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Resumen

La colonizacidn del Pacifico se gesté en dos grandes procesos de migracidn: el primero alrededor
de 50.000 a 30.000 afios antes del presente, y el segundo hace 5.000 a 1.000 afos antes del
presente. Este ultimo gran movimiento fue complejo y se ha estudiado integrando evidencias
arqueoldgicas, lingisticas y genéticas con el propésito de dilucidar incdgnitas como las diferentes
rutas migratorias propuestas sobre el poblamiento de Oceania. Entre los modelos de estudios
genéticos se han analizado muestras humanas, pero éstas presentan diversas complejidades que
limitan el alcance de los estudios con este modelo. Por este motivo, surgen los estudios de
especies asociadas a los colonizadores polinésicos, de los cuales se han analizado especies
animales y vegetales. Entre estos ultimos se encuentra la morera de papel (Broussonetia
papyrifera), una planta nativa de Asia e introducida a la regiéon de Oceania Remota. Debido a su
uso como fuente de fibra vegetal para textiles y la importancia cultural que representa, resulta
interesante abordar su estudio para aportar a la comprension de las rutas migratorias en Oceania
Remota.

La principal herramienta de los estudios genéticos son los marcadores moleculares, que
corresponden a regiones de ADN que presentan cierto grado de variabilidad detectable. En B.
papyrifera se han analizado regiones de ADN ribosomal y de ADN de cloroplastos, encontrando
ausencia de diversidad en muestras de Oceania Remota. Una alternativa para este tipo de andlisis
podria ser el uso de marcadores basados en retrotransposones, los cuales han sido descritos
como ubicuos en plantas y como fuente de gran diversidad genética. Entre los marcadores
basados en retrotransposones se encuentran los Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphisms
(IRAP) y Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphisms (REMAP), los cuales amplifican
regiones entre secuencias de Repeticiones Terminales Largas (LTR), o entre LTR y secuencias
microsatélites, respectivamente. Estos marcadores han sido ampliamente empleados en estudios
de diversidad genética debido a su facilidad de uso.

En base a los antecedentes presentados, se plantea la siguiente hipdtesis: “El estudio de B.
papyrifera por medio de marcadores moleculares basados en retrotransposones IRAP y REMAP
permite detectar diversidad genética presente en muestras obtenidas de Oceania Remota que
no han sido diferenciadas mediante otros marcadores moleculares”. Con el objetivo de
caracterizar la diversidad genética de muestras de B. papyrifera provenientes de Oceania Remota
usando marcadores IRAP y REMAP, se seleccionaron partidores a partir de la literatura para el
analisis de muestras de B. papyrifera del habitat nativo y de la regién introducida. En primer lugar,
se corroboré que las secuencias amplificadas mediante estos marcadores corresponden a
retroelementos, caracterizando cinco secuencias amplificadas con un marcador IRAP. Estas
secuencias corresponden a dos posibles tipos de elementos TRIM (Terminal-repeat
Retrotransposon In Miniature), los cuales son derivados cortos de retrotransposones que
conservan algunas regiones caracteristicas de retroelementos, pero carecen de marcos de lectura
abiertos funcionales. En una etapa siguiente se estandarizaron los protocolos IRAP y REMAP para
obtener patrones de amplificacion 6ptimos. Ademds, se ajustaron las condiciones de
electroforesis y de captura de imagen.



Inicialmente, se probaron 45 combinaciones de partidores IRAP y 36 combinaciones de partidores
REMAP con un grupo de cuatro muestras de prueba de Oceania Remota. A partir de los resultados
obtenidos, se seleccionaron cuatro combinaciones REMAP para analizar 55 muestras
representativas del banco gendmico de B. papyrifera de distintas localidades del Pacifico. Estos
analisis mostraron una baja diversidad genética, apoyando la nocién de una dispersién clonal de
la morera de papel en las distintas islas del Pacifico. Esta informacién complementa los resultados
obtenidos con otros marcadores utilizados en esta y otras especies, y favorecen modelos
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migratorios como el “tren rdpido” o el de la “Triple I”.

Esta memoria de titulo constituye el primer estudio de retrotransposones en B. papyrifera y abre
la posibilidad a nuevos trabajos que profundicen el andlisis de la dispersién y la diversificacion
clonal de la morera de papel en Oceania Remota, considerando que los retroelementos han sido
descritos como fuente importante de diversidad en otras especies vegetales.
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Abstract

“Genetic characterization of paper mulberry (Broussonetia papyrifera (L.) Vent.: Moraceae) by
retrotransposon-based markers, IRAP and REMAP”

The human colonization of the Pacific occurred in two major stages: the first migration took place
about 50,000 to 30.000 years before present, and the second stage occurred more recently, about
5.000 to 1.000 years before present. This latter large movement was complex and has been
widely studied gathering archeological, linguistic and genetic evidence in order to elucidate
questions such as the different routes proposed for the settlement of Oceania. Human samples
have been analyzed using genetic tools, but these present several complexities that limit their
scope. Therefore studies centered on human-associated species (known as commensal species)
arise. Animal and plant species have been studied, and among the latter, paper mulberry
(Broussonetia papyrifera), a plant native from Asia and introduced in the Remote Oceania Region
has been used a commensal model species. Due to its use as a fiber source to make textiles and
the cultural importance of paper mulberry, it is interesting to address the study of this species to
contribute to the understanding of migratory routes in Remote Oceania.

Molecular markers are the main tools to analyze DNA regions that present genetic diversity. In B.
papyrifera, ribosomal and chloroplast DNA regions have been analyzed, finding no genetic
diversity in samples from Remote Oceania. An alternative to approach this kind of analysis could
be the use of retrotransposon-based markers, which have been reported as ubiquitous and a
major source of genetic diversity in plants. Retrotransposon-based markers are Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphisms (IRAP) and Retrotransposon-Microsatellite Amplified
Polymorphisms (REMAP), among others. IRAP and REMAP amplify regions between Long Terminal
Repeats (LTR), or between LTR and microsatellites, respectively. These markers are easy to apply
and have been widely used for genetic diversity studies in different plant species.

Based on this background, the following hypothesis is proposed: “The study of B. papyrifera by
retrotransposon-based markers IRAP and REMAP allow to detect genetic diversity in samples from
Remote Oceania not previously differentiated with others molecular markers”. In order to
characterize the genetic diversity of B. papyrifera samples from Remote Oceania by IRAP and
REMAP, primers were selected from the literature to analyze samples of B. papyrifera from native
and introduced areas. First, we checked that the amplified sequences with these primers were
obtained from retroelements. Five sequences amplified with an IRAP marker were characterized
and shown to correspond to two types of TRIM (Terminal-repeat Retrotransposon In Miniature)
elements, which are short retrotransposon derivatives that have some conserved regions
characteristic of retroelements, but lack functional open reading frames. Then, protocols for IRAP
and REMAP amplification were standardized in order to obtain optimal amplification patterns. In
addition, electrophoresis and image capture conditions were defined.

From 45 IRAP and 36 REMAP primer combinations, 4 REMAP combinations showed distinct
amplification patterns in a reduced group of B. papyrifera samples from Remote Oceania. The
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results obtained from the analysis of 55 samples of B. papyrifera using four selected REMAP
markers showed little diversity, supporting the notion of a clonal dispersal of paper mulberry
among Pacific islands. These results complement data obtained with others markers in paper
mulberry and other species, and are consistent with the previously proposed models of human
colonization of the Pacific as the “fast train” or the “Triple-I” models.

The present work is the first retrotransposon study in B. papyrifera and opens the possibility to
further work to analyze the clonal dispersal and diversification of paper mulberry in Remote
Oceania, considering that retroelements have been described as an important source of
molecular diversity in plant species.
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1 Introduccion
1.1 Poblamiento de la Polinesia

Para abordar el proceso de colonizacién en el Pacifico, se han realizado diversos estudios
utilizando herramientas y evidencias lingliisticas, arqueoldgicas y bioldgicas, los cuales han
ayudado a responder distintas preguntas, respecto tanto al asentamiento del hombre en las Islas
del Pacifico, como al establecimiento de conceptos acerca de la definicion de Oceania. La antigua
definicién racista establecida inicialmente por Dumont D’Urville en 1832 separaba el continente
en Micronesia (islas pequefias), Melanesia (islas de negros) y Polinesia (muchas islas).
Actualmente, se ha establecido una categorizacion basada en la geografia y evidencias
arqueoldgicas, diferenciando Oceania Cercana (comprendida por Nueva Guinea, el Archipiélago
Bismarck y las Islas Salomén, llegando hasta las Islas San Cristdbal y Santa Ana) y Oceania Remota
(comprendida por todas las islas al este de las Islas Salomdn, abarcando Hawai, Nueva Zelanda y
Rapa Nui). En la Figura 1 se presenta un mapa del Pacifico indicando la divisién antigua y actual del
territorio.

El asentamiento y posterior colonizacién del Pacifico se gesté en dos grandes procesos de
migracion. El primero, durante el pleistoceno (alrededor de 50.000 a 30.000 afios AP), desde el sur
de Asia, en el cual se poblaron Australia y Nueva Guinea. El segundo movimiento ocurrié durante
el holoceno (entre 5.000 a 1.000 afios AP), por poblaciones que salieron desde Taiwan y Filipinas y
el sudeste de Asia y se asentaron en las pequeiias islas deshabitadas frente a las costas de Nueva
Guinea. Esta expansién se caracterizd por el surgimiento de la cultura Lapita, pueblo originado
hace aproximadamente 5.000 afios AP, de habla austronésica, y la cual se ha sugerido dio inicio a
la colonizacién de Oceania Remota (Kirch, 2010; Matisoo-Smith, 2015). Esta Ultima gran expansion
hacia Oceania Remota fue un proceso complejo que involucrd diversas rutas de migracién hacia
las numerosas islas del Pacifico, lo que ha llevado a un gran debate en relacién a la reconstruccion
de estas rutas. El primer estudio holistico contemporaneo se realizé con la expedicién Bayard
Dominick en 1920, que recopild datos arqueoldgicos que sentaron las bases para que estudios
posteriores de mayor profundidad generasen diversas teorias sobre las migraciones en Oceania
Remota (Kirch, 2000).

Una pregunta de gran interés que se puede abordar mediante herramientas genético-moleculares
es dilucidar cudles fueron las rutas de migracidn hacia Oceania Remota. No es facil establecer una
respuesta definida para esta pregunta, dado que la escala temporal es muy estrecha (no mas de
5.000 afios), tiempo que no es suficiente para estudios evolutivos convencionales.
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Figura 1: Rutas migratorias humanas a través del Pacifico. Se indican los movimientos de las poblaciones
pre-polinésicas y las dataciones aproximadas de cada pulso migratorio desde Taiwan hasta las islas del
triangulo polinésico (Nueva Zelanda, Hawai y Rapa Nui). Se muestra ademas los dos sistemas de division de
Oceania: el de D’Urville, que separa Micronesia, Melanesia y Polinesia, y la separacion actual de Oceania
Cercana y Remota (Matisoo-Smith, 2015).

1.2 Estudios genéticos asociados al poblamiento de la Polinesia

Los estudios genéticos han aportado significativamente a la comprension de los origenes de las
poblaciones polinésicas. Una de las primeras evidencias concluyentes fue la identificacion de altas
tasas de mutaciones en los genes de la globina en poblaciones humanas contemporaneas de
Oceania Remota, las cuales solo podrian haber sido heredadas por los habitantes de Oceania
Cercana (Hill y cols., 1987), descartando la teoria de un posible origen americano (Heyerdahl,
1950).

También se han realizado estudios genéticos de restos arqueolégicos humanos, como la
identificacion de una delecion de nueve pares de bases en el ADN mitocondrial, denominado
“motivo polinésico”. Este motivo estd presente en polinésicos y habitantes contempordaneos de las
islas del sudeste asiatico (Hertzeberg y cols., 1989; Hagelberg y Clegg, 1993; Lum y Cann, 1998;
Merriwether, 2002). La deteccién y estudio de distribucidn de este motivo fue usado para plantear
un modelo de poblamiento para esta regiéon que plantea una migracion reciente y continua desde
Taiwdn hacia la region de Melanesia, poblando luego las islas de Oceania Remota en un periodo de
2.000 a 3.000 afos (Diamond, 1988). Sin embargo, también se han presentado nuevos
cuestionamientos, como la aparente contradiccidon entre dos ideas respecto a las migraciones
humanas por Oceania Remota. La primera describe que el “motivo polinésico” favorece un modelo
de migracidén reciente y continuo desde Taiwan hacia la regién de Melanesia, poblando luego las
islas de Oceania Remota en un periodo de 2.000 a 3.000 afos (Diamond, 1988). Sin embargo,
estudios en el cromosoma Y no recombinante (NRY) mostraron un haplotipo sugerente de un
origen de Oceania Cercana en habitantes de Oceania Remota (Kayser, 2000). Esto se puede



resolver a través de un modelo de residencia matrilocal entre los hablantes oceanicos tempranos,
como los Lapita, donde los hombres de regiones comprendidas en Oceania Cercana fueron
reclutados a las comunidades Lapita, conciliando asi ambas posturas (Kayser y cols., 2006; 2008;
Jordan y cols., 2009). De esta manera, los analisis genéticos han demostrado ser una herramienta
con gran potencial para ayudar a dilucidar las posibles rutas de poblamiento humano del Pacifico.

Los andlisis genéticos de la poblacion humana actual son muy utiles para estudiar la diversidad
genética presente en los distintos grupos contemporaneos, pero éstos no reflejan necesariamente
la diversidad genética de las poblaciones que realizaron los viajes colonizadores hace miles de
anos atras, por lo que el enfoque mads directo para abordar este tema es a través del andlisis de
ADN antiguo de restos humanos arqueoldgicos. Sin embargo, éste resulta ser un modelo
complicado de trabajo debido a diversos factores, como la dificultad de la obtencién de ADN
antiguo, la calidad del ADN producto del clima tropical de la zona geogréfica y por las limitaciones
culturales que restringen el acceso a restos de antepasados polinésicos (Matisoo-Smith, 2015), y la
diversidad genética ocasionada por eventos ajenos a la migracidon, como los traslados forzados, la
esclavitud, mezcla con otras poblaciones y la introduccién de enfermedades (Kirch, 2000). Una
estrategia alternativa para complementar los estudios genéticos en humanos es el estudio de las
especies estrechamente asociadas al hombre en Oceania Remota, ya que pueden representar un
reflejo de las rutas migratorias humanas en esta region.

1.3 Estudios de especies asociadas a los humanos en el poblamiento de la Polinesia

Se sabe que los procesos migratorios de los polinésicos incluyeron el traslado intencional de
numerosas especies animales y vegetales para asegurar su subsistencia (Kirch, 2010), las que
pueden aportar informacidn para la comprensién de los procesos migratorios. Se han analizado
diversas especies animales y vegetales desde esta perspectiva. Un ejemplo es la rata polinésica
(Rattus exulans), estudio realizado por Matisoo-Smith (2004). Este fue el primer estudio genético
de especies asociadas al humano como reflejo de las rutas de migracién en Oceania Remota. En
este trabajo se identificaron tres haplogrupos analizando mtDNA, siendo el haplogrupo llla
correspondiente a muestras de Oceania Remota. Esta distribucidn es muy similar a la de los restos
materiales de la cultura Lapita. Los autores concluyen que estos resultados apoyan un modelo de
origen desde el sudeste asiatico, pero con intercambio cultural en la region de Melanesia.

Entre las especies asociadas al hombre, pero transportadas de manera no intencional se encuentra
la lagartija Lipinia noctua, que fue llevada desde el archipiélago Bismarck hacia Oceania Remota.
Austin (1999) analizé una regidn del citocromo b y encontré genotipos distintivos entre el area
nativa y la introducida. Otra especie transportada inconscientemente fue Helicobacter pylori.
Moodley y cols. (2009) mostraron dos poblaciones en muestras de Oceania: la denominada
hpSahul, con dataciones de entre 23.000 a 32.000 afios AP, confinada a Oceania Cercana, y la
poblacién hpMaori, la cual se cree que acompafid la expansidn austronésica desde Taiwdan hace
~5.000 anos AP y que se encuentra en muestras de Tonga, Samoa y Nueva Zelanda.



Muchas especies asociadas al hombre son nativas del sudeste asiatico, por lo que pueden entregar
informacién sobre las trayectorias humanas que se originaron especificamente en esa region,
como el cerdo (Larson y cols., 2007) y el pollo (Storey y cols., 2007), por lo que involucrarian
determinados componentes de las culturas austronésicas y Lapita (Matisoo-Smith, 2015). Por otra
parte, diversas evidencias apuntan a que los navegantes prehistéricos del Pacifico llegaron hasta
las costas de América. Por ejemplo, estudios en Gallus gallus han relacionado mtDNA de restos
arqueoldgicos de Samoa, Tonga e Isla de Pascua con restos encontrados en El Arenal, en la
Peninsula de Arauco, Chile (Storey, 2007; Fitzpatrick, 2009). Esta informacidon se veria
complementada con restos humanos en Isla Mocha (Houghton, 1996).

Los colonizadores polinésicos introdujeron ademas una gran cantidad de especies vegetales. Se
han documentado alrededor de 70 especies introducidas a Oceania Remota, aunque no todas
alcanzaron a llegar hasta las islas mas lejanas (Whistler, 2009). Entre ellas, se han estudiado la
planta de ti (Cordyline fruticosa; Hinkle, 2007), el taro (Colocasia esculenta; Matthews, 2004,
Horrocks y cols., 2007) y el arbol del pan (Artocarpus altilis, Zerega y cols., 2004). La mayoria de las
especies vegetales estudiadas tienen importancia principalmente por ser fuente de alimento, mas
no suponen necesariamente un traslado relacionado intimamente con otros aspectos de su
cultura. Ademds, de manera similar a las especies animales, las plantas introducidas también
presentan distintos origenes. Algunos ejemplos son el camote (lpomoea batatas), que fue
introducida por los navegantes polinésicos hacia las islas del Pacifico desde América (Hather y
Kirch, 1991; Roullier y cols., 2013); la calabaza (Lagenaria siceraria), que fue introducida a
Polinesia desde América y Asia, presentando un origen dual (Clarke y cols., 2006; Kistler y cols.,
2014). La morera de papel o Broussonetia papyrifera, proveniente del sudeste asiatico, ha sido
ampliamente distribuida en Polinesia debido a su uso para la fabricacidn de textiles, convirtiéndola
en un excelente modelo de estudio.

1.4 Broussonetia papyrifera como modelo de estudio

Entre las especies estrechamente asociadas a los humanos en Oceania Remota, destaca la morera
de papel (Broussonetia papyrifera (L.) Vent.: Moraceae), una planta dioica perteneciente a la
familia de las Moraceas. Esta especie es nativa de paises del este asiatico como Tailandia, China y
Taiwdn (Zerega y cols., 2005). Crece como arbusto o arbol alcanzando los 12 metros o mas, pero
por lo general en Oceania es mantenida a una altura de tres o cuatro metros de altura (Whistler,
2006). Sus hojas tienen formas altamente variables, incluso en la misma planta, desde ovaladas
hasta con tres a cinco Iobulos (Seelenfreund y cols., 2010). La floracién entre individuos femeninos
y masculinos es distintiva: las plantas femeninas presentan flores de dos a cuatro periantos
lobulados y un ovario superior, mientras que las plantas masculinas consisten en flores delgadas y
cilindricas de hasta 8 cm, de cuatro tépalos y cuatro estambres inflexos en el brote, que se
agrupan en racimos (Whistler, 2006).

La morera de papel se ha registrado como una de las pocas especies vegetales que fue introducida
hasta las islas mas lejanas del Pacifico, como Hawai, Nueva Zelanda y Rapa Nui (Lebot y cols.,
1997). Su nombre varia de acuerdo a su localizacion, como, por ejemplo, wauke en Hawai, aute en
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Nueva Zelanda, y mahute en Rapa Nui (Matthews, 1996; Whistler, 2006) sugiriendo una relacién
lingUistica entre las distintas islas de Oceania Remota.

La corteza de B. papyrifera se utiliza para la fabricacién de papel de alta calidad en Japdn y China,
el cual es empleado en libros y en actos ceremoniales (Berker, 2002), aunque también tiene usos
en la medicina tradicional en Asia (Sun y cols., 2012). En Oceania Remota es considerada una
especie de gran importancia cultural, pues su corteza se utiliza como fuente de fibras para fabricar
textiles (conocidos como tapa), brindando productos valorados debido a su durabilidad, calidez,
suavidad y flexibilidad, los cuales se usan con propdsitos ceremoniales y como simbolo de riqueza
(Seelenfreund y cols., 2010). Su uso fue generalizado en las islas del Pacifico, pero fue
reemplazado por textiles basados en otros materiales como el algodén, por la influencia europea,
aunque su uso sigue vigente en Tonga, Fiyi y otras islas (Seelenfreund y cols., 2010). En la
actualidad, esta planta es cultivada mediante reproduccién vegetativa, a través de esquejes o
brotes de raices (Seelenfreund y cols., 2010).

Debido a la importancia cultural que representa la morera de papel en distintas islas del Pacifico y
su presencia en numerosas islas de Oceania Remota, es que resulta un modelo atractivo para
estudiar su diversidad genética mediante distintos marcadores moleculares y relacionarla con las
teorias de migracién humana y poblamiento de Oceania Remota.

1.5 Uso de marcadores moleculares en B. papyrifera

Los marcadores moleculares se definen como un segmento identificable de ADN con dos o
mas variantes polimérficas o alelos, con los que es posible rastrear su herencia (Goodfellow,
1992; Pagon y cols., 1993). Estos marcadores difieren respecto a su distribucion en el genoma,
nivel de polimorfismos detectados, especificidad del locus, reproducibilidad, requerimientos de la
técnica y costos (Agarwal y cols., 2008). En estudios de diversidad genética en plantas, los
marcadores mas utilizados son microsatélites (SSR), AFLP, RAPD e ISSR, entre otros (Weising y
cols., 2005).

En el estudio de la diversidad genética de la morera de papel se han empleado diversos
marcadores moleculares, tales como SRAP (Zhiyuan y cols., 2009) e ISSR (Ho y Chang, 2006; Liao y
cols.,, 2014) en muestras de China y Taiwdn, asi como ITS (Seelenfreund y cols., 2011), ISSR
(Gonzdlez y cols., 2015), marcador de sexo (Pefiailillo, 2013), regiones de cloroplastos (Chang y
cols., 2015), y microsatélites (Pefiailillo, 2013; Olivares, 2016) en Asia y Oceania Remota. Los
resultados obtenidos muestran una gran diversidad genética en el habitat nativo, mientras que en
la region introducida detectan una baja diversidad genética. Mediante el anadlisis de la regién
ribosomal ITS-1 se identificd una transversién nucleotidica especifica que distingue las muestras
de origen nativo (nucledtido G) de las muestras provenientes de la regidn introducida (nucleétido
T) (Seelenfreund y cols., 2011). Los marcadores de regiones entre microsatélites, ISSR, y de la
regién de cloroplasto ndhF-rpl32 basicamente no mostraron diferencias entre muestras de
Oceania Remota (Gonzalez y cols., 2015; Chang y cols., 2015). Mediante el marcador de sexo se
encontrd que en el area nativa co-existen individuos de sexo masculino y femenino, mientras que



en el area introducida solo se encontraron individuos femeninos (Pefiailillo, 2013). Sin embargo,
en Hawai también se identificaron individuos de ambos sexos v, al igual que con marcadores ISSR,
se observan genotipos diferentes a los encontrados en las muestras de Oceania Remota. Estos
datos sugieren que estos individuos fueron introducidos a Hawai en tiempos histéricos desde Asia
(Gonzélez-Lorca, 2015). Mediante marcadores de microsatélites se ha encontrado diversidad en
Oceania Remota, en estudios que aun se encuentran en desarrollo (Penailillo, 2013; Payacan,
2015; Olivares, 2016).

Dada la baja diversidad genética encontrada con la mayoria de los marcadores estudiados entre
las muestras del drea introducida, es de interés probar estrategias diferentes utilizando
marcadores moleculares dirigidos a otras regiones del genoma que presenten alta variabilidad,
como son los elementos moviles.

1.6 Elementos moviles

Los elementos méviles son secuencias que comprenden una importante fraccién del genoma de
los organismos eucariontes. Los elementos moviles se dividen en dos grupos: los de Clase |, que
corresponden a retrotransposones basados en ARN que se replican gracias a la transcriptasa
inversa, y los de Clase Il, correspondientes a transposones basados en ADN cuya movilizacion e
insercién es llevada a cabo por medio de una transposasa. La activacion de los elementos méviles
puede deberse a factores estresores bidticos o abidticos (Kimura y cols., 2001; Wessler y cols.,
1996) o bien, mediante cambios epigenéticos, como la disminucidon en la metilacion del ADN
(Cheng y cols., 2006). Los efectos de la transposicién de elementos mdviles tiene multiples
consecuencias, tales como la pérdida de la funciéon de algunos genes, induccién de cambios
regulatorios y epigenéticos, o incluso cambios en la estructuracion gendmica (revisado por
Bonchev y Parisod, 2013).

Los retrotransposones son ubicuos y abundantes dentro del reino vegetal (Kumar y Bennetzen,
1999; Freschotte y cols., 2002), llegando a constituir el 90% del genoma de algunas especies como
el trigo (Sabot y cols., 2005). Se han estudiado en diferentes especies vegetales, como citricos
(Breto y cols, 2001; Bernet y cols., 2004), pldtano (Teo y cols., 2005), leguminosas (Smykal, 2006) y
vides (Villano y cols., 2014), entre muchas otras especies.

En este grupo de elementos mdviles destacan los retrotransposones que poseen repeticiones
terminales largas (Long Terminal Repeats o LTR), debido a que se encuentran en mayor proporcién
y son mas activos que aquellos sin LTR, como los LINEs (Long Interspersed Nuclear Element) y
SINEs (Short Interspersed Nuclear Element). En plantas cultivadas, alrededor del 40% al 70% del
ADN total corresponde a retrotransposones con LTR (Pearce y cols., 1996; SanMiguel y cols., 1996;
Shirasu y cols., 2000).



Los retrotransposones han sido ampliamente estudiados debido a que cada uno de ellos incorpora
un numero considerable de nucledtidos al genoma hospedero (desde cientos de pares de bases
hasta kilobases), generando cambios féaciles de detectar (Kalendar y cols., 2011). La principal
ventaja de los retrotransposones radica en que su transposicién es un evento Unico y que el
material genético integrado no tiene la capacidad de escindir por si mismo, lo que le confiere gran
importancia en estudios de reconstruccion de pedigree y filogenias, dada la mantencion de
inserciones ancestrales (Kalendary cols., 2011).

Los retrotransposones que poseen LTR se dividen a su vez en dos superfamilias que corresponden
a los elementos Copia (o Tyl) y los elementos Gypsy (o Ty3), las cuales presentan dos marcos de
lectura abierto comunes: GAG (Group-Specific Antigen), para la proteina de la cdpside, necesaria
para el empaquetamiento del transcrito de manera similar a como lo hacen los virus; y POL, que
codifica las enzimas del elemento mévil que incluye una actividad proteasa, una integrasa, una
transcriptasa inversa y una RNasa (Figura 2). Los elementos Copia se diferencian de los Gypsy
respecto a la disposicion de los genes en el dominio POL. Ademads, algunos elementos Gypsy
poseen un marco de lectura abierto adicional lamado ENV, cuya proteina participa en la envoltura
de los retrovirus. En plantas, actualmente no se le atribuye ninguna funcién conocida (Weising y
cols., 2005; Kalendar y cols., 2011). Se han descrito otros retroelementos que poseen LTR, como
los terminales repetidos de retrotransposdn en miniatura (Terminal-repeat Retrotransposon In
Miniature o TRIM), correspondientes a elementos de aproximadamente 600 pb (Witte y cols.,
2001), y los derivados grandes de retrotransposones (LArge Retrotransposon Derivatives o LARD),
retroelementos que comprenden LTR de 4,4 kb y una regién central de entre 3 a 5 kb. Los TRIMs y
LARDs se caracterizan por ser retroelementos no auténomos que carecen de marcos de lectura
abiertos funcionales para la sintesis de sus proteinas, por lo que requieren de un retroelemento
auténomo para su transposicién (Bonchev y Parisod, 2013).

A pesar de las diferencias estructurales entre estos tipos de retroelementos con LTR, en general
éstos poseen motivos conservados, como la secuencia de la transcriptasa inversa (RT), la de RNasa
H (RH) (para retroelementos gypsy y copia), la del sitio de union a partidores (PBS), y la del tracto
polipurina (PPT) (para todos los retroelementos con LTR, Figura 2) (Guo y cols., 2014).
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Figura 2: Organizacion de genes de los retrotransposones con LTR. Disposicion de genes en las
superfamilias Copia, Gypsy, LARD y TRIM. Se muestran los dominios LTR, sitio de unién a partidores (PBS),
GAG: proteina de superficie, y las diferentes enzimas que conforman el gen POL (AP: proteasa aspartica, IN:
Integrasa, RT: Transcriptasa inversa, y RH: RNasa H), ENV (para algunos retrotransposones Gypsy), y el tracto
de polipurina (PPT). Figura modificada de Kalendar y cols. (2004).

1.7 Marcadores basados en elementos méviles: IRAP y REMAP

Debido al gran potencial informativo que ofrecen los retroelementos como marcadores
moleculares, se han disefiado diversas aproximaciones experimentales para su empleo, basadas
en la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, o PCR). Entre los
marcadores destacan los Inter-Retrotransposon Amplification Polymorphisms, o IRAP, y los
Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphisms, o REMAP. La técnica de IRAP permite
amplificar regiones entre dos LTR de retroelementos préoximos, ya sean del mismo elemento, o
entre elementos de la misma o de distintas familias. La técnica de REMAP amplifica regiones entre
el LTR de un retroelemento y un microsatélite proximo (Figura 3). Las ventajas principales de IRAP
y REMAP son que no requieren conocimiento previo del genoma en estudio, detectan
polimorfismos sin la necesidad de digerir con enzimas de restriccion o incluir etapas de ligacion, y
ademads los productos de PCR se pueden resolver en una electroforesis en gel de agarosa
convencional (Kalendar y cols., 2007).
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Figura 3: Marcadores moleculares basados en retrotransposones. Se muestran las regiones a amplificar
mediante IRAP y REMAP: TE (region del retroelemento) y SSR (region de microsatélite). Figura modificada de
Bochev y cols. (2013).

Si bien hasta la fecha el genoma de B. papyrifera no se ha secuenciado, y por lo tanto se
desconoce la abundancia y naturaleza de retroelementos presentes en esta especie, si se ha
secuenciado el genoma de Morus notabilis, perteneciente a la misma familia. Esta especie posee
un tamano de genoma de 330 Mb y se han identificado mds de 30.000 secuencias
correspondientes a retroelementos (Li y cols., 2014). Mediante citometria de flujo se ha
determinado que B. papyrifera tiene un tamafio de genoma de aproximadamente 500 Mb
(Yamanouchi y cols., 2010). Este dato sugiere que B. papyrifera, una especie con un genoma
estimado de mayor tamafio, también posea una amplia variedad y probablemente un mayor
numero de retroelementos.

1.8 Planteamiento del problema

Esta memoria estd enmarcada en un proyecto que utiliza a la morera de papel como modelo para
estudiar rutas de migracion y poblamiento humano en Oceania Remota, a través de estudios de
diversidad genética mediante el analisis de marcadores moleculares. Es interesante explorar el uso
de marcadores moleculares basados en retrotransposones, que hasta nuestro conocimiento no
han sido empleados en B. papyrifera. Debido a que esta planta presenta baja diversidad genética
dentro de Oceania Remota, resulta atractivo evaluar marcadores moleculares basados en
retrotransposones, los cuales se ha descrito presentan mayor fuente de variacidon genética en
especies vegetales que otros marcadores moleculares (Carrier y cols., 2012). El propdsito de esta
memoria de titulo es detectar una mayor diversidad genética en muestras de B. papyrifera de
Oceania Remota y complementar estos resultados con los datos previos obtenidos en el
laboratorio con otros marcadores moleculares.



2 Hipdtesis

El estudio de B. papyrifera por medio de marcadores moleculares basados en retrotransposones
IRAP y REMAP, permite detectar diversidad genética presente en muestras obtenidas de Oceania
Remota que no han sido diferenciadas mediante otros marcadores moleculares.

3 Objetivos
3.1 Objetivo General

Caracterizar la diversidad genética de muestras de B. papyrifera provenientes de Oceania Remota
usando dos tipos de marcadores moleculares basados en retrotransposones, IRAP y REMAP para
evaluar el potencial informativo de estos marcadores en la busqueda de mayor diversidad
genética en muestras de Oceania Remota.

3.2 Objetivos Especificos

1. Identificar la presencia de retrotransposones en B. papyrifera.
Se buscaran secuencias de retroelementos en bases de datos y/o de la literatura y se
diseflardn partidores a partir de dichas secuencias. Ademds, se corroborara que las
secuencias amplificadas corresponden a retroelementos.

2. Seleccionar marcadores de IRAP y REMAP para el andlisis de muestras de B. papyrifera
de Oceania Remota
Se realizardan combinaciones de partidores de retroelementos entre ellos o con partidores
de regiones de microsatélites para amplificar muestras de B. papyrifera e identificar y
seleccionar aquellas combinaciones que presenten un mejor desempeiio para su
aplicacién como IRAP y REMAP, respectivamente.

3. Caracterizar muestras de B. papyrifera por medio de IRAP y REMAP para evaluar la
diversidad genética obtenida en muestras de Oceania Remota.
Se usaran los marcadores escogidos de IRAP y REMAP para efectuar el andlisis genético de
muestras de B. papyrifera provenientes de Oceania Remota.

4. Comparar la diversidad genética obtenida con IRAP y REMAP, y otros marcadores
moleculares utilizados en B. papyrifera para evaluar el potencial informativo que
entregan los marcadores basados en retroelementos.

Se estudiard la diversidad genética obtenida con IRAP y REMAP. Posteriormente se
realizard un analisis comparativo con la diversidad genética encontrada con otros
marcadores moleculares.
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4 Materiales y Métodos
4.1 Materiales

4.1.1 Reactivos e insumos generales

Axygen Inc., Corning Life Sciences (Corning, Nueva York, E.E.U.U.): sistema comercial AxyPrep™
Plasmid Miniprep.

Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, Nueva Jersey, E.E.U.U.): Bacto™ Agar, Bacto™
extracto de levadura, Bacto™ triptona.

Biotium (Hayward, California, E.E.U.U.): GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10.000X en DSMO.
Clean Ice S.A. (Santiago, Chile): nitrégeno liquido (N3).
Fermelo Biotec (Santiago, Chile): agarosa Lafken grado analitico.

Invitrogen, Life Technologies (Carlsbad, California, E.E.U.U): TOPO® TA Cloning® Kit for
Sequencing, IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido).

Life Technologies (Carlsbad, California, E.E.U.U.): Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit.

Merck (Darmstadt, Alemania): alcohol isoamilico p.a., B-mercaptoetanol, cloroformo p.a., cloruro
de magnesio, etanol absoluto, glucosa, silica gel, sulfato de magnesio p.a.

Promega (Madison, Wisconsin, E.E.U.U.): ADN polimerasa GoTaq G2; dNTPs: dATP, dCTP, dTTP,
dGTP; cloruro de magnesio; tampdn Green GoTaq flexi 5X, X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopirandsido).

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, E.E.U.U.): bromuro de etidio, CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio), BSA (albumina de suero bovino), sulfato de kanamicina.

Thermo Scientific (Pittsburgh, Pennsylvania, E.E.U.U.): tampdn de carga 6X, estandar de peso
molecular de ADN 1kb Plus, placas negras de poliestireno Nunc™ F96 MicroWell™,

US Biological (Swampscott, Massachussets, E.E.U.U.): Tris-Base, EDTA, acido bérico, ARNasa A.
Vetec Analytical Reagents: cloruro de sodio p.a.
Winkler Ltda. (Santiago, Chile): tampdn TBE 10X.

Zymo Research (Irvine, California, E.E.U.U.): sistema comercial DNA Clean & Concentrator™ -5.

4.1.2 Soluciones y tampones
Cloroformo - alcohol isoamilico (24:1 v/v).

Tampon de extraccion: Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 50 mM pH 8,0; NaCl 0,3 M;
B-mercaptoetanol 1% agregado al momento de la extraccién.

Etanol: etanol 70%, etanol 76%, etanol absoluto.

Medio Agar LB: NaCL 1% m/v, triptona 1% m/v, extracto de levadura 0,5% m/v, agar 1,5% m/v.
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Medio SOC: triptona 0,5% m/v, extracto de levadura 0,5% m/v, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl, 5
mM, MgS0, 5 mM, glucosa 0,4% m/v.

Solucion de teiiido: Solucién de bromuro de etidio 0,5 pg/mL.
Solucion de desteiiido: Solucion de MgS0O4 1 mM.

Solucién concentrada de BSA: 5 mg/mL, preparada en NaCl 100 mM.

4.1.3 Equipamiento

Bio-Rad (Hercules, California, E.E.U.U.): equipo de electrotransformacién: Gene Pulser, Pulse
Controller y Capacitance Extender, fuente de poder PowerPac 3000.

Biotek (Winooski, Vermont, E.E.U.U.): lector de microplacas multimodal Synergy Mx.
HAAKE (Karlsruhe, Alemania): bafio termorregulado DC1-K15.

Heal Force (Shangai, China): termociclador Genemate T960.

Heraeus Instruments (Hanau, Alemania): centrifuga Heraeus Biofuge Pico.

Hettich (Tuttlingen, Alemania): centrifuga Hettich®-Zentrifugen Mikro 22R, rotor 1153.
Lab-Line Instruments (Kerala, India): agitador termorregulado Environ Shaker 3527-1.
Nikon Corporation (Tokio, Japdn): cdmara fotografica digital Nikon E4300.

Savant Instruments (Farmingdale, Nueva York, E.E.U.U.): concentrador Speedvac Savant ISS110
Integrated SpeedVac System.

Thermo Scientific (Wilmington, Delaware, E.E.U.U.): espectrofotometro Nanodrop 2000,
Termociclador PX2, fuente de poder Owl™ EC-105.

Wealtec (Sparks, Nevada, E.E.U.U.): transiluminador MD-20 UV.

Syngene (Cambridge, Inglaterra): capturador de imagen de fluorescencia Syngene G:BOX Chemi
XT4.

4.1.4 Programas computacionales

Biology Assets: GenAlEx (Genetic Analysis in Excel) versién 6.5.

Charles University (Praga, Republica Checa): FreeTree.

CLC bio, Qiagen® (Prismet, Dinamarca): CLC Sequence Viewer 7.

Exeter Software (Setauket, Nueva York, E.E.U.U.): NTSYSpc, Numerical Taxonomy System.

NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S. Library of Medicine): BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), VecScreen (Screen a Sequence for Vector Contamination).

University of Glasgow (Glasgow, Reino Unido): TreeView.
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4.1.5 Obtencién de muestras de B. papyrifera

En el marco de los proyectos FONDECYT 1080061 y 1120175 se generd un banco gendmico con
mas de 400 muestras de hojas de B. papyrifera recolectadas en Asia y en distintas islas de Oceania.
Para la realizacion de esta memoria de titulo se usaron 60 muestras de este banco, de las cuales
13 proceden de diversas localidades de Asia (Vietnam, Japdn y Taiwdn), 42 muestras provienen de
las islas de Oceania Remota (Fiyi, Tonga, Samoa, Hawai, Tahiti, Islas Marquesas y Rapa Nui) y tres
de Chile continental. Estas ultimas corresponden a especimenes ubicados en el Parque Arrieta,
Pefialolén, Santiago. Estas muestras se utilizaron solamente como muestras de prueba, debido a
que son las Unicas accesibles y abundantes, y no se consideraron para el analisis de diversidad
genética. Se emplearon ademds como grupos externos muestras de B. kazinoki provenientes de
Japon y Ficus carica (higuera) de Chile. Las muestras de Taiwdan fueron enviadas gentilmente por el
Dr. Kuo-Fang Chung (National University of Taiwan, Taipei, Taiwan), mientras que las muestras
japonesas, vietnamitas y la de B. kazinoki fueron facilitadas por el Dr. Peter Matthews (National
Museum of Ethnology, Kioto, Japdn). El nimero de muestras empleadas por localidad se muestra
en las Tablas 1y 2 que se detallan en el Anexo 1.

Tabla 1: Localidades y nimero de muestras de B. papyrifera utilizadas en esta memoria de
titulo.

i . . N° de
Pais / Region Isla / Localidad .

Sapa 1
_g Vietnam Hanoi 1
2 Ba vi 3
B |Japon Kioto 4

Q0 .
© Taiwn Taichung 2
Distrito de Wulai 2
E.E.U.U. Hawai 11
o | Fiyi Viti Levu 1
g Tonga Tongatapu 8
% Samoa Savaii 3
= Upolu 1
§ Polinesia Tahiti 1
© | Francesa Islas Marquesas 4
Chile Insular Rapa Nui 13

. ) Santiago

Chile Continental (Parque Arrieta) 3
Total 58
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Tabla 2. Localidades y nimero de muestras de grupos externos utilizados en esta memoria de

titulo.
Muestra Pais / Regién Localidad N* de
muestras
Ficus carica Chile Continental Santiago 1
Broussonetia kazinoki |Japdén Tokio 1
Total 2

4.1.6 Material microbiolégico

Escherichia coli DH5a:: Células electrocompetentes preparadas en el laboratorio.

4.2 Métodos
4.2.1 Extraccion de ADN gendmico de muestras de B. papyrifera

Se extrajo ADN de las muestras de hoja de morera de papel utilizando el método de Lodhi y cols.,
(1994) modificando la concentracién de B-mercaptoetanol (de 0,1 a 1%) y eliminando el uso de
PVP. Este método consiste en homogeneizar el tejido vegetal en un mortero en presencia de
nitrégeno liquido y agregando posteriormente 800 pL de tampdn de extraccién (EDTA 20 mM,
Tris-HCI 100 mM, NaCl 1,4 M, CTAB 2%, B-mercaptoetanol 1%). El homogeneizado se transfirid a
un microtubo de 2 mL y se incubd a 60°C durante 25 minutos. Luego, este tubo se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se adicionaron 600 uL de solucién cloroformo-alcohol isoamilico 24:1,
agitando suavemente por inversién para aumentar la superficie de contacto de las proteinas y
restos celulares apolares del tejido vegetal con la fase organica. Se centrifugd a 6000 rpm (3420 g)
durante 15 minutos para separar la fase acuosa de la orgdnica. Se recuperé la fase acuosa, se
transfirid a un nuevo microtubo de 1,5 mL y luego se agregd 225 uL de NaCl 5 M. El ADN se
precipité agregando 900 pL de etanol absoluto guardado a —20°C. Se agité suavemente por
inversién y se dejo a 4°C durante toda la noche.

Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 3000 rpm (805 g) durante 3 minutos y luego a 6000 rpm
(3420 g) durante otros 3 minutos. Se descarté el sobrenadante y se adicioné etanol 76% para
disolver el exceso de sal remanente. Se centrifugd a 6000 rpm (3240 g) durante 5 minutos y
nuevamente se descartd el sobrenadante, para luego eliminar el etanol restante secando los
microtubos en un concentrador SpeedVac. Finalmente, a cada tubo se le agregaron 100 pL de H,0q4
y 1 uL de ARNasa para degradar el ARN que pudiese interferir en la pureza del ADN o en
posteriores andlisis. Se incubd a 37°C durante 40 minutos y el ADN extraido se almacend a -20°C.

El protocolo de extraccidon se realizdé de manera equivalente para las extracciones de ADN
gendmico de las muestras utilizadas como grupos externos.
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4.2.2 Analisis de integridad de ADN genémico

Tanto las muestras de ADN del banco gendmico como las extraidas para la realizacién de esta
memoria se analizaron para determinar su integridad. Esta prueba consistié en una electroforesis
en gel de agarosa al 0,8% en tampdn TBE 0,5X. Se cargaron 5 uL de ADN gendmico junto a 1 puL de
GelRed 100X y 1 pL de tampdn de carga 6X. En cada gel se incorpord un estandar de peso
molecular de ADN 1 kb Plus. La electroforesis se realizd a 80 V durante 1 hora y el ADN en los geles
se visualizé mediante luz UV (A=320 nm) en un transiluminador.

4.2.3 Cuantificacion del ADN gendmico y determinacion de la pureza del ADN

La concentracion de las muestras se determind mediante fluorescencia en un lector de
microplacas multimodal Synergy Mx utilizando el sistema comercial Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Assay Kit (Ahns y cols., 1996; Singer y cols., 1997). Para determinar el grado de pureza de las
muestras, se empled la razén de absorbancias 260 nm/280 nm entregadas por el equipo
Nanodrop. Se utilizaron aquellas muestras cuyas razones de absorbancias se encontraban entre
1,8 — 2,0 para los analisis posteriores, lo cual es considerado ADN con un grado de pureza
adecuado (Sambrook y cols., 1989).

4.2.4 Seleccidén de partidores para IRAP y REMAP

Se analizaron partidores para IRAP y REMAP seleccionados a partir de la literatura. Los partidores
de regiones LTR para IRAP y REMAP se obtuvieron de lo informado por Kalendar y Schulman
(2014) (Tabla 3 y 4). Los partidores de regiones de microsatélites se obtuvieron de lo informado
por Ho y Chang (2006) y utilizados por Gonzélez-Lorca y cols. (2015) (Tabla 5). En el caso de
REMAP, las parejas de partidores fueron escogidas en relacion a la cercania de la temperatura de
apareamiento de los partidores LTR con los partidores ISSR, de acuerdo a lo reportado por
Gonzalez-Lorca y cols. (2015).

Tabla 3: Partidores escogidos de retroelementos y temperaturas de apareamiento para IRAP.

Temp. de
Caddigo Secuencia (5' = 3') apareamiento
(Tm), °C

BREP F TTCAAGATTTCTGACCTTTCG 50,6
BREP R CCAGTGGCACATCAAAACAAAA 54,7
IRAP-TDK11F | AGGTATGGTTTCAAGATGATGGATG 54,9
Sukkula GATAGGGTCGCATCTGGGCGTGAC 63,4
5'LT R2-BARE-1 | ATCATTCTCTAGGGCATAATTC 49,8
3'LT R-BARE-1 | TGTTCATGCGACGTTCAACA 55,2
Nikita CGCATTGTTCAAGCCTAAACC 54,9
LTR6150-BARE-1 | CTGGTTCGGCCATGTCTATGTATCACACATGTA 62,2
P-Tst-6 ACTAAATCTGCCTACTCATTCAACACTC 56,6
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Partidores informados por Kalendar y Schulman (2014).

Tabla 4: Partidores escogidos de retroelementos y temperaturas de apareamiento para REMAP.

Temp. de
Cadigo Secuencia (5' = 3') apareamiento
(Tm), °C
LTR2105 ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA 55,1
LTR2118 GTAGATAATATAGCATGGAGCAATC 51,2
LTR2119 AGCCACTAGTGAAACCTATGG 54,1
LTR2121 ACTGGATTGATACCTTGGTTCTCAA 56,0
Partidores informados por Kalendar y Schulman (2014).
Tabla 5: Partidores escogidos de regiones de microsatélites para REMAP.
Temp. de
Cédigo Secuencia (5' - 3') apareamiento
(Tm), °C
UBC823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 56,0
UBC825 ACACACACACACACACT 53,0
UBC827 ACACACACACACACACG 53,0
UBC855 ACACACACACACACACYT 50,0
UBC856 ACACACACACACACACYA 50,0
UBC866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 53,0
UBC888 BDBCACACACACACACA 56,0
UBC889 DBDACACACACACACAC 56,0
UBC891 HVHTGTGTGTGTGTGTG 58,0

A=adenina; T=timina; G=guanina; C=citosina; D=A,Go T; B=C,GoT; H=A,Co T, Y=C
o T; V=A, C o G. Partidores informados por Ho y Chang (2006) y Gonzalez-Lorca y
cols. (2015).

4.2.5 Caracterizacion de retroelementos mediante clonamiento
4.2.5.1 Seleccion de muestras y ligacion en el plasmidio pCR™4-TOPO®

Con el propdsito de caracterizar una secuencia de un retrotransposén en B. papyrifera se
seleccionaron dos muestras, BQUCH139 (Taiwan) y BQUCH144 (Japdn), para realizar un
clonamiento de productos PCR usando el sistema comercial TOPO®TA Cloning® kit for Sequencing.
Primero, se realizd6 PCR a las muestras seleccionadas utilizando el protocolo IRAP sin
modificaciones, segun lo indicado por Kalendar y Schulman (2007), utilizando el partidor Sukkula.
Para realizar la ligacién se prepararon en un microtubo de 0,2 mL: 3uL de producto de PCR, 1 pL de
H,0q4, 1 uL de solucion salina entregada por el sistema comercial y 1 pL de la solucién que contiene
el vector (volumen final: 6 uL). Se mezclé suavemente y se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos. La reaccidn se detuvo depositando los microtubos en hielo.
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4.2.5.2 Electrotransformacion en células electrocompetentes

Previo a la electrotransformacion se realizd una microdidlisis de la reaccion de ligacidon para
eliminar las sales que pudiesen interferir en la electroporacién. Para ello, se prepard una placa
Petri con agua destilada estéril y se deposité una membrana de nitrocelulosa en la superficie.
Luego, se transfirieron cuidadosamente los 6 pL de producto de ligacién sobre la membrana de
nitrocelulosa y dializé durante 15 minutos. Finalmente, se tomaron 3 uL del producto dializado y
se mezclaron con 50 uL de bacterias Escherichia coli DH5a electrocompetentes suspendidas en
glicerol al 10%, mezclando suavemente. Se transfirié la mezcla a cubetas de electroporacién de 0,1
cm de separacion de electrodos. Se realizé la electrotransformacién de acuerdo a los siguientes
parametros: Gene Pulser ajustado a 25 uF y 1,8 kV, Pulse Controller a 200 Q con un campo de 12,5
kV/cm. Posteriormente, se retird rapidamente la cubeta y se recuperaron las bacterias
transformantes con 1 mL de medio SOC, se resuspendieron suavemente, y se transfirieron a tubos
de ensayo estériles. Se incubaron en agitador Environ Shaker a 37°C y 200 rpm durante 1 hora.
Luego, se sembraron 50 6 150 pL de cultivo en placas de agar LB/kanamicina 50 pg/mL con 50 pL
de indicador X-gal 20 mg/mL y 50 plL de inductor IPTG (100 mM). Las placas se incubaron a 37°C
durante 24 horas. Se confirmd la presencia del inserto por la formacion de colonias blancas
producto del sistema de seleccién mediante a-complementacién y se realizd un recuento de
colonias transformantes por placa.

4.2.5.3 PCR de colonias

Se traspasaron las colonias transformantes a una nueva placa de agar LB/kanamicina pg/mL, la
cual se incubd a 37°C durante 24 horas. A partir de esta placa, se realizaron PCR de colonias
siguiendo el protocolo de reaccidn y amplificacién indicado en las Tablas 6 y 7, respectivamente.

Tabla 6: Protocolo de PCR IRAP de colonias.

Reactivo Comfe?t'racién Conce-ntracién
inicial final
ADN (ng) - -
Tampdn 5X 1X
MgCl, (mM) 25 2,5
dNTPs (mM) 25 0,625
Partidor Sukkula (LM) 5 0,275
Polimerasa (U/uL) 5 0,05
Volumen final (pL) - 50
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Tabla 7: Programa de amplificacion PCR IRAP de colonias.

Etapa Tempfratura Tiempo

(°C)
Desnaturacién inicial 94 4 min.
33 Desnaturacion 94 1 min.
. Apareamiento 53 1 min.

ciclos

Extension 72 2 min.
Extension final 72 5 min.

Los amplicones obtenidos se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE
0,5X. Se purificaron los plasmidios de las bacterias que presentaron amplificacion positiva.

4.2.5.4 Purificacién de productos de PCR

Los productos PCR positivos obtenidos mediante PCR de colonias se purificaron usando el sistema
comercial DNAeasy DNA Clean & Concentrator™-5 para la secuenciacién de los amplicones
generados siguiendo las instrucciones del proveedor.

4.2.5.5 Purificacidn de plasmidios pCR™4-TOPO®

Se identificaron las colonias blancas de E. coli (que contienen el inserto) y se inocularon en un tubo
de ensayo estéril que contenia 5 mL de medio SOC con kanamicina 50 pug/mL. Se incubaron en
agitador Environ Shaker a 37°C y 200 rpm durante 16 horas. La purificacion de los plasmidios se
llevd a cabo mediante el sistema comercial AxyPrep™ Plasmid Miniprep para su posterior
secuenciacioén, segun las especificaciones del fabricante.

4.2.5.6 Secuenciacion de plasmidios y productos de PCR purificados

Los productos de PCR de colonias y los plasmidios purificados fueron secuenciados en Macrogen
(Seoul, Korea) usando el servicio de secuenciacién estandar y partidores Sukkula para los
productos de PCR, o partidores universales para la secuenciacién de plasmidios (M13F vy
M13R-pUC).

4.2.5.7 Analisis de secuencias de plasmidios y productos de PCR

Las secuencias de plasmidios obtenidas se analizaron con la herramienta VecScreen para
identificar la secuencia del vector, las cuales posteriormente se removieron con el programa CLC
Sequence Viewer. Luego, estas secuencias editadas junto a las secuencias de productos de PCR se
sometieron a un alineamiento usando la herramienta BLASTn, con el propdsito de comparar las
secuencias obtenidas respecto a la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).
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4.2.6 Estandarizacidon del protocolo de amplificacién con marcadores IRAP y REMAP
4.2.6.1 Optimizacion de la reaccion de PCR para marcadores IRAP y REMAP

Se utilizé el protocolo de PCR basado en las publicaciones del grupo de Kalendar (1999, 2007) para
IRAP y REMAP. Se realizaron modificaciones de las concentraciones de los reactivos para favorecer
el patron de bandeo obtenido. En la Tabla 8 se muestran las condiciones finales definidas en esta
memoria para realizar los analisis de PCR para IRAP y REMAP. Se seleccionaron aquellos partidores
gue mostraron un patrén legible de bandeo. Se realizaron PCR en gradientes de temperatura (50-
60°C) para los partidores preseleccionados. Se seleccionaron aquellos que mostrasen el mejor
patron, consistente en la mayor cantidad de bandas distinguibles. Esta optimizacion se realizé en
base a cuatro muestras de B. papyrifera escogidas, provenientes de Oceania Remota, mostradas
enlaTabla 9.

Tabla 8: Concentraciones finales para el protocolo de PCR con marcadores IRAP y REMAP.

Reactivo Com.:ept.racién Concentracion final
inicial IRAP REMAP
ADN (ng/uL) 0,6 0,06 0,06
Tampén 5X X X
MgCl; (mM) 25 2 2
dNTPs (mM) 25 0,2 0,2
Partidor LTR-1 (uM) 5 0,2 0,2
Partidor LTR-2 (uM) 5 0,2 -
Partidor ISSR (uM) 5 - 0,4
Polimerasa (U/puL) 5 0,05 0,05
Volumen final (uL) - 20 20
Tabla 9: Muestras control de B. papyrifera de Oceania Remota.
Pais / Region Isla / Localidad Codigo
Tonga Tongatapu BQUCHO095
E.E.U.U. Oahu, Hawai BQUCH195
Polinesia Francesa | Fatuhiva, Omoa, Islas Marquesas | BQUCH234
Chile Insular Rapa Nui BQUCH221

El programa de PCR consistid en una desnaturacién inicial a 94°C durante 4 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturacién a 94°C durante 1 minuto, apareamiento a la temperatura designada para
cada combinacién de partidores elegida durante 2 minutos, y una extensiéon a 72°C durante 2
minutos. Por Ultimo, se realizé una extension final a 72°C durante 7 minutos. Los amplicones se
separaron por electroforesis en geles de agarosa al 2,5% en tampdn TBE 0,5X y se visualizaron
por tincién con GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain.
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4.2.6.2 Optimizacidon del analisis mediante electroforesis en gel de agarosa

Como Kalendar indica (2007), la electroforesis en gel de agarosa es una etapa critica para la
correcta resolucién y caracterizacion de los perfiles obtenidos mediante PCR, por lo que se
estandarizé esta etapa para todos los andlisis. Para obtener un gel de agarosa al 2,5% se
disolvieron 2,5 g de agarosa en 100 mL de tampdn TBE 0,5 X y se calenté en microondas hasta la
disolucién completa de la agarosa. Se enfrid hasta ~60°C y se vertid sobre bandejas para geles de
15 x 10 cm, usando peinetas para 20 carriles. Se dejo gelificar a temperatura ambiente durante al
menos una hora. La electroforesis se llevé a cabo a 60 V durante 4,5 horas, utilizando un estandar
de peso molecular 1 kb Plus para estimar el tamafio de los amplicones resueltos. Se evaluaron dos
sistemas de tincién para visualizar los perfiles de bandeo: GelRed y bromuro de etidio. El método
de carga con GelRed consistié en incorporar 5 pL de producto de PCR con 1 uL de GelRed, previa
mezcla, en cada bolsillo del gel de agarosa antes de iniciar la corrida electroforética. Para la
visualizacion mediante bromuro de etidio, se cargaron 5 uL de amplicon en cada bolsillo del gel y
se ejecutd la electroforesis. Luego, se sumergié el gel en una solucién de bromuro de etidio 0,5
pug/mL durante 10 minutos, y posteriormente se sumergié en una solucién de MgS0Os 1 mM
durante 10 minutos para reducir el exceso de bromuro de etidio presente en el gel y favorecer la
fluorescencia del intercalante en los productos de PCR.

Se evaluaron ademas distintos tipos de captura de imagenes: mediante una camara Nikon E4300
alirradiar el gel con luz UV en un transiluminador, y utilizando un equipo capturador de imagen de
fluorescencia Syngene, mediante el software GeneSys 1.5.4.0. Todas las imagenes se capturaron
en negativo para mejorar la deteccién de bandas y facilitar su lectura.

Para la lectura de las bandas, se usd siempre un criterio conservador, considerando solo bandas
por sobre los 500 pb, ya que las bandas de menor tamafio molecular podrian corresponder a
amplicones producto de ADN degradado o a uniones inespecificas de los partidores.

4.2.7 Analisis estadisticos

Para cada perfil de bandeo se construyd una matriz binaria indicando la presencia (1) o ausencia
(0) de bandas que sean distinguibles e identificables en geles sometidos a las condiciones de
electroforesis determinadas. Para comparar la similitud de la matriz formada, ésta se analizo
mediante el coeficiente Dice (Dice, 1945) utilizando el software NTSYSpc 2.1 (Rohlf, 1997). Este
software permite ademads el analisis de agrupamiento mediante los algoritmos UPGMA (Sneath y
Sokal, 1973) y Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) para la construccién de dendrogramas.

La Figura 4 muestra un esquema que resume los procedimientos experimentales y analisis que se
realizardn en esta memoria de titulo.
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Figura 4: Estrategia experimental para el analisis de Broussonetia papyrifera mediante IRAP y REMAP. Se
presentan las actividades que se llevaran a cabo en esta memoria de titulo para dar cumplimiento a cada

objetivo especifico propuesto.



5 Resultados
5.1 Selecciéon de muestras

Las muestras de B. papyrifera para analisis fueron escogidas desde el banco gendmico del
laboratorio y solo se seleccionaron aquellas con un ADN integro y un buen indice de pureza, dado
gue estas propiedades son indispensables para obtener patrones de amplificacion confiables
(Kalendar y Schulman, 2014). Se resolvié el ADN gendmico de las muestras seleccionadas en geles
de agarosa al 0,8% y se descartaron aquellas muestras que no presentasen ADN integro,
correspondiente a una banda de gran intensidad con un tamano aproximado de 20 kb, destacadas
en la Figura 5. La lista de muestras que cumplieron con los criterios de seleccién se muestra en el
Anexo 1.

Raiatea Islas Pitcairn
Hawai Tahiti  Marquesas Rapa Nui
k %k %k k %k %k %k 3k k %k k %k %k %k ES
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Figura 5: Andlisis de integridad de ADN para seleccion de muestras de B. papyrifera. Electroforesis de ADN
gendmico de las muestras consideradas para ensayar las técnicas de IRAP y REMAP. La flecha indica la
presencia de ADN gendmico de alto peso molecular. Se destaca con asteriscos aquellas muestras que se
incluyeron en los analisis posteriores. Muestras correspondientes a los carriles 1-3: Hawai, carril 4: Raiatea,
carril 5y 6: Tahiti, carriles 7-10: Islas Marquesas, carril 11: Pitcairn, carriles 12-18: Rapa Nui. L: estandar de
ADN de peso molecular 1kb Plus. Gel de agarosa al 0,8% en TBE 0,5X. Tincién con GelRed.
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5.2 Seleccion de partidores
5.2.1 Evaluacion inicial de partidores IRAP

Los LTR presentes en algunos retroelementos corresponden a secuencias altamente conservadas a
partir de los cuales se han definido los marcadores usados en esta memoria. En la familia de las
Moraceas solo se han caracterizado de manera masiva los elementos mdviles de Morus notabilis
(Li y cols., 2014). Pese a la cercania taxondmica entre M. notabilis y B. papyrifera, no es posible
predecir el tipo y numero de retroelementos presentes en B. papyrifera a partir de los datos
publicados en la base de datos de Morus notabilis (MorusDB). Por otro lado, hasta la fecha, el
genoma de B. papyrifera no ha sido secuenciado. Recientemente se ha publicado su transcriptoma
(Peng y cols., 2014), lo cual no tiene relacidon con el conjunto de elementos madviles presentes en
esta especie. Por estos motivos, se realizé una busqueda bibliografica de partidores de
retroelementos.

Al revisar la literatura, se encontraron reportes de una gran cantidad de partidores basados en
retroelementos (agrupados en Kalendar y Schulman, 2014), por lo cual se utilizaron estos
partidores para dar cumplimiento al objetivo 1. A partir de la bdsqueda bibliografica realizada, se
escogieron nueve partidores reportados por el grupo de Kalendar que habian sido usados en Ia
especie taxondmicamente cercana sicomoro (Ficus sycomorus; Saleh, 2007). En una etapa inicial,
se probd el protocolo de amplificacion de acuerdo a lo reportado por Kalendar y Schulman (2007),
para las 45 combinaciones IRAP a partir de los nueve partidores escogidos. Se probé una
temperatura de apareamiento de 56°C y se usé el molde de ADN a dos concentraciones diferentes
(0,6 y 6 ng/uL). Se amplificaron replicados bioldgicos de una muestra de B. papyrifera proveniente
de Santiago (BQUCH134), la que se ensayd a partir de dos extracciones de ADN independientes
(BQUCH134-1 y BQUCH134-2). Se preseleccionaron aquellas que presentaron una amplificacion
detectable. Se encontraron 13 combinaciones que mostraron un perfil aceptable de amplificacion,
consistente en la obtencion de bandas numerosas y distinguibles, mientras que las 32
combinaciones restantes no presentaron amplificacién o generaron perfiles con pocas bandas
(Tabla 10). La Figura 6 muestra algunos de los perfiles obtenidos.

Tabla 10: Evaluacion inicial marcadores IRAP.

IRAP- 5'LTR2- | 3'LTR- s LTR6150-
BREP F | BREP R TDK11F Sukkula BARE-1 | BARE-1 Nikita BARE-1 P-Tst-6

BREP F
BREP R
IRAP-TDK11F
Sukkula
5’LTR2-BARE-1
3'LTR-BARE-1
Nikita
LTR6150-BARE-
1
P-Tst-6
A= Presenté amplificacion.
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Figura 6: Preseleccion de partidores IRAP en muestras de prueba de B. papyrifera. Patrones de
amplificacién de algunas combinaciones de partidores IRAP con material de prueba. Se escogieron las
combinaciones marcadas con un asterisco. Carril 1: muestra BQUCH134-1 (0,6 ng/uL), carril 2: Muestra
BQUCH134-2 (0,6 ng/uL), carril 3: BQUCH134-1 (6 ng/uL), carril 4: BQUCH134-2 (6 ng/uL), carril 5: control
negativo. L: estdndar de ADN de peso molecular 1kb Plus. Electroforesis en gel de agarosa al 2,0% en
TBE 0,5X. Tincion con GelRed.

5.2.2 Evaluacion inicial de partidores REMAP

De manera similar, se seleccionaron cuatro partidores de regiones LTR (Kalendar y Schulman,
2014) y nueve partidores anclados en regiones de microsatélite (ISSR), obteniéndose 36
combinaciones posibles, descritos en la seccidon 4.2.4, utilizando el protocolo de Kalendar y
Schulman (2007). Las muestras utilizadas para estos ensayos correspondieron a tres individuos de
B. papyrifera diferentes provenientes del Parque Arrieta (BQUCH134, BQUCH254 y BQUCH235). En
la Tabla 11 se resumen las combinaciones utilizadas y se indican las 22 combinaciones que
presentaron bandas adicionales a las reportadas por Gonzalez-Lorca (2015), obtenidas solamente
con el partidor ISSR.
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Tabla 11: Evaluacion inicial marcadores REMAP.
LTR2105 | LTR2118

LTR2119 | LTR2121

UBC823
UBC825
UBC827
UBC855
UBC856
UBC866
UBC888
UBC889
UBC891
A= Presentd amplificacién con bandas adicionales a las entregadas por el marcador ISSR.

En la Figura 7 se muestra un gel representativo de los perfiles de amplificacién obtenidos, ya sea
empleando Unicamente el partidor de ISSR (UBC825), como al combinarlo con diferentes
partidores LTR. Los perfiles de amplificaciéon obtenidos con REMAP presentan un patron similar al
obtenido con el partidor de ISSR solo. Las bandas aportadas por el partidor LTR en la amplificacion
se destacan con cabezas de flechas en la Figura 7.

UBC825 + UBC825 + UBC825 + UBC825 +
UBC825 LTR2105 LTR2118 LTR2119 LTR2121

L1234 1 23412341234 L12 3 4

5-5 W8 N=8 B=R “i=8
™4

- A e T bl ———
0,5 kb=> = b ai T . q
|

o - B 5
2 |

|

Figura 7: Preseleccion de partidores REMAP en muestras de prueba de B. papyrifera. Patrones de
amplificacién del partidor ISSR (UBC825) y las combinaciones con partidores de regiones LTR. Se destacan las
bandas generadas con los partidores LTR con cabezas de flechas. Carril 1: muestra BQUCH134,
carril 2: BQUCH254, carril 3: BQUCH235, carril 4: control negativo. L: estdndar de peso molecular de ADN
1kb Plus. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincidn con GelRed.
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5.3 Caracterizacion de retroelementos amplificados con partidores IRAP mediante clonamiento
5.3.1 Clonamiento de productos de PCR amplificados con el partidor IRAP Sukkula

Con el fin de confirmar que las secuencias amplificadas mediante los partidores escogidos
efectivamente corresponden a retroelementos, se decidié aislar y caracterizar algunos productos
de PCR obtenidos mediante IRAP, ya que este marcador permite amplificar regiones dentro de un
retrotransposén, a diferencia de REMAP que amplifica regiones entre LTR de retroelementos y
regiones microsatélites. Para ello, se amplificaron las muestras BQUCH139 (Taiwan) y BQUCH144
(Japdn) con el partidor IRAP Sukkula bajo las condiciones indicadas por Kalendar y Schulman
(2007), obteniéndose perfiles con un reducido nimero de bandas (Figura 8). Se clonaron los
productos PCR usando el sistema comercial pCR™4-TOPO® Cloning® kit for Sequencing en
bacterias Escherichia coli DH5a electrocompetentes, siguiendo el protocolo descrito en la seccidn
4.3.4 de Materiales y Métodos. Se obtuvieron 13 colonias blancas (recombinantes) y 17 colonias
azules (que no incorporaron el producto de PCR). Se realiz6 PCR de colonias usando el mismo
partidor para confirmar la presencia del inserto en las colonias transformantes. La Figura 9
muestra el andlisis de las 13 colonias blancas. Se observa la presencia de los insertos en cinco
colonias que efectivamente incorporaron algin producto de amplificacion. Cuatro colonias
presentan una banda de ~750 pb (carriles 1, 4, 8 Y 11) y otra colonia presenta una banda de ~1 kb
(carril 2). Estos productos de PCR se purificaron mediante el sistema comercial DNAeasy DNA
Clean & Concentrator™-5 para su posterior secuenciacion.

L 139 144 CN

W
: Figura 8: PCR IRAP de muestras para clonamiento. Amplificacion
1 Kb = e = IRAP usando el partidor Sukkula de las muestras seleccionadas para
peon realizar clonamiento: muestra BQUCH139 (Taiwan) y BQUCH144
0,5 kb—> s (Japdn). Carril CN: control negativo de PCR. Gel de agarosa al 2% en
- TBE 0,5X. Electroforesis a 70V durante 1,5 horas.
e
-
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Figura 9: Rastreo de clones positivos mediante PCR de colonias. Amplificacion IRAP con el partidor Sukkula
de las colonias blancas. Carriles 1 y 2: colonias de muestra BQUCH139 (Taiwan), carriles 3-13: colonias de
muestra BQUCH144 (Japon), carril CA: control de colonia azul (que no incorpord un producto PCR), carril
CM: control de manipulacién durante la transformacién (mondadiente estéril), carril CN: control negativo de
PCR. L: estdandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2% en TBE 0,5X. Electroforesis a 70V
durante 1 hora.

Se purificaron plasmidios de las cinco colonias transformantes y se realizé una PCR confirmatoria
a los plasmidios purificados, como se muestra en la Figura 10.

139 144

L 2 1 3 4 5 CP CN

- : ' = . k‘l Figura 10: Amplificacion confirmatoria de insertos
1kb =2 - - . positivos. Amplificaciéon IRAP con el partidor Sukkula
0,5 kb= de los plasmidios purificados. Carriles 2 y 1: colonias 2
y 1 de muestra BQUCH139 (Taiwan), carriles 3-5:
colonias de muestra BQUCH144 (Japdn), carril CP:
control de purificacion de plasmidio (blanco), carril CN:
control negativo de PCR. L: estandar de peso
molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2% en

TBE 0,5X. Electroforesis a 70V durante 1 hora.
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5.3.2 Secuenciacion y caracterizacion de insertos positivos clonados

Tanto los productos de PCR purificados de las colonias como los de plasmidios se enviaron a
secuenciar a la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur). Las secuencias de los productos de
PCR de las colonias resultantes no dieron electroferogramas legibles, por lo que se descartaron.
Por otra parte, las secuencias de los plasmidios purificados fueron legibles, por lo que se
emplearon para los analisis de alineamiento. Estas secuencias (sentido y antisentido) fueron
editadas con la herramienta VecScreen para eliminar secuencias de vector. Luego, se alinearon
mediante el identificando dos secuencias diferentes,
correspondientes a los productos de ~750 pb (colonias 1, 3, 4 y 5) y al amplicén de ~1 kb (colonia

2). La Figura 11 muestra una parte representativa del alineamiento realizado a los cinco plasmidios

programa CLC Sequence Viewer 7,

secuenciados. El alineamiento completo se encuentra en el Anexo 2.
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Figura 11: Alineamiento representativo de los cinco insertos positivos secuenciados, asociados a la

amplificacidn con el partidor Sukkula. Alineamiento con el programa CLC Sequence Viewer 7 representativo
de las cinco secuencias clonadas en los plasmidios de las muestras BQUCH139 (Plasmidio 1y 2) y BQUCH144
(Plasmidios 3-5) amplificadas con el partidor IRAP Sukkula.
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Se realiz6 un alineamiento local (BLASTn) con la base de datos del NCBI con el algoritmo
MEGABLAST para cada secuencia. Las secuencias de las colonias 1, 3, 4 y 5 presentaron un
resultado inesperado y con un valor esperado relativamente bajo (E value= 3e3*, Figura 12 y Tabla
12), pues mostraron coincidencia con secuencias cromosomales de distintas variedades de la
especie de leguminosa Vigna angularis (soja verde) y de regiones que codifican el gen para ARN
ribosomal 55 (ARNr 5S) de especies del género Gossypium (algodon).
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Figura 12: Alineamiento local representativo de los plasmidios 1, 3, 4 y 5. Resultado del BLAST alineando la
secuencia del inserto de los plasmidios 1, 3, 4 y 5 con la base de datos del NCBI. Se muestran los cuatro
mejores alineamientos encontrados.

Tabla 12: Muestras identificadas mediante BLAST del inserto de los plasmidios 1, 3,4 y 5.

Caédigo Especie Secuencia Pu’n?aje E value |Identidad
maximo
AP016514.1 Vigna angularis Scaffold de ADN 1470 158 3e¥ 91%
AP015043.1 Vigna angularis Cromosoma 10 158 3e¥ 91%
U33061.1 | Gossypium klotzscianum ARNr 55 148 2e3 90%
U32010.1 | Gossypium herbaceum ARNr 55 148 2e3 90%

Para las secuencias de los plasmidios 1, 3, 4 y 5, mediante el programa CLC Sequence viewer 7 se
identificaron regiones conservadas tanto de retroelementos Sukkula descritos por Kalendar y cols.
(2004) como de secuencias ribosomales 5S descritas en retroelementos Cassandra (Kalendar y
cols., 2008). La Figura 13 muestra la disposicion de las regiones identificadas; sin embargo, no se
logré identificar el sitio de unidén al partidor (PBS) y las secuencias identificadas no suponen una
distribucidén caracteristica de un retrotransposén ni de un gen 5S funcional.

0 4O 1100
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Figura 13: Estructura del retrotransposon tipo TRIM identificado en los plasmidios 1, 3, 4 y 5, asociado al
marcador Sukkula. Distribucién sugerida de las regiones caracteristicas de ADN ribosomal 5S (circulos y
cajas rojas) y de retroelementos (cajas verdes), ademads de su posicion relativa. Se identificd la sefial de
terminacion de la transcripcién (TTTT), la cola poliA (AAAA), los sitios de union de la ARN polimerasa (cajas A
y C del promotor intragénico) y la regidén PPT. No se encontrd una posible regién PBS. El partidor Sukkula se

indica con unaS.
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Para la secuencia del plasmidio 2, se encontrd que dos regiones del producto clonado mostraron
similitud con una secuencia del gen de ARNr 5S de B. papyrifera, obteniendo un buen puntaje
(mayor a 200) y un valor de e muy bajo (1e®?), indicando que el alineamiento cubrié una gran
parte de la secuencia introducida y con baja probabilidad de que éste haya sido alineado de
manera aleatoria (Figura 14 y Tabla 13).
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Figura 14: Alineamiento local de la secuencia del plasmidio 2. Resultado del BLAST alineando la secuencia
del inserto del plasmidio 2 con la base de datos del NCBI. Se muestran los mejores alineamientos
encontrados.

Tabla 13: Muestras identificadas mediante BLAST del inserto del plasmidio 2.

Caodigo Especie Secuencia Pu’n?aje E value | Identidad
maximo
KT073703.1 | Broussonetia papyrifera ARNr 55 351 1le9? 85%
AP017147.1 Vigna angularis Scaffold de ADN 2103 156 13 89%
AP016648.1 Vigna angularis Scaffold de ADN 1604 156 1 89%
U32047.1 Gossypium laxum ARNr 55 152 1 90%

Para el inserto de este plasmidio, se identificaron secuencias caracteristicas del gen de ARNr 5S,
como las cajas Ay C del promotor intragénico para la unidn de la ARN polimerasa lll, la secuencia
del terminador de la transcripcion y la cola poli A. La presencia de estas secuencias es
caracteristica de elementos denominados Terminal-repeat Retrotransposon in Miniature o TRIM
tipo Cassandra reportados por Kalendar y cols. (2008). También se identificaron regiones
caracteristicas de retrotransposones, como el sitio de union al partidor o PBS (Kartal y cols., 2014)
y un posible sitio del tracto de polipurinas o PPT (Kalendar y cols., 2004) (Figura 15). Se destaca
que el orden de las cajas A y C se asemeja a una distribucion caracteristica para este tipo de
secuencia (Paule y White, 2000).
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Figura 15: Estructura del retrotransposdn tipo TRIM identificado en el plasmidio 2, asociado al marcador
Sukkula. Distribucidn de las regiones caracteristicas de ADN ribosomal 5S (cajas rojas) y de retroelementos
(cajas verdes) amplificadas mediante el IRAP Sukkula (S). Se identificd la sefial de terminacién de la
transcripcion (TTTT), las regiones poliA (AAAA), los sitios de unién de la ARN polimerasa (cajas A y C del
promotor intragénico), la regidon PBS y la posible regidn PPT.

Se alinearon las secuencias de ADNr de B. papyrifera encontradas en el plasmidio 2, llamadas
Secuencia 2-A y Secuencia 2-B, mediante el programa CLC Sequence Viewer 7. Se encontrd un alto
porcentaje de conservacidn entre estas secuencias (Figura 16), corroborando que el plasmidio 2
posee dos secuencias de ADN ribosomales 5S.
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Figura 16: Alineamiento de secuencias de ADN ribosomal encontradas en el plasmidio 2. Mediante el
programa CLC Sequence Viewer 7 se alinearon las dos regiones de ADN ribosomal 5S encontradas en el
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plasmidio 2.

Finalmente, se realizdé un alineamiento multiple de la secuencia de ARNr 5S encontrada en el
clonamiento con otras secuencias de ARN 5S descritas en retrotransposones tipo Cassandra y
secuencias activas de ARNr 5S descritas en especies cercanas a B. papyrifera. En la Figura 17 se
muestra un dendrograma que agrupa las secuencias tipo Cassandra de acuerdo al algoritmo
Neighbor-Joining, identificAndose dos grupos: uno compuesto por la secuencia clonada junto a
otras pertenecientes a la familia de las Mordceas y un segundo grupo correspondiente a
secuencias de ARN 5S funcionales de otras especies.
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Figura 17: Dendrograma de secuencias ribosomales 5S. Arbol generado con el modelo Kimura 80 y el algoritmo de agrupamiento
Neighbor-Joining de secuencias de regiones ribosomales 5S de retroelementos Cassandra con secuencias 5S funcionales (indicados con un
5S) de diferentes especies. Se indica con una cabeza de flecha la secuencia 5S clonada. Dendrograma generado con el programa CLC

Sequence Viewer 7.7.
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5.4 Optimizacion del protocolo de PCR para los marcadores IRAP y REMAP

5.4.1 Optimizacion del protocolo de amplificacion de marcadores IRAP

Como parte del objetivo 2, y con el fin de aumentar la cantidad de productos de amplificacion, se

evalud incrementar el tiempo de las etapas de desnaturacidn, apareamiento y la extensién final,

ademds de aumentar el nimero de ciclos de 30 (sugerido por Kalendar y Schulman, 2007) a 35

(Figura 18). Los cambios efectuados al protocolo de Kalendar y Schulman se detallan en las Tablas

14 y 15. Se redujo la cantidad de ADN molde a 1,2 ng totales, debido a que no suponia un factor

determinante en la amplificacion de la PCR a partir de los resultados anteriores (Figura 6).

Tabla 14: Cambios en el protocolo de PCR IRAP de Kalendar y Schulman (2007).

Concentracion final

Concentracion

Reactivo inicial Kalendary Este
Schulman (2007) | trabajo

ADN (ng) - 20 1,2
Tampén 5X 1X 1X
MgCl, (mM) 25 2 2
dNTPs (mM) 25 0,2 0,2
Partidor LTR (uM) 0,2 0,2

Polimerasa (U/uL) 0,05 0,05
Volumen final (puL) - 20 20

Se destaca en letra negrita los cambios realizados al protocolo IRAP original.

Tabla 15: Modificaciones al programa de amplificacién IRAP de Kalendar y Schulman (2007).

Programa de Kalendar y Schulman (2007) Programa modificado
Etapa Temp::ratura Tiempo Etapa Temp:eratura Tiempo
(°c) (°c)

Desnaturacién inicial 94 4 min. Desnaturacién inicial 94 4 min.
30 Desnaturacidn 94 40 seg. 35 Desnaturacién 94 1 min.

. Apareamiento Ta 40 seg. . Apareamiento Ta 2 min.

ciclos ciclos

Extensidn 72 2 min. Extensién 72 2 min.

Extension final 72 5 min. Extension final 72 7 min.

Comparacién entre los programas propuestos por Kalendar y Schulman (izquierda) y las modificaciones

realizadas (derecha). Se destacan los cambios realizados en letra negrita. T,: temperatura de apareamiento

para cada partidor.
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La Figura 18 muestra un ejemplo del resultado del analisis de IRAP con las nuevas condiciones
descritas. Se observa que, al modificar el programa de la PCR y aumentar a 35 ciclos usando la
combinacion de partidores Sukkula con LTR615-BARE-1, se incrementa notoriamente la cantidad
de productos de amplificacién.

30 ciclos 35 ciclos
Partidores Partidores Partidores Partidores
0,1 puM 0,2 uM 0,1 uM 0,2 uM
L1 2 3 4 1 2 3 4 L1 2 3 4 1 2 3 4
- - o
0,5kb —>mm

0,5kb = ™™

Figura 18: Optimizacion del protocolo de amplificacion IRAP. Se muestran los patrones de amplificacion
obtenidos con los partidores IRAP Sukkula con LTR615-BARE-1 con los cambios en la concentracion de
partidores, el programa modificado y en el nimero de ciclos: 30 (izquierda) y 35 (derecha). Carril 1: muestra
BQUCH137, carril 2: BQUCH169, carril 3: BQUCH234. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus.
Electroforesis en gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincidn con GelRed.

5.4.2 Optimizacidn del protocolo de amplificacion de marcadores REMAP

Para la estandarizacion del protocolo REMAP, se considerd usar 1,2 ng de ADN molde al igual que
para el protocolo IRAP por el motivo explicado en la seccion 5.2.1. Para favorecer la amplificacién
de bandas que correspondieran a fragmentos de retroelementos y obtener patrones con mayor
cantidad de bandas, también se modificé el protocolo propuesto por Kalendar y Schulman (2007)
evaluando diversos factores que afectan el perfil de bandeo obtenido. En primer lugar, se analizd
el efecto de aumentar la concentracion de ambos partidores, ISSR y LTR (probando dos
condiciones de concentracidon de partidores). Una de ellas fue 0,1 uM del partidor de ISSR vy
0,4 uM de partidor LTR, y la otra fue de 0,2 uM de partidor ISSR y 0,4 uM de partidor LTR.

Estos ensayos se realizaron utilizando las muestras de prueba BQUCH254 y BQUCH235. Ademas,
las reacciones de PCR se realizaron aumentando el nimero de ciclos de 30 a 35.

El resultado de estos ensayos se muestra en la Figura 19. En el panel A se muestra que al reducir la
concentracién del partidor de ISSR a 0,1 uM se observa escasa amplificacién, mientras que en el
panel B, al aumentar la concentracion del partidor de ISSR a 0,2 uM y mantener la concentracion
de partidor LTR a 0,4 uM, se observa un aumento en el nimero de bandas obtenidas, asi como la
obtencidn de patrones de intensidad uniforme.
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Figura 19: Optimizacion de la concentracion de partidores REMAP UBC891 y partidores LTR2105, LTR2118,
LTR2119 y LTR2121. Se muestran los patrones de amplificacion generados al emplear: (A) partidor ISSR 0,1
UM, partidor LTR 0,4 uM; y (B): partidor ISSR 0,2 uM, partidor LTR 0,4 uM. Carril 1: muestra BQUCH254,
carril 2: BQUCH235, carril 3: control negativo. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Electroforesis
en gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincidn con GelRed.

De acuerdo a los resultados obtenidos, en la Tabla 16 se describen las condiciones finales de
amplificacion para REMAP. En la Tabla 17 se detallan las condiciones finales del programa de

amplificacidn para REMAP.

Tabla 16: Modificacidn al protocolo de PCR REMAP de Kalendar y Schulman (2007).

Concentracion

Concentracion final

Reactivo inicial Kalendary Este trabajo
Schulman (2007)
ADN (ng) - 20 1,2
Tampén 5X 1X 1X
MgCl, (mM) 25 2 2
dNTPs (mM) 25 0,2 0,2
Partidor ISSR(uM) 5 0,2 0,2
Partidor LTR (uM) 5 0,2 0,4
Polimerasa (U/uL) 5 0,05 0,05
Volumen final (puL) - 20 20

Se destaca en letra negrita los cambios realizados al protocolo REMAP original.
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Tabla 17: Modificaciones al programa de amplificacion REMAP de Kalendar y Schulman (2007).

Programa de Kalendar y Schulman (2007)

Programa modificado

Temperatura

Temperatura

Etapa . Tiempo Etapa . Tiempo
(°c) (°c)

Desnaturacién inicial 94 4 min. Desnaturacion inicial 94 4 min.

30 Desnaturacidn 94 40 seg. 35 Desnaturacién 94 1 min.

. Apareamiento Ta 40 seg. . Apareamiento Ta 2 min.
ciclos ciclos

Extensién 72 2 min. Extension 72 2 min.

Extension final 72 5 min. Extension final 72 7 min.

Comparacién entre los programas propuestos por Kalendar y Schulman (2007, izquierda) y las

modificaciones realizadas (derecha). Se destacan los cambios realizados en letra negrita. T,: temperatura de

apareamiento para cada partidor.

5.4.3 Determinacion de la temperatura de apareamiento 6ptima mediante PCR en gradientes

Para los partidores IRAP y REMAP se realizaron gradientes de temperatura de apareamiento para

determinar la temperatura de apareamiento 6ptima (Top) para cada combinacién. El criterio de

seleccion fue el mayor nimero de bandas presentes y los patrones de bandas mds distinguibles. La

gradiente de temperatura utilizada fue de 50 a 60°C, utilizando el protocolo de PCR modificado

descrito previamente. La Figura 20 muestra un gel representativo de los patrones obtenidos para

IRAP y REMAP y la temperatura escogida en cada caso. A partir de los resultados obtenidos del

conjunto de partidores, se definieron las temperaturas de apareamiento para cada combinacién,

las que se resumen en la Tabla 18.
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Figura 20: Optimizacion de la temperatura de apareamiento en la PCR para partidores IRAP y REMAP.
Patron de amplificacion por PCR en gradiente de la muestra BQUCH235 realizados para las combinaciones
de partidores: (A) IRAP: Sukkula, Nikita con IRAP-tdk-11F y BrepR con 3’LTR-BARE-1, y (B) REMAP: UBC866
con los partidores LTR2118, LRE2119 y LTR2121. Los carriles corresponden a las diferentes temperaturas del
gradiente empleando. CN: control negativo. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Se destacan las
temperaturas escogidas con un asterisco rojo. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincion

con GelRed.
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Tabla 18: Temperaturas de apareamiento de partidores REMAP.

LTR2105 | LTR2118 | LTR2119 | LTR2121

UBC823 50°C 53°C 53°C
UBC825 56 °C 56 °C 53°C 53°C
UBC827 53°C 53°C

UBC855 53°C 53°C 56 °C 53°C
UBC856 50°C 60 °C 53°C 50°C
UBC866 53°C 53°C

UBC888 56 °C

UBC889 56 °C

UBC891 57°C

5.4.4 Prueba de amplificacion con BSA

Como numerosos reportes sugieren que la albimina de suero bovino (BSA) puede unir y bloquear
inhibidores de la amplificacién, aumentando el rendimiento de la PCR (Kreader, 1996; Rohland y
Hofreiter, 2007), se probd si su incorporacién al protocolo de amplificacion tenia un efecto
positivo en los perfiles obtenidos. A modo de ejemplo, la Figura 21 muestra la comparacion de los
patrones obtenidos al emplear BSA en una combinacién de partidores de REMAP especifica,
UBC825 con LTR 2118. A pesar que el uso de BSA mostré un mayor nimero de bandas con
potencial informativo, se encontré que en presencia de BSA habia una menor reproducibilidad y
mayor dificultad para la visualizacidn y asignacién de bandas en los patrones, por lo que no se
considero a este reactivo para los analisis posteriores.
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Figura 21: Prueba de amplificacion utilizando BSA. Amplificacion de la combinacion de partidores REMAP
UBC825 con LTR2118. Carril 1: BQUCHO095 (Tonga), carril 2: BQUCHO77 (Samoa), carril 3: BQUCH195 (Hawai),
carril 4: BQUCH221 (Rapa Nui), carril 5: control negativo. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel
de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincién con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis a 60V
durante 4,5 horas.
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5.4.5 Estandarizacion de la electroforesis en gel de agarosa y del método de tincion

Luego de optimizar distintas condiciones de la PCR, se evaluaron también diversos factores que
influyen en la electroforesis, como el porcentaje de agarosa, el tiempo y la potencia durante la
corrida electroforética. Kalendar (2007) recomienda geles de agarosa de entre 1,6 — 2,0% en TBE
0,5X y una corrida electroforética inferior a 80V. Se ensayaron electroforesis en geles de agarosa a
2,0%y 2,5%, definiendo las condiciones finales de electroforesis en geles de agarosa al 2,5%, a 60V
durante 4,5 horas, con las que se obtuvo la mejor resolucién de las bandas en el gel (datos no
mostrados).

Para la tincion de los geles se evalud el uso de GelRed y de bromuro de etidio. Por otra parte, para
la captura de imagen se compard la resolucidén obtenida mediante una cdmara Nikon E4300, y
mediante el sistema fotodocumentador Syngene. La Figura 22 muestra una comparacion de los
perfiles de amplificacidon obtenidos para una combinacién de IRAP y una de REMAP, tefiidos con
bromuro de etidio o GelRed, y usando el sistema de captura de imagen con cdmara digital Nikon y
mediante el equipo Syngene. Se observa que la tincién con bromuro de etidio no presenta una
buena resolucidon de los patrones de bandeo, ademds de mostrar fluorescencia de fondo que
interfiere en la lectura. Por otra parte, la tincién con GelRed presenta una imagen con fondo
uniforme y las bandas se observan con mayor nitidez que con bromuro de etidio. Se favorecid el
uso de GelRed ademas por la menor toxicidad que brinda este compuesto como agente
intercalante respecto al bromuro de etidio (Quillardet y Hofnung, 1988). Al comparar los patrones
obtenidos del mismo gel capturado usando la camara digital Nikon E4300 con la imagen obtenida
en el equipo Syngene, se observa que en este Ultimo sistema se puede identificar mejor las bandas
mas tenues y aporta una mayor resolucion para el andlisis posterior de las bandas. Por lo tanto,
para todos los andlisis posteriores se utilizd GelRed en una solucién 100X como agente
intercalante y las imagenes se capturaron mediante el equipo Syngene.
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Figura 22: Comparacion de sistemas de tincién y de captura de imagen de perfiles de amplificacion IRAP y
REMAP. Amplificaciones con una combinacién de partidores IRAP (Nikita con IRAP-Tdk-11F) y una REMAP
(UBC856 con LTR2119) mediante: (A) tincion con bromuro de etidio capturado con camara Nikon E4300, (B)
tincion con GelRed capturado con camara Nikon E4300, y (C) tincion con GelRed capturado en el equipo
Syngene. Carril 1: BQUCHO095 (Tonga), carril 2: BQUCH195 (Hawai), carril 3: BQUCH234 (Islas Marquesas),
carril 4: BQUCH221 (Rapa Nui). L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en
TBE 0,5X. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.

5.5 Seleccidn de partidores para el analisis de B. papyrifera de Oceania Remota

Para seleccionar aquellos partidores con potencial informativo que permitan distinguir los
patrones de bandeo entre diferentes muestras de morera de papel provenientes de Oceania
Remota, se sometieron las 13 combinaciones IRAP preseleccionadas y las 22 combinaciones
REMAP preseleccionadas a una amplificacion por PCR de un grupo control de muestras de
B. papyrifera provenientes de diversas islas de Oceania Remota, indicadas en la Tabla 19. El grupo
control usado se definié en base a la distancia geografica entre las islas de Oceania Remota: desde
Tonga, una de las islas mdas préoximas a Oceania Cercana, a islas mas remotas (Hawai, Islas
Marquesas y Rapa Nui), con el propdsito de registrar la mayor diferencia posible en los perfiles al
usar las combinaciones de partidores preseleccionadas.

Tabla 19: Muestras control de B. papyrifera de Oceania Remota.

Pais / Regién Isla / Localidad Cédigo
Tonga Tongatapu BQUCHO095
E.E.U.U. Oahu, Hawai BQUCH195
Polinesia Francesa | Fatuhiva Otioa, Islas Marquesas | BQUCH234
Chile Rapa Nui BQUCH221

41



5.5.1 Seleccion de partidores IRAP

Las 13 combinaciones preseleccionadas de partidores de IRAP se probaron con las cuatro muestras
del grupo control. Analizando los geles obtenidos, se determind que ninguna de las combinaciones
de IRAP usadas mostré diferencias evidentes entre las muestras de Oceania Remota probadas. A
modo de ejemplo, se muestran tres combinaciones en que el perfil obtenido es similar para las
diferentes localidades del grupo de control (Figura 23). Dado que no se determinaron perfiles
claramente distinguibles, se descartaron estas combinaciones de partidores IRAP para los
posteriores analisis de esta memoria. Cabe sefalar que no se consideraron como cambios de perfil
aquellos casos en que se observaba la aparicién de bandas de bajo peso molecular concomitantes
con la desaparicion de bandas de alto peso molecular en la misma muestra, debido a que estos
cambios pueden ocurrir por degradacion parcial del ADN (ver muestra 3 en las combinaciones de
partidores Sukkula con BrepR y Sukkula con 3’LTR-BARE-1). Por lo tanto, para el anilisis de
diversidad genética en muestras de B. papyrifera de Oceania Remota no se consideraran
marcadores IRAP.

Sukkula Sukkula
Sukkula BrepR 3’LTR-BARE-1
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Figura 23: Amplificacion IRAP con cuatro muestras control de B. papyrifera. Perfiles obtenidos al amplificar
el grupo de muestras control con algunos de los partidores IRAP preseleccionados: Sukkula, Sukkula con
BrepR y Sukkula con 3’LTR-BARE-1. Carril 1: BQUCHQ095 (Tonga), carril 2: BQUCH195 (Hawai), carril 3:
BQUCH234 (Islas Marquesas), carril 4: BQUCH221 (Rapa Nui). L: estandar de peso molecular de ADN 1kb
Plus. Gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincion con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis
a 60V durante 4,5 horas.
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5.5.2 Seleccion de partidores REMAP

Al igual que en el caso anterior, las 22 combinaciones preseleccionadas de partidores de REMAP se
probaron con las cuatro muestras del grupo control. La Figura 24 muestra un ejemplo de
amplificacion de REMAP, (A y B) en la que se observa la presencia de diferencias entre las
muestras analizadas, marcadas con una flecha.

A pesar que varias combinaciones de partidores de REMAP mostraron perfiles distintivos, la
dificultad para leer los patrones no permitié escoger algunas combinaciones para analisis
posteriores. A modo de ejemplo, en la Figura 24A se muestran los perfiles obtenidos para una
pareja de partidores que resulté adecuada para su analisis (UBC855 con LTR2105), en cambio la
Figura 24B muestra una pareja de partidores que generd en perfil que no garantizaba una lectura
confiable (UBC825 con LTR2118). Finalmente, evaluando los distintos parametros considerados, se
seleccionaron cuatro combinaciones de partidores REMAP con potencial informativo que seran
empleados en el andlisis de diversidad genética en muestras de B. papyrifera de Oceania Remota
(Tabla 20).
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Figura 24: Amplificacion REMAP con cuatro muestras control de B. papyrifera. Perfiles obtenidos al
amplificar el grupo de muestras control con los partidores preseleccionados. Se indican con flechas las
bandas distintivas de los distintos perfiles con los partidores (A) UBC855 con LTR2105 y (B) UBC825 con
LTR2118. Carril 1: BQUCHO095 (Tonga), carril 2: BQUCH195 (Hawai), carril 3: BQUCH234 (Islas Marquesas),
carril 4: BQUCH221 (Rapa Nui). L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en
TBE 0,5X. Tincién con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.
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Tabla 20: Partidores REMAP seleccionados.

Combinacién Codigo Secuencia (5' = 3') Top

1 UBC827 ACACACACACACACACG 53°C
LTR2118 GTAGATAATATAGCATGGAGCAATC

5 UBC855 ACACACACACACACACYT 50°C
LTR2105 ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA

3 UBC855 ACACACACACACACACYT 53°C
LTR2118 GTAGATAATATAGCATGGAGCAATC

4 UBC866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 50°C
LTR2121 ACTGGATTGATACCTTGGTTCTCAA

5.6 Obtencidn de perfiles REMAP con muestras de B. papyrifera provenientes de la region nativa
y de Oceania Remota

Para abordar el objetivo 3, las cuatro combinaciones de REMAP seleccionadas se probaron con un
grupo de 18 muestras de B. papyrifera de la region nativa (Taiwan, Vietnam y Japon) y un grupo de
37 muestras de Oceania Remota (ver Anexo 1), incluyendo como grupos externos una muestra de
Broussonetia kazinoki y una de higuera (Ficus carica). La Figura 25 muestra un perfil representativo
de la combinacién de partidores REMAP UBC855 con LTR2105 para los dos grupos de muestras
(habitat nativo y region introducida). En cada gel se cargd tanto el estandar de tamafio molecular
como una muestra control (BQUCH221, Rapa Nui) para asegurar que el patron de bandeo sea
confiable y reproducible entre los distintos geles. Los resultados sefialaron algunas diferencias
entre las muestras de la regidon nativa y el grupo de muestras de Oceania Remota; sin embargo, se
detectaron muy pocas diferencias entre las muestras de esta ultima regidén, incluso al usar las
cuatro combinaciones REMAP seleccionadas.
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Figura 25: Amplificacion de la combinacion REMAP UBC855 con LTR2105 de muestras de B. papyrifera del
habitat nativo y de Oceania Remota. Amplificacion REMAP usando los partidores UBC855 con LTR2105 con
grupos de muestras de area nativa (A) y de Oceania Remota (B). Carriles 1, 11, 12 y 20: BQUCH221 (Rapa
Nui), carriles 2-6: Vietnam, carriles 7-10: Japén, carril 13: Taiwan, carril 14: Fiyi, carriles 15-19 y 21-23:
Tonga, carriles 24-27: Samoa. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en
TBE 0,5X. Tincién con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.

A partir de los perfiles obtenidos, se generaron matrices binarias de presencia (1) o ausencia (0) de
bandas polimdrficas para cada marcador REMAP ensayado. Mediante el programa NTSYSpc se
comparé la similitud de cada perfil utilizando el coeficiente DICE, y se agruparon los datos de Ila
matriz por medio del algoritmo UPGMA, esquematizados en un dendrograma. Se generaron
dendrogramas para cada una de las cuatro combinaciones de REMAP ensayadas (ver Anexo 3) y un
dendrograma que incorpora la informacién de todos los marcadores (Figura 26). Los
dendrogramas obtenidos para cada marcador independiente presentan agrupamientos similares
al dendrograma integrado de los cuatro marcadores REMAP (Anexo 4).

En la Figura 26 se presenta el dendrograma integrado a partir de los cuatro marcadores REMAP
seleccionados. Se observa que las muestras de grupos externos (Broussonetia kazinoki y Ficus
carica) se separan de forma temprana de las muestras de B. papyrifera, con alta significancia
estadistica. Las muestras provenientes del habitat nativo y de Oceania Remota se distribuyen en
dos ramas principales (llaves del dendrograma), aunque sin mayor soporte estadistico. El
agrupamiento muestra que no se diferenciaron con soporte estadistico las muestras analizadas de
acuerdo a los distintos origenes geograficos dentro de Oceania Remota; sin embargo, se observa
una tendencia de agrupamiento entre muestras de algunas islas, como Rapa Nui e Islas
Marquesas, que se distribuyen en la parte superior del dendrograma, mientras que las muestras
de Samoa, Tabhiti y los individuos femeninos de Hawadi también agrupan en una rama dentro del
gran grupo de Oceania Remota.
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Figura 26: Dendrograma integrado REMAP de muestras de B. papyrifera del habitat nativo y de Oceania Remota. Dendrograma obtenido
con el coeficiente de similitud DICE y el algoritmo de agrupamiento UPGMA, que incorpora los analisis con los cuatro marcadores REMAP
seleccionados. Se incluyeron muestras de B. kazinoki (BK) y Ficus carica (FC) como grupos externos. Se indica la localidad de cada muestra con

circulos de colores.
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6 Discusion

Esta memoria de titulo constituye el primer estudio de retrotransposones en la morera de papel,
en el cual se planted que mediante el analisis de marcadores basados en retrotransposones IRAP y
REMAP, era posible evidenciar diversidad genética en muestras de Broussonetia papyrifera de
Oceania Remota que no habian podido ser detectadas con otros marcadores moleculares.

Como los marcadores basados en retrotransposones presentan un gran poder informativo en
especies vegetales como trigo (Sabot y cols., 2005) y sicomoro (Saleh, 2007), entre otras (Kumary
Bennetzen, 1999; Freschotte y cols., 2002), resulté interesante evaluar marcadores moleculares de
estos elementos en la morera de papel. Se escogié trabajar en particular con los marcadores IRAP
y REMAP debido a la facilidad de su uso (Kalendar y Schulman, 2007).

Se caracterizaron dos tipos de posibles elementos TRIM, correspondiendo a los primeros
retrotransposones descritos en esta especie, y se analizd la diversidad genética de 55 muestras de
B. papyrifera en su drea nativa y en Oceania Remota usando cuatro marcadores REMAP,
obteniendo una reducida diversidad genética entre estas muestras.

6.1 Caracterizacion de retroelementos de B. papyrifera

A partir de la literatura se seleccionaron nueve partidores IRAP y cuatro partidores de LTR para
REMAP, que al combinarse entre si y con partidores ISSR para REMAP, permitieron obtener 45
combinaciones IRAP y 36 combinaciones REMAP. Luego de elegir los partidores de
retroelementos, fue necesario comprobar que las secuencias amplificadas efectivamente
corresponden a retroelementos. Mediante el clonamiento de productos de PCR se obtuvieron
cinco secuencias que podrian corresponder a dos tipos de retrotransposones. Estas secuencias
presentaron regiones conservadas en retroelementos, como son las secuencias PBS y PPT (colonia
2, Figura 15). Sin embargo, ademas se obtuvo una buena puntuacidn con secuencias ribosomales
55, lo cual inicialmente constituyé una sorpresa. Se esperaba encontrar secuencias del
retrotransposén Sukkula; sin embargo, se encontraron inserciones de ADN ribosomal 5S en el
terminal repetido del retrotransposdn en miniatura (TRIM) tipo Cassandra (Kalendar y cols., 2008),
que corresponden a retroelementos de aproximadamente 600 pb que contienen regiones
caracteristicas como la regiéon PBS y el tracto polipurina, pero carecen de marcos de lectura
abierto, por lo que son elementos no autdénomos y requieren de otro retroelemento auténomo
para movilizarse (Witte y cols., 2001). Ademas, se identificaron regiones caracteristicas de
secuencias ribosomales 5S, como los sitios A y C de unién al promotor de la ARN polimerasa lll, la
secuencia de terminacion de la transcripcidon y la cola poli A. Estos motivos conservados y su
disposicion en el producto de PCR clonado indican que al menos una de las secuencias clonadas en
esta memoria podria corresponder a elementos TRIM derivados de un retroelemento Sukkula que
sufrid alteraciones y pérdida de funcién. Por otra parte, el segundo tipo de producto PCR clonado
(colonias 1, 3, 4 y 5) podria también corresponder a un segundo retroelemento tipo TRIM, dado
gue también presenta secuencias de terminacion y de poli A del gen de ADNr 5S en dos bloques
del producto clonado, asi como la secuencia PPT del TRIM (Figura B del Anexo 2). En este segundo
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elemento, se presentaron problemas para identificar otras secuencias caracteristicas de regiones
ribosomales 5S y de elementos TRIM, como los sitios A y C de unién al promotor intrinseco de la
ARN polimerasa lll o el sitio PBS, respectivamente, encontrados en el producto de PCR obtenido a
partir de una amplificacidn con el partidor IRAP Sukkula. Esta informacion indica que la secuencia
caracterizada podria corresponder a un retroelemento aln mds antiguo, debido a la menor
conservacién de estas regiones. Ademas, las colonias 1, 3, 4 y 5, si bien presentaron secuencias
muy similares entre ellas, es posible observar polimorfismos de una base que las diferencian, pero
ademas divergen significativamente cerca del extremo 3’ (Anexo 2, Figura A). Esto podria sugerir
gue estas cinco secuencias corresponden a diferentes retroelementos derivados de Sukkula de un
tamafio similar, de modo que al amplificar y someter los amplicones a electroforesis en gel de
agarosa, migran a un tamafo relativamente similar y no es posible diferenciarlas. Este andlisis se
relaciona con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio por A. Fuentes (2015), quien cloné
productos de PCR obtenidos con un marcador de sexo desarrollado para B. papyrifera, obteniendo
diferentes secuencias de lo que parecia un solo amplicén en geles de agarosa.

El andlisis realizado en esta memoria podria significar un nuevo enfoque en los estudios de
retroelementos mediante marcadores IRAP, aislando retroelementos de tamafios similares
mediante clonamiento para su caracterizacién, en lugar de buscar diferencias en perfiles de
bandeo.

El marcador IRAP que presentd la amplificacion mas robusta en cuanto a intensidad y nimero de
bandas fue Sukkula, por lo que tiene sentido haber caracterizado elementos TRIM, posiblemente
debido a la abundancia de este elemento en B. papyrifera. Es posible que éste se encuentre en
diversas formas: como un retroelemento activo o como un derivado inactivo (LARD o TRIM). En
resumen, en este trabajo se identificaron cinco secuencias que corresponderian a dos tipos de
retroelementos TRIM (Figuras 13 y 15). Los resultados obtenidos propician estudios futuros para
ampliar la caracterizacion realizada de retroelementos TRIM de B. papyrifera.

6.2 Optimizacidon de protocolo IRAP y REMAP

Durante el desarrollo de esta memoria de titulo se optimizaron los protocolos IRAP y REMAP para
su uso en muestras de B. papyrifera. Se determind que los factores mas criticos del protocolo PCR
establecido por Kalendar y Schulman (2007) para la obtencién de perfiles de bandas adecuados
fueron la concentracién de partidores de retroelementos (REMAP) y el programa de amplificacidn,
donde al aumentar el tiempo de las etapas de desnaturacidon y apareamiento, y el nimero de
ciclos de amplificaciéon se logré un incremento considerablemente del nimero de bandas
obtenidas (Figura 18).

Otra etapa fundamental para la obtencién de perfiles adecuados fue la electroforesis en gel de
agarosa. Se estandarizo el voltaje y el tiempo de corrida de la electroforesis, el método de tincion,
el sistema de captura de imagenes y el criterio de andlisis de resultados. El conjunto de los
cambios realizados permitid analizar uniformemente los amplicones obtenidos en la PCR.
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6.3 Analisis IRAP y REMAP en muestras de B. papyrifera de la regién nativa y de Oceania Remota

La Figura 27 muestra un diagrama de flujo de la tabla de decisiones experimentales y resume los
resultados obtenidos en la optimizacién y analisis mediante protocolos IRAP y REMAP, desde la
preseleccidon de los partidores escogidos desde la literatura, hasta los perfiles obtenidos con los
grupos de muestras de B. papyrifera de regiones nativas y de Oceania Remota.

36 combinaciones 45 combinaciones
REMAP IRAP
I |
[y ¢Amplifica bandas s Amplifica? .
Objetivo 1 I_ adicionales? I I pirtic _I éEsun
No (14) si(22) No (32) Si (13) retroelelmento?
| | i
Optimizacién Optimizacion
(T°, BSA, concentraciones, electroforesis) (T°, BSA, concentraciones, electroforesis)
Objetivo 2 ¢Diferencias en ¢Diferencias en
I_grupo control?_l | grupo control? |
No (18) Si (4) No (13) Si (0)
¢Diferencias en 55
Objetivo 3 muestras del Pacifico?
Genotipos mayoritarios de
area nativa e introducida(4)
\ J
Objetivo 4 |

Andlisis Comparativos

Figura 27: Esquema resumen de la estrategia experimental y los resultados obtenidos. Se muestra la tabla
de decisiones empleada para la seleccidén de partidores IRAP y REMAP vy los resultados obtenidos para las
actividades disefiadas para cada objetivo de esta memoria.

A partir de los partidores IRAP y REMAP escogidos de la literatura, se optimizaron los protocolos
de amplificacidn y se seleccionaron cuatro partidores REMAP que mostraron diferencias en los
patrones de amplificacién en un grupo reducido de muestras control de Oceania Remota. Luego,
se analizé la diversidad genética de 55 muestras de morera de papel de distintas localidades de
Asia y de islas del Pacifico, representativas del habitat nativo y del area introducida. A partir de los
resultados obtenidos, se construyd un dendrograma que refleja la distribucién de las muestras de
acuerdo a su diversidad genética. El analisis con estos partidores logré separar las muestras en el
habitat nativo de Oceania Remota, aunque sin soporte estadistico, de modo que la distribucion
entregada por el dendrograma integrado muestra tendencias de agrupamientos, pero que
requieren mayor informacién para poder atribuirlos de forma inequivoca. Entre los marcadores
REMAP utilizados, la combinacién UBC855 con LTR2105 mostrd la estructura mas cercana al
dendrograma integrado (Anexo 4, Figura D).
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Para las muestras de Oceania Remota, se observa una tendencia en la distribucidon de las muestras
correspondientes a Polinesia Oeste (Fiyi, Samoa, y en menor medida Tonga) y las de Polinesia Este
(Hawai, Islas Marquesas, Tahiti y Rapa Nui), de acuerdo a la separacion geografica propuesta por
Wilmhurst y cols (2011). Cabe destacar que las muestras de Tonga se encuentran distribuidas a lo
largo de todas las muestras de Oceania Remota en el dendrograma presentado, lo cual
interesantemente es similar a los resultados obtenidos por G. Olivares (2016) usando marcadores
de microsatélites. En ese trabajo se encontraron genotipos caracteristicos de Tonga en muestras
de islas remotas, como Hawai e Islas Marquesas, sugiriendo que Tonga podria haber sido un punto
de inicio para la dispersidn clonal de la morera de papel, concomitante a la expansién humana
hacia Polinesia Este.

El andlisis con los partidores REMAP escogidos demostré menor diversidad que la encontrada con
ISSR y con marcadores de cloroplastos. B. papyrifera es una planta con un genoma estimado de
mayor tamafio que Morus notabilis. Si en esta especie se han identificado mas de 30.000
elementos moéviles (Li y cols., 2014) y dadas las caracteristicas que se les atribuyen a los
marcadores de retrotransposones como herramientas de gran variabilidad (Kalendar y cols., 2011)
épor qué fue dificil encontrar diferencias entre las distintas muestras? Es posible que los
partidores escogidos no hayan sido los mdas adecuados, pues a pesar de considerar un nimero
importante de partidores de retroelementos (nueve partidores IRAP que originaron 45
combinaciones posibles, mientras que cuatro partidores de LTR junto a 9 ISSR disponibles en el
laboratorio generaron 36 combinaciones REMAP), no todos los partidores de retroelementos
amplificaron, ya sea porque el genoma contiene muy pocos elementos para un determinado
partidor o bien porque sus sitios de unidon se encuentran demasiado alejados (Kalendar y
Schulman, 2007). Ademads, algunos partidores pueden ser poco informativos, de acuerdo a lo
publicado por Bernet y cols. (2004), donde los partidores disefiados para una familia de
retrotransposones pueden detectar diversidad genética mientras que otros no. Por otra parte, hay
una gran cantidad de retroelementos de familias Gypsy y Copia que no se consideraron en esta
memoria de titulo y cuyas combinaciones podrian ser mas informativas que las escogidas. Sin
embargo, este estudio es la primera aproximacion al analisis de diversidad genética mediante
marcadores basados en retrotransposones en la morera de papel. Se identificaron 35
combinaciones de partidores IRAP y REMAP que presentaron amplificacion, indicando que estos
retroelementos estdn presentes en B. papyrifera y que las secuencias de unién para estos
partidores se encuentran proximas entre si.

Otra observacion a considerar es por qué al ensayar los partidores REMAP seleccionados con un
grupo control de muestras distantes entre ellas, se identificaron diferencias, pero al ampliar el
numero de muestras de Oceania Remota, estas diferencias no se encontraron en las otras islas y
no resultaron informativas (Figura 24A). Esto se puede explicar debido a la calidad del ADN,
uniones inespecificas de los partidores o que las bandas obtenidas pudiesen deberse a
mutaciones, como inserciones o deleciones, a lo largo de la regién amplificada (Bonchev y Parisod,
2013). Otra posibilidad podria corresponder a que las diferencias encontradas no son
caracteristicas de cada isla y por lo tanto no se propagaron por el drea introducida.
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El nimero de retroelementos analizados es un factor importante, ya que dependiendo de su
abundancia, los marcadores utilizados podrian entregar perfiles muy débiles que requeririan una
optimizacidn particular del protocolo de amplificacidn, o por el contrario, la existencia de una gran
cantidad de retroelementos podria originar competencia por el sitio de unidn de los partidores y
dar como resultado una amplificacidn erratica (posible causa de la amplificacién con los partidores
BrepR y 3'LTR-BARE-1 mostrada en la Figura K del Anexo 3).

Por otra parte, una nueva publicacion de Ma y cols. (2015) reporté una base de datos mas
actualizada de M. notabilis (MnTEdb) enfocada en la descripcién de sus elementos moviles. Este
trabajo demuestra que el 43% del genoma de esta especie corresponde a elementos moviles, de
los cuales sélo el 28% son elementos con LTR (10% de retroelementos Copia, 9% Gypsy, 8% LARD y
0,61% TRIM) que comprenden alrededor de 4.000 miembros. En consecuencia, se estima que hay
alrededor de 90 elementos TRIM. La diferencia con el nimero de retroelementos reportado en la
base de datos MorusDB (mds de 30.000 secuencias de retroelemento Gypsy y Copia; Li y cols.,
2014) respecto a la base de datos MnTEdb puede deberse a que esta ultima describe elementos
distintivos de manera mds definida que la plataforma MorusDB. Teniendo en cuenta que el
ndimero de elementos moviles es al menos un orden de magnitud menor al esperado inicialmente,
se puede entender que la diversidad determinada al usar estos partidores de retroelementos
fuese menor. Aun asi, se encontraron cinco secuencias correspondientes a dos tipos de
retroelementos que forman parte de una de las familias menos representadas en este genoma.

6.4 Consideraciones al protocolo IRAP y REMAP

Se debe considerar que un andlisis dptimo basado en el uso de estos marcadores implica la
obtencidn de perfiles de bandas legibles y de intensidades definidas: un partidor que amplifica una
gran cantidad de bandas dificultard la asignacién de bandas polimdrficas e interferird con la
lectura de las mismas. Por otra parte, la existencia de bandas de baja intensidad dificulta una
asignacidon inequivoca de ausencia o presencia de ésta. En la Figura 22 se muestra una
amplificacidon deseada, donde se observan bandas suficientemente distanciadas entre si, lo cual
permite diferenciarlas con facilidad e identificar las bandas polimérficas.

La integridad del ADN de las muestras juega un rol critico al momento del analisis mediante IRAP y
REMAP, ya que incluso para la misma muestra se pueden observar diferentes grados de intensidad
al amplificar con distintos marcadores. Ademas, la degradacién de ADN se puede evidenciar en la
pérdida de bandas de alto tamafio molecular y la aparicién de bandas de menor tamafio, lo que
podria conducir a asignaciones erradas de diversidad.

Para aumentar el potencial informativo de las técnicas de IRAP y REMAP, se podria agregar una
etapa de digestion de los productos de PCR con enzimas de restriccidn especificas con el fin de
reducir el tamafo de los fragmentos para luego analizarlos mediante electroforesis capilar
(Kalendar y cols., 2011).
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6.5 Rutas de migracion en Oceania Remota

Finalmente, es importante analizar los resultados respecto a la pregunta inicial en la que se
planted este estudio: ¢Presentan los marcadores basados en retrotransposones un aporte parar
dilucidar las rutas de migracion por Oceania Remota?

La colonizacién de Oceania Cercana y Remota ha dado origen a multiples preguntas sobre las rutas
en el complejo proceso de migracién y colonizacidn los pueblos pre-polinésicos. Entre los modelos

|Il

propuestos destacan la ruta del “tren rapido” (Fast train), que postula un movimiento reciente
entre 5.000-4.000 afios AP desde Taiwan hacia Indonesia y Nueva Guinea, llegando a la regiéon de
Melanesia (archipiélago Bismarck, Islas Salomén, Fiyi y Nueva Caledonia, entre otras), hace
aproximadamente 3.000 aifos AP y alcanzando las islas de Oceania Remota alrededor del 2.000 AP
(Diamond, 1988). Por otra parte se encuentra el modelo de la ruta de la “ribera enmarafiada”
(Entangled bank), que sugiere que las primeras poblaciones pre-polinésicas se originaron producto
de la interaccién genética y cultural de poblaciones del sudeste asiatico y los pueblos melanésicos.
(Terrell, 1986). El modelo del “bote lento” (Slow boat) plantea una ruta similar a la del tren rapido,
pero con un mayor asentamiento en la regiéon de Melanesia, aumentando la mezcla genética,
cultural y lingtistica con la poblacion local (Oppenheimer, 2001). Por ultimo, se encuentra el
modelo de la “Triple I” (Voyaging corridor Triple-1) que concilia el modelo de tren rapido con el del
bote lento, sugiriendo una primera etapa de invasién por parte de los colonizadores de habla
austronésica en el sector de Melanesia, seguido de la incorporaciéon de elementos culturales de
los habitantes de Oceania Cercana, e innovacién de tecnologia que les permitiese viajar hacia las
islas de Oceania Remota (Green, 1991; Addison y Matisoo-Smith, 2010). Estas teorias han surgido
producto de estudios holisticos que recopilaron evidencias arqueoldgicas, lingliisticas y genéticas
(Kirch, 2010), por lo que para comprender y establecer una respuesta unificada es necesario
ampliar los estudios a estas tres areas.

Los estudios de otros marcadores moleculares en la morera de papel han entregado informacion
importante al respecto: el andlisis de la region ribosomal ITS-1 determind solo un polimorfismo de
una base que distingue individuos asiaticos de muestras del area nativa (Seelenfreund vy cols.,
2010). Por otra parte, marcadores anclados en regiones de microsatélites (ISSR) y de cloroplastos
no distinguen entre individuos de Oceania Remota, pero si entre muestras asiaticas y un grupo de
muestras de Hawai, indicando una introduccién asiatica diferente a las de Oceania Remota (Chang
y cols., 2015; Gonzélez y cols., 2015). Los haplogrupos de cloroplastos demuestran una relacion
directa entre Oceania Remota y Taiwan, lo cual posiciona a Taiwan como el punto de partida de las
migraciones austronésicas (Changy cols., 2015).

Los resultados obtenidos al analizar las 55 muestras de B. papyrifera del adrea nativa e introducida
con los cuatro marcadores REMAP seleccionados muestran una reducida diversidad genética y
apoyan los resultados obtenidos con otros marcadores moleculares. Ademas, es consistente con la
nocién que la morera de papel es propagada de manera vegetativa en Oceania. La baja diversidad
encontrada con los marcadores ITS, ISSR y de cloroplastos es similar a la encontrada con los
marcadores de retroelementos estudiados en esta memoria. En cambio, los marcadores de
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microsatélites permitieron detectar diversidad genética en muestras de Oceania Remota,

demostrando mayor potencial informativo.

Los resultados de esta memoria y de los estudios con otros marcadores en la morera de papel son
comparables con los resultados reportados por Austin (1999). En este trabajo, se utilizé el modelo
de lagartija Lipinia noctua, la cual también fue una especie transportada a Oceania Remota
presumiblemente desde el Archipiélago Bismarck, encontrando baja diversidad genética en
muestras de Oceania Remota. Esta informacidn puede relacionar los resultados obtenidos en esta

memoria y con otros marcadores estudiados en B. papyrifera con el modelo de migracion del “tren
rapido” o el de la “Triple 1”, ya que un movimiento humano relativamente rapido (alrededor de mil

afios) conllevara una reducida diversidad genética de las especies transportadas a lo largo de las
islas de Oceania Remota. Esto se ve reflejado en la Figura 28, donde tanto las muestras de
B. papyrifera como las de Lipina noctua presentaron una mayor diversidad en su habitat nativo
(Asia y Oceania Cercana, respectivamente), mientras que en Oceania Remota se encontrd una
reducida diversidad genética en ambos modelos.

Es interesante observar que en Hawai coexisten ambos genotipos descritos en esta memoria, lo
cual es consistente con los resultados encontrados con otros marcadores moleculares utilizados
en esta especie, como ISSR (Gonzdlez-Lorca y cols., 2015), el marcador de cloroplasto ndhF-rp/32
(Chang vy cols., 2015) y el marcador de sexo (Pefiailillo, 2013), sugiriendo una segunda introduccién

asiatica, diferente a la llevada a cabo por los polinésicos.
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Figura 28: Distribucion de muestras de B. papyrifera y Lipina noctua segin su genotipo mayoritario.
Muestras de B. papyrifera y Lipinia noctua de su habitat nativo (hojas violetas y lagartijas rojas) y del area

introducida (hojas verdes y lagartijas azules).
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6.6 Proyecciones del uso de retroelementos como marcadores moleculares en B. papyrifera

Se han desarrollado otros trabajos que estudian la dispersién de especies vegetales mediante
marcadores de retroelementos, como variedades citricas (Bretd y cols., 2001), arroz (Oryza sativa;
Vitte y cols., 2004) y hierba Tauschii (Aegilops tauschii; Saeidi y cols., 2008). También se ha
observado la presencia y acumulacién de retrotransposones en cromosomas sexuales de plantas
dioicas (presenta individuos femeninos y masculinos), tales como papaya (Carica papaya;
VanBuren y Ming, 2013), colleja (Silene latifolia; Matsunaga y cols., 2002) y marihuana (Cannabis
sativa; Sakamoto y cols., 2005), los cuales podrian influenciar la diversificacién y evoluciéon de
éstos (Ellison y Bachtrog, 2013). B. papyrifera también es una especie dioica, por lo que este tipo
de aproximaciones también se podrian desarrollar eventualmente.

Para futuros estudios con partidores IRAP y REMAP se sugiere ampliar el numero de marcadores
de retrotransposones, asi como la variedad de familias de elementos mdviles a anlizar. Ademas, se
podrian disefiar o seleccionar partidores para otras regiones del retrotransposén, como la regién
de la transcriptasa inversa (Guo y cols., 2006; Boronnikova y cols., 2010), de la integrasa (Bernet y
cols., 2004) o en el sitio de unidn al partidor (PBS) (Kalendar y cols., 2010; Andeden y cols., 2013;
Mehmood y cols., 2013).

El analisis mediante marcadores de retrotransposones ofrece multiples alternativas debido a la
gran cantidad de combinaciones que se pueden hacer con estos marcadores y a que los
retrotransposones han sido descritos como una importante fuente de diversidad genética en otras
especies vegetales, se espera que estudios futuros profundicen el andlisis de la diversificacion
clonal de la morera de papel en Oceania Remota.
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Conclusiones

Se seleccionaron 13 marcadores de regiones de LTR generando 45 combinaciones de
partidores IRAP y 36 combinaciones REMAP.

Se identificaron cinco secuencias correspondientes a dos tipos de posibles retroelementos
TRIM que contienen secuencias ribosomales 5S, siendo éstos los primeros retroelementos
descritos en la morera de papel.

Se montaron y optimizaron técnicas de IRAP y REMAP para el analisis de muestras de
B. papyrifera.

Se analizaron muestras de B. papyrifera provenientes de su habitat nativo e introducidas
en Oceania Remota, utilizando cuatro marcadores REMAP seleccionados, encontrando
una diversidad genética reducida, que favorece el modelo de distribucién de B. papyrifera
vegetativa o clonal, y con el modelo de distribucion humana del “tren rapido” o de la
“Triple I”.

Los marcadores IRAP y REMAP escogidos resultaron poco informativos respecto a lo que
se esperaba encontrar, presentando menor diversidad genética que marcadores
ribosomales, ISSR, de cloroplastos y microsatélites, por lo que se rechaza la hipdtesis
planteada.

Esta memoria de titulo constituye el primer estudio de retrotransposones en B. papyrifera
y abre la posibilidad a estudios adicionales que determinen la utilidad de los marcadores
basados en retrotransposones en el andlisis de la diversificacion clonal de la morera de
papel en Oceania Remota.
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9 Anexos

9.1 Anexo 1: Muestras de B. papyrifera y especies utilizadas como grupos externos.

Tabla I: Muestras de B. papyrifera de la regién nativa analizadas mediante IRAP y REMAP.

Pais / Region Isla / Localidad Cfodli)gro Muestra Sexo c:g(;:r(‘::lﬂg‘ A:sazzsi/r:so
Vietnam Vietnam [ ) BQUCH201 M 7,4 1,94
Vietnam Vietnam [ ) BQUCH202 F 307,8 1,66
Vietnam Vietham o BQUCH203 M 12,2 1,94
Vietnam Vietnam ® |BaucH204 | M 167,1 1,95
Vietnam Vietnam ® [BqucH20s | F 123,9 1,89
Japén Japén ® [BqucH14l | M 28,1 2,06
Japdén Japén o BQUCH142 F 301,0 2,22
Japén Japén ® [BqucH143 | M 14,3 2,10
Japén Japén ® (BqucHias | F 12,3 2,00
Taiwan Taichung ® |BqucH137 | M 23,3 2,03
Taiwan Taichung ® [BqucH13gs | M 41,0 2,02
Taiwan Distrito de Wulai [ ) BQUCH139 F 61,9 2,03
Taiwan Distrito de Wulai [ BQUCH140 F 59,8 2,04

F: muestras femeninas, M: muestras masculinas.

Tabla Il: Muestras de B. papyrifera de Oceania Remota analizadas mediante IRAP y REMAP

Pais / Region Isla / Localidad cfodl::io Muestra Sexo C:rI;cl:lar(l:rg:}i:(:;i AE:;?/ZSO
Fiyi Viti Levu BQUCH117 F 23,5 2,07
Tonga Tongatapu BQUCH095 F 18,2 1,97
Tonga Tongatapu BQUCH096 F 6,3 2,01
Tonga Tongatapu BQUCHO098 F 31,4 1,92
Tonga Tongatapu BQUCH099 F 9,7 1,94
Tonga Tongatapu BQUCH101 F 17,8 2,01
Tonga Tongatapu BQUCH107 F 14,1 2,01
Tonga Tongatapu BQUCH108 F 2,8 2,00
Tonga Tongatapu BQUCH110 F 33,2 1,82
Samoa Upolu BQUCHO068 F 5,2 1,70
Samoa Savaii BQUCHO75 F 25,6 2,10
Samoa Savaii BQUCHO77 F 20,3 2,04
Samoa Savaii BQUCHO083 F 5,9 2,01
E.E.U.U. Isla grande, Hawai [ BQUCHO059 F 14,6 1,91
E.E.U.U. Isla grande, Hawai [ BQUCHO066 F 25,5 1,94

F: muestras femeninas, M: muestras masculinas.
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Continuacién Tabla Il: Muestras de B. papyrifera de Oceania Remota analizadas mediante IRAP y

REMAP
Pais / Regién Isla / Localidad Cfodli)gro Muestra Sexo c:g(;\??:\;a/ﬂi; AE:;?/;O

E.E.U.U. Isla grande, Hawai [ BQUCH179 F 37,1 1,99
E.E.U.U. Isla grande, Hawai [ BQUCH181 F 20,9 2,05
E.E.U.U. Isla grande, Hawai | @ |BQUCH193 | F 34,8 2,07
E.E.U.U. Oahu, Hawai ® |BQuUCH195 | F 24,5 1,72
E.E.U.U. Isla grande, Hawai () BQUCH177 M 246,8 2,03
E.E.U.U. Isla grande, Hawai [ ) BQUCH189 M 24,2 1,98
E.E.U.U. Isla grande, Hawai o BQUCH191 M 7,6 2,06
E.E.U.U. Isla grande, Hawai | @ |BQUCH192 | M 3,1 2,12
E.E.UU. Oahu, Hawai ® | sBaucH19s | M 14,3 1,77
Polinesia Francesa | Tahiti BQUCHO056 F 2,0 1,91
Polinesia Francesa |Islas Marquesas [ ) BQUCHO042 F 31,4 1,92
Polinesia Francesa |Islas Marquesas [ BQUCHO051 F 21,5 1,93
Polinesia Francesa |Islas Marquesas (] BQUCH233 F 24,4 2,03
Polinesia Francesa | Islas Marquesas o BQUCH234 F 103,1 2,11
Chile Insular Rapa Nui ® |squcHoo2 | F 43,7 1,92
Chile Insular Rapa Nui [ ) BQUCHO003 F 105,4 1,95
Chile Insular Rapa Nui ® |BqQucHoos | F 9,6 1,91
Chile Insular Rapa Nui [ BQUCHO013 F 55,6 2,05
Chile Insular Rapa Nui ® |saucHols | F 10,2 1,97
Chile Insular Rapa Nui [ BQUCHO031 F 68,0 2,08
Chile Insular Rapa Nui [ BQUCHO032 F 22,2 2,03
Chile Insular Rapa Nui o BQUCHO036 F 22,1 1,72
Chile Insular Rapa Nui [ ) BQUCHO037 F 24,3 1,89
Chile Insular Rapa Nui [ ) BQUCHO038 F 13,1 2,02
Chile Insular Rapa Nui ® |squcH221 | F 35,7 2,08
Chile Insular Rapa Nui ® |BaucH22s | F 16,6 2,12
Chile Insular Rapa Nui ® |BqucH226 | F 47,9 2,05

F: muestras femeninas, M: muestras masculinas.

Tabla lll: Muestras de material de prueba (B. papyrifera) y grupos externos usadas para analisis

IRAP y REMAP.
Concentracion Razon
Pais Localidad Codigo
& ADN (ng/uL) | Absaeo/280
Japén Tokio 20001 (B. kazinoki) 8,7 1,99
Chile Continental | Santiago |H1 (Ficus carica) 8,0 1,93
Chile Continental |Santiago |BQUCH134 5,7 1,94
Chile Continental |Santiago | BQUCH235 10,52 1,91
Chile Continental |Santiago |BQUCH254 14,65 1,91
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9.2 Anexo 2: Caracterizacion de retroelementos amplificados con partidores IRAP

20 . 40 &0

] I I
Plasmidio 1 GETHEGGGTEG BETETGGCEG TCEECEETEE EETEBEcEGG BcTEETTTTE BTEEBETETG 60
Plasmidio 3 GETEGGGTEG BETBTGGGEG TGHEGCEETEE BETHEBEGEGG BoTEETTTTE BTEEBBBTETG 60
Plasmidio 4 GETEGGGTEG BETEBTGGGEG TGEEGCEETEE BETEBEGEGG BGTEETTTTE BTEEBBEBTETC 60
Plasmidio 5 GETEGGGTEG BETETGGGEG TGEECEETEE BETEBEGEGG BGTEETTTTE BTEEBETETG eo
Plasmidio2 CHTEcGGTEC BETBTGGCEG TCHEBGE- - -T CHGCECHCHEE ToEBEGGHEETE B---------

Consensus GATAGGGTCG CATCTGGGCG TGACGCATAC AATACAGAGG CGTCATTTTA CTCCCCTCTG
100% i

Conservation
%

80

I 1 I
Plasmidio 1 GGETEBGETHEE BcEBCEBETTE TccEGTGGEE cETEETGTEC cEEEBETTEC ETTEEECEEE 120
Plasmidio3 GGETEGETEE HGECEEETTE TGGEGTGGEE GETEETGTEC CEEEEBETTEc ETTEEEGEEE 120
Plasmidio 4 GGETBGETHEE BGBGGEBETTE TGGEGTGGEE GETEETGEEc CEAEBETTEG BTTEEEGEEE 120
Plasmidio 5 GGETEGETEE BcEBGEEETTE TccHEGTGGEE GETEBTGTEGC GCEBEBETTEC ETTEEEGEEE 120
Plasmidio2 -GHGEGHE-BT ETEEEETTET BETGGEEGCE BECEEEEEEE cOEEECHEGEE BECBEEGGGE 106

Consensus GGATCGATAA AGCGACATTC TGGAGTGGCA GATCCTGTCG GCAACATTCG ATTCAAGCAA
100% — .

| | |
Plasmidio 1 BEBGGTETHEG TTTTEEcEEG cTHEETGGGE EBEBECTCEEE cEETEGTHEE TEEGEBEECH 150
Plasmidio 3 BEBGGTETEG TTTTEECEEG GTHEETGGGE BEEECTGEEE CEETEGTHEEE THEGEEBEGH 180
Plasmidio 4 BEBGGTETEG TTTTEECEEG cTHEETGGGE BEEBCTGERE CEETECTEEE TEECEEBEGH 150
Plasmidio 5 BEBGGTBTEG TTTTIBECEEG cTEEETGGGE BEEEcTCEEE CEBTECTEEE TEECEEBEGE 150
Plasmidio 2 TGHCEEBTGTG TTTEBEEcEGG G--------- --BBGTG--- ---------- -GTGEBEGEGT 141
Consensuosh AAAGGTCTAG TTTTCCGAAG GTAAATGGGC CAACGTGCAA GACTCGTAAC TACGCCCCGA

Conservation """““

| | I
Plasmidio 1 BTEBEGGGTGE TTTTEETEEE BEETEEEEEET TETGGGEBETE EBETTTTTcEG BETGCECEEGH 240
Plasmidio 3 BTBBGGGTGE TTTTEATEEE BETTECEEET TETGGGBETE BETTTTTGEGC BETGEGEEGH 240
Plasmidio 4 BTEBGGGTGE TTTTEETEEE BETTEEEEET TETGGGEETE BETTTTTCEG BETCEGHEEGH 240
Plasmidio 5 BTBBGGGTGE TTTTEATERE BETTEEEEET TETGGGEETE EBETTTTTGEG BETCEBGHEEGH 240
Plasmidio 2 BEGEEGTGCE BTTEBTGT--- -GTTTEGTHEG BTEGEGTEGE GETG---GGH HEECEHEETE 194
Consensuoi CTCAGGGTGC TTTTCATCAA AATTCCAACT TCTGGGCCTC CATTTTTGCG CCTGCGAAGA

Plasmidio 1 TITGTGCTTE I“IIGIII TECETTTETH mG- BEEERBTEGG lllG 300
Plasmidio3 TTTGTGGTTE THETHECEEERE TECHTETATE HEARECHECAE HMECEHETEcc THECEHEEEE 300
Plasmidio4 TTTGTGGTTE THRTHECEAEE TECETETATE REERECHCEAEN HREECGEETEcc THEEGEHEEEEE 300
Plasmidio5 TTTCEGGTTE THETHCEAEE TECETETATE BEREECHCEE BECERETEcc THRECEEEEEE 300
Plasmidio2 TTEcEcHcEC THEREEENG- ----TEcTTT GGHGGEEEEA IIGIIGGBI TTCEECCHER 249

Consensus TTTGTGGTTC TAATAGCAAC TCGATCTATA AAAAACAGAA AACCACTCGG TACGCAAAAC

_1m T LTI H = () P ) O | O
e hihmmiininnmiminininliimnnniininn
320 240 80

I I I
Plasmidio 1 BEEETEBETE cTEETE-BcT TcTETEEGEE EcTEEETTET TETTECETGT TTTTBETTEE 359
Plasmidio 3 llllll!lll GTEETE-BcT TGTETEBEGEE BCTEEETTET TETTEGCETGT TTTTEBETTEE 359
Plasmidio 4 BEGBTEEETE GTEETE-BcT TGTETEEGHEE EBcTEBATTET TETTHEGETGT TTTIBBTTEE 359
Plasmidio 5 llll BBETE GTEBETE-BcT TGTETEEGEE BCTHEBETTET TETTEGETGT TTTTEBETTEE 359
Plasmidio 2 TGEGEBEECE GTEBETGGEGT BcEEBEECHEGT BTTGE----T EBETTGCEEEE TTTTBETTEG 305
Consensus CACATCCCTC GTCATA-CGT TGTCTCAGAC CGTACATTCT TCTTAGATGT TTTTCCTTCC

||I||III|IIIIIII1IIII' iy (| oo (AT

Plasmidio 1 BEBTGTTHEGE llIlGlIlII EEGTEGTHEGT lllllnllc GTEEGEATEE lGllIIlIll 419
Plasmidio 3 BEEBTGTTHGE lIllGlllIl BEGTEGTEGT BETETEETEG BTEEGEETEE EcBBEEBTTT 419
Plasmidio 4 BEBTGTTHECE B Glilll BEGTEGTHGT llllllllls ETEBEGEETEE lGllﬂlIlI 419
Plasmidio 5 BBBTGTTHEGHE llil GHETETT BEGTEcTEGT BETHTEETEC BTEECEATEE EBcBEBEEETTT 419
Plasmidio 2 GHEEBEBTCTE GCETTTTTIGTE EcEETEGGHE GIIGIIGGIG GGHEBEBTTG BTTEHGEETG 365
Consensus CCCTGTTAGA ATTTGATATT CAGTCGTAGT CCTATCATCG CTCAGCATCA CGCCCACTTT

GTEREC AT T CH
Plasmidio 5 BECEETHETE Bc llGIIIIG BTEETTGTRE BETCHETETTE TGEBECEGTCE BTT-TEGGGT 478
Plasmidio2 BECETETHTE GHET- -GEEHc BEGGGHGTAN BEGCEEGEET BEETCETTCE TCEGTTGCEGE 423
Consensus CCGCCTAATC CGCAGTCACG ATACTTGTAA ATGAATATTA TGCAGCGTGA CTT-TCGGGT

or, TV T oy T T T IV o oo VAT o A

Conservation
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500 520 540
I

1
Plasmidio 1 GECETEBTHEE BBCEEETEET cEEETHCHETE GEEECEEEET TERESHECTTHE IG!GlGlIiG 538
Plasmidio 3 GEGETEETHEE BEcEEBTEET cEEEBTECETE CCHECEBEET TEEBBAGTTE BGTGTGBETG 538
Plasmidio4 GEGETEETHEE BECEEETEET CEHEETEGETE lllllm TEREBEGTTE BcTGTGEBETG 538
Plasmidio5 GEGETEETEE BECEEETEET CEEETECETE CERECEEEET TEEEEHGTTE EGTGTGBETG 538
Plasmidio 2 BEBCEBGGCE BocTCEEREE BEBTGOTE-- ----- Iclﬂ BccBEBGCEEG: B---- - BCEH 471

Consensus GCGATCATAC CAGCACTAAT GCACTAGATC CCAACAAAAT TCAACAGTTA AGTGTGCCTG

Conservatlon

1 | |
Plasmidio 1 GGEGEGHEGTE GTEETHEGGEE G- GGTGHEET BETcTCEEGCT BETEcTTETc BEEEGTHETGT 597
Plasmidio3 GGBGEGEGTE GTEEBTEGGEE G-GcGTGEBET EBETETCHEECT BETEcTTETc BEEEGTETGT 597
Plasmidio 4 GGBGHGHEGTE GCTEETHEGCEE G-GGTGEEET EBETGTCEEGT BETEGTTETGC BEBEGTETGT 597
Plasmidio 5 GGEBGHEGHGTE GTEETEGGHEE G- GGTGHEEBET BETGTGEEGT BBTECTTETGC EEBEGTETGT 597
Plasmidio2 CEREEEEETE ccccTCEREE HECHGGEETT BEEBHEcEcCT BETEEETEGT ECTEBTEETT 531
Consensus GGCGAGAGTA GTACTAGGAC G-GGTGACCT CCTGTGAAGT CCTCGTTCTG CACAGTATGT

100%
cansevsior | [TV (PO 0LV I (N VT iV o e |

Plasmidio1 TTTT- - - - GB IGIGIIIGII BTEEBTTTEG Ilienliii T-TGTEEEHG illlilﬂlle 652
Plasmidio3 TTITT----GB TGEGTEEGTE BTEEBATTTEC TETGEEBATIT T-TcTHEEEC TEEEBTETEBEG 652
Plasmidio4 TTTT----GE TCEGTBEGTE BTEBETTTEc TETCBEETTT T-TcTEEEEC TEBETETBEG 652
Plasmidio5 TTTT----GB TTIBGTEEGTE BTEEETTTEC TETGBEETTIT T-TcTEBEEC TEBETETEEG 652
Plasmidio 2 TTGCEENECE cBccTTHBET BTccHEcTTET cTTCEBCETEE coTcEBETTEC TcBoceTHTG 591

Consensus TTTT--—-GC TGCGTCAGTC ATCCATTTCG TCTGCCATTT T TGTACCAG TCCCTCTCAG

Conservatlon

1 I I
Plasmidio 1 BCETEEGTET EREEEEECCE GEEGTEERTTT TEETEEETTE BcGCHEETGCET HE- - BEEGGE 710
Plasmidio 3 BGETHEBGTET GREBERBGCE GEEGTEETTT TEETBEBETTE BGGCHETGET BHE- - BEBGGE 710
Plasmidio4 BGETEEGTET BETEEEBGGE CEEGTEETTT TERBTEBEETTE BeccHEGTGET BE- - BEBGGE 710
Plasmidio5 BGETEECTET BEEBERBGCE CEECTEETTT TEETEEETTE BcccHETGCET HHE- - BEBGGE 710
Plasmidio2 -BTECEEETT cEBEGTEEGG oT- -TEETEE TETTEETTTE THGGGETEGT GGETGBEGHT 648
Consensus CGCTACGTAT CAAACACGGA GACGTCATTT TACTCCCTTC CGGGAATGAT AA--AACGGC

consenvion [T [] D (i Tl mimim] .l

Plasmidio 1 BTCBBccHEGT G---GIGGGI EEBRBEGCE- Gllelllcli TBocHE - BER llcemcei 765
Plasmidio 3 BTCBEGCEGT G---cBcccT EBEBEEEBEGCE- CEBECTEECET TEcCHE-EEE BEcCTHEEBEGT 765
Plasmidio 4 BTGTETGEET G- - - cBBEEC BEECBTGTTE CETGTCEHET TEGTEETGEC BEECETEEGG 767
Plasmidio 5 BTGEEGGEGT G- --cBcccT BEEBHEEBEGGE- CEBCTEECET TEcGHEE-HEE BEGCTEBEGT 765
Plasmidio2 TGCEBHECHERE cTcccBETCE BEEBTCEGECE CHEETCEEc: HE- THECHEGE CHETETECHE 707

Consensus ATGCCGGAGT G---GCGGGT CCCACAGGC- GACGTCCGAT TCGGAC-AAA AAGGTACNGT

consonso, (Tl 1. [Vl T Tl OIEL Vi Vi

Plasmidio 1 TTTBBCHEEGG Gmilccll EEBGHEGEEEG llﬂcllcll BEGEEAEGAS nGGGGIGII 825
Plasmidio3 TTTEECEEGG CEEETHEGGEE HEECEGEAEGC BEEBEBGTHECET BECEEEEGCEE BEGGGGEGET 825
Plasmidio4 GTTEGHEEEC GGEEECEETC BEGGEGETEC BEREEGTEGTE GBGTGGTGEE E- - CEBBETT 525
Plasmidio5 TTTBECEBGG CEBEETHEGCEE BEESCECEEEc BEBEEcTECET HECEEEEGHEE ncccclcll 825
Plasmidio2 TTEECEEGGE HCCEBEGEEE BEEBECETEEC HCEEEECEEE CEBGETGHEGEE T- - - - GEGEHN 763

Consensus TTTCCGAAGG GAAATAGGCC AACGAGCAAG ACACGTAGCT ACGCCAAGAC CCGGGGCGCT

Conservatlon
o

| I |
Plasmidio 1 TTTEEEEEHRE BETTEEHEEEBET TTcGGCEETEE EEETEGGHEGT TTTTTCEEET TcBGGHGHETT 885
Plasmidio3 TTTEHGEERE BTTEEREEET TTGGCEBTEE BEETEGGEGT TTTTTIGBEET ToBGGHGHETT sss
Plasmidio4 GBTECBCTEN BBcCEGG--- ---------- GEBETEEGGGE BETCERETER EEEBEGTGHEEE s72
Plasmidio5 TTTCHEEEHEE BTTEEEBEET TTGGCBETEE EEBTEGGEGT TTTTTGEEEBT ToBGGHGHTT 885
Plasmidio2 TCEBGEGGGE GGTTGTGEE- ---CEBTHEE BEGTGGEETT BTcTGTTTEE TECETBGHGT 819
Consensus TTTCACCCAA ATTCCAACAT TTGGGCCTCC AAATAGGAGT TTTTTGCCCT TGCGGAGATT

100%

Conservation IIII.I"II

I
Plasmidio 1 TGTGGTTEEC BTEEEEEETE cETETEECEE CEEECEEETE EEEETEGGCHEE BG-------- 937
Plasmidio 3 TGIGGTTEEC BTEEEERETE cEGETEGCEE CEEGCEEETE llllllcell BoB------- 938
Plasmidio4 BEBECETCEC BEEBTTECT- CHECEEETREC CETTEECETC HEBECEBREEC THE------- 924
Plasmidio5 TGIGGTTEEC BTEEEBEEETE cETETEECEE CEEBCEBETE BEBETECGEE BCE------- 938
Plasmidio2 BCBCETGCEE HEECEERETE - - TTEcTAEC BcTHCEEEEC BTEETTTCCE cCEBEEREEGC s77

Consensus TGTGGTTCCG ATCACAAATC GATCTACGAA GCACGAAATA CCACTCGGCA CGC-------
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s s L D 937
Plasmidio3 - - BCEEBBHEE cTBEETECTE BTHEcTTCTE TEECEBEECTE BETTETTETT 996
Plasmidio4 --[---- ---------- ---------- “-------- —---o---- 928

Plasmidio5 - - HGBEEEHEE GTEEETECTE ETEECTTCTE TENCEEBEGTE BETTETTETT G 996

Plasmidio2 TTGGHETTTG CEECHEETTE CEBEEECECTE CTCCETETCE BEECHCTETT CETEGTTGGE 937

Consensus - - AGNACCAC GTCCCTCGTC ATACGTTGTC TCAGCCCGTA CATTCTTCTT AGAGGTTTAT
100%

Conservation

Plasmidio 1 937
Plasmidio 3 BTTTHEEEEE TTECCEETTE CETHEETECET EcTETCEETE TETTTETEHEE TEHEcCEG---- 1052
Plasmidio4 - - - - - - - - - - - oo — oo e s ------ c--------=- —--=--=-=---- 928

Plasmidio 5 BTTTHEEEEBE TTBGCEETTE cETEETECET EcTETCEEBTE TETTTETEEE TBHEGEG- - - - 1052
Plasmidio 2 BTGTTTEBET TEECEEEEET cTHEETEGETT TTTCTEREEE TEEEEECTEES IIIGIGGGII 297

Consensus CTTTACCCCC TTCGGCATTC GATACTCGCT CGTATGCCTA TCTTTATCAC TCAGCG----
100%

Conservation Pt immiiiiin

Plasmidio 1
Plasmidio3 - - - TEBBCEE EEcHETCEGHEE BETET----- ---------- - 1074
Plasmidio4 -----=-=--=-= -=-=---"--" cB BTBC ii. o s - 935

Plasmidio5 - - - TENBCEE BECETCECHEE BETETE- - - - ----------
Plasmidio 2 GEEBBEETTE cEBETCEEGE TETETEGHETE IIIGHGGII 6 1038

Consensus - --TCACGCC CAGATGCGNC CCTATC---- ----------

100%
Conservation

[

Figura A: Alineamiento de los cinco insertos positivos secuenciados, asociados a la amplificacion con el
partidor Sukkula. Se realizé un alineamiento mediante el programa CLC Sequence Viewer 7 de los cinco
insertos positivos que fueron clonados a partir de la amplificacion IRAP usando el partidor Sukkula.



9.3 Anexo 3: Perfiles de amplificacion con los marcadores REMAP seleccionados
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Figura B: Amplificacion REMAP de muestras de B. papyrifera del drea nativa usando la combinacién de
marcadores UBC827 y LTR2118. Carriles 1, 11, 12 y 27: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui), carriles 2-6:
Vietnam, carriles 7-10: Japdn, carriles 13-16: Taiwan, carriles 17-21: Hawai (masc.), carril 22: Tonga, carril 23:
Hawai (fem.), carril 24: Islas Marquesas, carril 25: Rapa Nui, carril 26: control negativo. L: estdndar de peso
molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincidon con GelRed y captura de imagen en
Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.
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Figura C: Amplificacion REMAP de muestras de B. papyrifera de Oceania Remota usando la combinacién
de marcadores UBC827 y LTR2118. Carriles 1, 16, 17, 31, 32 y 47: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui),
carril 2: Taiwan, carril 3: Fiyi, carriles 4-11: Tonga, carriles 12-15: Samoa, carriles 18-23: Hawai (fem.), carril
24: Tahiti, carriles 25-28: Islas Marquesas, carriles 29-30 y 33-43: Rapa Nui, carril 44: B. kazinoki, carril 45:
Ficus carica, carril 46: control negativo. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al
2,5% en TBE 0,5X. Tincidn con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5

horas.
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Figura D: Amplificacion REMAP de muestras de B. papyrifera del area nativa con la combinacién de
marcadores UBC855 con LTR2105. Carriles 1, 11, 12 y 27: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui), carriles 2-
6: Vietnam, carriles 7-10: Japon, carriles 13-16: Taiwan, carriles 17-21: Hawai (masc.), carril 22: Tonga, carril
23: Hawai (fem.), carril 24: Islas Marquesas, carril 25: Rapa Nui, carril 26: control negativo. L: estandar de
peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincién con GelRed y captura de
imagen en Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.
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Figura E: Amplificacion REMAP de muestras de B. papyrifera de Oceania Remota con la combinacion de
marcadores UBC855 y LTR2105. Carriles 1, 16, 17, 31, 32 y 43: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui), carril
2: Taiwan, carril 3: Fiyi, carriles 4-8 y 10-12: Tonga, carriles 13-16: Samoa, carriles 18-23: Hawai (fem.), carril
24: Tahiti, carriles 25-28: Islas Marquesas, carriles 29-30 y 33-43: Rapa Nui, carril 44: B. kazinoki, carril 45:
Ficus carica, carril 46: control negativo. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al
2,5% en TBE 0,5X. Tincion con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5
horas.
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Figura F: Amplificacion REMAP con muestras de B. papyrifera del area nativa con la combinaciéon de
marcadores UBC855 y LTR2118. Carriles 1, 11, 12 y 27: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui), carriles 2-6:
Vietnam, carriles 7-10: Japon, carriles 13-16: Taiwan, carriles 17-21: Hawai (masc.), carril 22: Tonga, carril 23:
Hawai (fem.), carril 24: Islas Marquesas, carril 25: Rapa Nui, carril 26: control negativo. L: estdndar de peso
molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincidon con GelRed y captura de imagen en
Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.
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Figura G: Amplificacion REMAP con muestras de B. papyrifera de Oceania Remota con la combinacién de
marcadores UBC855 y LTR2118. Carriles 1, 16, 17, 31, 32 y 47: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui), carril
2: Taiwan, carril 3: Fiyi, carriles 4-11: Tonga, carriles 12-15: Samoa, carriles 18-23: Hawai (fem.), carril 24:
Tahiti, carriles 25-28: Islas Marquesas, carriles 29-30 y 33-43: Rapa Nui, carril 44: B. kazinoki, carril 45: Ficus
carica, carril 46: control negativo. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en
TBE 0,5X. Tincién con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.
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Figura H: Amplificacion REMAP con muestras de B. papyrifera del area nativa con la combinacion de
marcadores UBC866 y LTR2121. Carriles 1, 11, 12 y 27: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui), carriles 2-6:
Vietnam, carriles 7-10: Japdn, carriles 13-16: Taiwan, carriles 17-21: Hawai (masc.), carril 22: Tonga, carril 23:
Hawai (fem.), carril 24: Islas Marquesas, carril 25: Rapa Nui, carril 26: control negativo. L: estdndar de peso
molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincién con GelRed y captura de imagen en
Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.
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Figura I: Amplificacion REMAP con muestras de B. papyrifera de Oceania Remota con la combinacién de
marcadores UBC866 y LTR2121. Carriles 1, 16, 17, 31, 32 y 47: muestra control BQUCH221 (Rapa Nui), carril
2: Taiwan, carril 3: Fiyi, carriles 4-11: Tonga, carriles 12-15: Samoa, carriles 18-23: Hawai (fem.), carril 24:
Tahiti, carriles 25-28: Islas Marquesas, carriles 29-30 y 33-43: Rapa Nui, carril 44: B. kazinoki, carril 45: Ficus
carica, carril 46: control negativo. L: estandar de peso molecular de ADN 1kb Plus. Gel de agarosa al 2,5% en
TBE 0,5X. Tincién con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis a 60V durante 4,5 horas.
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Figura J: Amplificacion mediante la combinacion de marcadores IRAP BREPR con 3’LTR-BARE-1.
Amplificacion a tres temperaturas de un triplicado técnico con una combinaciéon IRAP (BrepR con 3’LTR-
BARE-1) que no se considerd para el analisis, debido a la amplificacién erratica obtenida. Carriles 1, 2 y 3
corresponden a triplicados de la muestra BQUCH221 (Rapa Nui). L: estandar de peso molecular de ADN 1kb
Plus. Gel de agarosa al 2,5% en TBE 0,5X. Tincion con GelRed y captura de imagen en Syngene. Electroforesis
a 60V durante 4,5 horas.

76



9.4 Anexo 4. Dendrogramas de cada marcador REMAP seleccionado analizando muestras de B. papyrifera de la regién nativa y de Oceania

Remota

Leyenda

Habitat Nativo Oceania Remota -
® vietham Fiyi
® Japon Tonga
® Taiwan ® Samoa
® Hawdi masc.  ® Hawadifem.
Tahiti
@ Islas Marquesas

BQUCHI3S @
BQUCH221 ®

BQUCHI117
BQUCHO0S3
BQUCHO0%%
BQUCHI%4 @
BQUCHIS2 ®
BQUCHIS1 @
BQUCHI107
BQUCHI110
BQUCHl43 @
BQUCH205 @
BQUCH203 @
BQUCH204 @
BQUCHO75 @
BQUCHO31 @
BQUCH225 @
BQUCHO038 @

® Rapa Nui

BQUCHO77 @
BQUCHOS1 @
BQUCHO068 ®
BQUCHOS3 @
BQUCHO58

BQUCH1%5 ®
BQUCH179 ®
BQUCHO055 ®
BQUCH153 ®
BQUCHIS1 @
BQUCHO066 ®
BQUCHO096

BQUCHO3S

———BQUCHI01

BQUCHI37 @
BQUCHI40 @
|BQUCHIl4l @

35

'BQUCHl45 @
BQUCHI108

BQUCH234 @
BQUCHI185 @
BQUCH177 @
BQUCHO13 ®
BQUCHO014 ®

43

BQUCH142 @
|BQ'L'CH233 [ ]

53

{BQUCHI3s ®
BQUCHO42 @

70

BQUCH20l @

BQUCH202 @
BK

FC

053 0.65 0.77 0.88
Coefficient

Figura K: Dendrograma obtenido con la combinacién REMAP UBC827 y LTR2118. Se muestra el dendrograma obtenido con el coeficiente de
similitud DICE y el algoritmo de agrupamiento UPGMA al analizar muestras de B. papyrifera de regiones nativas y de Oceania Remota
mediante la combinacién REMAP UBC827 y LTR2118. Se incluyeron como grupos externos B. kazinoki (BK) y Ficus carica (FC). Se indica la
localidad de cada muestra con circulos de colores.
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Leyenda

Habitat Nativo Oceania Remota
® \ietnam Fiyi
@ Japon Tonga
@ Taiwan ® Samoa
®Hawdimasc. ® Hawdifem.
Tahiti
@ Islas Marquesas 14
® Rapa Nui

15

11 BQUCH143 ®

I—B
26 35 BRQUCHIS:e

69 18 BQUCH205 @

a9 gg——B
5 BQUCH191 ®
100 BQUCH201 ®

0:58 ' I I I 0.76 I ' I ' D|!4 ' I ' I 0l92 I I I ' 100
Cosfficient
Figura L: Dendrograma obtenido con la combinacién REMAP UBC855 y LTR2105. Se muestra el dendrograma obtenido con el coeficiente de
similitud DICE y el algoritmo de agrupamiento UPGMA al analizar muestras de B. papyrifera de regiones nativas y de Oceania Remota
mediante la combinacion REMAP UBC855 y LTR2105. Se incluyeron como grupos externos B. kazinoki (BK) y Ficus carica (FC). Se indica la
localidad de cada muestra con circulos de colores.
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Leyenda BQUCHO75

Habitat Nativo Oceania Remota

® Vietnam
® Japon
® Taiwan

BQUCH139 @
BQUCH117

BQUCH096 o
BQUCH098 ©

W
<
&
&
[ ]

Fiyi BQUCH193 @

@ Tonga BEL:CHOS9 °

® Samoa g U

® Hawdimasc.  ® Hawdifem. BE
Tahiti D e

® Islas Marquesas BQU

° ;
Rapa Nui BEL:CHOSS °

25

50

v v v v : r . T v T v v r v
6 084 092 1.00
Cosfficient

Figura M: Dendrograma obtenido con la combinacién REMAP UBC855 y LTR2118. Se muestra el dendrograma obtenido con el coeficiente de
similitud DICE y el algoritmo de agrupamiento UPGMA al analizar muestras de B. papyrifera de regiones nativas y de Oceania Remota
mediante la combinacién REMAP UBC855 y LTR2118. Se incluyeron como grupos externos B. kazinoki (BK) y Ficus carica (FC). Se indica la
localidad de cada muestra con circulos de colores.
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Leyenda
Habitat Nativo Oceania Remota
® Vietnam Fiyi
® Japon Tonga
® Taiwan @ Samoa
® Hawdi masc.  ® Hawai fem.
Tahiti
@ Islas Marquesas
® Rapa Nui

BQUCH117
BSECHOW
— BQUCHI101

12

100

71

19

051

Figura N: Dendrograma obtenido con la combinacion REMAP UBC866 y LTR2121. Se muestra el dendrograma obtenido con el coeficiente de
similitud DICE y el algoritmo de agrupamiento UPGMA al analizar muestras de B. papyrifera de regiones nativas y de Oceania Remota
mediante la combinacion REMAP UBC866 y LTR2121. Se incluyeron como grupos externos B. kazinoki (BK) y Ficus carica (FC). Se indica la

localidad de cada muestra con circulos de colores.
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