500-850 0,839 0,491 0,368  26:25 5:46 35 26
C2_At2g41680 2 540-650 0,911 0,503 0,347 1:1:1:1 48:3:0:0 51 51
C2_At1g53000 3 1200-1400 0,125 0,183 0,173  26:25 48:3 51 6
C2_At2g33990 3 700-1400 0,839 0,604 0,531  25:26 22:29% 72 40
C2_At3g44890 2 1400-2000 0,911 0,503 0,374 51 51* 51 51
C2_At5g25760 3 850-1600 0,875 0,607 0,516  26:25 48:3 96 3
C2_At1g30825 2 850-1000 0,911 0,503 0,374 51 51+ 51 51
C2_At2g32950 3 850-1500 1,00 0,546 0,436 51 51+ 76 77
C2_At2g06010 5 280-600 1,00 0,601 0,512  26:25 49:2 123 30
C2_At4g18593 2 850-900 0,875 0,497 0,371  26:25 48:3 73 26
C2_At1g67700 4 1000-1400 0,929 0,511 0,387  26:25 48:3 57 51
C2_At3g15290 3 500-650 0,125 0,229 0,215  26:25 48:3 48 6
C2_At1g05385 4 1200-1500 1,00 0,593 0,501  26:25 48:3 102 3
C2_At2g37025 4 650-1000 1,00 0,560 0,456  26:25 48:3 98 55
C2_At3g16840 3 1200-1650 1,00 0,560 0,456  26:25 48:3 50 55
C2_At1g09815 3 2000-4000 0,125 0,183 0,173  26:25 48:3 51 6
C2_At5g06430 3 610-850 0,875 0,497 0,371  26:25 48:3 98 52

continua...
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continuagio...
C2_At3g51840 3 500-900 0,929 0,502 0,374 26:25 51:0 101 52
C2_At2g25740 6 700-1100 1,00 0,547 0,437 51 51* 153 153
C2_At4g31130 2 1200-1650 0,911 0,503 0,374 51 51* 51 51
PpRCG-56 2 1200-1400 0,125 0,118 0,110 26:25 48:3 25 29
PpRCG-136 3 400-650 0,357 0,378 0,305 26:25 19:32% 79 10
PpRCG-60 3 400-1000 0,589 0,560 0,485  1:1:1:1 30:21:0:0 37 42
PpRCG-125 3 1500-1500 1,00 0,553 0,446 26:25 49:2 50 54
PpRCG-130 4 1100-1500 0,429 0,394 0,337  26:25 31:20* 51 60
Total 127
Pflrel'lta!es 3.,18) - 0,737 0,449 0,358 - - - -
mas hibridos
Total 127

Parentales (3,18) 0,555 0,475 0,372 ) ) ) )

Total 127 2923 1662
Hibridos F, (3,18) ; 0,746 0,414 0,319 } ) (63,75%)(36,25%)

'C2_Atcorresponde al marcador COSII obtenido de http://solgenomics.net/ y PpRCGs corresponde a Genes Candidatos de Resistencia en
P. peruviana (Pp) o IRGs (Enciso-Rodriguez et al., 2014). pb=pares de bases. * Ho= Heterocigocidad observada. * He= Heterocigocidad
esperada. 3 PIC=Indice de Contenido Polimorfico. ¢ Chi-cuadrado * significativo a p <0.05. 7Ntumero de bandas (alelos) de la poblacion
F, compartidas con cada padre.

F. floridana :

@ £ 09U139-7 i i

0om274-2 0912742 —I Dﬂjﬁpd@f?

oeu216-4| | F. peruviana |

110474 092796 .

0atI047-4 Stlvestres
0 02 0.4 0.6 0.0 2.08 417 626 8.34
A) indice de disimilaridad de Gower B) Distancia: Evclidiana

FIGURA 1- Dendograma UPGMA entre parentales obtenido de: A) Variables cualitativas. B) Variables
cuantitativas.
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FIGURA 2- Dendograma UPGMA de 51 hibridos interespecificos y cinco parentales obtenido con marcadores
COSII e IRGs. Se muestra el porcentaje de soporte > 57% obtenido mediante analisis de

remuestreo (boostraping).
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FIGURA 3 — Casos mas probables de segregacion en la poblacion F, detectados con marcadores COSII
e IRGs: 1) Parentales (M=madre y P=padre) homocigotos y polimérficos producen F,
heterocigota homogénea. 2) Un parental homocigoto y otro heterocigoto producen F, con
segregacion 1:1. 3) Parentales heterocigotos con presencia de alelos nulos en ambos (como
en el ejemplo) o en uno de ellos, producen F, con segregacion 1:1:1:1. Los alelos por locus
se representan con las letras A (linea negra) y a (linea gris). Los niimeros en el gel indican
genotipos representativos de la poblacion F analizada.

CONCLUSION

El presente estudio aport6 conocimiento sobre
la cruzabilidad intra e interespecifica de las especies
P. peruviana y su pariente silvestre P. floridana asi
como la variabilidad genética de genotipos parentales
y poblaciones F . Se corroboré la hipdtesis acerca
de la condicion hibrida en progenies F, del cruce
interespecifico, sus patrones de segregacion, y con
ello, la utilidad de los marcadores COSII y IRGs en la
identificacion de poblaciones; lo cual puede aplicarse
como una estrategia para monitoreo y seguimiento
en estudios de genética y mejoramiento del cultivo.
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