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ABSTRACT

The Chilean wild strawberry (Fragaria chiloensis L. Duch.) is a native species of Chile that was
domesticated before the arrival of the Spanish. This species is one of the progenitors of the
commercial strawberry (F. x ananassa), and is widely distributed throughout the country in
variable agroecological systems. Apparently, these diverse habitats have forced this species to
develop a high variability of morphological and agronomic traits. The objectives of this work were:
a) to determine the genetic diversity of a representative sample of the Chilean strawberry using
biochemical and molecular markers; b) to compare this information by random amplified
polymorphic DNA (RAPD) diversity within the same accessions; and ¢) to determine the feasibility
of using this information for a breeding improvement program. Eighty-three Chilean wild
accessions were analyzed by three isozyme systems, glucose phosphate isomerase (GPI), leucine
amino peptidase (LAP) and phosphoglucomutase (PGM), and sixty-one of them were analyzed by
amplified fragment length polymorphism (AFLP). The results indicated a low level of genetic
diversity, only a few accessions were polymorphic for LAP and GPI. The AFLP analysis also
detected a low level of polymorphism among the accessions evaluated. The results and their
implications for future genetic improvement of the species are discussed.
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RESUMEN

La frutilla chilena (Fragaria chiloensis L. Duch.) es una especie nativa de Chile que fue
domesticada antes de la llegada de los espafioles. Esta especie es uno de los progenitores de la
frutilla cultivada (F. x ananassa) y se encuentra distribuida en una amplia zona del pais,
colonizando diferentes sistemas agroecolégicos. Aparentemente, en estos diversos habitats se han
desarrollado diferentes ecotipos que presentan una gran diversidad de caracteristicas morfoldgicas
y agronomicas. Los objetivos del trabajo fueron: a) determinar la diversidad genética de una
muestra representativa de frutillas chilenas usando marcadores bioquimicos y moleculares; b)
comparar la informacion previamente generada por la amplificacién de ADN polimérfico al azar
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(RAPD) en las mismas accesiones; y c¢) determinar el posible uso de esta informacién en un
programa de mejoramiento de la especie. En este trabajo se analizaron 83 accesiones silvestres con
los sistemas enziméaticos fosfoglucosa isomerasa (GPI), leucina aminopeptidasa (LAP), y
fosfoglucomutasa (PGM) y 61 accesiones mediante la amplificacion de fragmentos polimérficos
(AFLP). Los resultados del estudio enzimatico indicaron una baja diversidad genética y sélo
algunos genotipos fueron polimoérficos para LAP y GPI. Los resultados de AFLP detectaron
también un bajo nivel de polimorfismo entre las accesiones analizadas. Se discuten estos resultados
y sus implicaciones sobre el mejoramiento genético de la especie.

Palabras clave: isoenzima, marcador AFLP, diversidad genética.

INTRODUCCION

La frutilla silvestre, Fragaria chiloensis L.
Duch., también llamada frutilla de la costa de
Chiloé, es una especie nativa de Chile, que se
encuentra distribuida desde el circulo artico en
el oeste de Norte América hasta el extremo mas
austral de Chile y Argentina (Bringhurst, 1990;
Hancock, 1990).

La frutilla chilena (Fragaria chiloensis) y F.
virginiana son los progenitores de la frutilla
comercial (F. x ananassa). Ambas especies son
predominantemente diocas, aunque existe algin
porcentaje variable de plantas hermafroditas
(Hanckock y Luby, 1993), lo cual contribuye a la
altaheterocigocidad dela frutillacultivada. Debido
a esta situacion, el proceso de consanguinidad
afecta negativamente a la planta, lo que se mani-
fiesta en larapida pérdida de vigor, rendimiento y
tamaifio del fruto (Morrow y Darrow, 1952).

Fragariachiloensisy F. virginiana son especies
octoploides (2n=8x=156), producto de antiguos
procesos de poliploidizaciony seleccidn, actual-
mente altamente diploidizadas (Bringhurst,
1990). Basados en estos antecedentes, se ha pro-
puesto recientemente una nuevaestructura geno-
mica para esta especie, 2A2A‘2B2B° (Bring-
hurst, 1990) en reemplazo de AAA’A’BBB’B’
propuesta anteriormente por Senanayake y
Bringhurst (1967).

Fragaria chiloensis y F. virginiana éstan dis-
tribuidas sélo en el hemisferio occidental, aunque

se postula que la primera especie octoploide se
origind en Asia Oriental, y desde alli se habria
diseminado hacia Norte América a través del
estrecho de Bering. Por otro lado, el origen de la
frutilla chilena es poco claro, aunque se presume
que fue introducida desde Norte América por
aves migratorias. En Chile la especie se ha dis-
tribuido en diversas zonas agroecoldgicas, desa-
rrollando adaptaciones especificas para esos
ambientes. Aparentemente, la F. chiloensis pre-
sente en Chile es mas adaptativa que la norte-
americana, ya que se encuentra colonizando un
mayor rango de situaciones agroclimaticas, en
comparacidn con latotalidad de la zona geogra-
fica ocupada por F. chiloensis y F. virginiana
en Norte América (Hancock ef al., 1999).

La frutilla chilena tiene una larga historia de
cultivo en nuestro pais. Ha sido utilizada por
mas de 1.000 afios por los aborigenes chilenos
mapuchesy picunches. Se estima que los picun-
ches fueron los primeros habitantes que domes-
ticaron esta especie en América, ya que antes de
la llegada de los espafioles era cultivada en el
centro y sur del pais (Hancock et al., 1999).
Durante la conquista, los espafioles se encargaron
de diseminar esta especie a varios paises de
Norte y Sudamérica, especialmente a Pert, Co-
lombia, Ecuador y posteriormente a Europa,
donde dio origen a la actual frutilla cultivada (F.
x ananassa). En 1766, Nicholas Duchesne
determiné que la frutilla cultivada era un hibrido
entre F. chiloensis y F. virginiana (Hancock et
al., 1999).
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Laamplia adaptacion de F. chiloensis chilenaa
una gran variedad de condiciones agroecolégicas
yclimaticas, y suaparente diferenciaciénala F.
chiloensis norteamericana, hacen suponer la
presencia de una gran diversidad genética, que
podria ser fuente de genes para los programas de
mejoramiento genético de laespecie o del hibrido
cultivado. Estahipotesis es apoyada fuertemente
porla gran diversidad morfoldgicay agron6mica
detectada en las diversas evaluaciones del ger-
moplasma colectado en Chile (Hancock, 1990,
Cameron ef al., 1993).

Laevaluacion del material de frutilla se ha rea-
lizado principalmente sobre caracteristicas hor-
ticolas, morfolégicasy fisioldgicas. Este tipo de
evaluaciones esta sujeto a una fuerte influencia
ambiental, por lo tanto, es necesario completar
estacaracterizacion con otro tipo de marcadores,
como son los bioquimicos y moleculares, que
puedan ayudar a complementar la informacion
genética presente en la especie.

En frutillas, el uso de las isoenzimas ha estado
dirigido principalmente a la identificacion de
cultivaresy ala caracterizacion de la diversidad
genética presente en la frutillanorteamericanay
europea (Bringhurst et al., 1981; Nehra et al.,
1991; Greco y Martelli, 1993; Bell y Simpson,
1994). El niimero de sistemas usados en este tipo
de trabajos ha sido bastante reducido, debido a
que algunos sistemas no presentan polimorfismo,
yotros presentan inconsistencia en los patrones
isoenzimaticos obtenidos (Belly Simpson, 1994).
Los sistemas mas usados han sido glucosa fosfato
isomerasa (GPI), leucina amino peptidasa (LAP)
y fosfo glucomutasa (PGM) (Arulsekar et al.,
1981; Bringhurst et al., 1981; Nehra et al.,
1991; Greco y Martelli, 1993; Bell y Simpson,
1994).

Actualmente, los marcadores moleculares pre-
sentan un mayor poder de resolucion que los
marcadores bioquimicos, por lo tanto, presentan
varias ventajas para identificar y caracterizar
individuos altamente emparentados (Vos et al.,
1995; Sharma et al., 1996; Hill et al., 1996).

Entre los marcadores moleculares disponibles
con mayor poder de resolucion y reproducibili-
dad, estan los fragmentos de amplificacion poli-
morficos (AFLP) que son de herencia dominante,
usan una minima cantidad de ADN y detectan un
gran numero de loci (50-100) por reaccion,
comparado con la amplificacién de ADN poli-
morfico alazar (RAPD). Latécnicacombina los
principios de los fragmentos de restriccion poli-
morficos (RFLP) y de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), donde primeramente se
digiere el ADN con enzimas de restriccién y
luego se generan los AFLPs por amplificacion
selectiva.

Los objetivos de estetrabajo fueron: a) determi-
nar ladiversidad genética de una muestra repre-
sentativa de frutillas chilenas usando isoenzimas
y AFLP; b) comparar la informacién generada
con RAPD;yc)determinarel posible usode esta
informacion en un programa de mejoramiento
genético de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Las accesiones de frutilla chilenasilvestre ana-
lizadas fueron colectadas entre las regiones VII
y XI porellnstituto de Investigaciones Agrope-
cuarias (INIA) (Cuadro 1). De este germoplasma
se han seleccionado algunos genotipos con carac-
teristicas agronémicas superiores para iniciar
un programa de mejoramiento.

Analisis isoenzimatico
Extraccion de Ia proteina total

La proteina total se obtuvo a partir de hojas api-
cales en crecimiento activo. Las hojas fueron
cosechadas, transportadas y almacenadas a 4 °C
por un maximo de tres dias antes de ser proce-
sadas. Un total de 83 accesiones y cinco indi-
viduos por accesion (Cuadro 1) fueron analiza-
dos, también se incluyeron accesiones de F. vir-
giniana (1) y F. x anannassa (2). Aproxima-
damente 0,5 g de cada muestra fue macerada en
un mortero con el tampén de extraccion (Tris-
citrato, pH 7,5; cisteina hidrocloridrica, 0,1%;
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Cuadro 1. Accesiones chilenas analizadas con isoenzimas y amplificacién de fragmentos polimérficos (AFLP)
Table 1. Chilean accessions analyzed by isozymes and amplified fragment length polymorphism (AFLP)

Accesion  Lugar Provincia Latitud Longitud Altitud
sur oeste m.s.n.m.
Fragaria chiloensis L. Duch
2COC9A * Laguna Larga Cap. Prat 47°28’ 72°55° 366
2COC3A * San Lorenzo Cap. Prat 47°33° 72°30° 366
2MAL2A  ** Mallin Grande Gral. Carrera 46°08’ 72°06° 351
2BALIB * 2 Balmaceda Aisén 45°52° 71°51° 530
2TAPIA * La Tapera Aisén 44°40° 71°58° s/i
2TAP3A * 2 La Tapera Aisén 44°40’ 71°45° s/i
2TAP4A * 2 La Tapera Aisén 44°38’ 71°39’ s/i
2PAL2A * 2 Rio El Salto Chiloé 43°30° 71°55° 183
2PAL3A * 2 Palena Chiloé 43°35’ 71°45° s/i
2FUT4A * 2 Futaleufu Chiloé 43°08’ 71°40° s/i
2CAMIA  *? Rio Camahueto Chiloé 42°50° 72°53° 2
2BRAIA * 2 Mar Brava Chiloé 41°50° 73°55° 2
2QUI2A * Quildaco Chiloé 41°51’ 72°43° s/i
2LTS1A * 2 Lago T. Los Santos Osorno 41°14° 72°45° 229
3PUY1A * 2 Paso Card. Samoré Osorno 40°44°81” 72°05°59” 1.060
3PUY3A *  Puyehue Osorno 40°41°07” 72°01°02” 1.050
3NIELA * 2 Niebla Valdivia 39°47°59” 73°23°24” 30
3FLO2A * 2 Tres Chiflones Valdivia 40°02°80” 73°10°49” 360
3MAILA * 2 Lago Maihue Valdivia 40°12°44” 72°08°29” s/i
3ICA4A * 2 Laguna Icalma Cautin 38°49°53” 71°23°40” 1.285
3ICASA * 2 Laguna Icalma Cautin 38°41°23” 71°20°10” 1.155
3MEL9A  *? Captren Cautin 38°38°34” 71°47°19” 1.210
3NAH2A  * Nahuelbuta Malleco 37°46°78” 72°49°23” 770
3FRITA * 2 Agua fria Malleco 37°46°02” 72°48°12” 775
3CAY5A  *?* Cayucupil Arauco 37°48°18” 73°09°34” 660
3TCH4A * Termas de Chillan Chillan 36°54°48” 71°25°41” 1.395
3LLE4A *  Los Lleuques Chillan 36°54°49” 71°29°58” 1.170
3VILIA * 2 Vilches Talca 35°34°13” 70°37°34” 535
3HUE1A  *® Huelén Talca 35°05°75” 72°03°55” 50
3TRIIA *  Playa Trinchera Talca 35°06°26” 72°11°50” 10
3RRITA * 2 Carrizal Talca 35°16°45” 72°14°20” 245
3RAHIA  * Rahue Cauquenes 35°45°45” 72°31°51” 120
3CURIA  *?* Curanipe Cauquenes 35°51°55” 72°37°00” 165
3BUCIA  * Buchupureo Nuble 36°05°24” 72°47°16” 225
3COB1A  ** Cobquecura Nuble 36°12°20” 72°47°42” 155
90SAU1A ** Rio Los Sauces Nuble 36°25° 71°08° s/i
3RECIA *  Recinto Nuble 36°50°09” 71°40°85” 800
3TCHSA * 2 Termas de Chillan Nuble 36°54°27” 71°24°54” 1.500
3RAMIA  **Ramadilla Arauco 37°20°21” 73°13°58” 240
3LAJ2A * 2 Laguna Laja Biobio 37°23°74” 71°24°52” 1.020
3APO1A * 2 Quilapo Arauco 37°24°47” 73°33°74” 180
3IDATA *  Caramavida Arauco 37°33°58” 73°21°20” 235
3TROIA * 2 Trongol Arauco 37°33°59” 73°21°17” 130
3CANIA  * 2 Cafiete Arauco 37°37°49” 73°25°02” 160

(Continda)



V.BECERRA V. eral. - DIVERSIDAD BIOQUIMICA Y MOLECULAR EN FRUTILLAS CHILENAS (Fragaria..... 417

Accesion Lugar Provincia Latitud Longitud Altitud
sur oeste m.s.n.m.
3SMANIA  *?®E] Manzano Malleco 37°47°45” 72°51°34” 560
3CONZA  * Contulmo Arauco 38°03°58” 73°14°23” 640
3LOL2A * Lolco Cautin 38°07°45” 71°24° 14> 750
30YOIA  * Troyo Cautin 38°09°50” 71°48°45” 760
3LONG6A * 2 Lonquimay Cautin 38°21°02” 71°16°44> 840
3GAL2A * 2 Galletué Cautin 38°35°33” 71°26°12” 1.140
3PIN2A * 2 Pino Hachado Cautin 38°38°55” 70°57°07” 1.620
3SAA2A * % Pto.Saavedra Cautin 38°46°48” 73°16°13” s/i
SNIMIA * 2 Nueva Imperial Cautin 38°45°81” 72°54°99” 90
SHANIA  ** Chanquin Valdivia 39°16°39” 73°11°38” 50
3NIGIA * % Nigue Valdivia 39°19°12” 73°11°53” 50
93PETIA  ** Petrohué Osorno 41°08° 72°16° s/i
2CPU2A *  Carelmapu Llanquihue 41°48°S 73°47°0 4
94BAUIA * Pelluhue Cauquenes 35°48°S 72°14°20” 245
2FUT6A * Futaleufu Chiloé 43°08°'S 71°48° O 366
IMARIA  ** Puerto M. Balmaceda Aisén 43°47'S 72°57°0 0
94CAY1A *?* Cayucupil Arauco
96 AMBIA ** Ambato Ecuador o1°o01’ s/t 2.500
97PURTA  *? Purén - s/i S/i s/i
92ILOIA  *?lloca Curicé 34°55°S 72°11°0 s/i
3BUC2A *  Buchupureo Nuble 36°05°25” 72°47°17” 226
SLLETA * 2 Los Lleuques Nuble 36°52°06” 71°35°87” 1.000
3LLI2A *  Llico Arauco 37°11°89” 73°33°85” 10
3NAH7A  * * Nahuelbuta Malleco 37°47°20” 72°59°59” 1.290
3ELIIA *2 Elicura Arauco 37°48°19” 73°09°34” 325
3NITIA * % Nitrito Cautin 38°07°54” 71°20°08” 805
3SIETA * 2 Sierra Nevada Cautin 38°26°93” 71°22°80” 1.050
3GUI2A * 2 Conguillio Cautin 38°38°85” 71°38°15” 1.120
SLLATA * 2 Llaima Cautin 38°41°24” 71°49°48” 1.200
3ICA7A * % Lago Icalma Cautin 38°43°22” 71°12°53” 1.120
3MEL5A  *? Conguillio Cautin 38°45°94” 71°37°93” 750
3BUDIA * 2 Lago Budi Cautin 38°48°17” 73°23°43” 80
3CUNIA * @ Cunco Cautin 38°51°06” 71°40°51” 410
3CORIA * 2 Corral Valdivia 39°56°21” 73°13°28” s/i
3FLOIA *  Tres Chiflones Valdivia 40°02°80” 73°10°49” 360
3ONOIA  ** Futrono Valdivia 40°09°59” 72°35°16” s/i
3RINTA * Riflinahue Valdivia 40°17°74” 72°10°86” 80
3PUYSA * % Puyehue Osorno 40°43°60” 71°56°66” 1.290
3HUITA * Chaihuin Valdivia 39°56°58” 73°34°23” 5
F. virginiana
LH4 *  Black Hills EE.UU. 43°30'N 103°20°E 1.380

F x ananassa
SELVA *  Cv. comercial
PAJARO *  Cv. comercial

s/t = sin informacién.
*Accesion analizada con isoenzimas. *Accesion analizada con AFLP.
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polietilenglicol y acido ascérbico (0,1%); polivi-
nilpolipirrolidona). Para evitar la denaturacion
de las proteinas, el proceso de extraccion se rea-
liz6 a baja temperatura, colocando el mortero
sobre hielo.

En cada muestra se coloc6 un papel filtro, para
absorber el extracto crudo de la proteina. El ex-~
tracto crudo restante fue filtrado y almacenado
a—20°Cen casode tener que repetir la evaluacion.

Preparacion del gel de almidon

Los geles de almiddn (10%) fueron preparados
el diaanterior ala electroforesis. Los tampones
usados fueron los siguientes: a) sistema discon-
tinuo tris-citrato 0,05 M, pH 8,3 y litio-borato
0,22 M, pH 8,3; b) el sistema continuo, tris-
citrato 0,18 M, pH 7,0; y c) histidina 0,065 M,
pH 6,5.

El volumen total del gel fue de 370 mL; se
vaciaron 80 mL del tampoén en un kitasato de
1.000 mL para mantener el almidén en suspen-
sién. Los 290 mL restantes se calentaron hasta
ebulliciény fueron agregados al kitasato, el cual
fue agitado vigorosamente. Una vez homogenei-
zada la mezcla se extrajo el aire mediante vacio
y la mezcla fue vaciada en la camara electro-
forética. El gel se dejé solidificar a temperatura
ambiente y se cubrié con plastico para evitar
deshidratacion (Arulsekar et al., 1981).

Electroforesis

A los geles se les realizé un corte transversal a
4 ¢cm del borde (origen de migracion), en el cual
se colocaron los filtros embebidos en el extracto
crudo de la proteina. En cada extremo del corte
se colocaron filtros con azul de bromofenol
como indicador.

El proceso de la electroforesis se realizd en
refrigerador a 4 °C con 150 V en un periodo
inicial de 1 horahasta la elucidn de las proteinas
en el gel. Posteriormente, se sacaron los filtros
y se continud con la electroforesis usando 300 V
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constante, hasta que el azul de bromofenol
alcanz6 10 cm de migracioén desde el origen.
Terminada la electroforesis los geles se laminaron
para ser sometidos a la tincidn histolégica. Los
geles tefiidos fueron fijados en 50% de glicerol
para su evaluacion.

Durante la evaluacion se midid la distancia de
migracion desde el origen (cm) de las bandas
nitidas y reproducibles.

Sistemas isoenzimaticos

Las 84 accesiones de Fragaria chiloensis L.
Duch. fueron evaluadas para los siguientes sis-
temas isoenzimaticos:

Aspartato amino tranferasa (AAT; EC.2.6.1.1);
diaforasa (DIAP; EC.1.6.4.3); esterasa (EST;
EC.3.1.1.1.1); 6-fosfo-glucodehidrogenasa
(6PGD; EC.1.1.1.44); fosfo-glucosa isomerasa
(GPI; EC.5.3.1.9); leucina aminopeptidasa
(LAP; EC.4.11.1); enzima malica (ME;
EC.1.1.1.40); malato dehidrogenasa (MDH,;
EC.1.1.1..37)y peroxidasa (PXR; EC.1.11.1.7),
estos sistemas enzimaticos fueron evaluados
con el sistema discontinuo tris-citrato-litio-
borato, pH 8,1. Fosfoglucomutasa (PGM;
EC.2.7.5.1) fue evaluadacon el sistema continuo
de tris-citrato, pH 7,0. Mientras que los sistemas
shikimato dehidrogenasa (SKDH; EC.1.1.1.25)
y fosfatasa acida (ACP; EC.3.1.3.2) fueron
evaluados bajo el tampon histidina, pH 6,5.

Analisis molecular (AFLP)

Parael analisis de AFLP, se aislo ADN de 61 acce-
siones de Fragaria chiloensis (Cuadro 1), usando
hojas jovenesy sanas, de acuerdo al protocolo des-
crito por Becerra y Gepts (1994), La metodologia
de AFLP se realizé mediante al protocolo de Vos
etal. (1995),adaptado para trabajo no radioactivo.
Se utilizaron seis combinaciones de partidores de
AFLP: EcoRI-AGC/Msel-CTG; EcoRI-ACA/
Msel-CAG; EcoRI-ACC/Msel-CAA; EcoRI-
ACC/Msel-CAT; EcoRI-ACT/Msel-CAC vy
EcoRI-AGG/Msel-CTT.
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Digestion de ADN genémico. La digestién de
ADN serealiz6 enun volumende reaccionde 25
uL con una concentracién de ADN de 250 ng),
5x de tampén de reaccidn; 1 unidad (u) de cada
enzima de restriccion (EcoRl y Msel) y agua
destilada. La reaccion fue mezclada e incubada
a37°C por 2 h.

Ligacion de los adaptadores. La reaccion de
ligacion de adaptadores se realizé conlos 25 pL
de ADN digerido, 24 uL de solucién de ligamiento
de adaptadores y 1 pL de ADN ligasa T4,
incubandose a 20 °C por 2 h.

Reaccion de Pre-amplificacion (ADN+1). Se
diluy6 la mezcla digerida con los adaptadores
ligados en una proporcionde 1:10 con el tampén
TE pH 8,0. Lareaccion de pre-amplificacion se
realizé con 5 L. (ADN 1:10),40 puL de partidores
de pre-amplificacion, 5x de tampon de PCR
para AFLPsy 1 ude Taqg ADN polimerasa. Esta
reaccion fue amplificada bajo las siguientes
condiciones: 20 ciclos de 94 °C por 30's, 56 °C
por 60 sy 72 °C por 60 s. El producto de la
amplificacion fue verificado en un gel de agarosa.
El ADN+1 amplificado se diluy6 en una pro-
porcién 1:50 en el tampon TE pH 8,0 (Vos et al.,
1995).

Amplificacion selectiva. Se prepararon dos
mezclas, la primera de ellas contuvo 0,5 pL del
partidor EcoRI (+3)y 4,5 puL del partidor Msel
(+3),loquedioun volumende 5 pL. L.asegunda
mezcla incluyd 1x tampén de PCR, 1 u de Tag
ADN polimerasay se completé un volumen de
10 pL conagua estéril. Ambas se mezclaron con
5 ul. de ADN+1 (diluido). Esta reaccién se am-
plificé bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo
de 94 °C por 30's, 65 °C por 30 sy 72 °C por 60
s,y 25 ciclosa 94 °C por30s, 56 °C por 60 sy
72 °C por 60 s. Al producto amplificado se le
agrego6 tampon de carga y desnaturalizé a 90 °C
por 3 min, manteniéndose las muestras en hielo
hasta cargar el gel (Vos et al., 1995).

Electroforesis. La separacion de los productos
amplificados se realizé en un gel de acrilamida

al 6% (Acrilamida, Urea, 10xTBE), temed y
persulfato de amonio 10%. El gel se dejo poli-
merizar 2 h y la electroforesis se realizd con el
tampén 1xXTBE a 1800 Vy 50 °C. La tincion del
gel se realizo con nitrato de platay se seco para
la evaluacidn y registro de las bandas mediante
el uso de un escaner (Vos et al., 1995).

Analisis de los datos

Los fenotipos isoenzimaticos fueron evaluados
por la distancia de migracién de las bandas
desde el origen.

Los/ociobservados en AFLPs fueron analizados
cualitativamente, por presencia o ausencia de
las bandas, mediante el programa de computacion
NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multi-
variate System), version 1.70 (Rohlf, 1992).La
matriz de similitud genética calculada fue utili-
zada parael analisis de agrupamiento, mediante
el uso del método “no balanceado de pares con
media aritmética” (UPGMA) (Rohlf, 1992).

RESULTADOS

Sistemas enzimaticos evaluados

Lossistemas DIAP, 6PGD, MDH, SKDH, AAT,
EST, ME y PER a pesar de diversos ensayos de
optimizacion, presentaron una zona de tincién
poco consistente por lo cual se eliminaron del
estudio. Porel contrario, los sistemas enzimaticos
GPI, LAP y PGM presentaron bandas nitidas y
consistentes. Por lo tanto, sdlo estos tres sistemas
fueron incluidos en la evaluacion de los clones
seleccionados.

La fosfoglucomutasa isomerasa (GPI) genero
dos patrones, con tres zonas de actividad. La
accesion LH4, F. virginiana presentd las cinco
plantas con tres bandas, la primera a 2,9 ¢cm
desde el origen, lasegundaa 3,5 cmy latercera
a5 cm. Elresto de las accesiones (F. chiloensis
y F. ananassa) presentaron la primera banda a
3,1 cm, lasegundaa3,5 cmy laterceraa 5 cm
desde el origen (Figura 1a).



420 AGRICULTURA TECNICA - VOL. 61 - N24 - 2001

Laleucina aminopeptidasa (LAP) también pre- En contraste, la fosfoglucomutasa (PGM) fue
sentd dos patrones con una banda Unica a 6,7 6 monomorficay presentd un patrdn con dos zonas
7,0 cm de migracion desde el origen (Figura 1b). de actividad. La primera se ubico a3 cmy la
La accesion 96AMB 1A presenté el primer pa- segunda una doblebandaa3,9y4,1 cmdesdeel
tron de la banda ubicadaa 6,7 cm, el resto de las origen (Figura 1c).
accesiones fueron monomorficas para el segundo
patrén.
cm
5.0 ~ A B
7,0— ——
4,0 o
6,0 -
3’0 i ]
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Figura 1. Zimogramas para a) fosfoglucosa isomerasa (GPI), b) leucina aminopeptidasa (LAP), y c) fosfoglucomutasa
(PGM).

Figure 1. Zymograms for a) phosphoglucomutase isomerase (GPI), b) leucine aminopeptidase (LAP), and ¢) phospho-
glucomutase (PGM).
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Niveles de polimorfismo detectado por AFLP

Las combinaciones de partidores de AFLP usados
eneste estudio detectaron untotal de 127 bandas,
de las cuales 71% fueron monomérficas y sélo
29% fueron polimdrficas (Cuadro 2).

Las combinaciones de partidores utilizados pre-
sentaron diferentes grados de eficienciaen la de-
teccion de polimorfismo. Es asi como la combi-
nacién EcoRI-ACC/Msel-CAT presentd la me-
nor eficiencia, ya que sélo detectd tres loci
polimoérficos (8%), en cambio, la combinacion
EcoRI-ACT/Msel-CAC fue la mas eficiente al
detectar el 46% del total de Joci polimérficos
(Cuadro2, Figura2). Las combinaciones EcoRI-
ACA/Msel-CAG, EcoRI-ACC/Msel-CAAy Eco
RI-AGG/Msel-CTT fueron menos eficientes que
las antes mencionadas, ya que cada una detecto
s6lo un 11% de Joci polimoérficos (Cuadro 2).

Analisis desimilitud genética mediante AFLP

Elanalisis genético de las seis combinaciones de
partidores de AFLP detect6 unrango de similitud
genética que vari6 entre un 45 y un 100% entre
las accesiones evaluadas (Datos no mostrados).

Estos datos agruparon a las 61 accesiones en
cuatro grupos (Figura 3). El primero de ellos in-

cluyoaS1accesiones (84%), con unnivel de si-
militud de 100% de acuerdo a los partidores eva-
luados; estas accesiones fueron colectadas en
una amplia distribucion geografica, desde la
provincia de Talca (VII Regién) hasta General
Carrera (XI Region). El segundo grupo esta
constituido por 6 genotipos (10%) con una simi-
litud de alrededor del 86%, distribuidas desde la
provinciade Malleco (IX Region) hasta Valdivia
(X Region). El tercer grupo formado s6lo por 2
genotipos (3%), con un nivel de similitud apro-
ximado de 83%, procedentes de Cautin (IX
Regién)y Chiloé (X Region). El cuarto grupo de
2 accesiones (3%) con una similitud del 78%,
procedentes de Cautin (IX Regidn) y Valdivia
(X Region).

En general, no se observd unatendenciaa agrupar
genotipos de una misma region geografica. Por
ejemplo, los ecotipos 2BRAIA y 3LONG6A
provenientes de las provincias de Chiloé, X
Region, y Cautin, IX Regidn, respectivamente,
al igual que las accesiones 3LLATA y 3NIEIA
provenientes de las provincias de Cautin, IX
Regidn, y Valdivia, de la X Region. Este efecto
se observa también con la accesion 96 AMB1A
proveniente de Ecuador, que se agrupd con las
50 accesiones de Fragaria chiloensis colectadas
en Chile que presentaron un nivel de similitud de
100%.

Cuadro 2. Namero de bandas y polimorfismo detectados por seis combinaciones de partidores de amplifica-
cion de fragmentos polimoérficos (AFLP) en 61 accesiones de Fragaria chiloensis L. Duch

Table2. Number of bands and polymorphism detected by six amplified fragment length polymorphism (AFLP)
primer combinations on 61 Fragaria chiloensis L. Duch

Combinaciénde partidores N° total N° bandas N° bandas Ne°
de bandas monomorficas  polimorficas patrones
EcoRI-AGC/Msel-CTG 23 18 5 6
EcoRI-ACA/Msel-CAG 16 12 4 5
EcoRI-ACC/Msel-CAA 27 23 4 4
EcoRI-ACC/Msel-CAT 15 12 3 5
EcoRI-ACT/Msel-CAC 27 10 17 25
EcoRI-AGG/Msel-CTT 19 15 4 6
127

90 37
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LADDER AFLP 300PB

3 LONG 6A
3 PIN 2A
3CAYS5A
2BRA 1A
2FUT4A
3 HAN 1A
3ICA 8A
3TRO1A

T B

Figura 2. Patrones de AFLP generados por la combinacién de partidores EcoRI-ACT/ Msel-CAC.
Figure 2. AFLP banding pattern for EcoRI-ACT/ Msel-CAC primer combination.
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Identidad genética (Coeficiente de Jaccard)

0,72 0,80 0,88 0,96 1,04
| | | - |

96AMBIA
RILOITA
SHUEIA
2MAR2A
2TAP3A
2MARIA
2PAL2A
2CAMIA
2RRITA
3CURIA
JONOIA
3CORIA
DPETIA
3NIGIA
3BUDIA
JICATA
3PAL3A
JCUNIA
3MEL9A
3GAL2A
3SIEIA
3COBIA
3NIT 14
3ELITA
3MELSA
94CAY 1A
97PURITA
JICA4A
3PUYSA
2TAP4A
I 3APOIA
3SAA2A
3RAMIA
3JTCHSA
3LLEIA
90SAUIA
2BALIB
3NIMIA
2LTSIA
JLAIZA
3CANETA
3PUYITA
3IMAIITA
3FRITA
3GUI2A
3FLO2A
3VILIA
3TROIA
3ICA8A
3HANITA
2FUT4A
3INAM7A
3RINTA
3FLOIA
3MANIA
3CAYSA
3PIN2A

.__________.I 2BRAIA

3LON6A
[ 3LLATA

L 3NIELIA

Figura 3. Relaciones genéticas entre genotipos de Fragaria chiloensis L. Duch. mediante seis combinaciones de par-
tidores de amplificacion de fragmentos polimdrficos (AFLP).

Figure 3. Genetic relationships among Fragaria chiloensis L. Duch. genotypes using six primers combinations of
amplified fragment lenght polymorphism (AFLP).
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DISCUSION

Los niveles de diversidad genética detectados en
las accesiones analizadas en este estudio mediante
isoenzimas y AFLP son bajos, considerando que
estos genotipos fueron seleccionados por diferen-
tes caracteristicas morfo-agrondmicas, y que ade-
més provienen de diferentes habitats y regiones
geograficas. Estabaja diversidad genética concuer-
dacon lo obtenido previamente en los mismos ge-
notipos mediante RAPD (Becerra ef al., 2001) y
conotro estudio de RAPD que incluy6 accesiones
de Fragaria chiloensis provenientes de América
del Norte y Sur (Porebski y Catling, 1993).

Elusode diferentes sistemas enzimaticos en fru-
tilla indicé que solo tres sistemas funcionaron
adecuadamente. Estos sistemas proporcionaron
resultados claros y consistentes a través.de todo
el estudio. Esta situacion concuerda con resul-

tados previos donde se utilizaron los sistemas:

GPI, PGM y LAP para describir o identificar
variedades por su nitidez y estabilidad (Bring-
hurstetral., 1981; Arulsekar et al., 1981; Nehra
et al., 1991; Greco y Martelli, 1993; Bell y
Simpson, 1994). Por otra parte, Bell y Simpson
(1994) mencionaron un buen nimero de otros
sistemas enzimaticos que no se pueden usar en
formaadecuada en la caracterizacion de germo-
plasma, ya que no se pueden detectar sus pro-
ductos o éstos son muy inestables.

La evaluacion de las isoenzimas se baso en las
observaciones de los alelos presentes en los ge-
notipos analizados. Los resultados obtenidos in-
dicaron una escasa variacion isoenzimatica con
los sistemas utilizados. Hasta ahora no existian
datos de variabilidad genética isoenzimatica de
F. chiloensis presente en Chile. La baja diver-
sidad genéticaobservadaen la frutilla chilena en
relacion a laobtenida en otros estudios de frutilla
comercial, puede deberse a que esta ultima es
altamente heterocigota (Hancock y Luby, 1993)
como producto del cruzamiento de F. chiloensis
y F. virginiana, por lo tanto, es factible esperar
unamayor diversidad genéticaanivel bioquimico
que enrelacion auno de los padres. Otra posible
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explicacion es que existauna bajadiversidad en-
zimatica per se en el material de frutilla chilena.
En este sentido se postula que el origen de la
frutilla chilena podria haber sido producto de la
migracionde las aves de Norte América (Hancock
etal., 1999), lo cual podria corresponder a s6lo
una proporcion de la diversidad genética de las
poblaciones norteamericanas en la frutilla chile-
na. Esto es apoyado por ocho patrones de bandas
obtenidos con GPI en F. chiloensis de Norte
América (Arulsekar et al., 1981), comparado
con un unico patron obtenido en este estudio.

Lamenor diversidad genética de la frutilla chile-
na, comparada con la norteamericana también
puede deberse a que esta Gltima tiene mayores
posibilidades de cruzarse con otras especies sil-
vestres presentes en algunos sectores de esa
zona, ya que en su distribucién geogréfica F.
virginianay F. chiloensis estan bastante cerca-
nas (Bringhurst y Ahman, 1963; Luby e al.,
1992). En este aspecto, es posible encontrar po-
blaciones hibridas de F. chiloensis y F. virgi-
niana desde las islas de Vancouver hasta Cali-
fornia, proceso que disminuye a medida que se
avanza hacia el sur, y donde la presencia de las
caracteristicas de F. chiloensis decrecen paulati-
namente (Staudt, 1989).

Un estudio en que se compard la diversidad
genética de una muestra de germoplasma de
frutillas de Norte Américay Sur América (Chile)
atravésde RAPDs, confirmé la mayor diversidad
genética del germoplasma norteamericano de
frutilla, en comparacién con el germoplasma
chileno, representado en sus coeficientes de simi-
litud de 65y 92%, respectivamente (Porebski y
Catling, 1993).

Unanalisis de RAPD con 60 partidores; realizado
en las 61 accesiones utilizadas en este estudio,
indico6 una diversidad genética baja. E1 90% de
las accesiones estudiadas tuvo un nivel de simi-
litud promedio de 90%. En este estudio tampoco
se observd una agrupacion directa entre las ac-
cesiones y su lugar de colecta o zona agroeco-
légica (Becerra et al., 2001). Estos datos mole-
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culares contrastan con los obtenidos por Hinrich-
sen er al. (1999). quienes detectaron un valor
promedio de similitud genética cercano a 50%,
utilizando 16 partidores informativos, ademas
de una cierta correlacion entre marcadores y la
distribucidn geografica.

Losbajosniveles de diversidad genética detecta-
dos por los tres sistemas enzimaticos (GPI;
PGMyLAP), RAPDy AFLP, contrastan con la
grandiversidad de caracteristicas morfologicas
del mismo germoplasma, en forma, tamafio, y
colorde lahoja; largo de los peciolos; densidad
de tricomas; tamaifio de los pétalos; grosor y
longitud de los estolones; caracteristicas del fru-
to, como forma (desde redondos hasta cénicos),
color (desde rojos a blancos) y peso (superior a
4 g). También el grado de sabor y aroma, tole-
rancia a insectos y enfermedades, producto de
suadaptacion a una gran cantidad de ambientes
(Hancock, 1990; Cameron et al., 1993; Domin-
guez, 1995). Unadiversidad morfologicay agro-
némica similar fue detectada en un estudio rea-
lizado en poblaciones diploides de F. vesca
(Hankock y Bringhurst, 1978) y octoploides de
F.chiloensisy F. virginiana (Hankock y Bring-
hurst, 1979) colectadas en California.

Para maximizar el progreso genético de un pro-
grama de mejoramiento genético de frutilla, en
el corto y largo plazo, es importante contar con
una poblacién de cruzamiento inicial que posea
una amplia base genética, para lo cual es indis-
pensable usar padres con caracteristicas adecua-
das(morfologicas, agronémicasy moleculares),
provenientes de diversos origenes. De esta mane-
rase puedereducir laconsanguinidad y la pérdida
de genes favorables por deriva genética (Sjulin
y Dale, 1987).

Eneste sentido ha sido documentada la estrecha
base genética de los cultivares comerciales de
frutilla norteamericanos. Por ejemplo, s6lo un
escaso numero de clones (Sjuliny Dale, 1987)y
citoplasmas diferentes (Dale y Sjulin, 1990,
Harrinson et al., 1997) han participado en la
producciénde los 134 cultivares norteamericanos

durante los altimos 30 afios. Por otra parte, los
20 cultivares mas importantes de Norte América
provienen de 38 clones fundadores, de los cuales
so6lo siete son responsables por aproximadamente
el 50% de la contribucién genética (Galleta y
Maas, 1990).

Para evitar el problema mencionado anterior-
mente, un programa de mejoramiento genético
de frutilla debe considerar la mantencion de una
diversidad genética alta. Este objetivo podria lo-
grarse usando algunas de las siguientes estrate-
gias: a) desarrollo de frutillas sintéticas octoploi-
des; b) seleccidn e incorporacion de clones de las
coleccionesde F. chiloensis; ¢) seleccion e incor-
poracion de F. virginiana (Dale et al., 1993); d)
aumentar el nimero de padres por generacion,
conunsistemade control parental en las hibrida-
ciones; ) introduccion de material parcialmente
o no relacionado con F. x ananassa; y f) intro-
ducir germoplasma no mejorado mediante el uso
de especies silvestre (Sjulin y Dale, 1987). El
material evaluado en este trabajo cumple con
varias caracteristicas deseadas, por lo que podria
servir de base para iniciar este programa.

Los métodos utilizados para lograr los objetivos
del mejoramiento pueden ser varios dependiendo
del factor limitante (caracter cualitativo o cuanti-
tativo) que se desea mejorar: Porejemplo, retro-
cruzas (Dale et al., 1993), reconstitucion de F.
xananassa usando F. chiloensisy F. virginiana
(Dale et al., 1993; Hancock et al., 1993), y uso
de seleccidn recurrente (Hancock et al., 1993).

Lareconstitucién de la especie tiene algunas li-
mitaciones: a) un efecto maternal de F. virgi-
niana, el que inactiva los genes que controlan el
desarrollo de los 6rganos masculinos de F. chi-
loensis, efecto que dura ain después de cuatro
retrocruzas, y b) el usode clonesde F. chiloensis
de fruto grande (Staudt, 1997) para no perder el
tamafio del fruto. Frente aeste problema se reco-
mienda seleccionar clones con caracteristicas
horticolas adecuadas de ambos padres e incorpo-
rar estas caracteristicas directamente en los
stocks genéticos de F. x ananassa(Staudt, 1997).
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Debido a que muchas de las caracteristicas a
mejorar en frutilla son controladas cuantitativa-
mente (Bringhurst, 1990), el uso de un método
de seleccion recurrente podriaayudara incremen-
tar la frecuenciade alelos favorables introducidos
desde las especies silvestres (Hancock ef al.,
1999). Este sistema es mas lento y requiere un
mayor numero de generaciones de seleccidn,
comparado con el de retrocruzas, pero puede
proveer un continuo mejoramiento de las carac-
teristicas deseadas por muchas generaciones
(Sjulin y Dale, 1987).

El incremento del nimero de padres por gene-
racionreduce la tasa de consanguinidad y mini-
miza la pérdida de diversidad por la deriva ge-
nética. La diversidad genética se puede aumentar
incorporando materiales escasamente empa-
rentados, por ejemplo, de otras zonas o regiones
y/o mediante la introduccion de material silvestre,
incluyendo material diploide y tetraploide. Algu-
nos de los clones utilizados hasta ahora en los
programas de mejoramiento son: Ambato (F.
chiloensis de Ecuador), Reedsport y 2nd Pacific
Northwest (F. chiloensis norteamericano), y
cuatro clones de F. virginiana glauca (Alaska
292, PI 36979, un clon de Utah y otro de
Oregon). Todos estos clones, con excepcion de
Alaska 292, han sido usados en programas de
retrocruzas, usando el material cultivado como
padre recurrente, por lo tanto, la contribucion
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del material silvestre al cultivado ha sido muy
reducida (Sjulin y Dale, 1987).

A pesar del éxito de la transferencia de genes de
material silvestre en cruzas recurrentes, por
ejemplo tolerancia a frio e insensibilidad al
fotoperiodo desde F. virginiana, el uso de F.
chiloensis podria ser mas extensivo, pero usando
material diverso de otras regiones geograficas
(Crock et al., 1982).

CONCLUSIONES

El nimero de bandas generadas en AFLP en la
amplificacion +3 de los partidores seleccionados
generaron un numero de /oci considerado bajo
ya que una de las mayores ventajas de esta téc-
nica es el gran nimero de /oci por combinacion
de partidores. Probablemente el disefio de parti-
dores+2 contribuiria aaumentar la deteccion de
un mayor namero de loci en Fragariachiloensis.

Al comparar la similitud genética maxima de
80%, detectada por 60 partidores de RAPD (352
bandas)y la generada por seis combinaciones de
partidores de AFLP de 78% (127 bandas), se
corroboré la baja diversidad genética de los
genotipos analizados. Se verificd ademas, la
mayor efectividad de la técnica de AFLP com-
parada con los RAPD.
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