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RESUMEN

Physalis peruviana L., conocida como uchuva ha sido ampliamente reconocida por su
importancia nutracedtica y econdémica, pero se sabe poco sobre su diversidad genética a nivel
molecular debido principalmente a su estado como especie huérfana, por lo tanto, definir la
diversidad genética de las colecciones de germoplasma en esta especie permitira establecer
los niveles de variabilidad genética con los que cuenta el mejorador para el proceso de
seleccidn. En el presente estudio se evaluo la variacion genética presente en 40 genotipos de
uchuva empleando seis marcadores moleculares SSR (Secuencias Simples Repetidas)
seleccionados por su alto grado de polimorfismo para P. peruviana L. La coleccion se dividio
en tres poblaciones DH (lineas doble haploides), TF (genotipos con tolerancia a Fusarium
oxysporum), y UDENAR (Universidad de Narifio). Mediante el uso de los programas
GenAlex v. 6.5 y Arlequin 3.5.2, se detectaron un total de 7,33 alelos, de los seis cebadores
estudiados SSR15 y SSR138 fueron los mas informativos, con un total de 22,2% de loci
polimorficos, un valor de heterocigosidad esperada promedio de 0,09 el cual se considera
bajo, el AMOVA mostr6 que la varianza dentro de genotipos contribuyé en un 100%
evidenciando la inexistencia de una estructura poblacional y concluyendo que el nivel de

variabilidad entre genotipos es bajo.
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ABSTRACT

Physalis peruviana L., known as golden berry has been widely recognized for its
nutraceutical and economic importance, but little is known about its genetic diversity at the
molecular level mainly due to its status as an orphan species, therefore, defining the genetic
diversity of the collections Germplasm in this species will allow to establish the levels of
genetic variability that the breeder has for the selection process. In the present study, the
genetic variation present in 40 golden berry genotypes was evaluated using six molecular
markers SSR (Simple Sequence Repeats) selected for their high degree of polymorphism for
P. peruviana L. The collection was divided into three populations DH (double haploid lines),
TF (Fusarium oxysporum tolerant genotypes), and UDENAR (Universidad de Narifio)
Through the use of GenAlex v. 6.5 and Arlequin 3.5.2, a total of eight alleles were detected,
of the six primers studied SSR15 and SSR138 were the most informative, with a total of
22.2% polymorphic loci, an average expected heterozygosity value of 0.09 which is
considered low, the AMOVA showed that the variance within genotypes contributed 100%,
evidencing the absence of a population structure and concluding that the level of variability

between genotypes is low.

Key words: alleles, genetic variability, heterozygosity, loci, polymorphism, SSRs.

INTRODUCCION

Physalis peruviana L. también conocida como uchuva en Colombia, uvilla en Ecuador,
aguaymanto en Per, topotopo en Venezuela y Golden Berry en paises de lengua inglesa
(Puente et al., 2011) es una fruta tropical exotica de la familia Solanaceae (Knapp, 2001).
Segun Vargas et al. (2010) el género Physalis consta de mas de 90 especies nativas de
America, con México como centro de diversidad. Dentro de este género se destaca P.
peruviana por sus altos niveles nutraceuticos, propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y

anticancerigenas (Ramadan, 2011; Jin et al., 2012; Kindscher et al., 2014; Takimoto et al.,



2014; Castro et al., 2015; Hassan et al., 2017), asi como sus propiedades nutricionales que
incluyen altos niveles de vitaminas A, B y C, &cidos grasos poliinsaturados, proteinas y
minerales (Puente et al., 2011; Ramadan, 2011). Ademas, algunos estudios demuestran que
los extractos supercriticos de dioxido de carbono de las hojas inducen la detencion del ciclo
celular y la apoptosis en células H661 de cancer de pulmdn humano (Wu et al., 2009) y que
la 4B Hidroxi-aganolida (4BHWE) aislada de tallos y hojas es un potencial agente de

quimioterapia contra el cancer de pulmén (Yen et al., 2010).

De acuerdo con lo anterior, el cultivo de uchuva ha sido importante en el tropico, dado que
es un frutal exportable con grandes ventajas comparativas debido a su produccion y
suministro permanente a los mercados internacionales. De acuerdo al informe de la
asociacion Nacional de Comercio Exterior, en 2018 Colombia exportd 7,271 toneladas,
siendo los principales destinos de exportacion Paises bajos, Alemania, Estados Unidos, Reino
unido, Canada y Bélgica, siendo paises bajos el lider en importacion de esta fruta con una
representacion total de 57,75% (ANALDEX, 2018). De ahi que, debido a la importancia y al
potencial que tiene la especie para desarrollar la fruticultura de la region andina colombiana,
es necesario conocer y utilizar los recursos genéticos que existen en el pais. En este sentido,
Chacon et al. (2016) sugieren realizar estudios de colecta, conservacion y caracterizacion
para el planteamiento de estrategias de mejoramiento genético de la especie.

Colombia cuenta con germoplasma cultivado y silvestre conservado en centros de
investigacion y universidades, el cual ha sido evaluado por caracteristicas bioldgicas,
morfolégicas, agronémicas, moleculares y por su reaccion a problemas fitosanitarios
(Garzon-Martinez et al., 2012; Garzén et al., 2015; Martinez et al., 2015; Chacén et al., 2016;
Osorio et al., 2016; Simbaqueba et al., 2017).

Por otro lado, entre los marcadores moleculares mas utiles para evaluar la diversidad genética
en plantas se encuentran los microsatélites o0 SSR, que son repeticiones en tandem de motivos
de ADN que constan de uno a seis nucle6tidos (Kalia et al., 2011), los cuales han sido

preferidos para estudios genéticos poblacionales en muchos organismos por ser altamente



polimérficos y de herencia codominante (Juyo et al., 2015). Entre los organismos estudiados
se encuentran los cultivos andinos de los géneros Solanum, Rubus y Passiflora, entre otros
(Ortiz et al., 2012; Bushakra et al., 2015; Juyo et al., 2015).

En cuanto a los estudios de variabilidad genética a nivel molecular de P. peruviana, existe
una carencia de informacion debido a la falta de marcadores disponibles de ADN (Garzon et
al., 2015) sin embargo, se han realizado algunos trabajos, como los de Bonilla et al. (2008)
y Morillo et al. (2011) quienes utilizaron los marcadores dominantes RAMs (Random
Amplified Microsatellites; Microsatélites Amplificados al Azar) para evaluar la diversidad
genética de colecciones existentes en la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira 'y
de la Universidad de Narifio, respectivamente. Simbaqueba et al. 2011 identificaron loci
polimorficos de SSRs (Simple Sequence Repeats; Secuencias Simples Repetidas) con base

en las secuencias ensambladas del transcriptoma de la hoja del Ecotipo Colombia.

Garzon-Martinez et al. (2012) secuenciaron y ensamblaron el transcriptoma de la hoja de
Physalis peruviana a partir de su ADNc (ADN complementario) por medio de ESTs
(Expressed Sequence Tags; Marcadores de Secuencia Expresada), a partir de los cuales
disefiaron pares de cebadores para 162 loci SSRs ubicados en regiones no codificantes a partir
de regiones codificantes y no codificantes, los cuales fueron evaluados en siete accesiones
de P. peruviana L. y Physalis floridana Rydb., de los cuales 30 fueron polimoérficos. Por su
parte, Chacon et al. (2016) evaluaron la estructura genética de 85 accesiones de uchuva
originarias de las cordilleras central, occidental y oriental implementando 15 marcadores

moleculares SSRs, encontrando una baja diversidad.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la variabilidad genética de 40 genotipos
de uchuva Physalis peruviana L. provenientes del AGROSAVIA Tibaitata y de la coleccién
de trabajo de la Universidad de Narifio, a través el uso de marcadores microsatélites SSR.



MATERIALES Y METODOS

Material genetico. EI material genético estudiado estuvo conformado por 40 genotipos de
uchuva Physalis peruviana L. (Tabla 1), de los cuales 21 genotipos pertenecen a la coleccion
de trabajo de la Universidad de Narifio (UDENAR) y 19 fueron introducidos desde
AGROSAVIA Tibaitata en el afio 2015. La introduccion de AGROSAV IA esta conformada
por nueve lineas doble haploides (DH) generadas a partir de cultivo de anteras (Suescun et
al., 2011) y diez genotipos con tolerancia a Fusarium oxysporum (TF) (Gonzélez y Barrero,
2011).

Tabla 1. Genotipos de uchuva Physalis peruviana L. utilizados en el estudio de diversidad
genética mediante marcadores SSR.

AGROSAVIA UNIVERSIDAD DE NARINO
No. Introduccion No. Introduccién | No. Introduccién No. Introduccién
1 12U347- DH 12 09U099-TF 20 UNO1 31 UN43
2 12U350-DH 13 09U116-TF 21 UNO3 32 UN45
3 12U352- DH 14 09U128-TF 22 UN13 33 UN49
4 12U357-DH 15 09U136-TF 23 UN14 34 UNbG2
5 12U360-DH 16 09U138-TF 24 UN19 35 Silvania
6 12U368-DH 17 09U140-TF 25 UNZ26 36 Perl
7 12U374-DH 18 13U407-TF 26 UN30 37 Colombia
8 12U377-DH 19 13U408-TF 27 UN34 38 Puracé
9 12U399-DH 28 UN35 39 Kenia
10 09U086-TF 29 UN36 40 Testigo
11 09U089-TF 30 Neira

DH = linea doble haploide, TF = grupo tolerante a Fusarium oxysporum.

Extraccion de ADN. Se utilizaron hojas jovenes de plantulas de P. peruviana L.
desarrolladas en los invernaderos de la Universidad de Narifio y AGROSAVIA. Se
colectaron de tres a cuatro hojas sin lesiones por cada uno de los genotipos. Estas hojas se
preservaron en papel aluminio, se rotularon y se llevaron al laboratorio de biologia molecular
del Grupo de Investigacion en Produccion de Frutales Andinos (GPFA) de la Universidad de
Narifio, en bolsas herméticas de nylon y se llevaron al congelador a -20°C hasta el momento

de su procesamiento. EI ADN se aisl6 siguiendo el protocolo descrito en el kit GenJET Plant



Genomic DNA Purification (2017) de Thermo Scientific, tomando 100 mg del material
vegetal y se maceraron en nitrogeno liquido hasta obtener un tejido pulverizado homogeéneo,
el cual se colocé en viales cerrados en micro tubos de 1,5 ml a -20°C y se procedio a realizar

la extraccion de ADN.

Cuantificacion de ADN. Para visualizar el ADN obtenido, las muestras se sometieron a
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio. La
cantidad de ADN se determin6 mediante el uso de espectrofotometria UV en Nano drop One,
para lo cual se tom0 1ul del reactivo Elution buffer del kit de extraccion de ADN como
blanco. Luego se tomd 1ul de ADN de cada muestra previamente descongelada para obtener
la lectura del contenido de ADN en ng/ul (Fierro, 2014). Una vez se conocio la calidad y
cantidad del ADN obtenido, se procedid a realizar diluciones en agua HPLC hasta conseguir

una concentracion de 10 ng/ul. Luego se almaceno a -20°C.

Amplificacion de los SSRs. Las muestras de ADN de los 40 genotipos estudiados fueron
amplificadas via PCR con seis marcadores microsatélites especificos de P. peruviana L.

(Tabla 2) disefiados a partir del transcriptoma foliar de uchuva (Simbaqueba et al., 2011).

Tabla 2. Caracteristicas de los seis marcadores microsatélites utilizados en el estudio.

IDM PP (5-3) PR (5-3) TH(C) TE(pb) RE(Pb)  Mcte
SRIL  jGacToaTres  Creccact | % M0 1a0z0 A
sspis  OCTIGTTGATCAGE TGGATCATARCCT oo 11, 1goum 4
sz CIACGCCTACCACT CAGTGGARGCCT oo 10 sozmy  1or
SSR123 Ii:?i:ll:gf AGCGCG iigéIgIgACCA 58 216 190-210 ATC
SSR138 'Cl;i(;%:'l(;%ACTACTT gﬁﬁ;lg%%?TTGT 58 138 130-160 AAT
SSR146 égii;é':TGAGGA ig;;i?rg;TACAA 58 187 160-210 AAAAG

TH= temperatura de hibridacion, TE= tamafio esperado en pb, RE= rango esperado en pb y Mcte=
microsatélite. Adaptado de: Simbaqueba et al. (2011)



Para la amplificacion de los marcadores se sigui6 el protocolo descrito por Thermo Scientific
PCR Master Mix (2X), en donde se us6 la solucion concentrada 2X de Tag ADN polimerasa,
dNTPs y MgCly, tomando 12,5ul, los cuales se mezclaron con 2pl de cebador reverso, 2ul
de cebador promotor, 2ul de ADN y 6,5ul de agua ultra pura, para un volumen final de 25pl.
Para amplificar los segmentos de ADN se utilizé un termociclador MultiGene OptiMAX,
marca Labnet. Las condiciones de temperatura fueron un ciclo de desnaturalizacion inicial
durante tres minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30
segundos, en etapa de alineamiento por 30 segundos (la temperatura dependiendo del
primer), 72°C en extension por 90 segundos y finalmente un ciclo de extension final a 72°C
por ocho minutos (Simbaqueba et al., 2011).

Una vez obtenidos los productos de PCR, las muestras se llevaron a electroforesis vertical en
una cdmara Mini-protean Tetra Cell, marca Biorad, en geles de poliacrilamida al 6,5%
durante 70 minutos a 150 voltios y 400 miliamperios. El tamafio de los productos de
amplificacion se estimd por comparacion con el marcador molecular de 50 pb (Thermo
Scientific GeneRuler 50 pb). Una vez finalizé la corrida, los geles se llevaron a una solucién
con bromuro de etidio para su tincion durante 40 minutos en agitacion, una vez transcurrido
este tiempo se visualizaron bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador ENDURO GDS de
Labnet.

Analisis de los datos. Los patrones de bandas obtenidos en la electroforesis de poliacrilamida
se registraron en una matriz de datos en Excel que contenia en las filas los individuos y en
las columnas los marcadores con sus alelos. La matriz de datos se construyé considerando el
tamafo o longitud del fragmento en pares de bases (pb), asignandose a cada individuo dos
valores por locus. De tal manera que al presentarse valores similares por locus se
consideraron como homocigotos y para valores diferentes se tomaron como heterocigotos
(Gil, 2015)

Para cuantificar la diversidad genética de las 40 genotipos se calcul6 el nimero de alelos

(Na), numero efectivo de alelos (Ae), indice de informacion de Shannon (1), heterocigosidad



esperada (He), heterocigosidad observada (Ho), indice de fijacion (F) con el programa
GenAlex v. 6.5 (Peakall and Smouse, 2012) y el software Arlequin 3.5.2 (Excoffier et al.,
2005) los cuales permiten evaluar la diversidad genética empleando analisis multivariados
con parametros poblacionales. Para cada locus, también se calculd el contenido de

informacion polimorfica (CIP).

Para evaluar las relaciones genéticas entre las poblaciones DH, TF y UDENAR, se construyé
una matriz de distancias genéticas de Nei (1972), la cual asume el modelo mutacional de
alelos infinitos. Con base en esta matriz, se definid la estructura genética poblacional
mediante Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) usando las tres poblaciones asignadas
través del programa GenAlEX v. 6.5 con 9999 permutaciones (Excoffier et al., 1992; Peakall
y Smouse, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron concentraciones entre 16,4 y 119,4 ng/ul de ADN con calidad y pureza
aceptable reflejada en la relacién A260/280 entre 1,67 y 1,89 y proporcién 260/230 entre
2,16 y 3,24 (Alejos et al., 2014). Sin embargo, este no es un factor limitante puesto que los
microsatélites requieren pequefias cantidades de ADN para su amplificacion, lo cual es una
de las principales ventajas de estos sobre otros marcadores basados en PCR (Yadav et al.
2007).

En la Tabla 3 se muestran los indices de diversidad de los marcadores SSR utilizados para
evaluar la diversidad genética de 40 genotipos de Physalis peruviana, los cuales
corresponden al nimero de alelos (Na), alelos efectivos (Ae), indice de informacién (1),
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), contenido de informacion

polimorfica (CIP) e indice de fijacion (F).



Tabla 3. indices de diversidad genética para 40 genotipos de uchuva utilizando marcadores
SSR.

Locus Na Ae | Ho He CIP F
SSR11 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
SSR15 1,33 1,07 0,10 0,06 0,06 0,09 -0,11
SSR112 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0.00 -
SSR123 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
SSR138 2,00 1,99 0,69 0,97 0,50 0,51 -0,94
SSR146 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Promedio 1,22 1,22 0,13 0,17 0,09 0,12 -0,73

Se obtuvieron entre uno y dos alelos por locus, para un total de 7.33 alelos y un promedio de
1,22. Se pudo observar que los tamarios de alelos observados fueron cercanos a los tamafios
de alelos esperados reportados por Simbaqueba et al. (2011). Sin embargo, el nimero de
alelos por locus encontrado en este estudio fue bajo respecto a los estudios de Chacon et al.
(2016) quienes obtuvieron un valor promedio de Na de 3,05 y los de Wei et al. (2012) quienes
reportaron valores entre 3,3 y 4,4 en 22 introducciones de Physalis philadelphica y 14
accesiones de otras especies de Physalis incluyendo tres de P. peruviana. Estos registros son
muy superiores a las tres poblaciones analizadas, cuyo Na es de 1,22 y sus Ae oscilan entre
1,17 y 1,20 (Tabla 4).

Tabla 4. indices de diversidad genética determinados mediante marcadores SSR para 3
poblaciones de uchuva.

Poblacion N Na Ae | Ho He F
DH 9,00 1,17 1,17 0,12 0,17 0,08 -1,00
TF 10,00 1,17 1,17 0,12 0,17 0,08 -1,00

UDENAR 21,00 1,33 1,20 0,17 0,18 0,11 -0,47
Promedio 13,3 1,22 1,18 0,13 0,17 0,09 -0,73

N= namero de individuos, Ae= nimero de alelos efectivos, Na= nimero de alelos I= indice de Informacién,
Ho= heterocigosidad observada, He= heterocigosidad esperada, F= indice de fijacion.

Con relacién a lo anterior, Garzon et al. (2015) reportaron dos alelos por locus usando

marcadores SNPs en la evaluacion de diversidad genetica de P. peruviana, valor semejante
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al obtenido en este estudio, lo que sugiere que a pesar de la naturaleza variable en el nivel de
ploidia de Physalis spp (Liberato et al., 2014), las especies del género podrian comportarse
como alotetraploides. En Solanum lycopersicom, Choudhary et al. (2018) indican que en 25
marcadores SSR, se produjeron 65 alelos y el nimero de alelos a través de todos los loci
oscilo entre dos y cinco con una media de 2,72 alelos por locus, lo cual es superior a lo
registrado en este estudio.

Por otro lado, el nimero de alelos efectivos (Ae) oscilé entre 1,0 y 1,99 con una media de
1,22. Esta variable hace referencia a la capacidad de los alelos de pasar a la siguiente
generacion (Yafiez, 2002). En Solanum tuberosum, Juyo (2012) reportd rangos de Ae entre
0,91 y 2,48 con marcadores microsatélites SSR. Valores en su mayoria superiores a los

encontrados en este estudio.

En cuanto a la heterocigosidad observada (Ho) fue de 0,17, la esperada (He) fue de 0,09 y el
contenido de informacion polimorfica (CIP) de 0,12, con un indice de fijacion (F) de -0,73.
De los seis marcadores microsatélites amplificados en los 40 genotipos de uchuva se encontr6

que el 77,8% de estos fueron monomorficos y 22,2% polimérficos (Tabla 3).

El locus SSR maés polimorfico fue SSR138 con un CIP de 0,51, seguido de SSR15 con un
CIP de 0,09 y un promedio de 0,12 para toda la coleccion, este valor cataloga a los
marcadores empleados en un rango de loci con polimorfismo bajo de acuerdo a Ge et al.
(2013) evidenciando valores poco discriminativos. Tomando en consideracion el valor de
CIP obtenido para el SSR15, este se mostr6 mucho mas bajo que el reportado por Chacon et
al., (2016) quienes obtuvieron un CIP de 0,56 para SSR15 siendo este el mas polimorfico en
su estudio, con un promedio de 0,215 en un conjunto de 15 marcadores microsatélite para
evaluar patrones de diversidad genética en diferentes regiones geograficas de Colombia. De
igual manera Garzén et al. (2015) obtuvieron un valor de CIP promedio de 0,37 en un rango
entre 0,09 y 0,66 en el analisis de un conjunto de 47 accesiones de P. peruviana y 13 taxones

relacionados con 24 marcadores InDel.
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El hecho que solo dos de los seis marcadores estudiados hayan presentado polimorfismo se
debe a que los microsatélites fueron disefiados a partir de regiones UTR (untraslated regions;
regiones no traducidas) resultado de la secuenciacion del transcriptoma foliar de uchuva

(Simbaqueba et al., 2011).

El marcador SSR15 y el marcador SSR138 fueron los Gnicos que permitieron visualizar
polimorfismo en los genotipos estudiados, con bandas entre 160 y 180 pb para el primero y
entre 130 a 160 pb para el segundo. En la Figura 1, se muestra un ejemplo de los patrones de

bandas generados por los marcadores evaluados.

SSR11 SSR15 M 28u 29 30u 31u 32u 33u
500 pb =
500 pb —_—
[—
250 pb —
————— ———— 250 pb '_-
—
SSR123
SSR112 33u 34u 35u 36u 37u 38u 3%u
500 pb
500 pb 250 pb
250 pb
SSR138 g 1 20 210 22u 23u  24u 250 26u 2 SSR146 19 20u  21v
500 pb 500 pb

250 pb 250 pb

M
-
—
f—

Figura 1. Muestra de patrones de bandas obtenidos con para los marcadores SSR11, SSR15, SSR112,
SSR123, SSR138, SSR146 con marcador de peso de 50pb.

De igual manera, la variabilidad reportada en la especie, por Simbaqueba et al. (2011) se
centrd en los polimorfismos identificados en Physalis floridana con los marcadores SSR112,
SSR123 y SSR138, que hicieron parte de los marcadores moleculares empleados en este
estudio, los cuales no mostraron variacion excepto para el marcador SSR138, tal como se

observa en los valores de los indices de diversidad obtenidos (Tabla 3).
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Como se menciona anteriormente se encontré un 22,2% de porcentaje de loci polimorficos,
el cual se mostr6 bajo comparado con el reportado por Morillo et al. (2011), quienes usaron
marcadores RAMs, en 18 introducciones de uchuva de la coleccion de la Universidad de
Narifio con un promedio del 86%. De igual manera, Morillo et al. (2018) reportaron un valor
del 79,26% utilizando marcadores moleculares RAMs en la caracterizacion de la diversidad
genética de 15 materiales silvestres de uchuva.

El indice de informacion de Shannon (1) oscil6 entre cero y 0,69. Los cebadores SSR11,
SSR112, SSR123 y SSR146 obtuvieron un | de cero, mientras que SSR15y SSR138 de 0,10
y 0,69 en su orden (Tabla 3). Esto explica que la riqueza alélica de los genotipos analizados
es media a baja. Segun Costa, (2014) a medida que el valor de | se acerca a uno existe un
mas alto nivel de diversidad detectada, por tal razon el marcador SSR138 fue el mas
informativo. Juyo (2012) encontr6 valores de | entre 0,489 y 1,130 en Solanum tuberosum

los cuales se mostraron superiores en comparacion con los valores obtenidos en este estudio.

Por otra parte, se encontrd que la poblacién DH y la poblacion TF presentaron menor riqueza
alélica con un | de 0,12 en comparacion a la poblacion UDENAR la cual evidencié la mayor
riqueza alélica frente a las demas poblaciones con un valor de 0,17 (Tabla 4), de tal manera
que esta poblacion es mayormente diversa (Costa, 2014) sin embargo estos resultados siguen
siendo bajos para revelar valores de diferenciacion significativa de diversidad entre

poblaciones.

Los valores de He oscilaron entre 0,06 y 0,50 para los cebadores SSR15 y SSR138
respectivamente. El valor promedio para seis marcadores SSR estudiados fue de 0,09 (Tabla
3), el cual es mucho menor al reportado por Morillo et al. (2018), quienes caracterizaron la
diversidad genética de 15 materiales silvestres de P. peruviana utilizando marcadores
microsatélites RAMs, y encontraron una He de 0,27. De igual manera, Bonilla et al. (2008)
reportaron una He de 0,25 aunque debe considerarse que en su estudio utilizaron una

poblacién diferente y un conjunto de marcadores dominantes RAMs que pueden sobrestimar
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la diversidad alélica en comparacion con la naturaleza codominante de los marcadores

utilizados en la presente investigacion (Garzon et al., 2015).

Chacon et al. (2016) utilizaron marcadores SSR en uchuva ellos reportaron un valor de He
de 0,22 mostrandose superior al registrado en este estudio, sin embargo, lo consideran bajo
debido al tamafio de la muestra, el origen de las accesiones y el tipo de marcador molecular
utilizado. De igual manera, Garzon el al. (2015) quienes trabajaron con germoplasma de P.
peruviana y marcadores InDels y SNPs reportan una He de 0,30 y consideran con base en
este registro, que existe alta variabilidad genética debido a la naturaleza aldgama de la especie
que cuenta con 54% de polinizacion cruzada. La He obtenida en las poblaciones fue de 0,11
para UDENAR, de 0,08 para TF y de 0,08 para DH (Tabla 4), valores que corroboran lo

anteriormente descrito.

El promedio de Ho fue de 0,17 con un rango entre cero para SSR11, SSR112, SSR123 y
SSR146, y de 0,97 para SSR138, el marcador SSR15 obtuvo una Ho de 0,06. Del mismo
modo en todas las poblaciones la Ho fue mayor que He (Tabla 3 y 4). Igualmente, Garzon et
al. (2015) reportaron una Ho mayor que la esperada, como es el caso de InDels con Ho de
0,448, He de 0,30 y SNPs de Ho de 0,59 y He de 0,41.

Por otro lado, se obtuvieron dos valores de indice de fijacién o endogamia (F) en los dos loci
polimorficos (Tabla 3), los cuales fueron negativos, con un valor promedio de -0,73. Esto
indica la presencia de individuos heterocigotos, como se puede esperar de una especie
autocompatible, pero cruzada (Lagos et al., 2008). Respecto a esta variable, Chacon et al.
(2016) también encontraron valores de F negativos (entre -0,049 y -1,00) en una coleccion
de uchuva que fue caracterizada con marcadores microsatélites. El indice de fijacion

promedio obtenido para las tres poblaciones fue -0,73 (Tabla 4).
La distancia genética de Nei, (1972) entre las accesiones presentd un promedio de 0,001, con

un minimo de 0,00 y un maximo de 0,002 (Tabla 5). La menor distancia genética se presento

entre el grupo DH y TF con un valor de 0,00 probando que existe mayor similitud genética,
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esto demuestra que los genotipos de estas dos poblaciones estan muy relacionados entre si.
La mayor distancia genética se encontrd en el grupo UDENAR comparado con el grupo de
las accesiones de DH y TF, las cuales mostraron un valor de 0,002, lo que hace que estas
poblaciones estén genéticamente menos relacionadas. Estas distancias genéticas son mucho
mas bajas en comparacion de los reportes de Chacon et al. (2016) quienes presentaron una
distancia igual a 0,13, del mismo modo, Wei et al. (2012) publicaron un valor de 0,22 en

Physalis philadelphica.

Tabla 5. Distancia genética de Nei entre pares de poblaciones de Physalis peruviana.

DH GF UDENAR
DH 0,000
GF 0,000 0,000
UDENAR 0,002 0,002 0,00

Los estadisticos de F Wright correspondientes al coeficiente de endogamia (Fis), al indice de
fijacién genético global (Fit), indice de diferenciacion génica (Fst) y la tasa de flujo génico
estimada (Nm) se muestran en la Tabla 6. De acuerdo a las estimaciones de Fis y de Fit estas
se mostraron con valores promedio negativos en los loci polimorficos (-0,524), (-0,486)
respectivamente, por lo tanto, tal como se menciond anteriormente, se reconoce la presencia
de individuos heterocigotos (Wright,1978). Sin embargo, es importante aclarar que los
valores obtenidos en los estadisticos de F unicamente se asumieron para los dos marcadores
microsatélites encontrados en este estudio como polimorficos y no para el resto, sugiriendo
endogamia entre los individuos analizados, por lo tanto, se consideraria como una especie

autdégama o como lo mencionan Lagos et al. (2008) de polinizacién mixta.
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Tabla 6. Estadisticos de F Wright en 40 genotipos de Physalis peruviana L. caracterizados
con seis marcadores SSRs.

Locus Fis Fit Fst Nm

SSR11 - - - -

SSR15 -0,105 -0,033 0,066 3,532
SSR112 - - - -
SSR123 - - - -
SSR138 -0,942 -0,938 0,002 123,65
SSR146 - - - -

Promedio -0,524 -0,486 0,034 21,203

Fis= promedio del coeficiente de endogamia; Fit= indice de fijacion genético global; Fst=
diferenciacion génica; Nm= tasa de flujo génico estimada (Nm).

El promedio de Fst fue de 0,034, Al respecto, Morillo et al. (2018) encontraron en el
marcador RAMs CGA evaluado en P. peruviana, un Fst alto (0,44) contrario a lo obtenido
en el presente estudio. Los valores de Fst entre cero y 0,05 indican una diferenciacion
genética baja entre poblaciones, la cual estd asociada con la dindmica espacio temporal y el
nivel de estructuracion a la cual estan sometidos los materiales de uchuva en su entorno
natural (Hartl y Clark, 1997). La baja diferenciacion genética entre poblaciones podria
explicarse por el intercambio de germoplasma entre regiones productoras de uchuva y por un

efecto fundador de estrecha base genética, lo cual las hace muy similares.

El valor de flujo genético (Nm) muestra que aproximadamente 21 individuos migran por
generacion entre las tres poblaciones estudiadas. La inexistencia de diferenciaron entre las
poblaciones, puede explicarse también por el valor de fujo génico entre las mismas resultando
un valor de 21,2 evidenciando flujo genético constante entre las poblaciones estudiadas.
Segun Ruiz et al. (2015) cuando se presenta un valor de Nm superior a cuatro, se evidencia

alto flujo génico entre las poblaciones consideradas.
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Los resultados del AMOVA indican que la varianza genética entre poblaciones fue de cero,
al igual que la varianza genética entre genotipos (Tabla 7), mientras que la varianza dentro
de genotipos contribuy0 a la varianza total en un 100%. Estos datos indican que no existe
una estructura poblacional dada las distancias genéticas tan pequefias encontradas.

Tabla 7. AMOVA para 40 accesiones de P. peruviana divididos en tres poblaciones basado
en marcadores SSR.

FV GL SC CM Var. Est % de var
Ente poblaciones 2 113,10 56,55 0,70 0%
Entre genotipos 37 1461,90 39,51 0,00 0%
Dentro de genotipos 40 17900,00 447,50 447,50 100%
Total 79 19475,00 448,20 100%

Garzon et al. (2015) trabajaron con marcadores SNPs e InDels, con los cuales hallaron un
porcentaje de variacion entre las poblaciones con el 5y 23%, respectivamente, mientras que
dentro de poblaciones encontraron un mayor porcentaje de variacion con resultados para
SNPs de 95% y para InDels 73%. Estos resultados se asemejan a los obtenidos en este estudio
debido que se encontrd6 mayor variacion dentro que entre poblaciones, aspecto que debe
tenerse en cuenta al momento de considerar estrategias de conservacion y reproduccion
donde se desea obtener méas variacién. De acuerdo a los bajos valores de diversidad y
diferenciacion genética, puede decirse que al haber un elevado movimiento de individuos la
variabilidad genética de cada poblacion es similar y esto causaria la poca variacion entre las

poblaciones.

En este estudio, la aplicacion de marcadores microsatélites SSR, en 40 genotipos de uchuva,
revel6 una diversidad genética baja, los marcadores SSR mostraron un valor de CIP promedio
de 0,12 para toda la coleccion, que segln Ge et al. (2013) se catalogan en el rango de loci

con polimorfismo bajo.
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De igual manera, la baja disponibilidad de marcadores moleculares en especies que
recientemente estan tomando importancia desde el punto de vista comercial, como P.
peruviana, ha sido un cuello de botella para la evaluacion de la variabilidad genética que
podria apoyar las estrategias de mejoramiento. No obstante, los marcadores codominantes
como SSRs, conservados en especies relacionadas como tomate, se han utilizado en estudios
genéticos en Physalis (Bonilla et al., 2008; Morillo et al., 2011; Wei et al., 2012).

A pesar que se han reportado marcadores SSR en P. peruviana (Simbaqueba et al., 2011),
uno de los principales inconvenientes de éstos es la presencia de alelos nulos relacionados
con mutaciones en los sitios de hibridacién del cebador que pueden conducir a errores en el
genotipado (Kumar et al., 2009), como puede ocurrir con estos marcadores, que se disefiaron
a partir de regiones no traducidas, por lo tanto, son menos polimorficos que los SSR
genomicos (Ellis y Burke, 2007), lo cual explica el bajo porcentaje de polimorfismo

encontrado en este estudio.

CONCLUSIONES

Los 40 genotipos de uchuva Physalis peruviana L. exhibieron una diversidad genética baja
con un alto flujo genético sin detectarse una estructura poblacional. Los indicadores de
variabilidad como heterocigosidad observada, heterocigosidad esperada, contenido de

informacidn polimérfica e indice de Shannon también presentaron valores bajos.

Los microsatélites que brindaron mayor deteccién de polimorfismo, y, por lo tanto, revelaron
informacién discriminante fueron el SSSR15 y el SSR138, los cuales exhibieron una mayor
riqueza alélica y contenido de informacion polimoérfica. Sin embargo, no fueron lo
suficientemente informativos para revelar la variabilidad genética de los genotipos
estudiados por lo tanto se hace necesario aplicar técnicas como la secuenciacion, puesto que
este proceso permite encontrar cambios en un solo nucledtido permitiendo identificar

diferencias a nivel molecular.
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