(TS R ML U
e & [ .

- UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

-

Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

Caracterizacion agromorfologica y
diversidad genética de Physalis
angulata L. (Solanaceae) de México

Tesis
gue para obtener el grado de

Maestra en Ciencias en Biosistematica
y Manejo de Recursos Naturalesy
Agricolas

Presenta
Judith del Carmen Morales Saavedra

Zapopan, Jalisco Diciembre de 2018



(S TVIISIDAD DE GLA B 5
e £ =
B l_m: E_

- UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

-

Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

Caracterizacion agromorfologica y
diversidad genética de Physalis
angulata L. (Solanaceae) de México

Tesis
gue para obtener el grado de

Maestra en Ciencias en Biosistematica
vy Manejo de Recursos Naturalesy
Agricolas

Presenta
Judith del Carmen Morales Saavedra

Directora
Dra. Ofelia Vargas Ponce

Zapopan, Jalisco Diciembre de 2018



B Xnce UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

fio}
| ;?;‘, , Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

Caracterizacion agromorfolégica y diversidad genética de
Physalis angulata L. (Solanaceae) de México

Por
Judith del Carmen Morales Saavedra

Maestria en Ciencias en Biosistematica y Manejo de Recursos
Naturales y Agricolas

Aprobado por:

ﬂ%/ Enov a0'3

Dra. Ofelia Vargad Pdnce Fecha
Director de Tesis e integrante del jurado

Htn M b d Bt 08w/ 2018

Dr. Fabidn Alejandro Rodriguez Zaragoza Fecha
Asesor del Comité Particular e integrante del jurado

w O8/nov/z2018

Dra. Dénae Cabréra Toledo Fecha
Asesor del Comité Particular e integrante del jurado

C///// &/Nov /2018

Dra. Carla Vanessa Sanchez Herndndez Fecha
Asesor del Comité Particular e integrante del jurado

’%A’ OB /11 Z 2018

Dra. Maria del Pilar Zamora Tavares Fecha
Sinodal e intégrante del jurado




DEDICATORIA

A mi hija Carmina N. Sdnchez y a Adhaly Sanchez por su compafiia, amor y apoyo
incondicional. A mis padres Filiberto Morales y Teresa Saavedra por apoyarme desde lejos,
estdn en mi mente todos los dias de mi vida. A mis hermanos Andrés, Oscar, Francisco y
Edgar por su peculiar forma de hacerme feliz. A Amany y Andrea. A todos ellos, las personas

mas importantes de mi vida, les dedico mis esfuerzos y logros obtenidos.



AGRADECIMIENTOS

Al CONACyT por la beca de posgrado otorgada para la realizacién de este proyecto.

A la Universidad de Guadalajara y al Centro Universitario de Ciencias Biolégicas y
Agropecuarias (CUCBA) por las facilidades otorgadas para mi formaciéon académica. A la
maestria BIMARENA, a la coordinadora Dra. Patricia Zarazla y a la junta académica por

permitirme ingresar al posgrado.

Al Laboratorio Nacional de Identificacidn y Caracterizacion Vegetal (LaniVeg) por el espacio y

la oportunidad de realizar la parte experimental del trabajo.

A la directora del proyecto Dra. Ofelia Vargas Ponce por el esfuerzo, la paciencia (sobre
todo) y el apoyo otorgado en todo momento y aspecto del trabajo, mi total admiracion y
carifio. A los asesores del comité, Dr. Fabian Rodriguez por el esfuerzo invertido en sus
cursos y revisiones, los cuales fueron de gran ayuda no solo para el proyecto, si no para mi
vida profesional. A la Dra. Danae Cabrera por sus comentarios y aportes tan acertados y
profundos, por la amistad y la confianza que ha tenido en mi, mi total admiracion vy carifio
también. A la Dra. Carla Sanchez por ese entusiasmo contagioso por hacer investigacion y a
la franqueza de sus comentarios oportunos. A la Dra. Pilar Zamora por ser parte importante
en mi formacién desde los inicios, a la cual admiro de manera personal y profesional. A

todos ellos gracias por el tiempo y esfuerzo dedicado al aporte y revision de estetrabajo.

A los compaiieros de LaniVeg y de CUCBA que nos apoyaron en las diferentes etapas del
proyecto, Pilar, Alejandra, Noemi, Omar, Jessica y José. A los nuevos compafieros que
reanimaron mi vida social y con los que he reido tanto en la ultima etapa del proyecto,
Karina, Oasis, Marco, Martin, Gaby y Dr. Isaacs. Gracias a todos los que participaron de

alguna forma en el proyecto y en mi formacién académica.

A Adhaly, por su comprensidn y apoyo, por soportar mis ausencias, cansancios,
distracciones, mal humor y hacerme café cuando tenia que desvelarme. Por ser parte de

todo lo que hago y lo que soy.



iNDICE

LISTA DE CUADROS ..ottt ettt st e et e et s et e e et e e e s s et s e et e e ea s e ea s e eae s e ea s eeaaeenneeeansaannseenns i
LISTA DE FIGURAS ... oottt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eea e aaa e e e e aaaeaaaeaanesennanen iii
FAY 2R 12V A O PPN Y
(67T o111 Lo T AP PPPPPPPPPRS 1
TalagoTe [N ool o] o I =<1 =T - | PP PPPPPPPPRS 1
ANEECERUBNTES. .o 2
DY g o T =L o 1< A or- T PP PPPPPPPRS 5
ObJEtiVO BENEIAl e, 6
ObjJetivos PartiCULAres ....cceeeeee e, 6
[ LT oY 1t Ly PP PPPPPPPPRS 6
0] LT g =T g To T L PP UPPPUPPPP 7
(07T o111 1] Lo 1072 PP PPPPPPPPRS 12
Agromorphological characterization of wild and weedy populations of Physalis angulata in Mexico
..................................................................................................................................................... 12
N = T T I o O N O SRR SPPRR 12
L. INEFOAUCTION ... 12
2. Materials and MEthOAS. .........uuiiiiiiiiiiiiiiiii e e e eeeeeaeeee 13
G (ST U 3PP PPPPPPPPPP 15
I o U3 [ 17
REIEIENCES ... 19
(07 o 11 1] Lo I PP PPPPPPPPRS 21
Diversidad y estructura genética de poblaciones silvestres y arvenses de Physalis angulata L.
(SOIANACEAE) AE IMIEXICO ...vuvverieieiiiiiiiiiiiit e nnnnn 21
U0 4 1= o DU PP UU PP PP 21
1Y o 1] - Lot AR PSRRI 22
T} o Yo 0ol oY ISP USPRRR 23
Materiales ¥ METOTOS .oeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt e et ettt eeeeeeeeeeeeeaeeeeasssssassssssssssssassssssssssssssssssssssssnnnnnns 25
T UL =T Lo LR PPPPPPPPPPPRY 31
D111 ] e o USRS 38



Referencias......cooovevvvieviiinnviinneinnnns

Conclusiones generales y perspectivas



LISTA DE CUADROS

Capitulo 2 Pagina
Table 1. Geographical data of provenance and condition of populations of Physalis angulata
] (0o [1=To [PPSO PP PPPPPPOPPPRP 14
Table 2. Descriptors used in the agromorphological characterization of Physalis angulata

[oTe] o101 = 1 To] o [P UPPPUURR 14
Table 3. Pearson correlation coefficients for 13 agromorphological descriptors evaluated in
Physalis angulata. Descriptors codes in Table 2. In bold high correlation values with p
RO.000T.. .ttt ettt ettt s e s e s s e es st e h st ehe s e e e e e et e et e et e R re e e e nreeennneas 15
Table 4. Permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) for seven
agromorphological attributes in wild and weedy populations of Physalis angulate.............. 15
Table 5. Average values (j) and variation coefficient (VC) of the attributes measured in wild
and weedy populations of Physalis GnQUIAEQ ..............eeeeeeeeeeeeeeeiiiiiieeeeeiieiiiiiieieeeeeeeeeiirinn 16
Table 6. Similarity percentages analysis (SIMPER) based on average Euclidean distance (AED)
to determine descriptors that contribute to the pattern of resemblance within populations
(wild/weedy) of Physalis angulata and differences between conditions. The higher-
contributing descriptors cut-off percentage within population was 35% and between
conditions was 65%. * Descriptors code in Table 2. In bold values with higher values of %
CONTFIDUTION L.t e e e s e e e e e s e nnrneee s 17
Capitulo 3

Cuadro 1. Informacién de las poblaciones de Physalis angulata y parametros de diversidad
oL gL A or W or=1 o1 U] = Lo [ X PRPPRPPPRRt 27
Cuadro?. Caracteristicas de los cebadores microsatélites utilizados ...........ccceecuveeeeiiiieeennnnes 28
Cuadro 3. Frecuencias de alelos nulos detectados por locus por poblacién, con base en el
método de Brooksfield’s (1996). En negritas se muestran las frecuencias estimadas de alelos
nulos que fueron significativas(>0.05)... .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeieeeeeeeeereereeerree—————————————————————————. 32
Cuadro 4. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de 13 poblaciones de Physalis angulata
con base en los valores de PhiPT (). cccoooriiiiiiiiii 33
Cuadro 5. Valores de diferenciaciéon entre pares de poblaciones (Fs: , Wrigt (1972) en

Lo a3V Ao ] K3 T Lo V] Lo 1 o R 34



Cuadro 6. Proporcidn de ancestria estimada (q) para las 13 poblaciones de Physalis angulata

Cuadro 7. Matriz de distancias genéticas de Nei(1972) (D) entre las 14 poblaciones de
LYo 113 T 1o 171 (o o 36
Cuadro 8. Tasas estimadas de autogamia de Physalis angulata calculados por condicién y por

EYol=] 8V ol {o] - | VTR UTR OO OPR PR 38



LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1 Pagina
Figura 1. Cultivo en campo experimental. Detalle de la flor y el fruto de Physalis angulata....4
Capitulo 2

Figure 1. Principal coordinate analysis (PCoA) for seven agromorphological attributes
evaluated by individual in Physalis angulata wild (blue) and weedy (gray) populations.
Population codes as inN Table 2....uu.e it e e e e e e e e e e e e e e e eeessaaaes 15
Figure 2. Principal coordinate analysis (PCoA) for the average of eight agromorphological
attributes in Physalis angulata wild (circles) and weedy (triangles) populations. Population
COAES INTADIE 2. .o e e e e e rne e e 16

Figure 3. Patterns of grouping of 11 populations of Physalis angulata based on Euclidean

distances and the UPGMA method. Population codes inTable 2 ........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeennnns 16
Capitulo 3
Figura 1. Ubicacion geografica de las poblaciones de Physalis angulata estudiadas............. 26

Figura 2. Estimacién de grupos y estructura genética a partir del analisis bayesiano de
asignacion de individuos de poblaciones silvestres y arvenses de  Physalis
Lo Lo 101 o L (o TR OO PUUPPPRR 35

Figura 3. Diagrama de dispersién del analisis discriminante (DAPC), construido con las
distancias genéticas de 14 poblaciones de Physalis angulata.................ccccuvvvvvvvvvvvevevnvnnnnnnns 37
Figura 4. Diagrama construido con la matriz de distancias genéticas de Nei (1972),

incluyendo la poblacién cultivada Cugi. *Silvestres; **Arvenses; ***Cultivada.................... 37



RESUMEN

Las especies silvestres emparentadas con las cultivadas representan un acervo genético
disponible para evaluar su potencial de cultivo y diversidad genética con la finalidad de
incrementar las utilizadas para alimentacién. El género Physalis (Solanaceae) incluye 90
especies, algunas tienen importancia alimenticia por sus frutos comestibles. En América, sélo
Physalis peruviana y P. philadelphica son cultivadas a mayor escala. P. angulata se cultiva a
pequena escala en los municipios de Cuquio e Ixtlahuacan del rio, Jalisco. En el occidente de
México hay una arraigada tradicidon de recolecta de tomate de cascara y preferencia por
frutos pequefios de sabor acido. Las caracteristicas del fruto, el precio elevado de
comercializacién y el rendimiento similar al de la especie cultivada P. philadelphica hacen de
P. angulata una especie con potencial para ser cultivada de manera extensiva en areas
tropicales. El objetivo de este estudio fue realizar una caracterizacion agromorfolégica y
evaluacion de la diversidad genética de poblaciones silvestres y arvenses de P. angulata, que
representan el area donde se consume y comercializa de manera tradicional en México. Se
seleccionaron 14 poblaciones representativas del occidente de México y del area de
distribucidon, asi como una cultivada de Cuquio para comparacion. Para realizar la
caracterizacion se midieron 13 descriptores en 11 poblaciones y los datos se analizaron con
métodos estadisticos multivariados. Los resultados indicaron que no existen diferencias
significativas entre condicidn silvestre y arvense. También demostraron la existencia de
variabilidad en atributos vegetativos y del fruto en ambas condiciones. Ademads, estos
analisis mostraron que cuatro poblaciones exhiben caracteristicas agrondmicas similares a la
poblacién cultivada. El analisis de diversidad genética en 310 individuos de 14 poblaciones
con base en 6 microsatélites, mostrd que los valores de diversidad genética por poblacién y
por acervo total son bajos. Esto puede responder al sistema de apareamiento autégamo de
la especie. No se identificaron diferencias en la diversidad genética entre condiciones. Los
valores de estructura genética por pares de poblaciones fueron altos, indicando asi que cada
poblacidn responde a su historia evolutiva particular y las condiciones ecoldgicas en las que
crecen. Los analisis de agrupamiento formaron cinco grupos, los cuales corresponden a la
distribucién geografica de las poblaciones. En conclusidn, estos resultados exhiben el
potencial de cultivo de la especie y provén de la informacidn necesaria para considerar a las

poblaciones como linea base de nuevos cultivos.



ABSTRACT

The wild species related to the cultivated ones represent a genetic stock available to
evaluate their potential of cultivation and genetic diversity in order to increase those used
for food. The genus Physalis (Solanaceae) includes 90 species, some of which are of
nutritional importance for their edible fruits. In America, only Physalis peruviana and P.
philadelphica are cultivated on a larger scale. P. angulata is grown on a small scale in the
municipalities of Cuquio and Ixtlahuacan del Rio, Jalisco. In western Mexico there is a deep-
rooted tradition of harvesting husk tomatoes and preference for small, acid-tasting fruits.
The characteristics of the fruit, the high price of commercialization, and the yield, similar to
that of the cultivated species P. philadelphica, make P. angulata a species with potential to
be cultivated extensively in tropical areas. The objective of this study was to perform an
agromorphological characterization and evaluation of the genetic diversity of wild and
weedy populations of P. angulata, which represent the area where it is consumed and
commercialized traditionally in Mexico. Fourteen populations were selected, these represent
the western Mexico, the natural distribution area of this species, as well as one cultivated
from Cuquio for comparison. To carry out the characterization, 13 descriptors were
measured in 11 populations and the data were analyzed with multivariate statistical
methods. The results indicated that there are no significant differences between wild and
weedy conditions. They also demonstrated the existence of variability in vegetative
attributes and fruit in both conditions. In addition, these analyzes showed that four
populations exhibit similar agronomic characteristics to the cultivated population. The
analysis of genetic diversity in 310 individuals of 14 populations based on 6 microsatellites,
showed that the values of genetic diversity by population and by total stock are low. This
may respond to the autogamous mating system of the species. No differences in genetic
diversity between conditions were identified. The values of genetic structure by pairs of
populations were high, indicating that each population responds to its particular
evolutionary history and the ecological conditions in which they grow. The grouping analyzes
formed five groups, which correspond to the geographical distribution of the populations. In
conclusion, these results show the potential of cultivation of the species and provide the

necessary information to consider the populations as a baseline of new crop



Capitulo 1

Introduccidén general

Cultivo y aprovechamiento de plantas silvestres

En la actualidad, la seguridad alimentaria es un problema mundial. Se prevé que la demanda
de alimentos para el 2050 incremente un 60% con respecto a la demanda del 2006 (casi
1000 millones de toneladas de cereales), impulsada por el crecimiento demogréfico y la
rédpida urbanizacion (FAO 1996). En sélo unas decenas de especies vegetales se basa la
alimentacion mundial (Gepts 2004, Olsen y Wendel 2013). Este niumero reducido de especies
exige, por un lado, mantener cultivos de alto rendimiento y por otro incrementar el nimero
de especies cultivadas para mejorar la calidad alimentaria (Ericksen et al. 2009, Mayes et al.
2011). En este contexto, las especies silvestres representan un acervo genético disponible
para evaluar su potencial de cultivo y su rendimiento. Muchas plantas silvestres se
aprovechan in situ y algunas de ellas se cultivan de manera local (Doebley et al. 2006); éstas
presentan caracteristicas que las pueden llevar a ser cultivos importantes. Solanaceae es una
familia que ejemplifica este gradiente de cultivo y aprovechamiento. Incluye especies que
son cultivos de importancia mundial, como la papa (Solanum tuberosum L.), el jitomate
(Solanum lycopersicon L.), el tabaco (Nicotiana tabacum L.) y el chile (Capsicum annum L.).
Otras son cultivos de importancia nacional o regional, como el Lulo (Solanum quitoense
Lam.), el pepino (Solanum muricatum Aiton) y la uchuva (Physalis peruviana L.) en Colombia,
asi como el Tomate verde (Physalis philadelphica L.) y el tomate milpero (P. angulata L.) en

México.

Aprovechamiento de especies del género Physalis

Physalis contiene especies de importancia ecoldgica, econdmica y cultural. En México, el
centro de diversificacién, crecen 70 especies (D’Arcy 1991, Martinez et al. 2016) cubriendo
un amplio intervalo ecolégico ubicandose desde dunas costeras hasta bosques templados en
altitudes cercanas a los 4000 m (Vargas et al. 2003, Martinez et al. 2017). En el territorio
mexicano los frutos de 17 especies silvestres de Physalis se aprovechan in situ (Martinez
1998, Santiaguillo y Blas 2009, Vargas et al. 2016). Algunas especies se desarrollan como

arvenses dentro de la milpa o en areas con manejo antrdpico; sus frutos, conocidos como



tomate, tomatillo y tomate milpero, son recolectados para consumo familiar y venta local
(ej. P. angulata L., P. cordata Mill., P. philadelphica Lam. y P. pubescens Lag.). Esta es una
tradicién arraigada en el pueblo mexicano (Montes y Aguirre 1994). Un ensayo de cultivo en
especies silvestres de tomate (Valdivia et al. 2016) evidencidé la contribucién que éstas
pueden tener a la diversificacion de cultivos para la alimentacién. Sélo P. philadelphica y P.
angulata se cultivan comercialmente, la primera de manera extensiva en casi todo México y
la segunda en la regién occidente, en el centro de Jalisco (Zamora-Tavares et al. 2015,
Vargas-Ponce et al. 2016). El nUmero de especies aprovechadas es reducido en relacion a la

riqgueza del género.

Antecedentes

De particular interés para este estudio es Physalis angulata, una herbacea anual, autogama,
gue se distribuye desde el sureste de EUA en Norteamérica hasta Uruguay en Sudamérica.
En México se le encuentra desde baja california y Durango en el norte, hasta Campeche y
Chiapas en el sureste (Nee 1986, Vargas et al. 2003). Habita en lugares soleados, areas
abiertas del bosque tropical caducifolio y margenes del bosque de pino- encino. Es frecuente
en pastizales y como arvense en areas agricolas. Los frutos de esta especie se recolectan
para alimento en Brasil, Colombia, Perd y México (Ligarreto et al. 2005, Rengifo y Vargas
2013, Zamora-Tavares et al. 2015). En este ultimo pais, tiene una antigiiedad estimada de 25
afios de cultivo para venta regional (Vargas et al. 2016). Se cultiva mayormente en el ciclo
primavera- verano, en los municipios de Cuquio e Ixtlahuacan del rio, Jalisco (Vargas-Ponce
et al. 2016) y en menor proporcion en el ciclo otofo-invierno. La planta es erecta, tiene un
dosel compacto y produce numerosos frutos (un promedio de 1339 frutos por planta,
Valdivia et al. 2016), que alcanzan los 20 mm de didmetro bajo cultivo, con mesocarpo firme
y de sabor acido. Estas caracteristicas son de interés comercial para los productores de la
regién, debido a que en el occidente de México hay una preferencia de consumo de frutos
similares a los tomates milperos. Su valor a la venta, supera 3 veces el precio del tomate
cultivado, P. philadelphica (Montes- Hernandez 1991, Zamora-Tavares et al. 2015). El
rendimiento de P. angulata oscila entre 8 y 12 ton/ha! (Valdivia et al. 2015) ligeramente
menor al rendimiento de P. philadelphica que en promedio produce 12 ton/ha?, de la cual
se ha sefalado un potencial para alcanzar hasta 40 ton/ha (Pefia y Santiaguillo 1999, Pefia

2001) y con manejo especializado de riego hasta los 63.36 ton/ha (Lépez-Lépez et al.2009).



En algunos paises de América, Sudafrica y Asia, la importancia de P. angulata radica
en sus propiedades fitoquimicas, farmacoldgicas y nutracéuticas. La revisién de Rengifo y
Vargas (2013) informa de los usos tradicionales y la importancia de sus componentes
quimicos. Para obtener extractos e infusiones con actividad medicinal se utilizan los frutos,
hojas, tallos y raices (Mahalakshmi y Navadini 2014). Las fisalinas que presenta se relacionan
con actividades de inmunosupresién (Pinto et al. 2016) e inmunoregulacién (Da silva et al.
2014). También se ha reportado actividad antibacterial (De Rivera et al. 2015), anti-
inflamatoria (Yan-Jun et al. 2017) y actividad bioldgica contra leishmaniasis (Da Silva et al.
2015) y cancer de prostata (Reyes-Reyes et al. 2012). Estudios de caracterizacidon
fisicoquimica se han enfocado en witandlidos y su efecto citotoxico (Sun et al. 2017),
lactonas y flavonoides (Pinto et al. 2016). La composicion fendlica y propiedades
antioxidantes, se han utilizado para evaluar su potencial como indicadores quimicos de
calidad para plantas medicinales (Cobaleda-Velazco et al. 2017). La importancia de P.

angulata y usos alternativos es evidente.

Caracterizacion agromorfoldgica

La caracterizacidon en plantas de importancia agricola esta dirigida a analizar la variacion de
los atributos de una especie (Aramendiz et al. 2006). Los atributos particulares identificados
se denominan descriptores (Herndndez 2002). Estos pueden ser morfoldgicos, agronédmicos,
fisioldgicos, fisicoquimicos y genéticos, entre otros. Para especies cultivadas de importancia
mundial y los parientes silvestres relacionados se han identificado y evaluado descriptores
exclusivos (FAO 1996, Aramendiz et al. 2006, Navarro et al. 2010, Herrera et al. 2011), que
permiten distinguir y discriminar cultivares y variedades cercanas. Para realizar la
caracterizaciéon de especies silvestres con potencial de cultivo, se recomienda el uso de
descriptores utilizados en especies cercanas (Barretta y Rivas 2001). En P. peruviana, por ser
la especie de tomate con mayor exportacion, se han conducido varios estudios para
caracterizar los genotipos y materiales de varias poblaciones en su area de distribucidn
(Trillos et al. 2008, Morillo et al. 2011, Herrera et al. 2011, 2012, Panayotov 2016),
evaluando descriptores relacionados con el rendimiento y la calidad del fruto (Herrrera et al.
2012). Los estudios de caracterizacién de Physalis en México, se han enfocado mayormente
en P. philadelphica (Mulato y Pefia 2007, Pefia-Lomeli et al. 2011). Otros trabajos evaltdan

diferentes caracteristicas del cultivo, como el desempefio agronédmico de diferentes



variedades (Pefia-Lomeli et al. 2014) la respuesta a diferentes métodos de riego (Lopez-
Lépez et al. 2009) y calidad del fruto en genotipos tetraploides (Robledo-Torres et al. 2011,
Jiménez-Santana et al. 2012). En estos estudios, se midieron atributos de interés comercial
como tamafio de fruto, numero de frutos por planta y produccion por hectdrea. Pefia-Lomeli
et al. (2011) en el “Manual Grafico para la Descripcidén de Variedades de Tomate de Cascara”

seleccionaron 49 caracteristicas para la descripcion varietal de P. philadelphica.

Figura 1. Cultivo en campo experimental. Detalle de la flor y el fruto de Physalis angulata

Recientemente, Valdivia et al. (2015) hicieron una caracterizacién morfo-agrondémica
y evaluacién productiva de tres especies silvestres de Physalis (P. acutifolia L., P.
chenopodifolia Lam. y P. pubescens L.) empleando a P. angulata como testigo del
experimento. Su estudio identific6 ocho descriptores que pueden ser utilizados para la
caracterizacion de Physalis, esto son diametro mdaximo del tallo (MSD), area del dosel a los
120 dias (Cal120), diametro ecuatorial del fruto (DEF), numero promedio de frutos por planta
(NFP), tamafio promedio del fruto (AFW), periodo de germinacidon (PG), porcentaje de
germinaciéon (%G) y produccidn por hectarea (Pha). También se evaluaron atributos de
calidad del fruto como peso, firmeza, sélidos solubles totales y acidez titulable (pH). Como
resultado, destacan que todas las especies evaluadas, incluido el control P. angulata, tienen
un alto potencial de cultivo, frutos de alta calidad y un rendimiento cercano al observado en

P. philadelphica.

Los parientes silvestres de los cultivos poseen rasgos que los pueden llevar a ser
cultivados a gran escala. El primer paso para lograr este objetivo es identificar esos rasgos de

interés; estos pueden ser genéticos, agrondmicos, morfoldgicos, nutricionales, culturales y



econdmicos (Mayes et al. 2012). Los rasgos o atributos de interés de Physalis angulata
radican en su ciclo de vida anual, en la planta de altura media y de forma vertical, area de
dosel pequefia que facilita su cultivo y cosecha (Figura 1). Un atributo de gran importancia
para los productores es que esta especie produce una gran cantidad de frutos de tamafio de
medio a pequefio (1-1.5 cm de didmetro), similar a los materiales milperos de P.
philadelphica. Ademas su alto valor comercial en mercados locales puede alcanzar hasta
siete veces el precio del tomate de gran tamano (P. philadelphica), que es comercializado en

todo el pais (Vargas-Ponce et al. 2015).

Diversidad genética

Debido a que los marcadores morfoldgicos pueden manifestar plasticidad debido a la
influencia del ambiente (Gresta et al. 2016), se han desarrollado marcadores basados en el
ADN vy secuencias de ADN que permiten detectar y evaluar la diversidad genética. A nivel de
poblaciones los que se emplean con mayor frecuencia son los microsatélites (SSR), regiones
entre microsatélites (ISSR) y Fragmentos amplificados de longitud polimérfica (AFLP’s). Los
estudios de diversidad genética en el género Physalis son escasos. La variacion de P.
peruviana se analizé en una muestra de 85 accesiones con 15 SSR (Chacon et al. 2016). En P.
philadelphica se comparod la diversidad genética de nueve poblaciones con diferente grado
de manejo (silvestre, arvense y cultivada) con tres marcadores ISSR (Zamora-Tavares et al.
2015). Recientemente, la diversidad nucleotidica de esta misma especie se evalué en 190
muestras (Labate et al. 2014). Como resultado general se identifica que los valores de
diversidad genética en las especies de Physalis son altos. No obstante, para P. angulata no se
ha realizado ningun analisis de diversidad que incluya gran parte del acervo silvestre. Resulta
relevante evaluar la diversidad morfolégica, genética y productiva de esta especie debido a
su potencial productivo y a su importancia como fuente de interés nutricional vy
farmacedtico. En conjunto, los marcadores morfolégicos y genéticos permiten identificar
caracteristicas de importancia comercial y agrondmica, asi como genotipos sobresalientes en

estos atributos de interés (Hidalgo 2003, Navarro et al. 2010).



Objetivo general

Evaluar la diversidad genética, morfoldgica y potencial agrondmico de poblaciones silvestres
y arvenses de P. angulata que representan el area donde se consume y comercializa de

manera tradicional en México.

Objetivos particulares

1) Realizar la caracterizacién agromorfoldgica de poblaciones silvestres y arvenses de P.
angulata.

2) Determinar si existen diferencias entre ambas condiciones.

3) Identificar poblaciones con atributos agrondmicos sobresalientes.

4) Evaluar la diversidad, estructura y relaciones genéticas de poblaciones silvestres y
arvenses de P. angulata.

5) Comparar los valores de diversidad entre condiciones silvestre y arvense.

6) Calcular las tasas de autofecundacion de los acervos por condicidn y para el total de las
poblaciones.

7) ldentificar a las poblaciones con valores altos de diversidad genética.

Hipotesis

. Los rasgos diagndsticos para la determinacion taxondmica de Physalis angulata son
constantes y exhiben escasa variacion. No obstante, a nivel de poblacidon se plantea la
hipdtesis de que existe variacion en algunos atributos morfolédgicos, como el habito de
crecimiento y la talla, y en atributos de interés agronémico como numero y didmetro del
fruto lo que puede deberse a diferencias en las condiciones ambientales donde crecen las
poblaciones, asi como a diferencias en su base genética. Por lo anterior, también se espera

gue algunas poblaciones tengan mayor potencial agronémico que otras (mayor rendimiento

por hectarea).

Il. Las plantas arvenses generalmente se consideran malezas que compiten con las plantas
domesticadas cultivadas por los recursos como nutrientes, luz y agua. Se ha sefalado que
esta competencia favorece el desarrollo de individuos arvenses adaptados al uso mas
eficiente de estos recursos. En consecuencia, se espera que las poblaciones arvenses de
Physalis angulata exhiban mejores caracteristicas agronémicas como precocidad en el

tiempo de germinacion (mayor velocidad de germinacion), rapido establecimiento de la



planta, mayor cantidad de frutos y de didmetro mayor que los que exhiben las poblaciones
silvestres, las cuales no estdan sometidas a la misma presién de competencia. Por ello, se
hipotetiza que existen diferencias en atributos agromorfoldgicos entre poblaciones silvestres

y arvenses de Physalis angulata.

. Por otro lado, dado que Physalis angulata es autocompatible, se espera que las
poblaciones presenten una diversidad genética moderada. En contraste, el acervo total de la
especie exhibird valores altos de diversidad debido a la distribucién discontinua de sus
poblaciones y a que en cada una de ellas actuan localmente diversas fuerzas evolutivas. Por
las mismas razones, se espera que exista diferenciacion entre pares de poblaciones y no en

los acervos por condicion.

V. Se plantea la hipdtesis de que no existe estructura genética y diferencias entre los
valores de diversidad entre los acervos silvestres y arvenses, ya que las poblaciones no han
sido sometidas a ninguna presién de seleccién dirigida y fomento por parte de las personas

que las colectan y aprovechan.

V. El sistema de apareamiento de las especies influye en los valores de estructura de las
poblaciones, es por ello que se espera que exista estructura genética entre pares de
poblaciones y que los valores de las tasas de autofecundacidon sean de moderados a altos,

debido a la autocompatibilidad observada en la especie.

WV Por lo anterior, se espera que de manera natural algunas poblaciones exhiban valores de

diversidad mas altos que otras.
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ABSTRACT
Key words:
Annual crops Some species of Physalis develop fruits that are appreciated as fruit and as culinary ingredients. Only Physalis peruviana and
Fruit Physalis philadelphica are grown on a larger scale in America. Physalis angulata is grown on a small scale in Jalisco, Mexico.
Germplasm variability It is a wild species with extensive cultivation potential in tropical areas and a model of wide interest due to its phytochemical,
Horticulture pharmacological, and nutraceutical properties. The objectives of this study were to carry out the agromorphological
g:;:zren::()es characterization of wild and weedy populations of P. angulata, to determine if differences exist between both conditions, and

to identify populations with outstanding agronomic attributes. Eleven populations were selected that represent the area of
Mexico where this species is traditionally cultivated and consumed. A cultivated population was also used for comparison.
The characterization was done with 13 descriptors and multivariate methods. A nested PERMANOVA indicated that no
significant differences exist between the wild and weedy condition. The classification and ordination analyses confirmed that
the condition does not determine the patterns of variation, nor does it explain the formation of the two groups identified. These
analyses also demonstrated the variability in the vegetative attributes and fruit in both con-ditions. In addition, these analyses
showed that four populations exhibit similar agronomic characteristics —a greater number of fruits per plant, of larger size (>
14 mm) and more weight (> 1.5 g), greater precocity (germination 4—7 days), and higher germination percentage (> 95%)—

to the cultivated populations. The production per hectare estimated for these populations (11-14 and up to 28 t ha_l) is similar

to that recorded for other wild tomato species and slightly lower than that of P. philadelphica. Due to their agronomic
attributes, these populations can be part of a core collection for a breeding program. The genetic basis of P. angulata is wi de
and allows the agronomic evaluation and response to nutrition trials of outstanding genotypes, which will favor greater
production.

Corresponding autor.

E-mail address: ofelia.vargas@academicos.udg.mx (O. Vargas-Ponce).

(Santiaguillo and Blas, 2009; Vargas-Ponce et al., 2016). Only two species
1. Introduction are cultivated on a larger scale in traditional and intensive agroecosystems:
Physalis peruviana, commercially important for its sweet fruit with high
nutritional and antioxidant contents (Eken et al., 2014; Puente et al., 2011;
Ramadan, 2011), is grown in South America and in Africa as an introduced
species (Herrera et al., 2011); Physalis philadelphica is grown in Guatemala

Physalis (Solanaceae) includes 90 species native to America, and the
greatest richness is concentrated in Mexico, which hosts 65 species (Martinez
et al., 2017). Some Physalis species are nutritionally im-portant because of > i > .
their edible fruits (Puente et al., 2011; Zamora-Tavares et al., 2015). These and _Nlcaragua'(Lopez et al.,. 2009; Samuels’, 2009) and extensively in
fruits can be sweet or sour, are consumed in fresh and are used as raw to make Mexico, for national consumption (Pefia-Lomeli et al., 2001; Zamora-Tavares
jams, sauces, and dishes (Santiaguillo and Blas, 2009; Vargas-Ponce et al., etal., 2015).

2016). Sixteen wild species are used in situ for family consumption of the Physalis angulata is grown on a small scale (plots < 1 ha) in the
fruit and for medicinal uses
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2018.10.055Received 4 July 2018; Received in revised form 24 October 2018; Accepted 24 October 2018
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municipalities of Cuquio and Ixtlahuacan del Rio, Jalisco (VVargas-Ponce et
al., 2016). This region of western Mexico (including Michoacan) has a deep-
rooted cultural tradition of harvesting husk tomatoes and a preference for
small, acidic, and aromatic fruits (Zamora-Tavares et al., 2015). The producer
sells the fruits from the crop in bulk (kilograms) directly in local markets and
also to intermediaries who sell to the central supply of Guadalajara (\Vargas-
Ponce et al., 2016). Even though yields (average 8 t ha_l, Valdivia et al.,
2016) are slightly lower than that of P. philadelphica (15.80 t ha_l, SIAP,
2017), the price is up to five times higher, making P. angulata a potential
species for extensive cul-tivation in tropical areas (\VVargas-Ponce et al., 2016).
In addition, P. angulata is a model of wide interest for its phytochemical,
pharmaco-logical, and nutraceutical properties (Rengifo and Vargas, 2013).
Its phytochemical compounds are related to immunosuppression activity
(Pinto et al., 2016), immunoregulation (Da Silva et al., 2014), anti-bacterial
activity (De Rivera et al., 2015), biological activity against leishmaniasis (Da
Silva et al., 2015), and biological activity against prostate cancer (Reyes-
Reyes et al., 2012).

Currently, the few domesticated species used for human consump-tion
require maintenance of high-yield crops, with the need to increase the number
of species cultivated (Ericksen et al., 2009; Mayes et al., 2011; Vincent et al.,
2013). The wild species that are related to the cultivated species represent a
genetic pool available for evaluations of the crop and its yield potential. In the
agricultural centers of origin such as Mesoamerica, of which Mexico is a part,
the interaction of plant and cultural diversity has favored the domestication of
numerous species that coexist with their wild relatives, some of them are
traditionally used in situ and present characteristics that could lead them to
be-coming important and extensive crops. Polycultures (e.g., Milpa) have
favored the cultivation of domesticated species and their landraces, and the
development of weedy populations of these species within the agroecosystem.
At the same time, in situ management of wild and harvested weedy is
frequent. This includes the harvest, tolerance, and promotion of individuals,
as well as practices for the preservation and introduction of populations
(Casas et al., 1996, 2007; Albino-Garcia et al., 2011). Cultural aspects and
local preferences influence the se-lection of plants used (Farfan-Heredia et al.,
2018; Rangel-Landa et al., 2017). The wide range of management and
selection criteria maintains a reservoir of natural variability used ancestrally
and currently in force. Of particular interest in this study is P. angulata known
like Milpero tomato or tomatillo, whose fruits have food use and are
harvested from wild, weedy, and cultivated populations (Vargas-Ponce et al.,
2016). This species is invasive (weedy) in commercial crops of vegetables,
grasses, cotton, and nuts (Price et al., 2013; Arif et al., 2015; Ozaslan et al.,
2016, 2017). The annual nature of this species, its ability to produce
numerous seeds (which form a seed bank in the cultivation soil), and its
resistance to herbicides make its control difficult (Bell and Oliver, 1979; Price
et al., 2013; Ozaslan et al., 2016, 2017). However, this characteristic
persistence is an advantage in places where the species is used in situ and
shows the potential of the species for culti-vation.

Under this scenario, the agromorphological characterization of wild and
weedy populations of P. angulata is of great interest because it al-lows the
identification of materials with better attributes for inclusion in a core
collection useful for a breeding program. The use of de-scriptors for closely
related species is recommended when character-izing wild species (FAO,
1996). In P. peruviana, different genotypes and populations have been
characterized in their distribution and cultiva-tion area (Trillos et al., 2008;
Morillo et al., 2011; Herrera et al., 2012). Descriptors related to yield and
fruit quality have also been evaluated (Herrera et al., 2012). In Mexico,
Physalis characterization studies have focused mainly on P. philadelphica. For
this species, the characteristics for use in the description and registration of
varieties have been defined (Pefia-Lomeli et al., 2011), and attributes of
commercial interest, such as fruit size, number of fruits per plant, and
production per hectare have been measured (Santiaguillo et al., 1998, 2004;
Mulato-Brito et al.,
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2007; Jiménez-Santana et al., 2012). For three other wild species (P. acutifolia
L., P. chenopodifolia Lam., and P. pubescens L.), the morphoa-gronomic
characterization was made using a population of P. angulata cultivated in
Jalisco as a control (Valdivia et al., 2016). Based on the mentioned works,
descriptors related to the potential for the cultiva-tion, yield, and fruit quality
have been identified, which is useful for characterizing species of the genus.

Three objectives were proposed for this study: to perform the
agromorphological characterization of wild and weedy populations of
Physalis angulata, to determine if differences exist between the two conditions
and to identify populations with outstanding agronomic at-tributes. Although
the diagnostic features for the taxonomic determi-nation of P. angulata are
constant and show little variation, in this work, the hypothesis proposed is
that, at population level, variation exists in some morphoagronomic (such as
the growth habit and plant height) and agronomic attributes of interest
(number, size, and fruit firmness), which can be attributed to the
environmental conditions where the populations grow and to genetic
differences. Therefore, some popula-tions are hypothesized to have greater
agronomic potential than others (higher yield per hectare). At the same time,
based on the premise that competition for nutrients, humidity, and light favors
the development of weedy individuals best adapted to the most efficient use of
these resources, weedy populations of P. angulata exhibit better agronomic
characteristics (precocious germination, rapid establishment of the plant,
greater amount of fruit, and larger diameter) than those ex-hibited by wild
populations, which are not subject to the same com-petitive pressure.
Therefore, differences are hypothesized to exist be-tween the
agromorphological attributes of wild and weedy populations of P. angulata.

2. Materials and methods
2.1. Studied species

Physalis angulata is an annual herb that is distributed from the
southeastern United States to Uruguay. In Mexico, the species grows from 0
to 2400 m above sea level along margins of pine-oak forest, tropical
deciduous forest, grasslands, and as a weed in agricultural areas (Nee 1986;
Vargas-Ponce et al., 2016). It is an autogamous, di-ploid species (2n = 24),
with possible tetraploids in South America (Menzel, 1951). The plants are
mostly erect, with a compact canopy, and under cultivation, they produce
numerous fruits (x= 1339 per plant, Valdivia et al., 2016) with an acidic flavor
and a firm mesocarp. The fruits are small, with a diameter of 11-13 mm
(Vargas-Ponce et al., 2016).

2.2. Selection of germplasm, experimental design and agricultural
management

We selected 11 populations of P. angulata that represent an area of
central-western Mexico where the species is cultivated and consumed
traditionally. Samples from Zacatecas, Jalisco, Michoacan, and Querétaro
were included: six of them are weedy and five are wild (Table 1). In addition,
a cultivated population from Cuquio, Jalisco was included for comparison. In
May 2016, 30 seeds of each population were planted in germination trays
with a substrate of regolith-earth-xal (1:1:1) mixture. The plants remained in a
greenhouse until reaching 12—15 cm high, and then they were transplanted in
field plots (4.5 mz), located at the University facilities, at a distance of 60 cm
between plantsand 80 cm between rows. Asa result, a plant density 0f13,778
per ha™
1 was obtained. The altitude of the site is 1640 m above sea level; the soil
type is a Eutric regosol, with a pH of 5.38; and the climate is semi-temperate,
with a warm rainy summer (Garcia, 1988). The average annual average
temperature is 19.6 °C, the average annual precipitation is 979.6 mm, and the
relative humidity is 60%. Agricultural manage-ment consisted of padding

soil, drip irrigation (500 | ha_l), application
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Table 1
Geographical data of provenance and condition of populations of Physalis an-gulata
studied.

Collection Population  State Municipality Locality Elevation

Code code Masl

wild

58 Ixtl Jalisco Ixtlahuacéan del Jaguey 1830

rio

376 Huej Jalisco Huejuquilla Haimatsie 1746

JS469 Cot2 Michoacan  Cotijade lapaz ~ Bank of the 1781
village

JS578 ViHe Michoacan  Vista Hermosa La 1553
Angostura

392 Nch2 Zacatecas  Nochistlan Presa de Loou
Nochistlan

400 Nch1 Zacatecas  Nochistlan Bank ofthe
village

Weedy

23 SnCr Jalisco San Crist6bal La Lobera 826

de la Barranca

JS465 Cotl Michoacan  Cotijade lapaz ~ Border of 1781
the village

148 Pani Michoacan  Panindicuaro Aguanato 1936

445 Jalp Querétaro Jalpan Rio verde 560

550 Tuxp Jalisco Tuxpan Tuxpan 1145

Cultivated

59 Cugqi Jalisco Cuquio La 1780
Esperanza

of commonly used tomato fertilizers and pesticides. The individuals of each
population were placed contiguously and without replicates. Of the 30 plants
transplanted per population, 10 were randomly selected for measurement of
their morphological and agronomic descriptors.

2.3. Agromorphological descriptors and correlation analysis

To quantify the morphological diversity and agronomic potential of the
populations under study, 13 descriptors (three morphological, four
morphoagronomic, and six agronomic) were measured (Table 2). All
descriptors but, mean germination time (MGT) and fruit firmness (FF) were
previously used in Physalis spp characterization (Valdivia et al., 2016). The
morphological attributes were measured at 90 days of phenological
development, when the plants reached the productive stage. For length
measurements, a digital calibrator (accuracy + 0.01
mm) and a commercial Flexometer (resolution + 0.001 m) were used. The
fruit weight was recorded with a digital balance (Ohaus TA-302,

Table 2
Descriptors used in the agromorphological characterization of Physalis angulata
populations.

Descriptor Code Typea Units
1 Height of the plant at 90 HP90d M Cm
Days
2 Height first bifurcation of H1°BiT M Cm
the stem
3 Fruit color CF M green = 1, streaky = 2,
purple=3
4 Habit of growth of the HabP MA erect = 1, semi-erect = 2,
Plant postrate =3
5 Stem diameter STD MA Mm
6 Canopy area at 90 days Ca90d MA cm?
7 Equatorial diameter of the EDF MA Mm
Fruit
8 Number of fruits per plant NFP A amount
9 Average fruit weight AFW A Gr
10 Fruits firmness FF A kg/cm?
11  Germination percentage %G A %
12 Average germination time AGT A Days
13 Yield per hectare Yha A tha™?

A M= morphologic, MA = morphoagronomic, A = agronomic.
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precision 0.01 g). The equatorial fruit diameter (EDF) was represented by the

average measurement of 15 fruits per plant. The average fruit weight (AFW)
was obtained from the average individual weight of 30 randomly selected

fruits per plant. The percentage of germination was calculated as follows: %G
= (SgfSs) x 100, where (Sg) is the final per-centage of seeds that germinate

relative to the total number of seeds sown (Ss) (Ranal and Santana, 2006;
Martinez et al., 2012). The mean germination time was calculated by the
following expression: MGT = (T1N1 + T2N2 + ... TnNp)/N, where T = the
number of days elapsed from the start of germination to day n, Nn = the
number of seeds ger-minated on day n, and N = the total number of seeds
germinated. The yield per hectare (Yha) was estimated as the product of the
average number of fruits per plant (NFP), by the average fruit weight (AFW),
and by the density of sowing in the field (Yha = NFP x AFW x density of

sowing, Vallejo et al., 2010; Valdivia et al., 2016). This descriptor is useful
for obtaining an estimate of the agronomic potential of P. an-gulata

populations and for comparing this estimate with the perfor-mance of other
cultivated species of the genus. The fruit firmness (FF) was measured in 50
mature fruits per population in the first 24 h of collection with an analog fruit
penetrometer (GY -2, resolution of 0.02). Finally, a matrix was generated for
the set of recorded data.

To identify the behavior of the 13 descriptors, a correlation analysis was
applied using the Pearson coefficient (r) in the SIGMAPLOT 11.0 program.

The correlation coefficient quantifies the degree of associa-tion between two

descriptors that help identify independent descriptors that prevent the
variation overestimation of diversity in the analyses. The average values of
each descriptor were used and following the criterion of Valdivia et al.
(2016), those with correlation values r = 0.90 were discarded from the
analysis (Table 3).

2.4, Agromorphological diversity and agronomic potential

Three multivariate statistical methods were used to evaluate the variability
of Physalis angulata populations under study. To determine if differences exist
between the populations by condition (wild vs. weedy), a nested two-way
permutational multivariate analysis of var-iance (PERMANOVA) was
conducted with a type Ill model (mixed ef-fects): a fixed factor (condition)
with two levels (wild and weedy), and a random factor (populations) with 11
levels. A PERMANOVA was per-formed with the records obtained from
seven descriptors per individual (HP90d, Ca90d, H1°BiT, DMT, EDF, NFP,
and AFW, see Table 2). Later, standardization pretreatment (i.e., Z-values or
normalization) was ap-plied to the data to leave variables of a different nature
and unit of measurement on the same scale. Subsequently, a matrix of
Euclidean distances was constructed, and the PERMANOVA was executed.
The statistical significance of the PERMANOVA was tested with 10,000
permutations based on a type 111 sum of square. Additionally, to analyze the
variability within and among populations and determine the pat-terns of
variation, two principal coordinate analyses (PCoA) were per-formed. The
first was performed with the seven descriptors used in the PERMANOVA
(HP90d, Ca90d, H1°BiT, DMT, EDF, NFP, and AFW) that were measured at
the individual level within the populations. This analysis facilitated the
graphic visualization of the results of the PER-MANOVA. The second PCoA
included eight descriptors (CF, HabP, %G, AGT, NFP, AFW, EDF, and FF,
see Table 2) that were measured at the population level, and the average value
of each descriptor was ob-tained. These two PCoA were run again separately,
including data from a cultivated population of P. angulata (individuals
separately and at the population level), to detect the most similar populations.

Separately to identify groups with similar agronomic attributes, a cluster
analysis (CA) based on Euclidean distance matrix and UPGMA method was
performed with the normalized average values of 12 de-scriptors at the
population level (with the exception of Yha, see Table 2). In the same way, to
observe the populations grouped with P. angulata, a second CA was carried
out that included the data of a cul-tivated P. angulata population. In order to
identify important
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Table 3
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Pearson correlation coefficients for 13 agromorphological descriptors evaluated in Physalis angulata. Descriptors codes in Table 2. In bold high correlation values with p < 0.0001.

HP90d Ca90d H1°BiT STD EDF CF HabP AFW FF NFP %G AGT Yha
HP90d 0.14
Ca90d
H1°BiT 0.04 0.43
STD 0.27 -0.13 0.20
EDF -0.01 -0.42 -0.46 0.39
CF 0.03 0.23 0.56 0.24 -0.25
HabP -0.19 0.38 0.19 -0.57 -0.44 -0.25
AFW -0.48 -0.24 -0.49 0.01 0.31 -0.14 -0.50
FF -0.14 0.35 0.69 -0.08 -0.05 0.29 0.31 -0.28
NFP 0.20 -0.30 -0.24 0.45 0.33 -0.15 -0.15 0.12 -0.12
%G -0.05 -0.15 -0.20 0.48 0.42 -0.10 -0.38 0.56 -0.04 0.77
AGT 0.11 0.21 0.23 -0.37 -0.59 0.08 0.38 -0.62 -0.10 -0.72 -0.78
Yha -0.02 -0.35 -0.39 0.35 0.40 -0.20 -0.28 0.46 -0.16 0.93 0.89 -0.87
descriptors that contribute to the pattern of resemblance within popu-lation of 4T
each condition, and differences between conditions (wild and weedy), a :\%i
similarity percentages analysis (SIMPER) was conducted from the Euclidean M Nch1
distance matrix constructed with the normalized average values of 12 X * EC“?
descriptors. The analyses were performed in Primer 6 + PERMANOVA an x% .T.Tffé
(Anderson et al., 2008). X Ixtl
% Cot1
9 7
8 E Sigr
3. Results & o+
3
3.1. Descriptors and correlation analysis o
A significant correlation was identified between the variables of
production per hectare and the number of fruits per plant (Yha vs. NFP, r = 2
0.933, p < 0.05). Correlations were also observed with high coefficients
between the production per hectare and percentage of germination (Yha vs. %
G, r = 0.893), and a negative correlation was observed between the production
per hectare and the mean germina-tion time (Yha vs. MGT, r = -0.872, p < -4 ; i i ;
0.05). For this reason, yield per hectare (Yha) was excluded from the analyses 4 _'2 (') ’2 "1

carried out at the population level (Table 3). The nested two-way
PERMANOVA indicates that no significant differences existed between the
wild or weedy con-ditions, thus explaining that the variation (63.92%) in the
agromor-phological attributes is distributed among populations within each
condition (Table 4).

3.2. Agromorphological diversity, agronomic and productive potential

In the principal coordinate analysis (PCoA) performed at the in-dividual
level, the first two axes explained 57.57% of the total variation (Fig. 1). The
axis 1 (PCol) explained 34.51% of the variation and was correlated mainly
with the canopy area (Ca90d), height at stem first bifurcation (H1°BiT), and
average fruit weight (AFW). Axis 2 (PCo2) explained 23.06% and was
related to the plant height (HP90d), number of fruits per plant (NFP), and
equatorial fruit diameter (EFD). In gen-eral, individuals tended to group with
individuals from the same po-pulation, although they also showed dispersion
of variation, so that some were interspersed with individuals from other
populations. The

PCo1 (34.51%)

Fig. 1. Principal coordinate analysis (PCoA) for seven agromorphological at-tributes
evaluated by individual in Physalis angulata wild (blue) and weedy (gray) populations.
Population codes as in Table 2 (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article).

individuals of the wild populations Ixtl, ViHe, and Tuxp showed the greatest
dispersion. No grouping of populations by condition was ob-served. The
PCol showed the formation of two groups: i) Group | in-cluded the
individuals of three weedy populations (Cot2, Noch2, and ViHe) and five wild
(Cotl, Ixtl, Jalp, Pani, and SnCr); ii) Group Il, the remaining individuals were
integrated, representing a wild population (Tuxp) and two weedy (Huej and
Nchl) (Fig. 1). PCo2 showed a se-parate group (Tuxp, Huej, and Nchl),
which corresponds to group Il identified in PCol, whereas the remaining
individuals exhibited a gradient of variation of the attributes identified by
PCo2. The PCoA that

Table 4

Permutational multivariate analysis of variance (PERMANOV A) for seven agromorphological attributes in wild and weedy populations of Physalis angulata.
Source DF SS MS Pseudo-F P Unique % ECV

permutations

Condition 1 59.307 59.307 1.013 0.395 6117 0
Population (Condition) 9 530.21 58.912 32.346 0.0001 9847 63.92
Residual 99 180.37 1.821 36.07
Total 109 763

DF = degree of freedom, SS = sum of squares, P = probability value, % ECV = percentage of the components of the variation.
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Table 5

Average values (X) and variation coefficient (VC) of the attributes measured in wild and weedy populations of Physalis angulata.
Condition/ Code®  HP90d Cag0d H1°BiT STD EDF NFP AFW HabP® CF® FF° %G® AGT® Yhd

X VC X \Y X VC X VC X VC x VC X VvC X X X X X X

Wwild
Tuxp 516 148 33938 56.8 5.2 177 79 189 115 3.6 1520 404 13 3.2 2.0 20 20 840 9.6 12549.2
Ixtl 18.1 136 11658 311 5.2 8.1 9.5 160 142 2.0 1680 426 20 8.3 1.0 20 16 960 6.2 28765.2
Cotl 59.5 189 8352 211 55 9.0 100 5.2 133 09 1520 283 13 6.1 1.0 20 1.7 880 7.8 11894.5
Pani 234 17.0 457.2 331 47 8.9 75 9.0 137 3.8 1550 281 1.2 6.8 3.0 10 14 800 10.7 17360.0
Jalp 359 133 45580 256 6.4 104 86 7.9 122 13 1640 261 14 6.0 2.0 30 15 920 9.0 14679.2
SnCr 29.1 187 18732 36.7 5.0 133 110 193 147 2.7 2000 333 1.6 4.3 1.0 10 16 1000 7.4 10200.7
Weedy
Cot2 68.8 10.2 886.9 427 56 102 122 133 122 15 3030 266 1.2 7.9 1.0 20 11 1000 85 8892.8
ViHe 359 133  800.9 256 3.8 104 83 7.9 125 13 1610 298 14 6.6 2.0 10 12 840 9.8 20004.4
Nchl 50.0 2.7 5097.3 6.4 7.7 7.8 9.4 5.9 127 15 1710 310 1.2 201 3.0 10 20 960 8.7 9924.3
Nch2 416 8.9 755.0 347 48 8.1 8.2 53 143 25 3440 289 15 8.2 2.0 10 1.8 1000 48 11531.7
Huej 29.6 156 16624 220 9.9 7.4 102 3.0 125 29 1640 276 11 6.5 2.0 30 24 880 9.4 9583.3
Cultivated
Cuqi 30.9 116 15628 313 49 7.0 116 166 138 31 3250 206 1.4 133 20 20 18 1000 51 29107.4

a Codes of the populations in Table 2.
Descriptor not measured by individuals.

included the individuals of the cultivated population (Cugqi) revealed that
these are grouped with group | identified by PCol (Appendix A, Figure Al).

In the principal coordinate analysis (PCoA) carried at population level,
based on average value of eight descriptor (Table 5), the first two axes
explained 61.53% of the total variation (Fig. 2). Axis 1 (PCol) explained
42.76% and was correlated mainly with the average germi-nation time
(MGT), germination percentage (%G), average fruit weight (AFW), and
number of fruits per plant (NFP). This axis shows the for-mation of two
groups: i) Group | includes Cot2, Ixtl, SnCr, and Nch2; ii) Group Il includes
the rest of the populations. Axis 2 (PC02) explained 18.77% and is related to
the fruit color (CF), growth habit (HabP), and equatorial fruit diameter (EDF).
Considering the fruit color, which reached the highest correlation value in the
analysis (0.72), two groups were formed: i) The first was composed of six
populations (Ixtl, Cotl, Cot2, Jalp, Huej, and Tuxp); ii) The second was
composed of five po-pulations (SnCr, Nch2, ViHe, Nchl, and Pani) (Fig. 2).
The two

4
ol
Ixtl
= ®
=
N %G
: AFW
©
= O
~ NFP  snCr
8 ® Nch2
a A
EDF
2+
4 | ! ! |
T T | 1
-4 -2 0 2 4

PCo1 (42.76%)

Fig. 2. Principal coordinate analysis (PCoA) for the average of eight agromor-phological
attributes in Physalis angulata wild (circles) and weedy (triangles) populations.
Population codes in Table 2.
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additional PCoA that included the cultivated population of P. angulata
showed ordination patterns similar to those mentioned above (Ap-pendix A,
Figure Al and A2).
In the cluster analysis performed with the averages of the 12 de-scriptors
(Tables 2,5), three groups were formed at a Euclidean distance of 5.7 (Fig. 3),
where wild and weedy populations are mixed. Group | included four wild
populations (Tuxp, ViHe, Nch1, and Huej) and two weedy (Pani and Jalp).
Group Il is made up of two weedy populations (Cot1 and SnCr) and two wild
populations (Noch2 and Ixtl). Grouplll includes only the population of Cot2.
In the cluster analysis that in-cluded the cultivated population (Cugi), a
greater proximity of this population with group Il was present, showing a
shorter distance (or higherresemblance) with the wild-type Nch2 (Appendix
A, Figure A3). The SIMPER estimated an average Euclidean distance (AED)
of
10.07 among wild populations, where five descriptors mostly con-tributed to
the resemblance within this condition (i.e. the lowest per-centage contribution
to AED): the number fruits per plant (NFP), height at stem first bifurcation
(H1°BIT), fruit firmness (FF), stem diameter (STD), and average germination
time (AGT) (Table 6). In contrast, among the weedy populations, the AED
was 15.34 and the most im-portant descriptors were average fruit weight
(AFW), equatorial fruit diameter (EDF), growth habit (HabP), height of the
plant (HP90d), and germination percentage (%G) (Table 6). However, other
two de-scriptors, fruit color (CF) and canopy area (Ca90d), had similar con-
tributions in wild and weedy groups contributing to explain a cumu-lative
variation =235%. On the other hand, the AED between wild and weedy
conditions was higher with a value of 23.70, where eight

Jalp
Tuxp
Nch1
S—

Pani
ViHe
Huej
SnCr
Cot1
Nch2
Ixtl
Cot2

- —~ ¢ + {

8 6 4 2 0

Euclidean distance
Fig. 3. Patterns of grouping of 11 populations of Physalis angulata based on Euclidean
distances and the UPGMA method. Population codes in Table 2.
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Table 6

Similarity percentages analysis (SIMPER) based on average Euclidean distance (AED)
to determine descriptors that contribute to the pattern of resemblance within populations
(wild/weedy) of Physalis angulata and differences between conditions. The higher-
contributing descriptors cut-off percentage within po-pulation was 35% and between
conditions was 65%. * Descriptors code in Table 2. In bold values with higher values of
% Contribution.

Condition Wild Weedy wild

Vs.

Weedy
AED 10.07 15.34 23.70
Descriptor Av.Sq.Dist %C Av.Sq.Dist %C Av.Sq.Dist %C
HP90d 1.070 10.66 0.937 6.11 1.970 8.30
H1°BIiT 0.124 1.23 2.100 13.67 2.140 9.05
CF 0.917 9.10 1.290 8.43 1.890 7.96
HabP 1.180 11.74 0.887 5.78 1.890 7.99
STD 0.855 8.49 1.330 8.64 1.930 8.13
Ca90d 0.963 9.56 1.290 8.38 1.850 7.79
EDF 1.380 13.72 0.723 4.71 1.800 7.61
NFP 7.68E-02 0.76 1.770 11.56 2.410 10.16
AFW 1.270 12.59 0.532 3.46 2.040 8.63
FF 0.274 2.73 2.110 13.74 1.990 8.38
%G 1.060 10.56 1.000 6.53 1.930 8.16
AGT 0.892 8.85 1.380 8.97 1.860 7.84

descriptors contributed to explain the 68.8% of differences between groups:
Number fruits per plant (NFP), height of the first stem bi-furcation (H1°BiT),
AFW (average fruit weight), fruit firmness (FF), height of the plant (HP90d),
germination percentage (%G), stem dia-meter (STD), and growth habit
(HabP) (Table 6).

4. Discussion
4.1. Correlation analysis

The high correlation found between the yield (Yha) and the number of
fruits per plant (NFP) is because the NFP is involved in the calcula-tion of the
yield. This finding agrees with that observed by Valdivia et al., (2016) in the
characterization of wild Physalis species. Although the average fruit weight is
also required to calculate the yield, a high correlation value between both
characteristics was not found (AFW vs. Yha, r = 0.536), possibly due to the
variation in weight and size of the fruits which has also been reported for
other Physalis species (Herrera et al., 2011; Canul-Ku et al., 2017) The high
correlation between the germination percentage and yield per hectare (%G vs.
Yha, r = 0.893) suggests that their positive interaction has a favorable effect
on the productive potential. Likewise, the negative correlation between ger-
mination percentage and mean germination time (%G vs. MGT, r = —-0.872)
occurs because populations with high %G exhibit pre-cocious germination
and take fewer days for complete germination (approximately 4), and the
MGT (median days required for 100% ger-mination of the seeds) is
shortened.

4.2. Agromorphological diversity

The nested two-way PERMANOVA outcomes indicate that no dif-
ferences exist between the wild and weedy conditions. Casas et al. (1996,
2001) report that the in situ management of wild and weedy plants increases
or decreases the population density. In situ manage-ment also has an effect on
the composition and genetic structure, mainly when some phenotypes are
completely eliminated. In general, no in situ management has occurred for the
wild populations of P. angulata studied, the plants are spontaneous, and they
are used for their fruits, but the increase or decrease of individuals is not
encouraged (e.g., tolerance), so the new generation will develop from the seed
bank of the soil and depend on seasonal environmental conditions (tem-
perature and humidity) (Zamora-Tavares et al., 2015; Ozaslan et al.,
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2016, 2017). Within the agroecosystem, weedy plants are threatened by the
application of herbicides. However, management practices can in-crease the
density of individuals by preventing them from receiving herbicides or
encouraging their development by dispersing seeds be-tween the furrows and
maize plants, as has been reported for weedy P. philadelphica populations
(Montes-Hernandez et al., 1991; Pefia-Lomeli et al., 2001; Zamora-Tavares et
al., 2015) and other wild or weedy plant species (Casas et al., 2001). The
harvest of fruits has been recorded for the P.angulata weedy populations
studied but not the promotion to increase the population density. Therefore,
the characteristics observed in the wild and weedy populations under
cultivation respond mainly to their genetic base and their autogamous

reproduction. This finding is consistent with that found in wild beans (Celis-
Velazquez et al., 2010) and Sorghum (Burow et al., 2014). Likewise, under
cultivation, no ap-preciable differences were observed between wild and

weeay conal-tions, WIth the piants oT DOtN nNaving simiiar atrioutes In
germination, development, and reproduction (fruit formation). However,
under natural conditions, P. angulata weedy are observed at higher population
densities than wild ones, mainly in sites with nutrient-rich and more humid
soils, whereas wild populations are frequently found in poorer soils and drier

environments (pers. observ.). 1 heretore, It both types of populations are
evaluated in situ under natural conditions, differences would be detected in the

environment and in the response of certain genotypes, indicating an adaptive
response.

The principal coordinate analysis (PCoA, Fig. 1) of individuals also
confirms that the wild or weedy condition does not determine the patterns of
variation, nor does it explain the formation of the two groups identified in P.
angulata. The attributes that contributed to the formation of group I are the
development of large and heavy fruits in SnCr, Nch2, Jalp, and ViHe and
numerous fruits per plant in Ixtl and Pani. These descriptors are linked to
productivity. In terms of mor-phological characteristics, these populations
exhibit individuals of small-to-medium sizes, with compact-to-medium
canopies. The culti-vated population Cuqi is associated with this group |
(Appendix A, Figure Al) because it develops small, compact canopy plants
with large (13 mm) and heavy (average 1.4 g) fruits. Compact canopy
phenotypes in cultivated populations of P. angulata have been favored by
farmer selection criteria (Valdivia et al., 2016); however, these phenotypes
occur in wild and weedy conditions. These phenotypes allow to increase the
density of plants and the leaf area coverage in the crop fields, which has a
positive effect on the crop yield, as documented in sunflowers (Olalde-
Gutiérrez et al., 2000). The other two populations, that are at the lower end of
Group | (Cotl and Cot2), exhibit tall plants with a wide stem diameter, and a
compact canopy. These last characteristic makes them closer to the
populations with large fruits and compact phenotype (SnCr and Nch2).
However, the fruits of Cotl and Cot2 are medium-sized and intermediate in
weight. This is because the energy cost of maintenance of a large plant is high
and not directed to the production of quality fruits, because effect of nutrient
dilution in the leaf tissue (De Oliveira et al., 2017). On the other hand, the
populations of group Il (Huej and Nochl weedy and the wild Tuxp) are
distinguished by being mostly small, with a large canopy area and high values
in the height at stem first bifurcation. They also produce small and less fruit.
The dif-ferences observed between group I and Il shows variability in the ve-
getative attributes and in the size, weight, and number of fruits in wild and
weedy populations of P. angulata. This variability has also been observed
between cultivated and wild germplasm of P. philadelphica, and the
descriptors with the greatest variation are the size, color, and firmness of the
fruit, as well as the habit of plant growth (Hudson, 1986; Montes-Hernandez
et al., 1991; Mulato-Brito and Pefia-Lomeli, 2007; Zamora-Tavares et al.,
2015). Fruit characters are of importance for the cultivation of the species,
and prostrate or semi-erect stems are pre-ferred by producers and are
considered a grouping descriptor for P. philadelphica (Pefia-Lomeli et al.,
2011).

The PCol of the PCoA at the population level showed that four
populations, two wild and two weedy (Cot2, Ixtl, SnCr, and Nch2,
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Fig. 2), exhibit the highest values in the number of fruits per plant, of great
size (> 14 mm), weight, greater precocity (germination 4 to 7 days), and
higher germination percentage (> 95%). These values are similar to those of
the cultivated population (Cugi) and, as a whole, are related to productivity.
One of these populations is semi-prostrate (Nch2), and three are erect (Cot2,
Ixtl, and SnCr) and slightly higher than the cultivated population. In addition,
three populations (ViHe, Nochl, Pani, and Cotl) develop medium fruits (13—
14 mm), and three (Hue, Jalp, and Tuxp) produce smaller (11-12 mm) fruits;
these six populations have a long germination time (8—10 days). In landraces
and commercial varieties of P. philadelphica have also been observed sig-
nificant differences in number of fruits per plant, fruit size and fruit weight,
and yield (Canul-Ku et al., 2017; Santiaguillo et al., 1998) which shows the
wide diversity in the genetic pool of Physalis spp. Separately, the fruit color
descriptor was useful to distinguish two groups of P. angulata based on this
attribute. Seven populations (in-cluding the cultivated) produce mostly striped
fruits (green with purple tones) and purple fruits (Fig. 2, Appendix A Figure
A2). Five other populations developed green fruits. In Mexico, color is one of
the im-portant attributes for the selection of the race of P. philadelphica for
cultivation and sale. Color and taste preferences vary depending on the region
of the country (Zamora-Tavares et al., 2015). Additionally, Milpero fruits
(cultivated or weedy) are small and less acidic, and present variability in
color, ranging from green, green-yellow, and striped to completely purple
(Montes-Hernandez et al., 1991; Vargas-Ponce et al., 2016). In the center of
Mexico, green or yellow fruits are preferred, the more cultivated and
consumed races of P. philadelphica are Puebla and Salamanca (green fruit)
and Manzano (yellow fruit). In western Mexico, yellow fruit are not
appreciated or consumed (Montes-Hernandez et al., 1991; Pefia-Lomeli et al.,
2001; Zamora-Tavares et al., 2015). Considering the above and the results of
this study, it is feasible that P. angulata selection must be consider fruit color
and size, growth habit and precocity attributes over fruit firmness which
presented little variation.

The SIMPER identified that wild populations had a minor average
distance among them (10.17) than the weedy (15.34). The descriptors that
explains this resemblance among population within each condition are
different (NFP, H1°BIT, FF, STD, AGT vs. AFW, EDF, HabP, HP90d,

% G, Table 6). The greatest distance was founded between condition (23.70),
8 of 12 descriptors contribute mostly to the differences be-tween wild and
weedy populations, reflecting the variability in the pool of P. angulata (Table
6). In general, these descriptors show the existence of variation between
conditions and at the level of the populations within the conditions. Two
descriptors with high contribution are re-lated to productivity (NFP, AFW) and
one with the height at which the plant branches (H1°BiT). The NFP (% C
10.16) showed the existence of contrasts in the average values (¥) and in the
coefficient of variation (VC) of the fruits produced (Table 5 and 6). The xof
NFP is lower in wild than in weedy (152—200 vs 161—-344) but with higher CV
in wild (26—42.6 vs 26.6—31). The descriptor H1°BiT, also shows the same
tendency of variation, the lowest average values (4.7—6.4 vs 3.8-9.9) and the
highest CV (8.1-17.7 vs 7.4-10.2) of this trait occur in wild populations.
Similarly, the average values in the AFW in both condi-tions are similar (1.2—
1.6, except in the wild Ixtl with x= 2.0) and also in the CV (3.2-8.3 vs 6.5—
8.2), except for Nchl (CV = 20.1) with a notorious difference in thistrait.
According to other studies on P. phi-ladelphica, the high CV in the NFP, AFW
and yield are due to the high heterogeneity existing in the species (Canul-Ku et
al., 2017; Pefia et al., 2013; Pefia-Lomeli et al. (2014). It has also been
observed that H1°BiT presents high variability and significant differences in
materials of P. philadelphica (Kanul-Ku et al., 2017). Similarly, between
cultivated and feral accession of P. peruviana significant differences were
observed in %G, AFW and yield, where cultivated accessions recorded the
highest X with lower CV and feral had the lowest Xand the highest CV for
these variables (Herrera et al., 2011). Other descriptors with high percen-tages
of contribution show variability in height of the plant (HPd90)
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and stem diameter (STD) in P. angulata, while other 3, FF, %G, and HabP (all
evaluated at population level, not individuals), show similar average values in
both conditions, and certain differences at the po-pulation level (Table 5). It
has also been pointed out that husk tomato plants of low height and prostrated
growth are more yielding (Santiaguillo et al., 1998; Pefia-Lomeli et al., 2008).
Furthermore, this result confirms that notorious variability exists in the pool
of P. angu-lata.

The classification analysis showed three groups with similar attri-butes,
which agree with those obtained by the population PCoA. Group | unite the
populations with high values of canopy area, plant height and height of the
first stem bifurcation, including both weedy and wild populations (Fig. 3,
Tuxp, ViHe, Nchl, Huej, Pani, and Jalp). Popula-tions of this group have a
lower percentage of germination (close to 80%), a longer germination time
(8-10 days), numerous fruits (152—171) but small (EDF, 11-13.68 mm) and
light in weight (AFW = 1-1.4 gr). In contrast, group Il (Cotl, SnCr, Noch2,
and Ixtl) has a higher germination rate (95—100%); a shorter germination time
(4—7 days); a higher average fruit weight (1.23—1.96 gr) with larger diameter
(12-14.67 mm); and high average number of fruits per plant (152—344). This
group therefore has higher values of desirable attri-butes of agronomic
interest, such as high germination rate, precocity, larger and heavier fruits. In
contrast, Cot2 which formed Group 111 showing certain desirable attributes for
production but others do not, because exhibits the highest average plant
height and largest canopy area, as well as numerous fruits per plant, but the
fruits are small (12 mm) and low in weight (1.23 g) (Table5).

4.3. Agronomic and productive potential

It was evidenced that P. angulata, wild and weedy populations, are
responsive to cultivation and have high productive potential. The es-timated
values of production per hectare for the studied populations oscillate at

approximately 8—28 t ha_l. This value is similar to the es-timated values

reported for P. angulata (12.59 to 20.80 t ha_l, Valdivia et al., 2016) and are
within the range reported for 40 varieties of P. philadelphica (0.63 to 30.97 t
ha_l, Santiaguillo et al., 1998). The PCoA and the Cluster analysis (CA)
showed that four populations (Cotl, SnCr, Noch2, Ixtl, see Group | of the
PCoA, Fig. 2 and Group Il of the Phe-nogram, Fig. 3), of the 11 analyzed,
exhibit desirable agronomic attri-butes of interest to be selected for
cultivation and improvement. These populations show similar agronomic
characteristics to the cultivated population. Its production per hectare

oscillates between 11-14 t ha™* (Cot1, SnCr, and Noch2) and up to 28 t ha™t
(Itlx) (Table 5). Its agro-nomic potential is similar to that recorded in wild
husk tomato species (P. pubescens, P. chenopodifolia, and P. acutifolia,
Valdivia et al., 2016) and cultivated species that have been characterized (P.
philadelphica, Loépez et al., 2009; P. peruviana, Morillo et al., 2011) and
slightly lower than the annual average reported for P. philadelphica cultivars
grown on a large scale (SIAP, 2017). Therefore, these populations may be the
baseline for a large-scale cultivation of P. angulata or be part of a core
collection useful for a breeding program of the species. In contrast, in the
other seven populations studied, although the production per hec-tare is not

low (9.2-20 t ha_l) because they produce a good amount of fruit, the quality
does not meet the desirable attributes for cultivation and selling. However, the
Cot2 population, despite its morphological characteristics, could also be a
selection candidate because of its ear-liness, high germination rate and
numerous medium-sized fruits per plant. This population could be assessed
again for the selection of in-dividuals who develop the largest fruits. In
summary, the agromor-phological characterization allowed us to observe
variation in the ge-netic pool of P. angulata and identify materials that could
be the basis for an improvement program. In turn, vegetative and reproductive
characteristics that favor yield per hectare (compact canopy, small to
medium-sized plants, fruits with a diameter greater than 13 mm, and weighing
more than 1.4 g) were confirmed. Finally, the differences
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observed among the studied populations cultivated under the same conditions
show that the genetic base of this species is wide. This allows the agronomic
evaluation of outstanding genotypes and the selection and improvement of the
base germplasm for cultivation to increase fruit production and quality.
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Capitulo 3

Diversidad y estructura genética de poblaciones silvestres y arvenses de Physalis angulata
L. (Solanaceae) de México
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Resumen

Physalis angulata (L.) es una herbdacea anual autégama que crece en Méxicoy Sudamérica
en areas tropicales. Los frutos son bayas pequenas conocidos como tomate milpero y son
utilizados para la preparacién de salsas y platillos en México. En el occidente del pais, los
frutos son recolectados de poblaciones silvestres y arvenses para consumo y venta local. El
éxito de los programas de mejoramiento y extension de cultivos, depende en gran parte de
la diversidad genética de la especie de interés. El objetivo del trabajo fue evaluar la
diversidad, estructura y relaciones genéticas de poblaciones silvestres y arvenses de P.
angulata, asi como calcular las tasas de autofecundaciéon de las mismas. Se seleccionaron 14
poblaciones y seis marcadores microsatelite para realizar la amplificacidn. En este estudio se
evidencia que P. angulata presenta niveles de diversidad que corresponden a los esperados
para especies anuales y autégamas. El AMOVA indica que no hay diferencias significativas en
los valores de diversidad entre las poblaciones silvestres y arvenses. Asimismo, el
aprovechamiento in situ de estas poblaciones no tiene un efecto aparente sobre los niveles
de diversidad y estructura genética del acervo. La estructura genética parece tener una
mayor relacidn con el sistema reproductivo de la especie y con la distancia geografica entre
las poblaciones. Se distinguieron cinco grupos en el acervo analizado por su distancia
genética y geografica. Los valores estimados de endogamia y exogamia sugieren que P.
angulata es una especie autogama con exogamia facultativa que presenta un sistema de

reproduccidon mixto, lo que debe confirmarse en estudios futuros de tipo experimental.
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Abstract

Physalis angulata (L.) is an autogamous annual herb that grows in Mexico and South America
in tropical areas. The fruits are small berries known as tomato milpero and are used for the
preparation of sauces and dishes in Mexico. In the western region of the country, the fruits
are harvested from wild populations and weeds for local consumption and sale. The success
of crop improvement and extension programs depends in large part on the genetic diversity
of the species of interest. The objective of the work was to evaluate the diversity, structure
and genetic relationships of wild and weedy populations of P. angulata, as well as to
calculate the self-fertilization rates of them. Fourteen populations and six microsatellite
markers were selected to perform the amplification. This study shows that P. angulata has
levels of diversity that correspond to those expected for annual and autogamous species.
The AMOVA indicates that there are no significant differences in diversity values between
wild and weedy populations. Likewise, the in situ use of these populations does not have an
apparent effect on the levels of diversity and genetic structure of the genetic pool. The
genetic structure seems to have a greater relationship with the reproductive system of the
species and with the geographical distance between the populations. Five groups were
distinguished in samples analyzed for their genetic and geographical distance. The estimated
values of inbreeding and exogamy suggest that P. angulata is an autogamous species with
facultative exogamy that presents a mixed reproduction system, which should be confirmed

in future experimental studies.
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Introduccion

Physalis angulata (L.) es una herbacea anual autégama que crece en México y Sudamérica
en areas tropicales, desde el nivel del mar hasta los 2400 m (Nei 1998; Vargas-Ponce et al.
2009). Es una especie diploide (2n=24), aunque se han reportado tetraploides en muestras
de Colombia y Argentina (Menzel 1959). Sus frutos son bayas pequenas de 11-13 mm de
diametro, cubiertas por un cdliz acrescente, conocidos como tomate milpero y utilizados
para la preparacién de salsas y platillos en México (Santiaguillo et al. 2009; Vargas-Ponce et
al. 2009, 2015). En el occidente del pais, los frutos son recolectados de poblaciones silvestres
y arvenses para consumo y venta local (Vargas-Ponce et al. 2015). Debido a la preferencia de
consumo de tomate milpero en esta regién, P. angulata se cultiva a pequefia escala en los
municipios de Cuquio e Ixtlahuacan del Rio, Jalisco y la produccidn se distribuye a diferentes
mercados de la region (Vargas-Ponce et al. 2015). Sin embargo, es considerada una especie
subutilizada (Vargas-Ponce et al. 2015), a pesar de su potencial para ser cultivada de manera

extensiva al igual que P. philadelphica y P. peruviana.

El valor horticola de Physalis angulata radica en su precio elevado de
comercializacion y el rendimiento similar al de P. philadelphica cultivada (Vargas-Ponce et al.
2015; Morales et al. 2018). Otras caracteristicas como su facil establecimiento, adaptacién a
diferentes ambientes, capacidad de supervivencia y su sistema de reproduccién reafirman su
potencial de cultivo. Algunas poblaciones silvestres y arvenses donde se colecta y consume
de manera local, exhiben atributos de interés agronémico como porcentaje alto de
germinacion, precocidad, desarrollo de numerosos frutos de tamafio similar a los de las
poblaciones cultivadas de la especie (Morales et al. 2018.). En especies no domesticadas,
estos rasgos indican su potencial para aumentar el rendimiento y mantener los atributos
agromorfolégicos de interés antropocéntrico, a través de programas de mejoramiento y
reproduccion selectiva (Mayes et al. 2012). Aunque la importancia del cultivo de P. angulata
hasta el momento es local, éste se puede extender a otras regiones del pais (Vargas-Ponce et

al. 2015).

El éxito de los programas de mejoramiento y extension de cultivos, depende en gran
parte de la diversidad genética de la especie de interés (Motlhaodi et al. 2017). Para ello, es

necesario evaluar la variabilidad de los materiales disponibles. La caracterizacién
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agromorfologica permite analizar diversos atributos, tanto a nivel de accesiones como de
poblaciones (Herrera et al. 2012; Pefia-Lomeli et al. 2014; Gresta et al. 2016), y su expresion
en diferentes sitios y ciclos de cultivo. No obstante, debido a la influencia ambiental y a que
la variabilidad fenotipica no siempre refleja la variabilidad genética, estas evaluaciones se
complementan con andlisis de diversidad genética (Arnau et al. 2017; Babu et al. 2017). Uno
de los marcadores moleculares mas utilizados, basados en ADN, son las secuencias simples
repetidas (SSR) conocidos como microsatélites. Estos, han mostrado ser eficientes para el
analisis de diversidad, diferenciacién y estructura genética, detectar cuellos de botella e
identificar sistemas de apareamiento en especies de importancia agricola como el maiz, frijol
y arroz (Godoy y Jordano 2001; Payro de la Cruz et al. 2005; Ponciano et al. 2009; Geps et al.
2009, 2010; Blambert et al. 2017; Penha et al. 2017).

Los estudios de diversidad genética en el género Physalis incluyen a pocas especies.
La variacion de P. peruviana se analizé en una muestra de 85 accesiones con 15 SSR (Chacon
et al. 2016). En P. philadelphica se compard la diversidad genética de nueve poblaciones con
diferente grado de manejo (silvestre, arvense y cultivada) con base en 69 marcadores ISSR
(Zamora-Tavares et al. 2015) y la diversidad en 14 poblaciones utilizando 6 marcadores SSR
(Sandoval Padilla 2014). Recientemente, la diversidad nucleotidica de esta misma especie se
evalué en 190 accesiones (Labate et al. 2014). De igual forma, la variacidon genética de 11
poblaciones de P. angulata, tanto cultivadas como arvenses y silvestres, de Jalisco y
Michoacdn se evallo con 88 marcadores ISSR (Morales et al. 2014 en prep.). Como resultado
general se identifica que los valores de diversidad genética en las especies de Physalis son
altos. Sin embargo, dada la importancia productiva y cultural que representa P. angulata, es
relevante conducir un analisis de diversidad que incluya gran parte del acervo silvestre y
representativo del drea de aprovechamiento de la especie. Los objetivos del trabajo fueron:
1) Evaluar la diversidad y estructura genética de poblaciones silvestres y arvenses de P.
angulata, 2) Comparar los valores de diversidad entre condiciones silvestre y arvense, 3)
Calcular las tasas de autofecundacidn de los acervos por condicion y para el total de las

poblaciones, y 4) Determinar las relaciones genéticas entre poblaciones.

Debido a que Physalis angulata es autocompatible se espera que al interior de las
poblaciones se presente una diversidad genética moderada. En contraste, el acervo total de

la especie exhibira valores altos de diversidad debido a la distribucién discontinua de sus
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poblaciones y a que en cada una de ellas actian localmente diversas fuerzas evolutivas.
Considerando la autocompatibilidad observada en la especie, se predice que en P. angulata
los valores de las tasas de autofecundacién serdan de moderadas a altas. En este contexto,
cabria esperar que entre pares de poblaciones exista una alta diferenciacién genética. Las
poblaciones de P. angulata no han sido sometidas a ninguna presidn de seleccién dirigida ni
fomento por parte de quienes las colectan y aprovechan. Por esta razon, se plantea que no
existe estructura genética entre los acervos silvestres y arvenses, tampoco se espera

encontrar diferencias en los valores de diversidad genética.

Materiales y métodos

Area de estudio y material vegetal

Se seleccionaron 14 poblaciones de Physalis angulata del centro y occidente de México,
procedentes de Jalisco, Michoacdn, Zacatecas, Edo. de México, Queretaro y Oaxaca. Las
semillas se obtuvieron de la coleccién de germoplasma del centro de investigacion en
tomate de cascara (CITOCA), ubicado en el Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara. Siete poblaciones son silvestres,
esto es, plantas que forman parte de la comunidad vegetal nativa del area y seis son
arvenses, plantas que crecen de manera natural entre cultivos tradicionales de maiz
principalmente y que son toleradas por los agricultores (Figura 1, Cuadro 1). Ademas, se
incluyé una poblacién que es cultivada en Cuquio, Jalisco, para analizar su relacién genética
con el resto de las poblaciones. En mayo de 2016 se germinaron 30 semillas de cada
poblacién en charolas con sustrato de agrolita, tierra, xal y lombricomposta en proporciones
iguales. Las plantulas se trasplantaron a macetas y se mantuvieron en invernadero a una
temperatura de 20-30°C. Se tomaron de 2 a 4 hojas jévenes de 24 individuos de cada una de
las 14 poblaciones. Se colocaron en papel secante y se mantuvieron en silica gel durante 5
dias para su deshidratacion. Una vez deshidratadas, se colocaron en tubos de 2 mL y se

mantuvieron a -70 °C hasta la extraccion de ADN.
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Figura 1. Mapa de distribucion de la poblaciones de Physalis angulata seleccionadas para el

estudio.

Extraccion de ADN y amplificaciéon por PCR

Para la extraccién de ADN gendmico, se maceré aproximadamente 5 mg de tejido
deshidratado y congelado en un lisador de tejido (Tissue lisser, aplied biosystem) a 50
oscilaciones por minuto durante 5 minutos. Se siguié el método de CTAB (Doyle and Doyle
1987). La cantidad y calidad del ADN se midié por espectrofotometria en NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific) y se verificé en geles de agarosa al 1%. Se hicieron diluciones del ADN de
cada individuo a una concentracion final de 100 ng/uL.

Para generar los fragmentos microsatélites (SSR) se probaron 16 cebadores utilizados en
Physalis peruviana (Simbaqueba et al. 2011) y seis en P. philadelphica (Vision et al. 2006). Se
seleccionaron seis microsatélites que mostraron patrones de bandas polimérficas vy
reproducibilidad en la amplificacién (Cuadro 2). Las secuencias forward de los cebadores
seleccionados fueron marcados con dos fluoréforos diferentes (5 HEX™ verde y 5’ 6- FAM™

azul). Para realizar amplificaciones multiples (PCR multiplex) se eligieron tres cebadores con
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pesos (en pares de bases) diferentes, que permitieron distinguir la amplificacién de cada
cebador. El volumen final de cada reaccion fue de 7 L, incluyendo 100 ng/uL de ADN, 2x
Quiagen® multiplex master mix (3mM de MgCl,), 10x Primer mix (mezcla de tres cebadores a
una concentracién de 0.2 uM) y agua libre de RNasa (QIAGEN® Multiplex PCR, Handbook
2010). Las condiciones de reaccidn consistieron en un ciclo de activacion de 15 min a 95°C,
desnaturalizacion de 30 segundos a 94°C, seguido de 30 ciclos de 90 segundos a 57 (SSR2,
SSR9, SSR 11) o 60°C (MIC3, MIC301, MIC341), con un ciclo de extensidon de 60 segundos a
72°C y una extension final de 30 minutos a 60°C. Para corroborar el éxito de la amplificacion,
los productos fueron separados por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1%.

Cuadro 1. Informacién de las poblaciones de Physalis angulata y pardmetros de diversidad
genética calculados.

Codigo/ L . A Ae Ho He P Fis t (%)
Condicion Estado Municipio Localidad N
Silvestres
Huej Jalisco Huejuquilla Haimatsie 15 1.333 1.133 0.000 0.087 33.33 1.000 0.000
Nchl Zacatecas Nochistlan Enel 17 1.167 1.022 0.000 0.020 16.67 1.000 0.000
Nch2 Zacatecas Nochistlan Presa de 24 1.500 1.257 0.038 0.154 50.00 0.539 0.300
Cot2 Michoacan Cotija de la 24 1667 1.080 0.042 0.067 50.00 0.223 0.635
ViHe Michoacdn Vista La 24 2167 1372 0.110 0.215 66.67 0.438 0.391
Ixtl Jalisco Ixtlahuacén Jaguey 24 1.000 1.000 0.000 0.000 0.00 1.000 0.000
Texc Edo. de Texcoco Chapingo 24 1.167 1.023 0.022 0.020 16.67 - 1.150
Total 152 1429 1.127 0.030 0.081 33.33 0.498 0.335
Arvenses Fit-
Pani Michoacdn Panindicuaro Aguanato 23 2.000 1.161 0.096 0.132 83.33 0.273 0.572
SnCr Jalisco San Cristébal  La Lobera 19 2.000 1.320 0.099 0.199 66.67 0.426 0.403
Jalp Querétaro  Jalpan Rio verde 20 1.667 1.059 0.056 0.053 66.67 - 1.092
Cotl Michoacan Cotija de la 24 2167 1126 0.099 0.104 83.33 0.146 0.746
Tuxp Jalisco Tuxpan Tuxpan 24 1.167 1.027 0.008 0.023 16.67 0.640 0.220
UnZa Oaxaca San Pablo Unién 24 1.000 1.000 0.000 0.000 o0.00 1.000 0.000
Total 134 1.667 1.115 0.060 0.085 52.78 0.224 0.663
Cultivada Fit=
Cuqi Jalisco Cuquio La 24 1.833 1.212 0.156 0.154 66.67 0.097 0.823
Acervo

| 310 1.538 1.121 0.044 0.083 4231 0.314 0.761
tota

N = Numero de individuos, A= nimero de alelos, Ae= alelos efectivos, Ho= heterocigocidad observada, He=
heterocigocidad esperada, %P= porcentaje de loci polimdrficos, F= indice de fijacidn, t (%)= tasa de exogamia
(Wright 1996
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Cuadro 2. Caracteristicas de los cebadores microsatélites utilizados.

No Rango Rango
Locus Secuencia del cebador (5°3) Repeticion  °TM Alolnc Observado  Esperado  Referencia
(pb) (pb)
SSR2 F: CATTGGGTTTCGCATCCAT (AG)2 53 3 236-248 230-250 Simbaqueba et al.2011
R: AGACAAGCCTAGGGGAAAGG
SSR9 F: TGCTCCGAGTTTTAGGGTTC (AG) 2 57 3 198-208 220-240 Simbaqueba et al.2011
R: GCAGTTGGTAAAGTTGAGAGACG
SSR11 F: CAGCTGAAATAAGAGAGTGATTGG (AG) 2 52 4 168-207 180-210 Simbaqueba et al.2011
R: CCCTCTTTTTCTCCTCCGAGT
MIC3 F: CTAACTCATCCGCTGATTCATC (AAC)s 60 4 237-248 180-275 Vision et al. 2006
R: AATAATTCTCTACCCCCTCCT
MIC301 F: CACAAGAGTTAGGTCCATTTACTTG (AC)7 63 4 342-347 322-385 Vision et al. 2006
R: CCGATAAGTAAACCTAACTGGAC
MIC341 F: AGTGAGTTATCTGGTAGTCATCCTG (CA)9(GA)s 63 4 174-203 174-221 Vision et al. 2006
R: TGTAAGAAACACCACTCTATGTCTC total 22

pb= pares de bases.

Los productos de las amplificaciones exitosas fueron separados por electroforesis capilar
en un secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific). La mezcla
para electroforesis capilar consistié de 8.7 uL de Formamida, 0-3 pL de GeneScan™ -500
Liz® Size Standard (Applied Biosystem) y 1 uL de producto de PCR previamente diluido a
una concentracién de 5 ng/uL, obteniendo un volumen final de la mezcla de 10 pL. Los
fragmentos fueron genotipados utilizando el programa GeneMapper 3.3.3 (Applied
Biosystem). Con los resultados de la genotipificacion, se construyd una base de datos de

tipo codominante de las 14 poblaciones con 310 individuos en total.
Andlisis de fragmentos microsatélites
Diversidad genética

La frecuencia de alelos nulos se calculd para cada locus por poblaciéon utilizando el
programa MicroChecker (van Osterhout et al. 2004). La aplicacién utiliza un método de
simulaciéon de Monte Carlo (MCMC) para generar las frecuencias de las diferencias en los
tamanos esperados de los alelos homocigotos y heterocigotos, asumiendo equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW). Los errores de genotipado pueden causar desviaciones en las
proporciones del Hardy-Weinberg (EHW), especificamente, un déficit de heterocigotos.
Estos errores a menudo, pueden ser confundidos con los efectos causados por
endogamia. Sin embargo, los alelos nulos pueden ser detectados considerando el tamafio

de los alelos (Miller et al. 2002, Miller y Waits 2003). Por lo tanto, se puede diferenciar
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entre un exceso de homocigotos por errores de genotipado y por endogamia (Van
Osterhout et al. 2004). Dichos errores pueden ser causados por bajas concentraciones de
ADN en la mezcla de reaccién (Wandeler et al. 2003), lo que puede ocasionar que un alelo
no amplifique debido al error de muestreo estocastico, por amplificaciéon preferencial de
alelos pequefios o dominio de alelos cortos (Wattier et al. 1998), donde el alelo mas
grande especificamente no logra amplificar. Ademas, el deslizamiento durante la
amplificacién por PCR puede generar productos adicionales que difieren del original en
multiplos de la longitud de la unidad de repeticién (outlayers o valores extremos); estos
productos son frecuentes en loci dinucledtidos y dificultan la distincién de heterocigotos y
homocigotos. Finalmente, las mutaciones pueden ocurrir en sitios de union del cebador,
por lo tanto, ciertos alelos no amplifican, obteniendo falsos heterocigotos. Debido a que
en Physalis angulata se ha observado autofecundacion, resulta relevante diferenciar
entre las frecuencias de alelos nulos (como falso homocigoto) y las frecuencias de
homocigotos observados (Van Osterhout et al. 2004). La base de datos de los genotipos

se ajustd con los resultados de MicroChecker.

Para estimar la diversidad genética del acervo silvestre, arvense y cultivado asi
como para el acervo total, se calcularon cinco parametros: 1. porcentaje de loci
polimdrficos (P), 2. Niumero promedio de alelos por locus (A), 3. NUumero de alelos
efectivos por locus (Ac), 4. Heterocigocidad observada (Ho), y 5. Heterocigocidad
esperada (He),. Estos parametros se calcularon utilizando el programa GenAlex version
6.5 (Peakall y Smouse 2012). Para evaluar si existen diferencias significativas en la
diversidad genética entre condicidn silvestre y arvense se realizé una prueba U de Mann-

Whitney en el programa SigmaPlot v13.0 (Systat Software, Inc., San José California USA).

Estructura y relaciones genéticas

La diferenciacién genética y estructura se evalud con el indice de diferenciacion de Wright
(Fst, Wright 1951) y el coeficiente de ¢s: (Peakall y Smouse 2012). Se hizo un analisis de
varianza molecular (AMOVA) en tres niveles: dentro de las poblaciones, entre poblaciones
y entre condiciones. Ademads, se estimaron los valores de diferenciacién (Fst) entre pares
de poblaciones y se construyd una matriz con ellos y otra con las distancias geograficas

entre pares de poblaciones para evaluar la correlacion de las mismas mediante una
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prueba de Mantel (1967). La significancia de los andlisis se evalué con 9999
permutaciones y se calcularon utilizando el programa GenAlex versién 6.5 (Peakall y
Smouse 2012). Asimismo, se condujo un analisis de asignacidon de individuos para
identificar grupos genéticos por medio de un modelamiento bayesiano con el software
STRUCTURE v.2.3 (Pritchard et al. 2000). Este analisis permite realizar inferencias sobre la
estructura poblacional a partir de las frecuencias alélicas de diversos loci, que puedan
compartir un conjunto de genotipos y de esta forma asignarlos probabilisticamente a una
poblacidn K o a mas de dos poblaciones (K agrupaciones). El procedimiento utiliza una
serie MCMC después de un periodo de simulacidon de los procesos iniciales de corrida
hasta alcanzar un nivel éptimo de convergencia entre el nimero de iteraciones y el
logaritmo de la asignacion probabilistica. La corrida se efectud con 250,000 iteraciones de
MCMC con 50,000 réplicas de dememorizacién, para cada K (desde 1 hasta 14) se

Ill

hicieron 10 iteraciones. Se asumié modelo ancestral “admixture” con frecuencias alélicas
independientes (A = 1). Este modelo asume que los genotipos estuvieron mezclados
ancestralmente y que reflejan la proporcidon gendmica heredada de sus ancestros en cada
una de las K poblaciones. El valor de K con mayor probabilidad posterior se determind con
el método de Evanno et al. (2005). Los resultados de las corridas se sometieron a

Structure-Harvester para obtener el numero y grafico de K (Earl et al. 2012.

http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/).

En paralelo, se realizé un analisis discriminante de componentes principales
(DAPC), implementado en el paquete de R Adegenet (Jombat 2008). Este analisis permite
la agrupaciéon de individuos en ausencia de estructura entre poblaciones. Utiliza
componentes principales multivariados para discriminar entre grupos de individuos en la
muestra y produce un resultado grafico que relaciona las poblaciones muestreadas con
grupos genéticos. Cuanto mas uniforme sea la distribucion del grafico, mas intercambio
de genes existe entre las poblaciones (Seraphim et al. 2016). Se realizé un segundo
analisis DAPC incluyendo la poblacién cultivada Cugi para observar el comportamiento

con respecto a las silvestres y arvenses.

Finalmente, para analizar las relaciones genéticas, se calcularon las distancias
genéticas de Nei (D) (Nei 1972) entre poblaciones y se construyd una matriz pareada. Esta

se representd graficamente mediante un analisis de agrupamiento utilizando el método
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del grupo promedio con media aritmética no ponderada (UPGMA) y se evalud la
significancia con 9999 permutaciones o remuestreos. Este analisis se repitid incluyendo a

la poblacidn cultivada de Cuquio (Cugi) en el programa TFPGA v. 1.3 (Miller 2000).

Tasas de autofecundacion

Para estimar las tasas de autofecundacién en cada poblacion, se calculd el indice de
fijacion (Fis) en el programa GenAlex versidon 6.5 (Peakall y Smouse 2012). Este indice
calcula las probabilidades de que los alelos se fijen por efectos de endogamia y sistemas
de apareamiento (Wright 1951). Con base en el indice anterior, se calculd la tasa de
exogamia (t) utilizando la ecuacién t= (1-Fis) / (1+Fis) (Weir 1996, Mutegi et al. 2015) con
la finalidad de inferir de manera indirecta, el sistema de apareamiento de P. angulata.
Ademas, se utilizaron dos métodos multilocus alternativos, S (g2)y Simu), implementados en
el software RMES (estimaciones multilocus de autofecundacién robustas, David et al.
2007). A diferencia del estimador Fis, estos métodos no se basan en la presencia de alelos
nulos y errores de puntuacion. El método Si2) es una estimacién puntual del desequilibrio
de heterocigocidad de dos locus. El método Siw) se basa en la maxima probabilidad de
toda la distribucion de la heterocigosidad (David et al. 2007, Blambert et al. 2016). Los
estimadores fueron calculados para el grupo de las poblaciones silvestres, arvenses y para
el acervo total. Estos estimadores fueron comparados con el indice de fijacién Fis para el

total de cada acervo.

Resultados

Se evaluaron un total de 310 individuos de las 14 poblaciones de Physalis angulata
estudiadas (Cuadro 1), con un promedio de 20 individuos por poblacidn. Los seis loci
analizados aportaron un total de 22 alelos que varian entre 168 y 347 pb (Cuadro 2). Los

loci SSR2 y SSR9 mostraron tres alelos y el resto de los loci cuatro alelos.

La probabilidad de presencia de alelos nulos fue significativa para cuatro loci:
MIC3, MIC301, MIC341 y SRR2 (p < 0.001) con frecuencias de alelos nulos de 0.074 a
0.322 en seis poblaciones (Huej, Nch1, Cot2, ViHe, Paniy Cotl) de acuerdo al método de
Brooksfield’s (1996) (Cuadro 3).
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Diversidad genética

El porcentaje de loci polimérficos (P) varié de 0.00 a 83.33% (Cuadro 1). Para las
poblaciones silvestres se obtuvo un promedio de 33.33% de loci polimérficos y para las
arvenses de 52.78%. El valor para el acervo total fue de 42.31%. Dentro de las
poblaciones silvestres, el polimorfismo mas alto fue para la poblacion ViHe (66.67%)
seguido de Nch2 y Cot2 (50%). En contraste, la poblacion Ixtl no presentd polimorfismo
(P%= 0.00). Para las poblaciones arvenses el polimorfismo mas alto fue para las

poblaciones Paniy Cot1 (83.33%) seguidas de SnCr y Jalp (66.66%). La poblacién de

Cuadro 3. Frecuencias de alelos nulos detectados por locus por poblacién, con base en el método de
Brooksfield’s (1996). En negritas se muestran las frecuencias estimadas de alelos nulos que fueron

significativas (>0.05).

Poblacién/Cebador MIC3 MIC301 MIC341 SSR11 SSR2 SSR9

Huej 0.117 0.000 0.000 0.000 0.281 0.000
Nch2 0.104 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Nchl 0.322 0.000 0.007 0.000 0.170 0.000
Cot2 0.132 0.003 0.007 0.000 0.000 0.000
ViHe 0.000 0.000 0.266 0.007 0.134 0.068
Ixtl 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Texc 0.000 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000
Pani 0.084 0.147 0.007 0.003 0.032 0.000
SnCr 0.254 0.000 0.018 0.117 0.079 0.000
Jalp 0.007 0.000 0.001 0.004 0.000 0.001
Cotl 0.074 0.000 0.230 0.007 0.003 0.003
Tuxp 0.000 0.000 0.000 0.077 0.000 0.000
UnZa 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Cugqi 0.000 0.000 0.077 0.032 0.019 0.069

Oaxaca, UnZa, no mostro loci polimodrficos. El nimero de alelos efectivos para el acervo
total fue de 1.121, para las poblaciones silvestres 1.127 y para las arvenses 1.115 (Cuadro
1). La heterocigocidad observada (Ho) para el acervo total fue de 0.044, para las
poblaciones silvestres 0.030 y para las arvenses 0.060. La poblacidn silvestre ViHe exhibid
el valor mds alto de heterocigocidad observada (0.110) mientras que otras tres silvestres
no mostraron heterocigocidad (Huej, Nch1l, Ixtl), al igual que la poblacién arvense UnZa.
La heterocigocidad esperada (He) para el acervo total fue de 0.083, para las silvestres

0.081 vy las arvenses 0.085.
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Los valores de He oscilaron de 0.00 a 0.215 siendo la poblacidn silvestre de ViHe la que
mostré el valor mas alto (0.215) seguida de la poblacion arvense SnCr (0.199). Por su
parte, la silvestre de Ixtl exhibié en su mayoria individuos homocigotos (Cuadro 1). En la
prueba U de Mann-Whitney no se encontraron diferencias significativas en los valores de

He entre poblaciones silvestres y arvenses (p = 0.914).

Estructura y relaciones genéticas

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) mostro que el 44% de la variacién se encuentra
dentro las poblaciones y el 56% entre poblaciones (Cuadro 4). Los estimadores de
estructura genética mostraron valores de diferenciacion altos y con diferencias
significativas (p<0.01) en el acervo total (Fst = 0.535), entre y dentro de las poblaciones
(Cuadro 4). Entre condiciones silvestre y arvense la diferenciacién fue muy baja (¢ = -
0.039, Fst = 0.035) y no significativa (Cuadro 4). En el andlisis entre pares de poblaciones,
los valores mas altos de estructura genética se obtuvieron entre la poblacién de UnZa con
Huej, Ixtl y Texc, asi como Huej con Nch2, Cot2, Ixtl, Texc, Jalp y Cotl . (Fst =0.766 hasta
0.818, Cuadro 5) mientras que entre las poblaciones silvestres Cot2 y Nch2 no existe
estructura genética. La prueba de Mantel revelé una correlacién significativa entre las
distancias geograficas y los valores de Fst (r = 0.553, p= 0.020) entre pares de

poblaciones.

Cuadro 4. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de 13 poblaciones de Physalis
angulata con base en los valores de PhiPT (¢).

Fuente gl. SC MC Ccv %V Fst ¢ p

Dentro de las 273 492393 1.804  0.547 44%

poblaciones 0.502 0.538 0.01
Entre poblaciones 11 ~ 563.507  51.228  0.590 56% 0519  0.556  0.01
Entre condiciones 1 30664  30.664 0.000 0% 20035  -0.039  1.00
Total 285 1086.563 1.136 100%  0.535

g.l.= grados de libertad, sc= Suma de Cuadrados, MC= Cuadrados Medios, CV= Coeficiente de
Variacidn, %V= Porcentaje de la Variacidn, Fst= Coeficiente de estructura genética (Wright 1951) y ¢ =

Coeficiente de estructura genética analogo a Fst (Excoffier et al. 1992).

33



Cuadro 5. Valores de diferenciacion entre pares de poblaciones (Fs:, Wrigt (1972) en
Physalis angulata.

Cédigo Huej'! Nch2! Nchl! Cot2! ViHe! Ixtl* Texc! Pani2 SnCr? Jalp? Cotl? Tuxp? UnZa?

Nch2? 0.792 0.000 * 0480 * * * * * 0.080 * * *
Nch1! 0.638 0.074 0.000 * * * * * * * * * *
Cot2! 0.788 0.000 0.113 0.000 * * * * * 0.340 * * *
ViHe! 0.594 0.364 0.335 0.406 0.000 * * * * * * * *
Ixtlt 0.842 0.050 0.197 0.030 0.430 0.000 * * * * * * *
Texct 0.793 0.542 0.465 0.543 0.372 0.587 0.000 * * * * * *
Pani2 0.520 0.381 0.354 0.397 0.454 0.433 0.556 0.000 * * * * *
SnCr? 0.466 0.466 0.361 0.472 0.514 0.527 0.628 0.054 0.000 * * * *
Jalp? 0.766 0.025 0.089 0.008 0.394 0.106 0.538 0.379 0.444 0.000 * * *
Cot12 0.779 0.037 0.139 0.028 0.359 0.024 0.477 0.410 0.483 0.061 0.000 * *

*

Tuxp? 0.661 0.515 0.455 0.520 0.132 0.557 0.490 0.532 0.592 0.509 0.470 0.000
UnZa?2 0.812 0.736 0.446 0.736 0.682 0.810 0.818 0.662 0.631 0.709 0.738 0.786 0.000

Valores de Fs: por debajo de la diagonal. Valores de probabilidad basados en 9999 permutaciones por encima de la
diagonal. Isilvestres 2arvenses. *valores de p significativos.

El analisis bayesiano de asignacion de individuos, revelé que K=2 obtuvo el valor
mas alto de probabilidad posterior para las 14 poblaciones de Physalis angulata
analizadas (Figura 2). No obstante, con una K=5 se observd concordancia con los grupos
obtenidos con los analisis de agrupamiento multivariados (DAPC Figura 3, Cluster, Figura

4, Cuadro 6).

Cuadro 6. Proporcién de ancestria estimada (q) para las 13 poblaciones de Physalis

angulata con K= 5.

Poblacion q

Silvestres 1 2 3 4 5
1 Huej 0.007 0.720 0.028 0.236 0.007
2 Nch2 0.594 0.016 0.019 0.013 0.358
3 Nch1 0.372 0.032 0.024 0.299 0.272
4  Cot2 0.505 0.020 0.018 0.021 0.436
5 ViHe 0.067 0.012 0.824 0.019 0.078
6  Ixtl 0.627 0.022 0.038 0.010 0.303
7 Texc 0.076 0.009 0.860 0.007 0.048

Arvenses
8  Pani 0.047 0.771 0.038 0.010 0.134
9  SnCr 0.047 0.740 0.010 0.120 0.079
10 Jalp 0.511 0.021 0.022 0.036 0.411
11 Cotl 0.454 0.021 0.101 0.051 0.375
12 Tuxp 0.034 0.020 0.903 0.008 0.036
13 UnZa 0.012 0.011 0.007 0.961 0.010

Cultivada 14 Cuqi 0.311 0.032 0.213 0.015 0.430
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Figura 2. Estimacion de grupos y estructura genética a partir del analisis bayesiano de asignacion
de individuos de poblaciones silvestres y arvenses de Physalis angulata.

En el analisis de agrupamiento del DAPC se distinguieron cinco grupos,
considerando todos los componentes principales (PCs) propuestos por el Adegenet
(Figura 3). El grupo 1 incluyé dos poblaciones arvenses (SnCr, Pani) separadas del resto de
las poblaciones con algunos individuos mostrando alta dispersidn. El grupo 2 integré dos
poblaciones silvestres (ViHe, Tuxp). Por separado, la poblacion arvense Texc formé el
grupo 3. El grupo 4 reunid cinco poblaciones silvestres (Huej, Nch2, Nch1, Cot2, Ixtl), dos
arvenses (Cotl, Jalp) y a la poblacién cultivada Cugi. La poblacién arvense UnZa formé el

grupo 5.

Las distancias genéticas de Nei (1972) entre las 14 poblaciones oscilaron entre D=
0.001 y D= 0.722 (Cuadro 7, Figura 4). La mayor distancia se encontré entre dos
poblaciones silvestres (ViHe, Texc) mientras que la poblacién Nch2 presenté la menor
distancia (D = <0.05) con varias poblaciones. El fenograma construido con las distancias

genéticas de Nei (1972) mostrd una topologia similar que el andlisis DACP (Figuras 3, 4), a
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Cuadro 7. Matriz de distancias genéticas de Nei (1972) (D) entre las 14 poblaciones de Physalis angulata.

Codigo  Huej* Nch2* Nchl1* Cot2* ViHe* |Ixtl* Texc* Pani** SnCr** Jalp** Cotl** Tuxp** UnZa** Cuqi***
Huej* 0.000

Nch2* 0.707 0.000

Nch1* 0.550 0.031 0.000

Cot2* 0.675 0.001 0.029 0.000

ViHe* 0.536 0.180 0.228 0.179 0.000

Ixtl* 0.715 0.001 0.034 0.002 0.176 0.000

Texc* 0.722 0.188 0.228 0.182 0.188 0.185 0.000

Pani**  0.407 0.184 0.236 0.180 0.429 0.183 0.397 0.000

SnCr**  0.248 0.260 0.231 0.251 0.555 0.261 0.512 0.045 0.000

Jalp** 0.694 0.001 0.028 0.002 0.178 0.001 0.187 0.189 0.257 0.000

Cotl** 0.685 0.004 0.031 0.004 0.155 0.003 0.156 0.196 0.270 0.002 0.000

Tuxp** 0418 0.189 0.232 0.183 0.041 0.186 0.189 0.412 0515 0.186 0.164  0.000

UnZa** 0.584 0.396 0.195 0.391 0.689 0.405 0.683 0.662 0.460 0.387 0.394 0.707 0.000
Cuqgi*** 0.655 0.015 0.051 0.016 0.112 0.013 0.168 0.211 0.303 0.013 0.009 0.117 0.439 0.000

*silvestres, **arvenses, ***cultivada
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Figura 3. Diagrama de dispersidn del analisis discriminante (DAPC), construido con las distancias
genéticas de 14 poblaciones de Physalis angulata.
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Figura 4. Diagrama construido con la matriz de distancias genéticas de Nei (1972), incluyendo la
poblacién cultivada Cugi. *Silvestres; **Arvenses; ***Cultivada.



una distancia de D = 0.18, excepto por la poblacién Huej que se comportd como un grupo

independiente con la mayor distancia del resto.

Tasas de autofecundacion

Los valores en el indice de fijacién calculados por poblacién oscilaron de F=-0.044 a 1, como
se observé en las arvenses mientras que en las silvestres varié de F= -0.070 a 1 (Cuadro 1).
La tasa de exogamia t(%) vario de 0 a 100 %, en el acervo de las silvestres fue del 33% y en
las arvenses de 66% (Cuadro 1). Con los tres métodos de calculo utilizados, el acervo total de
Physalis angulata mostrd valores altos y significativos de tasas de autofecundacion, que
varian de 0.414 a 0.522 (Cuadro 8). Por otro lado, los valores estimados con los métodos Fisy
g2 fueron similares y significativos entre acervos, mientras que los valores obtenidos con el

método ML difieren entre acervos y no son significativos (Cuadro 8).

Cuadro 8. Tasas estimadas de autogamia de Physalis angulata calculados por condicién y por

acervo total.

Método Fis Método g2 Método ML
Condicién n Siris) P S(g2) P(g2) Sy P
Silvestres 152 0.386 0.010 0.541 0.001 0.187 0.830
Arvenses 134 0.322 0.010 0.554 0.001 0.571 0.066
Acervo total 286 0.414 0.010 0.505 0.010 0.522 0.001

n= numero de individuos, S(Fis)= tasa de autofecundacidn calculada con el método de Fis, P (- significancia de
S(Fis); Sig2= tasa de autofecundacidn calculada con el método S, Piz= significancia de Sy, Smy= Tasa de
autofecundacion calculada con el método de ML, Pp= significancia de Sy,

Discusion

En este estudio, se realizé la transferencia de loci microsatélites para Physalis angulata,
disefiados para dos especies cultivadas del género, P. peruviana y P. philadelphica. Con los
marcadores de P. peruviana el nimero de alelos detectados en P. angulata fue similar
(SSR2=4 vs 3, SSR11= 2 vs 4; Chacédn et al. 2016), mientras que con los de P. philadelphica el
numero de alelos es mucho menor MIC3 = 17 vs 4, MIC301 = 20 vs 4, MIC341 = 11 vs 4;
Sandoval et al. en prep.). La transferencia exitosa de loci microsatélites entre especies indica
gue existe un alto nivel de conservacién de la secuencia del cebador (Leite et al. 2016). En

una revision del potencial de transferencia de microsatélites en cuatro categorias
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taxonomicas, se ha sefialado que para plantas el éxito de la transferencia es mayor en
especies con tiempos generacionales largos y sistemas de reproduccién mixtos (Barbara et
al. 2007). Physalis angulata es anual y presenta autogamia, mientras que P. philadelphica
también es anual pero presenta exogamia. Por su parte, P. peruviana es bianual o perenne y
alégama. Barbard et al. (2007) revisaron la transferibilidad de microsatélites y refieren que el
porcentaje de amplificacién para plantas autdgamas es del 55% y para las de sistema mixto
del 77%. Sobre el polimorfismo detectado sefialan que el porcentaje es mas alto para las
especies autdgamas (76%) que para las de sistema mixto (49%) y las alégamas (60%). Lo
mismo sucede para plantas anuales versus perenes, el porcentaje mas alto de amplificacion
y de polimorfismo observado es para las especies anuales. Asi, la biologia de P. angulata,
aunado a su parentesco con P. philadelphica y P. peruviana, contribuyd al éxito de la

trasferencia.

Diversidad genética

Los valores de diversidad genética obtenidos para las 14 poblaciones de Physalis angulata
con los seis marcadores microsatélites (He = 0-0.215, %P= 42.31), fueron ligeramente mas
bajos a los reportados para P. peruviana (He = 0.137-0.229, Chacdn et al. 2016) y 2 veces
mas bajos que los obtenidos para P. philadelphica (He=0.45-0.68; Sandoval et al. en prep.).
Aunque se utilizaron los mismos marcadores microsatélites de P. philadelphica, la
discrepancia en los valores de diversidad puede deberse al diferencias en el sistema de
apareamiento. Se ha observado que P. angulata muestra autocompatibilidad (Menzel 1950)
mientras que para P. philadelphica se ha reportado alta autoincompatibilidad y exogamia
(Menzel 1950, Montes-Hernandez et al. 1991; Zamora-Tavares et al. 2015) y P. peruviana
exhibe un sistema mixto (Lagos et al. 2008). Las plantas exégamas tipicamente muestran una
mayor variacion genética que las plantas autégamas y aquellas de sistemas mixtos (Loveless
y Hamrick 1984; Hamrick y Godt 1996). Para P. philadelphica se ha confirmado alta
diversidad genética con marcadores SSR (codominantes) en poblaciones silvestres, arvenses
y cultivadas. Estos valores de diversidad fueron mas bajos, cuando se utilizaron marcadores
ISSR’s (dominantes) en poblaciones con diferente gradiente de manejo (He= 0.131 a 0.206;
Zamora-Tavares et al. 2015) y cuando se analizé la diversidad nucleotidica de 180 accesiones
(He= 0.02-0.22; Labate et al. 2015). Estas variaciones responden tanto al tipo de marcador

como al numero de muestras utilizadas en estos estudios. En contraste, el analisis de la
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diversidad genética de 11 poblaciones cultivadas y arvenses de P. angulata con marcadores
ISSR’s mostrd valores similares (He= 0.135 a 0.223, Morales et al. 2014 en prep.) a los
presentados en este estudio empleando SSR. Lo anterior muestra que los valores de
diversidad genética de P. angulata se mantienen constantes, a pesar de la diferente
naturaleza de los marcadores moleculares utilizados, debido a su sistema reproductivo. En
otras plantas anuales autégamas, como Phaseolus vulgaris y P. lunatus, se han estimado
valores de diversidad genética similares a los de P. angulata con marcadores dominantes y
co-dominantes (Payrd et al. 2005, Geps et al. 2010, Penha et al. 2017). En plantas, se ha
reportado que aproximadamente el 40% de la variacion genética encontrada dentro y entre
poblaciones es consecuencia de los sistemas de apareamiento que tienen. Por su parte, un
26% se explica por otras caracteristicas de su historia de vida como son, los mecanismos de
dispersion de semillas, distribucién geografica y forma de vida (Hamrick y Godt 1996;

Holsinger 1996).

Al igual que en trabajos previos donde se evalia la variacion en atributos
agromorfolégicos, esta nula diferenciaciéon entre condiciones, puede deberse a la base
genética de la especie (Morales et al. 2018) y a la baja presién de seleccion humana. El
hombre a través del manejo in situ de poblaciones silvestres o arvenses, es capaz de elevar o
disminuir la densidad de individuos de especies utiles de interés antropocéntrico y con ello
promover un incremento o disminucidn de la diversidad genética (Casas et al. 1997, 2016).
Para esto, las practicas pueden ser muy diversas, por ejemplo, pueden remover mecdnica o
guimicamente a otras plantas que le puedan causar competencia por nutrientes o luz.
También se practica la tolerancia o dejado en pie de plantas con caracteristicas de interés, o
bien la promocién via la reintroduccion no sistematizada de semillas o plantas
completamente desarrolladas, y hasta plantaciones o cultivos mas intensivos en sitios donde
las plantas crecen naturalmente (Casas et al. 1997, 2016). Sin embargo, cuando se hace
aprovechamiento de oportunidad con baja intensidad de seleccidén, el manejo no incide
directamente en la diversidad y estructura genética de estas poblaciones o bien los cambios
se dan de una manera mas gradual (Casas et al. 1997). Esto ocurre en P. angulata, en la cual
los frutos son recolectados directamente de las plantas silvestres y de aquellas que se
desarrollan como arvenses, las cuales crecen en las cercanias o dentro de los

agroecosistemas tradicionales, sin un manejo previo que favorezca su desarrollo. En P.
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philadelphica, se muestra una tendencia similar a la observada en P. angulata, en donde los
valores de diversidad de poblaciones silvestres, arvenses y cultivadas no muestran
diferencias significativas entre ellas (Zamora-Tavares et al. 2011). Las silvestres y las arvenses
de esta especie, al igual que las de P. angulata, reciben poca presién de seleccién mientras
gue en las poblaciones cultivadas hay una seleccién dirigida al tamafo, color y sabor del
fruto (Zamora-Tavares et al. 2015). No obstante, el sistema de apareamiento, disminuye el
efecto que pudiera ejercer el hombre sobre la diversidad genética presente en ellas. En el
frijol comun, Phaseolus vulgaris, una especie autégama, también se han observado valores
de diversidad genética similares entre silvestres y arvenses (Papa y Geps 2003) mientras que
las cultivadas presentan diferencias mayores debido a un proceso de domesticacién vy

seleccion mas intenso.

Los niveles mas altos de heterocigosidad observados en cinco poblaciones de P.
angulata, 2 silvestres y tres arvenses (He= 0.104 hasta He=0.215 cuadro 1), podrian ser
consecuencia de la persistencia de un banco de semillas que suele darse en habitats abiertos
con cierto grado de disturbio antropocéntrico, lo que promueve el desarrollo de numerosos
individuos (con genotipos diversos), bajo condiciones favorables. En plantas consideradas
malezas, se ha sefalado que la pre-adaptacién a la perturbacion antropogénica y a la
competencia, asi como los cambios evolutivos recientes podrian explicar el éxito de
establecimiento y persistencia de las mismas (Abbott 1992; Ellstrand y Schierenbeck 2000;
Lee 2002; Callaway y Maron 2006; Whitney et al., 2006; Rieseberg et al. al. 2007; Lai et al.

2008). Lo anterior es un factor que influye en los valores de diversidad genética.

Por otro lado, una endogamia intensa, producida por tamafios poblacionales
reducidos o auto fertilizacién, reduce la heterocigosis (Hedrick, 2000), aunque a veces esto
no es tan evidente (Clegg et al. 1992). Otro factor que influye en la disminucién de la
diversidad genética es la reduccién del tamafio de la poblacidn por eventos estocasticos, asi
como el tamaifo de muestra que se analiza en este tipo de estudios (Chacon et al. 2016,
Blambert et al. 2016). Esto debido a la disminucién del tamafio efectivo de la poblacién vy al

efecto de deriva génica (Ellegren y Galtier 2016).

En el caso de P. angulata, es importante reconocer que las poblaciones silvestres

seleccionadas para el estudio son de recoleccidn ocasional, es decir, la gente que aprovecha
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los frutos, no tiene procesos sistematizados para recolectarlos ni una frecuencia definida.
También sabemos que estas poblaciones no son manejadas a fin de incrementar su tamafio
poblacional y se desconoce cudl es la intensidad de la recoleccidn, asi como la densidad de

individuos en estas poblaciones.

En lo que respecta a las poblaciones arvenses tampoco son fomentadas para
incrementar la densidad de individuos, no obstante el movimiento y volteado del suelo en
las areas agricolas aunado al banco de semillas que se mantiene en el agroecosistema
favorece el incremento del tamafio poblacional. Sin embargo, dados los valores de
diversidad genética tan similares entre condiciones, es factible asumir que la baja diversidad
genética de P. angulata no es consecuencia de la reduccion del tamafo efectivo de la
poblacidn ni de la intensidad de muestreo. Es posible que sean el sistema de apareamiento
y el posible efecto de la seleccion natural los factores que esten fijando alelos que

promueven su adecuacion al ambiente donde crecen.

Estructura y relaciones genéticas

Con base en el AMOVA vy los valores de Fst y ¢st (PhiPT ¢) calculados, no se observo
estructura genética entre poblaciones silvestres y arvenses de Physalis angulata, es decir la
condicidn no diferencia a las poblaciones. Contrario a la hipdtesis planteada en el presente
estudio, encontramos que la adicion de fertilizantes en los agroecosistemas, la presion por
competencia con otros individuos y la resistencia a herbicidas, aunque pueden favorecer el
crecimiento de las arvenses, aparentemente no ejercen un efecto significativo que las
diferencie genéticamente de las poblaciones silvestres. Esto coincide con lo encontrado en
poblaciones arvenses y cultivadas de P. angulata analizadas con marcadores ISSR’s (Fst =
0.077, Morales 2014 en prep.). Esto mismo se ha reportado en Phaseolus vulgaris y Solanum
insanum, plantas anuales que presentan autocompatibilidad, donde las poblaciones
silvestres, arvenses y cultivadas muestran una estrecha relacién debido al flujo genético
moderado via polen y a la dispersién de semillas (Karihaloo et al. 1995; Papa y Geps 2003;
Mutegi et al. 2015). Sin embargo, en Physalis philadelphica el porcentaje de variacién debido
al manejo humano, si es significativo, lo que indica que los efectos del manejo, aunque son
incipientes, si se logran observar. Este tipo de resultados se ha observado en plantas cuya

domesticacion es incipiente (e.g. Contreras-Negrete et al. 2014; Féliz-Valdez et al. 2016). Es
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probable que en el contraste de P. philadelphica y P. angulata, los criterios de seleccidn sean

mas intensos en la primera y quiza se han hecho durante mas tiempo.

La variacién genética de Physalis angulata se encuentra repartida en proporcién
similar dentro y entre poblaciones (44% y 56% respectivamente). Se espera que por el nivel
de autogamia, la diversidad entre poblaciones sea mayor a la encontrada dentro de las
mismas. En trabajos realizados en especies con sistemas de apareamiento mixto y
ocasionales flujos genéticos de larga distancia y cleistogamia facultativa, se ha encontrado
este patron de distribucion de la variacion (Hamrick y Godt, 1996; Mutegi et al. 2015;
Oliveira et al. 2016). Aunado a lo anterior, los alelos que se pierden y se fijan debido a la
autofecundacién pueden ser distintos en cada poblacién, permitiendo a la deriva genética
actuar sobre la estructura de las poblaciones. En este estudio el nivel de diferenciacién entre
las poblaciones de P. angulata se correlaciond positivamente con la distancia geografica.
Este patron se ajusta al modelo de aislamiento por distancia (Wright 1943), que predice que
la distancia genética entre pares de poblaciones aumentard en funcion de la distancia
geografica entre ellas, debido a la dispersidn genética limitada por polen o semillas (Mutegi
et al. 2015). Los valores del indice de fijacion y la tasa de exogamia calculada por poblacién
(ver apartado de tasas de autofecundacién), asi como el porcentaje de variacidon encontrado
dentro de las poblaciones y la correlacién de la estructura con las distancias geograficas,
indican que existe flujo genético moderado a través de vectores de polinizacidn y/o a la
dispersion de semillas a través del intercambio entre recolectores y comerciantes. En Vicia
faba, leguminosa anual de valor agrondmico, la alta variabilidad dentro de las accesiones
revela que los individuos de la misma accesién pueden ser genéticamente mas similares a
individuos de accesiones lejanas que a individuos de la misma poblacién (Oliveira et al.
2016). En P. angulata se sigue este mismo patrén, ya que en el analisis discriminante (DAPC)
la dispersidn de los individuos en ciertos grupos es mayor que otros. Esta heterogeneidad de
las poblaciones puede explicarse tentativamente por el habito reproductivo
(autopolinizacién y posiblemente un sistema mixto) y un posible intercambio dindmico de

semillas dentro de las comunidades agricolas vecinas (Oliveira et al. 2016).

El analisis de estructura y relaciones genéticas de las 14 poblaciones de Physalis
angulata evidencid cinco grupos genéticos principales, en gran medida relacionado a su

origen geografico. Las poblaciones del grupo 1 (silvestres y arvenses de Michoacan Cot1,
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Cot2, la silvestre y la cultivada de Jalisco Ixtl, Cuqi, las silvestres de Zacatecas Nch1, Nch2, asi
como la arvense de Querétaro Jalp, forman un grupo cercano genéticamente, coincidiendo
con el analisis multidimensional y el analisis bayesiano de asignacién de individuos a grupos
genéticos (K=5). Este resultado reitera que el aislamiento geografico y el flujo genético
limitado han desempefiado un papel importante en la diferenciacidn genética de P. angulata

en el occidente, centro y sur de México.

Para el acervo total, el valor del indice de diferenciacién es alto (Fst= 0.535). La
estructura genética de una especie es el producto de la interaccion de varios factores, entre
ellos el sistema de apareamiento y el flujo de genes (Loveless y Hamrick 1984). La frecuencia
de autofertilizacién tiene mayor efecto sobre la estructura genética de las poblaciones de
plantas que los cambios en cualquier otra variable del ciclo de vida de estas (Stebins 1957,
Grant 1958; Baker 1959; Holsinger 1996). En poblaciones malezoides de arroz, aunque este
rodeado de otros cultivares introducidos, existe diferenciacion entre poblaciones por ser
autogama y porgue el flujo de genes es limitado o nulo (Cao et al. 2006). De igual forma, en
Digitaria exilis se reporta diferenciacion debido a su sistema de apareamiento
preferentemente autdgamo (Barnaud et al. 2017). También se han encontrado valores altos
de estructura en orquideas autdogamas (Blambert et al. 2016), en accesiones de Phaseolus
vulgaris que presenta autogamia (Penha et al. 2017) y en Physalis peruviana que presenta un
sistema de apareamiento mixto (Chacon et al. 2016). Con marcadores ISSR también se
observd estructura genética entre poblaciones arvenses y cultivadas de P. angulata (Fst=
0.418, Morales et al. 2014 en prep.). Por el contrario, P. philadelphica muestra valores mas
bajos de diferenciacion (Fst= 0.22), valor caracteristico de plantas anuales con sistemas de

polinizacién cruzada (Hamrick et al. 1984).
Tasas de autofecundacion

El valor del indice de fijacidn (F) para el acervo total de Physalis angulata es de moderado a
alto, indicando que los efectos de la endogamia estan relacionados con el sistema de
apareamiento. Esto es consistente con lo encontrado en especies con autocompatibilidad
(Phaseolus vulgaris, Payré de la Cruz et al. 2005; Solanum insanum, Mutegi et al. 2015;
Jumellea fragans y J. rossi, Blambert et al. 2016; Vicia faba, Oliveira et al. 2016). Los valores

mas altos de F se encontraron en las poblaciones silvestres de P. angulata, sugiriendo que la
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autogamia es mayor en silvestres que arvenses. Esto ha sido observado en Vicia faba con 28
microsatelites (Oliveira et al. 2016) y las diferencias en los valores de F se atribuyeron a las
diferencias en el tamafio de la poblacién ya que la endogamia es mas frecuente en espacios
mas pequeiios o limitados (Oliveira et al. 2016). La autofecundacién también puede
favorecerse en condiciones ecoldgicas particulares, por la baja densidad de polinizadores,
recurrentes cuellos de botella o efecto fundador (Loyd y Webb, 1992). Por ejemplo,
Capsicum baccatum, especie preferentemente autégama exhibe altas tasas de polinizacién
cruzada, especialmente cuando existen altas temperaturas (Leite et al. 2016) y lo mismo
ocurre en Vicia faba, que muestra cleistogamia facultativa que depende de las condiciones
ambientales (Oliveira et al. 2016). Al igual que el indice de fijacion, se ha demostrado que la
tasa de exogamia dentro de las poblaciones en algunos ambientes se correlaciona con la
temperatura y la precipitacion (Hordeum vulgare, Abdel-Ghani et al. 2004; Digitaria exilis,

Barnaud et al. 2017).

En las poblaciones de P. angulata seleccionadas para este estudio, no se tiene
informacién acerca de las condiciones ecoldgicas y variciones ambientales que puedan
favorecer las tasas de endogamia y exogamia encontradas. No obstante, es importante
mencionar que si bien el sistema de apareamiento de una especie afecta la distribucion de
alelos dentro de las poblaciones y el indice de fijacidon (F) (Hedrick 2000), éste a su vez es
influenciada por las caracteristicas florales. Las flores en P. angulata pueden promover la
autogamia, debido a que son estrechamente campanuladas, péndulas, pequefias (aprox. 12
mm), poco visibles en las axilas por el contraste con el tamafio de las hojas, y no se ha
reportado la presencia de nectarios (Figura 2). Una de las ventajas que otorga la autogamia,
especificamente la autopolinizacién, es la seguridad reproductora, que consiste en proveer
una mayor cantidad de polen para fecundar évulos y producir una mayor cantidad de
descendencia. Esto se ve reflejado en un aumento de la produccién de semillas (Holsinger
1996). Se ha reportado que P. angulata tiene una mayor cantidad de semillas a diferencia de
P. philadelphica (Vargas-Ponce et al. 2016). También coincide con una de las caracteristicas
principales de las arvenses o malezas, que es la producciéon de numerosas semillas (Vibrans
2016). Sin embargo, es necesario identificar de manera mas precisa mediante estudios
experimentales y de observacién, el conjunto de circunstancias ecoldgicas en la cuales

puede expresarse esas ventajas. Es decir, determinar qué factores ecoldgicos juegan el papel
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mas importante en cuanto a determinar la seguridad reproductora o la ventaja por seleccién
automatica (Holsinger 1997).

Conclusiones

En este estudio se evidencia que Physalis angulata presenta niveles de diversidad que
corresponden a los esperados para especies anuales y autégamas. No hay diferencias
significativas en los valores de diversidad entre las poblaciones silvestres y arvenses.
Asimismo, el aprovechamiento in situ de estas poblaciones no tiene un efecto aparente
sobre los niveles de diversidad y estructura genética del acervo. En otras palabras no hay
evidencia de domesticaciéon incipiente como si se ha encontrado en su congénere P.
philadelphica. La estructura genética parece tener una mayor relacion con el sistema
reproductivo de la especie y con la distancia geografica entre las poblaciones. Se
distinguieron cinco grupos en el acervo analizado por su distancia genética y geografica. Los
valores estimados de endogamia y exogamia sugieren que P. angulata es una especie
autogama con exogamia facultativa que presenta un sistema de reproduccién mixto, lo que

debe confirmarse en estudios futuros de tipo experimental.
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Conclusiones generales y perspectivas

La caracterizacion agromorfoldgica de Physalis angulata permitié observar las principales
diferencias entre las poblaciones arvenses y silvestres estudiadas y resultd util para
identificar poblaciones que pueden ser base para un programa de mejoramiento. A su
vez, se logré reconocer caracteristicas vegetativas que favorecen el rendimiento por
hectdrea. Estas son: dosel compacto, plantas de talla pequefia a mediana, frutos con
didmetro mayor a 13 mm y peso mayora 1.4 g.

Tanto las poblaciones silvestres como arvenses de P. angulata son susceptibles al cultivo.
Las diferencias agomorfolégicas observadas entre las poblaciones estudiadas, cultivadas
bajo las mismas condiciones, evidencia que la base genética de esta especie esamplia.
Esto abre una gama de posibilidades para la seleccidon de genotipos sobresalientes, para
la evaluacion de éstos en ambientes distintos, asi como para la evaluacion de su
respuesta a ensayos de nutricidn, entre otros, que favoreceran la mejora del sistema de
cultivo y produccion del germoplasma base para cultivo.

Physalis angulata presenta niveles de diversidad genética que corresponden a los
esperados para especies anuales autégamas. No se encontraron diferencias significativas
en los valores de diversidad entre las poblaciones silvestres y arvenses, sugiriendo asi
qgue el aprovechamiento in situ de estas poblaciones no tiene un efecto aparente sobre
los niveles de diversidad.

La estructura genética es alta y parece tener una mayor relacién con el sistema de
apareamiento de la especie y con la distancia geografica entre las poblaciones. Se
distinguieron cinco grupos en el acervo analizado con una correlacidn significativa entre
la distancia genética y geografica. Los valores estimados de endogamia y exogamia
sugieren que P. angulata es una especie autogama con exogamia facultativa que
presenta un sistema de reproduccién mixto. Lo anterior se sugiere al observar las
caracteristicas de la flor, estrechamente campanulada y de tamafio pequeno sin
nectarios aparentes que hayan sido observados en trabajos previos. Esto, debe
confirmarse con estudios futuros de tipo experimental.

Se requieren mas estudios de biologia reproductiva para definir el sistema de
apareamiento de P. angulata. Esto permitird en un futuro, explicar la variacidn genética

de la especie al interior de las poblaciones. En conjunto, la caracterizacion

52



agromorfoldgica y la evaluacion de la diversidad genética, permitieron evidenciar el
potencial de las poblaciones silvestres y arvenses de la especie para cultivo vy

mejoramiento.
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