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RESUMEN

El cultivo del arandano (Vaccinium corymbosum L.) en Chile ha crecido notablemente en
los ultimos afios, lo que ha llevado al pais a ser el mayor exportador de arandano el
hemisferio sur. Muchas de las variedades cultivadas fueron introducidas en la década del
80, habiéndose reportado mutaciones espontaneas en diversos genotipos y habiendo muy
pocos 0 ningun estudio sobre este fendmeno. En este trabajo se presenta la
caracterizacion de mutaciones espontaneas en algunos de los cultivares de arandano mas
comunmente cultivados en Chile. Para este prop6sito, primeramente, se usoé un conjunto
de 12 marcadores de microsatélites (SSR) para analizar la diversidad genética de plantas
de arédndano propagadas en huertos y viveros de Chile. De esos 12 marcadores
inicialmente ensayados, tres (CA-344, CA-421 y NA-1040) resultaron adecuados para el
presente estudio debido a su alta capacidad de diferenciacion de variedades con un alto
contenido de informacion polimérfica (promedio de 0,878) y los valores de
heterocigosidad observada y esperada promedio de (Ho y He) de 0,890 y 0,886
respectivamente, evaluada sobre un total de 143 variedades y lineas de arandano. Con
estos tres marcadores SSR se identificaron 14 genotipos que presentaron algun tipo de
variacion en sus patrones alélicos, es decir cerca de 10% de frecuencia, lo que se
considera muy alta. Solo se identificaron cambios de un alelo, que correspondieron ya sea
a pérdida o ganancia de un alelo o bien un cambio de su tamafio. EI marcador CA-421
presentd la mayor frecuencia de mutaciones, correspondientes a los 12 genotipos (87%)
del total. Este trabajo corresponde al primer reporte de variaciones alélicas en los
patrones genéticos de SSR de cultivares de arandano. Estos cambios del genoma pueden
0 no ir acompafnados de cambios de una 0 mas caracteristicas agro-morfoldgicas, tales
como rendimiento, calidad de la fruta, época de cosecha, arquitectura de la planta, etc.
Considerando estos resultados, en etapas posteriores, se deberia caracterizar con precision
las mutaciones de cada locus SSR, secuenciando los fragmentos amplificados de tamafio
variable para confirmar las mutaciones detectadas.

Palabras clave: arandanos, microsatélites, SSR, alelos, mutaciones, Vaccinium
corymbosum L.



ABSTRACT

The cultivation of blueberry (Vaccinium corymbosum L.) in Chile has grown
considerably in recent years, making the country the largest exporter of blueberries in the
southern hemisphere. Many of the cultivated varieties were introduced in the 1980s, and
spontaneous mutations have been reported in several genotypes and there have been little
or no studies on this phenomenon. In this thesis we present the characterization of
spontaneous mutations in some of the most cultivated blueberry cultivars in Chile. For
this purpose, first, a set of 12 microsatellite markers (SSR) was used to analyses the
genetic diversity of blueberry plants propagated in orchards and nurseries in Chile. Of
these 12 markers initially tested, three (CA-344, CA-421 and NA-1040) were suitable for
the present study due to their high varietal differentiation capacity with a high
polymorphic information content (average of 0.878) and average observed and expected
heterozygosity values (Ho and He) of 0.890 and 0.886 respectively, evaluated on a total
of 143 blueberry varieties and lines. With these three SSR markers, 14 genotypes were
identified that showed some variation in their allelic patterns, about 10% frequency,
which is considered very high. Only one allele change was identified, which
corresponded to either loss or gain of an allele or a change in allele size. The CA-421
marker had the highest frequency of mutations, corresponding to 12 genotypes (87%) of
the total. This work corresponds to the first report of allelic variations in the SSR genetic
patterns of blueberry cultivars. These genome changes may or may not be accompanied
by changes in one or more agro-morphological traits, such as yield, fruit quality, harvest
time, plant architecture, etc. Considering these results, in subsequent steps, the mutations
of each SSR locus should be accurately characterized by sequencing the amplified
fragments of variable size to confirm the detected mutations.

Keywords: blueberries, microsatellites, SSR, alleles, mutations, Vaccinium corymbosum
L.



INTRODUCCION

El ardndano pertenece al género Vaccinium de la familia Ericaceae, subfamilia
Vaccinioideae, que posee 36 secciones y alcanza 450 especies (Rubio et al., 2018), entre
las cuales pueden encontrarse especies diploides, tetraploides y hexaploides (Mufioz,
1980). Vaccinium corymbosum L., es una especie de arandano que presenta baja altura,
con frutos esféricos de coloracion variada, desde azul claro hasta azul negro, con un
calibre entre 0,7 y 1,5 cm, rico en vitamina C y con bajo contenido de calorias, alto grado
de fibra, nutrientes y propriedades antioxidantes que son atributos que la identifican
como una fruta saludable (Hortifrut, 2019; Ormazébal et al., 2020).

La rapida expansion del cultivo estd asociada a una alta demanda de los consumidores y
el desarrollo de programas de mejoramiento genético y la consecuente obtencion de
nuevos cultivares, adaptado a un amplio rango de necesidades de horas frio para romper
el receso invernal, permitiendo su cultivo en casi todo el mundo, incluyendo paises de los
cinco continentes, tanto en climas templados como en climas tropicales (Rubio et al.,
2018).

En Chile el cultivo fue introducido en la década de 1980 (Hinrichsen et al., 2009) y desde
esa época ha mostrado un importante aumento en la superficie plantada, llegando a
ocupar en la actualidad alrededor de 19.000 ha con una produccion que bordea las
100.000 toneladas anuales (INIA, 2017; Fedefruta, 2018; Ormazabal et al., 2020).
Asimismo, su consumo y tendencia de altos precios de comercializacion a nivel mundial
ha crecido alrededor del 14% en los Gltimos afios (Hortifrut, 2019).

Actualmente, Chile es el principal exportador de arandanos del Hemisferio Sur
(Ormazébal et al., 2020), debido a una buena adaptacion del cultivo a las variadas y
excelentes condiciones agrocliméticas, favoreciendo su crecimiento y obteniendo los
mayores rendimientos junto con una excelente calidad de la fruta (INIA, 2017).

Uno de los factores que influyeron en la rapida expansion del cultivo, fue el hecho que la
mayor parte de los cultivares introducidos a Chile desde el inicio del cultivo en los afios
80, fueron introducidos a partir de material propagado mediante cultivo de tejidos in vitro
(micropropagado). Esto determind que, mayoritariamente, las plantas introducidas al pais
estuvieran libres de las plagas y enfermedades presentes en su lugar de origen.
Adicionalmente, con el tiempo, las plantas se comenzaron a propagar en Chile y un
numero significativo de viveros comenzo a utilizar la micropropagacién como la forma
habitual de propagacion de esta especie. Muchas de los cultivares plantado en Chile
tienen 30 o més afios de uso y como ya se ha sefialado, han sido mayoritariamente
provenientes de micropropagacion.

En los Gltimos afios, se ha observado un aumento significativo de la presencia de plantas
fuera de tipo, lo que se manifiesta en diversos aspectos tanto de la morfologia como de la
fisiologia de las plantas. Estos cambios han sido atribuidos a la expresién de mutaciones



espontaneas, ocurridas durante el proceso de propagacion de las plantas (Hinrichsen,
2016).

El término mutacién fue introducido por el botanico holandés Hugo de Vries en 1901,
definiéndolo como “variaciones hereditarias discontinuas que provocan cambios amplios
en los seres vivos y que no son facilmente reconocibles” (Oliveira et al., 2014). Las
mutaciones pueden ser inducidas o espontaneas (Lamo et al., 2017). Las mutaciones que
surgen espontdneamente son muy raras y aleatorias en cuanto al momento en que se
producen y al gen que afectan (Lamo et al., 2017). Pero las mutaciones estan en la base
de la evolucion de los seres vivos y si bien son bienvenidas en el ambito del
mejoramiento genético, porque aumentan la variabilidad dentro de una especie, en el
ambito de la propagacion de plantas, son indeseables (Jimenez, 2011).

Por otra parte, ocasionalmente, algunos cultivares pueden presentar fenotipos mutados
que afectan una porcion de la planta, a veces extendiéndose a ramas enteras, que
adquieren caracteristicas diferentes (Nayar et al., 1997). Cuando estas ramas (brotes o
sports) se propagan vegetativamente mediante técnicas clonales y el nuevo fenotipo se
mantiene, pueden dar lugar a un nuevo cultivar, a menudo exhibiendo sélo un caracter
fenotipico diferente de la planta que la origino (Penna y Jain, 2017).

Se han reportado mutaciones espontaneas en diversas especies de plantas cultivadas,
incluyendo cultivos anuales, frutales y ornamentales, tales como cebada, trigo, berenjena,
sandia, papa, haba, col, almendro, banano, vid, naranjo, pifia, nogal, arveja, mango,
pomelo, peral, mandarino y papayo (Singh et al., 2011; Mba, 2013 ; Lamo et al., 2017).

Las principales caracteristicas asociadas en las mutaciones espontaneas identificadas en
citricos por ejemplo, estan relacionados con el vigor, la época de cosecha, la coloracion
interna y externa del fruto, el nimero de semillas, el contenido de azlcar y contenido de
acidos organicos de la pulpa (Oliveira et al., 2014).

En la gran mayoria de los casos las mutaciones son indeseables, afectando la uniformidad
y caracteristicas con valor agronémico y econdémico (Oliveira et al., 2014). Por ejemplo,
en el platano (Musa spp.) se describen mutaciones no deseables ya que ocurren
frecuentemente durante la propagacion clonal en la cual interesa mantener la estabilidad
del material (Singh et al., 2011; Mba, 2013 ; Lamo et al., 2017).

En las plantas micropropagadas, la aparicion de mutantes es un fendbmeno de comun
ocurrencia, originadas por lo que se ha dado en llamar variacién somaclonal (Bairu et al.,
2011). Por lo tanto, el origen de la variacion en cultivo in vitro tiene las causas genéticas
y no genéticas (Zhenghua y Ahuja, 1993). Asi, los factores mas relevantes que influyen
en las variaciones somaclonales en cultivo in vitro son por ejemplo las “heridas” de los
tallos, la esterilizacion de explantes, el desequilibrio de los componentes de los medios
como las fuentes de las fitohormonas utilizadas, la fuente de azucar, la iluminacion y la
humedad (Bidabadi y Jain, 2020).



Sin embargo, a nivel molecular, el fendbmeno de variacion somaclonal ocurre por
diferentes causas como metilacion del ADN, mutaciones puntuales, alteracion por
ejemplo del nimero de copias de segmentos de ADN, rearreglos y recombinaciones
cromosomicas y ocurrencia de elementos transponibles (Jeleni¢ et al., 2001).

Por otro lado, en las plantas micropropagadas manifiestan otro tipo de cambios
heredables en la expresion y funcion génica que no pueden ser explicados por cambios en
la secuencia de ADN Ilamados por variaciones epigenéticas (Richards, 2006). Todavia,
las variaciones epigenéticas podrian estar asociadas fundamentalmente por el ambiente
donde un mismo genotipo puede comportarse con distintos fenotipos alternativos lo que
podria estar influenciado por los factores como: modificacion de histonas (acetilacion y
metilacion), metilacién de citosinas, y micro y pequefios ARNs de interferencia (Masuelli
y Marfil, 2011).

La informacion sobre estudios de mutaciones en arandanos es escasa. Las mutaciones se
pueden detectar con analisis moleculares (Martinez et al., 2007). Estas herramientas
moleculares se han usado para la caracterizacion genética de arandano. Por ejemplo, se
ha usado la amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD) y marcadores de
microsatélites (SSRs) para la confeccion de un mapa genético de Vaccinium darrowi; el
estudio de similitud geneética de cultivares de Vaccinium ashei; caracterizacion de
cultivares de Vaccinium corymbosum, Vaccinium ashei y Vaccinium darrowi (Boches et
al., 2005; Martinez et al., 2007; Sanchez-Chiang & Jimenez, 2009; Hinrichsen et al.,
2009 ; Hinrichsen, 2016).

Otro estudio recurrié a marcadores RAPD para caracterizar un genotipo fuera de tipo
observado en O’Neal, el cual presentd un patrén de bandas claramente diferente al de las
muestras de referencia (Martinez et al., 2007). Al respecto, aun no existen estudios de
mutaciones espontaneas en arandanos utilizando marcadores moleculares de tipo
microsatélites o0 SSRs. En Chile, se ha descrito la existencia de variantes fenotipicas
(planta fuera de tipo) en campo y en viveros, teniendo resultados preliminares que
indican la existencia de variaciones alélicas en marcadores de tipo SSR (Hinrichsen y
Castro, resultados no publicados). La aparicion de variantes aberrantes se presenta en
clones multiplicados en viveros y huertos, pudiendo manifestarse como pérdidas en la
uniformidad de la cosecha, alteracién del namero de flores, cambio del color y tamafio de
frutos, entre otros, afectando asi el desempefio de toda la cadena productiva del arandano.
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HIPOTESIS

Se sabe que los métodos de propagacion vegetativa, efectuada tanto in vitro como por
métodos tradicionales, pueden incrementar la tasa normal de mutaciones presentes en una
determinada especie. En ardndano (Vaccinium corymbosum L.), un frutal
mayoritariamente micropropagado, esto se puede documentar con el uso de marcadores
microsatélites (SSR) estudiando los cultivares mas comunes y de mas larga data presentes
en Chile.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la ocurrencia de mutaciones espontaneas en genotipos de arandano (Vaccinium
corymbosum L.) mas comunmente propagados en Chile a traves de marcadores
moleculares microsatélites (SSR).

Objetivos Especificos
1. Determinar los patrones genéticos de cultivares de arandanos presentes en Chile
basados en marcadores SSR;

2. Detectar variantes alélicas (mutaciones) de los patrones genéticos de cultivares de
arandanos;

3. Analizar la diversidad genética intra-varietal y determinar la frecuencia de las
mutaciones de los genotipos en estudio.
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MATERIALES Y METODOS
Fuente de material vegetal (bioldgico)

Se utilizaron hojas y brotes jovenes de 143 genotipos de arandano cosechados en 20
viveros (Anexo 1) de la region central y sur de Chile. Posteriormente, estas muestras
fueron transportadas en condiciones de refrigeracion al Laboratorio de Biotecnologia del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) — La Platina, donde se almacenaron a -
70°C. Luego fueron procesados para extraer y purificar su ADN.

Extraccion de ADN de hojas arandano

Para la extraccion de ADN se utilizo el protocolo descrito por Lodhi et al. (1994),
adaptado por Hinrichsen et al. (2009). Se utiliz6 0,1 g de tejido foliar (de hojas o brotes)
aproximadamente. La molienda se hizo un en mortero con nitrogeno liquido, de la
siguiente manera: se puso el tejido vegetal, se agregd nitrogeno liquido y se molid
rapidamente con un pistilo, donde se adicioné 700uL de tampdn de extraccion y se
homogenizo por tres minutos. Seguidamente, se incubd a 60°C por 25 minutos y se
enfrié a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 600uL de una mezcla de
cloroformo-alcohol isoamilico y se mezclé suavemente por inversion. Se centrifugo a
8000 rpm por 15 minutos. A continuacion, se transfirié el sobrenadante a otro tubo,
midiendo el volumen (450 pL), luego se adicioné % volumen de NaCl 5 M (225uL).
Posteriormente, se adicionaron dos volumenes de etanol puro (900uL), se mezclo y se
dejo en reposo por 30 minutos 0 mas tiempo a 4°C o a temperatura ambiente. Despueés se
centrifugd a 6000 rpm por seis minutos y se descartd el sobrenadante. Se agrego etanol
76% (500uL), se centrifugd a 6000 rpm por cinco minutos y se descarto el sobrenadante.
Finalmente, se secO el pellet a temperatura ambiente o en placa caliente. El precipitado
después de secado se resuspendio en 100ul de solucion de RNAsa (0,1mg/uL en agua
destilada estéril) y se incub6 a 37°C por 15 minutos a bafio maria. EI ADN se guardo a
4°C cuando se utilizé en plazo breve o a - 20°C para almacenamiento a largo plazo.

Amplificacion de microsatélites por PCR

La mezcla de reaccion (16pl) contenia 3 pl de ADN, 1,2 pl de tampon PCR 10X, 0,36uL
de MgCl, 50 mM, 0,6pl solucion de dNTPs 10 mM (2,5 mM cada uno), 5 pmoles/pL
(mix) de cada partidor (directo e inverso), 0,5U de ADN polimerasa Taq y 5,9uL de agua
destilada estéril. En el presente estudio fueron seleccionados 12 marcadores (Cuadro 2)
basados en los estudios de Boches et al. (2005). La reaccion de amplificacion se realiz
en termocicladores con el siguiente ciclo térmico (Cuadro 1):
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Cuadro 1: Ciclo térmico en la reaccion de PCR

Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Desnaturalizacion 94 30 segundos

Alineacion 56 30 segundos 35
Extension 72 30 segundos

Extension final 72 5 minutos

Cuadro 2: Marcadores seleccionados para el estudio

1 CA-344 TTACCAAAACGCCTCTCCAC GTTTCTTCCTTACGCCCCTGAAAT 60 164
2 CA-421 TCAAATTCAAAGCTCAAAATCAA GTTTAAGGATGATCCCGAAGCTCT 60 201
3 CA-794 CGGTTGTCCCACTTCATCTT GTTTGAAITI'GGCTTCGGATTC 60 227
4 CAB855 CGCGTGAAAAACGACCTAAT GTTTACTCGATCCCTCCACCTG 64 253
5 NA1040 GCAACTCCCAGACTTTCTCC GTTTAGTCAGCAGGGTGCACAA 60 194
6 NA41 TTCCTTTAGTCGCGTCATCA GTTTAAGGTCGCTACGAGACTCCA 62 203
7 NA741 GCCGTCGCCTAGTTGTTG GTTTGATTTTGGGGGTTAAGTTTGC 58 248
8 VCC1-I2 AGGCGTTTTTGAGGCTAACA TAAAAGTTCGGCTCGTTTGC 62 220
9 VCC1-J5 CCCCAACGGTCTTGATCTTA GTTTCCTCTCTCTCCAACCCCAGT 54 275
10 VCC1-K4 CCTCCACCCCACTTTCATTA GCACACAGGTCCAGTTTTTG 62 234
11 VCC-H9 TCCGAGCCATTTAGTGTCAA GTTTACAAAAACCAAAAGCCATGC 62 211
12 VCC-J9 GCGAAGAACTTCCGTCAAAA GTGAGGGCACAAAGCTCTC 62 173

Fuente: (Boches et al., 2005 ; Hinrichsen et al., 2009)
Electroforesis en gel de poliacrilamida

Dos vidrios de 35x45cm se utilizaron para preparar el gel que se lavaron con agua
corriente y etanol, cubriendo uno con 600 puL de Repel-silano ES y el otro enjuagandolo
con una mezcla de 1 ml de etanol, 5pL de &cido acético al 10% y 5uL de Silano A-174.
Después de tratados y secos los vidrios, se enfrentaron cara a cara con un sistema de
separadores y apretadores fijados a los lados, ademas se colocé bien ajustada una peineta
de dientes de tiburdn invertida. A continuacion, en un vaso se prepar6 mezclando el gel
de poliacrilamida con los siguientes reactivos: 65 ml de solucion de acrilamida-urea al
6%, 180uL de APS al 10% y 95 uL de TEMED para polimerizar. Rapidamente, se
efectud el llenado con una jeringa y se dejo polimerizar a temperatura ambiente durante
30-60 minutos. A continuacion, se tomaron los vidrios polimerizados y se montaron en
una camara de electroforesis vertical, donde se retird el peine y luego se coloco el buffer
TBE 0,5X en los soportes y se corrio la electroforesis durante 2 horas con una potencia
de 90 W, 50 mA, con una temperatura constante de 50°C. Antes de cargar las muestras, el
gel fue precalentado a 50°C durante 5 minutos aproximadamente. El producto de PCR se
desnaturalizé agregandole un volumen de tampon de carga (formamida 95%, xilen-cianol
1 mg/mly EDTA 10mM pH 8,0), calentandola durante 10 minutos a 95°C y se colocé de
inmediato en hielo. Luego se cargaron 2,5 pL de cada muestra en cada pocillo.
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Tincidn con nitrato de plata y revelacion

Con la corrida de electroforesis finalizada, los fragmentos de ADN amplificados y
separados se tifieron con nitrato de plata siguiendo los procedimientos publicados por
Hinrichsen et al. (2009). Para ello, el vidrio que lleva adherido el gel de poliacrilamida se
incubo en 2 litros de &cido nitrico diluido durante 10 minutos. A continuacion, se lavo
con agua destilada por 1 minuto y en seguida el vidrio se incub6 durante 20 minutos en 2
litros de solucién de nitrato de plata 1 g/l que contenia 3 ml de formaldehido; luego se
reveld con 1 litro de solucion de carbonato de sodio (36 g/l con un cristal de tiosulfato de
sodio y 600uL de formaldehido). Se agité levemente y el revelado se prolong6 con
movimientos suaves durante 3 minutos, agregandolo luego en una solucién de &cido
acético durante 5 minutos, reemplazandola finalmente por agua destilada. Los tiempos de
incubacion se ajustaron hasta que las bandas de ADN se contrastaron con relacion al
fondo y se obtuvieron resultados reproducibles.

Posteriormente, los fragmentos tefiidos en gel de poliacrilamida se visualizaron utilizando
un transiluminador. El tamafio de los alelos de microsatélites se determind con apoyo de
muestras patrones de ADN de tamafio conocido en la base de datos existente en el
laboratorio de biotecnologia de INIA-La Platina. Por otra parte, cuando la diferencia en el
tamano de los alelos entre un marcador y otro fue de méas de 50 pb, se realizaron cargas
multiples de hasta tres marcadores en una misma electroforesis en forma secuencial, cada
30 minutos aproximadamente cada una. Finalmente, los geles se escanearon recurriendo a
un scanner EPSON V370P para posteriormente realizar la lectura y el andlisis
correspondiente.

Analisis Estadistico de los datos
Anotacidén de alelos de microsatélites (SSR)

Los analisis de microsatélites provenientes de geles de poliacrilamida se analizaron
visualmente y se elabord una matriz de presencia/ausencia (planilla Excel). Los patrones
obtenidos fueron utilizados para determinar los distintos genotipos y se calculd la
frecuencia alélica y genotipica. Se evaluaron los siguientes parametros genéticos:

Heterocigosidad esperada (He) calculada de acuerdo con (Meirmans et al., 2018) para
individuos tetraploides, pues la estimacion He es como una estimacion de la diversidad
genética no como se fuese la heterocigocidad per se:

e=1—Zpik

Donde: He = Heterocigosidad esperada, pi = frecuencia del alelo i para el locus estudiado
y k = numero de la ploidia que tiene el individuo en estudio.

Heterocigosidad observada (Ho) se calculé segun (Hardy, 2016) es decir para para
estimar la Ho es necesario definir en base al genotipo la frecuencia de gametos
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heterocigotos que podrian producirse en base al individuo; en otra palabras se propone
utilizar la “heterocigosidad gamética” lo que se calculd con la siguiente formula:

Individuas heterocigotos

Ho =
numero total de individuos analizados

Para alelos efectivos se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula:
[Ae= 1/(1-He)]
Donde: Ac = alelos efectivos, He = Heterocigosidad esperada
indice de Contenido Polimdérfico (PIC por su siglas en inglés) que determina cuan

informativo en términos de polimorfismo es un marcador en la poblaciéon segun a las
frecuencias de los alelos (Cadima et al., 2013), se calculd a partir de la siguiente formula:

| PIC=1-3pi2-£32pi2. Spf? |

Donde: pi = frecuencia del alelo i para el locus estudiado pj = frecuencia del alelo (i+1)

Distancias genéticas y arboles fenéticos

Los célculos de similitud genética entre cada par de datos se realizardn con los
coeficientes de similitud de Jaccard (Johns et al., 1997), definidos de la siguiente manera:

Jij=al(athb+c)y

Dij=2a/ (2a+ b + c), donde

iy j = genotipos

a = bandas presentes en ambos genotipos iy j
b = bandas presentes s6lo en el genotipo i

¢ = bandas presentes sélo en el genotipo j

El coeficiente de Jaccard representa el cociente entre las bandas compartidas en ambos
genotipos y el nimero de bandas totales registradas. Las matrices de distancias genéticas
obtenidas se utilizaran para la construccion de arboles fenéticos (dendograma de
similitud) usando los algoritmos de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetical Averages). Los arboles de tipo UPGMA se construiran con la
ayuda del programa R (Paradis y Ahumada, 2003).
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RESULTADOS

Una etapa previa a este trabajo considerd analizar un total de 143 variedades y lineas no
identificadas de arandanos obtenidos de 20 viveros o huertos distribuidos a lo largo de
Chile (Anexo 1). Los resultados de ese trabajo previo se presentan brevemente para
contextualizar de mejor manera el trabajo desarrollado en esta tesis. En un comienzo
fueron evaluados 12 marcadores microsatélites, sobre una coleccion mas reducida de
genotipos (Hinrichsen et al., 2009). De esos 12 marcadores, tres resultaron adecuados
para el presente estudio debido a su alta capacidad de diferenciacion de variedades. Estos
tres SSRs son los que se usan rutinariamente para fingerprinting varietal, servicio que se
realiza en el laboratorio de biotecnologia de INIA La Platina. Estos tres marcadores
(Cuadro 3) presentan una capacidad de discriminacién entre variedades tal que excede los
requerimientos para poder diferenciar los cultivares presentes en Chile y lineas de
mejoramiento genético analizados hasta la fecha en este Centro de Investigacion.

Cuadro 3: Genotipos estudiados y patrén para cada uno de los tres marcadores SSR
consideradas en el presente estudio

1  Abundance 156-159-162 170-186-192-222 190-192-216

2 Alapaha 150-153-156-159-162 168-170-178-182-192 180-194-196-208-220
3 Aliceblue 153-162 168-172-174-182-188-192 180-196

4 Apolo 147-159-162-165 166-174-180-186 182-190-192

5 Aurora 156-159-168 170-180-182 190-192-256

6 Beckyblue 153-156-162 168-172-188-190-212 180-184-190-206-220
7 Bella 153-156 170-182-190-192 182-192-200-216

8 Berkeley 156-159-162-165 186-190-192-198 186-192-208-216

9 Biloxi 147-153-159-168 170-182-192-224 192-216

10 Bliss 147-156-159-162 166-168-222 184-192-196

11 Blue Crisp 147-156-162 186-192-198-224 186-192-206

12 Bluebelle 147-162 170-182-186-188-190 184-194-208-214-240
13 Bluechip 153-156-162 166-182-190-192 184-192-200-210

14 Bluecrop 153-156-162-168 166-170-182-198 184-192-210-216

15 Bluecrop B1P1 153-156-162-168 170-182-198 184-192-210-216

16 Bluehaven 153-156-162-165 180-182-190-198 188-190-192-216

17 Bluejay 162-165-174 186-192-198 184-196-208-216

18 Blueray 153-156 166-170-180-198 184-188-216-256

19 Bluetta 156-162-165 166-180-184-222 184-186-192

20 Bobolink 147-156-162 172-186-192-222 186-188-218-228

21 Bonita 153-156-165 166-168-172-188-190-198 180-184-190-204

22 Brigitta 153-156-165-168 166-170-180-198 188-190-192

23 Brigitta 153-156-165-168 166-170-180-200 188-190-192-256

24 Brigitta 153-156-165-168 166-170-180-198 188-190-192-256

25 BrigittaLD2  153-156-165-168 166-170-180-194 188-190-192-256

26 Brigthwell 153-156-159-162 170-180-(190)-192 180-196-208-220

27 Brigthwell 156-159 170-180-182-190-192 180-196-208-220

28 Camellia 147-156-165-168 166-186-192 182-192

29 Cape fear 156-159-162 166-170-182-198 182-190-192-210
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Cuadro 3: Genotipos estudiados y patron para cada uno de los tres marcadores SSR

consideradas en el presente estudio gContinuacic’)ng

30 Centurion  147-150-153-159-162  168-170-174-178-182 180-194-220-240-252

31 Choice 147-156-162 182-190-192-198-202 180-182-204-208-216
32 Climax 162-165 168-170-180-190-198 184-204-220-240
33 Clockwork  156-162 166-170-182-206 182-184-192

34 Collins 153-156-165 166-190-192-210 188-192-200-208
35 Corona 147-159-162 168-186-192-198 182-188-192-216
36 Corona 147-159-162 168-186-192 182-188-192-216
37 Coville 153-156-165-168 166-182-190-198 184-192-216-256
38 Darrow 156-162 176-190-192-198 190-192-196
39 Daybreak 147-153-162 182-190-224 190-192-224-232
40 Draper 153-156-165 166-186-198-206 184-188-196
41 Draper 153-156-165 166-186-198-208 184-188-196
42 Draper ND 166-186-198-202 ND
43 Duke 156-162-165 166-186 184-186-188-192
44 Duke 156-162 166-186-198 184-186-188-192
45 Duke 156-162-165 166-182-186-198 184-186-188-192
46 Earliblue 156-162-165 166-192-198-222 184-188-192
47 Elliot 153-156-159-162 182-190 188-192-256
48 Elliot 153-156-159-(162) 182-190-192 188-192-256
49 Emerald 153-156-159-168 170-186 182-184-192-210
50 Farthing 147-156-159-168 162-186-192-198 182-188-192

51 Farthing 147-156-159-168 162-186-192-200 182-188-192

52 Georgiagem 156-159-162 170-192-198 182-184-188-210
53 Herbert 153-156-159-165 166-182-186-190 184-192-216
54 Jersey 156-162-168 176-182-186-198 192-196-216

55 Jewel 147-159-165 168-172-186-222 182-192

56 Julia 156-159-168 182-192-198 192-200-216

57 Julieta 147-156-165 186-190-192-198 192-210

58 Julieta 147-156-165 186-190-192-? 192-210

59 Keppsake 147-162-165 166-198-224 210-216

60 Kestrel 156-165-168 190-192-198 188-206-216-228
61 Last Call 156-159-162 170-182-190 188-192-216
62 Legacy 156-159-162-168 168-182-190-192 182-190-196-210
63 Liberty 153-156-159-165 170-182-198 188-190-192
64 Magnifica  156-159-168 190-192-196-198 190-192-216
65 Marimba 153-156-162 186-198-222 186-192-206-216
66 Meadowlark 147-156-168 180-182-186-198 182-200-216

67 Millenia 153-156-168 170-186 184-200-210-216
68 Misty 153-156-162-165 186-196-198-222 186-208-216-234
69 Nelson 153-156-162 180-182-190-198 184-186-192-216
70 O’ Neal 156-159-162 166-198-222 188-190-192-228

ND= no determinado
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Cuadro 3: Genotipos estudiados y patron para cada uno de los tres marcadores SSR
consideradas en el

71
72
73
74
75
76
7
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

Marimba
Meadowlark
Millenia
Misty
Nelson

O’ Neal
Ochclocone
Osorno
Ozarkblue
Palmetto
Patriot
Powerblue
Premier
Presto
Primadonna
Primoblue
Raven
Reveille
Rocio
Rocio
Santa Fe
Sapphire
Scintilla
Sensation
Sierra
Sierra
Snowchaser
Southland
Southmoon
Spartan
Springhigh
Star

Stella
Sunrise
Suzieblue
Temptation
Tiff Blue
Toro
Ventura
Vernon
Victoria
Windsor
Woodard

153-156-162
147-156-168
153-156-168
153-156-162-165
153-156-162
156-159-162
147-153-156-165
156-162-165-168
159-162-168
159-162-165
156-162

147-156
147-156-162
147-153-159-162
159-162
147-153-156-159
147-156-159-168
156-168

159-168

159-168
153-156-159-168
147-162
153-159-168
156-159
156-162-165
156-162-165
147-153-159-165
147-153-156
156-159-168
156-162-168
153-156-168
153-156-159-162
159-162-165
156-159-162
153-159-165
147-156-159-165
147-153-156-165
156-159-162-168
156-159-168
147-150-159-162
153-162-168
147-156-159
147-162

resente estudio (Continuacion

186-198-222
180-182-186-198
170-186
186-196-198-222
180-182-190-198
166-198-222
170-180-182-188-192
182-186-190-206
166-170-182-192
166-180-192-220
166-182-192-198
180-182-190-192-212
168-184-188-198-212
166-198-222
166-172-198-204
166-168-186-198
196-198-222
184-192-198-222
168-192-198-224
168-192-198-214
170-172-186-192
186-190-192-224
162-186-198

180-182
166-170-190-194
166-170-190

166-198
174-182-186-188-192-198
186-192

166-180-198
182-186-192
166-190-196-198
168-186-218-224
178-180-184-192
166-190-192-210
172-186-206-224
182-190-192-198-216
166-186-198
186-190-192-198
168-174-184-186-192-198
180-186-224
192-198-222
168-174-182-186-192-198

186-192-206-216
182-200-216
184-200-210-216
186-208-216-234
184-186-192-216
188-190-192-228
180-182-196-208-220
184-190
192-210-216-256
182-192-216
184-190-192
180-196-208
180-182-194-208-220
190-206-210-228
192-206-228
182-184-192-196
190-208-216-228
184-192-206-228
188-190-192-194
188-190-192-194
188-192-206-216
190-192-208-216
192-228-234
186-188-192
184-188-192-256
184-188-192-256
206-210-216-228
180-184-196-240
182-192-216-236
184-192-216
182-190-192-234
186-190-228-256
192-216
188-192-202
182-184-190-228
188-192-196
180-182-196-208-214
184-192-216
188-190-192
180-190-198-208-220-232
182-210-216
188-190-192-228
180-204-216
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Cuadro 3: Genotipos estudiados y patron para cada uno de los tres marcadores SSR

consideradas en el presente estudio gContinuacic’)n)

114 Zilla 156-159-162 166-190-192-198 188-210-228-256
115 05-65-VC1 156 166-186-198-206 184-190-192-196
116 05-66-CC1 147-156-159-162 166-186-198 186-190-208
117 05-7-VC1 162-165-168 166-186-198 182-190-192-214
118 05-7-VC2 156-162-165 166-186-198 182-192-216
119 62-3 159-162-168 172-190-192 192-206

120 748 159-162-168 190-192-196-198-204 192-228

121 751 156-159 166-172-186-222 182-184-192-216
122 752 147-156-159 182-198-224 192-216-234
123 753 153-159-162 166-168-198-220 186-192-228
124 754 159-162-168 190-192-196-198-204 192-206-228
125 755 147-153-156-159 170-182-222 182-188-192-228
126 759 156-159-162 186-192-198-222 190-192-216-228
127 CV 8-10 147-159-168 170-184-192-198 184-192-228
128 CVv 8-11 153-156-162 170-186-198-210 182-188

129 CV 8-16 162-168 170-190-198 192-212

130 CV 8-22 156-159-162-168 166-170-182-186 182-192-226
131 CV 8-35 153-156-162-165 166-180-182 182-206-212-216
132 CV 8-45 147-153-159-162 166-182-186-192 188-192-216-228
133 NN 147-153-156-162 170-186-198-224 182-192-212-228
134 NN1 147-153-156 170-186-198 182-184-190-192
135 NN1D 147-156 186-222 184-192-228
136 NN2 147-159-162 166-170-186-224 192-206-212-228
137 NN3nn7 153-156-159-168 170-172-204-224 182-192-228
138 NN4 nn6 147-159-162 166-192-198 188-192-216
139 NN5 147-153-156-168 186-198 184-188-190-192
140 NN5D 156-159-162-165 166-170-190 182-210

141 NN6 147-156-168 172-224 192-206

142 NN7 156-159-168 168-170-224 188-192-228
143 NN8 153-159-162 166-170-186-198 192-212-228
144 NN-8 147-159-165 166-182-186-192 182-184-192-214
145 NN9 147-156 186-198 184-188-192
146 NN10 153-156-168 186-190-192-198 188-196-210
147 NN-M3 2007 147-153-159-162 170-174-178-182-186-188 180-184-196-220-240
148 NN M16 2007 153-156-162-168 166-170-182-198-202 184-192-210-216
149 NNCM 2008 153-156-162 182-190-198 186-192-210-216
150 NNCM 2008? 153-156-162 182-190-194-198 186-192-210-216
151 NN-43D 147-156-165-168 170-180-192-222 182-192-210-216
152 NN-65D 153-156 166-186-198 182-188-192
153 NN-70D 147-156-168 166-170-192-198 184-190-192-210
154 NNVS9 156-159-162 168-178-182-186 180-194-216
155 NN SR1 147-156-165 166-190-192-222 186-192-228
156 VCDC-001 153-162-168 166-170-186-192 182-190-192-216
157 VCCB-002 156-162-165 166-170-190-192 182-210
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En el cuadro 4 se presentan los parametros genéticos evaluados para estos tres
marcadores aplicados sobre los 143 genotipos. Se determind la cantidad absoluta de
alelos por marcador que fue de 9 para CA-344, 31 para CA-421 y 30 para NA-1030, lo
que va en directa relacién a la capacidad discriminante de estos marcadores. De modo
equivalente, los alelos efectivos determinados fueron de 6,29; 11,11 y 10,87 para los
marcadores CA-344, CA-421 y NA-1030, respectivamente. El rango de tamafio de los
alelos de cada marcador fue 147-168 para CA-344, 166-220 en el caso de CA-421y 180-
256 para NA-1040, siendo este tltimo el rango mas amplio de tamafios alélico.

Los valores de heterocigosidad promedio (Ho y He) fueron similares: 0,890 y 0,886,
respectivamente. La heterocigosidad observada, por su parte, en orden creciente, fue de 0,
849 para CA-344; 0,898 para NA-1040 y 0, 924 en el caso de CA-421. Por otro lado, la
heterocigosidad esperada fue de 0,841 para CA-344, 0,908 para el caso de NA-1040 y
0,910 para el marcador CA-421. El contenido de informacion polimérfica, por otra parte,
fue mas bien parejo entre estos marcadores, con un rango de entre 0,822 y 0,906, y con
un promedio de 0,878.

Cuadro 4: Estadigrafos para los tres marcadores SSR aplicados a las variedades de

arandanos consideradas en el Eresente estudio

CA-344 9 6,29 147-168 0,849 0,841 0,822
CA-421 31 1111 166-220 0,924 0.910 0,906
NA-1040 30 10,87 180-256 0,898 0.908 0,905
Promedio - 0,890 0,886 0,878

A= alelos absolutos por marcador; Ae = alelos efectivos; RTA= Rango del tamafio de alelo; Ho =
heterocigosidad observada; He= heterocigosidad esperada; PIC = contenido de informacion polimérfica.

Sobre un total de 143 genotipos analizados se encontraron 14 que presentaron algun tipo
de variacion en sus patrones alélicos (Cuadro 5), es decir, que no correspondieron
exactamente al patron de la variedad o linea determinada previamente para este genotipo.
En general se identificaron solo cambios de un alelo, ya sea que se perdio (o gand) un
alelo (extra), o bien que se verificé un cambio de tamarfio. Por ejemplo, en la figura 1 se
muestran los patrones de bandas para nueve variedades analizadas con los tres
marcadores microsatélites: CA-344, CA-421 y NA-1040. De estas muestras, las que se
cargaron en los carriles 1, 4 y 9 fueron identificadas como “Duke”; sin embargo, el
segundo alelo de la muestra 4 para el marcador NA-1040 vari6 de 188 a 190, es decir, el
amplicén creci6 en * 2 pb. La presencia de bandas (alelos) diferentes comparado con la
muestra de referencia es un indicio de una presumible mutacion en la muestra de “Duke”
estudiada. Otro ejemplo se puede observar en la figura 2, donde fue analizado un total de
14 genotipos. De ellos, las muestras de los carriles 2 y 7, correspondientes a “Brigitta”,
presentaron una variacion en el marcador CA-421, cambiando el alelo de 198 (muestra 2)
a 200 pb (muestra 7), sin cambiar el resto del patron de alelos de estés y los otros
marcadores, lo que constituye una mutacion caracteristica de las secuencias simples
repetidas (SSR).
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Cuadro 5: Genotipos con mutacion confirmada mediante tres marcadores SSR

Bluecrop 153-156-162-168  166-170-182-198 184-192-210-216 153-156-162-168 Nulo-170-182-198 184-192-210-216
Bonita 156-159-162 180-186-192-198 188-200-216-228 156-159-162 170-180-186-192-198 188-200-216-228
Brigitta 153-156-165-168  166-170-180-198 188-190-192-256 153-156-165-168 166-170-180-198 188-190-192-Nulo
Brigitta 153-156-165-168  166-170-180-198 188-190-192-256 153-156-165-168 166-170-180-200 188-190-192-256
Brigitta 153-156-165-168  166-170-180-198 188-190-192-256 153-156-165-168 166-170-180-194 188-190-192-256

Brigthwell 156-159 170-180-182-190-192 180-196-208-220 153-156-159-162 170-180-Nulo -192 180-196-208-220
Corona 147-159-162 168-186-192-198 182-188-192-216 147-159-162 168-186-192-Nulo 182-188-192-216
Draper 153-156-165 166-186-198-208 184-188-196 ND 166-186-198-202 ND
Draper 153-156-165 166-186-198-208 184-188-196 153-156-165 166-186-198-206 184-188-196

Duke 156-162-165 166-186-198 184-186-188-192 156-162-Nulo 166-186-198 184-186-188-192
Duke 156-162-165 166-186-198 184-186-188-192 156-162-165 166-186-Nulo 184-186-188-192
Duke 156-162-165 166-186-198 184-186-188-192 156-162-165 166-182-186-198 184-186-188-192
Eliot 153-156-159-162  182-190 188-192-256 153-156-159-(162) 182-190-192 188-192-256

Farthing 147-156-159-168  162-186-192-200 182-188-192 147-156-159-168 162-186-192-198 182-188-192
Julieta 147-156-165 186-190-192-198 192-210 147-156-165 186-190-192-Nulo 192-210
Legacy 156-159-162-168  170-182-190-192 182-190-196-210 156-159-162-168 168-182-190-192 182-190-196-210

NN CM 2008  153-156-162 182-190-198 186-192-210-216 153-156-162 182-190-194-198 186-192-210-216
Rocio 159-168 168-192-198-224 188-190-192-194 159-168 168-192-198-214 188-190-192-194
Sierra 156-162-165 166-170-190 184-188-192-256  156-162-165 166-170-190-194 184-188-192-256

Se indican con rojo los alelos que habrian cambiado de tamafio molecular, y con "Nulo™

el patrén con la posible mutacion identificada y ND, no determinado.

1 2

CA-34

3 45

6 7 89

12 3 45

CA-421

_ﬁvy:&

6 7 89 1

cuando una banda se pierde en

NA-1040

3 4 5

6 7 8 9

Figura 1: Electroforesis en gel de poliacrilamida para nueve muestras de Vaccinium corymbosum L. Los carriles
corresponden a 1= referencia de cv. Duke, 2= Draper, 3=Draper, 4= “Duke”, 5= Legacy, 6=Legacy, 7=0sorno,
8=Corona y 9=Duke. Flecha roja en el marcador NA-1040 indica la presencia de un alelo de una muestra de “Duke”
que cambia 190 pb a 188 (comparar carriles 1, 4 y 9).
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Figura 2: Electroforesis en gel de poliacrilamida con los tres marcadores usando 14 muestras de Vaccinium
corymbosum L. Los carriles corresponden a los siguientes cultivares: 1= Ozarkblue, 2= “Brigitta”, 3=Ozarkblue, 4=
O’Neal, 5= Elliot, 6= Ozarkblue, 7=Brigitta, 8=Duke, 9=Legacy, 10=Legacy, 11=Duke, 12=Duke, 13=Biloxi y
14=Legacy. Las flechas rojas destacan los cambios en el cv. Brigitta (carriles 2 y 7), que cambia de su tamafio estandar
(198 ph, A) a un tamafio mayor (200 pb, B).

El dendrograma obtenido de la matriz de disimilitud de los datos de marcadores SSR para
las 143 variedades por el método de agrupamiento UPGMA (Figura 3), revelo que hay un
grupo principal de 130 variedades y lineas, la que se separd claramente de otro grupo
menor, integrado por 13 genotipos.

A su vez, este grupo menor se dividié en dos sub-grupos, uno de cinco genotipos menos
distantes del conjunto principal (integrado por los cvs. Premier, Powerblue, Woodard y
Aliceblue) y otro de ocho genotipos mas distintas, que incluye los cvs. Tiffblue,
Ochclocone, Choice, Southland, Centurion, Alapha y Vernon, mas el genotipo NN-M3.

Varios de estos genotipos tienen un fondo genético complejo, compuesto de varias de
especies de Vaccinium, tales como: V. corymbosum, V. angustifolium, V. darrowi y V.
ashei. Asi, cerca de 75% de las actuales variedades, genotipos y lineas de ardndanos
proviene de cruces de V. corymbosum y V. angustifolium, por ejemplo, las variedades:
“Bluecrop”, “Jersey”, “Weymouth”, “Blueray” y “Berkeley” (Mainland et al., 2016).

Otros ejemplos son Legacy que es 25% V. darrowi y 2 % V. angustifolium; y Sierra’,
con 20 % V. darrowi, 15% V. ashei, 13% V. constablei y 2 % V. angustifolium en su
genoma (Hancock et al. 2008). En general, el pedigri de las variedades de arandanos es
bastante complejo (Brevis et al., 2008), pudiendo tener un fondo de northern highbush
blueberry (NHB) o southern highbush blueberry (SHB), lo que explica la formacion de
diferentes agrupaciones entre los cultivares de Vaccinium estudiados (Hancock, 2006).
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Figura 3: Dendrograma generado por el anélisis de conglomerados de UPGMA a partir de la matriz de similitud
obtenida por la distancia euclidea de los polimorfismos de SSRs para los 143 genotipos analizados. Los puntos rosa
corresponden a variantes con supuesta mutacion detectados por los marcadores SSR.
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DISCUSION

Los estudios sobre deteccion y andlisis de mutaciones espontaneas en arandanos
(Vaccinium corymbosum L.); son escasos. Como se ha presentado, de los 12 marcadores
SSR probados inicialmente para evaluar la diversidad genética de la especie (Cuadro 2),
se eligieron tres (CA-344, CA-421 y NA-1040) porque presentaban una alta capacidad de
discriminacion entre genotipos, lo que ha permitido la correcta diferenciacion e
identificacion de las variedades y lineas estudiados en INIA La-Platina hasta la fecha.
Esto ha permitido construir una base de datos que asigna una combinacién de alelos
particulares para cada uno de los 143 genotipos considerados. De esta manera, los otros
nueve marcadores no fueron considerados en este andlisis. Los resultados de los 143
genotipos de arandanos evaluados (Cuadro 3) se compararon con una de las bases de
datos méas completa que existen para la especie, disponible en el repositorio genético de
USDA-ARS de Corvallis, Oregon, EE.UU (Hinrichsen et al., 2009), mostrando plena
coincidencia.

Con los tres marcadores SSR se amplificd un total de 1581 amplicones de los 143
genotipos evaluados (anexo 3), de los cuales 485, 559 y 537 amplicones fueron
identificados sumando todos los genotipos, con los tres marcadores SSR. Estos
amplicones corresponden a 9 alelos de CA-344, 31 de CA-421 y 30 de NA-1040, con un
rango de tamafio general de 147-256 bp (Cuadro 4). Resultados similares fueron
observados en los estudios desarrollados por Boches et al. (2005). EI valor de PIC
promedio (0,878) fue equivalente al presentado en los estudios previos que habian
considerado un namero bastante menor de genotipos (Hinrichsen et al., 2009). Por otra
parte, se confirmd la capacidad discriminante de los tres marcadores usados para
fingerprinting, CA-344, CA-421 y NA-1040, pues incluso usando solo dos de ellos es
posible diferenciar los 143 variedades y lineas analizados.

Los valores de heterocigosidad promedio observada (Ho) y esperada (He) obtenidos en
este estudio fueron 0,890 y 0,886 respectivamente. Por lo tanto, son ligeramente mas
altos que los reportados en los estudios de fingerprinting en cultivares de arandanos
realizados por Hinrichsen et al. (2009). Estés altos valores de heterocigosidad revelan
altos niveles de diversidad en ardndano, lo que se puede explicarse por ser una especie
tetraploide, aunque también a la hibridacién histdrica e iterativa entre diferentes especies
del género (Mufioz, 1980 ; INIA, 2017; Rubio et al., 2018). Por otro lado, los elevados
valores de He indican la capacidad de cada marcador para diferenciar dos o mas
cultivares elegidos al azar (Narvéez et al., 2001).

Respecto de las variaciones alélicas intra-varietales, foco principal del presente estudio,
estas fueron identificadas en 14 genotipos (Figura 3), es decir, un 9,8% de los genotipos
estudiados, que presentaron patrones de bandas diferentes a sus respectivas variedades de
referencia. Estas variaciones se pueden clasificar en dos tipos, por una parte, hay alelos
gue cambian de tamafo, que corresponden a ocho (57,14% del total observado); desde
una perspectiva analitica, estos cambios son los mas simples de identificar.
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El otro tipo de modificacion es cuando una banda ha desaparecido del patron alélico, lo
que fue observado en seis cultivares (42,9%) y que puede corresponder a dos situaciones:
por una parte, puede tratarse de un alelo nulo (Cuadro 5), es decir un sitio de union del
partidor (0 ambos) en una crométida que ha mutado, y, por lo tanto, no hay amplificacién
posible y no se obtiene un amplicon.

El otro caso hipotético es que haya una mutacion como el primer caso, pero el tamafio del
alelo coincide con otro de los alelos del patron, por lo que “desaparece” una banda (en
efecto, una de ellas es doble, lo que en PCR puede no ser apreciable a simple vista y
requeriria un ensayo cuantitativo). Ejemplo de estos cambios de los patrones alélicos se
muestran en la (Figura 1) para los SSRs CA-344, CA-421 y NA-1040. Destaca entre
estos SSR CA-421, donde se identific la mayor parte de las variaciones intra-varietales
(mutaciones), donde incluso en un caso (cv. Bonita) aparecié un alelo supernumerario, es
decir un quinto alelo, lo que podria corresponder a un artefacto de la técnica (por
ejemplo, una banda que aparece como un fragmento amplificado, pero que en efecto
puede ser producto del “tartamudeo” o stuttering que presentan con mas frecuencia
algunos loci de SSR).

Otra posible explicacion para estos alelos supernumerarios es una “quimera” histologica,
como lo que ha sido descrito en otras especies lefiosas de propagacion vegetativa, como
la vid, donde coexisten capas celulares del tipo L1 y L2, aportando cada una alelos
diferentes por ser portadoras de mutaciones independientes (Martinez-Zapater et al.,
2014) lo que hace aparecer un namero de alelos superior al que corresponde de acuerdo a
la ploidia de la especie en estudio (en caso de V. corymbosum L., méas de cuatro alelos en
un tetraploide).

Los cambios se verificaron como la pérdida o delecion, o bien insercion o sustitucion de
una o mas repeticiones de unidades del microsatélite donde las variaciones tuvieron un
rango de £ 2 a 10 nucle6tidos. También se registré un genotipo (Draper) que presentd
alelos nulos en los loci CA-344 y NA-1040 (presumiblemente una mutacion). Estas
mutaciones pueden o0 no estar asociadas a una recombinacién homologa que conlleva a la
interrupcion de una secuencia codificante, comdnmente generando genes que son
traducidos a proteinas abortivas o no funcionales (Benavides et al., 2014; Paredes et al.,
2018).

Es posible también que la ocurrencia de las mutaciones en los genotipos de arandanos
estudiados esté asociada con la edad de las plantas (Anexo 2) o mas bien el tiempo que
llevan siendo propagadas en cultivo in vitro. Como la mayoria de ellos fueron
introducidos a Chile en la década del 1980 (INIA, 2017), es probable que desde entonces
se han multiplicado por la técnica de micropropagacion in vitro (Jimenez, 2011; Lamo et
al., 2017; INIA, 2017; INTA, 2017).

Las mutaciones también podrian estar asociadas a los componentes del medio de cultivo
(liquido o solido). Por ejemplo, el uso de reguladores de crecimiento (fitohormonas)
puede influir en la aparicién de variantes somaclonales o mutaciones; asi también un
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mismo tejido responde o se comporta de diferente manera frente a factores de estrés
mecéanico asociados a la propagacion artificial (oxigenacion, tension superficial, dafios
por contacto) (Shu, Forster, & Nakagawa, 2012; Cardone et al., 2010).

Por ejemplo, una deficiencia en la oxigenacion del callo causa la produccidon de etanol, el
cual puede actuar como agente mutagéno (Rubio et al., 2018; Sanchez-Chiang y Jiménez,
2008; Cardone et al., 2004). En otro caso, se encontré que explantes de pifia (Ananas
comosus cv. Amarelinho) cultivados en un sistema de inmersion temporal (medio
liquido), presentaron tasas mayores de variacion somaclonal o mutaciones que en cultivos
semisolidos (Aruna et al., 1995; Singh et al., 2011; Mba, 2013).

Estos resultados pueden ser complementarios a los presentados por Martinez et al.
(2007), quienes estudiando los patrones genéticos en distintas muestras de arandanos
(Vacciniun sp) mediante la técnica de marcadores moleculares RAPD (polimorfismo de
ADN con partidores de disefio aleatorio), constataron que ese tipo de marcador molecular
les permitié detectar adecuadamente la existencia de plantas fuera de tipo, aunque no
confirmaron si la aparicion de ellas estaria asociada a mutaciones espontaneas.

Por otro lado, este estudio se puede comparar a aquel desarrollado por Aranzana et al.
(2003), quienes trabajando con marcadores microsatélites en el cultivo de duraznero
[Prunus persica (L.) Batsch] obtuvieron el genotipo mutante que presenté nuevos alelos
con = 2 bp en tres casos y perdida de alelos en otros dos casos, presumiblemente
mutantes con alelo nulo. Asi también, un caso similar de mutaciones por cambios de
tamafo de alelos y presencia de alelos supernumerarios ha sido descrito en vides
(Moncada et al., 2006; Pelsy et al., 2010).

Otro estudio es de Martins-Lopes et al. (2001) quienes trabajando con SSCP (single
strand conformation polymorphism) detectaron las variaciones alélicas de 1 a 6 en
nucleodtidos simples en el cultivo de trigo (Triticum aestivum). Ademas, el presente
estudio coincide con lo descrito por Gisbert et al. (2016), quienes trabajando con
marcadores microsatélites (SSR) lograron identificar mutaciones espontaneas en la
berenjena (Solanum melongena L.) variedad “ Black Beauty .

Los resultados presentados en la presente investigacion son pioneros en el estudio del
fendmeno de las mutaciones en ardndano en Chile y el mundo, con base en marcadores
co-dominantes de tipo SSR. A partir de estos resultados, se hace necesario realizar
investigaciones adicionales para caracterizar con precision el fendmeno de las mutaciones
en loci SSR, las que podrian ser analizadas secuenciando los fragmentos amplificados de
tamafo variable para confirmar las mutaciones detectadas en este trabajo, para definir los
cambios a nivel de su secuencia de nucleétidos. Con ello, se esperaria confirmar un
aumento o disminucion del nimero de repeticiones basicas de los microsatélites en
cuestion.

Asi también, estos resultados se podrian complementar con el uso de marcadores de tipo
dominante, como son los fragmentos amplificados de largo variable (AFLP), comparando
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las mismas variedades que fueron estudiadas en el presente estudio y verificando su
capacidad discriminante y las relaciones de similitud genética entre muestras y formacion
de clados, entre otros.

El conjunto de esta informacion seria la base para la correcta seleccién de los genotipos o
especimenes de cada genotipo para el establecimiento de viveros y de plantaciones de
ardndanos cuyo patrén genético sea conocido y descartando cualquier sospecha de
ocurrencia de mutaciones, garantizando asi una adecuada uniformidad y calidad genética
de las plantaciones, con la consecuente mejora de la produccién y productividad de los
huertos en Chile. Por otra parte, esta informacion basada en andlisis de SSRs puede
incorporarse al procedimiento de propagacion de cultivares a nivel de viveros, apoyando
de esta manera tanto la identidad (autenticidad) varietal, como la homogeneidad del
material y ausencia de mutaciones o quimeras, como una prueba robusta y fiable.

Finalmente, las mutaciones que se han identificado en el presente estudio, asi como otras
que se puedan identificar a futuro, podrian ser Utiles para los programas de mejora
genetica de arandano en Chile, porque, aunque es un fenomeno intrinsecamente
indeseable para el cultivo de las plantas, es una fuente de variabilidad genética que puede
también ser beneficiosa en el desarrollo de nuevas variedades.
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CONCLUSIONES

Tres de doce marcadores microsatélites (SSR) evaluados demostraron un alto nivel de
polimorfismo y capacidad para diferenciar genotipos de ardndanos en forma
perfectamente reproducible. Ademas, estos tres marcadores fueron capaces de mostrar la
presencia de variantes alélicas 0 mutaciones intravarietales. De las 143 genotipos y lineas
recogidas en viveros y huertos de Chile, 14 presentaron patrones de bandas (alelos)
diferentes a las variedades de referencia, o que demuestra la presencia de mutaciones en
estos genotipos. Estas mutaciones corresponderian a una insercion o pérdida de unidades
repetidas del SSR, donde las variaciones tuvieron un rango de + 2 a 10 nucle6tidos,
registrandose también 6 genotipos con alelos nulos, o la pérdida del sitio de unién de uno
0 ambos partidores de PCR. El marcador que presentd mas variantes fue CA-421,
seguido por NA-1040.
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ANEXOS
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Anexo 1: Los Genotipos de Arandanos estudiados

Ne Genotipo Procedencia | N° Genotipo Procedencia
(Vivero) (Vivero)
1 | Alapaha 4 40 Biloxi 10
2 | Apolo 4 41 Bella 4
3 | Aliceblue 1 42 Bliss 4
4 | Beckyblue 1 43 Bobolink 4
5 | Berkeley 1 44 Bonita 4
6 | Blue Crisp 4 45 Choice 1
7 | Bluebelle 1 46 Corona 4
8 | Bluecrop 1 47 CV 8-10 4
9 | Bluehaven 1 48 Cv 8-11 4
10 | Bluejay 1 49 CV 8-16 4
11 | Blueray 1 50 CV 8-22 4
12 | Bluetta 1 51 CV 8-35 4
13 | Bonita 1 52 CV 8-45 4
14 | Brigitta 1 53 Daybreak 4
15 | Brigthwell 1 54 Draper 9
16 | Camellia 4 55 Earliblue 1
17 | Cape fear 1 56 Georgiagem 1
18 | Centurion 1 57 Jewel 4
19 | Choice 1 58 Julia 4
20 | Climax 1 59 Liberty 4
21 | Collins 1 60 Marimba 1
22 | Coville 1 61 Nelson 1
23 | Darrow 1 62 Ochclocone 4
24 | Duke 4 63 Palmetto 4
25 | Elliott 1 64 Powerblue 1
26 | Herbert 1 65 Reveille 1
27 | Jersey 1 66 Rocio 4
28 | Legacy 1 67 Santa Fe 4
29 | Misty 1 68 Sapphire 4
30 | O’ Neal 1 69 Southland 1
31 | Ozarkblue 1 70 Star 4
32 | Patriot 1 71 Vernon 4
33 | Premier 1 72 Woodard 1
34 | Sierra 1 73 748 4
35 | Spartan 1 74 751 4
36 | Sunrise 1 75 752 4
37 | Toro 1 76 Clockwork 12
38 | Aurora 7 77 Emerald 11
39 | Abundance 12 78 Farthing 12

Anexo 1. 1: Los Genotipos de Arandanos estudiados (continuacion)
[ N° [ Genotipo [ Procedencia | N° | Genotipo | Procedencia (Vivero) |
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(Vivero)

79 | Julieta 4 113 62-3 4
80 | Keppsake 4 114 759 4
81 | Kestrel 4 115 05-33-CC1 9
82 | Last Call? 19 116 05-35FL-10 4
83 | Magnifica 16 117 05-7-VC1 9
84 | Meadowlark 4 118 05-7-VC2 9
85 Millenia 12 119 NN-43D 14
86 NN 4 120 NN5 18
87 NN M16 2007 13 121 NN-5D 14
88 NN SR1 15 122 NN6 18
89 NN VS 9 20 123 NN-65D 14
90 NN1 18 124 NN7 18
91 NN10 18 125 NN-70D 14
92 NN1D 14 126 NN8 18
93 NN2 18 127 NN9 18
94 NN3 nn7 18 128 NNCM 2008 13
95 NN4 nn6 18 129 NN-M3 2007 13
96 | Osorno 4 130 Primadonna 17
97 | Presto 4 131 Primoblue 9
98 | Raven 4 132 Snowchaser 12
99 | Scintilla 4 133 Springhigh 12
100 | Sensation 4 134 Suzieblue 12
101 | Southmoon 8 135 Temptation 9
102 | Stella 4 136 VCCB-002 13
103 | Tiff Blue 6 137 VCDC-001 13
104 | Zilla 4 138 Ventura 12
105 | 753 4 139 Victoria 12
106 | 754 4 140 Windsor 12
107 | 755 4 141 05-250-VC1 9
108 | 759 4 142 05-65-VC1 9
109 | 05-33-CC1 9 143 05-66-CC1 9
110 | 05-35FL-10 4

111 | 05-7-VC1 9

112 | 05-7-VC2 9

Anexo 2: Cultivares de arandano y afio de introduccion en Chile

Cultivares de Fecha de introduccion Cultivares de Fecha de introduccion
Highbush Rabbitteye
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Berkeley Octubre, 1979 Aliceblue Diciembre, 1985
Coville Octubre, 1979 Beckyblue Diciembre, 1985
Earlyblue Octubre, 1979 Bluebelle Diciembre, 1985
Herbert Octubre, 1979 Brightwell Diciembre, 1985
Jersey Octubre, 1979 Bonita Diciembre, 1985
Atlantic Diciembre, 1982 Centurion Diciembre, 1985
Bluecrop Diciembre, 1982 Choice Diciembre, 1985
Blueray Diciembre, 1982 Chaucer Diciembre, 1985
Concord Diciembre, 1982 Climax Diciembre, 1985
Rancocas Diciembre, 1982 Delite Diciembre, 1985
Stantey Diciembre, 1982 Gardenblue Diciembre, 1985
Bluejay Mayo, 1984 Premier Diciembre, 1985
Bluetta Mayo, 1984 Powderblue Diciembre, 1985
Collins Mayo, 1984 Southland Diciembre, 1985
Elliot Mayo, 1984 Tifblue Diciembre, 1985
Northland Mayo, 1984 Woodard Diciembre, 1985
Patriot Mayo, 1984

Bluechip Diciembre, 1985

Fuente: (Mufioz, 1980)

Anexo 3: Numero de alelos identificados para cada SSR

N° Genotipo CA344 CA-421 NA-1040 Promedio
1 Abundance 3 4 3 3.3

2 Alapaha 5 5 5 5

3 Aliceblue 2 6 2 3.3
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4 Apolo 4 4 3 3.7
5 Aurora 3 3 3 3
6 Beckyblue 3 5 5 4.3
7 Bella 2 4 4 3.3
8 Berkeley 4 4 4 4
9 Biloxi 4 4 2 3.33
10 Bliss 4 3 3 3.33
11 Blue Crisp 3 4 3 3.33
12 Bluebelle 2 5 5 4
13 Bluechip 3 4 4 3.7
14 Bluecrop 4 4 4 4
15 Bluecrop B1P1 4 3 4 3.7
16 Bluehaven 4 4 4 4
17 Bluejay 3 3 4 3.3
18 Blueray 2 4 4 3.3
19 Bluetta 3 4 3 3.3
20 Bobolink 3 4 4 3.7
21 Bonita 3 6 4 4.3
22 Brigitta 4 4 3 3.7
23 Brigitta 4 4 4 4
24 Brigitta 4 4 4 4
25 Brigitta LD2 4 4 4 4
26 Brigthwell 4 4 4 4
27 Brigthwell 2 5 4 3.7
28 Camellia 4 3 2 3
29 Cape fear 3 4 4 3.7
30 Centurion 5 5 5 5
31 Choice 3 5 5 4.3
32 Climax 2 5 4 3.7
33 Clockwork 2 4 3 3
34 Collins 3 4 4 3.7
35 Corona 3 4 4 3.7
Anexo 3: Numero de alelos identificados para cada SSR
(continuacion)
N° Genotipo CA344 CA-421 NA-1040 Promedio

36 Corona 3 3 4 3.3

37 Coville 4 4 4 4

38 CvV 8-10 3 4 3 3.3
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39 Cv 8-11 3 4 2 3
40 CV 8-16 2 3 2 23
41 CV 8-22 4 4 3 3.7
42 Cv 8-35 4 3 4 3.7
43 CV 8-45 4 4 4 4
44 Darrow 2 4 3 3
45 Daybreak 3 3 4 3.3
46 Draper 3 4 3 3.3
47 Draper 3 4 3 3.3
48 Draper 0 4 0 1.3
49 Duke 3 2 4 3
50 Duke 2 3 4 3
51 Duke 3 4 4 3.7
52 Earliblue 3 4 3 3.3
53 Elliot 4 2 3 3
54 Elliot 4 3 3 3.3
55 Emerald 4 2 4 3.3
56 Farthing 4 4 3 3.7
57 Farthing 4 4 3 3.7
58 Georgiagem 3 3 4 3.3
59 Herbert 4 4 3 3.7
60 Jersey 3 4 3 3.3
61 Jewel 3 4 2 3
62 Julia 3 3 3 3
63 Julieta 3 4 2 3
64 Julieta 3 3 2 2.7
65 Keppsake 3 3 2 2.7
66 Kestrel 3 3 4 3.3
67 Last Call 3 3 3 3
68 Legacy 4 4 4 4
69 Liberty 4 3 3 3.3
70 Magnifica 3 4 3 3.3
71 Marimba 3 3 4 3.3
72 Meadowlark 3 4 3 3.3
73 Millenia 3 2 4 3
74 Misty 4 4 4 4
75 Nelson 3 4 4 3.7
Anexo 3: Numero de alelos identificados para cada SSR
(continuacién)

N° Genotipo CA344 | CA-421 NA-1040 Promedio
76 NN 4 4 4 4
77 NN M16 2007 4 5 4 4.3
78 NN SR1 3 4 3 3.3
79 NN VS 9 3 4 3 3.3
80 NN1 3 3 4 3.3
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81 NN10 3 4 3 3.3
82 NN1D 2 2 3 2.3
83 NN2 3 4 4 3.7
84 NN3 nn7 4 4 3 3.7
85 NN4 nn6 3 3 3 3
86 NN-43D 4 4 4 4
87 NN5 4 2 4 3.3
88 NN-5D 4 3 2 3
89 NN6 3 2 2 2.3
90 NN-65D 2 3 3 27
91 NN7 3 3 3 3
92 | NN-70D 3 4 4 3.7
93 NN8 3 4 3 3.3
94 NN-8 3 4 4 3.7
95 NN9 2 2 3 2.3
96 NNCM 2008 3 3 4 3.3
97 NNCM 2008? 3 4 4 3.7
98 NN-M3 2007 4 6 5 5
99 O’ Neal 3 3 4 3.3
100 | Ochclocone 4 5 5 4.7
101 | Osorno 4 4 2 3.3
102 | Ozarkblue 3 4 4 3.7
103 | Palmetto 3 4 3 3.3
104 | Patriot 2 4 3 3
105 | Powerblue 2 5 3 3.3
106 | Premier 3 5 5 4.3
107 Presto 4 3 4 3.7
108 | Primadonna 2 4 3 3
109 Primoblue 4 4 4 4
110 Raven 4 3 4 3.7
111 | Reveille 2 4 4 3.3
112 | Rocio 2 4 4 3.3
113 | Rocio 2 4 4 3.3
114 | Santa Fe 4 4 4 4
115 | Sapphire 2 4 4 33
Anexo 3: Numero de alelos identificados para cada SSR
(continuacién)
Ne° Genotipo CA344 CA-421 NA-1040 Promedio
116 | Scintilla 3 3 3 3
117 | Sensation 2 2 3 2.3
118 | Sierra 3 4 4 3.7
119 | Sierra 3 3 4 3.3
120 | Snowchaser 4 2 4 3.3
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121 | Southland 3 6 4 4.3
122 Southmoon 3 2 4 3
123 | Spartan 3 3 3 3
124 | Springhigh 3 3 4 3.3
125 Star 4 4 4 4
126 | Stella 3 4 2 3
127 Sunrise 3 4 3 3.3
128 | Suzieblue 3 4 4 3.7
129 | Temptation 4 4 3 3.7
130 | Tiff Blue 4 5 5 4.7
131 | Toro 4 3 3 3.3
132 | VCCB-002 3 3 2 2.7
133 | VCDC-001 3 3 4 3.3
134 | Ventura 3 3 3 3
135 Vernon 4 4 6 4.7
136 | Victoria 3 3 3 3
137 | Windsor 3 3 4 3.3
138 | Woodard 2 2 3 2.3
139 | Zilla 3 3 4 3.3
140 | 748 3 3 2 2.7
141 | 751 2 2 4 27
142 | 752 3 3 3 3
143 | 753 3 3 3 3
144 | 754 3 3 3 3
145 | 755 4 4 4 4
146 | 759 3 3 4 3.3
147 | 05-250-VC1 2 2 4 2.7
148 | 05-33-CC1 4 3 3 3.3
149 | 05-35FL-10 3 4 4 3.7
150 | 05-65-VC1 1 4 4 3
151 | 05-66-CC1 4 3 3 3.3
152 | 05-7-VC1 3 3 4 33
153 | 05-7-VC2 3 3 3 3
154 | 62-3 3 3 2 2.7




