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Abstract

Physalis peruviana (Golden berry) a native fruit of Peru, is an important Andean agricultural crop. Although classical cytogenetics research
on this berry has been conducted there is no precise evidence based on molecular cytogenetic studies. The Fluorescent In Situ Hybridization
(FISH) technique was applied to reveal 5S rDNA sites in chromosomes of San Pablo and Celendin populations, Cajamarca, Peru. This
research was identified the 5S rDNA locus in the two populations of Golden berry, reporting six signals in 3 pairs of chromosomes which
would indicate that the species is polyploid. Likewise, no differences were found in the number of 55 rDNA loci between both populations,
so we could point out that they would not be different ecotypes.
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Resumen

Physalis peruviana (aguaymanto) es un fruto nativo del Perd de importancia en la agricultura andina. Aunque hay evidencia de
investigacién en citogenética clésica en la especie, no existe informacion detallada basada en estudios de citogenética molecular. En el
presente estudio se ha utilizado la técnica Hibridizacion Fluorescente in Situ (FISH) para identificar sitios 5S ADNr en los cromosomas de
P. peruviana de las poblaciones de San Pablo y Celendin (Cajamarca, Pert). Se ha identificado el locus 55 ADNr en las dos poblaciones de
aguaymanto, reportandose seis sefiales en 3 pares de cromosomas lo que indicaria que la especie es poliploide; asi mismo no se
encuentran diferencias en el nimero de locus 5S ADNr entre ambas poblaciones por lo que podriamos sefialar que no se tratarian de
diferentes ecotipos.
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para la industria alimentaria (Obregén-La Rosa et al.,
2021).

En general, no se reportan variedades definidas de la es-
pecie, pero usualmente es agrupada en ecotipos, te-
niendo en cuenta el color, forma y sabor del fruto, forma
de la flor, habito y altura de la planta, entre otros (Dostert

1. Introducciéon

Physalis peruviana es una solanacea nativa de los Andes
Sudamericanos, conocida como “aguaymanto’, que en
los Ultimos afios se ha constituido en un cultivo econémi-
camente importante para paises como Colombia y Peru.

Fue domesticado, cultivado y muy apreciado por los anti-
guos peruanos (Chasquibol & Yécono, 2015, Deza &
Delgado, 2017) y es considerada como una fuente
importante de compuestos nutricionales y principios
bioactivos beneficiosos tanto para la salud humana como

et al,, 2013). En Physalis peruviana se tiene determinado 3
ecotipos claramente diferenciados por sus caracteres
morfoldgicos, los ecotipos Kenia, Sudéfrica y Colombia,
los que llevan el nombre del lugar de procedencia, y son
los més frecuentemente cultivados en el mundo; aunque
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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 Pert, Dostert et al. (2013) mencionan la existencia de
4 ecotipos provenientes de Cajamarca, referenciados en
el Museo de Historia Natural, Perd. Cajamarca es el de-
partamento con la mayor area cultivada de aguaymanto
(Bonilla et al., 2019). Esto permite considerar a la region
de Cajamarca como uno de los principales centros de di-
versidad genética de aguaymanto en nuestro pals. Sin
embargo, hay pocos estudios de identificacion genética
de la especie; entre estos, pueden mencionarse los estu-
dios a nivel de proteinas seminales (Bonilla et al., 2019), o
de recuento cromosdmico (Escobar, 2016), asi como la ca-
racterizacion citogenética de 3 ecotipos de Cajamarca
(Carbajal, 2018). Liberato et al. (2014) y Rodriguez (2006)
reportan cariotipos con dotaciones cromosdmicas de 2n
= 48 y 2n = 24. Carbajal (2018) estudid poblaciones de
Cajamarca, reportando una dotacion cromosémica 2n =
48, adicionalmente evidencié presencia de aneuploidia
somaética en sus poblaciones analizadas observando célu-
las con 2n = 24, 46, 50, 52, 62, 80 y 82. Por otro lado,
debido al nivel de ploidia esperado de 4X, no puede
establecerse cariotipos a partir de grupos de homologos
de 4 cromosomas utilizando las técnicas de citogenética
clésica, siendo muchas veces imposible la construccion de
un cariotipo que caracterice a un ecotipo determinado
(Rodriguez et al., 2006).

La técnica de Hibridizacion Fluorescente in Situ, FISH por
sus siglas en inglés, constituye un método convencional
muy utilizado para visualizar la distribucion de elementos
ADN dentro del genoma; permite realizar estudios rela-
cionados con la estructura, mutacion y evolucién tanto de
cromosomas individuales como de genomas completos
(Jiang, 2019). Con aproximadamente 30 afios de desarro-
llo, sus variantes técnicas y refinamientos la mantienen vi-
gente como una herramienta muy Util en caracterizacion
de especies o lineas de cultivo, entre otras, y continda ju-
gando un rol importante en investigaciones citogenéticas
y gendmicas (Garcia et al., 2017) La aplicacién mas comun
de FISH es el mapeo de sondas de ADNr en cromosomas,
esto debido a que las secuencias son abundantes, repeti-
das y altamente conservadas (Setiawan et al., 2020; Jiang,
2019; Garcia et al,, 2017).

Los genes de ADN ribosomal (ADNr) son los mas utiliza-
dos como sondas en los estudios de citogenética molecu-
lar debido a que contribuyen con informacién sobre ho-
mologia entre segmentos cromosomicos, asi como por
ser secuencias altamente conservadas, tal es el caso de los
genes 55y 45S los que se constituyen en excelentes mar-
cadores moleculares para un amplio grupo de especies
vegetales (Garcia et al., 2017; Fukushima et al, 2011;
Muravenko et al., 2004; Jiang, 2019). La identificacion en
posicion de estos genes en los cromosomas y el nimero
de loci presentes, posibilita la caracterizacion de cromo-
somas y genomas, ayudando asf a la caracterizacion a ni-
vel citomolecular del germoplasma; esto a su vez, permite
evaluar la variabilidad inter e intraespecifica, lo cual tam-
bién servira para un posterior andlisis evolutivo a nivel
cariotipico entre especies genéticamente relacionadas
(Yagi et al,, 2015).

Siles-Vallejos et al.

En el caso de aguaymanto, no se reportan estudios de
citogenética molecular, pero si en otras especies pertene-
cientes a las Solanaceae (De Paula et al., 2015; Aguilera et
al., 2016; Jiang, 2019). Teniendo en cuenta la carencia de
estudios a nivel citomolecular en la especie, encontramos
que resulta necesario llevar a cabo un analisis de variabi-
lidad genética que permita identificar la presencia o au-
sencia de diferencias a nivel de citogenética molecular de
aquellos ecotipos o poblaciones que ya han sido descritos
en base a caracteres agrondmicos y cromosomicos
basicos.

El presente trabajo tuvo el objetivo de identificar el nd-
mero de sefiales marcadas para el locus 55 ADNr en el
conjunto de cromosomas de Physalis peruviana,
aguaymanto, en las poblaciones de San Pablo y Celendin
procedentes de la region de Cajamarca, Pery, utilizando
la técnica de Hibridizacion Fluorescente In Situ, lo que po-
dria 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.

2. Materiales y métodos

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 (S°7° 5'43.9", latitud;
0°78°49'13.9", longitud) y Celendin (S°6°52'35. 9", latitud;
0°78°07'49", longitud) del departamento de Cajamarca-
Peru. Los frutos fueron colocados en envases de plastico
transparente, con tapa y orificios en la misma que permi-
ten 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 Na-
tural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(MHN-UNMSM) para su identificacion taxondmica (Codi-
gos: 222-USM-2015, 223-USM-2015). Las semillas fueron
retiradas de los frutos y almacenadas en tubos de polipro-
pileno a 4 °C, para su posterior utilizacion (Carbajal, 2018).

Obtencién de la sonda 5S rADN

Se realizé la extraccion de ADN siguiendo el protocolo
descrito por Doyle & Doyle (1990) con algunas modifica-
ciones. Posteriormente se amplific 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), siguiendo estas condiciones de PCR:
Buffer de PCR 1X, MgCl 1.5 mM, dNTPs 0.2 uM, 0.2 uM de
cada primer,1 U de Tag polimerasa y 30 ng de ADN ge-
némico, en un volumen de reaccion de 20 ul; 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 amplicén 5s rADN fue marcado
con 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.
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FUSIONADO

Figura 1. Metafase somética de P. peruviana, poblacion Celendin (A) y poblacion San Pablo (B) hibridadas con la sonda 5s ADNr, detectada
con un conjugado de neutravidina — Oregon Green 488 (fluorescencia verde) y contratefiidas con DAPI. (las flechas rojas sefialan las
sefiales grandes y las flechas blancas sefialan las més pequefias, la barra blanca presenta una escala de 10 um).

Preparacién de cromosomas vegetales a partir de apices
radicales

Se realizd la germinacion 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 1 h 20 minutos a temperatura
ambiente (entre 22 — 25 °C) y en oscuridad; sequido de
una hipotonizacion en agua destilada por 60 minutos a 37
°C. Después, el tejido fue fijado en una solucion etanol:
acido 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 et al. (2015) y Aguilera et
al. (2016), siendo las raices fijadas lavadas en agua
destilada fria dos veces por 5 minutos cada vez, sequido
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
solucidon enzimética que contenfa 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 agitacion en cada enjuague. Seguidamente se colocod
la punta de la raiz en una gota de acido acético al 45%
sobre una lamina, se cubrié con una laminilla y se realizd
la técnica del “squash”. Las laminas elaboradas se
observaron en un microscopio con contraste de fase,
seleccionandose aquellas que presentaron metafases con
cromosomas adecuadamente separados. Luego se
levanto 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.

Hibridizaciéon Fluorescente In Situ (FISH)

Para el FISH se siguio el protocolo reportado por Poggio
et al. (2000), en cada uno de sus pasos.

Para poder evidenciar la hibridizacion de la sonda en los
cromosomas se realizd la sobreposicion de las fotos
utilizando el programa GIMP 2.10 (www.gimp.org.es) que
es un software de libre circulacion.

3. Resultados y discusién

Identificacién de la regién 5S ADNr en los cromosomas
mediante FISH

Los resultados de la localizacion del marcaje mediante
FISH en las preparaciones cromosomicas de P. peruviana
con la sonda ADNr utilizada, permitieron ubicar el locus
55 ADNr en el complemento cromosémico de las 2
poblaciones de aguaymanto analizadas. Se analizaron un
total de 20 campos cromosémicos por poblacion,
detectandose 6 sefiales fluorescentes de color verde 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
muestran 4 sefiales. Las 6 sefiales se observan en 3 pares
de cromosomas diferentes, para ambas poblaciones; 4 de
ellas son facilmente visibles por su tamafio e intensidad de
brillo y 2 de ellas se ven mas pequefias y con un brillo de
menor intensidad. (Figura 1, a y b; Tabla 1). En cuanto a la
diferencia encontrada en tamafio e intensidad de brillo en
los cromosomas hibridados, podrfamos argumentar que
un mayor tamafio e intensidad de la sefial indicarian un
mayor nimero de copias del gen 55 ADNr en esos loci,
asi como una menor intensidad y menor tamafio de la
sefial se deberfa a un menor nimero de copias en ellos.
Esto ha sido observado en otras especies de la familia
(Aguilera et al., 2016; Moscone et al., 2007; Neves et al.,
2005), sin embargo, habria que ampliar las zonas de
estudio en la especie para corroborarlo.

El locus 5S se mapea en posicion intercalar, casi distal, en
los brazos cromosémicos de ambas poblaciones
estudiadas, aunque de momento no es posible precisar
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tamarfio y morfologia de los brazos. El locus 5S ADNr con
sus secuencias repetidas en tdndem 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; por otro lado,
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 o de otras familias, coinciden con
nuestras observaciones.

Tabla 1
NUmero de sefiales 5S y su porcentaje, observadas por campo
cromosémico de P. peruviana

Campos obser- Poblacién

vados con Celendin San Pablo
6 sefiales 16 (86,6%) 14 (80%)

4 sefiales 4 (13,4) 6 (20%)

Total 20 20

De manera general, esta caracteristica que muestran las
sefiales de ambas poblaciones tanto en brillo como en
tamafio sugiere un numero de copias ribosémicas similar
por locus para ambas poblaciones; esto también ha sido
evidenciado en otras especies de la familia (Aguilera et al.,
2016; Moscone et al., 2007; Neves et al., 2005).

Aguilera (2016) indica que en las Solanaceas suele
encontrarse un locus 5S simple por genoma haploide para
los taxa diploides y loci doble en taxa poliploides; sin
embargo, en otros géneros, como Passiflora todos los
diploides presentan 2 cromosomas marcados, los
tetraploides presentan 4 cromosomas marcados y los
hexaploides 6 cromosomas marcados, indicando asf que
el nimero de sitios guarda una clara relacion con el nivel
de ploidia (De Melo et al.,, 2003). En nuestro estudio, el
nuimero de sefiales identificadas en ambas poblaciones
refuerza la idea de que estarfamos ante una especie
poliploide (2n= 48; x=12) si bien es cierto que no
podriamos precisar si se trata de una tetraploide o una
hexaploide debido a que no se ha podido establecer aun
un cariotipo con ordenamiento de homdlogos de 4 o 6
cromosomas con las técnicas de citogenética clasica
(Rodriguez et al., 2006; Carbajal, 2018) a causa del tamafio
pequefio y la morfologia similar de los cromosomas. Sin
embargo, en nuestras observaciones habria que tener en
cuenta que siendo el nimero basico x=12, para afirmar la
presencia de hexaploidia deberfamos contar 72
cromosomas y no 48, que es el nimero que encontramos.
No hay reportes sobre estudios en identificacion del locus
5S ADNr en aguaymanto por lo que este estudio serfa el
primero. En el estudio, no se observaron diferencias en
cuanto a numero, tamafio de las sefiales, e intensidad del
brillo con la que se marca el locus, teniendo que es muy
semejante en ambas poblaciones: 4 sefiales grandes y 2
méas pequefias en cada complemento; estos resultados
refuerzan la idea de que las poblaciones de Celendin y
San Pablo no corresponderian ain a ecotipos
diferenciados, lo que va de acuerdo con lo mencionado
por Bonilla et 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
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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 seleccion masal (Bonilla et al., 2019).

4. Conclusiones

Se reporta por primera vez un estudio de identificacion
del locus 5S ADNr en los complementos cromosdmicos
de 2 poblaciones de aguaymanto procedentes del
departamento de Cajamarca, encontrandose 6 zonas
marcadas, 4 grandes y 2 pequefias, en 3 pares de
cromosomas para ambas poblaciones. Los resultados del
presente estudio pueden ser utilizados para investigar el
mapeamiento cromosémico de P. peruviana lo que, a su
vez, contribuira a la comprensiéon de la diversidad
genética de esta especie en nuestro territorio y establecer
relaciones de filogenia.
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