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Resumen

La morera de papel (Broussonetia papyrifera (L.) L'Herit. ex Vent) es una planta dioica nativa del
sudeste asiatico, donde se cultiva y utiliza con fines medicinales y como fuente de fibra para la fabricacién
de papel. Esta especie fue introducida en Oceania también como fuente de fibra para la fabricacién de
textiles. Dado el valor econémico diferencial de los individuos de morera de papel en China, investigadores
de ese pais desarrollaron un marcador de sexo de esta planta en base a la técnica de AFLP. Este marcador

corresponde a una secuencia de 425 pares de bases.

A partir de esta secuencia en nuestro laboratorio se desarrollé un protocolo de PCR duplex que
permite determinar el sexo de B. papyrifera, de modo de generar dos productos de amplificacién en
individuos masculinos y uno en individuos femeninos. El control interno de este experimento esta
determinado por el producto PCR de aproximadamente 425 pb, amplificado tanto en individuos
masculinos como femeninos. La secuenciacién de este producto PCR fue posible en individuos femeninos,
pero no en ejemplares de plantas masculinas, probablemente debido a la presencia de mas de un
producto de amplificacién. El marcador de sexo es por tanto, diferente en individuos de distinto sexo de

B. papyrifera.

En base a estos antecedentes se planted la siguiente hipédtesis: “El marcador de sexo de B.
papyrifera representa una regién de DNA funcional que estd involucrado en expresidon génica diferencial.”
Para verificar la hipdtesis se planted como objetivo caracterizar la secuencia correspondiente al marcador
de sexo de B. papyrifera en individuos de ambos sexos, e identificar caracteristicas de elementos

regulatorios en cis implicados en una expresién génica diferencial, los que podrian promover el desarrollo

de fenotipos masculinos y femeninos en esta especie dioica.

Los analisis con este marcador molecular de sexo se realizaron con el material genético de
muestras foliares del banco gendmico del Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de
Chile. Se amplificd el marcador de sexo de B. papyrifera de 6 ejemplares femeninos provenientes de
Taiwan, Hawai, Vietnam, Rapa Nui y China y seis ejemplares masculinos de Taiwan, Hawai, Vietnam vy
China. Se clonaron los productos de amplificacién para separar las distintas secuencias presentes en cada
uno de los individuos. Los clones se secuenciaron y alinearon entre si, revelandose una multiplicidad de

variantes del marcador de sexo en cada individuo. Las secuencias de los individuos masculinos presentan

Vil



mayor diversidad genética que las secuencias de individuos femeninos, resultado que se confirmé
mediante la construccién de dendrogramas, donde algunas secuencias masculinas formaron clados
separados. Por el contrario, las secuencias correspondientes a individuos femeninos poseen una

diversidad genética menor.

La ausencia de producto de amplificacién en otras especies cercanas (Moraceas), sugiere que el
marcador de sexo de B. papyrifera es especie especifico. La busqueda de secuencias homoélogas indicé

que el marcador de sexo no posee homélogos depositados en GenBank.

Al no existir secuencias para comparar estructura y funcion, se realizé un analisis no canénico de
busqueda de funcionalidad de las secuencias del marcador de sexo de B. papyrifera en base a la
metodologia descrita por Lobos y cols. (2010). En la presente memoria se utilizé la suite MEME para buscar
motivos con posible significancia bioldgica en las secuencias analizadas. Luego, una vez identificados 15
motivos, se buscaron genes de Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana que poseen los motivos
encontrados en el marcador de sexo de B papyrifera. Los resultados de este analisis indican que las
secuencias del marcador de sexo varian en su composicién de motivos. Las secuencias masculinas y
femeninas comparten los 15 motivos, sin embargo dos de estos motivos estan ausentes en determinados
secuencias de individuos masculinos. Estas mismas secuencias forman un clado separado en el

dendrograma.

Los motivos identificados en el marcador de sexo de B. papyrifera se encontraron en diversos
genes de A. thaliana y S. cerevisiae, los cuales podrian estar implicados en el desarrollo de fenotipos
diferenciados. También se identificaron los factores de transcripcidén de S. cerevisiae que se unen a dichos
motivos del marcador de sexo de B. papyrifera. Estos factores de transcripcidn son de caracter global y
regulan diversas funciones en S. cerevisiae, aportando informacién al analisis predictivo presentado en

esta memoria.

Los datos de las bases de datos de S. cerevisiae, sugieren que existen multiples factores de
transcripcién que se unirian a la secuencia del marcador de sexo de B. papyrifera. De este modo el trabajo
realizado sugiere un rol hipotético de regulador de la expresion génica y ademads valida el modelo analitico
empleado en esta memoria. En el futuro serd de interés analizar el contexto gendmico de la secuencia
estudiada y estudiar in vitro la unién de factores de transcripcién para comprobar experimentalmente la

union proyectada in silico en esta memoria.



SUMMARY

Molecular and bioinformatic analysis of a sex marker of Broussonetia papyrifera (L.)
L'Herit. Ex Vent.

Paper mulberry (Broussonetia papyrifera (L.) L'Herit. ex Vent) is a dioecious plant native of
Southeast Asia, where it is grown and used for medicinal purposes and as a source of fiber for making
paper or textiles. This species was introduced into Oceania by the ancient Polynesian voyagers also for
making textiles. Given the distinct economic value of male and female B. papyrifera individuals in China,
Chinese investigators developed a sex marker based on AFLP, corresponding to a 425 bp sequence. Using
this sequence as a starting point, a PCR duplex protocol was developed in our laboratory that allows the
assessment of gender of B. papyrifera plants. In male plants two amplification products are obtained,
while only one amplification band is observed in female plants. The 425 bp amplification product observed
in both male and female individuals corresponds to an internal control. Sequencing of this PCR product
was possible only in female samples, probably due to presence of more than one amplification product in

male plants.

Based on these results, we proposed the following hypothesis: "The sex marker of B. papyrifera
is a functional DNA region involved in differential gene expression". The goal of this work was to
characterize the sequence of this sex marker in several individuals sampled in Asia and in the Pacific, and
to identify putative regulatory cis elements involved in differential gene expression, which may define

male and female phenotypes in this dioecious species.

DNA extracted from leaves and stored in the genomic bank of the Molecular Biology Laboratory,
Faculty of Chemical and Pharmaceutical Sciences, University of Chile was used for all analyses. The B.
papyrifera sex marker of six female samples from Taiwan, Hawaii, Vietnam, Rapa Nui and China and of six
male samples from Taiwan, Hawaii, Vietnam and China was amplified. These amplification products were
cloned to resolve the distinct sequences present in each sample. Clones were sequenced and aligned,
revealing multiplicity of sex marker sequences in each sample. Male sequences presented higher genetic
variability than female sequences, as seen in dendrograms, as only male sequences cluster in separated
groups. The results of this study identified thirty five distinct versions of the sex marker sequence, from a

total of forty nine sequences.



The absence of amplification products in closely related species (Moraceae), suggests that the B.
papyrifera sex marker may be species-specific. A search for homologous sequences in the GenBank

database did not identify any similar sequence.

As no homologous sequences are available to compare structure and function, a non-canonical
analysis was performed to search for functionality of the B. papyrifera sex marker (Lobos et al., 2010). In
this thesis, suite MEME was used to search for motifs of biological significance. Results showed that the
sex marker sequences contain 15 motifs that are shared by male and female sequences, although two
motifs are absent in some male sequences. These sequences also cluster in separate groups in Kimura 80

dendrograms.

Next, identified motifs were searched in Saccharomyces cerevisiae and Arabidopsis thaliana gene
databases containing these motifs. The identified motifs were found in a number of S. cerevisiae and A.
thaliana genes which are involved in the development of differentiated phenotypes. Also, transcription
factors (TFs) that bind to these motifs in the sex marker sequence were identified. These TFs regulate

diverse functions in S. cerevisiae, adding information to the predictive analysis of this work.

These results indicate that the sex marker of B. papyrifera corresponds to several genomic
sequences, where male sequences present higher genetic deversity than female sequences, as revealed
by identity percentages and dendrograms. The sequences found are distinct among female and male
sequences. In addition, the sequences derived from male samples that lack the two of the 15 motifs,

cluster in separate groups.

To summarize, the data from the S. cerevisiae database suggest the presence of TF binding sites
in motifs within the sequence of paper mulberry sex marker. Therefore, this work suggests a possible role
for this sequence as a regulator of gene expression and also validates the analytical model employed in
this thesis. It will be interesting to analyze the genomic context of the sex marker sequence and evaluate

the binding of these transcription factors in vitro, to experimentally verify the proposed in silico binding.
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1 Introduccion:

1.1 Reproduccidn sexual en plantas

La reproduccién sexual, es decir la unidn de genomas via meiosis y fusion de gametos, es universal
en eucariontes e involucra el funcionamiento de complejos mecanismos de desarrollo de 6rganos sexuales
especializados y diferenciacién fenotipica, evitando la autofertilizaciéon y la aparicién de fenotipos

recesivos deletéreos [Bachtrog y cols., 2014].

El hermafroditismo es poco frecuente en animales, correspondiente a una cifra cercana al 5% de
especies, pues en la mayoria de los animales las especies poseen sexos separados, o sea, individuos ya
sea con érganos femeninos o con drganos masculinos [Milewicz y Sawicki, 2012]. En cambio, en plantas
el hermafroditismo es muy comun, con una cifra de alrededor del 90% de las especies descritas [Milewicz
y Sawicki, 2012; Ainsworth, 2000]. Las especies vegetales que componen el 10% aproximado restante

presentan diversas estrategias reproductivas.

Estas estrategias de separacion de érganos sexuales en plantas incluyen dos casos opuestos: el
desarrollo de individuos con ambos érganos sexuales separados en el mismo individuo, las cuales son
llamadas monoicas, y el desarrollo de individuos con dérganos sexuales masculinos y femeninos en
individuos separados, especies que se denominan dioicas (Figura 1a). Las especies dioicas corresponden
a un 6% aproximado del total de plantas con flores y son mas abundantes en dicotiledéneas que en
monocotiledéneas (8% vs 5% respectivamente) [Renner y Ricklefs, 1995]. Entre ambas estrategias de
separacion de drganos sexuales en plantas existen casos intermedios que se ilustran en la Figura 1b, como
el de las especies androdioicas, que poseen flores masculinas y hermafroditas en individuos separados y
las especies ginodioicas, que poseen flores femeninas y hermafroditas en individuos separados. Otras
estrategias intermedias incluyen a las especies ginomonoicas, que desarrollan flores femeninas vy
hermafroditas, y las andromonoicas que poseen flores masculinas y hermafroditas. Las especies
trimonoicas poseen flores masculinas, femeninas y hermafroditas en el mismo individuo y por ultimo las
especies trioicas o subdioicas que poseen individuos con flores masculinas, femeninas y hermafroditas

por separado [Bachtrog y cols., 2014; Charlesworth, 2002; Ainsworth, 2000].

Se desconocen los mecanismos evolutivos y moleculares que han dado origen a las distintas
estrategias reproductivas en especies vegetales. Se postula que para alcanzar el desarrollo de individuos
con fenotipos sexuales separados en especies dioicas, se asume la aparicién en paralelo e independiente

de alelos mutados que provoquen esterilidad de 6rganos sexuales femeninos en individuos masculinos,



asi como esterilidad de 6rganos sexuales masculinos en individuos femeninos [Charlesworth, 1984;
Ainsworth, 2000]. La existencia de especies con las estrategias reproductivas intermedias descritas
corrobora esta hipétesis y sugiere la idea de la existencia de /oci determinantes de sexo, tal y como ocurre

en animales, aunque estos alin no se describen en plantas [Bachtrog y cols., 2014; Charlesworth, 2002].

Monoica Hermafrodita Dioica
b) ¢
Ginomonoica Ginodioica

& e

Trimonoica Trioica (subdioica)

Figura 1: Estrategias reproductivas en plantas.

Panel a) Se ilustran los individuos de especies monoica, hermafrodita y dioica. Panel b) Estrategias
reproductivas consideradas intermedias.

El cardcter dioico de las plantas ha surgido en forma independiente en la evolucidn de distintas
familias. Esta vision se ve apoyada también por la existencia de la variedad de estrategias reproductivas
en plantas, muchas de ellas consideradas intermedias entre el caracter hermafrodita y el dioico
[Charlesworth, 1984]. Entre las especies de plantas dioicas conocidas se encuentran Cannabis sativa,

Carica papaya [Bachtrog y cols., 2014] y Broussonetia papyrifera [Matthews, 1996].



1.2 Morera de papel:
1.2.1 Descripcion.

Broussonetia papyrifera (L.) L'Herit. ex Vent, conocida comuUnmente como morera de papel es una
planta nativa del este y sudeste asidtico usada con multiples fines como fuente de fibras en la fabricacién
de textiles, con fines medicinales y como fuente de materia prima en la obtencién de papel en la Antigua

China [Ewins, 1987; Clark, 1965], de lo que deriva su nombre vernacular.

Pertenece a la familia Moraceae, que comprende 37 géneros y aproximadamente 1100 especies
distribuidas en regiones templadas y tropicales de todo el mundo. Originalmente Carl Linnaeus clasificd
esta especie en el género Morus, y la denomind Morus papyrifera. Esta clasificacién fue cuestionada por
Pierre Broussonet y Jean Lamarck, por lo que finalmente se situé en un género nuevo denominado

Broussonetia por el francés Charles-Louis L'Héritier [Barker, 2002].
Su clasificacidn taxondmica actual es:

o Clase: Equisetopsida
o Subclase: Magnoliidae
o Superorden: Rosanae
o Orden: Rosalaes

o Familia: Moraceae

o Género: Broussonetia

o Especie: B. papyrifera

B. papyrifera es una planta diploide (2n=26) [Oginuma y Tobe, 1995] y dioica, es decir individuos
diferentes poseen flores masculinas y femeninas [Matthews, 1996; Ainsworth, 2000]. La Figura 2 muestra
una flor masculina (a) que corresponde a una espiga de color amarillo verdoso, una flor femenina (b) de
forma globular, vellosa, de color azulado, y el fruto (c) de color rojizo anaranjado, compuesto de frutos
pequefios y carnosos reunidos en una infrutescencia globosa. Sus hojas son aserradas, cuya longitud varia
entre 8 y 20 cm de longitud. Su forma es altamente variable, incluso dentro de un mismo individuo, pues
se observan desde hojas ovadas (sin I6bulos) hasta lobuladas con entre 3 y 5 I6bulos, los que presentan

profundidad variable [Seelenfreund y cols., 2011].



Figura 2: Imagenes de flores y fruto de Broussonetia papyrlffera. a) Flor masculina, b) Flor femenina, c) Fruto

1.2.2 Importancia econémica.

En su region de origen la morera de papel es usada con multiples fines. Los frutos se usan para el
tratamiento de enfermedades oftdlmicas e impotencia [Guo y cols., 2013; Lee y cols., 2001], las hojas, las
raices y la corteza se usan para el tratamiento del sangrado vaginal, edema y otras enfermedades [Guo y
cols., 2013]. El descubrimiento de numerosos principios activos en B. papyrifera respalda su utilizacion
como planta medicinal tradicional en Asia. Entre los metabolitos de interés farmacoldgico se ha descrito
el papyriflavonol A, un flavonoide prenilado, que inhibe la actividad de fosfolipasas A2 lIAy V secretadas
(sPLA2s) y la produccién de leucotrieno C4 en mastocitos in vitro [Kwak y cols., 2003]. In vivo inhibe la
reaccion de anafilaxis pasiva cutanea (PCA) en modelo murino, demostrando su potencial como
compuesto antiinflamatorio y antialérgico [Kwak y cols., 2003]. Ademas este mismo compuesto demostro
poseer actividad antimicrobiana contra hongos y bacterias, incluyendo Gram negativos y Gram positivos
[Sohn, 2010]. Otros compuestos de interés son el 5,7,3",4 -tetrahidroxi-3-methoxy-8,5 -diprenilflavona y
el broussoflavonol B [Matsumoto y cols., 1985], dos prenilflavonas extraidas de la corteza de B. papyrifera
que inhiben el crecimiento de células ER (estrogen receptor) positivas de cancer de mama in vitro e in vivo,
exhibiendo potencial como compuesto anticancerigeno [Guo y cols., 2013]. Ademas, broussoflavonol B
inhibe la proliferacion celular mediante la induccidn del arresto de ciclo celular y muerte celular en células
ER negativas de cancer de mamas in vitro [Guo, 2013]. Por su usos, en China los individuos masculinos de
morera de papel aparentemente son mas valorados [Wang y cols., 2012], pero se desconoce si existe una
relacion entre el sexo del individuo y la produccién de metabolitos secundarios utilizados con propiedades

terapéuticas.

Por otra parte, la corteza de B. papyrifera se ha usado como materia prima en la fabricacion de
papel desde el afio 105 [Zhang y cols., 2012; Ewins, 1987; Clark, 1965]. Ademas el arbol se usa para

combatir la erosion [Abudakar, 2013], pues presenta resistencia a diversos tipos de estrés abidtico [Zhang



y cols., 2012; Li y cols., 2011; Wu y cols., 2009] y se propaga rapidamente de manera vegetativa
[Oyanedel, 2010] siendo considerada invasiva en determinadas regiones donde no es endémica [Wu y

cols., 2009].

La morera de papel es una de las fuentes mas importantes de fibra vegetal en Polinesia,
constituyendo la materia prima para la elaboracidn de “tapa”, un textil fabricado a partir de su cortezay
muy importante en la Polinesia antigua por su valor ritual y econémico [Seelenfreund y cols., 2010]. En
Rapa Nui es conocida como mahute y se usa, tal como en la antigliiedad y en otras islas de la Polinesia, en
la elaboracién de capas, faldas, taparrabos y regalos ceremoniales [Seelenfreund y cols., 2010].

En Polinesia existen principalmente individuos femeninos de morera de papel, cuyo sexo ha sido
determinado mediante el método male marker de Pefiailillo [2014]. Las excepciones corresponden a
individuos masculinos de Hawdi [Pedailillo, 2014; Gonzadlez; 2014] y un individuo masculino
recientemente documentado en la remota isla de Rapa [Payacan, 2015]. Esta distribucién de sexo se debe
al supuesto traslado de especimenes femeninos en el poblamiento inicial de la Polinesia con la
consecuente reproduccién vegetativa asexual y un segunda introduccién reciente los especimenes de B.
papyrifera en Hawai [Gonzalez, 2014, Peqailillo, 2014]. Respecto al origen del individuo masculino de
Rapa no hay registro. Ademas, en la Polinesia los individuos son cortados antes de que lleguen a florecer
imposibilitando la identificacién de las plantas como individuos femeninos o masculinos, pues no alcanzan

el desarrollo floral [Pefiailillo, 2014; Oyanedel, 2010].

1.2.3 Desarrollo del marcador de sexo.

Resulta entonces Util y necesario identificar el sexo en especimenes de B. papyrifera en los cuales
no se ha alcanzado el desarrollo floral o en plantulas, para evitar esperar hasta la maduracion de las
plantas. Por esta razén se desarrollé un marcador molecular de sexo a partir de un analisis de B. papyrifera
mediante AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) [Wang y cols., 2012]. AFLP es una técnica que
permite identificar diversidad genéticay desarrollar marcadores moleculares a nivel intraespecifico y que
no requiere conocimiento previo del genoma en estudio [Meudt y Clarke, 2007; Schlotterer, 2004], como
es el caso de B. papyrifera, cuyo genoma aun no se ha secuenciado. Esta técnica consta de 3 etapas y se
basa en la amplificacidn via PCR de una digestidn total de DNA gendmico que [Vos, 1995]. Las etapas
corresponden a: i) digestidon del DNA mediante la accidn de dos enzimas de restriccién y posterior uniéon
de adaptadores oligonucleotidicos de secuencia conocida, ii) unién de adaptadores y amplificacion
preselectiva y selectiva mediante PCR de los fragmentos obtenidos luego de la digestidén con enzimas de

restriccion, iii) electroforesis y analisis del patrén de bandas en gel. A partir del perfil de bandeo generado
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mediante AFLP es posible aislar productos de amplificacion especificos para el desarrollo de marcadores,
denominados SCAR. (Secuence Characterized Amplified Region). Esta técnica ha sido utilizada con éxito en
el desarrollo de marcadores de sexo en plantas cuyos genomas no han sido secuenciados, como Ficus
fulva [Parrish y cols., 2004] y Rumex nivalis [Stehlik y Blattner, 2004].

La técnica de AFLP aplicada al caso de B. papyrifera [Wang y cols., 2012], consistid en la digestion
de su genoma completo con las enzimas EcoRl y Msel y posterior amplificacién mediante PCR con
adaptadores especificos. En la Figura 3 se observa el patron de bandeo diferencial obtenido en
electroforesis en gel de agarosa. En individuos masculinos se detecta una banda de 476 pb, mientras que
en individuos femeninos no hay amplificacion detectable [Wang y cols., 2012]). El producto SCAR

correspondiente al producto de amplificacion de 476 pb fue depositado en la base de datos de secuencias

nucleotidicas de GenBank (nimero acceso GenBank: HQ202152.1, Figura 4).
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Figura 3: Experimento de AFLP para la determinacion de un marcador sexo-especifico de B. papyrifera.
Se indica con una flecha la amplificacién diferencial del marcador sexo en individuos masculinos (476 pb) respecto
de individuos femeninos de B. papyrifera



Broussonetia papyrifera clone G03_CB100610122_0197 AFLP marker
genomic sequence

GenBank: HQ202152.1
GenBank Graphics

>gi|308194304|gb|HQ202152.1| Broussonetia papyrifera clone G@3_CB189610122 8197 AFLP
marker genomic sequence
GACTGCGTACCAATTCACTCAAGCCCTTTGGATCGCGACTTAGAAGCAAATCTCCGAAGCCCCAGTTCTT
CGCCAATAGCTCTTCGCTGAGTGATCTCTGAACTCTTAGGGAGTTACAAGTGTTGGACCGATTTGGGCAG
CCGEGAACTCCGTCATCAAGGCCCGTAACCGTGGATCTAAAAAGCCGTTCAATAACGACGACGACGACTT
CTATGGCTACAAGGATTCCGACGGCAGCGATATCGACTATGATATCAGTTCCAGTGACGACGACGATGAT
GACGTTGACATGGCTTTTGATGACGACGACGAGGAGGACGTTGGCAAGAAAGGGAAGAAGAGARAGTAAA
AGAATTTGAATATCATCATCGTTATTTGACCATTGTTTTGGGAAATGTTATTTGGTCTCTGTTTTCCGGA
TTCAAAGTTGGTCTTGTCCAGTCTTTGTTCTTGATTACAGTTACTCAGGACTCATC

Figura 4: Secuencia del marcador de sexo de B. papyrifera, acceso GenBank: HQ202152.1. Secuencia del
marcador de sexo depositada en GenBank por Wang y cols. (2012).

A partir de la secuencia del marcador SCAR de la Figura 4, Pefiailillo [2014] diseiid un protocolo
de PCR duplex para la determinacion del sexo de individuos de B. papyrifera. Se disefaron tres partidores,
denominados MMF, MMRL y MMRS, que generan dos productos de amplificacidon distintos: la pareja de
partidores MMF-MMRL genera un producto de PCR de 425 pb, el cual amplifica en todos los individuos
de B. papyrifera independientes de su sexo. Por el contrario, la pareja de partidores MMF-MMRS genera
un producto de amplificacion de 271 pb, el cual solo se obtiene en individuos de sexo masculino. El

esquema de la amplificacion del PCR duplex se muestra en la Figura 5 (adaptado desde [Peiiailillo, 2014]).

a)
Partidor sentido MMF
=
[ ]
b) MMRS MMRL

(271 pb) (425 pb)
Partidores antisentido

S ‘

—

500 pb 5 . A Control de amplificacién
"

E’/ — (425 pb)

Figura 5: Esquema del método de determinacion de sexo de B. papyrifera.

300pb —> ==

Producto PCR masculino

=
—/—// (271 pb)

a) Esquema de la reaccion de PCR-duplex con partidores y productos PCR generados. b) Gel de agarosa al
2%. Carril 1: Estandar de ADN: Ladder 100 pb, carril 2: BQUCH0137 (&), carril 3: BQUCH0139 (%), [Pefiailillo, 2014].



La amplificacién diferencial observada en el experimento de AFLP indica que el marcador posee
sitios polimadrficos en su interior [Wang y cols., 2012], que implican cambios puntuales de la secuencia
del genoma masculino de la planta respecto del femenino, y que derivan en especificidades de PCR
diferenciales en funcidn de la temperatura [Pedailillo, 2014]. Debido a que no se ha descrito homologia
con secuencias de proteinas conocidas, existe la posibilidad de que el marcador de sexo corresponda a
una regién regulatoria de la expresidn génica, que esta clasificada dentro de las llamadas SNC (Secuencias

no codificantes).
1.3 Secuencias no-codificantes y elementos cis-regulatorios

Un desafio central en la gendmica funcional y evolutiva ha sido determinar las partes de un
genoma que estan bajo restriccion selectiva. Las regiones codificantes de proteinas son relativamente
faciles de identificar, mientras que otros elementos funcionales, como las regiones de regulacion
transcripcional y post-transcripcional pueden ser cortas y carentes de motivos evidentes o patrones de
secuencias que permitan detectarlos en un solo genoma [Haudry y cols., 2013].

En vertebrados aproximadamente el 5% del DNA corresponde a secuencias codificantes y existen
evidencias de que el 95% restante corresponde a secuencias cis-regulatorias, que controlan cudnto,
cuando y donde se va a expresar un gen [Haudry y cols., 2013]. Se cree que estas SNCs (Secuencias No-
Codificantes) participan en diversas funciones regulatorias, incluyendo la iniciacién de la transcripcién y
el procesamiento del RNA (por ejemplo, corte y empalme o la localizacion del mRNA). En eucariontes la
regulacion de la expresion puede ocurrir a distintos niveles: en la transcripcién, procesamiento vy
estabilizacidn del RNA y en la traduccidn. La regulacién de la transcripcién ocurre a través de la unidn de
proteinas regulatorias, llamadas factores de transcripcién (TF, por su sigla en inglés) a la secuencias
regulatorias del gen, los cuales se conocen como elementos regulatorios en cis o, simplemente, elementos

cis-regulatorios [Rustici y Gardner, 2006].

En plantas, el desarrollo de un fenotipo caracteristico también estd dirigido por programas de
expresion génica. El funcionamiento celular y sus mecanismos reguladores en plantas son intermedios en
complejidad respecto de los de S. cerevisiae y C. elegans [Haudry y cols., 2013]. Esto es consistente con
la hipdtesis de que las plantas obtienen complejidad regulatoria a través de la duplicacién de genes o la
totalidad del genoma en lugar de un aumento en la complejidad en la regulacién via regiones no
codificantes, entendiéndose asi la baja relacion SNC/gen que poseen las plantas [Haudry y cols., 2013].
Con este antecedente se explica que muchas SNC pasen desapercibidas en enfoques candnicos de

busqueda o identificacion [Haudry y cols., 2013].



1.4 Elementos regulatorios de la transcripcion.

Los elementos gendémicos fundamentales de la regulacidon de la transcripcién o elementos

regulatorios en cis son:

Promotor central (Core promoter): Es la regidn inmediatamente rio arriba del inicio de transcripcion de
un gen, que sirve como lugar de anclaje para la maquinaria basal de la transcripcidn como el complejo de
preiniciacion (PIC). En organismos eucariéticos el promotor central habitualmente posee motivos
conservados como la caja TATA (TATA box), un elemento iniciador (/nitiator), un elemento promotor rio
abajo (Downstream Promoter Element, DPE), un elemento central rio abajo (Downstream Core Element,
DCE), un elemento de reconocimiento de factor de transcripcion IIB (TFlIB-Recognition Element, BRE) y un

elemento motivo 10 (Motif Ten Element, MTE) [Maston y cols., 2006].

Elementos regulatorios proximales (Proximal Regulatory Elements): Es la region ubicada rio arriba del
promotor central que tiene una longitud de solo unos cientos de pares de bases. Habitualmente posee

islas CpG, que son regiones de DNA ricas en GC [Maston y cols., 2006].

Elementos regulatorios distales (Distal Regulatory Elements): Son regiones que regulan la expresion de
un gen a grandes distancias. Poseen sitios de unién de factores de transcripcién, pero ubicados a
distancias de hasta 1 Mb [Maston y cols., 2006]. Ejemplos de estos elementos distales son los
mejoradores (Enhancers) que activan la transcripcién [Blackwood y Kadonaga, 1998], silenciadores
(Silencers) que actuan reprimiendo la transcripcién [Ogbourne y Antalis, 1998], aislantes (/nsulators) que
son regiones que actuan evitando que los genes se vean afectados por la transcripciéon de un gen vecino,
y regiones de control de locus (Locus Control Region) que son regiones regulatorias tejido-especificas que
actlan sobre cluster de genes [Maston y cols., 2006].

Las secuencias regulatorias mencionadas son conocidas genéricamente como elementos cis-

regulatorios [Prats y cols., 1990] y su localizacion se esquematiza en la Figura 6.
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Figura 6: Esquema de la region regulatoria de un gen eucarionte tipico.

El promotor, compuesto por una region central (core promoter) y elementos proximales (proximal promoter
elements) posee un largo habitual de menos de 1 kb. Los elementos regulatorios distales (distal regulatory elements)
que pueden incluir mejoradores (enhancers), silenciadores (silencers), aislantes (insulators) y regiones de control de
locus (locus control region) pueden estar hasta 1 Mb rio arriba e incluso en regiones rio debajo del sitio de inicio de
la transcripcién [Maston y cols., 2006].

1.5 Busqueda de motivos en secuencias de DNA utilizando herramientas bioinformaticas

Un motivo es un patrén comudn en un grupo de secuencias de acidos nucleicos que comparten
alguna propiedad bioldgica de interés, por ejemplo, corresponder a un sitio de unidn para una proteina
regulatoria [Lobos y cols., 2011]. El hallazgo de ellos en secuencias de DNA vy la identificacién de estos
como un posible elemento cis-regulatorio de la transcripcidn es una de las grandes aplicaciones de la
bioinformatica, pues se constituye en un primera etapa de la investigacion de secuencias nuevas con
eventual funcidn regulatoria de la expresion génica como es el caso del marcador de sexo de B. papyrifera,

modelo de estudio de esta memoria.

Una herramienta muy utilizada en la bisqueda de motivos en secuencias de DNA es el programa
MEME, el cual se basa en el algoritmo expectation maximization (EM) [Tanaka y cols., 2014], que permite
la busqueda de motivos estadisticamente significativos en las secuencias ingresadas. De esta forma MEME
puede descubrir motivos o patrones no evidentes, que podrian corresponder a sitios de unién en regiones
regulatorias en un determinado grupo de secuencias biolégicamente relacionadas. El andlisis de estas

secuencias mediante MEME, cuya longitud idealmente no debiese superar los 1000 pb [Bailey y cols.,
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2006; Bailey y Elkan., 1994], entrega como resultado motivos o secuencias de DNA descritos mediante
“logos”. Los logos son una representacién grafica del grado de conservacién del motivo entre las distintas
secuencias alineadas entregando un consenso a partir de la diversidad de secuencias [Sakai y Aerts, 2014].
Las secuencias obtenidas como resultado del analisis MEME pueden ser sometidas a un posterior estudio
mediante MAST. El programa MAST es una herramienta que permite buscar los motivos identificados por
MEME en bases de datos de organismos secuenciados y acota la busqueda a regiones promotoras o rio
rriba de genes de estos organismos de un largo fijo de 1200 pb [Bailey y cols., 2006; Lobos y cols., 2011].
Este ultimo andlisis permite determinar si el o los motivos encontrados por MEME poseen efectivamente

la funcionalidad de un elemento cis-regulatorio y su rol en la regulacién de la expresién génica.

Considerando que el marcador de sexo no posee homologia con otras secuencias en GenBank y
gue su secuencia es diferente entre individuos masculinos y femeninos en nuestro modelo de estudio B.
papyrifera, se propone evaluar si este marcador es o no un posible elemento regulatorio de la expresion

génica que conlleve el desarrollo de los distintos sexos en esta especie.

En base a las consideraciones anteriores se plantean las siguientes interrogantes:

éPosee el marcador de sexo de Broussonetia papyrifera caracteristicas de elemento regulatorio
de la transcripcién?, y éEs posible encontrar diferencias en la secuencia del marcador de sexo entre
individuos masculinos y femeninos que permitan entender una expresion génica diferencial en esta

especie dioica?
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2 Hipotesis

“El marcador de sexo de Broussonetia papyrifera, desarrollado a partir de la técnica de AFLP, representa
una regién de DNA funcional que estd involucrado en la expresion génica diferencial en individuos de sexo

masculino y femenino.”

3 Objetivos:

3.1 Objetivo general

Caracterizar la secuencia correspondiente al marcador de sexo de B. papyrifera en individuos de ambos
sexos, identificando caracteristicas de elementos regulatorios en cis implicados en una expresién génica
diferencial que podria promover el desarrollo de fenotipos masculinos y femeninos en esta especie dioica.

3.2 Objetivos especificos:

3.1.1 Aislar las secuencias correspondientes al marcador de sexo de B. papyrifera de individuos femeninos

y masculinos mediante PCR y posterior clonamiento de vectores.
3.1.2 Caracterizar las secuencias obtenidas correspondientes al marcador de sexo de B. papyrifera
mediante analisis bioinformatico convencional para identificar elementos regulatorios existentes en bases

de datos correspondientes a genomas secuenciados.

3.1.3 Caracterizar las secuencias obtenidas correspondientes al marcador de sexo de B. papyrifera

mediante analisis bioinformatico no convencional para identificar elementos regulatorios putativos.
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4 Materiales y Métodos

4.1 Materiales
4.1.1 Reactivos e insumos generales

Axygen Inc., Corning Life Sciences (California, EE.UU.): Sistema comercial AxyPrep™ Plasmid
Miniprep.

Biotium Inc. (California, EE.UU.): GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10.000X.
Fermelo Biotec (Santiago, Chile): Agarosa Lafken p.a.
Invitrogen, Life Technologies (California, EE.UU.): TOPO TA cloning® kit, Ultra Pure™ IPTG.

Promega® (Wisconsin, EE.UU.): DNA polimerasa GoTaq, MgCl,25mM, tampdn Green GoTaq Flexi
5X, dNTPs (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), X-Gal.

Sigma (Missouri, EE.UU.): Ampicilina (sal sédica)
Tampon TBE 5X: Tris 445 mM, acido boérico 445 mM, EDTA 12,5 mM, ajustado a pH 8,4.

Thermo Scientific (Pensilvania, EE.UU): Tampdn de carga 6X, Estandar de peso molecular de ADN
1 Kb Plus.

4.1.2 Material bioldgico
4.1.2.1 Muestras de B. papyrifera

Se utilizaron 10 muestras de DNA gendmico de individuos de B. papyrifera obtenidas mediante
una variante del método de extraccion de DNA desarrollado por Lodhi y cols. [1994]. En la Tabla 1 se

indica la clave, el sexo y origen geografico de cada muestra, que se muestra en el mapa de la Figura 7.
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Tabla 1: Muestras de B. papyrifera usadas en la amplificacion del marcador de sexo

Muestra Sexo Localidad Muestra Sexo Localidad
BQUCHO0137 M Taiwan BQUCHO0194 M Hawai
BQUCHO0138 M Taiwan BQUCHO0202 F Vietnam
BQUCHO0139 F Taiwan BQUCHO0203 M Vietnam
BQUCHO0140 F Taiwan BQUCHO0216 F Rapa Nui
BQUCHO0164 F Hawai BQUCHO0428 F China
BQUCHO0186 M Hawai BQUCHO0430 M China

de sexo. Las flechas muestran las locaciones geograficas desde donde provienen las muestras utilizadas en este
trabajo: Rapa Nui, Hawai, Taiwan, China y Vietnam.

La muestra de Rapa Nui (BQUCH0216) y las muestras de Hawai (BQUCH0164, BQUCHO0186 y
BQUCHO0194) fueron recolectadas en el marco del proyecto por la Dra. Andrea Seelenfreund (Escuela de
Antropologia, Universidad Academia de Humanismo Cristiano, Chile); las muestras de China (BQUCH0428
y BQUCHO0430) y de Taiwan (BQUCH0137, BQUCHO0138, BQUCHO0139 y BQUCH0140) fueron donadas por

el Dr. Kuo Fang Chung (School of Forestry and Resource Conservation, National Taiwan University, Taiwén)
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y las muestras de Vietnam (BQUCH0137, BQUCH0138, BQUCH0139 y BQUCHO0140) fueron enviadas por el
Dr. Peter Matthews (National Museum of Ethnology, Osaka, Japan). Las muestras fueron colectadas en

terreno y almacenadas en presencia de silica gel a temperatura ambiente.

4.1.2.2 Material microbiolégico
Se utilizaron células E. coli DH50. electrocompetentes y plasmidios pCR® 2.1-TOPO® TA (Life

Technologies) provistos en el sistema comercial TOPO® TA cloning kit.

4.1.3 Equipos de laboratorio

Bio-Rad (California, EE.UU.): Equipo de electrotransformacién: Capacitance extender, Pulse
Controller y Gene Pulser™.

Lab-Line instruments (Kerala, India): Agitador termorregulado Environ Shaker 3527-1.
Wealtec (Nevada, EE.UU.): Transiluminador MD-20 UV, A = 312 nm.

Savant Instruments Inc. (New York, EE.UU.): Concentrador SpeedVac ISS110-230.
Techne (New Jersey, EE.UU.): Termociclador TC-512.

4.1.4 Programas, herramientas informaticas y bases de datos

Invitrogen Corporation: Vector NTI Advance™ 10, AlignX
CLC Bio, Qiagen®: CLC Sequence Viewer 7

NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S. Library of Medicine): VecScreen:
Screen a Sequence for Vector Contamination.

NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S. Library of Medicine): BLAST® (Basic
Local Alignment Search Tool).

Portuguese Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia: Yeastract (Yeast Search
for Transcriptional Regulators And Consensus Tracking).

SGD (Saccharomyces Genome Database)/Intermine: Yeastmine.
Phoenix Bioinformatics Corporation: TAIR (The Arabidopsis Information Resource).

National Biomedical Computation Resource: MEME Suite.

15



4.2 Métodos

La metodologia realizada en este trabajo se resume en el diagrama de flujo de la Figura 8, donde
se muestran las etapas en orden descendente: la primera parte experimental estd conformada por la
amplificacidn, clonamiento y secuenciacidon del marcador de sexo (Objetivo especifico 1), y la parte
bioinformatica consistid en el andlisis mediante alineamientos y construccidon de dendrogramas (Analisis
convencional: Objetivo especifico 2) para concluir con la bisqueda de motivos en MEME, la compilacién
de genes en MAST y la anotacidn GO de genes de Arabidopsis thaliana y Saccharomyces cerevisiae usando
TAIR y YEASTMINE respectivamente (Andlisis no convencional: Objetivo especifico 3). Luego para el caso
de Saccharomyces se buscaron los factores de transcripcién que se unen a los motivos encontrados

usando Yeastract.

Amplificaciéon
del marcador
de sexo

Clonamientoy
separacion de

variantes

Secuenciacion

Alineamientos y
dendrogramas

Secuencias en formato

FASTA J

MEME

ZOOPS, w 3-16,
max 15

MAST MAST
A. thaliana S. cerevisiae

TAIR YEASTRACT

Figura 8: Diagrama de flujo de la metodologia empleada en esta memoria de titulo.
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4.2.1 Amplificacidn del marcador de sexo de B. papyrifera mediante PCR

Se amplificd el marcador de sexo de las muestras de B. papyrifera utilizando los partidores MMF
y MMRL, sentido y antisentido respectivamente, desarrollados por J. Pefiailillo en el laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile
[Pedailillo, 2014] a partir de la secuencia HQ202152.1. La secuencia de los partidores se muestra en la
Tabla 2. El esquema de la amplificacién de la secuencia HQ202152.1 mediante PCR se muestra en la Figura

9, donde se destaca el producto PCR de 425 pares de bases.

Tabla 2: Partidores usados en la amplificacion del marcador de sexo

Partidor Secuencia 5 - 3°

‘ Sentido (MMF) AGC CCTTTG GAT CGC GAC TTA GAA
Antisentido (MMRS) | TGT CAA CGT CAT CAT CGT CGT CGT

- Antisentido (MMRL) | CTG GAC AAG ACCAACTTT GAATCC G

|
‘ Partidor sentido

ol 4 4] =
]

| 1
GACTGCGTACCAATTCACTCAAGCCCTTTGGATCGCGACTTAGAAGCAAATCTCCGAAGCCCCAGTTCTTCGCCAATAGCTCTTCGCTGAGTG
CTGACGCATGGTTAAGTGAGTTCGEGAAACCTAGCGCTGAATCTTCGTTTAGAGGCTTCGGEGTCAAGAAGCGGTTATCGAGAAGCGACTCAC

100 120 124 %3 18
1 | 1 1 ]

ATCTCTGAACTCTTAGGGAGTTACAAGTGTTGGACCGATTTGGGCAGCCGGGAACTCCGTCATCAAGGCCCGTAACCGTGGATCTAALLLGCE
TAGAGACT TGAGAATCCCTCAATGTTCACAACCTGGCTAAACCCGTCGGLLCTTGAGGLCAGTAGTTCCGGECAT TGGLACCTAGATTTTTLGE

w0 = ] ®
[ I |

|
GTTCAATAACGACGACGACGACTTCTATGGCTACAAGGATTCCOACGGCAGCGATATCGACTATGATATCAGTTCCAGTGACGACGACGATGA
CAAGTTATTGCTGCTGCTGC TGAAGATACCGATGTTCCTAAGGCTGCCGTCGLTATAGCTGATACTATAGTCAAGGTCACTGCTGCTGCTACT

= = ) HY =
1 I 1 1 1
TGACGTTGACATGGCTTTTGATGACGACGALCGAGGAGGALGTTGGLAAGAAAGGGAAGAAGAGAAAGT AAAAGAATTTGAATATCATCATCGT
ACTGCAACTGTACCGAAAACTACTGCTGCTGCTCCTCCTGCAACCGTTCTTTCCCTTCTTCTCTTTCATTTTCT TAAACTTATAGTAGTAGCA

=] 0 420 4 L]
| I | | 1

TATTTGACCATTGT T T T GG GAAAT GTTATTTGGTCTCTGT T TTCCGGAT T CAAAGTTGGTCTTGTCCAGTCTTTGTTCTTGATTACAGTTACT
ATAAACTCGTAACAAAACCCTTTACAATAAACCAGAGACAALAAGGCCTAAGTTTCAACCAGAACAGOTCAGALACAAGAACTAATGTCAATGA

Partidor antisentido
CAGGACTCATC

GTCCTGAGTAG

Figura 9: Esquema de la amplificacion del marcador de sexo mediante PCR.

Se muestra la secuencia H1202152.1 con sus dos hebras. Se destaca con una linea azul la region amplificada de la
secuencia, que seria de 425 pares de bases usando los partidores sentido MMF y antisentido MMRL
respectivamente, disefiados por [Pedailillo, 2014].

Las amplificaciones se realizaron en un volumen de reaccién total de 20 uL, compuesto por 2 plL
de solucién de DNA gendmico 10 ng/uL, 4 uL de tampdn de PCR 5X, 2 uL de MgCl, 25 mM, 0,5 pL de
solucién de dNTPs 25 mM c/u, 1 plL del partidor sentido MMF 5 puM (5 pmoles), 1 pL del partidor
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antisentido, MMRL, 5 uM (5 pmoles) y 0,8 uL de DNA polimerasa GoTaq Flexi 5U/uL (4U). El programa de
amplificacién en el termociclador consistié en: Desnaturacidn inicial a 94°C durante 5 minutos, seguida de
32 ciclos con una etapa de desnaturacién a 94°C durante 1 minuto, una etapa de apareamiento a 53°C
durante 1 minuto y una etapa de elongacién a 72°C durante 1 minuto, concluyendo con una extension
final a 72°C durante 7 minutos. Las reacciones de PCR se realizaron en tubos de 200 pL en termociclador
TC-512 e incluyeron un control negativo de amplificaciéon (volumen de agua en reemplazo de solucidn

molde de DNA).

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en tampdn TBE
0,5X. En cada bolsillo del gel se cargd 5 L de producto de PCRy 1 uL de Gel Red 100x. En todos los geles
de analisis de los productos de PCR se incluyd en un carril 3 pL de estandar de peso molecular 1 kb Plus 'y
1,5 pL de Gel Red 100X. La electroforesis se realizd a 90V hasta que el frente de corrida alcanzé el final del

gel. Las bandas de los geles se visualizaron en un transiluminador UV (A =312 nm).

4.2.2 Clonamiento de productos PCR en plasmidio pCR® 2.1-TOPO® TA

Se clonaron los productos PCR en el plasmidio comercial pCR® 2.1-TOPO® TA segun el protocolo
del fabricante. Se mezclaron 3 pL de producto PCR, 1 pL de solucidn salina (Salt Solution), 1 uL de agua'y
1 uL de solucién de vector en un volumen final de 6 pL. Se mezcld suavemente y se incubé a temperatura
ambiente durante 5 minutos, para luego detener la reaccién al llevar a hielo. Luego, la mezcla de

clonamiento se diluyé con agua a un volumen total de 24 pL.

4.2.3 Electrotransformacion

Se tomo 2 L de cada dilucidn de clonamiento y se adicionaron a un tubo con 50 pL de bacterias
E. coli DH5a electrocompetentes en glicerol al 10%. Se transfirié la mezcla a una cubeta con separacion
de electrodos de 0,1 cm. La electrotransformacion se realizd con los siguientes pardmetros: Gene Pulser
a 25 yF, Pulse Controller a 200 Q con un campo de 12,5 kV/cm. Se removio la cubeta desde la cdmara, se
recuperaron las células en 1 mL de medio SOC, se resuspendieron con pipeteo suave y luego se
transfirieron a tubos de ensayo estériles. Estos cultivos se incubaron en agitador Environ Shaker 3527-1 a
37°Cy 200 RPM durante una hora. Luego se sembré 150 pL de cultivo en placas agar LB/Ampicilina con
50 pL X-gal (Indicador, 20 mg/ml) y 50 uL de IPTG (Inductor, 100 mM) en la superficie.
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Las placas se incubaron a 37°C durante 24 hr. Se confirmé la presencia del inserto por la formacion
de colonias blancas (sistema de seleccion mediante o complementacién) y se hizo un recuento de las

colonias recombinantes por placa.

4.2.4 Purificacion de plasmidio.

Se identificaron y picaron las colonias blancas de E. coli, se inocularon en 5 mL de medio LB
ampicilina 50 pg/mL liquido y se incubaron en agitador a 37°C y 200 RPM durante 16 hrs. Los plasmidios

se purificaron usando el sistema comercial AxyPrep™ Plasmid Miniprep segun el protocolo del fabricante.

4.2.5 PCR confirmatorio.

Se verificé la presencia del inserto en los plasmidios mediante PCR siguiendo el mismo protocolo
de la amplificacidn inicial (volumen de reaccion total de 20 pL, compuesto por 2 pL de solucion de DNA
gendmico 10 ng/uL, 4 uL de tampdn de PCR 5X, 2 puL de MgCl, 25 mM, 0,5 pL de soluciéon de dNTPs 25 mM
c/u, 1 pL del partidor sentido MMF 5 uM (5 pmoles), 1 uL del partidor antisentido, MMRL 5 uM (5 pmoles)
y 0,8 pL de DNA polimerasa GoTaq 5U/uL (4U). El programa de amplificacidn en el termociclador consistid
en: Una desnaturacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguida de 32 ciclos con una etapa de
desnaturacion a 94°C durante 1 minuto, una etapa de apareamiento a 53°C durante 1 minuto y una etapa
de elongacion a 72°C durante 1 minuto, concluyendo con una extensién final a 72°C durante 7 minutos.
Las reacciones de PCR se realizaron en tubos de 200 pL en termociclador TC-512 e incluyeron un control

negativo de amplificacidn (volumen de agua en reemplazo de solucién molde de DNA).

Los productos PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en tampdn TBE
0,5X. En cada bolsillo del gel se cargd 5 plL de producto de PCRy 1 pL de Gel Red 100x. Las electroforesis
de los productos de PCR incluyeron un carril con 3 uL de estandar de peso molecular 1 kb Plusy 1,5 uL de
Gel Red 100X. La electroforesis se realizé a 90V hasta que el frente de corrida alcanzé el final del gel. Las

bandas de los geles se visualizaron en transiluminador UV (A =312 nm).
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4.2.6 Secuenciacion:

Los plasmidios recombinantes se deshidrataron y se secuenciaron en Macrogen Inc (Seoul, Korea;
http://dna.macrogen.com/eng/) usando el servicio de secuenciacion Standard y partidores universales

M13.

4.2.7 Analisis de secuencias de productos PCR clonados

Se analizaron las secuencias obtenidas y se eliminaron los extremos correspondientes a los
extremos del plasmidio usando la herramienta VecScreen: Screen a Sequence for Vector Contamination

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) y el software Vector NTI Advance™ 10. Se editaron

nucledtidos cuya sefial era de mala calidad de acuerdo a lo observado en el electroferograma.

Las secuencias se analizaron mediante las siguientes estrategias bioinformaticas:

4.2.7.1 Analisis convencional o candnico de la secuencia del marcador de sexo:

e Alineamiento con la herramienta AlignX Vector NTI Advance™ 10, la cual emplea una
variante del algoritmo Clustal W.

e Alineamiento y agrupamiento de las secuencias con el software CLC Sequence Viewer 7
(CLCBio), el cual emplea los algoritmos MUSCLE y Clustal W para el alineamiento y Kimura
80/Neighbor Joining para la construccién de dendrogramas, respectivamente.

e Alineamiento con BLAST® (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para determinar

homologia con la secuencia HQ202152.1 y otras secuencias depositadas en GenBank.

4.2.7.2 Busqueda bioinformatica de motivos y genes que poseen los motivos en organismos modelo:

Esta estrategia esta basada en el trabajo de Lobos y cols. [2011], que consistid en la busqueda de
motivos putativos con una probable significancia biolégica usando el programa MEME y luego, estos
motivos se buscaron en promotores de genes identificados con el software MAST. En la presente memoria
se utilizaron las bases de datos de Arabidopsis thaliana y Saccharomyces cerevisiae. Una vez identificados
los genes cuyas regiones rio arriba poseen los motivos identificados en la secuencia del marcador de sexo

usando MEME, se buscé su anotacion GO (Gene Ontology), con el fin de establecer una aproximacién ala
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funcionalidad de los genes. Para esto se utilizéd la base de datos TAIR (The Arabidopsis Information

Resource) para A. thaliana y YEASTRACT y YEASTMINE para S. cerevisiae.

4.2.7.3 Busqueda bioinformatica de factores de transcripcion en Saccharomyces cerevisiae.

Luego de compilados los genes de S. cerevisiae que poseen los motivos del marcador de sexo de
B. papyrifera, se realizd un analisis en la base de datos de S. cerevisiae, YEASTRACT, que permite la
busqueda de factores de transcripcion (TFs) que se unen a los motivos encontrados y su grado de

conservacién. Se buscé ademas el rol bioldgico de los TFs identificados también mediante YEASTRACT.
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5 Resultados.
Para un analisis que conduzca a aislar y caracterizar diferentes secuencias del marcador de sexo

en individuos distintos de B. papyrifera se escogieron 12 individuos segun los siguientes criterios de

seleccidn:

e Incluir individuos masculinos y femeninos,
e Incluir individuos de distinto origen geografico: muestras asiaticas y de Oceania,

e Incluir individuos de distintas caracteristicas genéticas, definidas previamente mediante

microsatélites [Pefailillo, 2014].

En base a estos criterios se seleccionaron las muestras correspondientes a 6 individuos

femeninos y 6 individuos masculinos, como se indica en la Tabla 1 (Ver pagina 14).

5.1 Amplificacion del marcador de sexo de B. papyrifera mediante PCR.

Se amplificé la regidén del marcador de sexo usando los partidores disefiados por Pefiailillo [2014]
en individuos masculinos y femeninos de B. papyrifera, obteniéndose la banda esperada de

aproximadamente 425 pb como se muestra en la Figura 10.

1 kb 137 138 139 140 164 186 194 216 CN
a) plus

-
— -
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b) 1'uo 138 202 203 428 430 cnN
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_—

500 S—

200 W e

Figura 10: Amplificacién del marcador de sexo de B. papyrifera.
a). Carril 1 kb plus: Estandar de peso de ADN 1 kb plus, 137: Taiwan &, 138: Taiwan &, 139: Taiwan, 140: Taiwan @,

164: Hawai @, 186: Hawai &, 194: Hawai &, 216: Rapa Nui . CN: Control negativo de amplificacion (agua). b) Carril
1 kb plus: Estandar de peso de ADN 1 kb plus, 138: Taiwan &, 202: Vietnam @, 203: Vietnam J, 428: China @, 430:

China &, CN: Control negativo de amplificacion (agua). Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
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Con el fin de determinar si esta secuencia es particular de B. papyrifera, se realizé una PCR en
otras especies empleando los mismos partidores usados para amplificar el marcador de sexo. Para ello se
escogieron otras especies del mismo género como Broussonetia kazinoki y el hibrido Hime-Kozo (B.
payrifera-B. kazinoki), asi como especies de otros géneros o tribus de la familia de las Moraceas como
arbol del pan (Artocarpus altilis) e higuera (Ficus carica). Como controles se incluyeron especies de otras
familias como coliflor (Brassica oleracea) de las Brassicaceae y almendro (Prunus dulcis) de la familia de
las Rosaceas. En ninguna de estas especies se observa el producto de amplificacion, sugiriendo que la

amplificacidon del marcador de sexo de B. papyrifera es especifica (Figura 11).

1 kb BP BK HK Col Alm AdP Hig CN
plus

500
400

Figura 11: Amplificacion del marcador de sexo de B. papyrifera en diferentes especies.
Carril 1 kb plus: Estandar de peso de ADN 1 kb plus, BP: Muestra BQUCHO016 de B. papyrifera (Rapa Nui ?), BK:
Broussonetia kazinoki, HK: hibrido Hime-Kozo (B. papyrifera-B. kazinoki), Col: coliflor (Brassica oleracea), Alm:
almendro (Prunus dulcis), AdP: arbol del pan (Artocarpus altilis), Hig: higuera (Ficus carica). CN: control negativo de
amplificacidn (agua). Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

5.2 Clonamiento de productos PCR de la region del marcador de sexo.

Previamente Pefiailillo [2014] secuencié el producto de amplificacidn de individuos femeninos y
masculinos. En los primeros se obtuvieron sefiales definidas en el electroferograma, mientras que en los
segundos se obtuvieron sefiales superpuestas, y por tanto secuencias ilegibles. Lo anterior se interpreta
en primera instancia como que los individuos femeninos poseen una sola version de la region amplificada,
mientras que los masculinos poseen dos o mas secuencias, las cuales provocarian la obtencidn de una
secuencia que no es posible interpretar. Para separar las distintas variantes amplificadas del marcador de
sexo presentes en un mismo individuo se clonaron los productos de PCR de ejemplares femeninos y
masculinos en el vector comercial pCR® 2.1-TOPO® TA. Una vez ligado el producto de amplificaciéon al

vector, se transformaron células E. coli DH5a con el plasmidio recombinante y se seleccionaron las
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colonias blancas (con inserto) por a complementacion. En la Tabla 3 se indica el nimero de colonias
recombinantes seleccionadas por muestra. Se tomd el mayor nimero posible de colonias blancas para

maximizar el total de secuencias a analizar.

Tabla 3: Colonias seleccionadas (clones) de cada ejemplar de B. papyrifera.

Muestra Sexo Localidad Colonias seleccionadas
BQUCHO0137 M Taiwan 3
BQUCHO0138 M Taiwan 8
BQUCHO0139 F Taiwan 2
BQUCH0140 F Taiwan 3
BQUCHO0202 F Vietnam 6
BQUCHO0203 M Vietnam 5
BQUCH0428 F China 5
BQUCH0430 M China 6
BQUCHO0164 F Hawai 3
BQUCHO0186 M Hawai 3
BQUCH0194 M Hawai 3
BQUCH0216 F Rapa Nui 2

Una vez purificados los plasmidios segun lo descrito en la seccién 4.2.4, confirmada la ligacién de
los productos PCR, y secuenciados los clones, estos se alinearon usando el software CLC Sequence Viewer
7.5 en el marco del objetivo especifico 2. El alineamiento multiple de todas las secuencias se ilustra en la
Figura 12, observandose heterogeneidad en cuanto a polimorfismos (SNP e indels) y largo del producto
de amplificacién clonado, incluso entre las secuencias de una misma muestra. Con el fin de identificar las
distintas secuencias de cada muestra se realizaron alineamientos multiples con cada una de ellas (Figura
13). También se realizaron alineamientos de las secuencias masculinas y femeninas, los que se muestran

en Figura 14 a) y b) respectivamente.

En la Tabla 4 se indica el nimero de secuencias distintas encontradas por individuo. Luego se

calculd el porcentaje de identidad entre ellas (Tabla 5).
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GTAAAMGAAT GAATATCA TCATCBTTAT TTGAGCCATTG TTTTGGGEAAA TGTTATTTGE TGTCTGTTTT GTCCAG
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Figura 12: Alineamiento multiple de las secuencias del marcador de sexo de B. papyrifera.
Se observan las zonas de SNPs, de inserciones/deleciones y la diferencia de longitudes, en los 12 individuos
del estudio. CLC Sequence Viewer 7.5. El cddigo de nombre alude a las iniciales del lugar de origen de la
muestra, el nimero en el banco gendmico, el sexo de la muestra y el nimero de colonia de donde fue
tomada Ej: CH430_M_5 es la secuencia del marcador de sexo inserto en el plasmidio de la quinta colonia
recombinante originada de la muestra 430 masculina, proveniente de China.
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Consensus AGCCCTTTGG ATCGCGACTT AGAAGCCGAT CTCCGAAGCC CCGGTTATTC GCCGACAGCT
gl
Conservation H
%
BO 120
| 1
CH428_F_2 g g ag94g ﬂﬂ a ag g gggjtgg
CH428_F_4 g a ag94g ag a a9 g gggjtgg
CH428_F_5 a a ll!!ﬂ ag a ag a aggtag
CH428_F_1 a a ag EI ag a gggtag
CH428 F_3 a a ag ag a ggoEgag
Consensus CTTCGCTGAG TGTTCTCTGA GCTCTG.&GGG AGTTACAGGC GTTGG&CGGA TTTGGGTGGT
1005
Conservation H
%
160
1
CH428 F_2 Mogg g g g a g g g
CH428_ F_4 Moog g a a g g g a
CH42B F_ 5 MOoog g a a g g g a
CH428_F_1 agg g a a a g g a
CH428 F_ 3 Moog g 9 9 g a g a
Consensus CGGGAACTCC GTCATCGAGG CCCGTAACCG TGGATCTAMA AMAGCCGTTCA TAAACGATGA
00R%
Conservation |-| ﬂ-||-|
%
200 220 240
| | 1
CH4Z8 F_2 WMo ag9@8ag a9 JEEg g a a g a9
CH428_F_4 Mg Qa®g ag QEEd g a a a ag
CH428 F_ 5 Mg Qa@g ag OEEg g a a g ag
CH428_F_1 a Qa@g ag OEEg g a a g ag
CHa28 F_3 0 ag|g a4g JEEg g a a 949 g a9
Consensus CGACGACGAC TTCTATGGCG ACGAGGATTC CGACGGCAGT GATATCGACT ATGATATCGG
gl
Conservation H |_| H
%
260 280
| [}
g a a ] - 1R e a a a a
g a a ] - 1R e a a a a
g a a dEgJa9|ag a a a a
g g g amag a E a a
g a a 9990 9 a a a
Consensus TTCCAGTGAC GACGACGACG GCGGCGTTGA CATGGATTTT GA.TGACGA[:G AGGAGGACGA
00
Conservation ﬂ H
%

CH428_F_2 gag
CH428_F_ 4 gaog
CH428_F_5 gaog
CH428_F_1 gag

a
cHa28_F_3 gaglllail

]

Consensus GGGCGTTGTC
00R%
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|

24949
o949
o949
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GTAAAAGAAT TTGAATATCA
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a
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cH430_M_2 Mg gg g gflE o ag g afj§ so
CH430_M_3 Hlg gg g g@da ag g ot &0
CH430_M_1 Hla ag a o@aa ag g afit| 6o
CH430_M_6 @la ag o@aa g g afit| 6o
CH430_M_4 @la ag o@aa iu g afit| 6o
CH430_M_5 [la ag o@Eo o g allt| 60
Consensus AGCCCTTTGG ATCGCGACTT AGAAGCCGAT CTCCGAAGCC CCGGTTATTC GCCGACAGCT
1005
Conservatiod, 1 i il
B0 100
| ] ]
CH430_M_2 g affl g ggg [Ho gg g gogffaglf 120
CH430_M_3 ] gd g agg @g aag g gggtggl 120
CH430_M_1 g offl gag @g a g ggoltgalt 120
CH430_M_6 g g gag @g g gag u 120
CH430_M_4 ofitadlo ito a gog Ea olt|tlo o S a oog 120
cHazo_ M5 EtiHoEVoEs HoEtHEE: 8 BEtEtEooo lu--lul gltftlo o EEE.E it uullul 120
Consensus CTTCGCTGAG TGTTCTCTGA GCTGTCAGGG AGTTACAGGC GTTGGACCGA TTTGGGTGGT
consarvncry, | [ TTTTTTTTTTTRTTTTIT T IO T TIT T (T
IJI:I
[
CH430_M_2 Bogg g 99 g g [flag | B g 177
CH430_M_3 Boagg g ag g tag | B g 180
CH430_M_1 Bogg g gg g tgg | B g 177
CH430_ M 6 Bogg g gg g g tgg | B g 180
CH430_M_4 Bogg g gg g g tgg | B g 177
CH430_M_S Hogg g gg g g tgg olillo ol - - - 177
Consensus CGGGAACTCC GTCATCGAGG CCCGTAACCG TGGATCTAAA AAGCCGTTCA TTAACGA- - -
Cmm"HHIIHIIIIIIIIII|||||H||HHHHHIHHIHHIHIIIIIIIHIHHIHIIH\HH LT i T e
240
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Consensus CG AC GACGAC
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a a
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oooonone
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R
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orsarcuca | | [ [TNTTTL (IO T el bl YT TR OO TOTTE TV TR T v
s-zn 340 350
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HW164_F_2
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I
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a o4g
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aEEa 9 g
gEkag g
amma9 g

GTTGGACCGA
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|
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gg0g9Ma04q
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g o@Eag
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TGGATCTAAA

AAGCCGTTCA

180
|
aERa
J=md
gEmd
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200
I
Jdo0masmd
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J0NI=mI

TATGGCGACG

ag g
ag g
og g9

AGGATTCCGA

220
I
ggmsatg
ggmsatg
gomSgto

CGGCAGTGAT

ATGGACTATG

240
|

a9
a9
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gL oEsg
g Lgasg
gtg =g
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|
gaEsOEEsd g8a
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geNOSmIgmd

g g
g g
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-
a4 g
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oEEoEEgEag
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300
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|

gag
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gg9@&a
a9 a
goemgsogg
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g99

320
|
g
g
go0ommg
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og4g a
gg4g a
agg a

AGGGAAAGTA

AATATCATCA

3860
|

g a

g a

g a

TCGTTATTTG

g
g
a

ACCATTGTTT

280
|
da94 g
da4 g
agg g

TGGGAAATGT

ag
a4
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TATTTGGTCT

400
I
g a
a a

CTGTTTTCCG

g g
g g
a a
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1
ag g
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00
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0%
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Consensus
i
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0%
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Consensus
i
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1
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1
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1

[L11
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GTCATCAAGG

|
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I
a9 ] |
a9 JEET
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111

== =-ATAACGA

177
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180

:

[T

rm

0 BT A 9
J B9 A 9
0 SO .

CGACGACGAC
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|
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999

TTCTATGGCT
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ACAAGGATTC

220
I
ORI JIgsIm g g
OBmIIgsIE 9 9
OENJJEmIE g 9

CGACGGCAGC GATATCGACT

237
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240
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|

a a

g g

g ag

ATGATATCAG

1

[

1

7

gtg
gtg
giEg

TTCCAGTGAC

T
gEasoaEaEtag
gEasoaEaEtag
JamoasISmI

GACGACGATG

gEEGtiLg
gEEaqtiig
omJomatiTg

ATGACGTTGA

260

|
ag g|toEEd&as g
ag g|toEEd&as g
ag 0BT 0.0 am0

CATGGCTTTT GATGACGACG

ofooll- - -
I qu Mol 300

ACGAGGA - - -

[0

[

HE
El'EI
ggg

GGAGGT TGGE

|
g a99
a a99
g 999

AAGAAAGGGA

|_|32‘EI

g ulu
g@E oo
o@Eogg

AGAAGAGAAA

340
1

g g g

g g g

g g9 9

GTAAAAGAAT TTGAATATCA

|_| A0
360

1
aq 354
a 354
a 360

TCATCGTTAT

L

[

[

g 9
g g
g gEEg

TTGACCATTG

380
|
gg9g
gg9g
gagg

TTTTGGGAAA

a a4
a aq
g aq

TGTTATTTGG

400
I
g ag
g a4
a -ag

TCTCTGTTTT CCGGATTCAA

420

]
gttoo g g 420
gttog g g 420
gttog g g 425

AGTTGGTCTT GTCCAG

|
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2:1 ] &0
| |
HW184_M_2  Sig 99 9 O B O . 9 O g 99 Bl 9
HW194_M_3 Blg 99 a9 O g O g ig g 9
HW184_M_1 &g 99 gmg ommg oEmg g g9 9

Consensus AGCCCTTTGG ATCGCGACTT AGAAGCCGAT CTCCGAAGCC CCGGTTATTC GCCGACAGCT

oo il [T [111

BD

| ]
HW194_M_2 ofitofls ta o o ggg Mg gl ottoofBRo 9949 120
HW194_M_3 oftoflo tg 9 999 Hg iu gtitooaRRo 9949 120
HW184_M_1 ofitolo to ] gg9g Hg ot otitooallo 999 120

Consensus CTTCGCTGAG TGTTCTCTGA GCTCTCAGGG AGTTACAGGC GTTGGACCGA TTTGGGTGGT

RS I T [ 1 ﬂ

140 160

| ]
Hwig4 M 2 Haaa g oflag g g [fag - - - 177
HW194_M_3 Boag g ag o g tog lul 180
Hw1s4 M_1 Baag g ag g g Koo 9 - - 177

Consensus CGGGAACTCC GTCATCGAGG CCCGTAACCG TGGATCTAAA .&AGCGGTTCA TT.&AGGA--—

Conservation Il [ 1 man

200

| I |
HW184_M_2 g Silg 88 g Jd9md gmag ORmOJmEat g a g ag 237
HW184_M_3 Bg Silg 88 o a9 a9 ORmOJmEat g g g g 240
HW194_M_1 [Slo Sl Sislo a9 a9 OENOJmEoN 9 g 9 g 237

Consensus CGACGACGAC TTCTATGGCG ACGAGGATTC CGACGGCAGT GATATCGACT ATGATATCGG
100%

corsrv il 1 T l
A

223

-

===

2ED

|
HW184_M_2 atg alog q ag gEtoE@oaEo Bog@ag 29?
HW194_M_3 atg gootitao ag ot oaEoaa u gg 300
HW184_M_1 gltg galotitg ag gatgaloala --- 294

Consensus TTCCAGTGAC GACGACGACG GCGGCGTTGA CATGGATTTT GATGACGACG kGGAGGAGGA
100%

Conservatiop, [11 T 1 [T

I 1
HW194_M_2 gagg agg g a g g 357
HW194_M_3 gg y g a [s] g a 360
HW194_M_1 gg a a g a 354

|
g d99
g 499
g g999

Consensus GGGGGTTGTE AAGAAAGGGA AGA&GGGA.&A GTAAAAGAAT TTGAATATCA TCATCGTTAT

Conservatior, LI ] i
999 g 423

380 400 420
| | I
HW184_M_2 g g a a9 g a9 g a9 g
HW194_M_3 g a a4949 a 949 g -34g g a4g g g 425
HW134_M_1 a a agaq a a4 a a4g a a4g g9 g 420

Consensus TTGACCATTG TTTTGGGAAA TGTTATTTGG TCTCTGTTTT CCGGATTCAA AGTTGGTCTT GTCCAG
100%
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RN216_F_1

20 &0
1 1
EEERE PERE FEEE E::G50 L
RN216_F_2 JE9 0 EE| 0 S0 g&| g g4g gEsa g &0
Consensus AGCCCTTTGG ATCGCGACTT AGAAGCCGAT CTCCGAAGCC CCGGTTATTC GCCGACAGCT
1D0%
Conservation
0%
B8O 100 120
| 1 1
ettt H T R B E e | | H e o R
RM216_F_2 gEtgmg g Ja g g9 @g go| gititog g agoEogR 120
Consensus CTTCGCTGAG TGTTCTCTGA GCTCTCANGG AGTTACAGGC GTTGGACCGA TTTGGGMNGGN
100
Conservation
o [ LI
140 160 180
| | 1
e oI SREL: BEIRE E:EEN KIECR (R
RN216_F_2 Hoog g gEgg g g ag g g g gl 180
Consensus CGGGAACTCC GTCATCGAGG CCCGTAACCG TGGATCTAAA AAGCCGTTCA TTAACGACGA
1D0R%
Conservation
0%
RN216_F_1

200

|

FHCE AR
0 . gomosmg

220 240
I 1
BREE R Bl ERE:CD
RMN216_F_2 a9 g9 ag gtg 99 4] a9 240
Conzensus CGACGACTTC TATGGCGACG AGGATTCCGA CGGCAGTGAT ATGGACTATG ATATCGGTTC
1D0%
Conservation
0%
260 280 300
| | I
sy IR L, NI ol cARk: Loed:s: o
RM216_F_2 gLg 1] g9 a gg@a 9 g9 ag g a g a=g9 =99 oEgag 300
Consensus CAGTGACGAC GACGACGGCG GCTTTGACAT GGATTTTGAT GACGACGAGG AGGACGAGGG
1D0%
Conservation
0%
330 340 260
| 1 1
marerz Mol WG oAl IR REER (RERE: ==
RM216_F_2 |60 a g g4a4g g 9949 g g q g9 g 360
Consensus CGTTGTCAAG AAAGGGMAGA AGGGAAAGTA AAAGAATTTG AATATCATCA TCGTTATTTG
1D0%
Conservation —|
0%
380 400 420
| 1 1
weteeell | R | R R T CHE A T ]
RN216_F_2 a g4a4q g a4a g g9 4 g a4 g g 423
Consensuzs ACCATTGTTT TGGGAAATGT TATTTGGTCT CTGTTTTCHNG GATTCAAAGT TGGTCTTGTC CAG
100
Conservation |—|
0%

Figura 13: Alineamiento muiltiple de secuencias del marcador de sexo de B. papyrifera por individuo.
a) Muestra 137, b) Muestra 138, c) Muestra 139, d) Muestra 140, e) Muestra 202, f) Muestra 203, g) Muestra 428,

h) Muestra 430, i) Muestra 164, j) Muestra 186, k) Muestra 194, |) Muestra 216. Software CLC Sequence
Viewer.7.5. El codigo de nombres esta explicado en la Figura 12.
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TTGACCATTG TTTTGGGAAA TGTTATTTGG TCTCTGTTTT CCGGATTCAA AGTTGGTCTT GTCCA

[1

Figura 14: Alineamiento muiltiple de secuencias del marcador de sexo de B. papyrifera, agrupadas segun
sexo del individuo. a) Secuencias masculinas, b) Secuencias femeninas. El cddigo de nombres esta explicado en la
Figura 12.

Tabla 4: Secuencias clonadas por individuo y niimero de secuencias diferentes identificadas.

- -

Muestra Sexo Localidad Secuencias alineadas Secuencias diferentes
BQUCHO 137 M Taiwan 3 3
BQUCHO0138 M Taiwan 8 7
BQUCHO0139 F Taiwan 2 1
BQUCHO0140 F Taiwan 3 2
BQUCHO0202 F Vietnam 6 5
BQUCH0203 M Vietnam 5 5
BQUCHO0428 F China 5 4
BQUCHO0430 M China 6 6
BQUCHO164 F Hawai 3 1
BQUCHO0186 M Hawai 3 3
BQUCHO0194 M Hawai 3 3
BQUCHO0216 F Rapa Nui 2 2
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Tabla 5: Porcentaje de identidad de las secuencias por individuo de B. papyrifera.

Muestra Sexo Porcentaje de identidad
BQUCHO0137 M 91.5
BQUCHO138 M 87.7
BQUCHO0139 F 100
BQUCHO0140 F 99.5
BQUCHO0202 F 95.5
BQUCHO0203 M 97.6
BQUCHO0428 F 95.5
BQUCHO0430 M 88
BQUCHO164 F 100
BQUCHO186 M 90.6
BQUCHO0194 M 88.9
BQUCHO0216 F 98.8

Las secuencias masculinas presentaron una identidad promedio de 90,7% entre las secuencias
encontradas en los 6 individuos masculinos, con un rango de 87,7% a 97,6% mientras que las femeninas
presentaron una identidad promedio de 98,2%, con un rango de 95,5% a 100%, lo que indica que las

secuencias masculinas presentan mayor diversidad genética que las femeninas.

De un total de 12 individuos se clonaron y secuenciaron 21 secuencias provenientes de seis
individuos femeninos y 28 secuencias provenientes de seis plantas masculinas. Entre las 49 secuencias
totales se identificaron 35 secuencias distintas, de las cuales 15 derivaron de plantas femeninas y 20 de
plantas masculinas. Se encontraron secuencias compartidas entre individuos de sexo masculino
correspondientes a BQUCH138 1, BQUCH138 8, BQUCH186_1 y BQUCH203_3; las secuencias
BQUCH138_3, BQUCH139_1, BQUCH140_1, BQUCH140_ 2, BQUCH164 1, BQUCH164 2 y BQUCH164 3
son iguales entre siy provienen de individuos de ambos sexos; las secuencias BQUCH194 3, BQUCH202_1,
BQUCH428 2 y BQUCH430_3 también son iguales entre si y pertenecen también a individuos de ambos
sexos; por ultimo las secuencias BQUCH428 4 y BQUCH428 5 son idénticas y provienen de una planta
femenina. Estos resultados explican la imposibilidad de obtener secuencias de calidad a partir de
productos de PCR en individuos masculinos. Como se observa en las Figuras 12 y 13, existen diferencias
entre las secuencias del marcador de sexo entre individuos masculinos y femeninos de B. papyrifera.
Considerando estas diferencias, es posible especular que el marcador de sexo podria estar implicado en
la expresion génica diferencial de la planta, es decir, posiblemente corresponda a algun tipo de secuencia
regulatoria de la expresidn génica que tenga relacién con el desarrollo de 6érganos sexuales en la planta,

tales como la flor masculina y la femenina en individuos distintos.
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Con el fin de analizar graficamente las diferencias entre las secuencias de las muestras se
construyd un dendrograma con todas las secuencias usando el algoritmo Kimura 80/Neighbor Joining
[Hillis y cols., 1994; Huelsenbeck, 1994] en CLC Sequence Viewer 7.5 (Figura 15). En este agrupamiento
se observan cuatro grupos o clados principales. Los tres primeros grupos son heterogéneos y estdn
compuestos por 34 secuencias, tanto femeninas como masculinas, mientras que el tercer grupo estd
compuesto por 15 secuencias, pertenecientes a las muestras BQUCH0137, BQUCH0138, BQUCHO0194,
BQUCH0186, BQUCH0203 y BQUCHO0430, todos individuos masculinos. De estas cinco muestras
masculinas, cuatro también poseen secuencias en los otros grupos (BQUCH0137, BQUCHO0138,
BQUCH0194, BQUCH0186 y BQUCH0430), lo que indica que los individuos masculinos poseen versiones
distintas del marcador de sexo, una de las cuales agrupa con secuencias femeninas. En un nuevo
dendrograma se localizaron las secuencias idénticas, destacandose que son secuencias que se comparten

entre individuos de distinto sexo y localidad geogréfica (Figura 16).
1

CHA430_M_1

HW164_F_1

[
L cr43o M

CH428_F_3
L fvaers
RN216_F_2

TW137_M_3
TW137_M_1

TW138_M_4
L — RN216_F 1
L CH430_M_2

HW164_F 2 - 0.025

Figura 15: Dendrograma Kimura 80/Neighbor Joining de las secuencias del marcador de sexo de B. papyrifera.
Se observa la formacién de cuatro grupos o clados. Los tres primeros (1,2 y 3, a la izquierda), son heterogéneos en
el agrupamiento de secuencias del marcador de sexo de individuos masculinos y femeninos. El grupo que forma un
clado separado (grupo 4, a la derecha) estd compuesto por 15 secuencias pertenecientes Unicamente a 5 individuos
masculinos, los cuales también poseen secuencias en los otros clados. CLC sequence viewer 7.5.
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Figura 16: Dendrograma Kimura 80/Neighbor Joining con grupos destacados de secuencias idénticas del

marcador de sexo de B. papyrifera. Se destacan en verde, azul claro, rojo y azul oscuro los grupos de secuencias

idénticas y que por tanto coagrupan entre si.
Luego se construyeron dendrogramas separados con las secuencias correspondientes a individuos

femeninos (Figura 17 a) y masculinos (Figura 17 b) individuos por sexo. Las secuencias femeninas forman

tres clados separados, al igual que las secuencias masculinas, pero con una distancia genética menor, lo

gue es concordante con el mayor porcentaje de identidad calculado para estas secuencias.
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Figura 17: Dendrograma Kimura 80/Neighbor Joining de las secuencias separadas por sexo.

a) Secuencias femeninas. Se observa una distribucién de tres clados. b) Secuencias masculinas. Se observan
tres clados. Las secuencias correspondientes a los clados 1 y 2 son las mismas secuencias del clado 4 de la Figura 15.
La escala de Figura 17 a) es menor que Figura 17 b). CLC sequence viewer 7.5
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5.3 Busqueda de caracteristicas de elemento regulatorio de la expresion génica.

5.3.1 Busqueda de homologia con secuencias depositadas en GenBank.

Para evaluar si la secuencia del marcador de sexo corresponde a una region regulatoria no

codificante, se realizé una busqueda de elementos regulatorios funcionales. Para comenzar se realizé un

alineamiento de la secuencia del marcador de sexo de morera de papel utilizando BLAST usando la base

de datos de secuencias nucleotidicas de GenBank, para encontrar una regidn analoga en otras especies.

El resultado de este andlisis se muestra en la Figura 18.

El resultado obtenido en la Figura 18 indica que la secuencia 7 de la muestra 138 solo coincide

con la secuencia HQ202152.1 y por tanto no se encuentra otra secuencia depositada en las bases de datos

de GenBank que tenga similitud con el marcador de sexo de la morera de papel. Esta base de datos incluye

a secuencias de distintos organismos modelo. Se verificd este resultado utilizando distintos algoritmos de

alineamiento en BLAST. Por esta razdn no es posible realizar una bisqueda directa mediante comparacion

con secuencias depositadas en GenBank.

BLAST (megablast) 138 clon 7

RID 4awx2
Query ID |cl|50581
Description None
Molecule type nucleic acid
Query Length 423

1R (Expires on 10-29 00:35 am)

Database Name nr

Other reports: b my reports] [Distance tree of results]

(=) Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.2.30+ » Citation

Color key for alignment scores
<40 4050 5080 80-200 >=200
Query
1 80 160 240 320 400
(=) Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Sel All None Selected:0
i Alignments o

Description r,:]a, To'al Sueny = dent  Accession

score score cover value
roussonetia ne G 01 f arker genomic sequence 573 573 100% 7e-160 91% HQ2021

Figura 18: Busqueda de secuencias homdlogas usando BLAST.

La secuencia de la muestra 138/secuencia 7 se alined usando BLASTN/MEGABLAST, obteniéndose como
homodloga solo a la secuencia HQ202152.1 depositada en GenBank por Wang y cols. (2012).
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5.3.2 Busqueda analitica de motivos putativos de unidn de Factores de Transcripcion utilizando

la suite MEME.
5.3.2.1 Utilizacion de MEME para buscar motivos en la secuencia del marcador de sexo.

En el caso de que el marcador de sexo de B. papyrifera participara en la regulacion de la expresion
génica, deberia poseer sitios de unidn para factores de transcripcién [Maston y cols., 2006]. Dado que no
existe una secuencia como parametro que sirva de modelo (por no tener similitud significativa con otras
secuencias), se utilizé la aproximacidon de la busqueda analitica de motivos empleada por Lobos y

colaboradores [2011] (Objetivo especifico 3, analisis no convencional).

En ese estudio se utilizd MEME para buscar motivos con alguna significancia bioldgica, utilizando
distintos parametros y disponiendo solo de las secuencias de regiones rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcién de una familia de genes. Una vez identificados los motivos, mediante MEME se buscaron el
(los) gene(s) que en sus regiones rio arriba incluyeran cada uno de los motivos identificados en organismos
modelo. A partir de esa coleccion de genes se establecieron redes de regulacién transcripcional. En esta
herramienta los pardmetros se pueden variar hasta encontrar aquellos que permiten visualizar las
diferencias de las secuencias en forma de que exhiban un distinto patrén de motivos, por tanto dos
conjuntos distintos de parametros no permiten obtener los mismos patrones. Basado en este trabajo, se
realizd la busqueda de motivos en la secuencia del marcador de sexo de B. papyrifera usando los
parametros ZOOPS (Zero Or One Per Sequence), ventana (ancho de motivo) de 3 a 16 pares de bases y un
maximo de 15 motivos en las secuencias. El resultado obtenido en este caso se esquematiza en la Figura
19 a). Los “logos” (descripcion grafica de la conservacion de secuencias en el alineamiento) se detallan en
la Figura 19 b). De esta manera se encontraron 15 motivos de los cuales dos, el motivo 8 y el motivo 15,
estdn ausentes en una segunda posicidon solamente en algunas de las secuencias masculinas. Es
importante notar que las secuencias en las que no se repiten estos dos motivos son las mismas que forman
un grupo aparte (grupo o clado 4) en el dendrograma de la Figura 15. Todos los motivos presentan un
elevado grado de conservacidon en cuanto a los nucleétidos que los constituyen, segin el grado de
conservacién representado en los logos y los valores p que oscilan entre 1,95*107° y 5,74*107¢ (valores
tedricamente cercanos a cero y que implican baja posibilidad de un resultado falso positivo) para la

combinacion de motivos en cada una de las secuencias.
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Figura 19: Motivos encontrados en la secuencia del marcador de sexo de B. papyrifera usando MEME.

a) Diagrama de motivos encontrados usando los parametros ZOOPS, ventana 3-16 pb y un maximo de 15
motivos. Se muestran los motivos en cada una de las secuencias siguiendo el cddigo de colores mostrados en la parte
superior de la imagen. Se destacan las segundas posiciones variables para los motivos 8 (gris) y 15 (blanco), y el
motivo 1 (mas conservado), b) Logos de cada uno de los motivos, donde aparecen destacados los motivos 1 (cuadro
naranjo), 8 (cuadro azul oscuro) y 15 (cuadro verde).
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5.3.2.2 Utilizacion de MAST para la identificacion de genes que comparten los motivos

encontrados en el marcador de sexo de B. papyrifera.

Continuando con el objetivo especifico 3, una vez obtenidos los motivos en MEME, se utilizé la
herramienta MAST (Motif Alignment and Search Tool) para identificar genes de A. thaliana y de S.
cerevisiae cuyas regiones rio arriba poseen los mismos motivos identificados en el marcador de sexo de
B. papyrifera, tanto individualmente como agrupados. Esta busqueda estd acotada por las caracteristicas
de las bases de datos a un largo maximo de 1200 pb de regién promotora: 1000 pb rio arriba y 200 pb rio
abajo del sitio de inicio de la transcripcion. En la Tabla 6 a) se indican los genes de A. thaliana con cada
uno de los motivos, en 6 b) aparecen los genes que poseen una combinacion de motivos. En la Tabla 7 a)
se indican los genes de S. cerevisiae con cada uno de los motivos, en 7 b) los genes que poseen una
combinacion de motivos. La busqueda fue acotada con el fin de mostrar genes con un valor e maximo
igual a 10 en orden creciente (mientras mas cercano a cero, la posibilidad de que el resultado sea un falso

positivo es menor). Las listas fueron truncadas a maximo de 10 genes por cada motivo.

Se buscé la anotacidn Gene Onthology (GO) en la base de datos de TAIR (The Arabidopsis

Information Resource, www.arabidopsis.org) para cada uno de los genes de A. thaliana cuyos promotores

poseen los motivos 1, 8 y 15 del marcador de sexo de B. papyrifera identificados con MEME. Se incluyeron
los genes cuyos promotores poseen el motivo 1 (Tabla 8) por ser el que posee mejor score, por tanto es
el mejor conservado entre los motivos identificados. Los genes del motivo 8 (Tabla 9) y 15 (Tabla 10) se
incluyeron por ser estos los motivos que no se repiten en las secuencias masculinas y que estan ausentes
en las secuencias que forman un clado separado en el dendrograma. Ademds se muestran los genes que
poseen mejor puntuacién con combinacion de motivos (Tabla 11), por ser estos los que poseen regiones

rio arriba con mas motivos de los encontrados en el marcador de sexo de B. papyrifera.
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Tabla 6: Genes de A. thaliana que en sus promotores poseen los motivos encontrados en el marcador de sexo

de B. papyrifera.
a)
Genes de bidopsis thali que | los motivos 1-5
Motivo 1 Motivo 2 Motivo 3 Motivo 4 Motivo 5
(+)](-) Valore (+)[(-) Valore (+)](-) Valor e (+)[(-) Valore (+)|(-) Valore
AT3G13445|TBP1 3.9 AT1G26355|SP1L1 0.0011 AT1G15440|PWP2 1.3 AT3G10400|AT3G10400 0.031 AT4G36630|EMB2754 2.2
AT4G09220|AT4G09220 4 AT1G65541|AT1G65541 0.057 AT1G10570|0TS2 3.8 AT1G72175|AT1G72175 0.041 AT4G32260|AT4G32260 3.7
AT4G09270|AT4G09270 4 AT4G03590|AT4G03590 0.12 AT1G03600|PSB27 4 AT5G08550]|ILP1 0.065 AT4G28420|AT4G28420 6.1
AT3G26900|SKL1 0.13 AT1G33830|AT1G33830 4 AT1G43600|AT1G43600 0.076 AT3G22920|AT3G22920 6.3
AT4G14510|CFM3B 0.14 AT1G33910|AT1G33910 4 AT1G43610|AT1G43610 0.076 AT4G37925|NDH-M 6.7
AT4G23750|CRF2 0.14 AT1G60220|ULP1D 4 AT1G67840|CSK 0.076 AT1G03350|AT1G03350 6.7
AT4G38470|AT4G38470 0.14 AT4G16210|ECHIA 4 AT2G34120|AT2G34120 0.076 AT1G17410|AT1G17410 7.1
AT5G04430|BTR1L 0.14 AT1G65280|AT1G65280 0.21
AT1G35890|AT1G35890 0.88 AT2G21970|SEP2 0.21
AT4G28060|AT4G28060 1.1 AT4G24030|AT4G24030 0.36
Genes de Arabidopsis thalii que | los motivos 6-10
Motivo 6 Motivo 7 Motivo 8 Motivo 9 Motivo 10
(1) Valor e (1) Valor e (1) Valor e (1) Valor e (H1() Valore
AT2G03890|PI4K 2.9 AT1G17760|CSTF77 0.63 AT1G01880|AT1G01880 0.16 AT5G66420|AT5G66420 0.51 AT5G25820|AT5G25820 0.51
AT4G02550|AT4G02550 2.9 AT5G58280|AT5G58280 2.9 3702000003 |AT1G01890 0.41 AT5G51510|AT5G51510 0.65 AT5G47720|AT5G47720 0.95
AT4G39630|AT4G39630 29 AT3G07430|YLMG1-1 4.8 AT5G54080|HGO 2.4 AT3G58110|AT3G58110 0.7 AT4G24030|AT4G24030 1.2
AT2G42940|AT2G42940 5.9 AT1G56630|AT1G56630 2.8 AT5G66420|AT5G66420 0.89 AT4G24026|AT4G24026 12
AT1G04930|AT1G04930 7.1 AT3G48290|CYP71A24 2.8 AT1G49850|AT1G49850 13 AT1G75450|CKX5 2.2
AT1G04945|AT1G04945 7.1 AT5G05540|SDN2 4.9 AT3G48590|NF-YC1 2.3 AT5G43245|AT5G43245 3.4
AT1G04940|TIC20 7.1 AT3G55480|PAT2 5.1 AT3G51260|PAD1 3.2 AT5G15450|CLPB3 5.6
AT1G66730|LIG6 7.2 AT1G27090|AT1G27090 4.5 AT1G07690|AT1G07690 7.6
AT1G76040|CPK29 7.2 AT3G01930|AT3G01930 4.5 AT2G47030|VGDH1 7.6
AT3G07900|AT3G07900 7.2 AT3G02800|AT3G02800 4.6 AT2G47040|VGD1 7.6
Genes de Arabidopsis thali que p los motivos 11-15
Motivo 11 Motivo 12 Motivo 13 Motivo 14 Motivo 15
(+)](-) Valore (+)[(-) Valore (+)](-) Valore (+)[(-) Valore (+)](-) Valore
AT1G21920|AT1G21920 7.7 AT1G32000|AT1G32000 0.48 AT1G54760|AGL85 1 AT1G07700|AT1G07700 1 AT1G21080|AT1G21080 2.9
AT5G03440|AT5G03440 0.64 AT1G01320|AT1G01320 10 AT5G47730|AT5G47730 1 AT3G23610|DSPTP1 29
3702000517 |AT5G03445 0.64 AT1G47380|AT1G47380 10 AT5G40690|AT5G40690 1.6 AT3G26600|ARO4 4.3
AT2G38040|CAC3 0.71 AT2G04034|AT2G04034 10 AT2G40610|EXPA8 2 AT5G05960|AT5G05960 7.8
AT1G53620|AT1G53620 0.93 AT2G10014|AT2G10014 10 AT3G06960|PDE320 2 AT1G63280|AT1G63280 8.4
AT1G58025|AT1G58025 0.93 AT3G09300|ORP3B 10 AT1G65120|AT1G65120 4.2 AT3G60790|AT3G60790 8.4
AT1G69230|SP1L2 0.93 AT1G13340|AT1G13340 4.8 AT1G28135|AT1G28135 8.4
AT2G21910|CYP96AS 0.03 AT5G01930|AT5G01930 5.1 AT1G54940|PGSIP4 8.4
AT2G35510|SRO1 0.93 AT3G19850|AT3G19850 5.1 AT4G18220|AT4G18220 8.4
AT4G09690|AT4G09690 0.93 AT2G26200|AT2G26200 6.6 AT5G09330|NAC082 8.4
b) Genes de Arabidopsis thali con ion de
Todos los motivos
(+)(-) Valore
AT1G49620|ICKS 0.0024
AT3G10400|AT3G10400 0.057
AT4G14510|CFM3B 0.098
AT3G01170|AT3G01170 0.12
AT4G24030|AT4G24030 0.13
AT4G24026|AT4G24026 0.13
AT5G04010|AT5G04010 0.17
AT5G44574|AT5G44574 0.17
AT4G38470|AT4G38470 0.23
AT3G01160|AT3G01160 0.32

a) Lista de genes de A. thaliana que en sus promotores poseen los motivos 1 al 15 encontrados en el marcador de
sexo de B. papyrifera. b) Lista de genes de A. thaliana que poseen en sus regiones rio arriba una combinacién de
motivos encontrados en el marcador de sexo de B. papyrifera. La lista estd compuesta por genes con un valor e
menor o igual a 10 y y/o truncada a un maximo de 10 genes.
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Tabla 7: Lista de genes de S. cerevisiae que en sus promotores poseen los motivos encontrados en el marcador
de sexo de B. papyrifera.

a)
Genes de yces c isiae que p los motivos 1-5
Motivo 1 Motivo 2 Motivo 3 Motivo 4 Motivo 5
(+)|(-) valor e (+) | (-) valor e (+)](-) valor e (+)[(-) valor e (+)[(-) valor e
YHR169W |[YHR169W 0.43 YJR093C|YIJR093C 0.49 YBR0O91C|YBR091C 5.9 YGL244W |[YGL244W 0.027 YLRO99W-A|YLRO99W-A 0.8
YKL201C|YKL201C 0.88 YML092C|YML092C 0.51 YPR118W|YPR118W 6.6 YLRO55C|YLRO55C 0.05 YNRO22C|YNRO22C 11
YDL100C|YDL100C 6.4 YELO35C|YELO35C 4.7 YLR417W |[YLR417W 8.9 YGL023C|YGLO23C 0.28 YMR286W |[YMR286W 11
YHL020C|YHL020C 6.8 YMR160W |YMR160W 4.8 YBR231C|YBR231C 0.3 YILO56W |YILOS6W 16
YDR430C|YDR430C 7.4 YMR156C|YMR156C 6.6 YOR141C|YOR141C 0.89 YHR155W |[YHR155W 4.5
YDR432W |YDR432W 7.4 YGLO08C|YGL008C 6.8 YOR023C|YOR023C 0.94
YORO06C|YOR006C 7.5 YKLO27W |YKLO27W 8 YGR197C|YGR197C 1
YDR414C|YDR414C 8 YBL047C|YBL047C 8.4 YPLO36W |YPLO36W 1.5
YMR190C|YMR190C 8.7 YLR153C|YLR153C 8.8 YDR171W |YDR171W 16
YBR271W |YBR271W 9.5 YALO11W |YALO11W 4
Genes de Sacch yces ¢ isiae que p los motivos 6-10
Motivo 6 Motivo 7 Motivo 8 Motivo 9 Motivo 10
(+)](-) valor e (+)](-) valore (+)](-) valor e (+)](-) valor e (+)](-) valor e
YPL161C|YPL161C 0.34 YLR213C|YLR213C 59 YKL198C|YKL198C 18 YIL219W|YIL219W 17 YPRO58W |YPRO58W 0.65
YLR045C|YLR045C 3.8 YML043C|YML043C 8.5 YPL145C|YPL145C 4.8 YOL156W |[YOL156W 17 YHR169W |[YHR169W 14
YGL100W |[YGL100W 4.5 YMLO42W |[YMLO42W 8.5 YPL144W |YPL144W 4.8 YOR097C|YOR097C 4.4
YLRO04C|YLR004C 5.7 YNRO16C|YNRO16C 8.5 YCLO38C|YCLO38C 5.2 YDR084C|YDR084C 4.9
YLROO5W |YLROO5W 5.7 YNRO17W [YNRO17W 8.5 YJL029C|YJLO29C 8 YCR024C-A|YCR024C-A 5.9
YPL191C|YPL191C 6.4 YJLO28W [YILO28W YMR177W |YMR177W 8.1
YLR228C|YLR228C 9.2 YAR014C|YAR014C 8.5 YBL113C|YBL113C 8.2
YCR020C|YCR020C 8.7
Genes de Sacch yces ¢ isiae que p los motivos 11-15
Motivo 11 Motivo 12 Motivo 13 Motivo 14 Motivo 15
(+)](-) valore (+)|(-) valore (+)](-) valore (+)1(-) valore (+)[(-) valore
YLR248W |YLR248W 0.048 YOR252W |[YOR252W 0.22 YBLO36C|YBLO36C 0.44 YLR351C|YLR351C 0.32 YPLO96W |YPLO96W 29
YGR078C|YGR0O78C 4.5 YDL024C|YDL024C 0.68 YALO51W |YALO51W 2.4 YKL189W |YKL189W 0.68 YKL022C|YKL022C 33
YER105C|YER105C 4.7 YCR0O04C|YCR004C 0.81 YMR243C|YMR243C 3.6 YBR210W |YBR210W 13 YIR026C|YIR026C 3.7
YER106W |YER106W 4.7 YHR124W |YHR124W 1.2 YMR244W |[YMR244W 3.6 YDR233C|YDR233C 1.7 YOR293C-A|YOR293C-A 4.4
YGL133W|YGL133W 5.8 YPL122C|YPL122C 1.4 YPL249C-A|YPL249C-A 4.1 YDR234W |YDR234W 1.7 YGL254W |YGL254W 4.5
YMR137C|YMR137C 7.7 YBLO91C|YBL0O91C 1.4 YER186C|YER186C 5.6 YOR165W |YOR165W 3.7 YMR238W |YMR238W 4.8
YMR138W |YMR138W 7.7 YLR117C|YLR117C 15 YGLO98W |YGLO98W 7.6 YLRO47C|YLR047C 4.4 YPR117W|YPR117W 5.7
YILO16W |YILO16W 2.5 YPL101W|YPL101W 7.7 YLRO48W |YLRO48W 4.4 YBRO57C|YBRO57C 6.6
YMLO64C|YML0O64C 29 YIL169C|YIL169C 9.3 YBRO73W |YBRO73W 6.2 YLR307C-A|YLR307C-A 7.8
YMLO63W |[YMLO63W 2.9 YLR120C|YLR120C 6.3 YLR308W |YLR308W 7.8
b) Genes de Saccharomyces cerivisiae con combinacion de motivos
Todos los motivos
(+)(-) Valore
YGL023C|YGL023C 0.42
YHR169W |YHR169W 0.43
YLRO55C|YLRO55C 0.7
YBRO19C|YBR0O19C 19
YBRO20W |[YBRO20W 2.2
YNL103W|YNL103W 3.7
YER116C|YER116C 4.7
YHRO61C|YHR061C 6.1
YPL249C-A|YPL249C-A 6.3
YLR248W |[YLR248W 6.9

a) Lista de genes de S. cerevisiae que en sus promotores poseen los motivos 1 al 15 encontrados en el marcador de
sexo de B. papyrifera. b) Lista de genes de S. cerevisiae que poseen combinacién de motivos encontrados en
marcador de sexo de B. papyrifera. La lista estd compuesta por genes con un valor e menor o igual a 10 y/o truncada
a un maximo de 10 genes.
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Tabla 8: Genes de A. thaliana que poseen el motivo 1 del marcador de sexo de B. papyrifera en sus

promotores.
Gen Descripcion de la Expresion Anotacién GO
proteina
AT3G13445|TBP1 TBP (TATA binding protein) se | Ubicua Proceso bioldgico Regulacién de la

asocia con  TAF(ll)  (TBP-
associated factors) para formar
el complejo general de
transcripcién TFIID.

transcripcion DNA
dependiente, iniciacion de la
transcripcién desde
promotores RNA pol Il.

Componente celular

Nucleo

Funcién molecular

Unién a DNA

AT4G09220|AT4G09220

Proteina desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido

Componente celular

Desconocido

Funcién molecular

Desconocido

AT4G09270|AT4G09270

Proteina desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido

Componente celular

Desconocido

Funcién molecular

Desconocido

En la lista se muestran los genes de A. thaliana que poseen el motivo 1 en su regidn rio arriba. En

dos de los tres genes, no se ha descrito una proteina y por tanto se desconoce su funcién, mientras que

el unico gen descrito codifica para una proteina TBP (TATA binding protein) que actia como factor de

transcripcién.

Tabla 9: Genes de A. thaliana que poseen el motivo 8 del marcador de sexo de B. papyrifera en sus

promotores.
Gen Descripcion de la Expresion Anotacidon GO
proteina
AT1G01880|AT1G01880 Miembro de la familia de | Células Proceso bioldgico Reparacion de DNA.

nucleasas Rad2/XPG de clase 4
que procesan las Holliday
Junctions de manera analoga a
las resolvasas HJ de fagos,
arqueas y bacterias.

guardianas  del
estoma.

Componente celular

Nucleo.

Funcién molecular

Actividad
endodeoxirribonucleasa de
crossover junction.

convertir homogentisato to
malilacetoacetato.

3702000003 | AT1G01890 tRNA-lys. Ubicua Proceso bioldgico Elongacién de la traduccion.
Componente celular | Desconocido.
Funcién molecular Actividad de adaptador
triplete-aminoacido
AT5G54080|HGO 1,2-dioxygenase que puede | Ubicua Proceso bioldgico Proceso catabdlico de L-

fenilalanina, proceso
catabdlico de clorofila, beta-
oxidacion de acidos grasos.
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Componente celular

Citoplasma, citosol.

Funcién molecular

Actividad 1,2-dioxigenasa de
homogentisato.

AT1G56630|AT1G56630

Proteina de la superfamilia de

alfa/beta hidrolasas.

Desconocida

Proceso bioldgico Proceso metabdlico de
lipidos.
Componente celular | Mitocondria.

Funcién molecular

Actividad triglicérido lipasa.

AT3G48290|CYP71A24

Citocromo p450 putativo.

Células
guardianas  del
estoma

Proceso bioldgico

Proceso de oxidacion

reduccion.

Componente celular

Unidn a oxigeno.

Funcién molecular

Actividad de transportador
de electrones.

AT5G05540| SDN2 Nucleasa 2 de RNAs pequefios. Ubicua Proceso bioldgico Desconocido.
Componente celular Intracelular, nucleo.
Funcién molecular Actividad exonucleasa,
unién a acidos nucleicos.
AT3G55480| PAT2 Media la biogénesis y funcion de | Ubicua Proceso bioldgico Transporte de Golgi a

vacuolas liticas, que puede
complementar parcialmente la
levadura mutante

correspondiente

vacuola, organizacién de
vacuolas liticas, regulacion
del pH intracelular.

Componente celular

Aparato de Golgi, nucleo,
membrana.

Funcién molecular

Actividad transportadora de
proteinas.

En la lista se muestran los genes de A. thaliana que poseen el motivo 8 en su region rio arriba.

Los genes son diversos en cuanto a funcidn. Los genes con mejor puntuacién codifican para resolvasas de

Holliday junctions, para tRNA de lisina, para proteinas de vias metabdlicas, citocromo p450, nucleasas de

RNAs pequefios y proteinas mediadoras de formacién de vacuolas liticas. Muchos de estos genes parecen

ser importantes en la sobrevida de A. thaliana, como el tRNA de lisina y los participantes de vias

metabdlicas.

Tabla 10: Genes de A. thaliana que poseen el motivo 15 del marcador de sexo de B. papyrifera en sus

promotores.
Gen Descripcion de la Expresion Anotaciéon GO
proteina
AT1G21080|AT1G21080 Proteina que contiene dominio | Ubicua Proceso bioldgico Plegamiento de proteinas.
N-terminal DNAJ de shock
térmico. Componente celular Aparato de Golgi,
citoplasma.
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Funcién molecular

Unioén de proteinas de shock
térmico, unién de proteinas
desplegadas.

AT3G23610|DSPTP1

Codifica una proteina fosfatasa
con especificidad dual cuya
actividad es regulada por unién a
CaM

Ubicua

Proceso bioldgico

Inactivaciéon  de  MAPK,
defosforilacidn, proceso
biosintético de
fosfatidilinositol, respuesta
celular a frio.

Componente celular

Cloroplasto.

Funcién molecular

Unién a calmodulina,
actividad MAPK fosfatasa.

AT3G26600| ARO4

Proteina de repeticion de

No se expresa

Proceso bioldgico

Desconocido.

armadillo. Se expresa en tejidos | en polen
vegetativos, anteras y dvulos. Componente celular Plasmodesma.
Funcién molecular Desconocido.

AT5G05960| AT5G05960 Proteina  miembro de la | Ubicua Proceso bioldgico Transporte de lipidos.

superfamilia 2S albdmina

bifuncional inhibidora/ Componente celular Regiodn extracelular.

transportadora de lipidos

almacenaje de proteina en Funcion molecular Unidn a lipidos.

semilla

AT1G63280|AT1G63280

Proteina de la familia de las
inhibidoras de serina proteasa
(SERPIN)

Desconocido

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Citoplasma.

Funcién molecular

Actividad inhibidora
endopeptidasa tipo serina.

AT3G60790| AT3G60790

Proteina de la familia de las F-
box

Desconocido

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Cloroplasto.

Funcién molecular

Desconocido.

AT1G28135|AT1G28135

Proteina desconocida

Desconocido

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Desconocido.

Funcién molecular

Desconocido.

AT1G54940| PGSIP4 Codifica una xilano | Hoja, flor, | Proceso bioldgico Proceso biosintético.
glucoronosiltransferasa pétalo, células
espermaticas, Componente celular Aparato de Golgi.
raiz, sépalo
Funcién molecular Actividad
glucoronosiltransferasa,
actividad transferasa.
AT4G18220|AT4G18220 Proteina de la superfamiliadelos | Células Proceso bioldgico Transportador de

transportadores de drogas vy
metabolitos

guardianas del
estoma

compuestos que contienen
nucleobase.

Componente celular

Desconocido.

Funcién molecular

Actividad de transportador

nucleobase puricas

transmembrana
AT5G09330| NAC082 Ubicua Proceso bioldgico Desarrollo multicelular,

actividad de factor de
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Proteina 82 que contiene

dominio NAC

transcripcién DNA
dependiente

Componente celular

Nucleo

Funcién molecular

Union a DNA, actividad de
factor de transcripcion
secuencia especifico.

Los genes de A. thaliana que poseen el motivo 15 en sus regiones rio arriba codifican proteinas

con gran diversidad de funciones. Se muestran proteinas de shock térmico, proteinas fosfatasas y de

sefializacion y proteinas no descritas. Uno de los genes de la lista, AT3G26600| ARO4, se expresa en forma

ubicua, a excepcidn del polen, lo que puede resultar importante considerando que se esta tratando de

establecer relaciones entre genes de A. thaliana y B. papyrifera que posean similitud en sus regiones rio

arriba que puedan estar involucrados en desarrollo de fenotipo diferenciado sexualmente.

Tabla 11: Genes de A. thaliana que poseen una combinacién de los motivos encontrados en el marcador de
sexo de B. papyrifera en sus promotores.

Gen

Descripcion de la
proteina

Expresion

Anotacion GO

AT1G49620|ICK5

CKI  Inhibidor de quinasa

Ubicua, no se

Proceso bioldgico

Endorreduplicacion de DNA,

dependiente de ciclina (CDK) expresa en arresto del ciclo celular,
shoot apical progresion de linea
meristem estomatal.
Componente celular Ndcleo de células
germinativas masculinas.
Funcion molecular Unién a ciclina, union a
proteina, actividad de
inhibidor a serina/treonina
quinasas dependiente de
ciclina.
AT3G10400| AT3G10400 Codifica una proteina U11/U12- | Ubicua Proceso bioldgico Proceso de desarrollo,
31K tipo U12 espliceosomal. splicing de RNA.
Implicada en splicing U12 de Componente celular Nucleo.
intrones via actividad chaperona
de RNAy que afecta el desarrollo Funcién molecular Unién de acidos nucleicos,
de la planta. unién de nucleédtidos, unién
aion zinc.
AT4G14510|CFM3B Codifica una proteina con | Ubicua Proceso bioldgico Desarrollo de semilla.
dominio CRM, homdloga de
CDM3a, la que posee funcién in Componente celular Cloroplasto.
el splicing en intrones del grupo
1B en cloroplastos. Funcion molecular Unién de RNA.
AT3G01170|AT3G01170 Proteina de la superfamilia de | Ubicua Proceso bioldgico Traduccién.

proteina ribosomal L34e

Componente celular

Intracelular, ribosoma.

Funcién molecular

Constituyente  estructural

del ribosoma.

AT4G24030|AT4G24030

Proteina desconocida

Desconocido

Proceso bioldgico

Desconocido.
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Componente celular

Desconocido.

Funcién molecular

Desconocido.

AT4G24026| AT4G24026

Proteina desconocida

Células
guardianas del
estoma

Proceso bioldgico

Desconocido

Componente celular

Nucleo

Funcién molecular

Desconocido

AT5G04010|AT5G04010

Proteina de la familia F-box

Desconocido

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Desconocido.

Funcién molecular

Desconocido.

AT5G44574| AT5G44574

Proteina desconocida

Células
guardianas del
estoma

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Mitocondria.

Funcién molecular

Desconocido.

AT4G38470|AT4G38470

Proteina de la familia de ACT-like

Ubicua

Proceso bioldgico

Organizacién de filamentos

con actividad proteina de actina, organizacién de
serina/treonina/tirosina cloroplasto, procesos
quinasa. metabdlicos, fosforilacién

de proteinas.

Componente celular Citosol, membrana
plasmatica.

Funcion molecular Unién de ATP, unién de
aminoacidos, actividad

proteina quinasa, actividad
transferasa.

AT3G01160|AT3G01160

Proteina desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Citosol, nucleo.

Funcién molecular

Desconocido.

Los genes de A. thaliana que contienen una combinacidon de los motivos encontrados en el
marcador de sexo de B. papyrifera codifican para proteinas que estan involucradas en la detencién del
ciclo celular y en el desarrollo de la planta por poseer actividad de splicing, por lo que estos genes podrian
modular el desarrollo de un fenotipo caracteristico de la planta. Ademas aparecen genes que codifican

para probables proteinas fosfatasas y otros genes cuyos productos son aun desconocidos.

Utilizando la base de datos Yeastmine de SGD (Saccharomyces genome database,

http://yeastmine.yeastgenome.org/yeastmine/begin.do) se buscé la anotacién GO (proceso bioldgico,

componente celular y funcién molecular) de cada uno los genes de S. cerevisiae que poseen los motivos
identificados en el marcador de sexo de B. papyrifera en sus regiones rio arriba. Al igual que para los genes
de A. thaliana se muestra la lista de genes que poseen el motivo 1 (Tabla 12), por ser el que posee mejor

score en la busqueda. La lista de genes que poseen motivos 8 y 15, que difieren en las secuencias
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masculinas, se muestran en las Tablas 13 y 14, respectivamente. Los genes que poseen mejor puntuacién

con combinacidon de motivos se indican en la Tabla 15.

Tabla 12: Genes de S. cerevisiae que poseen el motivo 1 del marcador de sexo de B. papyrifera en sus
promotores.

Gen

Descripcion de la
proteina

Anotacion GO

YHR169W |YHR169W

RNA helicasa, ATPasa putativa de
la familia de las DEAD-box

Proceso bioldgico

Ruptura endonucleolitica para generar extremo
5'maduro en SSU-rRNA desde (SSU-rRNA 5.8S
rRNA, LSU-rRNA), biogénesis de ribosoma.

Componente celular

Prerribosoma 90S, nucléolo.

Funcién molecular

Actividad helicasa, union a ATP, unién a
nucleédtido, union a RNA.

YKL201C|YKL201C

Regulador putativo positivo de la

Proceso bioldgico

Glicosilacién de proteinas N-unidas y O-unidas,

manosilfosfato transferasa respuesta a estrés osmotico.
Mnn6p
Componente celular Componente integral de membrana.
Funcién molecular Activador enzimatico.
YDL100C|YDL100C Factor de intercambio de | Proceso biolégico Insercién de proteinas dentro de la membrana

guanina para Gpalp

del ER, proceso metabdlico, direccionamiento
postraduccional de proteinas a la membrana.

Componente celular

Complejo GET, reticulo

endoplasmico.

citoplasma,

Funcién molecular

Actividad hidrolasa, union a idn metalico.

YHL020C| YHL020C

Regulador transcripcional de una
variedad de genes

Proceso bioldgico

Proceso biosintético de fosfolipido, regulacion
positiva de la transcripcién en promotor RNA pol
1.

Componente celular

Membrana nuclear, nucleo, nucleoplasma.

Funcién molecular

Unidn a DNA

YDR430C|YDR430C

Metaloproteasa lisina-especifica
de la familia de pitrilisina

Proceso bioldgico

Protedlisis, actividad peptidasa.

Componente celular

Espacio intermembrana de la mitocondria.

Funcién molecular

Actividad metalopeptidasa, actividad hidrolasa,
unién a ién metdlico.

YDR432W|YDR432W

Proteina de wunidon a RNA,
promueve elongacién, regula
terminacion

Proceso bioldgico

Exportacion de mRNA desde el nlcleo,
regulador de la traduccidn.

Componente celular

Complejo ribonucleoproteina, citoplasma,

nucléolo.

Funcién molecular

Unidn a RNA, unidn a poli(A).

YOR006C|YOR006C

Proteina requerida para el
procesamiento del pre rRNA 20S

Proceso bioldgico

Maduracién de SSU-rRNA, procesamiento de
rRNA, biogénesis de ribosoma.

Componente celular

Citoplasma, nucleo.

Funcién molecular

Desconocido.
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YDR414C|YDR414C

Proteina predicha de membrana
requerida para la retencion
luminal de proteinas en el ER

Proceso bioldgico

Glicosilacion de proteinas, y transporte,
retencion de proteinas en el lumen de ER.

Componente celular

Membrana, reticulo endopldsmico.

Funcién molecular

Desconocido.

YMR190C|YMR190C

DNA helicasa nucleolar de Ia
familia RecQ

Proceso bioldgico

Segregacion  meidtica de  cromosomas,
respuesta ante estimulo de dafio a DNA,
actividad helicasa.

Componente celular

Complejo helicasa RecQ-Topo IlI

Funcién molecular

Actividad hidrolasa, union a ATP, unién a
nucledtido.

Los genes de S. cerevisiae que poseen el motivo 1 codifican para proteinas con funciones diversas,

tal como en el caso de los de A. thaliana. Se describen proteinas con funcidn de helicasas de RNA y DNA,

proteinas involucradas en la estabilidad y estabilizacién de RNA, de procesamiento de rRNAs, de retencién

de proteinas en el reticulo endopldsmico, entre otras.

Tabla 13: Genes de S. cerevisiae que poseen el motivo 8 del marcador de sexo de B. papyrifera en sus

promotores.

Gen

Descripcion de la
proteina

Anotacion GO

YKL198C|YKL198C

Proteina serina/treonina

quinasa putativa

Proceso bioldgico

Actividad quinasa, transporte de poliamina,
fosforilacion de proteinas.

Componente celular

Desconocido

Funcién molecular

Actividad quinasa, actividad transferasa, union
de ATP, actividad proteina quinasa.

YPL145C|YPL145C

Uno de los 7 miembros de la
familia de proteinas de unién a
oxisterol en levaduras

Proceso bioldgico

Proceso biosintético de esteroide, mantencion
de la polaridad celular, endocitosis.

Componente celular

Citoplasma, membrana de Golgi.

Funcién molecular

Union a lipido, union a fosfatidilinositol 4-
fosfato, actividad de transportador de esterol.

YPL144W | YPL144W

Componente de chaperona
heterodimérica Poc4p-Irc25p

Proceso bioldgico

Ensamblaje de complejo proteico mediado por
chaperona.

Componente celular

Citoplasma.

Funcién molecular

Desconocido.

YCLO38C|YCLO38C

Proteina integral de membrana
vacuolar requerida para el eflujo
de aminoacidos

Proceso bioldgico

Autofagia,
aminoacidos.

transporte,  transporte  de

Componente celular

Vacuola, membrana de vacuola.

Funcién molecular

Desconocido.

YJL029C|YJLO029C

Proceso bioldgico

Transporte, Transporte Golgi a vacuola,
transporte retrégrado: endosoma a Golgi.
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Componente del complejo GARP
(Golgi-associated retrograde
protein)

Componente celular

Membrana de endosoma, aparato de Golgi,
complejo GARP.

Funcién molecular

Desconocido.

YJLO28W | YJLO28W

Proteina de funcién desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Componente integral de membrana.

Funcién molecular

Desconocido.

YAR014C|YAR014C

Proteina implicada en la
seleccidn de sitio de brote (bud-
site selection)

Proceso bioldgico

Regulacién negativa de la polimerizacion de
filamento de actina, organizacién de
citoesqueleto, regulacién de localizacién de
proteina.

Componente celular

Punta de brote celular, citoplasma, nicleo.

Funcién molecular

Actividad de regulador de proteina fosfatasa
tipo 1.

Los genes de S. cerevisiae que poseen el motivo 8 en sus regiones rio arriba, codifican para genes

de variadas funciones que incluyen vias metabdlicas, proteinas quinasa y fosfatasa, proteinas de

membrana y proteinas de funcién desconocida.

Tabla 14: Genes de S. cerevisiae que poseen el motivo 15 del marcador de sexo de B. papyrifera en sus

promotores.

Gen

Descripcion de la
proteina

Anotacion GO

YPLO96W | YPLO96W

Péptido N-glicanasa conservada
requerida durante la
degradacion de proteinas en
proteasoma

Proceso bioldgico

Proceso catabdlico de proteinas mal plegadas o
incompletamente sintetizadas, deglicosilacion
de proteinas.

Componente celular

Citoplasma, mitocondria, nucleo.

Funcién molecular

Actividad hidrolasa, unién a ién metalico, unién
a DNA dafiado.

YKL022C|YKLO22C

Subunidad del complejo
promotor de anafase/ciclosoma

Proceso bioldgico

Ubiquitinacion de  proteinas, regulacion
negativa del inicio de la replicacion DNA
dependiente.

Componente celular

Complejo promotor de anafase, nucleo, citosol.

Funcién molecular

Desconocido.

YIR026C|YIR026C

Proteina fosfatasa, implicada en
crecimiento vegetativo a bajas
temperaturas

Proceso bioldgico

Defosforilacion de proteinas, division nuclear
meidtica, ensamblaje de la subunidad ribosomal
grande.

Componente celular

Citoplasma, nucleo.

Funcién molecular

Actividad hidrolasa, actividad fosfoproteina
fosfatasa, actividad proteina tirosina fosfatasa.
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YOR293C-A|YOR293C-A

Proteina putativa de funcién
desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Desconocido.

Funcién molecular

Desconocido.

YGL254W | YGL254W

Factor de transcripcion
implicado en el metabolismo de
sulfito

Proceso bioldgico

Regulacidn positiva del transporte de sulfito por
regulacién positiva desde promotor RNA pol Il.

Componente celular

Ndcleo.

Funcién molecular

Unién a DNA secuencia-especifica al core del
promotor de RNA pol Il, unién a ién metalico.

YMR238W | YMR238W

Manosidasa putativa implicada
en crecimiento filamentoso

Proceso bioldgico

Actividad hidrolasa, actuando en enlaces
glicosil, proceso catabdlico de carbohidratos,
biogénesis de pared celular tipo fungal.

Componente celular

Membrana plasmatica, reticulo endoplasmico.

Funcién molecular

Actividad manano endo-1-6 alfa manosidasa.

YPR117W|YPR117W

Proteina putativa de funcion
desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Componente integral de membrana

Funcién molecular

Desconocido

YBRO57C|YBRO57C

Proteina  esencial para Ia
replicacion meidtica de DNA y
esporulacién

Proceso bioldgico

Esporulacién resultando en una espora celular,
division nuclear meidtica, metilacion de mRNA.

Componente celular

Citoplasma, nucleo, nucléolo.

Funcién molecular

Unidn a proteina.

YLR307C-A|YLR307C-A

Proteina putativa de funcion
desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido.

Componente celular

Desconocido.

Funcién molecular

Desconocido.

YLR308W |YLR308W

Quitina deacetilasa, requerida
para la rigidez apropiada en la
pared de la ascospora

Proceso bioldgico

Proceso catabdlico de polisacarido,
esporulacién resultando en la formacién de
espora celular, proceso catabdlico de quitina.

Componente celular

Pared de quitosan de la pared de la espora.

Funcién molecular

Actividad hidrolasa, actividad
deacetilasa, actividad catalitica.

quitina

Los genes de S. cerevisiae que poseen el motivo 15 en sus regiones rio arriba codifican para
proteinas con funciones como marcaje de proteinas mal plegadas, proteinas con funcién desconocida y
proteinas fosfatasa. Ademas se indican proteinas con funcion de factor de transcripcidn y otras esenciales
en el proceso de replicacion meidtica del DNA y participacion en el complejo promotor de anafase que

determina el avance en el ciclo celular.
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Tabla 15: Genes de S. cerevisiae que poseen una combinacion de los motivos encontrados en el marcador de
sexo de B. papyrifera en sus promotores.

Gen

Descripcion de la
proteina

Anotacion GO

YGL023C|YGL023C

Proteina de funcién desconocida

Proceso bioldgico

Desconocido

Componente celular

Vacuola, membrana, mitocondria

Funcién molecular

Desconocida

YHR169W | YHR169W

RNA helicasa, ATPasa putativa de
la familia de las DEAD-box

Proceso bioldgico

Ruptura endonucleolitica para generar extremo
5'madur en SSU-rRNA desde (SSU-rRNA 5.8S
rRNA, LSU-rRNA), biogénesis de ribosoma

Componente celular

90S preribosoma, nucleolo

Funcién molecular

Actividad helicasa, union a ATP, unién a
nucledtido, union a RNA.

YLRO55C|YLR0O55C

Subunidad del
regulatoria de
SAGA

complejo
transcripcion

Proceso bioldgico

Acetilacion de histonas, regulacién de la
transcripcién, DNA dependiente, modificacion
de cromatina.

Componente celular

Complejo SAGA, nucleo.

Funcién molecular

Actividad de cofactor de transcripcidn, union de
proteina clase TBP.

YBR019C|YBR019C

UDP-glucosa-4-epimerasa

Proceso bioldgico

Proceso metabdlico, actividad isomerasa,

proceso catabdlico de galactosa.

Componente celular

Citosol.

Funcién molecular

Union a coenzima, actividad aldosa 1-
epimerasa.

YBR020W | YBRO20W

Galactoquinasa

Proceso bioldgico

Proceso catabdlico de galactosa via UDP-
galactosa, proceso metabdlico de galactosa.

Componente celular

Citoplasma.

Funcién molecular

Actividad quinasa, actividad galactoquinasa,
unién a ATP.

YNL103W|YNL103W

Activador
leucina-zipper

transcripcional

Proceso bioldgico

Regulacién positiva de la transcripcién desde
promotor RNA pol II, respuesta a ién cadmio,
proceso biosintético de metionina.

Componente celular

Ndcleo.

Funcién molecular

Actividad de coactivador transcripcional, unién
a DNA.

YER116C|YER116C

Subunidad del complejo SIx5-
SIx8 SUMO-dirigida ubiquitina
ligasa

Proceso bioldgico

Respuesta a estimulo de dafio a DNA,
sumoilacion de proteinas, ubiquitinacion de
proteinas.

Componente celular

Citoplasma, nucleo.

Funcién molecular

Unidn a idn zinc, union a ién metalico.

YHR061C|YHR061C

Proteina implicada en la
iniciacion  del  budding 'y
polarizacién celular

Proceso bioldgico

Organizacion  del anillo de septina,
establecimiento de polaridad celular, regulacion
de salida desde mitosis.
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Componente celular Citoesqueleto, citoplasma, punta de proyeccion

de mating.
Funcién molecular Unién de GTPasa Rho.
YPL249C-A|YPL249C-A Proteina L36B de la subunidad | Proceso biolégico Traduccion, traduccién citoplasmatica.

ribosomal 60S

Componente celular Ribosoma, complejo ribonucleoproteico.

Funcién molecular Unién a RNA, constituyente estructural del

ribosoma.
YLR248W|YLR248W Proteina serina/treonina | Proceso biol6gico Actividad quinasa, regulacién de la meiosis,
quinasa implicada en respuesta a fosforilacion, respuesta celular a estrés

estrés oxidativo y osmatico oxidativo.

Componente celular Citoplasma.

Funcién molecular Actividad quinasa, actividad transferasa, unién a
calmodulina, unién a ATP, actividad proteina
quinasa.

Los genes de S. cerevisiae que poseen una combinacién de los motivos encontrados en el marcador
de sexo de B. papyrifera codifican para proteinas con funciones como RNA helicasa que esta implicada en
el proceso de formacién del ribosoma, miembros del complejo SAGA regulatorio de la transcripcidn,
proteinas del ribosoma, factores de transcripcidn y proteinas que participan en vias metabdlicas. Se repite
el caso de los genes de A. thaliana cuyos promotores poseen distintas combinaciones de motivos
encontrados en el marcador de sexo de B. papyrifera. Estos genes codifican proteinas esenciales en la

regulacion de la transcripcidn, del ciclo celular y en el desarrollo y sobrevida de la célula.

5.3.2.3 Busqueda de factores de transcripcion de S. cerevisiae que se unen a los motivos identificados
en el marcador de sexo de B. papyrifera

Continuando con el objetivo 3, luego de la busqueda de la funcionalidad de genes de A. thaliana
y S. cerevisiae utilizando TAIR y Yeastmine de Saccharomyces Genome Database, respectivamente se

utilizdé el sitio YEASTRACT (http://www.yeastract.com) para encontrar factores de transcripcion de

levadura que se unieran a los motivos 1, 8 y 15 identificados en el marcador de sexo de B. papyrifera. Para
la busqueda se permitieron 0, 1y 2 sustituciones nucleotidicas en los sitios de unidn registrados en bases
de datos (evidencia experimental), lo que permite conocer si el motivo se conserva entre S. cerevisiae y
B. papyrifera. Se muestran los factores de transcripcion y sus sitios de unién en el motivo 1 (Tabla 16), del
motivo 8 (Tabla 18) y del motivo 15 (Tabla 20) por ser estos los motivos destacados y con los que se hizo

todo el andlisis previo.
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Tabla 16: Factores de transcripcion de S. cerevisiae y sitio de unién en el motivo 1 del marcador de sexo

de B. papyrifera.
5
§ No se encontraron resultados
.g
o
Sitio de unién TF Sitio de unién TF Sitio de unién TF
TIGGRG Adrlp CCYWWWNNRG Mcmlp TCGAG Xbplp
c YTGAT Ashlp ATGGAT Mot3p
g’ NCCDTYNVNCCGN Cat8p Sip4p TAGGAT Mot3p
g YCCNYTNRRCCGN Cat8p Sip4p T™MCCTT Mot3p
- GGAWG Gerlp CcccceT Msn2p Msndp Nrglp Rphip|
cceer Gislp YER130C CCCTC Nrglp
DCCYWWWNNRG Mcmlp SNCCG Sth5p
Sitio de unién TF Sitio de union TF Sitio de unién TF
TNNCGTNNNNNNTGAT Abflp CGGNNNNNNNNNCGG Gsm1p cecccT Msn2p Msn4p Nrglp Rphlp
TTGGRG Adrlp CCGNNNNNNNNNCCG Gsmlp CCCTC Nrglp
YTGAT Ashlp GCTGG Haclp GAGGG Nrglp
ATCAR Ashlp TTTTCHHCG Imelp CACGTK Phodp
TGACTC Baslp Gendp TCCRNYGGA Lys14p MACGTG Phodp
NCCDTYNVNCCGN Cat8p Sipdp TCCRNYGGA Lysl4p CTTGGCA Rim101p
NCGGNBNRAHGGN Cat8p Sip4p TITGCKCR Maclp CGGANNA Rgtlp
YCCNYTNRRCCGN Cat8p Sip4p DCCYWWWNNRG Mcmilp TNNTCCG Rgtlp
" GAGCCC Crzlp CYNNWWWRGGH Mcm1p GTCAC Rtglp Rtg3p
‘g GGGCTC Crzlp CCYWWWNNRG Mcmilp GGTAC Rtglp Rtg3p
E HTHNNGCTGD Cup2p CYNNWWWRGG Mcmip GTACC Rtglp Rtg3p
% HCAGCNNDAD Cup2p CTGTGGC Met31p Met32p GGCYGGC Skn7p
o TRTTKRY Fkh1p Fkh2p TACCTW Mot3p GGCTGGC Skn7p
TGAATCA Gendp CccTCeTT Mot3p CGGNS Stb5p
CTTCC Gcerlp ATGGAT Mot3p SNCCG Stb5p
GGAAG Gerlp ATCCAT Mot3p CGGCTC Stplp Stp2p
CWTCC Gcerlp TAGGAT Mot3p GGAATG Teclp
GGAWG Gerlp TMGGAA Mot3p CTCGA Xbplp
ATCCCTWA Gislp TTCCKA Mot3p TCGAG Xbp1p
cceer Gislp YER130C T™MCCTT Mot3p TITGTMA Yaplp
CGGNNNNNNNNCGG Gsm1p AAGGWT Mot3p
CCGNNNNNNNNCCG Gsmlp AWCCTT Mot3p

Tabla 17: Funcion de factores de transcripcion de S. cerevisiae que se unen al motivo 1 del marcador de

sexo de B. papyrifera.

Factor de Funcién Tipo
transcripcion
Mot3p Factor de transcripcion que actua globalmente. Modula el mating de Represor,
levaduras, regula el metabolismo de carbono en respuesta a estrés, inhibe zinc- finger.
los genes de la via del ergosterol. Tiene un rol en la mantencion de la
composicidn de la pared celular y también en la sefializacién de feromonas.
Mcm1lp Factor de transcripcion que regula expresion de genes de metabolismo de Activador,
arginina y activa la transcripcion de genes de ciclo celular M/G1y G2/M. factor alfa
También controla la expresion de genes que estan involucrados en la hélice.

formacién del complejo de prerreplicacién. Tiene un rol en la recombinacidn
y osmotolerancia.
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Tabla 18: Factores de transcripcion de S. cerevisiae y sitio de union en el motivo 8 del marcador de sexo de

B. papyrifera.
Sitio de unién TF
:g SNCCG Stb5p
2
E
o
Sitio de union TF Sitio de unién TF Sitio de unién TF
:§ NCCDTYNVNCCGN Cat8p Sip4p ccccr Msn2p Msn4p Nrglp Rphlp GTACC Rtglp Rtg3p
g YCCNYTNRRCCGN Cat8p Sipdp MACGTG Pho4dp CGGNS Stb5p
f cccer Gislp YER130C GTCAC Rtglp Rtg3p SNCCG Stb5p
AWCCTT Mot3p GTGAC Rtglp Rtg3p
Sitio de union TF Sitio de unién TF Sitio de unién TF
ATCANNNNNNACGNNA Abflp CCGNNNNNNNNCCG Gsm1lp ccceT Msn2p Msn4p Nrglp Rph1p
GCTGGT Ace2p Swisp CCGNNNNNNNNNCCG Gsmip AGGGG Msn2p Msn4p Nrglp Rphlp
CYCCAA Adrlp CAGCGTG Haclp cccTe Nrglp
YRCACCCR Aft2p Aftlp CCAGC Haclp CACGTK Phodp
CGCACCC Aft2p GCTGG Haclp MACGTG Phodp
ATCAR Ash1p NTTCNNGAAN Hsflp TGTTACCCGT Reblp
NCCDTYNVNCCGN Cat8p Sipap NTTCNNGAAN Hsflp CGGANNA Rgtlp
NCGGNBNRAHGGN Cat8p Sip4p NGAANNTTCNNGAAN Hsflp TNNTCCG Rgtlp
YCCNYTNRRCCGN Cat8p Sip4p CCGGNNCCGG Leu3p GTCAC Rtglp Rtg3p
CACGTGAY Cbflp CCGGNNCCGG Leu3p GTGAC Rtglp Rtg3p
" CAYGTGAY Cbflp ACGCGT Mbplp GGTAC Rtglp Rtg3p
g AACGTGA Cbflp ACGCGT Mbplp GTACC Rtglp Rtg3p
_é GAGCCC Crzlp DCCYWWWNNRG Mcmlp GGCYGGC Skn7p
? GGGCTC Crzlp CYNNWWWRGGH Mcmlp GGCCCAGA Skn7p
o HCAGCNNDAD Cup2p CCYWWWNNRG Mcmlp GGCCGGC Skn7p
RYMAAYA Fkh1p Fkh2p CYNNWWWRGG Mcmlp GGCCAGA Skn7p
CTTATC Gatlp GIn3p Gzf3p AAACTGTGG Met31p Met32p CGGNS Stb5p
GCACGTAG Gendp AAACTGTG Met31p Met32p SNCCG Stb5p
CACGTG Gcndp CACGTGA Metdp CGGCTC Stplp Stp2p
CACGTG Gcendp TACCTW Mot3p GAGCCG Stplp Stp2p
GGAAG Gcerlp CAGGYA Mot3p CNCACCNG Stp2p
CWTCC Gcerlp TRCCTG Mot3p CACGAAA Swidp
GGAWG Gcerlp ATCCAT Mot3p AAAWNCCGCS Uga3p
AGGGG Gislp YER130C TMGGAA Mot3p CTCGA Xbplp
ccccr Gislp YER130C TMCCTT Mot3p
CTAATC GIn3p AWCCTT Mot3p

Se observa que sin sustitucion nucleotidica, Stb5p es el uUnico factor de transcripcién de S.
cerevisiae que se une al motivo 8 del marcador de sexo de B. papyrifera. Por tanto el motivo 8 es mas
conservado entre ambas especies que el motivo 1. Por otra parte, con 1 y con 2 sustituciones
nucleotidicas, el nimero de factores de transcripcion que se unen aumenta. De todos los factores que se
unen al motivo 8, Mot3p es el que aparece mas recurrentemente en la lista, al igual que en el motivo 1.

La funcion de estos factores de transcripcién se describe en la Tabla 19.
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Tabla 19: Funcidn de factores de transcripcidn de S. cerevisiae que se unen al motivo 8 del marcador de sexo
de B. papyrifera.

Factor de Funcién Tipo
transcripcion

Mot3p Factor de transcripcidon que actua globalmente. Modula el | Represor, zinc- finger.
mating de levaduras, regula el metabolismo de carbono en
respuesta a estrés, inhibe los genes de la via del ergosterol. Tiene
un rol en la mantencién de la composicion de la pared celular y
también en la sefializacién de feromonas.

Stb5p Stb5p es un factor de transcripcidn que activa genes | Activadory represor.
involucrados en la via de las pentosa-fosfato y produccién de C4 zinc finger.
NADPH. Ademas es requerido para la resistencia a estrés
provocado por agentes oxidantes. Se une a su propio promotor
por tanto se sugiere que podria autorregular su expresion.
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Tabla 20: Factores de transcripcion de S. cerevisiae y sitio de union en el motivo 15 del marcador de sexo de B.

papyrifera.
Sitio de unién TF
:é YTGAT Ashlp
2
)
s Sitio de unién TF Sitio de unién TF Sitio de unién TF
5’ TNNCGTNNNNNNTGAT Abflp TRTTKRY Fkh1p Fkh2p TCGAG Xbplp
g YTGAT Ashlp ATGGAT Mot3p WCCGYKKWW Yrrlp
- AVCGCANWTTTS Dal81p Dal82p CGGNS Stb5p
Sitio de unién TF Sitio de unién TF Sitio de unidén TF
TNNCGTNNNNNNTGAT Abflp CCGNNNNNNNNCCG Gsm1lp TTCCKA Mot3p
TTGGRG Adrlp CGGNNNNNNNNNCGG Gsmlp AAGGKA Mot3p
YTGAT Ashlp CCGNNNNNNNNNCCG Gsm1lp TMCCTT Mot3p
ATCAR Ashlp GCTGG Haclp AAGGWT Mot3p
TGACTC Baslp Gcndp GCTGG Haclp AWCCTT Mot3p
NCGGNBNRAHGGN Cat8p Sip4p NGAANNTTCN Hsflp AGGGG Msn2p Msn4p Nrglp Rphlp
NCGGYYNARNGGR Cat8p Sip4p NGAANNTTCN Hsflp GAGGG Nrglp
CAYGTGAY Cbflp NTTCNNGAAN Hsflp CACGTK Pho4dp
" GGGCTC Crzlp NTTCNNGAAN Hsflp MACGTG Pho4p
g AVCGCANWTTTS Dal81p Dal82p NGAANNTTCNNGAAN Hsflp CGGANNA Rgtlp
_é TRTTKRY Fkh1p Fkh2p NTTCNNGAANNTTCN Hsflp GTCAC Rtglp Rtg3p
5 GATAAG Gatlp GIn3p Gzf3p WYTTCAYRTGS Ino2p Ino4dp GTGAC Rtglp Rtg3p
~ CTTATC Gatlp GIn3p Gzf3p DCCYWWWNNRG Mcmlp GGTAC Rtglp Rtg3p
TGACTMT Gcendp CCYWWWNNRG Mcmlp GTACC Rtglp Rtg3p
CACGTG Gcndp TCACGTG Metdp TGACGTTT Skolp
CACGTG Gcendp CCCCGCTTTTAA Miglp Mig2p Mig3p CGGNS Stb5p
CTTCC Gerlp TACCTW Mot3p SNCCG Stb5p
GGAAG Gerlp CAGGYA Mot3p GGAATG Teclp
CwWTCC Gerlp TRCCTG Mot3p RRGAATKY Teclp
GGAWG Gerlp CCTCTT Mot3p SGCGGNWTTT Uga3p
AGGGG Gislp YER130C ATGGAT Mot3p CTCGA Xbplp
CGGNNNNNNNNCGG Gsmlp TAGGAT Mot3p

Con 0 sustitucién nucleotidica se observa que solo Aship une al motivo 15, lo que sugiere que el

sitio de unidn de este factor en el motivo 15 es conservado entre S. cerevisiae y B. papyrifera. Con 1y 2

sustituciones nucleotidicas aumenta el numero de factores de transcripcion de levadura que se unen al

motivo 15. De todos los factores de transcripcidn de la lista, se verifica que nuevamente Mot3p es el factor

gue aparece mas recurrentemente, seguido por Ashlp. Ambos factores de transcripcion se describen en

la Tabla 21.
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Tabla 21: Funcion de factores de transcripcion de S. cerevisiae que se unen al motivo 15 del marcador de sexo
de B. papyrifera.

Factor de transcripcion Funcién Tipo

Mot3p Factor de transcripcion que actla Represor, zinc- finger.
globalmente. Modula el mating de levaduras,
regula el metabolismo de carbono en
respuesta a estrés, inhibe los genes de la via
del ergosterol. Tiene un rol en la mantencién
de la composicién de la pared celular vy
también en la sefializacién de feromonas.

Ashlp Ashlp es un factor de transcripcion represor Represor, C4.
que estd involucrado en la regulacion del
mating y el ciclo celular. Su objetivo mejor
descrito es HO, cuyo producto génico es una
endonucleasa relacionada con el mating de
levadura. Se requiere para el desarrollo del
fenotipo filamentoso de Saccharomyces.

Es importante notar que en los 3 motivos analizados (motivos 1, 8 y 15), Mot3p es el factor de
transcripcién que aparece mencionado mas recurrentemente. Esto se debe a que posee un cardcter de
factor global de transcripcion en S. cerevisiae. Este factor, junto con Ashlp, tiene un rol en la regulacion
del fendmeno de mating de levaduras, por tanto es interesante el andlisis de mecanismos de regulacion
de expresidén génica y desarrollo de fenotipos a partir de la acciéon de la accién de este factor de
transcripcién. Mcm1p y Ash1p son factores que regulan el avance del ciclo celular. Stb5p es en cambio un
factor de transcripcidn involucrado en la regulacién de genes de vias metabdlicas. Por tanto se observa
gue los factores de transcripcién que se unen a sitios de los motivos 1, motivo 8 y motivo 15 del marcador
de sexo son factores globalmente relacionados con el mating, respuesta a estrés, biosintesis y con la

mantencién y regulacién del ciclo celular.
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6 Discusion

En esta tesis se abordo el analisis genético-molecular y bioinformatico de una regidn gendmica de
B. papyrifera, descrita como un marcador de sexo, en busca de caracteristicas de elementos regulatorios
de la expresidn génica. El estudio de este marcador ayudard a comprender los mecanismos que permiten
la diferenciacion sexual de esta especie dioica. El estudio comparativo entre las secuencias de esta regién
proveniente de individuos masculinos y femeninos podria aportar conocimiento desde el punto de vista

evolutivo acerca de cédmo esta regidén se diferencia entre individuos de ambos sexos.
6.1 Busqueda de homologia con secuencias depositadas en GenBank.

Mediante la utilizacion de BLAST se comprobd que la secuencia del marcador de sexo de B.
papyrifera no posee homologia con secuencias depositadas en GenBank (NCBI), por lo tanto no es posible
realizar una busqueda directa o candnica por la via de la comparacidn con secuencias conocidas en otras
especies. Este resultado es interesante, pues la mayoria de las secuencias depositadas en las bases de
datos corresponden a secuencias codificantes. Por lo tanto, es posible que este marcador corresponda a
una region no codificante y se planted la interrogante de si este marcador de sexo es una regidon con
caracteristicas de regién regulatoria en cis, lo cual seria muy interesante desde el punto de vista de la
regulacion de la expresidn génica. En este caso se esperaria encontrar secuencias del marcador de sexo
diferentes en los individuos de distinto sexo y también la presencia de motivos correspondientes a sitios
conservados de unidn a factores de transcripcion. Estos sitios de union de factores de transcripciéon son
conservados, y estdn descritos en especies modelo como S. cerevisiae. En consecuencia la identificacion
de motivos conservados en la regién del marcador de sexo sugiere que podrian existir factores de
transcripcién homaélogos que se unan a ellos, sugiriendo que esta region es efectivamente una region

regulatoria.

Aparte de no encontrar secuencias homdlogas utilizando GenBank, el marcador de sexo de B.
papyrifera parece ser especie-especifico, de acuerdo a los resultados de utilizar los partidores disefiados
por Peiailillo [2014] en distintas especies de plantas incluso del mismo género. B. kazinoki, la otra especie
del género Broussonetia incluida en este analisis, no es dioica. La Unica moracea dioica analizada fue
Cannabis sativa, la que tampoco registré amplificacion para el marcador de sexo [Payacan, resultados no
publicados]. Estos resultado indican que la secuencia del marcador de sexo ha surgido

independientemente en B. papyrifera y podria tener relacion en cémo se origind o diferencid su estrategia
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reproductiva, mas si se considera al marcador de sexo como determinante de regulacion de expresion

génica y que las secuencias masculinas son diferentes a las femeninas.

Sin embargo, la amplificacién negativa en C. sativa cierra la posibilidad de postular al marcador
de sexo como un marcador de cardcter dioico. Es de interés entonces analizar el resto de especies dioicas
del género Broussonetia en busqueda de certificar la especie-especificidad del marcador o de postularlo

como un marcador de caracter dioico acotado al género.
6.2 Variacion en la secuencia del marcador segtin el sexo del individuo de B. papyrifera.

Se clonaron los productos PCR de la regidn del marcador de sexo proveniente de 12 individuos de
B. papyrifera (seis de cada sexo), con el fin de separar las distintas secuencias presentes en un mismo
ejemplar. Ya en el contexto del objetivo especifico 2, se encontrd que existen versiones diferentes de esta
region en un mismo individuo (Figuras 12, 13 y 14). La magnitud de las diferencias encontradas en las
secuencias depende del sexo de la muestra, encontrdndose mayor diversidad en las secuencias
provenientes de individuos masculinos que de individuos femeninos. Este resultado se cuantifico
mediante el alineamiento de las secuencias de cada una de las muestras y el calculo del porcentaje de
identidad (Tabla 5). Los dendrogramas obtenidos mostraron que algunas secuencias son compartidas y

qgue presentan una distribucién de clados diferente para individuos masculinos y femeninos.

En el dendrograma de la Figura 15 se observé la formacidn de un clado de secuencias masculinas
alejadas genéticamente del resto de las secuencias (determinado por la separacidn horizontal del resto
de clados). En este grupo se encuentran secuencias de individuos de origen asiatico {CH430_M_4,
CH430_M_5 (China), TW137_M_2, TW138_M_1, TW138_M_2, TW138 M_6, TW138_M_8 (Taiwan),
VT203_M_1, VT203_M_2, VT203_3, VT203_M_4, VT203_M_5 (Vietnam)}. Este clado incluye también
secuencias de individuos masculinos de morera de papel de Hawdi (HW186 M_1, HW186 M 2,
HW194 M 1). Este resultado concuerda con las observaciones de Gonzalez [2014] respecto de que en
Hawai hay morera de papel que podria ser de reciente introduccién de origen asiatico. Las poblaciones
de B. papyrifera en la Polinesia son casi exclusivamente de sexo femenino; [Seelenfreund y cols., 2010;
Penailillo, 2014]. Recientemente (durante la redaccién de esta memoria), en nuestro laboratorio, el
analisis de la Unica muestra disponible proveniente de la remota isla de Rapa determind que se trata de
un individuo masculino [Payacan, 2015], constituyendo la excepcidn respecto de la distribucidn por sexos

encontrada en B. papyrifera en Polinesia, que excluye al archipiélago de Hawai.
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Las diferencias observadas entre las secuencias en cada una de las muestras de B. papyrifera tanto
en los alineamientos, como en los dendrogramas, revelan que los individuos masculinos poseen una
secuencia adicional que esta ausente en los individuos femeninos. Frente a este resultado surge la
interrogante de cdmo se generaron estas secuencias y qué funcidon cumplen. Es posible que el marcador
de sexo esté en un solo locus o en distintos loci en cromosomas especificos. En B. papyrifera no se ha
descrito la presencia de cromosomas sexuales [Oginuma y Tobe, 1990]. Es importante notar que los
cromosomas sexuales de B. papyrifera, en caso de poseerlos, serian del tipo homomorficos, pues en el
analisis de cariotipo no se ha descrito un par de cromosomas sexuales distinguibles de los cromosomas
autosémicos [Oginuma y Tobe, 1990]. Se ha descrito que en regiones que determinan caracteristicas
sexuales o los cromosomas sexuales sufren acumulacién de mutaciones en este cromosoma, perdiendo
la capacidad de recombinacion [Charlesworth, 2002]. Es posible que las secuencias que agrupan en forma
separada en los dendrogramas se encuentren en un Jocus especifico. En la Figura 20 se presenta un
esquema hipotético de la organizacién de las distintas secuencias del marcador de sexo en /oci diferentes

en cromosomas sexuales homomaorficos.

Region de secuencias
exclusivamente masculinas
Regidn de secuencias de ambos
47 sexos  (compartidas y qu
coagrupan en los
! : dendrogramas) !

Figura 20: Esquema de los loci del marcador de sexo en los cromosomas sexuales de B. papyrifera.

a) Par de cromosomas de individuo femenino. Se ilustra la region donde estarian ubicados los /oci del
marcador de sexo (region que es compartida con los cromosomas masculinos).

b) Par de cromosomas de individuo masculino. Se ilustra la region donde estarian ubicados los loci del
marcador de sexo, indicando la region exclusiva del cromosoma masculino, que podria haberse originado
por pérdida de recombinacion.

Una explicacion alternativa es que los loci de las secuencias presentes exclusivamente en
individuos masculinos estén sufriendo los efectos gendmicos de la domesticacién de B. papyrifera, tal

como se ha descrito para Prunus persica [Verde y cols., 2013; Zheng y cols., 2014; Matthews,
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comunicacion personal], donde, como producto del cultivo y la domesticacion transgeneracional, se
observa acumulacién de regiones variables en los cromosomas relacionadas con funciones determinadas.
Estas mutaciones generarian diferencias con respecto del mismo /locus en variedades no domesticadas. Es
posible que un fendmeno de esta naturaleza pudiese estar ocurriendo con B. papyrifera en su habitat

nativo.

6.3 Utilizacion de MEME para buscar motivos en la secuencia del marcador de sexo.

Como se describiéd en esta tesis, el marcador de sexo de B. papyrifera no posee secuencias
homdlogas conocidas, por lo que se realizd una busqueda alternativa de motivos con posible significancia
biolégica. La busqueda de motivos utilizando MEME correspondié a una busqueda no candnica (Objetivo
especifico 3) y predictiva de sitios putativos de unidn a factores de transcripcion en la que se identifican
los motivos en funcién tanto de los parametros que el usuario predetermina (ancho de motivo o ventana,

y maximo de motivos a encontrar dentro de la secuencia), como del conjunto de secuencias entregadas.

Usando los pardmetros descritos se identificaron 15 motivos con altos valores de coincidencia
(valor e). El analisis posterior incluyd al motivo 1 por ser el mejor conservado. Adicionalmente, los motivos
8 y 15 no se repiten en algunas secuencias, encontrandose esta organizacidn o composicién de motivos
exclusivamente en individuos masculinos (Figura 19 a). Esto se puede atribuir a diferencias de la
secuencias en las regiones donde se ubican estos motivos. El posible origen de estas diferencias se discutio
brevemente en la seccidén anterior, que corresponderian a una acumulaciéon de mutaciones atribuidas a

un proceso de domesticacioén y aislamiento geografico.

6.4 Factores de transcripcion de S. cerevisiae que se unen a lo motivos encontrados por MEME en la

secuencia del marcador de sexo de B. papyrifera.

Mediante la suite YEASTRACT y sus herramientas se llevé a cabo la busqueda de factores de
transcripcién de S. cerevisiae que se unen especificamente a las secuencias de DNA homdélogas a las de
motivos encontrados en el marcador de sexo de B. papyrifera. El analisis de los motivos en busca de TFs
especificos de S. cerevisiae se realizd permitiendo 0, 1 y 2 sustituciones nucleotidicas en los motivos
estudiados. Este estudio indicé que los TFs Mot3p y Mcm1p son los que se unirian con mayor frecuencia

al motivo 1, Mot3p y Stb5p al motivo 8, y Mot3p y Ashlp al motivo 15. Estda muy bien descrito que estos
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TFs regulan la expresion de genes participantes en diversas funciones, tales como modificacidn de acidos
nucleicos (endonucleasas), factores de transcripcion, o participantes de vias metabdlicas, entre muchas

otras.

Mot3p ha sido descrito como un factor que actta globalmente modulando el fendmeno de mating
en levaduras, regulando el metabolismo de carbono en respuesta a estrés osmético e inhibiendo los genes
de la via del ergosterol, entre otras actividades conocidas. Ademas, Mot3p tiene un rol en la mantencidon
de la composicion de la pared celular y también en la sefalizacidon de feromonas [Grishin y cols., 1998].
Su funcidn en la respuesta a estrés osmético es mediante la inhibicién de la expresidén de genes implicados
en la biosintesis de ergosterol, el andlogo del colesterol en S. cerevisiae, el cual es esencial en la
mantencion de la fluidez y permeabilidad de la membrana en esta levadura [Montaiiés y cols., 2011].
Mot3p participa disminuyendo la sefializacién por estimulacién de feromonas, probablemente mediante
lainduccion de genes represores [Grishin y cols., 1998]. La respuesta a las feromonas es clave en el mating
de S. cerevisiae, pues las células responden o eligen a las células con mayor produccién de feromonas para
la conjugacién [Jackson y Hartwell, 1990]. Es interesante la similitud del proceso de mating con lo que
sucede en especies dioicas, pues uno de los factores no genéticos que promueve el desarrollo o
prevalencia de los érganos florales de un sexo por sobre el otro, son las hormonas vegetales,
particularmente las citoquininas y las giberelinas. Las giberelinas son hormonas vegetales o fitohormonas
importantes, pues estan estrechamente involucradas en el proceso de reproduccidn sexual de las plantas
[Khryanin, 2002]. Es notable encontrar una conservacién de la regulacién del proceso de diferenciacion
sexual entre levaduras y plantas, a pesar de que la evolucidn de las estrategias reproductivas de las plantas

es un proceso independiente de la familia a la que pertenece la especie [Ainsworth, 2000].

El marcador de sexo de B. papyrifera es una secuencia muy corta (aprox. 425 pb), en comparacion
con el tamafio aproximado de su genoma y con el tamaiio promedio de las regiones regulatorias de la
expresion génica en plantas [Maston y cols., 2006]. El estudio bioinformatico predictivo realizado en esta
memoria, es claramente insuficiente para entender el rol preciso que cumple la regién del marcador de
sexo en la regulacion de la expresién génica en la determinacidon sexual en esta planta. Asi la bisqueda de
funciones regulatorias en que participan los factores de transcripcidon de levaduras es util para inferir y
extrapolar su funcionamiento para el caso de B. papyrifera, pues las bases de datos de S. cerevisiae usadas
en esta memoria (YEASTRACT y YEASTMINE) son construidas en base a datos obtenidos
experimentalmente, al contrario de lo que sucede en las bases de datos de plantas, que estan apoyadas

en resultados predictivos y todavia carentes de sustento experimental. Los analisis predictivos realizados
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en MAST se basan en la utilizacidon de bases de datos con regiones promotoras acotadas a un largo de no
mas de 1000 pb localizadas en la vecindad del sitio de inicio de transcripcidn, y tanto en A. thaliana como
en S. cerevisiae existe una diversidad de genes que poseen los motivos identificados en el marcador de
sexo de B. papyrifera, por tanto esto plantea la posibilidad de que esta secuencia corresponda a una region
promotora central o central. Por el alcance de las bases de datos, en donde no se incluyen los elementos
regulatorios distales, no se puede concluir ni descartar que la secuencia corresponda a este tipo de
secuencia. Por lo tanto, el hecho de que los motivos, los factores de transcripcion y las redes regulatorias

sean conservadas, permitio sostener los resultados y conclusiones de esta memoria.

El aporte de esta memoria es analizar la secuencia del marcador de sexo de B. papyrifera,
descubriendo que un producto PCR de 425 pb representa multiples secuencias distribuidas de forma
desconocida dentro de su genoma. Ademads se determind que estas secuencias son distintas en individuos
femeninos y masculinos. El analisis predictivo realizado con la suite MEME, sienta las bases para futuros
estudios que tengan como objetivo dilucidar la funcionalidad del marcador de sexo como una regién

regulatoria de la expresién génica.

6.5 Proyecciones.

Para comprender la funcién del marcador de sexo serd necesario estudiar esta region en su

contexto en el genoma de B. papyrifera. El analisis predictivo realizado en esta memoria con herramientas
bioinformaticas, debe ser comprobado de forma experimental en el futuro utilizando técnicas que

verifiquen la unidn de factores de transcripcién al marcador de sexo.
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7 Conclusiones

. Los resultados obtenidos en la amplificacién del marcador en otra especies
sugieren que el marcador de sexo de B. papyrifera es especie-especifico.

. Se identific6 mas de una secuencia en la regién del marcador de sexo en cada
individuo de B. papyrifera y algunas de estas secuencias son compartidas.

° Las secuencias femeninas presentan menor diversidad genética que las
secuencias provenientes de individuos masculinos. Adicionalmente, algunas secuencias del
marcador de sexo son exclusivamente masculinas, las cuales forman un clado separado.

. Los motivos encontrados en el marcador de sexo de B. papyrifera mediante un
analisis no candnico estan presentes en los promotores de genes de A. thaliana y de S. cerevisiae.
Estos genes tienen participacidon en rutas metabdlicas, en regulacién de expresidn génica, entre
otras funciones. Los motivos son conservados y permiten proponer una funcion hipotética para
estos motivos en B. papyrifera.

. El patron de motivos en la secuencia del marcador de sexo de B. papyrifera varia
entre las distintas secuencias. Si estos motivos representan sitios de unién de factores de
transcripcién en un contexto de elementos regulatorio en cis, estas diferencias podrian ser
determinantes en la regulacion diferencial de la expresion génica en individuos de distinto sexo.

. Esta tesis muestra una forma indirecta de buscar funcionalidad de elementos
regulatorios de la expresidn génica en una secuencia que posee la caracteristica de ser una
secuencia marcadora de sexo, de no poseer homaélogos en otras especies, que se presenta en mas
de una copia en el genoma de B. papyrifera, y cuyas secuencias masculinas presentan composicion

de motivos distinta y de mayor diversidad genética que las secuencias femeninas.
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