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Resumen

Physalis peruviana, fruto nativo del Pert, conocida también como aguaymanto, capuli,
uchuva, uvilla, ushun, entre otros; es una planta perteneciente a la familia Solanaceae
cuyo centro de origen y diversificacion se encuentra en los paises andinos de Perd,
Colombia y Ecuador, principalmente. Actualmente es de gran importancia econdmica en
la agricultura andina por su contenido farmacoldgico y nutricional. En el Perd hay pocos
estudios a nivel de citogenética bdsica no existiendo informacién detallada a nivel de
citogenética molecular; para contribuir con informacién pertinente, el presente estudio
identifica regiones 5s rADN utilizando la técnica de Hibridacion Fluorescente In Situ —
FISH, en los cromosomas de poblaciones cultivadas de San Pablo y Celendin, Cajamarca,
Peri. Se han identificado 6 sefiales en 4 pares de cromosomas hibridados no
encontrandose diferencias tanto en intensidad de brillo como en tamafio para las mismas
en ambas poblaciones estudiadas lo que nos permite indicar que no se tratarian de ecotipos

distintos.

Palabras clave: Aguaymanto, cromosoma, FISH, locus 5S rADN.

Abstract

Physalis peruviana, native fruit of Peru, also known as golden berry, cape gooseberry,
capuli, uchuva, uvilla, ushun, among others, is a plant belonging to the Solanaceae family
whose center of origin and diversification is found in the Andean countries of Peru,
Colombia and Ecuador. It is currently of great economic importance in Andean
agriculture due to its pharmacological and nutritional content. Although classical
cytogenetics researh on this berry has been conducted in Peru there is no precise evidence
based on molecular cytogenetic studies. To contribute with information, the present study
identifies 5s rDNA sites applied the Fluorescent In Situ Hybridization - FISH technique,
in chromosomes of San Pablo and Celendin cultivated populations, Cajamarca, Peru. This
research was identified the 5S rDNA locus in the two populations of Golden berry,
reporting six signals in 4 pairs of chromosomes, no differences were found in the number
of 5S rDNA loci also in brightness intensity and in size between both populations, so we

could point out that they would not be different ecotypes.

Keywords: Golden Berry, FISH, chromosome, 5S rDNA locus.



INTRODUCCION

Physalis peruviana L., es una solandcea nativa de los Andes Sudamericanos
conocida como “aguaymanto”, “uchuva”, “ushun”, entre otros, que en los dltimos afios
se ha constituido en un cultivo econémicamente importante para paises como Colombia
y Peru. Diferentes referencias indican que fue domesticada, cultivada y muy apreciada
por los antiguos peruanos (Chasquibol er al., 2015, Deza et al., 2018). Medina-Medrano
et al. (2012) senalan que el centro de origen y diversificacion de esta planta se ubica en
los Andes Sudamericanos, principalmente de Colombia, Pert y Ecuador (Trillos et al.,

2008). Su fruto es una baya de color naranja — amarillo, carnosa, jugosa, de forma globosa

que se encuentra protegida por un cdliz acrescente no comestible de naturaleza papirdcea.

En general, no se reportan variedades definidas de la especie, pero usualmente es
agrupada en ecotipos, teniendo en cuenta caracteres morfoldgicos de fruto, flor, entre
otros (Dostert et al., 2013). Se entiende como ecotipo a una subpoblacién que se adapta
localmente en una determinada extension geogrifica y se diferencia genéticamente
permitiéndole vivir en un ambiente particular o en un ecosistema definido de acuerdo a
las condiciones propias del lugar (Gonzalez & Rojas, 2014). En Physalis peruviana se
tiene determinado 3 ecotipos claramente diferenciados por sus caracteres morfoldgicos,
que son los ecotipos Kenia, Sudéfrica y Colombia, los que llevan el nombre del lugar de
procedencia, y son los que se cultivan con mayor frecuencia en el mundo; aunque existen
referencias de més de 80 ecotipos descritos a nivel mundial (Dostert et al., 2013; Puente

etal., 2011, Rodriguez et al., 2006).

En el Peru hay pocos estudios de identificacion genética de la especie a pesar de
ser centro de origen y diversificacion; entre estos, pueden mencionarse los estudios a nivel
de proteinas seminales (Bonilla ez al., 2019), o de recuento cromosémico (Escobar, 2016)
asi como la caracterizacion citogenética de 3 ecotipos de Cajamarca (Carbajal, et al.,
2021). Aunque la mayoria de los estudios estan enfocados a la identificacion de ecotipos
o poblaciones teniendo en cuenta caracteres agrondmicos y morfolégicos; podemos
encontrar algunos estudios de citogenética clasica que evaldan el nimero y morfologia
cromosOmica de ecotipos Colombia o Kenia, principalmente en otros paises, como
Colombia; en algunos casos mencionan el estudio de poblaciones de origen peruano, pero
no especifican la regién de procedencia del ecotipo analizado; tenemos también que

diversos autores han encontrado, variabilidad tanto en el conteo cromosémico como en



la morfologia de los cromosomas encontrandose cariotipos con dotaciones cromosémicas
de 2n =48 y 2n = 24 (Liberato et al., 2014, Rodriguez et al., 2006). Carbajal et al (2021)
estudié poblaciones de Cajamarca, Peru, reportando una dotacién cromosémica 2n = 48,
adicionalmente evidencié presencia de aneuploidia somdtica en sus poblaciones
analizadas observando células con 2n = 24, 46, 50, 52, 62, 80 y 82. Por otro lado, autores
como Rodriguez et al. (2006) mencionan que debido al nivel de ploidia esperado de 4X,
no puede establecerse cariotipos a partir de grupos de homoélogos de 4 cromosomas
utilizando las técnicas de citogenética cldsica, siendo muchas veces imposible la
construccién de un cariotipo que caracterice a un ecotipo determinado (Rodriguez et al.,

2006).

La hibridacion fluorescente in situ, FISH por sus siglas en inglés, es una poderosa técnica
muy utilizada en citogenética de plantas; se basa en interacciones moleculares especificas
entre el ADN cromosOomico y otra secuencia a la que se denomina “sonda”, la cual ha
sido marcada previamente con un fluorocromo especifico y es utilizada para identificar
regiones de ADN tanto en cromosomas individuales como en genomas completos lo que
a su vez permite identificar cromosomas homoélogos, andlisis filogenéticos, mapeos
fisicos de determinadas secuencias, estudio de procesos evolutivos, entre muchas otras
aplicaciones (Setiawan et al., 2020; Zhang et al., 2016; Gomez-Rodriguez et al., 2013;
Bolafios-Herrera et al., 2009).

En el caso de aguaymanto, no se reportan estudios de citogenética molecular, pero
si en otras especies pertenecientes a la familia Solanaceae (Aguilera et al., 2016). El
presente trabajo tiene el objetivo de identificar el nimero de sefiales marcadas para el
locus 5s rADN en el conjunto de cromosomas de Physalis peruviana, aguaymanto, en las
poblaciones de San Pablo y Celendin procedentes de la regién de Cajamarca, Perd,
utilizando la técnica de hibridizacion fluorescente in situ, 1o que podré servir como punto
de partida para discernir si efectivamente se tratan de dos ecotipos diferentes como
seflalan sus productores refiriéndose como ecotipos Agroandino y Celendino

respectivamente.



ANTECEDENTES

La familia Solanaceae tiene una distribuciéon cosmopolita, incluye unos 100
géneros y 2,500 especies con una gran diversidad de hédbito, morfologia y ecologia. La
mayor diversidad se encuentra en América del Sur y América Central. (Anguiano-
Constante et al., 2018) En el Perd, la familia es una de las mas ricas en la flora,
reconociéndose alrededor de 42 géneros y 600 especies; se reconocen 208 especies y 6
variedades como endémicas, en 16 géneros, ocupando el sexto lugar por su diversidad en

especies endémicas (Knapp et al., 2006).

El género Physalis es uno de los mds numerosos de las Solanaceae y comprende
entre 75 a 120 especies. Se distribuye principalmente en el Neotropico, habiendo solo
unas pocas especies en Eurasia y el sudeste asidtico (Feng et al., 2020, Medina-Medrano
et al.,2012) Se trata de una especie nativa de los paises andinos Perd, Colombia, Ecuador

y Bolivia (Fisher et al., 2005)

Medina-Medrano et al. (2012) senalan que el centro de origen y diversificacion
de esta especie se ubica en los Andes Sudamericanos, principalmente de Colombia, Perd
y Ecuador (Trillos et al., 2008). Se trata de un arbusto perenne, de 45 — 90 cm de alto,
con tallo erecto poco ramificado, cilindrico y densamente pubescente, cuya raiz principal
alcanza la profundidad de 50-80 cm. (Dostert et al., 2013). Fischer et al. (2014) sefialan
que la planta crece inicialmente en forma herbicea, y a partir del segundo ano forma un
arbusto perenne y semilefioso siendo sus hojas simples, alternas, acorazonadas y
pubescentes con un tamafio entre 5 y 15 cm de largo y 4 a 10 cm de ancho; presenta un
habito de crecimiento indeterminado, por lo cual el desarrollo de nuevas ramas, hojas y
flores ocurre simultineamente. Su fruto es una baya acrescente de color naranja —
amarillo, carnosa, jugosa, de forma globosa que se encuentra protegida por un caliz no
comestible de naturaleza papirdcea. Se caracteriza por su sabor agridulce, con un alto
valor nutricional, que incluye carbohidratos (19,6 g/100 g) como fructosa, sacarosa y
polisacéridos (celulosa, almidén, hemicelulosa y pectina); proteinas (0,05-0,3 g/100 g),
lipidos (0,150,2 g/100 g), fésforo, calcio, hierro, potasio, acido ascorbico, B-caroteno,
provitamina A y complejos de vitamina B. (Chasquibol et al., 2015, Reyes-Beltran ef al.,
2015) (Fig. 1)



Figura 1. Physalis peruviana. A. Héabito de Physalis peruviana; B. Flor en vista
lateral; C. Flor en vista frontal; D. Fruto inmaduro; E. Fruto maduro. (Fotos: José

Roque, tomado de Dostert et.al., 2013).

Por sus condiciones edafoldgicas, Peru se ha convertido en uno de los principales
centros de cultivo y produccion de bayas, destacando entre ellos el aguaymanto como
cultivo nativo. Actualmente su cultivo se desarrolla mayoritariamente en la sierra del Peru
(Cusco, Hudnuco, Ayacucho, Junin y Cajamarca); sin embargo, también se presenta en la

costa y en la selva (Carbajal, 2018)

En el caso de aguaymanto, las distintas investigaciones realizadas han permitido
avanzar en el conocimiento de la variabilidad presente, incluyendo los procesos de
caracterizacion del germoplasma a escala morfo-agrondmica para atributos vegetativos y
de fruto y a nivel molecular, lo que ha permitido reportar cambios en la forma del fruto,
forma y color de la semilla, asi como variables minimas de descripciéon agrondmicas,
tamafio de fruto, tiempo de floracién, entre otros ( Herrera et al., 2012; Trillos et al., 2008;

Fisher et al., 2005)



Hasta el momento, los estudios sobre diversidad genética de aguaymanto han sido
desarrollados fundamentalmente en Colombia, pais que lidera la gran demanda
internacional de aguaymanto, con 20 afios de experiencia en el manejo del cultivo.
Colombia cuenta con numerosas accesiones del género Physalis en los bancos de
germoplasma de Corpoica y de varias universidades (Fisher, 2014). El fruto de la forma
colombiana se caracteriza por ser mds pequeio con respecto al de los otros ecotipos, tiene
un peso promedio de 5 gramos, un contenido de azicar més alto que las otras formas, asi

como una coloraciéon mas intensa (Schereiber, 2012)

Hasta hoy en dia, no se han reportado variedades propiamente dichas en los
grandes paises productores tales como Colombia y Sudafrica, s6lo se conocen ecotipos o
plantas procedentes de diferentes paises que se diferencian en tamafio de la planta, sabor
del fruto, tamafio del cdliz, si la planta es erguida o rastrera, entre otros aspectos (Dostert
et al., 2013). Hasta el 2006, se habrian referenciado mas de 80 ecotipos a nivel mundial,
diferenciables por el porte de la planta, la forma del céliz, el tamafio, el color y el sabor
del fruto (Rodriguez & Bueno, 2006). Entendemos como ecotipo a una subpoblacion de
una especie determinada que se diferencia genéticamente y habita en forma restringida
en un medio restringido adaptdndose a sus condiciones ambientales particulares

(Gonzalez et al., 2014).

En Physalis peruviana se acepta, en forma general, la determinacion de 3 ecotipos
diferenciados por sus caracteres morfoldgicos: los ecotipos Kenia, Sudéfrica y Colombia,
que llevan el nombre del lugar de procedencia, y son los més frecuentemente cultivados
en el mundo, aunque existen referencias de mas de 80 ecotipos descritos a nivel mundial
(Dostert et al., 2013; Puente et al., 2011, Rodriguez et al., 2006). En el Peru, Dostert et
al. (2013) mencionan la existencia de 4 ecotipos provenientes de Cajamarca,
referenciados en el Museo de Historia Natural, herbario USM; asimismo, se sefala a
Cajamarca como el departamento con la mayor area cultivada de aguaymanto (Bonilla et

al.,2019).

Estas evidencias permiten considerar a la regiéon de Cajamarca como uno de los
principales centros de diversidad genética de aguaymanto en nuestro pais. Sin embargo,
en el pais hay pocos estudios de identificacion genética de la especie a pesar de ser centro
de origen y diversificacion; entre estos, pueden mencionarse los estudios a nivel de
proteinas seminales (Bonilla et al. 2019), o de recuento cromosémico (Escobar, 2016) asi
como la caracterizacion citogenética de 3 ecotipos de Cajamarca (Carbajal, 2018). La
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mayoria de los estudios estdn enfocados a la identificacién de ecotipos o poblaciones
teniendo en cuenta caracteres agrondmicos y morfologicos. Aun asi, en Physalis
peruviana existen algunos estudios de citogenética clasica que evaldan el ndmero y
morfologia cromosémica de ecotipos Colombia o Kenia; en algunos casos mencionan el
estudio de poblaciones de origen peruano, pero no especifican la regién de procedencia
del ecotipo analizado; tenemos también que diversos autores han encontrado un nimero
variable de cromosomas, asi como en morfologia cromosémica, encontrandose cariotipos
con dotaciones cromosdmicas de 2n = 48 y 2n = 24 (Liberato et al., 2014, Rodriguez et
al., 2006). Carbajal (2018) estudié poblaciones cultivadas de Cajamarca, Perd,
reportando una dotacién cromosémica 2n = 48, adicionalmente evidencié presencia de
aneuploidia somdtica en las poblaciones analizadas observando células con 2n = 24, 46,
50, 52, 62, 80 y 82. Por otro lado, autores como Rodriguez et al. (2006) mencionan que
debido al nivel de ploidia esperado de 4X, no puede establecerse cariotipos a partir de
grupos de homoélogos de 4 cromosomas utilizando las técnicas de citogenética clésica,
siendo muchas veces imposible la construccién de un cariotipo que caracterice a un

ecotipo determinado (Rodriguez et al., 2000).

La hibridizacion fluorescente in situ (FISH) es una poderosa técnica muy utilizada
en citogenética de plantas; se basa en interacciones moleculares especificas entre el ADN
cromosdmico y otra secuencia a la que se denomina “sonda”, la cual ha sido marcada
previamente con un fluorocromo especifico. Para detectar la posicion de la sonda en los
cromosomas, se realiza una contratincion mediante DAPI o ioduro de propidio, los cuales
se excitan con un rango de longitud de onda de luz especifica permitiendo que los
cromosomas emitan una fluorescencia azul o roja (Zhang et al., 2016; Gomez-Rodriguez
et al., 2013; Bolanos-Herrera et al., 2009). Con mas de 30 afnos de desarrollo, sus
numerosas variantes y refinamientos le dan actualidad y utilidad en la caracterizacion de
especies o lineas de cultivo, permitiendo estudios relacionados a estructura, mutacion y
evolucion tanto de cromosomas individuales como de genomas completos ( Jiang, 2019,

Garcia et al., 2017 ).

Los genes de ADN ribosomal (ADNr) son los mds utilizados como sondas en los
estudios de citogenética molecular debido a que contribuyen con informacién sobre
homologia entre segmentos cromosomicos, asi como por ser secuencias altamente
conservadas, tal es el caso de los genes 5s y 45s los que se constituyen en excelentes

marcadores moleculares para un amplio grupo de especies vegetales (Garcia et al., 2017;



Fukushima et al., 2011; Muravenko et al., 2004). El gen 5s ADNTr se organiza en uno o
varios loci, dispuestos en repeticiones en tindem de mil a cientos de miles de copias por
genoma, cada copia comprende una regién de codificacion de aproximadamente 120
pares de bases (pb), que ademds es altamente conservada, asi como un espaciador
intergénico no codificante de 100 a 900 pb (Gomez-Rodriguez et al., 2013, Cloix et al.,
2002). La identificacion en posicion de estos genes en los cromosomas y el nimero de
loci presentes, posibilita la caracterizacion de cromosomas y genomas, ayudando asf a la
caracterizacion a nivel citomolecular del germoplasma; esto a su vez, permite evaluar la
variabilidad inter e intraespecifica, lo cual también servird para un posterior analisis
evolutivo a nivel cariotipico entre especies genéticamente relacionadas (Yagi et al.,

2015).

En el caso de aguaymanto, no se reportan estudios de citogenética molecular, pero
si en otras especies pertenecientes a las Solanaceae (Aguilera et al., 2016). Teniendo en
cuenta la carencia de estudios a nivel citomolecular en la especie, encontramos que resulta
necesario llevar a cabo un andlisis que permita identificar la presencia o ausencia de
diferencias a nivel de citogenética molecular de aquellos ecotipos o poblaciones que ya
han sido descritos en base a caracteres agrondmicos y cromosdmicos basicos. El presente
trabajo tiene el objetivo de identificar el nimero de sefales marcadas para el locus 5s
ADNr en el conjunto de cromosomas de Physalis peruviana, aguaymanto, en las
poblaciones de San Pablo y Celendin procedentes de la region de Cajamarca, Peru,
utilizando la técnica de hibridizacion fluorescente in situ, 1o que podré servir como punto
de partida para discernir si efectivamente se tratan de dos ecotipos diferentes como
seflalan sus productores refiriéndose como ecotipos Agroandino y Celendino

respectivamente.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipdtesis
Es posible caracterizar y diferenciar poblaciones de P. peruviana de la region de

Cajamarca mediante el empleo de los marcadores ribosomales 5s ADNr.

Objetivo General
Caracterizar mediante citogenética molecular poblaciones cultivadas de P. peruviana de

2 regiones de Cajamarca utilizando sondas para el locus 5s ADNr.



Objetivos Especificos
e Identificar el locus 5s ADNr en los cromosomas de P. peruviana de las
poblaciones de San Pablo y Celendin, Cajamarca, mediante FISH.
e Diferenciar poblaciones de P. peruviana de las poblaciones de San Pablo y

Celendin, Cajamarca, mediante el locus 5s ADNT.

MATERIALES Y METODOS

Metodologia

Material Bioldgico

Se colectaron 10 frutos maduros por cada planta a partir de 10 plantas de aguaymanto, de
poblaciones cultivadas en las Provincias de San Pablo y Celendin, del departamento de
Cajamarca-Peru (Fig. 2, Tabla 1). Los frutos fueron colocados en envases de pldstico
transparente, con tapa y orificios en la misma que permiten la circulacion del aire, para
su traslado al laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (UNMSM).
Las muestras herborizadas de cada poblacion fueron entregadas al Herbario del Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (MHN-USM) para
su identificacién taxondmica (Codigos: 222-USM-2015, 223-USM-2015). Las semillas
fueron retiradas de los frutos y almacenadas en tubos de polipropileno a 4*C, para su

posterior utilizacion (Carbajal, 2018)
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Figura 2. Lugar de colecta de Physalis peruviana, Cajamarca, Peri. A) indica el
mapa de Sudamérica, resaltando en rojo al Peri. B) sefala los puntos de colecta en

Celendin y San Pablo, situados en el departamento de Cajamarca.



Tabla 1. Datos geograficos in situ de las zonas de colecta por poblacion de Physalis

peruviana.

. . ALTURA
POBLACION UBICACION COORDENADAS
(msnm)

Provincia Distrito Latitud Longitud

San Pablo San Pablo | Tumbadén 2662 S°7°5'43.9" 0°78°49'13.9"

Celendin Celendin Celendin 2620 S°6°52°35. 9 | O°78°07'49"
Caserio de
Santa Rosa

Germinacion de semillas y tratamiento de las raices

Para la germinacion de las semillas se sigui6 el protocolo establecido por Carbajal (2018)
con algunas modificaciones: las semillas previamente colectadas y guardadas en tubos de
polipropileno a 4°C, se siembran sobre papel filtro humedecido con agua destilada en
placas Petri a temperatura ambiente (22° - 28°C), Las raices de 1 a 2 cm de longitud se
colectan, entre las 10 y 12 de la mafiana, hora de corte estandarizada por trabajos previos
(Carbajal, 2018), son inmediatamente sometidas a un pre-tratamiento con Colchicina al
0.025% por 1h 20 minutos a temperatura ambiente (entre 22° - 25°C) y en oscuridad;
seguido de una hipotonizacién en agua destilada por 60 minutos a 37°C. Finalmente, el
tejido fue fijado en una solucidn etanol: dcido acético (3:1) durante 24 horas a 8 °C, hasta
su posterior uso. Se seleccionaran placas pro-metafasicas y metafasicas con cromosomas

lo suficientemente separados como para identificar las sefiales FISH.
Obtencion de la sonda 5s ADNr

Se realiz6 la extracciéon de ADN siguiendo el protocolo descrito por Doyle & Doyle
(1990) con algunas modificaciones. Se amplifico la region 5S ADNr a partir de los
primers pr5S14 (5'-GGCGAGAGTAGTACTAGGATCCGTGAC-3") y pr5S15 (5'-
GCTTAACTTCGGAGTTCTGA TGGGA-3') reportado por Volkov et al., (2001), con
las siguientes condiciones de PCR: Buffer de PCR 1X, MgCl 1.5 mM, dNTPs 0.2 uM,
0.2 uM de cada primer,1 U de Taq polimerasa y 30 ng de ADN gendmico, en un volumen
de reaccion de 20 pl; llevado a un programa de 95 °C por 9 minutos seguidos de 40 ciclos
de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos y de 72 ° C por 60 segundos, y una
extension final de 72 °C por 4 minutos. Después, el amplicon 5s ADNr fue marcado con
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moléculas de biotina mediante la técnica molecular del Nick Translation, utilizandose el
kit comercial DIG-Nick Translation Mix de ROCHE, siguiendo las instrucciones del

fabricante.
Preparacion de cromosomas vegetales a partir de apices radicales

Se realiz6 la germinacién de las semillas siguiendo el protocolo establecido por Carbajal
(2018) con algunas modificaciones: las semillas se sembraron sobre papel filtro
humedecido con agua destilada en placas Petri a temperatura ambiente (22°-28°C),
manteniendo siempre la humedad del papel filtro. Las raices de 1 a 2 cm de longitud
fueron colectadas, entre las 10 y 12 de la mafiana e inmediatamente sometidas a un pre-
tratamiento con Colchicina al 0.025% por 1h 20 minutos a temperatura ambiente (entre
22° - 25°C) y en oscuridad; seguido de una hipotonizacién en agua destilada por 60
minutos a 37°C. Después, el tejido fue fijado en una solucién etanol: dcido acético (3:1)
durante 24 horas a 8 °C, hasta su posterior uso. Posteriormente para la preparacion de
placas metafasicas se tuvo en cuenta los protocolos reportados por Aliyeva-Schnorr ef al.
(2015) y Aguilera et al. (2016), siendo las raices fijadas lavadas en agua destilada fria dos
veces por 5 minutos cada vez, seguido de dos lavados en buffer citrato (0,01 M a pH 4.6)
por 5 minutos cada vez. Luego, las raices se transfirieron a una solucién enzimética que
contenia celulasa al 2% (de Aspergillus niger, Sigma) y pectinasa al 10% (de Aspergillus
niger, Sigma), disueltas en 40% de glicerol en buffer citrato, durante 1 hora a 37°C.
Después, las raices se enjuagaron dos veces por 10 minutos cada vez con buffer citrato y
dos veces en etanol a 90° por cinco segundos, con agitacién en cada enjuague.
Seguidamente se coloc6 la punta de la raiz en una gota de 4cido acético al 45% sobre una
lamina, se cubri6 con una laminilla y se realizé la técnica del “squash”. Las laminas
elaboradas se observaron en un microscopio con contraste de fase (Zeiss-PrimoStar),
selecciondndose aquellas que presentaron metafases con cromosomas adecuadamente
separados. Luego se levant6 la laminilla con ayuda de hielo seco y un bisturi. Finalmente,
las laminas se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente y se almacenaron a 4°C

sumergidas en etanol absoluto hasta su uso.
Hibridizacion Fluorescente In Situ (FISH)

Se siguid el protocolo para FISH reportado por Poggio et al. (2000), el cual consta de las

siguientes etapas:
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a) Hibridacion de las sondas para el locus 5s rADN

Las laminas que contienen los preparados cromosdmicos se incubaron en 100 mg/ml de
ARNasa libre de ADNasa en 2x SSC durante 1 hora a 37°C en una cdmara himeda y se
lavaron tres veces en 2x SSC a temperatura ambiente durante 5 minutos cada vez. Luego,
las ldminas se fijaron en paraformaldehido al 4% (p/v) recién preparado durante 10
minutos, se lavaron en 2x SSC durante 15 minutos, se deshidrataron en una serie graduada
de etanol (80°, 90°, etanol absoluto) y se secaron a temperatura ambiente por 2 horas. La
solucién de hibridacién contuvo 50% (v/v) de formamida desionizada, 10% (p/v) sulfato
de dextrano (de un stock que esta al 50% por lo que diluimos en 6/30 por 5 veces), 0,3%
SDS y 0,3 mg/ml de ADN de esperma de salmén en 2x SSC, seguido de la adicién de 50
ng de sonda marcada, a un volumen total de 30 mL de mezcla de hibridacion para cada

lamina (Tabla 2).

Tabla 2. Mezcla de hibridacién. Se muestran los valores base a partir de los cuales se

hacen los cdlculos de acuerdo con el nimero de muestras a hibridar. (Poggio et al., 2000).

Solucion Cantidad a preparar Concentracion Final
(uL)

Formamida 15 50%

Sulfato de Dextrano 6 10%

20x SSC 3 2x

Sonda (5s rADN) 50 ng 50 ng/30ul

ADN Salmén 10mg/ml 1 0,3 mg/ml

SDS 10% 1 0,3%

Agua Y

Volumen TOTAL 30 uL

La mezcla de hibridacién se desnaturalizé durante 15 minutos a 75°C y se colocé sobre

las laminas que contenian las preparaciones cromosémicas. Después, estas laminas se
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colocaron en un hibridizador BIOBASE modelo HS-500, por 7 minutos a 75°C, 5 minutos

a 55°C, 5 minutos a 45°C y finalmente, a 37°C por 12 horas.

b) Lavados post hibridacion y deteccion de la sonda

Después de la hibridacion, se colocaron las ldminas en 2x SSC a 42°C durante 5 min;
luego se lavaron rigurosamente en formamida al 20% en 0.1x SSC a 42°C durante 10
min. Siguié un lavado en 0,1x SSC a 42°C por 5 minutos; 2x SSC por 5 min a 42°C, se
transfirieron a un buffer de deteccién (4x SSC, Tween 20 al 0,2% (v/v)) por 5 min a 42°C

y por 5 min a temperatura ambiente.

Para detectar la sonda marcada con Biotina, las ldminas se trataron con un conjugado de
neutravidina — Oregon Green 488 (Invitrogen™), que da la fluorescencia verde. Con lo
mencionado anteriormente, las ldminas se trataron con BSA al 2,5% (p/v) en buffer de
deteccion por 3 minutos y luego se incubaron en una solucién que contenga 10ug/mL del
conjugado descrito anteriormente, disuelto en BSA al 2,5% (p/v) en buffer de detecciéon
durante 1 hora a 37°C y en oscuridad. Posteriormente, se lavaron 3 veces en buffer de

deteccion por 10 minutos a temperatura ambiente y también en oscuridad.
¢)Tincion con 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y montaje

Las laminas se contrastaron agregando 20 ul de SlowFade Gold Antifade (Invitrogen™),
solucién que contiene 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y antifade (medio de montaje
que retarda el decaimiento de la fluorescencia); las ldminas se dejaron durante 12 horas

en oscuridad y a temperatura ambiente antes de su observacion.

Las laminas se examinaron en un microscopio de epifluorescencia con cimara fotografica
incorporada (Zeiss, Scope Al) para observar los cromosomas y la hibridizacion de la
sonda con los filtros correspondientes para cada fluorocromo, tomando fotos cada vez

que se cambid el filtro.
d)Analisis de imagenes

Para poder evidenciar la hibridizacién de la sonda en los cromosomas se realizé la
sobreposicion de las fotos utilizando el programa GIMP 2.10 (www.gimp.org.es) que es

un software de libre circulacion.
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Resultados y Discusion
Identificacion de la region 5s ADNr en los cromosomas mediante FISH

Physalis peruviana L tiene un nimero cromosémico de 2n=42 cromosomas, aunque
diversos autores han reportado un nimero variable de cromosomas, asi como en su
morfologia cromosémica, encontrdndose cariotipos con dotaciones cromosdmicas de 2n
=48 y 2n = 24 (Liberato et al., 2014, Rodriguez et al., 2006). En Pert, Carbajal (2018)
estudié poblaciones cultivadas de San Pablo, Celendin y Cajabamba en Cajamarca,
reportando una dotacidén cromosdmica 2n = 48 para los 3 ecotipos, lo que coincide con el
nivel de ploidia esperado de 2n=4x=48, aunque no pudo elaborarse un cariotipo con
grupos de homo6logos con cuatro cromosomas y sugiere complementar la informacién con
el nimero y la morfologia basdndose en estudios sobre estructura interna, la que puede
obtenerse con la utilizacion de técnicas de citogenética molecular como DAPI, CMA3 o

FISH.

Los genes de ADN ribosomal (ADNr) son los més utilizados como sondas en los estudios
de citogenética molecular, debido a que contribuyen con informacién sobre homologia
entre segmentos cromosdmicos, asi como por ser secuencias altamente conservadas, tal
es el caso de los genes 5s y 45s los que se constituyen en excelentes marcadores
moleculares para un amplio grupo de especies vegetales (Jiang, 2019; Garcia et al., 2017;
Fukushima et al., 2011; Muravenko et al., 2004). La identificacién de la posicion de estos
genes en los cromosomas y el nimero de loci presentes, posibilita la caracterizacion de
cromosomas y genomas, ayudando asi a la caracterizacioén a nivel citomolecular del
germoplasma; esto a su vez, permite evaluar la variabilidad inter e intraespecifica, lo cual
también servird para un posterior andlisis evolutivo a nivel cariotipico entre especies

genéticamente relacionadas (Yagi et al., 2015).

En este trabajo, se ha utilizado el marcaje del locus 5s ADNr mediante la técnica de FISH,
técnica de gran actualidad y utilidad en la caracterizacién de especies o lineas de cultivo,
que permiten diversos estudios relacionados a estructura, mutacioén y evolucion tanto de

cromosomas individuales como de genomas completos (Jiang, 2019, Garcia et al., 2017).

Los resultados obtenidos en las preparaciones cromosdémicas de P. peruviana con la
sonda ADNr utilizada, permiten establecer el locus 5s ADNr en los cromosomas del
complemento de las 2 poblaciones de aguaymanto analizadas. Se evaluaron un total de

20 campos por poblacion, detectindose 6 senales fluorescentes de color verde en 3 pares
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de cromosomas hibridados diferentes para ambas poblaciones, en el 86,6% de campos
analizados para Celendin y de 80% para San Pablo; en tanto que se evidencia un
porcentaje menor de 13,4% para Celendin y de 20% para San Pablo que muestra 4 sefiales.
De las 6 sefiales observadas en los cromosomas hibridados para ambas poblaciones, 4 de
ellas son facilmente visibles por su tamaiio y brillo y 2 de ellas se ven mds pequeiias y
con un brillo de menor intensidad (Fig.3, a y b; Tabla 3), se puede argumentar que un
mayor tamafio e intensidad de brillo de la sefial indicaria un mayor nimero de copias del
gen 5s ADNr en esos sitios, asi como un menor tamafio y menor intensidad de brillo se
debe a un menor nimero de copias del gen (Aguilera et al., 2016; Moscone et al., 2007,
Neves et al., 2005); Aguilera et al. (2016) en sus estudios en Capsicum encuentra seiales
con tamafio y brillo semejante en los taxa estudiados sugiriendo para las mismas un
numero de copias ribosomales semejantes, sin embargo, en nuestro caso, habria que

ampliar las zonas de estudio en nuestro pais para corroborar esto.

Observamos que para ambas poblaciones el locus se mapea en posicion intercalar, casi
distal, en los brazos cromosémicos, aunque de momento no es posible precisar tamafio y
morfologia de los brazos; se sabe que el locus 5s ADNr con sus secuencias repetidas en
tandem suele ubicarse en cualquier parte del genoma, aunque usualmente lo hace cerca
de las regiones teloméricas o centroméricas (Liu et al., 2010), es asi como en Capsicum
(Solanaceae), el locus se encuentra en posicion intercalar cerca al telémero del brazo corto
del cromosoma que lo porta, en tanto que en Passiflora se muestra en posicion
subterminal (Aguilera et al., 2016; De Melo et al., 2003). Estas evidencias encontradas
en otras especies, tanto de la misma familia que aguaymanto como en otras familias,

coinciden con nuestras observaciones.

Tabla 3: Numero de sefales 5s y su porcentaje, observadas por campo cromosémico de

P. peruviana en las poblaciones de Celendin y San Pablo, Cajamarca, Perd.

14



Poblacion
Campos con Celendin San Pablo
6 sefales 16 (86.6%) 14 (80%)
4 senales 4 (13,4 %) 6 (20%)
TOTAL 20 20

5s rDNA DAPI FUSIONADO

Figura 3. Metafase somética de P. peruviana, poblacién Celendin (A) y poblacién San
Pablo (B) hibridadas con la sonda 5s ADNTr, detectada con un conjugado de neutravidina
— Oregon Green 488 (fluorescencia verde) y contratefiiddas con DAPI. (las flechas rojas
marcan las sefiales grandes y las flechas blancas indican las més pequeiias; la barra blanca

presenta una escala de 10 pm)

La constancia que se observa en el numero de sefiales presentes en los 3 pares de
cromosomas hibridados sugiere que los sitios para el locus serian relativamente estables.
Aguilera et al (2016) indica que en Capsicum suele encontrarse un locus 5s simple
por genoma haploide para los taxa diploides (Fig4A) y loci doble en taxa poliploides;
sin embargo, se ha visto que en otros géneros, como Passiflora, todos los diploides
presentan 2 cromosomas marcados, los tetraploides presentan 4 cromosomas

marcados y los hexaploides 6 cromosomas marcados (Fig 4B), indicando asi que el
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numero de sitios guarda una clara relacion con el nivel de ploidia (De Melo et al.,

2003).

cha car exi fle rho pra ann chi fru pen pub

Figura 4. A) Mapeo fisico del locus de ADNr 5s en taxones de Capsicum silvestres y
cultivados mediante FISH. (a) Cariogramas bien organizados derivados de placas de
metafase somatica tefiidas con DAPI (azul) que muestran el nimero y la posicion del
locus de ADNr S5s (puntos verdes) (b) Representacion esquematica de los cromosomas
que portan el locus de ADNr 5s. El tamafio de los puntos verdes se relaciona con la
intensidad media de fluorescencia. (Aguilera et al, 2016. doi.org/10.1590/0001-
37652301620140616 B) FISH con sondas de ADNr 5s (verde) y 45s (rojo o amarillo),
en especies de Passiflora con x = 6, x = 10 o x = 12. (De Melo et al., 2003,

www.aob.oupjournals.org)
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En el presente estudio, el nimero de sefiales observadas en ambas poblaciones
estudiadas indicaria que se estaria ante una especie poliploide (2n= 48; x=12), si
bien es cierto no se puede precisar de qué poliploide se trataria, debido a que no se ha
podido establecer ain un cariotipo con ordenamiento de homdlogos de 4 o 6
cromosomas con las técnicas de citogenética cldsica (Rodriguez et al., 2006; Carbajal
et al, 2021) a causa del tamafio pequefio y la morfologia similar de los cromosomas.
Igualmente, habria que tener en cuenta que siendo el nimero basico para la especie de
x=12 cromosomas, para afirmar la presencia de hexaploidia deberiamos contar 72

cromosomas y no 48, que es el numero total de cromosomas que encontramos.

No hay reportes sobre estudios en identificacion del locus 5s ADNr en aguaymanto por
lo que el presente seria el primero. En el estudio, no se observa diferencias en cuanto a
numero, tamafo de las sefiales, e intensidad del brillo con la que se marca el locus en los
diferentes cromosomas, teniendo que es muy semejante en ambas poblaciones: 4 sefiales
grandes y 2 mds pequeiias en cada complemento; esta semejanza en las sefiales avalaria
la idea de que las poblaciones de Celendin y San Pablo no corresponderian atin a ecotipos
diferenciados, lo que va de acuerdo con lo mencionado por Bonilla ef al. (2019) en el
que se reporta que no existe diversidad genética entre las poblaciones de Celendin y San
Pablo; los mismos autores sefialan que es de conocimiento general que las poblaciones
estructuradas presentan bajos niveles de diversidad genética y que este tipo de
poblaciones es caracteristico en poblaciones cultivadas, como es también en nuestro caso,
dado que la colecta de las muestras trabajadas también se hicieron en campos cultivados

con un programa de mejoramiento genético por selecciéon masal (Bonilla ef al., 2019)
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Conclusiones

El nimero de sefiales 5s ADNr y su ubicacién en los cromosomas constituyen un
marcador citogenético molecular que puede identificar la diversidad presente en las

poblaciones estudiadas.

Se reporta por primera vez un estudio de identificacién del locus 5s ADNr en los
complementos cromosdmicos para las poblaciones de Celendin y San Pablo de Physalis
peruviana procedentes del departamento de Cajamarca, encontrdndose 6 regiones

marcadas, 4 grandes y 2 pequefias, en 3 pares de cromosomas para ambas poblaciones.

En el caso de San Pablo y Celendin, Cajamarca, Perd, no es posible diferenciar las
poblaciones mediante el marcaje con la sonda 5s ADNr por lo que no se tratarian de

ecotipos diferentes.

Sugerencias

Se sugiere continuar con los estudios de mapeo fisico del locus 5s ADNr en poblaciones
silvestres y cultivadas de P. peruviana en Cajamarca, establecer los cariotipos marcados

Ss'y asi poder diferenciar los distintos ecotipos y sentar las bases para posteriores estudios.
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ANEXO 1. Metafases somadticas de P. peruviana, poblacion Celendin, hibridadas con la
sonda 5s rADN, detectada con un conjugado de neutravidina — Oregon Green 488
(fluorescencia verde) y contratefiidas con DAPI. a) 5s ADNr, b) DAPI, ¢) DAPI més 5s
ADNIrr (las flechas indican la posicion de las sefales, la barra blanca presenta una escala
de 10 um)
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ANEXO 2. Metafases somaticas de P. peruviana, poblaciéon San Pablo, hibridadas con la
sonda 5s ADNr, detectada con un conjugado de neutravidina — Oregon Green 488

(fluorescencia verde) y contratefiidas con DAPI. a) 5s ADNr, b) DAPI, c¢) DAPI més S5s

ADNIr (las flechas indican la posicién de las sefiales, la barra blanca presenta una escala

de 10 um)
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ANEXO 3. Constancia de identificacién botanica de las muestras colectadas de

Aguaymanto, Celendin, Cajamarca, Peru.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Per, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

"Afo de la Diversificacion Productiva y del Fortalecimiento de la Educacion”

CONSTANCIA N°223-USM-2015

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (tallo, hojas) recibida de Yajahaira Nevenka CARBAJAL
GONZ’F’\LES; alumna de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos; ha sido
estudiada y clasificada como: Physalis peruviana L. y tiene la siguiente posicién
taxondmica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: SOLANALES
FAMILIA: SOLANACEAE
GENERO: Physalis
ESPECIE: Physalis peruviana L.
Nombre vulgar: “aguaymanto”
Determinado por Blgo, Severo Baldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de
estudios.

l"Fecha, 26 de octubre de 2015
A
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ANEXO 4. Constancia de identificacién botdnica de las muestras colectadas de

Aguaymanto, San Pablo, Cajamarca, Peru.
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA

/) MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Diversificacién Productiva y del Fortalecimiento de la Educacién”

CONSTANCIA N°224-USM-2015

LA JEFA DEL HERBARIC SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (tallo, hojas) recibida de Cesar Diego ORIHUELA TACURI;
alumne de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos; ha sido estudiada y
clasificada como: Physalis peruviana L. y tiene la siguiente posicion taxondmica,
segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: SOLANALES
FAMILIA: SOLANACEAE
GENERO: Physalis
ESPECIE: Physalis peruviana L.
Nombre vulgar: “aguaymanto”
Determinado por Blgo. Severc Baldedn Malpartida.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de
estudics.

Fecha, 26 de octubre de 2015

_Dra. Haydee I';Ic;n_téyé Terreros
JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

A Arenales 1256, Jesis Mark Telfs. (311347 1-0117, 470-4471, e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Aodo, 14-0434, Lirma 14, Perd 470-7918, 61%-7000 anexo 5703 hup:/ fmuseohn.unmsm.edupe

ANEXO 5: Colecta en Celendin. A. drea de cultivo B. estado de la planta y colecta.
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ANEXO 6. Colecta en San Pablo. A. flor de la planta B. estado de la planta y colecta. C.

campo de cultivo.
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