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Resumen

El poblamiento de la Polinesia corresponde al ultimo proceso de colonizaciéon
humana del planeta en tierras inhabitadas. Este es un tema de gran interés debido a que
aun existen interrogantes, como por ejemplo: éHubo uno o mds eventos colonizadores? y
¢Cudles fueron las rutas seguidas por los viajeros? Las primeras investigaciones fueron
abordadas mediante técnicas arqueoldgicas y linglisticas, siendo posteriormente
complementadas con el uso de marcadores moleculares. Muchos estudios de
poblamiento humano mediante marcadores moleculares estdn orientados al estudio del
ADN humano de poblaciones actuales, sin embargo, en Polinesia las poblaciones fueron
severamente diezmadas producto del contacto europeo y los habitantes actuales no
necesariamente son representativos de las poblaciones originales. Por esta razén se han
buscado alternativas al analisis de muestras humanas, como es el estudio de especies
comensales asociadas al hombre. Entre estas especies se encuentra Broussonetia
papyrifera, una especie vegetal nativa de Asia, que fue introducida en la Polinesia por los
grupos colonizadores dada su importancia como materia prima para la fabricacion de
textiles.

En base a estos antecedentes, se plantea la siguiente hipdtesis: “El estudio de
polimorfismos genéticos mediante marcadores moleculares de sexo y SSR en individuos
de Broussonetia papyrifera provenientes de Asia y distintas islas del Pacifico, permite
identificar el sexo de los individuos, asi como también identificar poblaciones
genéticamente diferentes, que proporcionen informacién para dilucidar rutas de
dispersidon por accién antrépica para la comprensién del proceso de colonizacién de
Oceania Remota”.

Los analisis con marcadores moleculares se realizaron con el material genético de
un banco de ADN gendmico, el cual fue construido durante el desarrollo de esta tesis. Este
banco gendmico se desarrolld a partir de muestras foliares contemporaneas de 191
individuos diferentes de B. papyrifera, provenientes de 3 paises de Asia y 9 islas o grupos

de islas, comprendiendo numerosas localidades de Polinesia.



Los analisis de la identificacidon del sexo de las muestras del banco gendmico, se
realizaron tras la implementaciéon de un método de andlisis para la caracterizacién del
sexo de los individuos de B. papyrifera. El disefio de este método incluyé un marcador
SCAR desarrollado en esta tesis, el cual identifica a individuos de sexo masculino. Los
analisis de identificacion de sexo mostraron la presencia exclusiva de individuos
femeninos en la totalidad de las localidades de la Polinesia, excepto en Hawdi, donde se
observd la presencia de individuos de ambos sexos, en una proporcidon similar a la
observada en las localidades asiaticas analizadas. Estos resultados sugieren una historia de
colonizacidon o dispersidon diferente y mas compleja para Hawdi, que de las demas
localidades analizadas de la Polinesia.

La genotipificacion de los individuos de Polinesia se realizé con marcadores de
microsatélites especificos para B. papyrifera, la mayoria desarrollados en el marco de este
trabajo. Se selecciond una bateria de 14 marcadores SSR que se aplicd a los individuos de
Asia y Polinesia. En Asia se encontrd gran diversidad genética (96,6%), en cambio hay una
baja diversidad genética (20,5%) entre las muestras polinésicas analizadas. A pesar de
encontrar una diversidad genética reducida, se logro identificar poblaciones diferentes al
interior de la Polinesia, demostrando la validez de la hipdtesis de este estudio.

El andlisis de las poblaciones identificadas mediante la genotipificacion sirvio para
establecer relaciones entre éstas, las cuales permitieron inferir probables rutas de
dispersién y poblamiento. Se identificd a la poblacidn de Taiwan como posible ancestro de
las poblaciones polinésicas, lo cual es concordante con datos de la literatura. Se encontré
gue las poblaciones provenientes de Polinesia occidental se diferencian de las de Polinesia
oriental. Ademads los individuos de B. papyrifera masculinos encontrados en Hawai
presentan una gran distancia genética con las restantes poblaciones polinésicas,
sugiriendo un segundo proceso de colonizacidn, sin descartar migraciones en periodos
histéricos.

En resumen, se identificé diversidad genética en poblaciones de B. papyrifera
actuales, procedentes de las islas de la Polinesia, validando el uso de los marcadores

moleculares propuestos. Aun mas importante, es que esta investigacion reafirma la



utilizacién de B. papyrifera como un buen modelo comensal para el estudio del

poblamiento humano de la Polinesia.
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Summary

Study of the genetic diversity of paper mulberry (Broussonetia papyrifera (L.) L'Herit. Ex

Vent.) in the Pacific using sex and microsatellite molecular markers.

The settlement of Polynesia was the last process of human colonization of
unhabited lands. This is a topic of great interest as there are still questions such as: Were
there one or more colonization events? and What were the routes taken by early settlers?
Research in this area was initially addressed by archaeological and linguistic techniques,
and later supplemented by the use of molecular markers. At first, molecular marker
analyses were oriented towards the study of contemporary human populations. However,
due to European contact, populations were severely depleted and the current inhabitants
are not necessarily representative of the original populations. For this reason, alternatives
to the analysis of human samples, as is the study of commensal species associated with
man, have been used. Among these species is Broussonetia papyrifera, a native plant from
Asia that was introduced into Polynesia by the early colonizing groups, as a raw material
for the manufacture of textiles.

Based on this context, the following hypothesis is proposed: "The study of genetic
polymorphisms using molecular markers of gender and SSR in individuals of Broussonetia
papyrifera from Asia and various Pacific islands identifies the sex of individuals and
genetically distinct populations, and provides information to propose possible dispersal
routes by human action for understanding the process of colonization of Remote
Oceania".

The molecular marker analyses were performed with the genetic material of a
genomic DNA bank, which was built during this thesis. This genomic DNA bank was
developed from contemporary leaf samples of 191 individuals of B. papyrifera, from three
Asian countries and nine islands or island groups in Polynesia.

Analyses of sex identification were conducted after the implementation of an

accurate method for determining the sex of B. papyrifera individuals. The design included
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a SCAR marker developed in this thesis, which identifies male individuals. Results of sex
identification showed the exclusive presence of female individuals in all localities in
Polynesia, except in Hawaii, where the presence of individuals of both sexes were
observed in a similar proportions, as observed in the Asian locations analyzed in this work.
These results suggest a different and more complex dispersal history for B. papyrifera in
Hawaii, compared to all other Polynesian locations analyzed.

B. papyrifera microsatellite markers were developed within the scope of this
project, and were used in conjunction with other specific SSR markers. Genotyping was
performed with a set of 14 SSR markers of samples from the Asian and Polynesian regions.
Asian samples exhibited high genetic diversity (96,6%), while low genetic diversity (20,5%)
was detected among the Polynesian samples. Nonetheless, different populations within
Polynesia were identified, providing positive evidence for the hypothesis of this study.

Relationships derived from the genotyping analysis of the identified populations,
allowed inferring possible dispersal routes of during human settlement. We identified the
population of Taiwan as a possible ancestor of the Polynesian samples, which is consistent
with the literature. We found that populations from western Polynesia differ from those
of Eastern Polynesia. Furthermore, the male individuals of B. papyrifera found in Hawaii
are genetically distant from the other Polynesian populations, suggesting a second process
of colonization or migration, which may have occurred even during historical periods.

To summarize, genetic diversity was identified in contemporary B. papyrifera
populations from the islands of Polynesia, validating the use of the proposed molecular
markers. Even more importantly, this research strengthens the use of B. papyrifera as a

commensal model for the study of human settlement of Polynesia.
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1 Introduccién
1.1 Marcadores moleculares genéticos y sus usos

Los marcadores moleculares genéticos surgen como una solucién a la necesidad de
métodos de deteccién generales, estables y detectables en todos los tejidos,
independientes del metabolismo, diferenciacion y estado del desarrollo del organismo en
estudio (Agarwal y cols., 2008). Tienen como funcidn identificar una regién polimérfica del
genoma, que corresponden a secuencias con variaciones en su secuencia nucleotidica, las
cuales estadn presentes en mas del 1% de la poblacidn (Andersen y Liibberstedt, 2003). En
muchos casos estas secuencias no tienen una funcién biolégica conocida (Semagn y cols.,
2006). Los marcadores moleculares genéticos son ampliamente utilizados en la actualidad
en el diagndstico y deteccién temprana de patologias, en la identificacion de patégenos,
en la identificacién de individuos, en la seleccién de cultivos e incluso en la arqueologia
para el andlisis de muestras histéricas de origen biolédgico. En la arqueologia han adquirido
gran importancia, constituyendo una herramienta complementaria para reconstruir la
historia de los hallazgos arqueolégicos, debido que permiten identificar variantes
polimdrficas propias de una poblacion.

Los marcadores moleculares genéticos permiten el analisis de restos
arqueoldgicos, proporcionando en algunos casos la informacién suficiente o
complementaria para reconstruir procesos, tales como rutas de migracién (Sacks y cols.,
2013). Existen numerosos estudios al respecto, por ejemplo, se han utilizado marcadores
moleculares para establecer el origen de los humanos modernos y sus rutas de
poblamiento (Reed y Tishkoff, 2006; Underhill y cols., 2000). El principal argumento para
este tipo de estudios es que la dispersién de una poblacién deja marcas en el genoma que
persisten en el tiempo, y que son detectables mediante este tipo de marcadores. De esta
manera la busqueda de estos polimorfismos, tipicos de cada poblacion, y la identificacion
de su distribuciéon a través del tiempo y el espacio permiten describir los cambios
histdricos en la distribucidn y la demografia de una especie (Underhill y Kivisild, 2007).

Estudios desarrollados en ADNmt (ADN mitocondrial) indican que el hombre

moderno proviene de un linaje materno africano de unos pocos individuos, que se estima

1



vivio entre 100.000 — 200.000 afios AP (antes del presente), la asi llamada Eva
mitocondrial (Cann y cols., 1987). Otros estudios en el cromosoma Y indican que nuestro
ancestro comudn masculino mas reciente vivié en Africa hace 59.000 afios (Underhill y
cols., 2000). De esta manera, ambas lineas de investigacién apoyan la teoria de un origen
africano y posterior expansién desde este continente (Hagelberg, 2003). La salida del
hombre moderno desde Africa dio origen a los primeros asentamientos en Asia hace
aproximadamente 90.000 afos AP, la posterior colonizacion de Oceania Cercana de
60.000 — 40.000 afios AP, Europa (30.000 — 40.000 afios AP), América (>20.000 aios AP) y
finalmente la colonizacién de Oceania Remota (4.000 — 1.000 afios AP) (Forster y
Matsumura, 2005; Kirch, 2010). Este ultimo proceso migratorio es de gran interés
producto de la extensién y condiciones del territorio, asi como también por el contacto
pre-colombino que pudieron tener estos pueblos con los indigenas sudamericanos (Storey

y cols., 2007; Matisoo-Smith y Ramirez, 2010).

1.2 Poblamiento humano de la polinesia

La colonizacion de las islas del Océano Pacifico comprende uno de los procesos
migratorios mas grandes de la historia humana, y como en todo proceso histdrico existen
interrogantes al respecto, como por ejemplo: ¢Cuales fueron las rutas seguidas por los
viajeros? y ¢Hubo un unico evento colonizador o multiples contactos? Los primeros
enfoques para responder estas interrogantes fueron arqueolégicos y linglisticos, y
durante los ultimos anos se han complementado desde el area de la biologia molecular
utilizando diversos marcadores moleculares (Hurles y cols., 2003; Soares y cols., 2011).

La historia humana de Oceania ocurrid mediante dos grandes procesos que se
encuentran ilustrados en la Figura 1.1: (i) la colonizacion de Oceania Cercana (60.000 —
40.000 afios AP), iniciada con una de las mas antiguas migraciones fuera de Africa, y (ii) la
colonizacion de Oceania Remota (4.000 — 1.000 afios AP), la ultima expansidn conocida en

territorios inhabitados del planeta (Friedlaender y cols., 2008; Kayser, 2010; Kirch, 2010).
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Figura 1.1. Mapa de poblamiento general de la Polinesia.

La linea discontinua de color rojo marca el limite entre Oceania Cercana y Oceania Remota. En
el mapa se ilustra el proceso de colonizacién de la Polinesia (marcada con un tridngulo negro)
desde las islas de Polinesia Oeste (marcadas en azul) a Polinesia Este en dos etapas: primero
fueron colonizadas las islas de Polinesia Central (marcadas en naranjo), seguidas por el
proceso de colonizacidn de las islas mas remotas de Polinesia (marcadas en amarillo).

* Figura adaptada de Wilmshurst y cols. (2010).

Los antecedentes mds antiguos sobre asentamientos en Oceania Cercana
provienen del andlisis de hallazgos arqueoldgicos fechados por medio de e, Segln estos
datos, el arribo de los primeros seres humanos a Oceania Cercana habria ocurrido durante
el Pleistoceno, periodo en el cual bajaron los niveles del mar uniendo las tierras de
Australia y Nueva Guinea, dando origen al supercontinente Sahul. Posteriormente, el
segundo impulso colonizador, que llegaria a Oceania Remota, habria ocurrido alrededor
de 4.000 — 3.500 anos AP y se relaciona con la denominada “Cultura Lapita” (Wilmshurst y
cols., 2010). Esta habria tenido su origen en las islas orientales del sudeste asiatico en el

area conocida como “Oceania Cercana”, que engloba el territorio insular desde el



Archipiélago de Bismarck a las islas Solomon y se extiende hasta Samoa y Tonga (Polinesia
Oeste, Figura 1.1). Se estima que la cultura Lapita tuvo su origen hace 6.000 — 5.000 afios
atras, y se caracteriza no sélo por tener una identidad linglistica, sino también por su
ceramica y notable desarrollo de tecnologias de navegacion, lo que habria facilitado la
colonizacidn de las islas mas remotas. La colonizacién de las islas mds alejadas de Polinesia
Central como Nueva Zelanda, Hawaii e Isla de Pascua ocurrié alrededor de 1000 afios AP
(Kirch, 2010; Petchey y cols., 2011).

Los estudios realizados en ADN humano contempordneo para trazar las rutas
migratorias en Oceania Remota no han entregado resultados concluyentes, debido a que
la poblaciéon original de Oceania fue diezmada después del contacto europeo,
especialmente durante el siglo XIX debido a traslados forzados, esclavitud y la viruela
(Hurles y cols., 2003). Por esta razén se han buscado estrategias alternativas para dilucidar
las posibles rutas de los pueblos colonizadores de Oceania Remota, tales como el estudio
de especies comensales (Matisoo-Smith y cols., 1998). El comensalismo se refiere a la
relacién entre individuos de dos especies en la cual una obtiene algin beneficio de la otra,
con un efecto neutro (sin dano ni beneficio) para la segunda especie involucrada.

Las migraciones requerian de una compleja organizacion en los grupos
colonizadores para asegurar el éxito de los asentamientos en las nuevas islas; por esta
razén era necesario el transporte consciente de especies animales y vegetales
consideradas criticas para la supervivencia del grupo, asi como también para la
reproduccién de su cultura. Este tipo de estrategia migratoria, la cual se denomina
“transporte de paisajes”, produjo la dispersién de diversas especies comensales por
Oceania y Polinesia (Kirch, 2000).

Los modelos comensales han sido ampliamente utilizados para entender las
interacciones y migraciones en el Pacifico durante la Prehistoria. El analisis de especies
comensales mediante marcadores moleculares permite determinar variantes genéticas
presentes en cada isla y compararlas con aquellas de las localidades de origen, lo cual
permite modelar patrones de dispersion de la especie comensal, y de esta manera inferir

un modelo de migraciéon humana. A través del estudio de ADN (antiguo y moderno) de la



flora y fauna que fue transportada intencionalmente a la Polinesia, los arquedlogos
complementan informacién bioldgica, linglistica y arqueoldgica, utilizando el denominado
enfoque de triangulacién de Kirch y Green (2001), que permite una mirada integral del
problema. Los estudios de especies comensales no sélo revelan patrones de migracion y
asentamiento, sino también entregan informacién adicional respecto de distintas
actividades humanas, tales como rutas de intercambio y practicas agricolas.

Las especies transportadas por los primeros colonizadores en el Pacifico incluyen
diversos animales, tales como rata (Barnes y cols., 2006; Matisoo-Smith y Robins, 2004),
gallina (Storey y cols., 2007), cerdo (Larson y cols., 2007), lagarto (Austin, 1999), caracol de
tierra (Lee y cols., 2007) y plantas como por ejemplo, el arbol del pan (Zerega y cols.,
2004), calabaza (Clarke y cols., 2006), ti (Hinkle, 2007), camote (Lebot y cols. 1998), taro
(Caillon y cols., 2006) y banana (Kennedy, 2008), entre otras. Cada especie aporta una
historia particular: algunas de estas especies fueron introducidas en el Pacifico mas de una
vez. Los datos para la rata de la Polinesia (Rattus exulans) muestran al menos dos
introducciones desde Asia (Matisoo-Smith y Robins, 2004), los estudios en perro (Canis
familiaris) han revelado dos linajes mitocondriales caninos en Oceania Remota, y en
calabaza (Lagenaria siceraria) aportan evidencia de un origen dual asiatico y americano
para las poblaciones de esta especie presentes en el Pacifico (Clarke y cols., 2006). Estos
datos apoyarian la teoria de la colonizacion de Polinesia en al menos dos etapas, asi como
también el contacto con América (Kirch, 2010; Petchey y cols., 2011).

La etnobotanica, disciplina que estudia la interaccidon entre grupos humanos y su
entorno vegetal, ha sido de gran utilidad en la investigacion sobre el origen del cultivo de
plantas en Oceania y su relacién con las migraciones de los pueblos polinésicos
(Matthews, 1996). Los estudios botanicos indican que se cultivaban centenares de
especies en el sudeste asiatico cuando se iniciaron estas migraciones hacia Oceania
Remota (Matthews, 2007). A partir de este gran numero de especies solo relativamente
pocas (menos de 100) alcanzaron Oceania Remota.

Las principales especies vegetales cultivadas en Oceania entre Vanuatu, Islas

Gambier y Hawai tienen la caracteristica comin de que todas ellas se reproducen



vegetativamente. Se postula que esta propiedad influencié su seleccion por parte de los
pueblos polinésicos, debido a que de esta manera se aseguraba el mantenimiento de los
cultivos en las nuevas tierras, de manera independiente de la polinizacién y la produccién
de semillas. Se estima que se introdujeron alrededor de 70 especies vegetales por accion
antrdpica en la Polinesia, aproximadamente 20 en Isla de Pascua y sélo 6 en Nueva
Zelanda. Ejemplos de estas especies vegetales son el taro (Colocasia esculenta) y la kava
(Piper methysticum), entre otras; en kava se ha observado una baja diversidad genética, la
que se deberia a su domesticacidon hace aproximadamente 3.000 aifos, fecha basada en
hallazgos arqueoldgicos (Lebot y cols., 1997).

Una de las especies vegetales introducidas y que podria ser muy util como un
modelo comensal es Broussonetia papyrifera, debido a que se encuentra ampliamente
distribuida en la Polinesia (Seelenfreund y cols., 2010). Su estudio presenta una arista
particular, pues es una de las pocas especies no comestibles introducidas y su uso como
fuente de fibra textil podria aportar una historia diferente. Algunos criterios para escoger
a B. papyrifera como modelo para este estudio son:

e Posee un origen exclusivamente asiatico

e Su dispersion en Oceania Remota es exclusivamente antrdpica
e No existe la posibilidad de dispersidn natural entre islas

e Actualmente se encuentra en la mayoria de las islas

e Tiene una gran importancia cultural histérica

o No existen especies nativas o introducidas emparentadas en Oceania Remota

1.3 Broussonetia papyrifera (L.) L’Herit. ex Vent.

1.3.1 Clasificacion taxondmica

B. papyrifera o morera de papel, como es conocida comuUnmente, es una especie
vegetal nativa del sudeste asiatico. Recibe su epiteto especifico de papyrifera debido a su
utilizaciéon en la fabricaciéon de papel. En 1753 fue clasificada en el género Morus por

Linnaeus y posteriormente fue cuestionada su clasificacién por Pierre Broussonet, quien



observd que sus frutos eran claramente diferentes a los de las especies del género Morus.
A raiz de esto Lamarck propone un nuevo género, al cual llama Papyrius, pero L'Héritier de
Brutelle también plantea un nuevo género, Broussonetia en honor a Broussonet,
estableciéndose finalmente éste como el definitivo (Barker, 2002). La clasificacion
taxondmica actual de esta especie es:

e C(lase: Equisetopsida

e Subclase: Magnoliidae

e Superorden: Rosanae

e Orden: Rosalaes

e Familia: Moraceae

e Género: Broussonetia

e Especie: B. papyrifera

e Sus sinonimias son Papyrius papyrifera (L.) Kuntze, Morus papyrifera L.

Estudios realizados en ADN nuclear y de cloroplasto apoyan la hipdtesis del origen
de la familia de las Moraceas en el Supercontinente Gondwana, atribuyendo su extensa
distribucién y diversificacion a la vicarianza producida por su subdivision en los actuales
continentes. Esta familia esta compuesta por 5 tribus y un total de 37 géneros diferentes.
B. papyrifera pertenece a la tribu Moreae Gaudich y al género Broussonetia (Zerega y

cols., 2005).

1.3.2 Caracterizacion botanica y etnobotanica

B. papyrifera es una planta diploide (n=13) (Ohri y Kumar, 1986) y dioica, es decir,
que posee flores masculinas y femeninas en individuos diferentes, razén por la que
requiere individuos masculinos y femeninos a una distancia determinada para mantener
una reproduccién sexual (Ainsworth, 2000). La Figura 1.2 muestra una flor masculina (A)
gue corresponde a una espiga de color amarillo verdoso, una flor femenina (B) de forma

globular, vellosa, de color azulado, y el fruto (C) de color rojizo anaranjado, compuesto de



frutos pequefios y carnosos reunidos en una infrutescencia globosa (sorosis), llamada
generalmente mora. El genoma de B. papyrifera no se ha secuenciado aun. Se ha estimado
su valor C mediante citometria de flujo, calculdndose un tamafio aproximado de 500 Mpb

(Yamanouchiy cols., 2010).

Figura 1.2. Imagenes foliares y del fruto de B. papyrifera.
A. Inflorescencia masculina.

B. Inflorescencia femenina.

C. Fruto de B. papyrifera.

B. papyrifera es utilizada en Asia principalmente para la elaboracion manual de
papel de alta calidad (Ewins, 1987), y ademas como planta medicinal, forraje y lefia
(Whistler y Elevitch, 2006). Popularmente ha sido utilizada para tratar infecciones
microbianas, menorragia, impotencia, entre otros. Sus usos como planta medicinal han
sido respaldados por diversos estudios farmacoldgicos:

e Inhibidor de la aromatasa: dos nuevos compuestos aislados de B. papyrifera, 3'-[y-
hydroxymethyl-(E)-y-methylallyl]-2,4,2’,4’-tetrahydroxychalcone-11’-O-coumarate vy
(2S)-2’,4’-dihydroxy-2"’-(1-hydroxy-1-methylethyl)dihydrofuro[2,3-h]flavanone,
mostraron una potencia inhibitoria entre 60 — 10 veces superior a aminoglutetimida
(Lee y cols., 2001), un farmaco utilizado para el tratamiento del cdncer de mama.

e Actividad antimicrobiana: se ha observado que el compuesto papyriflavonol A (PapA),
aislado de B. papyrifera, presenta una fuerte actividad antibacteriana y antifingica. Su
actividad antibidtica fue observada a dosis mayores que antibidticos comerciales, sin
embargo presenta una acciéon de amplio espectro, por lo que podria ser utilizada

contra patdgenos resistentes. Su accion antiflingica es mediada por su capacidad para



romper la integridad de la membrana plasmatica. Ademas presenta una menor
actividad hemolitica que otros agentes antifungicos, como anfotericina B (Sohn vy
cols., 2010).

e Accién antioxidante: broussochalcona A (BCA), un compuesto aislado de B. papyrifera,
muestra una disminucion en la produccién de oéxido nitrico en macréfagos
estimulados con lipopolisacdridos. Su efecto es mediado por una disminucién en la
expresion de la éxido nitrico sintasa inducible (Cheng y cols., 2001).

e Efecto hipoglicemiante: dos nuevos compuestos aislados de B. papyrifera, 8-(1,1-
dimethylallyl)-5’-(3-methylbut-2-enyl)-3',4',5,7-tetrahydroxyflanvonol y 3'-(3-
methylbut-2-enyl)-3’,4',7-trihydroxyflavane, inhiben a la enzima proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B). Esta enzima juega un rol importante en la desfosforilacién del
receptor activado de insulina, atenuando su actividad tirosina quinasa (Chen y cols.,

2002).

En Polinesia no se tiene antecedentes de su uso como planta medicinal, sin
embargo es de suma importancia debido a que la fibra de su corteza era y sigue siendo
utilizada en la fabricacion de textiles conocidos como tapa (también llamados kapa en
Hawaii o mahute en Isla de Pascua). Los textiles mencionados, antiguamente tenian
importancia como tela para vestimenta, pero actualmente los textiles de tapa tienen
principalmente un uso ceremonial y son un simbolo de riqueza (Seelenfreund y cols.,
2010).

Aunque B. papyrifera se reproduce sexualmente en su habitat nativo (también lo
hace de manera asexual o vegetativa). Matthews (1996) plantea que los individuos de B.
papyrifera presentes en Polinesia puedan corresponder a clones de individuos de un unico
sexo, sin embargo, debido a la ausencia de floracidon en esta zona, él deja la interrogante
de cudl seria el sexo de los individuos presentes en la esta region (Figura 1.3). Otro autor
propone que las plantas transportadas al Pacifico fueron todas clones de plantas
masculinas, transportados como brotes de raices (hijuelos), practicas propias de un cultivo

de propagacién vegetativa (Whistler y Elevitch, 2006). Sin embargo, segun observaciones



recientes en Isla de Pascua, se encontraron especimenes femeninos de B. papyrifera con
presencia de flores (Seelenfreund y cols., 2010). Estos hallazgos contradicen los datos
publicados anteriormente, que postulan que todos los especimenes de la Polinesia
correspondian a clones masculinos. Por ende, conocer la verdadera distribucién sexual de
esta especie en Polinesia es del mayor interés para determinar sus posibles patrones de
dispersién. Por otra parte, la presencia o no de ambos sexos podria ser indicativo de la

diversidad genética que se encuentra en la regién de Polinesia.
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Figura 1.3. Mapa de distribucion sexual de B. papyrifera segin Matthews (1996).

En los circulos se encuentran representadas las propuestas de distribucién de sexo de B.
papyrifera planteadas por Matthews. Ambos sexos en el habitat nativo, el circulo rojo
muestra a un individuo de sexo femenino y el circulo azul a un individuo de sexo masculino.
Individuos de sexo desconocido en la Polinesia, el circulo negro destaca a un individuo de
sexo desconocido sin flores.

Las marcas verdes representan las localidades de las que se dispone de muestras foliares de
B. papiryfera para el desarrollo de esta tesis.

* Se observd presencia de flores femeninas en Isla de Pascua (Seelenfreund v cols., 2010).

1.4 Analisis genético mediante marcadores moleculares

Si bien no hay un marcador universal para todos los usos, si se puede definir uno o

varios marcadores adecuados para cada aplicacion. Los distintos marcadores difieren
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entre si en cuanto a caracteristicas como abundancia gendmica, nivel de polimorfismo
detectado, especificidad de locus, reproducibilidad, requerimientos de la técnica y costo
(Agarwal y cols., 2008).

Al momento de elegir un marcador molecular se deben considerar multiples
variables: (i) el nivel de discriminacion deseado, ya sea a nivel de género, entre especies o
entre individuos de una misma especie, (ii) la reproducibilidad, dado que algunas técnicas
son mas robustas y reproducibles que otras, (iii) el tiempo disponible para el proyecto (si
bien existen técnicas rdpidas de realizar como ensayos de isoenzimas o RAPD, otras
requieren mas tiempo), (iv) la experticia, debido a que en algunos casos se requiere
complementar con otras técnicas como clonamiento y/o secuenciacidn, y finalmente (v)
los problemas propios de la muestra, como por ejemplo la cantidad y el estado del ADN
(Weising, 2005).

Los marcadores moleculares se clasifican en dos categorias, segln si son basados
en hibridacién o PCR (Semagn vy cols., 2006). Entre los métodos basados en PCR existen
técnicas utiles para el andlisis de especies en las cuales no se dispone de informacidn
previa de su genoma, que son denominados marcadores andnimos. Algunas de estas

técnicas son:

e Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD): la base de esta técnica consiste
en la amplificacién de ADN gendmico utilizando sélo un partidor pequeno
(generalmente de 10 nucledtidos) seleccionado de manera aleatoria. Se compara el
patron de bandeo de diferentes muestras en geles de agarosa (Welsh y McClelland,
1990; Williams y cols., 1990).

e Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP): esta técnica se basa en la
amplificacién de secuencias desconocidas generadas mediante la digestidon con dos
enzimas de restriccién diferentes a las que se unen secuencias adaptadoras para
partidores conocidos; se compara el patron de bandeo en geles de acrilamida (Vos y

cols., 1995).
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Inter Simple Sequence Repeat (ISSR): este tipo de marcadores permite detectar las
variaciones polimoérficas entre dos regiones de microsatélite o SSR. El analisis se
realiza mediante amplificacién y comparacién de bandeo en geles de poliacrilamida o

de agarosa (Weising, 2005).

Cuando se conocen secuencias del genoma de la especie de interés se utiliza otro

tipo de marcadores, entre los que destacan algunos con un alto poder de discriminacion

entre individuos de una misma especie:

Sequence Characterized Amplified Region (SCAR): corresponden a un fragmento de
locus Unico y genéticamente definido que se amplifica utilizando partidores
especificos para una secuencia conocida previamente, la cual amplificard o no
dependiendo de la presencia de polimorfismos en las regiones de unién de los
partidores. Derivan del clonamiento y secuenciacién de un fragmento obtenido por
RAPD o AFLP (Paran y Michelmore, 1993).

Microsatélites o Simple Sequence Repeats (SSR): esta técnica se basa en la
identificacidon de secuencias simples repetidas de 1 a 6 nucledtidos. Se realiza una
comparacion del numero de repeticiones de la secuencia entre distintas muestras. Los
microsatélites se encuentran tanto en el ADN nuclear, como en el ADN de cloroplasto.
El analisis consiste en una comparacion del patrén de bandeo en geles de
poliacrilamida o mediante electroforesis capilar (Powell y cols., 1996; Kalia y cols.,
2010).

Internal Transcribed Spacer (ITS): este tipo de marcadores se basa en la comparacion
de las variantes polimérficas que se encuentran en las regiones espaciadores de
ADNr. El andlisis se realiza mediante amplificacién y posterior secuenciacién
(Coleman, 2003).

Single Nucleotide Polymorphism (SNP): corresponde a variaciones nucleotidicas de

tan sélo una base, siendo los polimorfismos mas abundantes en el genoma. Pueden
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ser detectados mediante técnicas de hibridacidon, cambios en la secuencia de corte de

una enzima de restriccion o secuenciacion (Agarwal y cols., 2008).

1.5 Andlisis genéticos previos de B. papyrifera

Son reducidos los estudios de esta especie publicados en revistas de corriente
principal, aunque existen diversos estudios en China. Ho y Chang (2008) analizaron la
diversidad genética entre individuos de Taiwan mediante ISSR. Al comparar individuos de
B. papyrifera entre distintas cuencas se encontré diversidad genética, sin embargo no se
observaron variaciones marcadas entre individuos de una misma cuenca.

Con anterioridad en nuestro laboratorio se analizaron diferentes muestras de B.
papyrifera recolectadas en Oceania Remota y Taiwan mediante ITS1 e ITS2; el estudio
mostré diversidad genética sélo en la region ITS1 (Seelenfreund y cols., 2011). Los
resultados del analisis evidenciaron una diversidad limitada entre las muestras de Taiwan,
pero no mostraron diversidad alguna entre las muestras provenientes de las islas de la
Polinesia. La presencia de diversidad en Taiwdn puede ser explicada considerando que
esta isla es parte del habitat nativo de la planta. Por otra parte la falta de diversidad
encontrada en las muestras de las islas de la Polinesia se explica debido a la particular
historia de dispersidn de esta especie en el Pacifico, el sistema de cultivo vegetativo y el
tiempo transcurrido, el cual es considerado reducido para la aparicion de nuevas
mutaciones (Seelenfreund y cols., 2011).

El uso de nuevos marcadores moleculares disefiados especificamente para B.
papyrifera, podria detectar diversidad genética en los individuos presentes en las islas del
Pacifico, permitiéndonos inferir rutas de dispersion de manera mas detallada
(Seelenfreund vy cols., 2011). Para este fin, en esta tesis se propone utilizar un marcador

para la determinacién de sexo y marcadores de microsatélites (SSR), especificos para B.

papyrifera.
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1.6 Marcador molecular para la determinacion de sexo en B. papyrifera

En la base de datos de NCBI se deposité una secuencia para el reconocimiento de
especimenes masculinos de B. papyrifera, obtenida mediante AFLP (GenBank
HQ202152.1, ver Anexo 1). La informacién referente a esta secuencia fue publicada
recientemente (Lianjun y cols., 2012). En este trabajo los autores desarrollaron un
marcador Sequence Tagged Site (STS) a partir de la secuencia obtenida por AFLP con el fin
de diferenciar el sexo de B. papyrifera durante la etapa de plantula, debido a las
diferencias en el valor econédmico y medicinal que tienen plantas masculinas y femeninas
de esta especie en Asia.

La presencia de individuos de ambos sexos en la Polinesia potencialmente daria
cabida a una mayor diversidad genética en la zona, en comparacidon a la que existiria
segln la teoria de la presencia exclusiva de individuos de un solo sexo con reproduccion
exclusivamente clonal, donde la diversidad genética seria reducida. Por esta razén, es de
gran interés conocer la distribucién de sexo de B. papyrifera en las islas de la Polinesia. En
forma simultdnea, la presencia o ausencia de ambos sexos en las distintas islas podria

aportar informacidn para establecer un patrén de dispersidn de la especie en Polinesia.

1.7 Microsatélites

Otro marcador de interés son los microsatélites o SSR, que corresponden a
repeticiones en tandem de secuencias cortas de ADN. Los microsatélites son marcadores
codominantes y elementos frecuentes en todos los genomas eucariontes. Presentan un
alto nivel de polimorfismos y son de facil deteccién por PCR, y de interpretacion
relativamente simple. Entre los usos mds comunes para este tipo de secuencias estan los
tests de paternidad y estudios forenses, y la genotipificacién de variedades y razas para la
agricultura e industria pecuaria (Powell, 1996; Kalia y cols., 2010). Sumando a estas

cualidades, los SSR se escogieron debido a que son de gran utilidad para detectar
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diversidad genética entre individuos de una misma especie en poblaciones de baja
diversidad genética (Arnaud-Haond y cols., 2005).

En la literatura no se han publicado marcadores de SSR para B. papyrifera, pero si
se han descrito 16 loci de SSR para especies del género Morus (Zhao y cols., 2004;
Aggarwal y cols., 2004) y 37 para especies del género Ficus (Khadariy cols., 2001; Giraldo y
cols., 2005; Ahmed vy cols., 2007), ambos géneros estrechamente emparentadas con B.
papyrifera. La literatura describe la transferibilidad de algunos de estos marcadores entre
miembros de la familia de las Moraceas. Por ejemplo, se probd exitosamente la
transferibilidad de marcadores de Ficus a Morus (Giraldo y cols., 2005), lo que se podria
ser explicado por una relativa conservacion de estos loci entre diferentes especies de esta
familia. En nuestro laboratorio se han probado algunos marcadores SSR de Morus en B.
papyrifera con relativo éxito.

En esta tesis se ensayaran nuevos marcadores de SSR especificos para B. papyrifera
que se desarrollaron en la empresa Ecogenics (Suiza); éstos corresponden a 36
marcadores de SSR. El desarrollo de estos marcadores se basa en una combinacién de
protocolos de enriquecimiento y secuenciacion en plataforma 454. Ademds se probardn
otros 13 marcadores desarrollados en Taiwan. Una seleccion de estos marcadores se
utilizard para establecer las relaciones genéticas entre las muestras de distintas islas,
determinando distancias genéticas para establecer un patrén de dispersion.

Al desconocer el genoma de B. papyrifera no es posible calcular el nUmero total de
secuencias de SSR presentes. Sin embargo, en estudios sobre SSR en plantas con genoma
conocido, se determind que en promedio existen 358 secuencias de SSR por Mpb, con un
rango de 191 a 668 SSR/Mpb (Sonah y cols., 2011). Segun el tamafio estimado del genoma
de esta especie (500 Mpb), se calcula un nimero aproximado de 179.000 regiones de SSR.
Para un estudio de diversidad genética se necesita, sin embargo, sélo un reducido numero
de loci para diferenciar individuos. Se considera que no es necesario abarcar el total de
SSR identificados. Por ejemplo, en estudios en vides, una especie con un genoma de
tamanfio similar (483 Mpb), se determind que es posible identificar las distintas variedades

de vides cultivadas mediante el estudio de sdlo 6 loci (This y cols., 2004).
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Considerando el interés por responder las interrogantes formuladas respecto a la
colonizacidén de la Polinesia, proponemos que B. papyrifera es un buen modelo comensal
para resolver esta pregunta. Para ello es necesario detectar diversidad genética entre
ejemplares de esta especie provenientes de las distintas islas del Pacifico y
particularmente de Polinesia, lo cual se facilitard con el uso de marcadores moleculares

especificos para B. papyrifera.

En base a lo anterior se plantea la siguiente interrogante, ¢Es posible determinar
una ruta de dispersion de B. papyrifera en las islas de la Polinesia utilizando un
marcador de sexo? ¢Es posible identificar distintas poblaciones de B. papyrifera entre
individuos de las islas de Oceania Remota mediante el uso de marcadores de SSR

especificos?
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2 Hipotesis

El estudio de polimorfismos genéticos mediante marcadores moleculares de sexo y SSR en
individuos de Broussonetia papyrifera provenientes de Asia y distintas islas del Pacifico,
permite identificar el sexo de los individuos, asi como también identificar poblaciones
genéticamente diferentes, que proporcionen informacién para dilucidar rutas de
dispersién por accién antrdpica para la comprensiéon del proceso de colonizacién de

Oceania Remota.

3 Objetivos

3.1 Objetivo General

Caracterizar la diversidad genética de B. papyrifera provenientes de Asia y distintas islas
del Pacifico utilizando dos tipos de marcadores, un marcador SCAR de sexo y marcadores
microsatélites (SSR), para determinar patrones de dispersion de esta especie vegetal por

accién de los colonizadores polinésicos.

3.2 Objetivos Especificos

1. Desarrollar un banco de ADN gendmico de individuos de B. papyrifera provenientes
de Asia y de distintas islas del Pacifico.

2. Describir la distribucién por sexo de B. papyrifera en las islas del Pacifico usando un
marcador molecular de sexo.

3. Caracterizar la diversidad genética de B. papyrifera en las islas de la Polinesia usando
SSR especificos.

4. Estudiar la relacién entre la diversidad genética y localizacién geografica de los

individuos de B. papyrifera analizados.
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4 Materiales y Metodologias

4.1 Materiales

4.1.1 Reactivos e insumos generales

Baker’s Analyzed (Center Valley, Pennsylvania, EE.UU.): Tiosulfato de Sodio.

Bioplus (Dublin, Ohio, EE.UU.): Bis-acrilamida.

Biotium Inc. (Hayward, California, EE.UU.): GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10.000X.
Fermelo Biotec (Santiago, Chile): Agarosa Lafken p.a.

Life Technologies (Carlsbad, California, EE.UU.): Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit
(Cat# P7589).

Merck (Darmstadt, Alemania): Cloroformo p.a., Etanol p.a., 2-Propanol p.a., Acido Acético
p.a., Formaldehido p.a., Silica Gel, Acrilamida, TEMED (tetrametiletilendiamina).
Promega® (Madison, Wisconsin, EE.UU.): DNA polimerasa GoTaq, MgCl, 25mM, tampdn
Green GoTaq Flexi 5X, dNTPs (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), estandar de peso molecular de
ADN 100 bp, estandar de peso molecular de ADN A/Hindlll.

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EE.UU): CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio),
Silano A-174, Persulfato de Amonio.

USBiological (Swampscott, Massachussets, EE.UU): Tris-Base, EDTA, acido bdrico, urea,
RNasa A (Cat# R2011).

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

Winkler (Santiago, Chile): Nitrato de plata, carbonato de calcio.
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4.1.2 Soluciones y Amortiguadores

Cloroformo: Alcohol isoamilico (24:1, v/v)

Cloruro de sodio 5M

Etanol 70%

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

Tampon TBE 5X: 445 mM Tris, 445 mM acido bérico, 12,5 mM EDTA, ajustado a pH 8,4.
4.1.3 Material Bioldgico - Tejido foliar de Broussonetia papyrifera

Se utilizaron 193 muestras foliares de B. papyrifera provenientes de distintas islas
de Oceania Remota y también de Asia insular y del sudeste asidtico. Las localidades y el

numero de muestras por localidad se indican en la Tabla 4.1.1.

Tabla 4.1.1. Numero de muestras por localidad

Localidad N° muestras
Isla de Pascua 62
Marquesas 14
Tahiti 2
.% Hawai 38
£ | Pitcairn 2
£ |Raiatea 1
Samoa 20
Tonga 19
Fiji 4
50 Taiwan 20
:_(EU + | Japon 5
T = Vietnam 5
Santiago 1
Total 193

* La localizacion geografica de las muestras foliares puede ser observada en la Figura 1.3.
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En el grupo de muestras taiwanesas se incluyen 4 muestras foliares de B.
papyrifera de sexo conocido (sexadas en terreno por presencia de flores), 2 masculinas
(BQUCHO137 y BQUCHO0138) y 2 femeninas (BQUCHO0139 y BQUCHO0140), gentileza del
Dr. K-F. Chung, Universidad Nacional de Taiwdan. Estas 4 muestras fueron denominadas
“grupo control de sexo”.

Las muestras foliares recolectadas previas al inicio de esta tesis (Julio de 2012) se
almacenan a -20°C. Las muestras recolectadas durante el desarrollo de esta tesis se
deshidrataron con silica gel y almacenan a temperatura ambiente segun Nisar y cols.

(2010).
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4.2 Metodologias

4.2.1 Desarrollo de un banco de ADN gendmico de individuos de B. papyrifera.

4.2.1.1 Extraccion de ADN

Las muestras del banco gendmico se prepararon utilizando un método de
extracciéon de ADN descrito para vides (Lodhi y cols., 1994), con algunas modificaciones.
Basicamente, estas modificaciones corresponden al aumento de la concentraciéon de B-
mercaptoetanol de 0,1% a 1% y la eliminacidn del uso de PVP del tampdn de extraccion.

El método de extraccidn consistio en homogeneizar un trozo de tejido vegetal de
aproximadamente 1 cm? con 700 uL del tampdn de extraccién (el B-mercaptoetanol se
agregd al momento de utilizar el tampdn) en un mortero previamente autoclavado. El
homogeneizado se transfirié a un tubo de centrifuga de 2 mL y se incubd a 65°C durante
25 minutos. Posteriormente, el tubo con el homogeneizado se enfrié a temperatura
ambiente y se realizé la extraccidon agregando 600 pL de cloroformo — alcohol isoamilico
24:1. Para favorecer la extraccion, la mezcla fue agitada suavemente por inversién para
formar una emulsién, la cual se centrifugé a 6000 rpm (centrifuga Heraeus Biofuge Pico)
durante 15 minutos a temperatura ambiente, para generar la separacion de las fases. Se
transfirié un volumen de 450 plL de la fase acuosa a un nuevo tubo de centrifuga de 1,6
mL, al cual se le afadieron 225 pyL de NaCl 5M y 900 pL de etanol absoluto a -20°C, se
mezcld suavemente por inversién y se dejé a 4°C durante toda la noche.

A continuacién, se realizaron 2 centrifugaciones consecutivas, 3000 rpm x 3
minutos y 6000 rpm x 3 minutos, a 4°C (Centrifuga Hettich Mikro 22R). El sobrenadante se
descartd y la pella obtenida se lavd con 500 pL de etanol 76% a 4°C. Para eliminar el
etanol del lavado se centrifugd a 6000 rpm x 5 minutos a 4°C (Centrifuga Hettich Mikro
22R), el sobrenadante se descartd y los restos de etanol fueron evaporados a 60°C x 5
minutos (Concentrador Savant SpeedVac®). Finalmente la pella de ADN se resuspendio en
100 pL de aguagq + 1 puL de RNAsa 10 pg/uL y se incubd a 37°C durante 40 minutos. Las

soluciones de ADN se almacenaron a -20°C.
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4.2.1.2 Analisis de integridad de ADN

La integridad del ADN gendmico de cada muestra se analizé mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0,8% en tampdn TBE 0,5X. Las muestras se cargaron
en el gel utilizando una mezcla que contenia 5 pL de ADN gendmico, 1 uL de gel red 100X
y 1 uL de tampdn de carga 6X. En todos los geles se incluyé la carga de un bolsillo con 2 uL
de estandar de peso molecular A/Hindlll con 1 pL de gel red. La electroforesis se realizé a
95V durante 45 minutos o hasta que el frente de corrida alcanzo el final del gel. Las

bandas se visualizaron en un transiluminador UV (A = 312 nm) (MD-20 UV, Wealtec).

4.2.1.3 Analisis de concentracién y pureza de ADN por espectrofotometria

La concentraciéon de ADN se determiné mediante espectrofotometria midiendo la
absorbancia a 260 nm. Se estimd su pureza usando la razéon de absorbancias a 260 nm vy
280 nm. Las mediciones espectrofotométricas se realizaron con los equipos Nanodrop® y

Synergy H1.

4.2.1.4 Analisis de concentracion de ADN por fluorescencia

La concentracion de ADN se determind utilizando Picogreen (Ahn y cols., 1996;
Singer y cols., 1997). La medicidn se realizd con el equipo Synergy Mx, a una longitud de
excitacion de 485 nm y una longitud de emisiéon de 538 nm. Las mediciones se realizaron
en placas Nunc negras de 96 pocillos con fondo plano (Cat. #237108). En cada pocillo se
colocaron 100 pL de una dilucién de ADN gendmico 1:200 en tampdn TE 1X preparado con
agua estéril. Posteriormente a cada pocillo se le afiadid 100 pL de una dilucién 1:200 de
Picogreen, también diluido en tampdn TE 1X preparado con agua estéril.

La concentracion de ADN de las muestras se determind construyendo una curva de
calibracidn con los siguientes puntos: 1000 ng/uL, 800 ng/uL, 500 ng/uL, 50 ng/uL, 5 ng/uL

y 0 ng/uL. Todas las mediciones se realizaron en duplicado.
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4.2.1.5 Preparacion de las diluciones de ADN para reacciones de PCR

Con los resultados obtenidos en la medicidon de concentracién de ADN gendmico
por espectrofotometria se realizaron diluciones de trabajo a 10 ng/ulL para ser utilizadas
en las reacciones de PCR. Con las cuantificaciones obtenidas por la mediciéon de
concentracién por fluorescencia, se realizaron diluciones de trabajo a 0,6 ng/uL. Las

diluciones de trabajo se mantuvieron a 4°C durante el desarrollo de los experimentos.

4.2.2 Descripcion de la distribucion de B. papyrifera seguin sexo en las islas del Pacifico

usando un marcador molecular de sexo.

4.2.2.1 Desarrollo del método Male Marker (MM)

4.2.2.1.1 Diseiio de partidores y prueba de partidores

A partir de la secuencia HQ202152.1 (Anexo 1) se diseflaron tres partidores
mediante el software proporcionado por IDT (http://www.idtdna.com/pages/products/
dna-rna) (Tabla 5.2.1).

Los partidores disefiados se probaron amplificando las cuatro muestras del grupo
control de sexo. Las amplificaciones se realizaron en un volumen total de 20 pL,
compuesto por 2 uL de ADN gendmico 10 ng/ulL, 4 uL de tampdn de PCR 5X, 2 pL de MgCl,
25 mM, 0,5 pL de solucién de dNTPs 25 mM c/u, 1 pL del partidor sentido MMF 5 uM (5
pmoles), 1 uL del partidor antisentido, MMRL o MMRS, 5 uM (5 pmoles), 0,8 uL de ADN
polimerasa GoTaq 5U/uL (4U). El programa de amplificacion consisti6 de una
desnaturacién inicial a 94°C x 5 minutos, seguida de 32 ciclos a 94°C x 1 minuto
(desnaturacién), 53°C x 1 minuto (apareamiento) y 72°C x 1 minuto (elongacion),
finalizando con una extension final a 72°C x 7 minutos. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en los termocicladores TC-512 (Techne) y PCR System 2700 (GeneAmp®). En todas

las reacciones se incluyd un control negativo de amplificacién (agua).
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Los amplicones se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en
tampodn TBE 0,5X. Se cargd en cada bolsillo del gel una mezcla que contenia 5 uL de
producto de PCRy 1 uL de Gel Red 100x. En todos los geles se incluyd un bolsillo con 2 plL
de estandar de peso molecular 100 pb o 1 kb Plus y 1 uL de Gel Red 100X. La corrida se
realizé a 95V hasta que el frente de corrida alcanzo el final del gel. Los amplicones se

visualizaron en un transiluminador UV (A =312 nm) (MD-20 UV, Wealtec).

4.2.2.1.2 Disefio y optimizacion de un PCR duplex: Método Male Marker version 1

(MM.v1)

El PCR duplex se disefid utilizando los tres partidores de la seccién anterior para
formar 2 parejas de partidores. La amplificacién de este PCR duplex se basd en el
protocolo de la seccién 4.2.2.1.1 con algunas optimizaciones. Basicamente, estas
optimizaciones consistieron en ajustar las concentraciones de partidores y la temperatura
de apareamiento. La temperatura de apareamiento se ajusté utilizando un gradiente
entre 53 - 66°C.

Luego de la optimizacidn, las amplificaciones se realizaron en un volumen de 20 uL,
compuesto por 2 uL de ADN gendmico 10 ng/uL, 4 puL de tampdn de PCR 5X, 2 uL de MgCl,
25 mM, 0,5 uL de solucion de dNTPs 25 mM c/u, 2 uL del partidor sentido MMF 5 uM (10
pmoles), 1 uL de cada partidor antisentido, MMRS y MMF, (5 pmoles de cada uno), 0,8 plL
de ADN polimerasa GoTaq 5U/uL (4U). El programa de amplificacién consistié de una
desnaturacién inicial a 94°C x 5 minutos, seguida de 32 ciclos a 94°C x 1 minuto
(desnaturacién), 61°C x 1 minuto (apareamiento) y 72°C x 1 minuto (elongacién),
finalizando con una extension final a 72°C x 7 minutos. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en los termocicladores TC-512 (Techne) y PCR System 2700 (GeneAmp®). En todas
las reacciones se incluyé un control positivo de sexo masculino (BQUCH0137), un control
positivo de sexo femenino (BQUCH0139) y un control negativo de amplificacion (agua).

Los amplicones se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2% en

tampon TBE 0,5X, de acuerdo a lo sefialado previamente (seccion 4.2.2.1.1).
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4.2.2.1.3 Secuenciacion de amplicones MMF - MMRL

Se amplificaron individuos masculinos y femeninos con la pareja de partidores
MMF — MMRL. Estos amplicones fueron purificados con el Kit de purificacion de ADN de
Zymo Research, segun las indicaciones del fabricante. Posteriormente se prepararon los
amplicones para su envio a secuenciacién eliminando el eluyente, mediante evaporacion
durante 10 minutos a 60°C en un concentrador (Savant SpeedVac®).

Los servicios de secuenciacién se contrataron a la empresa coreana Macrogen
(http://www.macrogen.com/eng/). Los partidores necesarios para la secuenciaciones
(MMF y MMRL) se suministraron por nuestro laboratorio, cumpliendo con las condiciones

solicitadas por Macrogen, un volumen de 25 pL a una concentracién de 10 pmoles/pL.

4.2.2.1.4 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron con el software CLC MAIN WORKBENCH
(http://www.clcbio.com/products/clc-main-workbench/), mediante el algoritmo de

alineamiento MUSCLE.

4.2.2.1.5 Rediseiio de partidores

Se disefiaron nuevos partidores para la amplificacién de la region Male Marker,
tomando como base las diferencias polimdrficas observadas en el alineamiento de
secuencias de individuos masculinos y femeninos. Se utilizd el software PrimerSelect de
Lasergene para disefiar y evaluar los partidores. El detalle de los partidores disefiados se

indica en la Tabla 5.2.2.
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4.2.2.1.6 Prueba de partidores redisenados

Los partidores redisefiados se probaron amplificando las 4 muestras del grupo
control de sexo. Las amplificaciones se realizaron en un volumen de 20 uL, compuesto por
2 uL de ADN gendémico 10 ng/uL, 4 pL de tampdn de PCR 5X, 2 uL de MgCl, 25 mM, 0,2 uL
de soluciéon de dNTPs 25 mM c/u, 0,8 uL del partidor disefiado (MM o FM) 5 uM (4
pmoles), 0,8 uL de partidor sentido (MMF) o antisentido (MMRL) (4 pmoles de cada uno)
segun fuese necesario, y 0,2 uL de ADN polimerasa GoTaq 5U/uL (1U). El programa de
amplificacién consistid de una desnaturacion inicial a 94°C x 5 minutos, seguida de 30
ciclos a 94°C x 1 minuto (desnaturacién), 55°C x 1 minuto (apareamiento) y 72°C x 1
minuto (elongacién), finalizando con una extension final a 72°C x 7 minutos. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores TC-512 (Techne) y PCR
System 2700 (GeneAmp®). En todas las reacciones se incluyd un control negativo de
amplificacién (agua). Los amplicones se analizaron por electroforesis en geles de agarosa

al 1,5% en tampdn 0,5X, de acuerdo a lo sefialado previamente (seccién 4.2.2.1.1).

4.2.2.1.7 Disefio y optimizacion de un nuevo PCR duplex: Método Male Marker version 2

(MM.v2)

La optimizacion del método Male Marker version 2 se realizd sobre el protocolo de
prueba de los partidores redisefiados (seccién 4.2.2.1.6), amplificando las 4 muestras del
grupo control de sexo. La optimizacion se centrd en la optimizacidn de las concentraciones
de los partidores y en el tiempo de elongacién.

Finalmente, las amplificaciones se realizaron en un volumen de 20 pL, compuesto
por 2 uL de ADN gendmico 0,6 ng/uL, 4 pL de tampdn de PCR 5X, 2 puL de MgCl, 25 mM,
0,5 pL de solucidon de dNTPs 25 mM c/u, 1,1 pL del partidor sentido MMF 5 uM (5,5
pmoles), 0,8 uL de partidor antisentido MMRS18 5 uM (4 pmoles), 0,3 puL de partidor
antisentido MMRL 5 uM (1,5 pmoles), 0,2 uL de ADN polimerasa GoTaq 5U/uL (1U). El

programa de amplificacién consiste de una desnaturacién inicial a 94°C x 5 minutos,
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seguida de 30 ciclos a 94°C x 1 minuto (desnaturacidn), 55°C x 1 minuto (apareamiento) y
72°C x 45 segundos (elongacién), finalizando con una extension final a 72°C x 7 minutos.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores TC-512 (Techne) y PCR
System 2700 (GeneAmp®). En todas las reacciones se incluyé un control positivo de sexo
masculino (BQUCHO0137), un control positivo de sexo femenino (BQUCH0139) y un control
negativo de amplificacién (Agua). Los amplicones se analizaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1,5% en tampdn TBE 0,5X, de acuerdo a lo sefialado previamente (seccidén

4.2.2.1.1).

4.2.2.2 Determinacion del sexo de las muestras de B. papyrifera del banco genémico.

La determinacién del sexo de las muestras del banco genédmico se realizé utilizando
el MM.v1 en duplicado. Los resultados obtenidos por este método fueron corroborados

utilizando el MM.v2.

4.2.3 Caracterizacion de la diversidad genética de B. papyrifera en las islas de la

Polinesia usando SSR especificos.

4.2.3.1 Desarrollo de marcadores Bropap

Se solicitd el desarrollo de 36 marcadores de microsatélites a la empresa suiza
Ecogenics (www.ecogenics.ch). Estos marcadores se desarrollaron a partir del ADN
gendmico de 10 individuos, correspondientes a genotipos diferentes seleccionados en
nuestro laboratorio utilizando distintos marcadores moleculares.

Ecogenics probd los 36 marcadores desarrollados que denominamos Bropap; para
esto amplificd los loci con el ADN de 7 de los 10 individuos seleccionados por nuestro
laboratorio. Los resultados del informe final enviado por Ecogenics estan resumidos en la

Tabla 4.2.1.
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Tabla 4.2.1. Resumen del informe final de Ecogenics (36 loci de SSR)

Na: numero de alelos, Go: genotipos observados, MA: muestras amplificadas.

Motivo

Rango de

L N MA i i
ocus repetido | tamafio (pb) a | Go Secuencia de partidores

PS: 5'- AAATCTCTTAACCAAACATAGAAATGG - 3'
Bropap_01292 | (TTCC)o 162-182 3|3 (4/7

PA:5'- TCACCATTGAGTAGATGCTATGTG - 3'

PS: 5'- GGCATCGTTTTGACTGTTGG - 3'
Bropap_01931 | (AC)s 185-301 3| 2|5/7

PA: 5' - GCAGTGAGGTAAGGCCCAG - 3'

PS:5' - GGTGGTGATGCAGAACATGC - 3'
Bropap_02075 | (TAG)s 242-248 2| 2|5/7

PA:5'- TTTCCCTCGCGTCAAGATCG - 3'

PS: 5' - CGGAAGAGAGAGATTACAAACTAGC - 3'
Bropap_02214 | (GA) 230-252 |5 |3 |5/7

PA: 5'- ACTTGACCATTCTAAGCAAGACC - 3'

PS:5'- ATTTGTTGCTGCCCAAGGTC - 3'
Bropap_02359 | (AGA)s 175-178 2 | 31|6/7

PA:5'- TTCGCTCCCTTCCCTATTGC - 3'

PS:5' - GGATAGGTTGGAGGAGGGAAC - 3'
Bropap_02386 | (GAT), 140 11|117/7

PA: 5' - GGTGATTCATCATACTCTCCCAC - 3'

PS: 5'- CATGTGGGACCCTGAAAACC - 3'
Bropap_02560 | (AC)is 180-198 | 3 | 3 |5/7

PA: 5' - AGAAGCCGTCTTACTGGGAG - 3'

PS: 5' - GACATCTCATAAAATGTTTAAATCCAG - 3'
Bropap_02801 | (AC)y; 137-171 716(7/7

PA:5'- AATTGCCCTGTAGCATTCCG - 3'

PS: 5' - AAGATGATGCAAGTGGCGTG - 3'
Bropap_03017 | (CT)ys - - | - 10/7

PA: 5' - AAAAATTAGGTCGACGTGGC - 3'

PS: 5' - CAGACTAGGTTGACCGCAAG - 3'
Bropap_03147 | (GT)11 198-200 2|3 |5/7

PA:5'- CACGTTTTGAACCTGGGAGC - 3'

PS: 5' - CCGCAATCCCAAGACAGAAC - 3'
Bropap_03926 | (CT)y, - - | - 10/7

PA:5'- ATTCCCTCCTCATTTGGTCG - 3'

PS: 5'- CTTTGCCATTCCACGAAAAC - 3'
Bropap_04622 | (AC), 149-153 2| 2|47

PA:5' - AGGGGTTTGAGATCATGGGG - 3'

PS:5'- AGTTTGTACTAGGTTTTCACCGC - 3'
Bropap_06819 | (TG):, - - | - 10/7

PA:5' - TCGTGCCGTTCGTAGAGAC - 3'

PS:5'- GGTGCATCGCTGATTTTTGC - 3'
Bropap_07697 | (AC)3 238-240 2| 3 |5/7

PA:5'- CCTGCCAAATACACCAACCG - 3'

PS: 5'- TGTTTAGGGACTGTTACTCTCG - 3'
Bropap_08038 | (CT)is - - | - 10/7

PA:5'- ATTTAGGGGTAGTCAGGGCG - 3'

PS: 5'- AGGTTCACGTCACATTTCGG - 3'
Bropap_10305 | (AAT), 111-117 3|2 |5/7

PA:5' - CTATGGGTGAACAGACCCCC - 3'

PS: 5' - AGAGAGAAAATGCCTTGTGTAGAG - 3'
Bropap_11602 | (AG)y, - - | - |10/7

PA:5'- ATTATGATGGCTCCCCTCGC - 3'
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Continuacion. Tabla 4.2.1. Resumen del informe final de Ecogenics (36 loci de SSR)

Na: numero de alelos, Go: genotipos observados, MA: muestras amplificadas.

Locus MOtI\{O Rangc: de Na | Go | MA | Secuencia de partidores
repetido | tamaiio (pb)

PS: 5'- TTACGTTTCCTCCCACGTCC - 3'
Bropap_15123 | (GA)s 155-167 212 |5/7

PA: 5' - CGCCATTACAAAGTAAACTGCC - 3'

PS: 5'- TTCCAGATCAGCCTTTCGAG - 3'
Bropap_16434 | (AT)qs 74-82 4 | 4 |6/7

PA:5' - AGTGATGAGTCGACCAACCG - 3'

PS:5'- CCTCCTCTACATAACAGGCAG - 3'
Bropap_16591 | (AG), 71-89 715 17/7

PA: 5'- TCGCGATCTTGTAGCCTTCG - 3'

PS: 5' - TGTATTATCTGCACTAAGGATGGC - 3'
Bropap_17909 | (ATT), 140 1|1]5/7

PA:5' - AAATGGATGGTGCCCAAAGC - 3'

PS: 5' - TCCACCATCCAACGATGAAG - 3'
Bropap_20558 | (TAT), 218-222 2|3 |5/7

PA:5' - GGGCTAAACTACCTTGTCCG - 3'

PS: 5' - GACACATGCACTCACAAATGC - 3'
Bropap_20939 | (AG)s 124-144 313 17/7

PA: 5' - GGGGCGATGAAAGACTTGAG - 3'

PS:5'- TGCTAGTTTGGTTTAAGACAGG - 3'
Bropap_21091 | (AC), 166-187 514 |5/7

PA:5' - CAAGGGACAACAGCAATGAAAG - 3'

PS:5'- CCTCCAAGCACCTTTTAGGC - 3'
Bropap_22348 | (TC)s 114-116 212 |7/7

PA: 5'- CGTACGTTGAACAAAATGGACAC - 3'

PS: 5'- CGTCATTTTGCCTTGCCTTC - 3'
Bropap_23758 | (AGA); 203-209 313 17/7

PA:5' - AACAAACCACCCAAGATGCC - 3'

PS: 5'- AAAATGCCTCGCCATTGACC - 3'
Bropap_23810 | (GA);, 164-176 5|3 |(5/7

PA: 5'- CCCACCAAACCTCGAAAACC - 3'

PS: 5'- TGATTTCCGTAGCTCCCCAG - 3'
Bropap_25247 | (TTC), 108 1|1 |7/7

PA: 5' - CGGAACAAAGAAGGACATCGG - 3'

PS: 5'- ACAACAAGTCAACAGAAACCTC - 3'
Bropap_25336 | (TG)is 189-195 | 3| 2 |2/7

PA:5' - ATAGTCAAGCCCTTCGGTGG - 3'

PS: 5'- TCACACTTACACACGGAGGG - 3'
Bropap_25444 | (GA)y, 172-186 6|5 |5/7

PA: 5'- GGTACGTAATTCCCACCACC - 3'

PS: 5' - CCTGCATCTGACACCAAGTC - 3'
Bropap_26773 | (TC)is 177-195 | 4 | 4 |6/7

PA:5'- ATTGCTCTCTTGAGGGGTGG - 3'

PS: 5' - AGAATCACCACTCTCCCTTGG - 3'
Bropap_26985 | (TG)y, 176-190 4 | 4 |7/7

PA:5' - TGGTTTGCTTCATTCAAAAAGTG - 3'

PS: 5' - GCGACATTTGAAACCAACGC - 3'
Bropap_28508 | (GA)14 - - | - 10/7

PA:5'- TTCTCCTTACCAGACACGGC - 3'

PS: 5' - AGAGCAGGGCAAGCAATATC - 3'
Bropap_30248 | (GA)14 95-152 6 | 4 |5/7

PA: 5'- GGTCATCCATTTGTCTGAACCTC - 3'
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Continuacidn. Tabla 4.2.1. Resumen del informe final de Ecogenics (36 loci de SSR)

Na: numero de alelos, Go: genotipos observados, MA: muestras amplificadas.

Locus MOtI\{O Rangc: de Na | Go | MA | Secuencia de partidores
repetido | tamaiio (pb)
PS: 5'- GCTGTCTCTTATAACTATTTTTGCATC - 3'
Bropap_30288 | (GA)u. - - | - 10/7
PA: 5' - ACGTTAGAAACATACCCAACCAAG - 3'
PS: 5' - GGCTGAGCTTCATCACAAATAC - 3'
Bropap_30352 | (AG)4 - - | - 10/7
PA: 5' - AAGAACCGCCCACTCAAAAC - 3'

4.2.3.2 Preseleccion de marcadores de SSR
4.2.3.2.1 Preseleccion de marcadores SSR Bropap

En base a los resultados presentados en el informe final de Ecogenics, se
preseleccionaron 10 marcadores SSR tomando en consideracion el numero de alelos y

genotipos observados (Tabla 4.2.1).
4.2.3.2.2 Preseleccion de marcadores de SSR Bro

Estos marcadores fueron proporcionados gentilmente por el Dr. K-F. Chung,
Universidad Nacional de Taiwdn. La informacién proporcionada de estos marcadores se

presenta en la Tabla 4.2.2.

Tabla 4.2.2. Marcadores Bro

Locus | Motivo repetido Secuencia de partidores

PS: 5' - GCTAGCAGAATCACATCATGC - 3'
Bro01 (AAG)s

PA:5'- TCCATTGTGCATTTTTACGG - 3'

PS:5'- CTGGCTTTTCGTTTTGAGGA - 3'
Bro02 (GAA),

PA: 5'- GACCTTTGTCCGCTGAAATC - 3'

PS: 5' - ATAGAGGCCTTGGGGTTCAC - 3'
Bro03 (TC)sTAT(TC)s

PA: 5' - AGCAGTCGTACCTTGTCGTC - 3'

PS: 5'- CTCTTCGACGACGACGATCT - 3'
Bro04 (GA)q

PA: 5' - ACCGCCATTGGAAGCTGA - 3'

PS: 5' - CGATGACGCAAGCACAGTTA - 3'
Bro06 (TC)4(CT)s

PA:5'- TTCCTAAACTTCGAGAATCTCACT - 3'

PS: 5'- GCTTTCTGTACCCCCAAATG - 3'
Bro07 (TC)2,

PA:5'- TTCTTTAGCTCGAGGGCGTA - 3'
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Continuacion. Tabla 4.2.2. Marcadores Bro

Locus | Motivo repetido Secuencia de partidores

PS: 5'- TAGACCCACCTCCCAAACAG - 3'
Bro08 (TC)1s

PA:5'- ATTCGGAGGCATCTGAGAGA - 3'

PS: 5' - GACAATGCCTGCACATGAGT - 3'
Bro09 (CTT)s

PA:5' - ATGTCCTTAACGGGTGCAAT - 3'

PS: 5'- TTGCAATGCATTAAAGAAAAACA - 3'
Brol0 (TTC)e

PA: 5' - GGCAGATTTTCCACCACAAC - 3'

PS: 5' - CCGCAAAGTCGAAAAGAAAT - 3'
Broll (GA),q

PA:5'- CCTCCTTTCCTTTGTCACCA - 3'

PS:5' - AGAGAGGGACAACATCAACGA - 3'
Brol3 (GA)q

PA:5'- TGGTCTGTGACCCATTTCTTC - 3'

PS:5'- GCTTAGAACCGCTTGACGAG - 3'
Brol4 (GA)1

PA:5' - TACGCACCTTGTGCTGGTAA - 3'

PS:5'- CCGTAGCGATCTTCCAGAAA - 3'
Bro15 (CAAA),,

PA: 5' - AAAGAAATGGCGGAAATGTG - 3'

4.2.3.2.2.1 Amplificacion de marcadores de SSR por PCR para geles de agarosa y

poliacrilamida

Las amplificaciones se realizaron en un volumen total de 20 pL, compuesto por 2
uL de ADN gendmico 10 ng/uL, 4 puL de tampodn de PCR 5X, 2 puL de MgCl, 25 mM, 0,2 pL
de solucion de dNTPs 25 mM c/u, 1 uL de cada partidor 5 uM (5 pmoles de cada partidor)

y 0,8 puL de ADN polimerasa GoTaq 5U/uL (4U). El programa de amplificacion consistié de

una desnaturacion inicial a 94°C x 5 minutos, seguida de 30 ciclos a 94°C x 1 minuto, 55°C

x 1 minuto y 72°C x 1 minuto, finalizando con una extensién final a 72°C x 7 minutos

(termocicladores Techne TC-512 y GeneAmp® PCR System 2700). En todas las reacciones

se incluyd un control negativo de amplificacion (Agua).
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4.2.3.2.2.2 Electroforesis en geles de Agarosa

Los amplicones se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en

tampodn TBE 0,5X, de acuerdo a lo sefialado previamente (seccién 4.2.2.1.1).

4.2.3.2.2.3 Electroforesis en geles de Poliacrilamida

Los amplicones se desnaturaron agregando un volumen de tampén de carga
(formamida 95%, xilencianol 1 mg/mL y EDTA 10 mM pH 8,0), calentando durante 5
minutos a 95°C y poniendo de inmediato en hielo antes de cargar. Se cargaron 3 uL de
cada muestra en un gel de poliacrilamida y se realizé una electroforesis en camara de
secuenciacion (Vertical Gel Electrophoresis System S2001, Life Technologies) durante
aproximadamente dos horas utilizando una potencia de 90W, 50 mA, en tampdn TBE 0,5X.
La electroforesis se realizé cuidando que el gel se mantuviera a una temperatura media de
50°C. Antes de cargar las muestras, el gel se precalentd a 50°C.

Los geles de poliacrilamida se prepararon con acrilamida/bisacrilamida (19:1) al 6%
final de acrilamida, en tampdn TBE 0,5X con urea 7,5 M y utilizando vidrios de 35 x 45 cm.
Los vidrios que se utilizaron se lavaron con agua y etanol. Un vidrio fue cubierto con 500
uL de Repel-silano ES y el otro se cubrié con 1 mL de etanol que contenia 3 pL de Silane A-
174 y 5 plL de acido acético al 10%. Una vez secos los vidrios, las superficies tratadas se
enfrentaron cara a cara con un sistema de apretadores y separadores, ademas de una
peineta de dientes de tiburdn invertida. La mezcla de polimerizacidn contenia 70 mL de
solucién de acrilamida-urea al 6% a la que se agregd 163 ulL de persulfato de amonio al
10% y 88 uL de TEMED para polimerizar.

Los fragmentos de ADN separados se tifieron con nitrato de plata, siguiendo el
protocolo Silver Sequencing System (Promega). Para ello, el vidrio que llevaba adherido el
gel de poliacrilamida se incubd en 2 L de 4cido acético 10% durante 30 minutos. Tras lavar
con agua destilada, el vidrio con el gel se incubd durante 40 minutos en 2 L de soluciéon de

nitrato de plata 1 g/L que contenia 3 mL de formaldehido y luego se revel6 con 1 L de
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solucién de carbonato de sodio 30 g/L con un cristal de tiosulfato de sodio y 1,5 mL de
formaldehido. El revelado se prolongd durante 2 a 3 minutos, hasta que las bandas se
contrastaron lo suficiente en relacién al fondo.

Los fragmentos tefiidos en el gel de poliacrilamida fueron escaneados para guardar
un registro. Se determind el tamafio de los alelos de microsatélites con la ayuda de un

estandar de ADN.

4.2.3.3 Amplificacion de marcadores de SSR por PCR para EC

Las amplificaciones para EC se realizaron utilizando el método de marcaje universal
descrito por Schuelke (2000). EI método utiliza tres partidores, siendo dos de ellos
partidores sentido y uno anti-sentido. Uno de los partidores sentido consiste en el
partidor de interés ligado a una secuencia universal M13 (cola M13) en su regién 5’. El
otro partidor sentido corresponde a la misma secuencia M13 (cola M13) marcada con un
fluorocromo en el extremo 5’. De esta manera los amplicones generados por la pareja
M13/sentido y antisentido sirven para anclar un nuevo partidor sentido que
corresponderia a la cola M13 marcada en el extremo 5’, generandose asi un amplicén
marcado con un fluorocromo. En la Figura 4.2.1 se presenta un esquema de la

metodologia descrita.
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Figura 4.2.1. Esquema de amplificacion de microsatélites utilizando la marcacién con la

cola M13.

A. Partidor sentido con secuencia universal M13 en el extremo 5’ (M13/sentido).

B. Partidor antisentido.

C. Cola M13 (M13) marcada con fluorocromo en el extremo 5’.

D. Primeros ciclos de amplificacion con el M13/sentido (A) y el partidor antisentido (B).

E. El amplicon producido en los primeros ciclos de amplificacion (D) sirve como templado
a los ciclos posteriores con la cola M13 marcada como partidor (C) y el partidor
antisentido (B).

F. En la dltima etapa se obtiene un amplicén marcado con fluorocromo en la regién 5’, el
cual se analiza posteriormente mediante electroforesis capilar (Schuelke, 2000).

Las amplificaciones se realizaron utilizando un volumen de reacciéon de 20 uL,
compuesto por 2 uL de ADN gendmico 10 ng/uL, 4 puL de tampdn de PCR 5X, 2 uL de MgCl,
25 mM, 0,2 pL de solucion de dNTPs 25 mM c/u, 0,16 pL de partidor sentido-con cola 5
uM (0,8 pmoles), 0,64 pL de partidor antisentido (2,4 pmoles), 0,64 pyL de colaM13
marcada con fluoréforo (2,4 pmoles), y 0,2 uL de ADN polimerasa GoTaq 5U/uL (1U). El
programa de amplificacidon consiste de una desnaturacion inicial a 95°C x 15 minutos, una
etapa de 30 ciclos a 95°C x 30 segundos, [temperatura de apareamiento] x 45 segundos y
72°C x 45 segundos, a 72°C x 7 minutos, otra etapa de 8 ciclos a 95°C de 30 segundos,
55°C x 45 segundos y 72°C x 45 segundos, finalizando con una extension final a 72°C x 30
minutos. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores TC-512 (Techne)
y PCR System 2700 (GeneAmp®). En todas las reacciones se incluyé un control negativo de

amplificacién (agua).
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Todos los loci fueron amplificados con una temperatura de apareamiento de 56°C,
excepto los loci Bro08, Bropap_ 20558, Bropap_02214, Bropap_23758 y Bropap_25444
gue fueron amplificados usando una temperatura de apareamiento de 55°C.

Las amplificaciones fueron confirmadas por electroforesis en geles de agarosa al
1,5% en tampodn TBE 0,5X, de acuerdo a lo sefialado previamente (seccion 4.2.2.1.1). Las

colas M13 utilizadas para cada grupo de marcadores SSR se detallan en la Tabla 4.2.3.

Tabla 4.2.3. Secuencias M13 utilizadas para cada marcador SSR

Marcadores SSR | Secuencia M13
Bropap 5’- TGTAAAACGACGGCCAGT -3’

Bro 5’- CACGACGTTGTAAAACGAC -3’
*Ambas colas M13 se enviaron a sintetizar con fluorocromos 6-Fam y Ned.

4.2.3.4 Analisis de amplicones por Electroforesis capilar (EC)

Los analisis por EC se contrataron al Departamento de Ecologia de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile. Los electroferogramas se visualizaron con el software Peak
Scanner™ v1.0 de Life Technologies, y el tamafio de los alelos se registré en tablas Excel

para su posterior analisis informatico.

4.2.3.5 Analisis de diversidad genética

Los andlisis informaticos de la diversidad genética se realizaron con GenAlEx 6.5
(Peakall y Smouse, 2012). Este software se utilizdé para calcular el nimero de alelos (Na),
numero de alelos efectivos (Ne), el analisis de coincidencias multilocus para datos
codominantes, el andlisis de coincidencias multilocus por locus para un incremento en la
combinacion de los 14 loci y el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Las significancias
estadisticas para las desviaciones del EHW en el andlisis multilocus fueron calculadas con

Genepop 3.4 (Rousset, 2008).
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Los potenciales cuellos de botella para las poblaciones estudiadas fueron
evaluados con el programa Bottleneck aplicando el test de Wilcoxon (Cornuet y Luikartt,

1996; Piry y cols., 1999) segun los modelos mutacionales AIM y SMM.

4.2.4 Estudio de la relacion entre la diversidad genética y localizacion geografica de los

individuos de B. papyrifera analizados.

4.2.4.1 Analisis de estructura de poblaciones

4.2.4.1.1 Analisis de distancia genética y construccion de dendrogramas

Las matrices de distancia genética y los dendrogramas se calcularon utilizando el
software Populations 1.2.31 (http://bioinformatics.org/populations/).

Las distancias genéticas de las poblaciones se calcularon utilizando los coeficientes
de distancia genética de Cavalli-Sforza (1967) y de Goldstein (1995). Ambas matrices de
distancia genética se utilizaron para confeccionar dendrogramas mediante el algoritmo de

agrupamiento Neighbour-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987).

4.2.4.1.2 Analisis bayesiano de estructura de poblaciones

Se utilizo el software Structure 2.3.4 (Pritchard y cols., 2000) para analizar la
estructura genética del grupo estudiado. Los posibles conglomerados genéticos presentes
en el grupo de estudio se calcularon utilizando un modelo bayesiano de mezclas.

La primera aproximacion al numero real estimado de posibles conglomerados
genéticos (K) se realizd entre un rango de simulaciones de 1 — 15, corriendo el programa
con un numero de iteraciones para MCMC y burnin de 50.000 y 5.000, respectivamente.
Cada valor K se calculé de 10 corridas independientes.

El valor K real estimado se calculd a partir de los valores de AK (Evanno y cols.,
2005), que corresponden a la razén de cambio del valor del logaritmo de la probabilidad

de los datos [Ln Pr(X/K)]. El valor K real estimado obtenido fue comprobado en una
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segunda corrida, esta vez utilizando un rango de simulaciones entre 1 — 8, corriendo el
programa con un numero de iteraciones para MCMC y burnin de 750.000 y 500.000,

respectivamente. Cada valor K se calculé de 20 corridas independientes.

4.2.4.2 Analisis de coordenadas principales (PCoA)

El andlisis de coordenadas principales (Abdi y cols., 2012) se realizé con GenAlEx
6.5 (Peakall y Smouse, 2012), utilizando una matriz de distancia genética calculada con un

coeficiente de distancia genética genotipico — codominante.

4.2.4.3 Anailisis de distancia geografica v/s distancia genética

El andlisis de distancia geogréfica v/s distancia genética se realizdé con GenAlEx 6.5
(Peakall y Smouse, 2012). Este software se utilizd para comparar una matriz de distancia
geografica y otra matriz de distancia genética mediante un test de Mantel (Mantel, 1967).
Ambas matrices también fueron construidas con GenAlEx 6.5.

La matriz de distancia geografica se calculd a partir de las latitudes y longitudes de
cada localidad. Estas coordenadas fueron obtenidas utilizando Google Earth 7.1.1.1888
(http://www.google.es/intl/es/earth/index.html).

La matriz de distancia genética se calculd utilizando un coeficiente de distancia
genética genotipico — codominante (Peakall y Smouse, 2012). El test de Mantel se realizé

usando 9.999 permutaciones.
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5 Resultados

5.1 Desarrollo de un banco de ADN gendmico de individuos de B. papyrifera.

Se construyé un banco gendmico compuesto por 193 muestras de ADN, cuya
concentracion, pureza y grado integridad se presentan en la Tabla | del Anexo 2. El banco
gendmico se construyé utilizando muestras foliares de B. papyrifera provenientes de
distintas islas de Oceania Remota en el Pacifico, y también de Asia, que corresponde al

habitat nativo de esta especie.

5.1.1 Extraccion y determinacion de integridad de ADN

Las muestras del banco gendmico se prepararon utilizando un método de
extraccion de ADN descrito para vides (Lodhi y cols., 1994), con las variaciones respecto al
protocolo original descritas en materiales y métodos. Ambas modificaciones se adoptaron
en nuestro laboratorio para esta especie, previas al desarrollo de esta tesis. A modo de
ejemplo, en la Figura 5.1.1 se muestran algunas preparaciones de ADN gendmico en las
gue se aprecia la presencia de una banda de ADN de alto peso molecular, mayor a 23 Kb,
en todas las muestras. Se observa ademds poco chorreo, lo que indicaria un bajo grado de
degradacion de ADN en las muestras. La flecha muestra la presencia de ARN en 4

muestras.
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Figura 5.1.1. Perfil electroforético de ADN genémico de muestras de B. papyrifera.

Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Carril 1: estandar de ADN A/Hind Ill, carril 2: BQUCHO0152 (lIsla de
Pascua), carril 3: BQUCHO0100 (Tonga), carril 4: BQUCHO0115 (Fiji), carril 5: BQUCH0064 (Hawai), carril 6:
BQUCHO0138 (Taiwan), carril 7: BQUCH0140 (Taiwdn), carril 8: BQUCHO0134 (Santiago), carril 9:
BQUCHO0141 (Japdn), carril 10: BQUCHO144 (Japdn), carril 11: BQUCHO0045 (Islas Marquesas), carril 12:
Estandar de ADN A/Hind Il1.

Se observd presencia de una banda gendmica en el 87 % de las muestras. Asi como

también se observd presencia de RNA en el 42% de las preparaciones.

5.1.2 Medicidon de las concentraciones de ADN

5.1.2.1 Espectrofotometria: concentracion y pureza

Las concentraciones de ADN de las muestras se determinaron inicialmente
mediante espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 nm. Se estimd su pureza
mediante la razén de absorbancias a 260 nm y 280 nm. El 51,8% de las muestras mostrd
una absorbancia en el rango de 1,8 — 2,0, mientras que el 42,6% de las muestras obtuvo
absorbancias mayores a 2,0 y el otro 5,6% restante menor a 1,8. Los resultados obtenidos

para cada muestra se detallan en la Tabla | del Anexo 2.

39



5.1.2.2 Fluorescencia

Las concentraciones de ADN gendmico también fueron cuantificadas utilizando el
colorante fluorescente Picogreen. Este es un método de cuantificacion ultra-sensible, de
alta afinidad por el ADN de doble hebra, el cual no presenta un aumento significativo en la
determinacién de la concentracion en presencia de contaminantes como RNA,
polisacaridos o polifenoles, como si ocurre en la cuantificacion por métodos
espectrofotométricos (Ahn y cols., 1996; Singer y cols., 1997). En la Figura 5.1.2 se
muestra una de las curvas de calibracidon utilizada en la determinacién de la
concentracion por fluorescencia, la totalidad de las curvas de calibracién utilizadas se
detallan en el Anexo 3.

Al comparar las mediciones de concentracidén realizadas con ambos métodos,
observamos que el 87,5% de las muestras presentan cuantificaciones
espectrofotométricas entre 2,5 — 50 veces mayores a las mediciones registradas usando
Picogreen. El otro 12,5% presenta diferencias mayores a 50 veces. Esta variaciéon puede
deberse principalmente a la presencia excesiva de ARN, polisacaridos y polifenoles que se
co-extrajeron durante la extraccién de ADN. Razones similares a las observadas nos fueron
informadas por Ecogenics al enviar los ADN gendmicos necesarios para el desarrollo de
marcadores microsatélites.

Con las mediciones obtenidas por fluorescencia se realizaron diluciones de 0,6
ng/uL de ADN gendmico para las reacciones de amplificacion. Este valor se calculé como la
dilucién de ADN gendmico necesaria para generar una amplificacién equivalente a las
amplificaciones de PCR donde se habia utilizado como sustrato diluciones de ADN 10
ng/uL, preparadas en base a mediciones de espectrofotometria. Las amplificaciones
usadas para esta comparacion fueron aquellas en las cuales se observd bandas, facilmente
perceptibles al ojo, en geles de agarosa donde se cargaron 5 pL del producto de Ia
amplificacién por PCR. En el caso de las muestras BQUCH0050, BQUCHO0078 y BQUCH126,
que tenian concentraciones menores a 0,6 ng/uL, no se realizaron diluciones y se trabajo

directamente a partir del material de extraccion.
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Figura 5.1.2. Ejemplo de curva de calibracion utilizada en Ia
cuantificacion de ADN con Picogreen.

Curva de calibracion utilizada en la medicion de concentracion por
fluorescencia.

5.1.3 Amplificabilidad del banco genémico

Se consideré como criterio de funcionalidad del banco gendmico el que las
muestras fueran amplificables. Para ello se probé amplificando cada una de las muestras
con el marcador especifico para B. papyrifera MM.v1, en reacciones de PCR descritas en la
seccion 5.2.4. Con este marcador amplificaron 189 de las 193 muestras del banco
gendmico (97,9%). Las cuatro muestras que no mostraron amplificacion (BQUCH0040,
BQUCHO0050, BQUCH0053, BQUCHO078) fueron analizadas con el marcador ITS1. También
se analizaron otras 9 muestras con este marcador (ITS1), las que presentaban una débil
amplificacién que hacia dificil su interpretacion con el marcador MM.v1. En la Figura 5.1.3

se presenta la amplificacién del ADN de estas 13 muestras con ITS1.
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Figura 5.1.3. Analisis de amplificacion con el marcador ITS1.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Carril 1: Estdndar de ADN, carril 2: control positivo,
carril 3: BQUCHO0009, carril 4: BQUCH0040, carril 5: BQUCHO0O050, carril 6: BQUCHO0053, carril 7:
BQUCHO0069, carril 8: BQUCH0078, carril 9: BQUCH0108, carril 10: BQUCHO0114, carril 11:
BQUCHO0115, carril 12: BQUCHO0116, carril 13: BQUCH0170, carril 14: BQUCHO0178, carril 15:
BQUCHO0183, carril 16: Control negativo de amplificacion.

*Muestras que no amplificaron con el marcador MM.v1.

Como se observa en la Figura 5.1.3, 12 de las 13 muestras analizadas si
amplificaron utilizando el marcador ITS1. En cambio, la muestra BQUCHO0078 (carril 8)
tampoco amplificd con este segundo marcador.

La muestra BQUCHO053 no amplificd con el marcador MM.v1, sin embargo con
ITS1 mostré una intensa amplificacion, aunque generando un amplicén de un tamafio
ligeramente menor al de las otras muestras de B. papyrifera (carril 6, Figura 5.1.3). Este
amplicon fue secuenciado y se buscaron secuencias homélogas en BLAST, encontrando
88% de identidad con regiones ITS1 de 7 especies del género Citrus, por los que esta
muestra fue excluida de todos los analisis.

La muestra BQUCHO0078 tampoco amplificd con ITS1 (carril 8). La cuantificacién de
ADN por fluorescencia indicé un valor cercano a 0 y en el gel de integridad no se observé
banda gendmica ni rastros de degradacion. Probablemente esta extraccién de ADN tuvo
un bajo rendimiento por el deterioro de la muestra, ya que correspondia a una muestra
almacenada desde noviembre de 2008 a -20°C. Esta muestra también fue descartada de
los estudios genéticos posteriores.

Las otras dos muestras, BQUCH0040 y BQUCHO0050, presentaron una débil
amplificacién con el marcador de ITS1, que fue atribuida a diluciones de ADN gendmico de

trabajo menores a las esperadas. Estas muestras si fueron utilizadas en los ensayos
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posteriores, pero con diluciones de ADN gendmico realizadas a partir de las mediciones
hechas por fluorescencia. Se utilizé este mismo criterio para las otras nueve muestras que
presentaban una débil amplificaciéon con el marcador MM.v1.

En resumen, el banco gendmico constituido inicialmente por 193 muestras, luego
de este analisis, quedo conformado por 191 muestras de ADN de B. papyrifera de alta
pureza y funcionalidad comprobada segun los criterios descritos. Las muestras
BQUCHO0053 y BQUCHO0078, si bien se presentan en la Tabla | del banco gendmico,
quedaron descartadas para los andlisis posteriores, por no corresponder a la especie en el
caso de BQUCHO0053, y por no tener una concentracion de ADN cuantificable, en el caso

de BQUCHO0078.
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5.2 Descripcidon de la distribucion por sexo de B. papyrifera en las islas del Pacifico

usando un marcador molecular de sexo.

Es de interés determinar el sexo de individuos de B. papyrifera de la Polinesia,
porque se desconoce su distribucién por sexo en esta zona y porque la presencia de uno o
ambos sexos en las distintas islas podria tener incidencia en la potencial diversidad
genética de esta planta. Con este objetivo, se desarrollé un método para la identificacién
del sexo de las muestras del banco gendmico, utilizando como base la secuencia
HQ202152.1 (Anexo 1), depositada en GenBank por los autores Lianjun y cols. como un
marcador masculino de B. papyrifera. Esta secuencia de STS fue obtenida a partir de AFLP,
y posteriormente publicada por Lianjun y cols. (2012).

A partir de la secuencia descrita, en esta tesis se disenaron tres partidores
mediante un software especifico (IDT, http://www.idtdna.com/pages/products/dna-rna)
(Tabla 5.2.1). Estos partidores corresponden a un partidor sentido o Forward (MMF) y a
dos partidores antisentido o Reverse (MMRS y MMRL). La pareja de partidores MMF -
MMRL genera un amplicon de 425 pb, mientras la pareja MMF — MMRS genera un

amplicon de menor tamaiio (271 pb).

Tabla 5.2.1. Partidores disefiados para la region del marcador masculino.

Partidor Secuencia 5’ - 3’

Sentido (MMF) AGC CCT TTG GAT CGC GAC TTA GAA
Antisentido (MMRS) | TGT CAA CGT CAT CAT CGT CGT CGT
Antisentido (MMRL) | CTG GAC AAG ACC AACTTT GAATCCG

Con el fin de ensayar la utilidad de los partidores disefiados para la determinacion
de sexo en B. papyrifera, se utilizaron 4 muestras sexadas fenotipicamente (dos
masculinas y dos femeninas) provenientes de Taiwan (ver grupo control de sexo en
materiales y métodos, seccion 4.1.3). Las condiciones de amplificacion ensayadas se
detallan en la seccion 4.2.2.1.1 de materiales y métodos. Inicialmente se realizaron
amplificaciones independientes con cada pareja de partidores, como se detalla a

continuacion.
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5.2.1 Prueba de la pareja de partidores MMF — MMRL

La PCR con la pareja MMF — MMRL presentdé amplificacién de un fragmento de
menos de 500 pb (Figura 5.2.1), de acuerdo a lo esperado. Esta amplificacion se considera
especifica, pues no amplifica ADN de Morus alba ni Broussonetia kazinoki, especies
cercanamente relacionadas, como se muestra en el carril 2 para M. alba. Otros resultados
obtenidos en el laboratorio confirman que este marcador es especie-especifico
(resultados no publicados, A. Fuentes). Por el contrario, todas las muestras de B.

papyrifera presentan amplificacidn, independiente del sexo.

500 pb —> w ‘ ——— e o
400 pb —> el 9 bol) By e

300 pb —>

Figura 5.2.1. Amplificacion con la pareja de partidores MMF — MMRL.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Carril 1: Estdndar de ADN 100pb, carril 2: Morus
alba, carril 3: BQUCHO0140 (Taiwan @), carril 4: BQUCHO0139 (Taiwan ), carril 5:
BQUCHO0138 (Taiwan ), carril 6: BQUCHO0137 (Taiwan ), carril 7: BQUCHO0001 (Isla de
Pascua), carril 8: control negativo de amplificacién (H,0).

5.2.2 Prueba de la pareja de partidores MMF - MMRS

La PCR utilizando la pareja MMF — MMRS presenté amplificacién de un fragmento
de alrededor de 300 pb (Figura 5.2.2), también de acuerdo a lo esperado. Sin embargo, se
observé una amplificacién diferencial entre las muestras masculinas y femeninas (Figura

5.2.2). Los resultados obtenidos sugieren ademas que esta amplificacién es especifica para
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B. papyrifera, pues nuevamente no se detectd amplificacion en una muestra de ADN de

M. alba (carril 2).

400 pb —> w—

000> =

200 pb —> s

Figura 5.2.2. Amplificacion diferencial segiin sexo con la pareja de partidores MMF — MMRS.
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. Carril 1: Estandar de ADN 100pb, carril 2: Morus alba,
carril 3: BQUCHO140 (Taiwéan ), carril 4: BQUCHO0139 (Taiwan ©), carril 5: BQUCH0138 (Taiwan
&), carril 6: BQUCHO0137 (Taiwan ), carril 7: BQUCHO0001 (Isla de Pascua), carril 8: control
negativo de amplificacién (H,0).

En la Figura 5.2.2 se observa que los individuos de sexo masculino (carriles 5 y 6)
presentan una amplificacion intensa, mientras que los individuos de sexo femenino
(carriles 3 y 4) presentan bandas de tamafo similar, pero de menor intensidad. Segun este
analisis, una muestra de B. papyrifera proveniente de Isla de Pascua, escogida al azar,
parece corresponder a un individuo femenino (carril 7). En este ensayo, la amplificacion
observada en individuos femeninos es de mucho menor intensidad que en los individuos
masculinos. Con el fin de eliminar una posible ambigiiedad en la interpretacion de los
resultados, se decidié optimizar las condiciones de la PCR para desarrollar un ensayo en el

cual las muestras de ADN de especimenes femeninos no presenten amplicon.
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5.2.3 Disefio de una PCR Duplex

La estrategia del PCR duplex correspondia a una amplificacion que discrimine
individuos femeninos de masculinos y al mismo tiempo un control de amplificacién
asociado. Para esto, se disefié una metodologia de PCR duplex (que denominamos
“método Male Marker”) utilizando de manera simultanea las dos parejas de partidores. En
esta PCR-duplex, el amplicon MMF — MMRL corresponde a un control de amplificacion,
mientras que el amplicon MMF — MMRS identifica la presencia de individuos masculinos.
El control de reaccion permite obtener un amplicédn para todos los individuos, lo cual es
especialmente importante para las muestras femeninas de B. papyrifera, dado que esta
PCR se ha disefiado para que los individuos femeninos no presenten amplificacién con el
marcador masculino (MMF — MMRS). Por lo tanto, la inclusién de un control de
amplificacién es indispensable para la identificacidn certera de individuos femeninos.

En la Figura 5.2.3 se muestra un esquema del disefio de la PCR duplex, en el cual el
amplicon de mayor tamaio (425 pb) corresponde al control de amplificacién, mientras la
presencia de la banda de menor tamafio (271 pb) identifica a los individuos de sexo

masculino.
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Figura 5.2.3. Disefio experimental del método Male Marker.
A. Esquema de la reaccién de PCR-duplex con partidores y amplicones generados.
B. Gel de agarosa al 2%. Carril 1: Estdndar de ADN 100 pb, carril 2: BQUCHO0137 (),

carril 3: BQUCHO0139 ().

5.2.4 Optimizacidon de la PCR duplex mediante un gradiente de temperatura

Con el fin de eliminar totalmente la banda de 271 pb del amplicén MMF — MMRS
en los individuos de sexo femenino, se optimizaron los parametros de la PCR. Para ello se
realizaron reacciones de PCR-duplex con un gradiente de temperaturas de 53 a 66°C.

En la Figura 5.2.4 se comparan amplificaciones a 60 y 66°C usando muestras
sexadas (BQUCH0137 (&), BQUCHO139 (Q)) y muestras de la coleccién gendmica. A 60°C
se observa una menor amplificacion del fragmento de 271 pb en individuos femeninos. A
66°C se mantiene la amplificacidn de la banda de 271 pb sélo en individuos masculinos, sin
embargo en algunos individuos se pierde incluso la amplificacién de los fragmentos de

control de amplificacion.

48



602C 662C

9 10 11 12 13

Figura 5.2.4. Optimizacion de la PCR duplex del método de Male Marker.

Carril 1: Estandar de ADN 100 pb. Carriles 2-7 amplificaciones a 602C (carril 2: BQUCH0137
(&), carril 3: BQUCHO0139 (9), carril 4: BQUCHO0134, carril 5: BQUCH0001, carril 6:
BQUCHO0130, carril 7: control de amplificacion (H,0)). Carriles 8-13 amplificaciones a 662C
(carril 8: BQUCHO0137 (), carril 9: BQUCHO139 (), carril 10: BQUCHO0134, carril 11:
BQUCHO0001, carril 12: BQUCHO0130, carril 13: control negativo de amplificacion (H,0)).

Con el fin de optimizar la reacciéon de PCR duplex se hizo un barrido entre 61 y
65°C. En este barrido se observé que la temperatura de apareamiento dptima para este
protocolo correspondia a 61°C. En la Figura 5.2.5 se observa amplificacién con la pareja
MMF — MMRL en todas las muestras (Control de amplificacion) y la presencia de un
segundo amplicén con la pareja MMF — MMRS sélo en los individuos masculinos. Se debe
notar que la banda del control de amplificacidn resulta de mayor intensidad que la banda

para discriminar individuos masculinos.

1 2 3 4 5 6 7
- —
s BB
400&,3 - — | —
300 pb —> W
-
3 ?

Figura 5.2.5. Amplificacion con el método Male Marker a una temperatura de
apareamiento de 612C.

Carril 1: Estandar de ADN 100 pb, carril 2: BQUCH0137 (), carril 3: BQUCHO0139 (),
carril 4: BQUCHO0134, carril 5: BQUCHO0001, carril 6: BQUCH0130, carril 7: control
negativo de amplificacion (H,0).
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Las condiciones de amplificaciéon para el método Male Marker versién 1 (MM.v1)

finalmente definidas se detallan en la seccion de materiales y métodos.

5.2.5 Anadlisis de la region de unidn al partidor MMRS en individuos femeninos

Se investigaron las diferencias a nivel de secuencia que daban cuenta de la

eficiencia diferencial en la amplificacion de las muestras de individuos masculinos y

femeninos con la pareja de partidores MMF — MMRS. Con este fin, se enviaron a

secuenciar a Macrogen, amplicones de 20 individuos femeninos, de distintas localidades,

utilizando la pareja MMF — MMRL. Se eligié el amplicén de la pareja MMF — MMRL debido

a que contiene la secuencia de apareamiento del partidor MMRS.

En la Figura 5.2.6 se muestra un alineamiento de 20 individuos de una secuencia

de 24 pb, que corresponde a la regidn de unién del partidor MMRS. En el alineamiento se

incluye la secuencia masculina de referencia HQ202152.1.

HQ202152.1
BQUCH_0042
BQUCH_0043
BQUCH_0047
BQUCH_D085
BQUCH_0090
BQUCH 0112
BQUCH_0115
BQUCH_0116
BQUCH_0117
BQUCH_0118
BQUCH_0121
BQUCH_0127
BQUCH 0142
BQUCH_0144
BQUCH_0145
BQUCH_0149
BQUCH 0152
BQUCH_0174
BQUCH_0178
BQUCH_0181

Consensus ACGACGACGA CGGCGGCTTT GACA

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G|

GOHOOOOOGO OO OOanoaaaa
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%

e CCACGACE CBeCBECTT A

Figura 5.2.6. Alineamientos de la
region de apareamiento del
partidor MMRS.

Alineamiento de la regién de
unién al partidor MMRS en
distintas muestras de islas del
Pacifico y la region de unidn al
partidor de la  secuencia
HQ202152.1.
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Los resultados de la secuenciacién indican que las secuencias de los 20 individuos
femeninos analizados presentan cinco cambios puntuales de una base en la regién de
apareamiento del partidor MMRS con respecto a la secuencia HQ202152.1. Esto podria
explicar el menor apareamiento del partidor MMRS en las muestras de sexo femenino, y
dar cuenta de la diferencia encontrada en la eficiencia de la reaccion de amplificacidn.
También explicaria por qué a mayores temperaturas no hay amplificacién de esta

secuencia en individuos femeninos.

5.2.6 Rediseiio del partidor MMRS

Los resultados de la seccion anterior indicaron la presencia de 5 cambios de
nucledtidos concentrados en la region central de apareamiento del partidor MMRS en
individuos femeninos respecto a la secuencia HQ202152.1. En base a estas observaciones,
se propuso que un redisefio del partidor MMRS podria aumentar su especificidad,
actuando como un marcador SCAR, independiente de |la temperatura.

Los cambios propuestos al partidor MMRS consistieron en disefiar un nuevo
partidor que también apareara con la secuencia masculina HQ202152.1, pero en esta
ocasion desplazando la regién de apareamiento, ubicando la zona de los 5 cambios
nucleotidicos respecto a la secuencia encontrada en individuos femeninos al extremo 3’
del partidor. También se sugirié reducir su tamafio a 18 pb para aumentar el porcentaje
de bases desapareadas en los individuos de sexo femenino. Los partidores fueron
disefiados en versiones sentido y antisentido, considerando utilizar como pareja de
amplificacién los partidores MMRL y MMF, respectivamente. Para ambos partidores,
también se disefiaron versiones de 24 pb por si se perdia la especificidad en las versiones
de 18 pb. Ademas, se disefiaron 4 partidores adicionales siguiendo la misma ldgica, pero
en esta ocasién orientados a aparearse con la secuencia nucleotidica encontrada en
individuos femeninos, con el objetivo de obtener también un marcador femenino (FM). La
Figura 5.2.7 muestra un esquema con la ubicacion de los partidores en la zona de

apareamiento. Las secuencias de los partidores disefiados se muestran en la Tabla 5.2.2.
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Figura 5.2.7. Esquema de apareamiento de los partidores disefiados para reemplazar al MMRS.

En rojo se muestra la regidn de apareamiento con el partidor MMRS. Se subrayan los cambios
nucleotidicos entre ambas secuencias, masculina y femenina respectivamente.

A. Ubicacién de los partidores disefiados para aparear con la secuencia masculina sobre la secuencia de
referencia masculina HQ202152.1.

B. Ubicacion de los partidores disefiados para aparear con la secuencia femenina sobre la secuencia de la
muestra BQUCH0042, obtenida por secuenciacion.

Tabla 5.2.2. Partidores disefiados para el reemplazo del partidor MMRS

Partidor Mer | Secuencia 5' - 3'
MMFS18 (Sentido) 18 | ACG ACG ACG ATG ATG ACG
MMFS24 (Sentido) 24 | CCA GTG ACG ACG ACG ATG ATG ACG

MMRS18 (Antisentido) 18 | GCCATG TCAACG TCATCA
MMRS24 (Antisentido) 24 | TCAAAA GCCATG TCAACG TCATCA

FMFS18 (Sentido) 18 | ACG ACG ACG ACG GCG GCT

FMFS24 (Sentido) 24 | CCA GTG ACG ACG ACG ACG GCG GCT
FMRS18 (Antisentido) 18 | TCC ATG TCA AAG CCG CCG

FMRS24 (Antisentido) 24 | TCA AAATCCATG TCA AAG CCG CCG

*MM: marcador masculino, FM: marcador femenino, F: partidor sentido, R: partidor antisentido.

5.2.7 Prueba de partidores rediseiiados

Las amplificaciones de PCR para probar los partidores redisefiados se realizaron de
acuerdo al protocolo de la seccion 4.2.2.1.6, usando como control las cuatro muestras del
grupo control de sexo. En la Figura 5.2.8 se muestra la comparacion de los patrones de
amplificacién generados por las parejas de partidores MMF — MMRS, MMF — MMRS18 y
MMF — FMRS18.
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Figura 5.2.8. Comparacion de los patrones de amplificacion de las parejas de partidores MMF-MMRS,
MMF-MMRS18, MMF-FMRS18.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. Carril 1: Estandar de ADN 1Kb plus, carriles 2-6 amplificaciones
con la pareja MMF-MMRS (carril 2: BQUCHO0137 (Taiwan ), carril 3: BQUCH0138 (Taiwan &) carril 4:
BQUCHO0139 (Taiwan ), carril 5: BQUCH0140 (Taiwan ), carril 6: control de amplificacion (H,0)),
carriles 7-11 amplificaciones con la pareja MMF-MMRS18 (carril 7: BQUCHO0137 (Taiwan &), carril 8:
BQUCHO0138 (Taiwdn ) carril 9: BQUCHO0139 (Taiwan @), carril 10: BQUCH0140 (Taiwan @), carril 11:
control de amplificacion (H,0)), carriles 12-16 amplificaciones con la pareja MMF-FMRS18 (carril 12:
BQUCH0137 (Taiwan (), carril 13: BQUCH0138 (Taiwan ) carril 14: BQUCH0139 (Taiwan Q), carril 15:
BQUCHO0140 (Taiwan ?), carril 16: control negativo de amplificacién (H,0)).

Las amplificaciones de PCR generadas por las tres parejas de partidores
comparadas presentaron amplicones de un fragmento de alrededor de 300 pb (Figura
5.2.8), de acuerdo a lo esperado. En la imagen también observamos que el nuevo partidor
antisentido MMRS18 disenado para aparearse selectivamente con individuos masculinos
genera amplificacion sélo en individuos de este sexo, a una temperatura en que el
partidor MMRS aun presenta una leve amplificacion en individuos femeninos. EI mismo
comportamiento fue observado con su versién de 24 pb (MMRS24, datos no mostrados).
Por otro lado, nuestro partidor FMRS18 disefiado para aparear sélo con individuos
femeninos muestra un grado de amplificacion similar entre individuos masculinos vy
femeninos.

Las amplificaciones con los partidores sentido disefiados para el marcador
masculino (MMFS18 y MMFS24) presentaron bandas inespecificas. Sin embargo, el

partidor MMFS18 presenta un patrén caracteristico para individuos masculinos (datos no
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mostrados). El partidor MMFS24 no muestra diferencias en la amplificacién de individuos
masculinos y femeninos, al igual que todos los partidores disefiados para el marcador

femenino (datos no mostrados).

5.2.8 Optimizacion de un nuevo método Male Marker versiéon 2 (MM.v2)

Con el fin de obtener un balance entre la banda amplificada para el control de
amplificacién y la banda que discrimina los individuos masculinos, se optimizé un nuevo
protocolo duplex de amplificacion sobre |la base del protocolo utilizado para probar los
partidores redisefiados. La optimizacién se trabajé sobre las concentraciones de
partidores y el tiempo de elongacion en la PCR. Se definieron finalmente como éptimas las
condiciones indicadas en el protocolo de la seccién de materiales y métodos (seccién
4.2.2.1.7).

En las amplificaciones con el método MM.v2 se utilizaron las diluciones de ADN
gendmico a 0,6 ng/uL. Estas diluciones se prepararon en base a las cuantificaciones de
ADN con el colorante fluorescente Picogreen, con el objetivo de normalizar las diluciones
respecto a su contenido real de ADN y obtener amplificaciones de similar intensidad en
todos los casos. A modo de ejemplo, en la Figura 5.2.9 se muestran los resultados

obtenidos en 16 muestras utilizando el método MM.v2.
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Figura 5.2.9. Analisis de sexo con el método MM.v2

Carril 1: Estandar de ADN 1Kb, carril 2: BQUCH0137 (control &), carril 3: BQUCHO0139 (control @), carril
4: BQUCHO0194, carril 5: BQUCHO0195, carril 6: BQUCH0201, carril 7: BQUCH0202, carril 8: BQUCH0203,
carril 9: BQUCHO0204, carril 10: BQUCH0204d, carril 11: BQUCH0205, carril 12: BQUCH0208, carril 13:
BQUCH0208d, carril 14: BQUCH0209, carril 15: BQUCH0210, carril 16: BQUCH0211 , carril 17:
BQUCHO0212, carril 18: BQUCHO0213, carril 19: control negativo de amplificacion (H,0).

Desde el punto de vista funcional, en la Figura 5.2.9 se observa un amplicén de
alrededor de 300 pb para el control masculino y para otras cinco muestras, que
corresponde al tamafio esperado. Segun el analisis estas muestras corresponderian a
individuos de sexo masculino. Asimismo se observa una banda de alrededor de 500 pb
para todas las muestras, la cual corresponderia al amplicén “control de amplificacién”,
banda que también es del tamafio esperado. Se observa un nivel de amplificacién similar
para ambas bandas en los individuos masculinos, cumpliendo con el objetivo de la
optimizacién.

El andlisis es muy reproducible, lo cual se prueba con el resultado de las muestras
analizadas en los carriles 10 y 13 (BQUCH0204d y BQUCH0208d), que corresponden a
duplicados bioldgicos de las muestras en los carriles 9 y 12, respectivamente.

En cuanto a la distribucion de sexo, en la Figura 5.2.9 se observa presencia de
individuos masculinos y femeninos en las muestras de Hawai y Vietnam. También
observamos exclusivamente individuos femeninos en la Isla de Pascua, lo cual es

representativo del resto de las islas de la Polinesia, excepto Hawai, seglin nuestros
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analisis. El nuevo método MM.v2 se aplicé sobre la totalidad del banco genémico con el

objetivo de comparar con los resultados obtenidos previamente con el MM.v1.

5.2.9 Distribucidn de sexo de B. papyrifera segin el marcador Male Marker

El analisis de la distribucién de sexo se realizé utilizando las versiones MM.v1 y
MM.v2. Una vez determinada la reproducibilidad del método se analizaron las 191
muestras del banco genémico, con el fin de determinar el sexo de todos los ejemplares. A
continuacion se presenta un resumen de los resultados obtenidos del analisis de todas las
muestras con el marcador de sexo. Se ilustra la distribucion de B. papyrifera por sexo en
cada isla (Figura 5.2.10). La informacidn detallada de cada muestra se presenta en la Tabla
I del Anexo 2.

Los resultados obtenidos con el método MM.v2 fueron consistentes con los
resultados del método MM.v1, con la excepcién de la muestra BQUCHO0126. En el caso de
esta muestra, en el primer analisis de MM.v1, dio un débil patréon femenino, y en su
replicado no amplificé. Al realizar la corroboracién por MM.v2, la muestra resulté ser
masculina. Esta discordancia pudo deberse a una mala interpretacion del resultado
durante el analisis con el método MM.v1 debido a la débil amplificacién que presenté esta
muestra en el primer analisis, y a la no amplificacion durante el replicado. Dado que el
MMv2 es un método optimizado, se determind finalmente que el sexo de esta muestra es
masculino. También se logré amplificar dos muestras que no amplificaron con el método
MM.v1. Estas muestras corresponden a la BQUCH0040 y la BQUCHO0050, las cuales

finalmente fueron identificadas como individuos femeninos.
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Distribucion de sexo de B. papyrifera en Asia
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Figura 5.2.10. Resumen de la distribucidon por sexo

localidad.

mediante el método Male Marker por

A. Se muestran los resultados para la distribucion de sexo en las 3 localidades asiaticas

estudiadas.

B. Se muestran los resultados obtenidos para las islas de la Polinesia estudiadas.

En el habitat nativo de esta especie, se deberia encontrar individuos de ambos

sexos en una proporcion cercana al 50%, lo que es confirmado con los resultados

experimentales de esta tesis. Los individuos de Taiwan, Japén y Vietnam presentan

proporciones de 40-60%, 60-40% y 40-60%, respectivamente, entre individuos femeninos

y masculinos. Por otra parte, los resultados indican que en las islas de Oceania Remota el

sexo de la poblacion de B. papyrifera es femenino en todas las islas analizadas, a

excepcion de Hawai. La distribucion por sexo encontrada en Hawai, de un 52-48% entre
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individuos femeninos y masculinos, podria sugerir una historia diferente respecto a la
introduccion de B. papyrifera en esta isla. Estos resultados se correlacionan con otros
resultados preliminares realizados en nuestro laboratorio con un marcador de cloroplasto
(regidn inter-génica ndhF - rpl16), el cual mostré diferencias genotipicas entre Hawai y el
resto de Polinesia (resultados no mostrados).

En resumen, se desarrollé un método de PCR duplex para la identificacion del sexo
de las muestras de B. papyrifera y de esta manera se determind su distribucion por sexo

en muestras provenientes de diversas islas de la Polinesia y de su habitat nativo.
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5.3 Caracterizacion de la diversidad genética de B. papyrifera en las islas de la Polinesia

usando marcadores de SSR especificos.

B. papyrifera es una especie diploide, a la que se atribuye una baja variabilidad
genética en el sector de Polinesia, producto de su propagacidon vegetativa en esta zona
(Seelenfreund y cols., 2011). Por esta razén se propone un analisis utilizando marcadores
de SSR, los cuales han mostrado &ptimos resultados en poblaciones de estas
caracteristicas (Arnaud-Haond y cols., 2005).

Este trabajo se realizd sobre un conjunto de 49 marcadores de microsatélites

especificos para B. papyrifera, los cuales son clasificados como:

e Marcadores Bropap: corresponden a 36 marcadores de microsatélites enviados a
desarrollar a la empresa suiza Ecogenics (www.ecogenics.ch) en el marco del proyecto
Fondecyt 1120175. Estos marcadores se desarrollaron a partir del ADN gendmico de
10 individuos con genotipos diferentes, seleccionados en nuestro laboratorio con la
ayuda de diversos marcadores moleculares. Estas 10 muestras corresponden a una
muestra masculina y una femenina de Taiwan y otras dos muestras, también
masculina y femenina, de Japdén, determinadas por el método Male Marker. También
incluimos una muestra masculina de Hawai; al momento de la seleccion ésta era la
Unica muestra masculina identificada en la regién de Polinesia. Por andlisis de ITS
seleccionamos la muestra de Santiago (de origen asiatico), que presenta un genotipo
distinto al encontrado en Polinesia. Las otras 4 muestras provienen de distintas islas
de Polinesia, y fueron seleccionadas debido a que nuestro analisis por SSR tiene como
finalidad encontrar diferencia en el interior de esta zona, lo cual no se habia logrado
con otros marcadores.

Ecogenics hizo analisis preliminares de estos 36 marcadores con ADN de siete de los
10 genotipos enviados.
e Marcadores Bro: corresponden a 13 marcadores de microsatélites desarrollados en

Taiwdn (gentilmente enviados por el Dr. K.-F. Chung, Universidad Nacional de Taiwdn)
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que ampliaron el conjunto de SSR disponibles a un total de 49 marcadores para el

estudio.

En nuestro laboratorio se realizaron ensayos preliminares de SSR para seleccionar
los mejores marcadores para la genotipificacién del banco gendmico. Para estos ensayos
se utilizaron las siete muestras de ADN analizadas por Ecogenics mds la muestra
BQUCHO0035, procedente de Isla de Pascua, conformando un grupo de ocho muestras

(grupo de prueba de genotipificacion, ver Tabla 5.3.1).

Tabla 5.3.1. Muestras que conforman el grupo de prueba de genotipifcaciéon para el

analisis mediante SSR.

Muestra Localidad
BQUCHO0035 Isla de Pascua
BQUCHO0045* Marquesas
BQUCHO0064* Hawai
BQUCH0100* Tonga
BQUCHO0115* Fiji
BQUCH0138* Taiwan
BQUCHO0140* Taiwan @
BQUCHO0141* Japén

* Muestras utilizadas por Ecogenics en el analisis preliminar de los 36 marcadores desarrollados

Con este grupo se ensayd una preseleccién de loci de SSR a partir de los 49 loci
iniciales, utilizando dos criterios: a) seleccién de loci que presentaban mayor niumero de

alelos y b) discriminacién entre los distintos genotipos.

5.3.1 Preseleccion de los marcadores Bropap

La empresa Ecogenics envidé un informe final, el cual se resume en la Tabla 4.2.1 de
la seccion de materiales y métodos. En este informe se presenté un perfil preliminar de
electroforesis capilar para los 36 marcadores, ensayados en siete de las muestras del

grupo de prueba de genotipificacion. Estos datos sirvieron de base para la preseleccién de
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10 marcadores (Tabla 5.3.2). Estos marcadores se seleccionaron segun la cantidad de

alelos que presentaban y por la presencia de distintos genotipos.

Tabla 5.3.2. Marcadores Bropap preseleccionados (10 loci de SSR)

Locus repetido | tamenoph) | |0 |
Bropap_02214 (GA) 1o 230-252 5 3|5/7
Bropap_02801 (AC)11 137-171| 7| 6| 7/7
Bropap_16591 (AG)y7 71-89| 7| 5| 7/7
Bropap_20558 (TAT), 218-222 2 3| 5/7
Bropap_20939 (AG)13 124-144| 3| 3| 7/7
Bropap_23758 (AGA), 203-209| 3| 3|77
Bropap_25444 (GA)14 172-186| 6| 5|5/7
Bropap_26773 (TC)1s 177-195| 4| 4|¢/7
Bropap_26985 (TG)1, 176-190 4 41 7/7
Bropap_30248 (GA)14 95-152| 6| 4| 5/7

* Na: numero de alelos, Go: genotipos observados, MA: muestras amplificadas.

5.3.2 Preseleccion de los marcadores Bro

La informacion proporcionada por el Dr. K.-F. Chung para los 13 marcadores
facilitados correspondia a los motivos repetidos y la secuencia de sus partidores.
Desconociamos una estimacion de numero y tamano de los alelos (Tabla 4.2.2, materiales
y métodos).

Para estimar la riqueza alélica de cada marcador en nuestros individuos y
determinar sus correspondientes tamafios se realizd un primer barrido con las muestras
del grupo de prueba. Para esto, se realizaron reacciones de PCR para cada marcador, que
fueron evaluadas en geles de agarosa al 1,5%. Se observé amplificacién en 10 de los 13
marcadores. Para los 3 marcadores que no amplificaron (Bro01, Bro11, Bro14) se modificé
la temperatura de apareamiento, sin embargo, no se lograron resultados satisfactorios,
por lo que se eliminaron del estudio.

Los amplicones generados por 8 de los 10 marcadores con los que se continud el

estudio, se analizaron por electroforesis en geles de secuenciacidn de poliacrilamida (PAA)
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al 6% en condiciones desnaturantes revelados mediante tincién con nitrato de plata. A
modo de ejemplo, en la Figura 5.3.1 se observan los perfiles de los marcadores Bro03 y
Bro04. El SSR Bro03 fue descartado para el analisis genotipico debido a que presentaba un
perfil monomorfico. EI SSR Bro04 a su vez, muestra preliminarmente siete genotipos
diferentes para las 10 muestras ensayadas. Este marcador fue preseleccionado para el
primer barrido por electroforesis capilar, pese a que mostraba varios alelos en cada

muestra, esperando que los electroferogramas fueran de mas fécil interpretacion.

Figura 5.3.1. Perfiles genotipicos de los loci Bro03 y Bro04 en electroforesis en gel de PAA al 6%.
A. Locus Bro03. Carril 1: BQUCH0152 (Isla de Pascua), carril 2: BQUCH0100 (Tonga), carril 3:
BQUCHO0115 (Fiji), carril 4: BQUCHO0064 (Hawai), carril 5: BQUCHO0138 (Taiwan), carril 6:
BQUCHO0140 (Taiwan), carril 7: BQUCHO0134AA (Santiago), carril 8: BQUCH0141 (Japdn), carril 9:
BQUCHO0144 (Japon), carril 10: BQUCH0045 (Islas Marquesas).

B. Locus Bro0O4. Carril 1: BQUCHO152 (Isla de Pascua), carril 2: BQUCHO0100 (Tonga), carril 3:

BQUCHO0115 (Fiji), carril 4: BQUCHO0064 (Hawai), carril 5: BQUCHO0138 (Taiwan), carril 6:
BQUCHO0140 (Taiwan), carril 7: BQUCHO134AA (Santiago), carril 8: BQUCHO0141 (Japdn), carril 9:
BQUCHO0144 (Japon), carril 10: BQUCHO045 (Islas Marquesas).

Finalmente, de los ocho loci analizados por PAA, tres presentaron un patrén
monomérfico, por lo cual fueron descartados, y cinco loci presentaron un patrén
polimdrfico (Tabla 5.3.3). Estos cinco loci fueron preseleccionados y se agregaron
directamente los marcadores Brol3 y Brol5 (Tabla 5.3.3), que no habian sido analizados

previamente por PAA.
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Tabla 5.3.3. Resumen de informacién obtenida preliminarmente para los SSR Bro

Locus Motivo Rango de Patrén
repetido tamanio (pb)
*Bro02 (GAA);, 200-230 Polimérfico
Bro03 (TC);TAT(TC)s | 140-150 Monomérfico
*Bro04 (GA)q 170-230 Polimérfico
Bro06 (TC)4(CT)s 220-280 Monomérfico
*Bro07 (TC)5, 200-250 Polimérfico
*Bro08 (TC)17 200-250 Polimérfico
Bro09 (CTT)s 200-250 Monomoérfico
*Brol0 (TTC)e 200-230 Polimérfico
* Brol3 (GA)lo - -
*Bro15 (CAAA), - -

* Marcadores Bro preseleccionados

5.3.3 Anadlisis de marcadores preseleccionados

El andlisis de los 17 marcadores preseleccionados (10 loci Bropap y 7 loci Bro), con
las ocho muestras del grupo de prueba de genotipificacidon se realizé en dos etapas.
Primero se amplificaron las muestras con un método de PCR para electroforesis capilar
(EC), el cual utiliza un sistema de marcaje universal (Schuelke, 2000) y una posterior
separacion de los amplicones por EC.

En base a los resultados obtenidos en los primeros ensayos de prueba, se procedio
a seleccionar los loci que se utilizarian para el andlisis de todas las muestras del banco
gendmico. Como se menciond anteriormente, son de interés los SSR que presenten el
mayor numero de alelos posibles, que permitan una interpretacién sin ambigliedades y
que diferencien entre los diferentes genotipos.

A modo de ejemplo, en la Figura 5.3.2 se observan los electroferogramas para cada
muestra del grupo de prueba de genotipificacidn utilizando los marcadores Bropap_16591
y Bropap_02801. Se aprecian sefiales o picos faciles de asignar para las ocho muestras

analizadas.
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A. Locus Bropap_16591 B. Locus Bropap_02801
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Figura 5.3.2. Comparacion de los electroferogramas de los Loci Bropap_16591 y
Bropap_02801.

Se observa la presencia de diferentes alelos y genotipos para las ocho muestras del
grupo de prueba de genotipificacion en ambos locus.

A. El locus Bropap_16591 diferencia 5 genotipos distintos.

B. El locus Bropap_02801 distingue 6 genotipos diferentes.

En la Figura 5.3.2 se observa un patrdn diferente para cada muestra proveniente
del habitat nativo de la especie y también para la muestra de Hawdi en ambos loci.
Ademas el locus Bropap_16591 muestra un patrén distintivo para el resto de Polinesia,
mientras el locus Bropap_02801 incluso identifica dos genotipos distintos en las muestras
de esta regidn. Por lo tanto, ambos marcadores cumplen con los requisitos que buscamos

en la seleccién de marcadores SSR para la genotipificacién.
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Después de este primer barrido se eliminaron del estudio los marcadores Bro02 y
BroO4. El marcador Bro0O2 se descartd por ser de naturaleza monomorfica para las
muestras del grupo de prueba de genotipificacién. EIl marcador Bro04 se elimind por
presentar multiples alelos de dificil analisis e interpretacion (datos no mostrados). Este
resultado es coherente con lo obtenido en los geles de PAA (ver Figura 5.3.1B).

Finalmente, se utilizaron los 15 loci seleccionados para genotipificar las 191
muestras del banco gendmico. El detalle del tamafio de los alelos identificados en cada

individuo se especifica en la Tabla Ill del Anexo 5.

5.3.4 Seleccion de datos para el analisis estadistico

Para los anadlisis estadisticos de la genotipificacién se excluyd el locus
Bropap_23578 debido a que no presenté amplificacién para 15 muestras. Al mismo
tiempo este locus mostraba un comportamiento monomoérfico en todas las muestras de
Polinesia en las que si amplificé, excepto en la muestra BQUCH0040 de Marquesas, lo que
podria explicarse como una mutacion somatica. Por otra parte, se excluyeron del analisis
nueve muestras por no presentar amplificacién en uno o varios de los 14 loci finales a
analizar. Se eliminaron también del estudio las muestras BQUCHO063 y BQUCH0134,
procedentes de Raiatea y Santiago de Chile respectivamente, por ser muestras Unicas de
cada localidad. El detalle de los loci y las muestras excluidas se indican en la Tabla Il del
Anexo 5.

De esta manera, el andlisis estadistico se realizé utilizando la informaciéon reunida

con 14 loci sobre 180 muestras de nuestro banco gendmico.
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5.3.5 Anadlisis de la diversidad genética

Se identificd un total de 168 alelos en el analisis. En la regidn asidtica se
encontraron 151 alelos diferentes en 29 individuos analizados, mientras que en Polinesia
se encontraron sélo 63 alelos diferentes en un total de 151 individuos. De estos alelos, 17
fueron exclusivos de la regién de Polinesia, de los cuales 11 fueron exclusivos de la
poblacién hawaiana. El resumen de los alelos identificados por cada marcador se indica en

la Tabla 5.3.4.

Tabla 5.3.4. Resumen de los alelos identificados por SSR

Locus faa:i?'iode Numero de alelos observados
alélico (pb) | Total | Polinesia | Asia | Compartidos | AEP
1 | Bropap_02801 158-191 9 6 7 4 2
2 | Bropap_16591 62-107 | 12 50 12 5/ 0
3 | Bropap_20939 140-194 12 3| 10 1 2
4 | Bropap_20558 236-242 5 3 5 3 0
5| Bropap_02214 239-274 17 9| 15 7 2
6 | Bropap_25444 176-244 22 6| 19 3 3
7 | Bropap_26773 197-233 11 4 9 2 2
8 | Bropap_26985 196-209 5 3 3 0
9 | Bropap_30248 102-175| 21 5( 20 4| 1
10 | Bro07 200-293 17 4| 16 3 1
11 | Bro0O8 205-239 17 6| 15 4 2
12 | Brol0 206-212 2 2 0
13 | Brol3 239-245 3 3 0
14 | Bro15 166-240 8 4 6 2 2
Total 168 63| 151 46| 17

Promedio por Locus 12 4,5(10,8 3,3

* AEP = Alelos Exclusivos de Polinesia.

Mediante un analisis de coincidencias multilocus para datos codominantes
realizado con GenAlEx, se identificaron en total 59 genotipos diferentes en las 180
muestras de estudio. En la regién asidtica se diferenciaron 28 genotipos para los 29

individuos estudiados (96,6 %), con dos muestras no diferenciadas que comparten un
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genotipo. Ambas son provenientes de Taiwan y fueron enviadas por una misma persona;
ignoramos si éstas provienen de un mismo individuo o corresponden a clones.

En la zona de Polinesia se identificaron 31 genotipos en las 151 muestras (20,5 %).
Los ejemplares de Fiji tienen el mismo genotipo, que es compartido con uno de los siete
genotipos encontrados en las muestras de Tonga. A su vez las muestras de Hawdi también
comparten dos genotipos con ejemplares de Tonga. Los ejemplares procedentes de
Marquesas comparten sus tres genotipos, uno con Tahiti, otro con Hawai y el tercero con
Isla de Pascua. Este corresponde al genotipo mayoritario encontrado en Isla de Pascua.

Se realizé un analisis de coincidencias multilocus por locus para un incremento en
la combinacién de los 14 loci utilizados mediante GenAlEx, donde se pone a prueba la
capacidad de diferenciacién del conjunto de 14 loci de microsatélites analizados. En la
Tabla IV del Anexo 6, observamos que utilizando solamente los datos obtenidos de los
marcadores Bro08, Bropap_02214 y Bropap_30248 se diferencian todos los genotipos
encontrados en la region asiatica, excepto las dos muestras taiwanesas mencionadas
anteriormente. Esta observacidon no cambia al agregar al analisis los datos de los otros 11
marcadores de microsatélites, pese al alto porcentaje de loci polimdrficos encontrados en
las muestras asiaticas también con estos 11 marcadores.

En las tres poblaciones de la regidn asiatica se observo un ligero desequilibrio del
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), estadisticamente significativo segun el anélisis
multilocus, por déficit de heterocigosidad para las poblaciones de Taiwan y Vietham. Los
valores del coeficiente de endogamia se estimaron en 0,138 para Taiwan y en 0,182 para
Vietnam. Por otro lado, la poblacion de Japén mostré un EHW, con un coeficiente de
endogamia de -0,024 (Tabla 5.4.2).

En Polinesia, nuestra region de interés, las poblaciones de B. papyrifera en las
distintas islas mostraron un notorio desequilibrio en el EHW, producto de un exceso de
heterocigosidad estadisticamente significativo en todas las islas, excepto en Hawai donde
se observd un ligero desequilibrio de HWE, también estadisticamente significativo. En

base a los valores de heterocigosidades se calculé el coeficiente de endogamia (F) para
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todas las islas. En Hawai se encontrd un coeficiente de endogamia de -0,068, mientras el

resto de las islas de Polinesia se obtuvieron valores entre -0,751 y -1,000.

En las Tabla 5.3.5 y Tabla 5.3.6 se muestra un resumen de los resultados obtenidos

en el andlisis de diversidad genética con los 14 loci en cada poblacion. El detalle de cada

locus por poblacion se muestra en la Tabla V del Anexo 6.

Tabla 5.3.5. Resumen del analisis de diversidad genética en Asia

Locus | Localidad N |Go PLP Na Ne Ho He F p multilocus
o 7,429 3,883 0,556 0,656 0,138

Taiwan 19 18 | 100,00% 0,000
todos +0,998| +0,639| +0,043| +0,046| *0,043

los | Japén 5 5| 7143% 2,071 1,602 0,300 0,296 | -0,024 0,255
loci +0,267| +0,164| +0,072| +0,063| +0,089
4,571 3,396 0,543 0,636 0,182

Vietnam 5 5| 100,00% 0,000
+0,488| +0,498| +0,085| +0,043| +0,120

N: tamafio de muestra, Go: genotipos observados,

PLP: porcentaje de loci polimérficos, Na: niumero de

alelos, Ne: numero de alelos efectivos, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada,
F: coeficiente de endogamia.

Tabla 5.3.6. Resumen del analisis de diversidad genética en Polinesia

Locus | Localidad N Go PLP Na Ne Ho He F p multilocus
Isla de 2,071 1,723 0,643 0,337 -0,919

60 6| 64,29% 0,000
Pascua 1t 0,322 | +0,159| +0,133| +0,070| *0,040
1,857 1,727 0,643 0,338 -0,919

Marquesas 12 3| 64,29% 0,000
+0,231| +0,160| +0,133| +0,071| +0,044

Tahiti 5 5| 64.29% 1,929 1,881 0,643 0,357 -0,837 0.039

71 +0,245| +0,231| +0,133| +0,076| +0,068 ’

o 1,643 1,643 0,643 0,321 -1,000

todos | Pitcairn 2 1| 64,29% 0,026
los +0,133| +0,133| +0,133| +0,066| *0,000

loci | Hawi 37 13| 100,00% 3,929 3,015 0,676 0,631 -0,068 0,000
+0,355| +0,284| +0,085| +0,032| +0,127
1,857 1,700 0,643 0,339 -0,751

Samoa 17 41 71,43% 0,000
+0,177| +0,144| +0,133| +0,066| +0,167

Tonga 18 71 78.57% 2,143 1,697 0,655 0,342 -0,784 0,000
+0,275| +0,140| +0,129| +0,065| +0,100
1,643 1,643 0,643 0,321 -1,000

Fiji 3 1| 64,29% 0,000
+0,133| +0,133| +0,133| +0,066| +0,000

N: tamano de muestra, Go: genotipos observados,

PLP: porcentaje de loci polimdrficos, Na: nimero de

alelos, Ne: numero de alelos efectivos, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada,
F: coeficiente de endogamia.
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La probabilidad de encontrar cuellos de botella genéticos en las poblaciones
estudiadas fue analizada con el programa Bottleneck (Cornuet y Luikartt, 1996; Piry y cols.,
1999), aplicando el test de Wilcoxon para los modelos mutacionales IAM y SMM. Segun la
literatura, el test de Wilcoxon es la mejor opcidn para calcular cuellos de botella cuando
se utiliza un nimero de loci menores a 20 (Piry y cols., 1999), como ocurre en este
estudio.

La presencia de cuellos de botella fue estadisticamente significativa para todas las
islas de la Polinesia segun los modelos de AIM (modelo mutacional de alelos infinitos,
segun su sigla en inglés) y SMM (modelo mutacional por pasos, segln su sigla en inglés),
sin embargo el andlisis en Tonga sdlo fue estadisticamente significativo segun el modelo
IAM (Tabla 5.3.7). Este andlisis no se realizd en las poblaciones de Tahiti y Pitcairn debido
al bajo nimero de muestras. En las localidades de la regién asiatica, como era de esperar,

no se observaron cuellos de botella.

Tabla 5.3.7. Significancias del analisis de cuellos de botella genéticos segin los modelos

IAM y SMM.
Test de Wilcoxon
Poblacion 1AM SMM
Taiwan 0.54163 0.17261
Japon 0.69531 0.76953
Vietnam 0.71484 0.19373
Isla de Pascua 0.00195 0.00977
Marquesas 0.00195 0.00195
Hawai 0.00006 0.00116
Samoa 0.00195 0.00488
Tonga 0.01221 0.27832
Fiji 0.00195 0.00195
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5.4 Estudio de la relacion entre la diversidad genética y localizacion geografica de los

individuos de B. papyrifera analizados.

5.4.1 Distribucidn de sexo versus localizacion geografica

La distribucion por sexo no es la misma en el habitat nativo que en la zona de
Oceania Remota, mientras en el habitat nativo observamos la presencia de individuos de
ambos sexos, en Polinesia sélo se observan individuos de sexo femenino. La excepcidn la
constituyen las muestras de Hawai, entre las cuales se observaron individuos de ambos
sexos (Figura 5.4.1). Las observaciones en Hawai podrian sugerir un origen distinto de
estas muestras a las del resto de la Polinesia, apuntando a un pulso migratorio adicional

muy diferente o una introduccidn reciente.
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Figura 5.4.1. Distribucion de sexos de B. papyrifera.
En el mapa se observa la presencia de uno o ambos sexos en las distintas localidades
estudiadas.
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5.4.2.- Diversidad genética versus localizacion geografica

5.4.2.1 Andlisis de distancia genética

Las distancias genéticas de las poblaciones se calcularon utilizando dos
coeficientes, uno para cada modelo de mutacion. Se utilizé el coeficiente de Cavalli-Sforza
(1967), basado en el modelo IAM (modelo mutacional de alelos infinitos, segun su sigla en
inglés) y el coeficiente de Goldstein (1995), que asume el modelo SMM (modelo
mutacional de un paso, segun su sigla en inglés). Ambas matrices de distancia genética
fueron utilizadas para obtener dendrogramas mediante el algoritmo de agrupamiento
Neighbour Joining (NJ) (Figura 5.4.2).

Los dos dendrogramas obtenidos coinciden en un cercano agrupamiento entre las
poblaciones de B. papyrifera de las islas de Polinesia, excepto Hawai. También, ambos
modelos proponen que la poblacién asidtica genéticamente mas cercana a las poblaciones
polinésicas corresponderia a Taiwan.

Topoldgicamente el dendrograma construido con la matriz de distancia de Cavalli-
Sforza (Figura 5.4.2A) muestra una mayor resolucidon en el agrupamiento de las islas de
Polinesia. Este dendrograma muestra dos grupos, uno compuesto por las poblaciones de
las islas de Samoa, Tonga vy Fiji, y otro grupo compuesto por las poblaciones de las islas de
Tahiti, Marquesas, Pitcairn e Isla de Pascua.

Sin embargo, ambos modelos excluyen a Hawai del agrupamiento polinésico. El
dendrograma construido con Cavalli-Sforza lo sitia como genéticamente mas cercano al
grupo de Polinesia que Taiwan. Por otra parte el dendrograma construido con la matriz de
Goldstein (Figura 5.4.2B) agrupa a la poblacién de Hawdi genéticamente mds lejana al

resto de la Polinesia que Taiwan.
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Figura 5.4.2. Dendrogramas de poblaciones

A. Dendrograma utilizando el agrupamiento Neighbour-Joining sobre una matriz de distancia genética de
Cavalli-Sforza.

B. Dendrograma utilizando el agrupamiento Neighbour-Joining sobre una matriz de distancia genética de
Goldstein.

72



5.4.2.2 Analisis bayesiano de estructura de poblaciones

Se calculd el nimero real estimado de conglomerados genéticos (K) en el grupo de
estudio con Structure, utilizando un andlisis bayesiano segin el modelo de mezclas. Este
modelo simula que los individuos tienen multiples origenes poblacionales, calculando su
proporcion de pertenencia a cada conglomerado genético. Se identificaron dos
conglomerados genéticos con este analisis (Figura 5.4.3A).

Luego de comparar la distribucién de los conglomerados genéticos en las
poblaciones de cada isla (Figura 5.4.3B), observamos la reparticiéon de un conglomerado
genético mayoritariamente en Polinesia (color rojo), mientras el segundo conglomerado
se encuentra mayoritariamente en la region asiatica (color verde). Sin embargo, Taiwan y
Hawai presentan la coexistencia de ambos conglomerados genéticos.

Segln este resultado, Taiwan seria la poblacién asidtica con mayor similitud
genética a la de las islas de Polinesia. Esto también explicaria el agrupamiento cercano de
Taiwdn con las islas de Polinesia en los dendrogramas NJ. Esta poblacion contiene
individuos que poseen una mezcla de ambos conglomerados genéticos. Por otra parte, la
poblacién de Hawai contiene individuos de ambos conglomerados genéticos, sin embargo

no existe mezcla significativa de los conglomerados dentro de un mismo individuo.
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Figura 5.4.3. Andlisis de estructura de poblaciones.

A. Estimacion del valor K real estimado sobre 20 replicaciones para cada valor K evaluado.

B. Gréfico de barras de las distribuciones de los conglomerados genéticos identificados. Las lineas
negras separan las muestras de las distintas localidades, mientras que los colores rojo y verde son
utilizados para resaltar las dos poblaciones genéticas identificadas en el grupo de estudio.

5.4.2.3 Distancia geografica v/s distancia genética

La relacidon entre la distancia geografica y distancia genética se analizé comparando
una matriz de distancia geografica y una matriz de distancia genética con el test de
Mantel. El test de Mantel se realiz6 por separado en la regidén asidtica y la regidn
polinésica. En la Figura 5.4.4 se comparan ambos analisis.

En la regidn asiatica se observa un claro aumento de la diversidad genética con la
distancia. Sin embargo, en la regién de Polinesia no se observa una variacidon de la

diversidad genética con la distancia.
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Figura 5.4.4 Test de Mantel: distancia geografica v/s distancia genética
Se observan las comparaciones superpuestas entre las matrices de distancia geografica y distancia
genética para las muestras de Asia y Polinesia.

5.4.2.4 Andlisis de coordenadas principales

El analisis de coordenadas principales (PCoA) se realizé para examinar
espacialmente las variaciones entre individuos. Este andlisis mostré el ordenamiento de
las muestras de estudio en tres grupos, un grupo asiatico (GA) y dos grupos polinésicos
(GP1y GP2), como se muestra en la Figura 5.4.5A.

El grupo GA muestra una gran distribucion espacial y se subdivide claramente en
las tres localidades asidticas que se incluyeron en el estudio (Taiwan, Japdn y Vietnam).

El grupo GP1 contiene casi la totalidad de las muestras polinésicas. Espacialmente
este grupo es muy cercano a la zona taiwanesa del grupo GA. Por otra parte, el grupo GP2
contiene algunas muestras de Hawai y espacialmente agrupa muy distante de los otros
dos grupos. En este grupo estan contenidas sélo las muestras masculinas identificadas en
Hawai.

Se realizd un segundo PCoA (Figura 5.4.5B) excluyendo las muestras de la regién

asiatica. En éste se observa la presencia de cinco grupos. El grupo GP1 del PCoA anterior
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en esta ocasioén se dividié en cuatro grupos (GPA1.1, GPA1.2, GPA1.3, GPA1.4), mientras

las muestras masculinas de Hawai nuevamente agruparon juntas (GPA2), y muy distantes

del resto de las muestras de Polinesia. El grupo GPA1l.1 corresponde a ejemplares de

Samoa y muestras femeninas de Hawai. El grupo GPA1.2 incluye a ejemplares de Samoa,

Tonga, Fiji, Tahiti y muestras femeninas de Hawai. El grupo GPA1.3 relne a las muestras

de Tonga, Pitcairn, Marquesas y también muestras femeninas de Hawdi. Finalmente, el

grupo GPA1.4 corresponde a las localidades del este del Pacifico como Marquesas, Tahiti e

Isla de Pascua.
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6 Discusion

Esta tesis se planted con el objetivo de encontrar diversidad genética en las
poblaciones de B. papyrifera en las islas de la Polinesia. El estudio de diversidad genética
de esta especie en la regién de Polinesia nos podria ayudar a establecer relaciones
genéticas y geograficas entre las poblaciones de las islas, las cuales nos permitirian inferir
posibles rutas de dispersién por accion antrépica durante el proceso de colonizacién de las
islas de Oceania Remota.

Algunos autores han propuesto que las poblaciones de B. papyrifera en la Polinesia
corresponderian a clones de uno o varios individuos introducidos a esta regién durante el
proceso de colonizaciéon. Por esta razén la diversidad genética de esta especie en la region
de Polinesia seria reducida (Matthews, 1996; Whistler y Elevitch, 2006). Utilizando los
marcadores ITS1 e ITS2 en analisis previos de nuestro laboratorio, no se identifico
diversidad genética en el interior de la Polinesia (Seelenfreund y cols., 2011), confirmando
en una primera instancia las propuestas de estos autores. En base a estas evidencias, en
esta tesis las herramientas de busqueda propuestas correspondieron a un marcador de
sexo y marcadores de microsatélites. Se propuso el uso de un marcador de sexo, debido a
que el sexo de los individuos de la Polinesia era una interrogante, y la presencia de uno o
ambos géneros podria jugar un rol importante en la diversidad genética existente en la
region (Matthews, 1996). Se propuso el uso de marcadores de microsatélites ya que segun
la literatura, estos marcadores han permitido la diferenciacion de poblaciones

estrechamente emparentadas (Moncada y cols., 2006; Arnaud-Haond y cols., 2005)

6.1 Banco de ADN genémico

Esta tesis comenzd con la construccidon de un banco de ADN gendmico de muestras
de B. papyrifera, provenientes de la Polinesia, nuestra zona de interés, y de la region
asiatica. Estas udltimas se incluyeron para identificar genotipos ancestrales de las

poblaciones polinésicas.
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El banco gendmico esta formado por 191 preparaciones de ADN gendmico de muy
buena calidad, la cual se evalué por mediciones de concentracién, pureza, integridad y
amplificabilidad. La concentracién de ADN y su amplificabilidad constituyeron los criterios
de mayor importancia para esta tesis.

La cuantificacién correcta de la concentracion de ADN es de gran relevancia pues
permite la preparacién de diluciones de trabajo a una misma concentracién para todas las
muestras. De esta manera, se utilizan cantidades de templado equivalentes en todas las
reacciones de amplificacion por PCR, con el fin de obtener un rendimiento de
amplificacién similar en todos los casos. Los rendimientos de amplificacién similares
permiten una mejor interpretacién y comparacién de los patrones de bandas en geles de
agarosa, como es el caso del método Male Marker. Para los marcadores SSR, obtener un
rendimiento de amplificaciones equivalentes facilita la estandarizacidon de los andlisis por
electroforesis capilar, disminuyendo la probabilidad de muestras sobrecargadas o
indetectables.

La primera cuantificacién de concentracién se realizé por espectrofotometria. Los
resultados obtenidos en las amplificaciones no siempre fueron equivalentes para todas las
muestras, ya que en algunas preparaciones los geles de agarosa mostraron diferentes
rendimientos de amplificacion, complicando la interpretacion; incluso en algunos casos
puntuales la amplificacidon fue muy dificil de detectar. Estos resultados sugerian que las
mediciones espectrofotométricas estaban distorsionadas por la presencia de impurezas
co-extraidas junto al ADN gendémico, como por ejemplo, polifenoles, polisacaridos y/o
ARN.

La presencia de impurezas se hacia evidente en la ligera coloracién café de algunas
preparaciones de ADN gendmico, sin embargo, debido a la cantidad de metabolitos
secundarios en las hojas de esta especie, y al protocolo de extraccién de ADN utilizado,
era dificil obtener preparaciones de ADN gendmico libre de metabolitos secundarios. Esto
se veia corroborado por la obtencidn de razones de absorbancia 260/280 mayores a 2,0
en 42,6% de las muestras, asi como menores a 1,8 en 5,6%. También en los geles de

agarosa para el analisis de integridad era posible observar la presencia de ARN en algunas
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preparaciones. Ademas, la presencia de desviaciones por exceso en las mediciones de
concentraciéon, o sobrecuantificacién, finalmente fueron confirmadas por los informes de
Ecogenics, quienes nos comentaron que las concentraciones de los ADNs enviados para el
desarrollo de marcadores de SSR, eran aproximadamente 10 veces menores a las que
nosotros habiamos informado. Por esta razén, se decidid la incorporacién de un método
alternativo de cuantificacion de ADN.

La concentracién de las muestras fue medida por segunda vez utilizando un
colorante fluorescente, Picogreen (Ahn y cols., 1996; Singer y cols., 1997). Este compuesto
corresponde a un intercalante fluorescente de alta afinidad por el ADN de doble hebra,
altamente sensible, cuya sefial no es alterada por la presencia de impurezas. Se considera
gue las cuantificaciones por este método representan mejor las concentraciones reales de
las muestras. En nuestro caso, las concentraciones medidas efectivamente eran mucho
menores a las estimadas mediante espectrofotometria. En general las concentraciones
medidas con Picogreen fueron entre 2,5 y 50 veces menores a las medidas mediante
espectrofotometria; sin embargo un 12,5% de las muestras mostré diferencias entre los
dos métodos incluso mayores a 50 veces. En estos casos, es probable que la presencia de
impurezas se haya sumado un bajo rendimiento en las extracciones de ADN. Al repetir las
amplificaciones utilizando como templado diluciones de ADN gendmico medidos con
Picogreen, mostraron rendimientos de amplificaciones similares en la gran mayoria de las
muestra (185 de las 191 muestras probadas con el método MM.v2).

Algunas propuestas para eliminar o reducir la presencia de impurezas en las
preparaciones de ADN gendmico podrian ser las siguientes: la presencia de polifenoles y
polisacaridos podria reducirse incluyendo PVPP a la extracciéon de ADN y/o aumentando la
concentraciéon de NaCl durante la precipitacion del ADN gendmico con etanol (Sahu y
cols., 2012; Varma y cols., 2007), y también se podria eliminar la presencia de ARN
aumentando tanto la cantidad de RNAsa utilizada como también los tiempos de
incubacién con ésta.

Para nuestro trabajo, el criterio de calidad mas importante corresponde a la

prueba de funcionalidad, la cual corresponde a la amplificabilidad de la muestra, dado que
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el banco gendmico es la fuente de templado para la amplificacion con diversos
marcadores moleculares. La amplificabilidad del banco gendmico durante el desarrollo de
esta tesis resulté ser un 100% para el método MM.v2 y un 95,29% para la bateria de 14
marcadores de SSR utilizada.

La integridad del ADN gendmico no es un factor determinante para la amplificacion
de los marcadores moleculares utilizados en esta tesis, debido a que todos éstos generan
amplicones de tamanos menores a los 450 pb. Sin embargo, el 83,6% de las preparaciones
de ADN presentaron una banda de ADN gendmico de alto peso molecular, mayor a los 23
Kb. Este es un dato importante, dado que el banco gendmico construido también es util
como fuente de templado para el andlisis con otros marcadores tales como ISSR, ITS1 y de
varias regiones de cloroplasto. Con todos ellos se logré una muy buena amplificabilidad,
incluso con los marcadores ISSR, que se caracterizan por requerir ADN de muy buena
calidad.

En resumen, el banco genémico desarrollado en esta tesis demostrd ser una buena
fuente de material genético para la aplicacién de los marcadores de sexo y SSRs, asi como
de diversas otras técnicas utilizadas en el laboratorio, demostrando su utilidad vy

cumpliendo cabalmente con su objetivo.

6.2 Determinacion del sexo de B. papyrifera en Polinesia

Durante el desarrollo de esta tesis se disefid un método para la identificacion del
sexo de los individuos de B. papyrifera, que se denomind “método Male Marker”. Este
método incluye un marcador para la identificaciéon de individuos masculinos (SCAR) y un
control de amplificacion. Este control de amplificacion facilita la correcta identificacion de
individuos femeninos, dado que reduce la posibilidad de falsos negativos.

Este método se desarrollé en dos etapas durante el transcurso de esta tesis. En una
primera version (MM.v1) el marcador masculino utilizado no diferenciaba entre ambos
sexos de manera absoluta, sino que generaba una intensa amplificacién en individuos

masculinos y una leve amplificacion en individuos femeninos. En una segunda etapa del
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método (MM.v2) se desarrollé un marcador masculino tipo SCAR, que fue disefiado a
partir de las diferencias nucleotidicas entre individuos masculinos y femeninos detectadas
en la regidn de apareamiento del partidor. Este SCAR identifica individuos masculinos al
aparearse con una secuencia de nucleétidos especifica. El método MM.v2 ademas fue
optimizado para obtener una amplificacién similar entre el amplicon de control de
amplificacién y el amplicdn de identificacion de sexo masculino.

Durante el disefio del marcador SCAR utilizado en el MM.v2 también se probé el
disefio de un partidor dirigido a aparear con la secuencia nucleotidica encontrada en
individuos femeninos. Sin embargo, el patréon de amplificacién fue el mismo en individuos
masculinos y femeninos. Este resultado sugiere que el locus amplificado para identificar
individuos masculinos esta presente sélo en individuos de este sexo, mientras las
secuencias que identificAbamos en ejemplares femeninos estarian presentes en individuos
de ambos sexos.

Los métodos MM.vl y MM.v2 fueron optimizados utilizando las cuatro muestras
del grupo de control de sexo. Ademas en el banco gendmico también se contaba con tres
muestras de Hawai y una de Isla de Pascua que estaban previamente sexadas debido a la
presencia de flores. El andlisis con ambos métodos confirmd el sexo predeterminado
fenotipicamente en las cuatro muestras. De esta manera, el método Male Marker
desarrollado comprobé a nivel molecular el sexo de ocho muestras de sexo conocido (por
sus caracteristicas fenotipicas) con un 100% de eficiencia. A partir de estos resultados, se
concluye que el método desarrollado es confiable para la determinacién de sexo en esta
especie.

Ambos métodos fueron aplicados sobre la totalidad del banco gendmico,
mostrando los mismos resultados para todas las muestras, a excepcion de tres. Una
muestra fue la BQUCHO0126, la cual fue determinada como femenina segun el MM.v1 y
como masculina con el MM.v2. El resultado del MM.v1 pudo deberse a una interpretacion
errdnea producto de la amplificacion deficiente, dado que el MM.v2 mostrd una clara
presencia de ambas bandas (datos no mostrados), correspondiente a un patrén

masculino. Las otras dos muestras fueron BQUCH0040 y BQUCHO0050, las cuales
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amplificaron sélo con el MM.v2. Ambas diferencias son atribuidas a que el MM.v2 es un
método optimizado y que utiliza como fuente de templado diluciones de ADN gendémico
realizadas a partir de las mediciones hechas por fluorescencia. Las diluciones de ADN
realizadas a partir de las mediciones con fluorescencia se utilizaron sélo en el MM.v2,
debido a que este método de cuantificaciéon fue implementado en el laboratorio con
posterioridad al término de los analisis con el MM.v1.

Los resultados del andlisis de distribucion de sexo indicaron la presencia de ambos
sexos en las tres localidades de la regidn asiatica en proporciones cercanas al 50%, la cual
es una distribucidn esperada para una especie en su habitat nativo. En Polinesia se
encontré presencia sélo de individuos femeninos en todas las islas analizadas, excepto
Hawai. La presencia de individuos femeninos de B. papyrifera en casi la totalidad de las
islas analizadas sugiere un proceso de seleccion por parte de los colonizadores, asi como
tampoco podemos descartar la posibilidad de una introduccidn Unica por parte de éstos.
Sin embargo, en Hawai se observo la presencia de ambos sexos en una proporcion similar
a la encontrada en el habitat nativo. Estas observaciones sugieren una o mas
introducciones exclusivas a esta isla, las que podrian ser antiguas o modernas. No es
posible descartar posibles reintroducciones en tiempos histéricos luego del contacto
europeo.

La presencia de individuos masculinos exclusivamente en Hawai, podria deberse a
algun viaje de colonizadores polinésicos realizado directamente desde Asia a Hawai o por
pulsos migratorios originados en el sector de Micronesia. Segun la literatura no existen
modelos que relacionen a Hawai con los pueblos nativos del area de Micronesia. Por esta
razén, seria muy interesante conocer la distribucién de sexos de B. papyrifera en islas de
esta zona que se sabe fueron colonizadas por pueblos nativos del sudeste asidtico como
los son las Islas Marshall y las Islas Marianas. Lamentablemente desconocemos si
actualmente se encuentra B. papyrifera en las islas mencionadas.

La presencia de individuos masculinos podria explicarse debido a introducciones en
tiempos histdricos relativamente recientes por parte de la poblacién china y/o japonesa

llevada a Hawai, para trabajar en las plantaciones de cafia de azucar entre los afios 1850 —
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1900. Es importante mencionar también la introduccidn de poblacidn china a Tahiti para
trabajar en los campos de algoddn, alrededor de 1865. Sin embargo, en Tahiti no hemos
detectado la presencia de individuos masculinos, lo que en parte puede deberse al bajo
numero de muestras (2) que tenemos de esta zona.

Finalmente, con este objetivo se concluye que se diseiid exitosamente un partidor
SCAR para la identificaciéon de individuos masculinos. Este marcador ha sido la
herramienta para identificar la distribucion de sexo de B. papyrifera en nueve islas de
Polinesia. En tres de estas islas nuestros resultados corresponderian a datos preliminares,
debido al bajo nimero de muestras disponibles (dos de Tahiti, dos de Pitcairn y una de
Raiatea). Probablemente, la presencia de individuos masculinos exclusivamente en Hawai
sea una excepcion, debido a su lejania y su ubicacién en uno de los vértices de la Polinesia.
Esto podria haber permitido la llegada de migrantes directo desde Asia, lo cual explica la
ausencia de individuos masculinos en el resto de la regién de la Polinesia. En este
momento no podemos definir el origen de los ejemplares masculino de B. papyrifera
encontrados en Hawai, sin embargo si podemos afirmar que la seleccién probablemente
responde a criterios culturales diferentes a los de los colonizadores polinésicos de las
otras islas de la Polinesia, incluyendo a Hawai. Esta es una interrogante abierta a futuras
investigaciones.

La presencia exclusiva de individuos femeninos en casi la totalidad de Polinesia,
abre la posibilidad de que las poblaciones de B. papyrifera existentes en esta region
puedan corresponder a clones de uno o varios individuos introducidos durante el inicio del
proceso de colonizacidn. Este resultado podria sugerir una baja diversidad genética en la

region.
6.3 Genotipificacion de individuos de B. papyrifera por SSR

Durante esta tesis se contraté el desarrollo de 36 marcadores SSR especificos para
B. papyrifera, de modo de disponer de un conjunto de 49 marcadores SSR para realizar la

genotipificacion de nuestra especie de interés. Estos marcadores fueron evaluados,
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seleccionando finalmente 15 para nuestra genotipificacion. Tras realizar las
amplificaciones seleccionamos los datos de 14 SSRs, eliminando el marcador
Bropap_23571 debido a que presentd problemas de amplificacion y ademds un
comportamiento monomorfico en casi la totalidad de Polinesia. S6lo en una muestra de
Marquesas (BQUCHO0040) mostrd un patrén alélico distinto, el cual podria atribuirse a una
mutacién somatica.

El analisis estadistico se realizé con la informacién generada a partir de estos 14
marcadores SSR sobre un total de 180 muestras. Se incluyeron las muestras de Fiji, Tahiti,
y Pitcairn dada su importancia en el contexto geografico, pese a que sdélo disponiamos de
menos de cinco ejemplares. En el caso de Fiji, este andlisis puede considerarse preliminar.
Para la Isla de Pitcairn es dificil obtener mas muestras dado su caracter extremadamente
remoto. En Tahiti existen muy pocos ejemplares por lo que probablemente no se podria
aumentar el nimero de muestras a analizar.

Nuestro analisis identificd 28 genotipos distintos para las 29 muestras de Asia, con
un genotipo compartidos por dos muestras taiwanesas. La probabilidad de identidad (PI)
calculada para nuestra bateria de 14 marcadores SSR en las tres poblaciones asiaticas
indico valores de 4,2x10™ para Taiwan, 1,0x10™ para Japén y 4,6x10™2 para Vietnam. La
alta probabilidad de identificacion en Taiwan es de suma importancia para nosotros
debido a que los antecedentes arqueoldgicos indican a esta isla como el origen ancestral
de los pueblos colonizadores de Polinesia. La probabilidad de identidad encontrada en
Taiwan sustenta la posibilidad de que ambas muestras que compartieron genotipo
puedan provenir del mismo individuo, o que hayan sido recolectadas en un mismo lugar y
correspondan a clones producto de la reproduccidon vegetativa también presente en el
habitat nativo de esta especie.

En Polinesia se identificd un total de 31 genotipos distintos para las 151 muestras,
sugiriendo la presencia de una baja diversidad genética. La probabilidad de identificacion
para Hawai fue de un 6x10™, mientras para el resto de las islas de Polinesia fue en
promedio de un 7,7x10” (datos no mostrados). La baja probabilidad de identidad en

Polinesia se debe al bajo numero de alelos encontrados en esta regiéon. Estos resultados
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sugeririan una baja diversidad genética y una poblacién clonal preponderante en la region
de Polinesia.

Las poblaciones de Taiwan y Vietnam mostraron un ligero desequilibrio de Hardy-
Weinberg con un déficit de heterocigosidad estadisticamente significativo, lo cual se vio
reflejado en un aumento en el coeficiente de endogamia con valores de 0,138 para Taiwan
y de 0,182 para Vietnam. Estos valores indican una ligera desviacién en el EHW, el que
podria explicarse por un pequefio porcentaje de reproduccion entre individuos
emparentados producto del aislamiento de las poblaciones, o bien a errores en el
muestreo, no siendo éste representativo de la totalidad de la poblacién. Por otra parte, la
poblacion de Japdén mostré un EHW al probar ambas hipétesis, exceso y déficit de
heterocigosidad. Estos resultados, sumados a la presencia de individuos masculinos y
femeninos en la zona, sugeririan un comportamiento dentro de los limites normales de
una poblacion.

Todas las poblaciones de B. papyrifera de Polinesia mostraron un marcado
desequilibrio de Hardy-Weinberg por exceso de heterocigosidad, el cual fue
estadisticamente significativo en todos los casos; sin embargo Hawai presento un ligero
desequilibrio. Para Hawai se calculé un coeficiente de endogamia de -0,068, mientras el
resto de las islas de Polinesia se calculé entre -0,751 y -1,000. Generalmente un
coeficiente de endogamia menor a cero, producto del exceso de heterocigosidad, sugieren
gue la poblacién ha sufrido un cuello de botella reciente. Cabe recordar que el concepto
de EHW esta definido para poblaciones con reproduccion sexual, por lo que es necesario
considerar las limitaciones de este modelo en el estudio de una especie que presenta
reproduccién vegetativa. Es muy probable que durante el proceso de colonizacién de la
Polinesia hayan llegado muy pocos individuos de B. papyrifera a cada isla produciéndose
cuellos de botella, los cuales se mantienen hasta la actualidad debido a la ausencia de
individuos masculinos y por ende la falta de reproducciéon sexual que favoreceria la
recuperaciéon de este cuello de botella. La evaluacidon segun los modelos de IAM y SMM
sugiere cuellos de botella actuales en todas las poblaciones de B. papyrifera de las islas de

la Polinesia, excepto en Tonga donde el cuello de botella sélo fue identificado segun el
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modelo AIM. Esta diferencia encontrada en Tonga podria explicarse por la hipotética
llegada de una mayor diversidad genética a esta isla, debido a que esta fue una de las
primeras localidades en ser colonizadas. Ademads en Tonga se reconocen al menos tres

variedades de B. papyrifera a diferencia de otras islas de la Polinesia (Matthews, 1996).

6.4 Analisis de distancia genética vs distancia geografica

Los analisis de distancia genética utilizando el coeficiente de Cavalli-Sforza y
posteriores agrupamientos NJ mostraron la separacidn de Polinesia en Oeste y Este.
Hawdi queda fuera de este agrupamiento, a una posicién bastante alejada. En ambos
modelos la poblacidn asiatica mas cercana corresponde a Taiwan, que en el modelo SMM
incluso agrupa mas cercano a Polinesia que Hawai. Si bien ambos modelos en esencia
muestran un agrupamiento similar, la matriz de Cavalli-Sforza logra una topologia mas
resolutiva dentro de Polinesia, probablemente al asignar un mayor peso estadistico a las
diferencias encontradas. En el caso de Goldstein las diferencias encontradas no deben ser
consideradas lo suficientemente grandes por el test para lograr una mayor resolucion.

Esta separaciéon entre Polinesia Oeste y Este coincidiria con el proceso de
poblamiento de la region. Los datos arqueolégicos indican un primer pulso migratorio
hasta la regidn Oeste de Polinesia, y un segundo movimiento migratorio que se inicia en
esta zona y que culmina en el poblamiento de toda la regién Este de la Polinesia (Hurles y
cols., 2003).

El agrupamiento de Hawai alejado de Polinesia puede deberse principalmente a la
llegada de otros grupos colonizadores, de distinto origen, y que no tuvieron contacto con
el resto de la Polinesia. La presencia de individuos masculinos exclusivamente en Hawai
confirma esta hipdtesis. Una posibilidad podria ser un contacto desde el sector de
Micronesia.

Mediante el analisis de estructura poblacional bayesiano de mezclas realizado con
Structure, se identificd dos claros conglomerados genéticos en el grupo de estudio. Estos

podrian ser definidos como un conglomerado asiatico y un conglomerado polinésico. La
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mayoria de las localidades resultaron ser homogéneas en cuando a la presencia de los
distintos conglomerados genéticos, excepto Taiwan y Hawdi, donde se encontrd la
coexistencia de ambos conglomerados genéticos. En Taiwan se identifico varios individuos
que presentan mezclas de ambos conglomerados genéticos en su genoma. Estos
resultados sugieren a Taiwdn como un posible ancestro de las poblaciones polinésicas.
Estas observaciones son concordantes con los antecedentes linglisticos y arqueoldgicos
gue sitlan a Taiwdan como centro de origen de los pueblos colonizadores de la Polinesia.
En Hawadi estos conglomerados estan presentes por separado en los individuos, lo que
sugeriria la ausencia de reproduccion sexual, a pesar de estar presentes individuos de
ambos sexos. Una explicacién de este hecho podria ser que las flores masculinas y
femeninas se produzcan en temporalidades diferentes impidiendo la polinizacién (A.
Seelenfreund, comentario personal). Probablemente ocurrieron al menos dos
introducciones de B. papyrifera en esta isla.

Segun el test de Mantel no se observa una directa relacion entre la distancia
genética y la distancia geografica en la regién de Polinesia. Esto es consistente con el
numero de genotipos encontrados en esta region y con la reducida variabilidad
encontrada entre ellos, sugiriendo que durante el proceso de colonizacidn de Polinesia se
introdujeron unos pocos individuos de B. papyrifera.

El andlisis de coordenadas principales mostrd el agrupamiento de las muestras de
la Polinesia (a excepcion de las muestras masculinas de Hawai), indicando una gran
cercania genética. Nuevamente se observa relacién entre las muestras de Taiwdn y las de
Polinesia. Este analisis dividid espacialmente las muestras femeninas y masculinas de
Hawai, mostrando una gran diferencia genética entre ellas, lo que sugeriria un origen
distinto para las los individuos femeninos y masculinos de esta isla. Probablemente las
muestras femeninas de Hawai tienen el mismo origen que las muestras del resto de
Polinesia, consistente con los resultados de Structure. En cambio, las muestras masculinas
podrian tener un origen diferente, polinésico o no. Carecemos de antecedentes para
establecer el periodo de esta segunda introduccion. Es importante sefialar que

aparentemente no hay reproduccion sexual en Hawdi a pesar de estar presentes ambos
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sexos; pues de haberla, en el andlisis mediante componentes principales se esperaria
encontrar muestras con caracteristicas distintas a los dos grupos identificados.

Los ejemplares masculinos de Hawai muestran una gran lejania con el resto de
Polinesia, agrupando incluso mas cercanos a Vietnam. Una posible explicacion es que en
tiempos histdricos se llevaron trabajadores asidticos a Hawai (Siglo XIX). Actualmente no
contamos con muestras de B. papyrifera de China para evaluar esa posibilidad.

En el andlisis de PCoA de las muestras de la Polinesia, los individuos mostraron una
gran cercania espacial, sin embargo fue posible dividirlos en cuatro grupos. Nuevamente
se observa un marcado agrupamiento que distingue entre Polinesia Oeste y Este. Con el
analisis de PCoA se observa una mejor resolucién entre las islas:

Las muestras de Isla de Pascua se agrupan sélo en el grupo GP4 junto a algunas
muestras de Marquesas y Tahiti, lo cual se correlaciona con datos arqueoldgicos que
sugieren que el poblamiento de Isla de Pascua provino de Marquesas y Mangareva (Kirch,
2010). Esta relacion entre muestras de Marquesas e Isla de Pascua se da principalmente
debido a que Isla de Pascua comparte su genotipo mayoritario con ejemplares del
archipiélago de las Marquesas. La evidencia arqueoldgica no establece una relacion entre
Isla de Pascua y Tahiti, pero probablemente Tahiti haya tenido contacto con Mangareva
debido a que se encuentran relativamente cercanas (1570 Km). Mangareva es una de las
islas mas probables como el origen del poblamiento de Isla de Pascua, pues los estudios
linglisticos indican que ambos idiomas tienen un 80% de similitud (Green y Weisler,
2002). Se hace necesario contar con muestras de Mangareva para contrastar estos
resultados, sin embargo, B. papyrifera se extinguié localmente en esta isla. La Unica
alternativa disponible seria el analisis de muestras de herbario procedentes de esta
localidad. En Isla de Pascua se encontraron genotipos que no estan presentes en otras
islas, los cuales podrian provenir de Mangareva u otra isla de la cual no tenemos
muestras, como también podrian corresponder a mutaciones somaticas.

Las investigaciones arqueoldgicas sugieren que el poblamiento de Hawai se originé
desde el archipiélago de las Marquesas (Matisoo-Smith y cols., 1998). Otros autores

proponen una segunda ruta proveniente de Tahiti. Nuestros analisis de las muestras
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femeninas de B. papyrifera de Hawdi muestran similitud con las plantas de ambas
localidades; se encontrd incluso un genotipo que es comun a muestras provenientes de
las Marquesas. También muestran una cercania espacial con las muestras de Polinesia
Oeste, incluso comparte dos genotipos con Tonga lo cual podria indicar otros movimientos
migratorios o la existencia de rutas de intercambio con esta regién.

Segun datos arqueoldgicos las Islas Marquesas fueron colonizadas por
colonizadores polinésicos provenientes de Samoa y Tonga (Rolett, 1993). Nuestros
resultados confirman la relacion con Tonga. Por otra parte, algunas muestras de B.
papyrifera de las Marquesas presentan el mismo genotipo con individuos analizados
provenientes de Tabhiti, lo cual sugeriria algun tipo de contacto.

Los procesos de colonizacion de las islas de la Polinesia Occidental son de gran
interés, pues corresponden a la zona de origen de la cultura polinésica. Un resultado
llamativo fue que numerosas muestras provenientes de Samoa agruparon junto a las de
Hawai en el grupo GP1.1 (Figura 5.4.5). De acuerdo al andlisis de coordenadas principales,
este grupo también presenta menos distancia respecto de las muestras de Taiwdan que el
resto de los ejemplares de la Polinesia. Estos resultados son coherentes con la variacién al
modelo de Triple | (Green, 1991) planteado por Adisson y Matisoo-Smith (2010),
denominado Triple | para Polinesia Oeste. En base a los resultados obtenidos se plantea
un modelo de poblamiento inferido a partir de los analisis mediante SSR. En la Figura 6.1
se muestran las distintas alternativas sumadas a la propuesta del modelo Triple | para

Polinesia Oeste.
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Figura 6.1. Mapa del modelo de poblamiento Triple — | para Polinesia Oeste.

Las lineas rojizas esquematizan posibles rutas de dispersion inferidas en este trabajo. Las
lineas azules esquematizan posibles rutas de intercambio. Todas las lineas negras
corresponden al modelo propuesto por Addison y Matisoo-Smith (2010).

Los resultados obtenidos comprueban nuestra hipdtesis, pues se logré identificar
poblaciones genéticamente distintas en el interior de Polinesia. Sin embargo, la diversidad
genética entre estas poblaciones es muy reducida, razén por la cual no se detectd en
trabajos anteriores con otros marcadores, tales como ITS (Seelenfreund y cols., 2011).
Esto concuerda con observaciones de otros trabajos que describen a los marcadores SSR
como apropiados para el andlisis de poblaciones con diversidad genética reducida
(Moncada y cols., 2006).

Finalmente, los marcadores moleculares de sexo y microsatélites desarrollados en
el marco de esta tesis permiten detectar variabilidad genética entre ejemplares
contemporaneos de B. papyrifera provenientes del habitat nativo y de distintas islas de
Oceania Remota. En consecuencia, este trabajo permite afirmar que esta planta puede ser
considerada un modelo comensal para inferir posibles rutas de poblamiento humano en la

vasta region del Pacifico que comprende a la Polinesia.
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A futuro sera de gran interés complementar y contrastar la visién contemporanea
de la distribucidn de las variaciones genéticas de B. papyrifera encontradas en Polinesia
durante el desarrollo de esta tesis. Por esta razén, es de interés el analisis de B. papyrifera
de otras islas no incluidas en este trabajo, como las islas Australes, para tener una vision
mas completa sobre el proceso de poblamiento de Polinesia. También seria de gran
utilidad aumentar el nimero de muestras de las islas en que aun esta presente esta
planta, y donde tenemos un bajo nimero de muestras, como es el caso de Fiji. Asimismo
es necesario incluir en el analisis un nimero mayor de muestras provenientes de Asia
continental, especialmente de localidades chinas para esclarecer el origen de los
individuos masculinos de B. papyrifera encontrados en Hawai. Desde otra perspectiva,
seria muy interesante comparar los resultados de esta tesis con una vision mas antigua,
como podria ser a través del andlisis de muestras de herbarios y piezas de tapa
etnograficas. Ambos materiales podrian ayudar a completar este puzzle desde diferentes
miradas. Si bien las muestras de herbario y textiles se recolectaron post-contacto
europeo, éstas nos permitirian reconstruir la historia de B. papyrifera en islas donde se ha
extinguido localmente, como es el caso de Mangareva. Por otra parte el andlisis de tapa

antigua nos podria aportar una visién previa al contacto europeo.
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7 Conclusiones

Se desarrollé un banco genémico de muy buena calidad, evaluado segun criterios
de integridad, concentracién, pureza y amplificabilidad. Este banco gendmico estd
compuesto por el ADN gendmico de 191 individuos distintos de B. papyrifera
provenientes de tres paises de Asia y nueve islas de Polinesia.

Se desarrollé un marcador SCAR para la identificacion de individuos de sexo
masculino de B. papyrifera. Con este marcador se diseid un método certero para
la identificacion del sexo de individuos de B. papyrifera. Se determiné el sexo de la
totalidad de las muestras del banco gendmico, encontrandose una distribucién de
sexos similar al 50% en las localidades del habitat nativo. En Polinesia se
encontraron sélo individuos de sexo femenino, con excepciéon de Hawai, donde se
identificaron individuos de ambos sexos, con una distribucién similar a la del
habitat nativo de B. papyrifera, sugiriendo un patréon de dispersion mas complejo
gue en el resto de Polinesia. Estos resultados contradicen la propuesta de Whistler
y Elevitch (2006) sobre la presencia exclusiva de clones masculinos de B. papyrifera
en la Polinesia.

Se evalué un total de 49 marcadores SSR especificos para B. papyrifera, a partir de
los cuales se utilizaron 15 marcadores de SSR para la genotipificacion de las
muestras del banco gendmico. Se realizaron analisis de diversidad genética con los
datos de 14 marcadores SSR sobre 180 muestras del banco gendmico
encontrandose una alta diversidad genética en las tres localidades de Asia, y una
baja diversidad genética en las nueve localidades de Polinesia.

El analisis estadistico de los datos de la genotipificacion mediante marcadores SSR
diferencié poblaciones de Polinesia oriental de poblaciones de Polinesia
occidental. Las diferencias encontradas permiten inferir posibles rutas de
dispersion, al encontrar subpoblaciones de B. papyrifera asociadas a distintas
regiones de Polinesia, apoyando antecedentes propuestos por otros autores, asi

como también aportando nuevos datos al proceso de colonizacion de la Polinesia.

92



Ademads, los resultados sugieren que Taiwan fue centro de origen de los

colonizadores polinésicos, al igual que otros antecedentes.

Esta tesis confirma a B. papyrifera como un buen modelo comensal para el estudio

de la colonizacién de la Polinesia.
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9 Anexos

Anexo 1. Secuencia del marcador molecular masculino de B. papyrifera.

61

121
181
241
301
361
421

gactgcgtac
cccagttctt
tgttggaccg
aaagccgttc
tatcgactat
tgacgacgac
tatcatcatc
ttcaaagttg

caattcactc
cgccaatagc
atttgggcag
aataacgacg
gatatcagtt
gaggaggacg
gttatttgac
gtcttgtcca

aagccctttg
tcttcgctga
ccgggaactc
acgacgactt
ccagtgacga
ttggcaagaa
cattgttttg
gtctttgttc

gatcgcgact
gtgatctctg
cgtcatcaag
ctatggctac
cgacgatgat
agggaagaag
ggaaatgtta
ttgattacag

tagaagcaaa
aactcttagg
gcccgtaacc
aaggattccg
gacgttgaca
agaaagtaaa
tttggtctct
ttactcagga

tctccgaagce
gagttacaag
gtggatctaa
acggcagcga
tggcttttga
agaatttgaa
gttttccgga
ctcatc
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Anexo 2. Tabla I. Detalle del banco genémico.

DO: densidad dptica; PG: Picogreen; Detalle: G: presencia de banda gendmica, g: leve presencia de banda

gendmica, D: alto porcentaje de degradacion, d: leve porcentaje de degradacidn, R: gran presencia de RNA,

r: leve presencia de RNA, NSO: no se observa. Todas las extracciones de ADN fueron resuspendidas en un

volumen final de 100 pL.

o . Fecha [ADN] | [ADN] 260 nm / Volumen | Volumen
Codigo Localidad ., ng/uL, | ng/uL, | DO/PG Detalle Sexo de ADN de ADN
Extraccidn 280 nm

DO PG utilizando | disponible
BQUCHO001 | |I.Pascua |11/11/2011| 136,6 14,6 9,3 1,92 g Femenino 21,7 78,3
BQUCHO0002 I. Pascua |31/07/2012 | 302,0| 43,7 6,9 192| GR Femenino 12,3 87,7
BQUCHO0003 I. Pascua |31/07/2012 | 662,5| 105,4 6,3 1,95 G Femenino 8,3 91,7
BQUCHO0004 | I.Pascua |31/07/2012 | 186,6 8,1 23,1 2,07 g Femenino 19,4 80,6
BQUCHO0005 I. Pascua |11/11/2011| 142,0 9,6 14,9 1,91 G Femenino 22,2 77,8
BQUCHO0006 I. Pascua |31/07/2012 | 508,2 51,7 9,8 2,01 gD Femenino 9,5 90,5
BQUCHO007 | I.Pascua |11/11/2011 83,6 8,4 10,0 1,88 D Femenino 32,5 67,5
BQUCHO009 | I.Pascua |11/11/2011 |1281,6( 117,9 10,9 2,08 D Femenino 6,8 93,2
BQUCHO0010 | |I.Pascua |31/07/2012| 327,7 29,5 11,1 2,04 | gDr Femenino 12,1 87,9
BQUCHO011 | I.Pascua |30/07/2012 | 448,7 37,8 11,9 2,03 D Femenino 10,3 89,7
BQUCHO0012 I. Pascua |03/10/2011 | 365,2| 49,8 7,3 1,91| gDr Femenino 11,1 88,9
BQUCHO0013 I. Pascua |30/07/2012 | 354,2 55,6 6,4 2,05( GD Femenino 11,2 88,8
BQUCHO014 | |I.Pascua |11/11/2011| 111,7 10,2 11,0 1,97 G Femenino 25,9 74,1
BQUCHO0015 I. Pascua |31/07/2012 | 148,3 15,7 9,4 1,92 G Femenino 20,4 79,6
BQUCHO0023 I. Pascua |11/11/2011| 235,8 14,2 16,6 1,95 G Femenino 15,6 84,4
BQUCH0024 | I.Pascua |31/07/2012 | 231,9 14,2 16,3 2,00 GD Femenino 15,7 84,3
BQUCH0027 | I.Pascua |11/11/2011| 247,2| 11,1 22,3 1,97 G Femenino 15,8 84,2
BQUCHO0028 | I.Pascua |31/07/2012| 171,3 15,0 11,4 2,02 G Femenino 18,7 81,3
BQUCHO0029 | I.Pascua |31/07/2012| 246,3 15,3 16,1 2,01 GDr Femenino 15,1 84,9
BQUCHO0030 | |I.Pascua |31/07/2012| 322,8| 43,2 7,5 1,88 G Femenino 11,9 88,1
BQUCHO0031 | I.Pascua |31/07/2012| 820,9 68,0 12,1 2,08 Gr Femenino 7,9 92,1
BQUCHO0032 I. Pascua |30/07/2012| 267,6 22,2 12,1 2,03 g Femenino 13,8 86,2
BQUCHO0033 I. Pascua |07/10/2011 97,6 4,6 21,2 1,95 d Femenino 32,0 68,0
BQUCHO0035 I. Pascua |21/09/2011| 391,4| 58,8 6,7 2,04 G Femenino 10,6 89,4
BQUCHO0036 | I.Pascua |25/11/2011| 327,4| 22,1 14,8 1,72 G Femenino 12,5 87,5
BQUCHO0037 | I.Pascua |25/11/2011| 317,0 24,3 13,0 1,89 G Femenino 12,5 87,5
BQUCHO0038 | I.Pascua |11/11/2011| 200,0 13,1 15,2 2,02 Gr Femenino 17,3 82,7
BQUCHO0040 | Marquesas |23/07/2012 | 201,2 9,5 21,1 1,99 D Femenino 18,1 81,9
BQUCHO0041 | Marquesas |23/07/2012 | 156,8| 12,9 12,2 1,93 G Femenino 20,1 79,9
BQUCHO0042 | Marquesas |23/07/2012 | 313,1 31,4 10,0 1,92 Gr Femenino 12,3 87,7
BQUCHO0043 | Marquesas |23/07/2012 | 162,7 8,1 20,1 1,98 g Femenino 21,0 79,0
BQUCHO0045 | Marquesas |23/07/2012 | 258,6 34,7 7,5 1,94 G Femenino 13,6 86,4
BQUCHO0046 | Marquesas |27/09/2011 | 176,8 22,0 8,0 1,80 G Femenino 17,7 82,3
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Continuacion. Tabla I. Detalle del banco gendmico.

DO: densidad 6ptica; PG: Picogreen; Detalle: G: presencia de banda gendmica, g: leve presencia de banda

gendmica, D: alto porcentaje de degradacidn, d: leve porcentaje de degradacion, R: gran presencia de RNA,

r: leve presencia de RNA, NSO: no se observa. Todas las extracciones de ADN fueron resuspendidas en un

volumen final de 100 pL.

ADN ADN
Cédigo Localidad FeCh?, r[1g/uL], r[1g/uL], DO/PG 260 nm / Detalle Sexo \:;:LX;TV“ \;(::L/'.\n;\jn
Extraccion 280 nm

DO PG utilizando | disponible
BQUCHO0047 | Marquesas | 23/07/2012 | 134,8 8,0 16,9 1,99 G Femenino 23,6 76,4
BQUCHO0048 | Marquesas | 24/07/2012 | 355,4 10,2 34,9 1,95 g Femenino 13,6 86,4
BQUCHO049 | Marquesas | 23/07/2012 | 145,3 3,2 45,1 2,00 d Femenino 28,1 71,9
BQUCHO050 | Marquesas | 24/07/2012 73,9 0,2| 369,5 2,03| NSO Femenino 182,1 -82,1
BQUCHO0051 | Marquesas |07/10/2011 | 190,5 21,5 8,8 1,93 G Femenino 16,9 83,1
BQUCHO0053 | Marquesas | 18/07/2012 82,8 9,8 8,5 1,89 d No Amplifica 32,2 67,8
BQUCHO0056 Tahiti 30/09/2011 | 277,3 2,0| 136,5 1,91 | NSO Femenino 27,0 73,0
BQUCHO0058 Tahiti 18/07/2012 | 552,1 65,1 8,5 2,05| GdR Femenino 9,1 90,9
BQUCHO0059 Hawai 27/09/2011 | 236,4 14,6 16,2 1,91 G Femenino 15,5 84,5
BQUCHO0060 Pitcairn 25/07/2012 | 205,7 12,4 16,6 1,96 D Femenino 17,1 82,9
BQUCH0063 Raiatea 18/07/2012 | 109,7 4,3 25,5 1,98 g Femenino 30,2 69,8
BQUCHO0064 Hawai 06/12/2011 | 439,8 12,0 36,8 1,92 Gd Masculino 12,1 87,9
BQUCHO0065 Hawai 06/12/2011 | 451,8 12,7 35,7 1,94 G Femenino 11,8 88,2
BQUCHO0066 Hawai 23/07/2012 | 716,0 25,5 28,1 1,94 GR Femenino 9,0 91,0
BQUCHO0067 Samoa 25/11/2011 | 308,8 3,0| 101,6 1,70 g Femenino 21,3 78,7
BQUCHO0068 Samoa 30/09/2011 85,2 5,2 16,4 1,70 g Femenino 34,3 65,7
BQUCHO0069 Samoa 26/07/2012 | 440,2 8,8 49,8 2,03 D Femenino 12,9 87,1
BQUCHO0074 Samoa 26/07/2012 | 393,3 9,9 39,6 1,96 Gr Femenino 13,1 86,9
BQUCHO0075 Samoa 26/07/2012 | 796,1| 25,6 31,1 2,10 Gr Femenino 8,7 91,3
BQUCHO0077 Samoa 26/07/2012 | 533,7 20,3 26,3 2,04 Gr Femenino 10,2 89,8
BQUCHO0078 Samoa 26/07/2012 | 131,3 0,4| 328,3 1,83 | NSO No Amplifica 95,2 4,8
BQUCH0082 Samoa 18/07/2012 | 296,8 17,7 16,8 2,06 G Femenino 13,4 86,6
BQUCHO0083 Samoa 18/07/2012 | 108,1 5,9 18,4 2,01 g Femenino 28,6 71,4
BQUCHO0084 Samoa 23/07/2012 | 258,2 9,9 26,1 1,98 G Femenino 15,8 84,2
BQUCHO0085 Samoa 20/07/2012 | 395,8 20,6 19,2 2,04 Gr Femenino 11,5 88,5
BQUCHO0086 Samoa 26/07/2012 | 457,8 21,8 21,0 2,00 Gr Femenino 10,7 89,3
BQUCHO0087 Samoa 20/07/2012 | 307,4 15,7 19,6 2,03 Gr Femenino 13,4 86,6
BQUCHO0088 Samoa 07/10/2011 | 192,8 16,1 12,0 1,95 G Femenino 17,2 82,8
BQUCHO0089 Samoa 20/07/2012 | 280,6 10,1 27,6 2,03 Gr Femenino 15,1 84,9
BQUCHO0090 Samoa 20/07/2012 | 217,8| 22,3 9,7 1,99 Gr Femenino 15,5 84,5
BQUCHO0091 Samoa 23/07/2012 | 301,0 7,3 41,3 1,96 G Femenino 15,8 84,2
BQUCH0092 Samoa 20/07/2012 | 69,4 3,8 18,4 2,00 g Femenino 41,8 58,2
BQUCHO0093 Samoa 26/07/2012 | 217,7 4,6 47,6 1,99 G Femenino 20,8 79,2
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Continuacion. Tabla I. Detalle del banco gendmico.

DO: densidad 6ptica; PG: Picogreen; Detalle: G: presencia de banda gendmica, g: leve presencia de banda

gendmica, D: alto porcentaje de degradacidn, d: leve porcentaje de degradacion, R: gran presencia de RNA,

r: leve presencia de RNA, NSO: no se observa. Todas las extracciones de ADN fueron resuspendidas en un

volumen final de 100 pL.

ADN ADN
Cédigo Localidad FeCh?, r[1g/uL], r[1g/uL], DO/PG 260 nm / Detalle Sexo \:;:LX;TV“ \;(::L/'.\n;\jn
Extraccion 280 nm

DO PG utilizando | disponible
BQUCHO0094 Samoa 30/07/2012 | 284,4 14,0 20,4 1,95 G Femenino 14,2 85,8
BQUCHO0095 Tonga 25/07/2012 | 654,6 18,2 36,0 1,97 GR Femenino 9,7 90,3
BQUCHO0096 Tonga 25/07/2012 | 247,3 6,3 39,4 2,01 G Femenino 17,9 82,1
BQUCHO0097 Tonga 25/07/2012 | 352,6 11,9 29,8 1,97 G Femenino 13,2 86,8
BQUCHO0098 Tonga 25/07/2012 | 479,3 31,4 15,3 1,92 GR Femenino 10,1 89,9
BQUCHO0099 Tonga 25/07/2012 | 451,0 9,7 46,3 194 | GR Femenino 12,5 87,5
BQUCH0100 Tonga 25/07/2012 | 584,3 32,4 18,0 2,01 GR Femenino 9,3 90,7
BQUCH0101 Tonga 25/07/2012 | 388,8 17,8 21,8 2,01 GR Femenino 11,8 88,2
BQUCH0102 Tonga 24/07/2012 | 257,4 12,6 20,4 1,99 Gd Femenino 15,1 84,9
BQUCHO0103 Tonga 25/07/2012 | 196,8 8,0 24,5 1,96 Femenino 18,9 81,1
BQUCHO0104 Tonga 07/10/2011 | 120,2 7,0 17,1 1,94 g Femenino 25,9 74,1
BQUCHO0105 Tonga 24/07/2012 | 268,1 13,9 19,2 2,03 G Femenino 14,6 85,4
BQUCHO0106 Tonga 24/07/2012 | 475,1 33,0 14,4 1,97 GR Femenino 10,1 89,9
BQUCHO0107 Tonga 24/07/2012 | 318,0 14,1 22,5 2,01 G Femenino 13,4 86,6
BQUCHO0108 Tonga 24/07/2012 | 158,0 2,8 56,5 2,00 | NSO Femenino 28,4 71,6
BQUCHO0109 Tonga 25/07/2012 | 310,0 17,3 17,9 1,98 Gdr Femenino 13,2 86,8
BQUCHO0110 Tonga 27/09/2011 | 514,3 33,2 15,5 1,82 G Femenino 9,8 90,2
BQUCHO0111 Tonga 24/07/2012 | 103,3 8,3 12,4 1,96 G Femenino 28,0 72,0
BQUCHO0112 Tonga 24/07/2012 | 362,5 13,6 26,7 1,99 G Femenino 12,7 87,3
BQUCHO0113 Tonga 24/07/2012 | 254,4 12,7 20,1 1,99 G Femenino 15,2 84,8
BQUCHO0114 Fiji 10/01/2011 | 740,5 25,1 29,6 1,93 SD Femenino 8,9 91,1
BQUCHO0115 Fiji 26/07/2012 | 640,5 24,6 26,0 2,08 Gr Femenino 9,3 90,7
BQUCHO0116 Fiji 26/07/2012 | 556,6 29,1 19,1 2,05 Gr Femenino 9,6 90,4
BQUCHO0117 Fiji 26/07/2012 | 715,4 23,5 30,5 2,07 Gr Femenino 9,1 90,9
BQUCHO0118 Taiwan 05/04/2012 | 157,0 1,8 85,5 2,07 gr Femenino 34,1 65,9
BQUCHO0119 Taiwan 30/03/2012 | 313,2 11,5 27,2 2,14 | GdR Masculino 14,0 86,0
BQUCHO0120 Taiwan 30/03/2012 | 118,3 2,7 44,0 2,00 | NSO Masculino 33,1 66,9
BQUCHO0121 Taiwan 30/03/2012 | 362,7 14,1 25,7 2,05| gdR Femenino 12,6 87,4
BQUCHO0122 Taiwan 05/04/2012 | 490,8 8,8 56,0 2,01 gD Femenino 12,5 87,5
BQUCHO0123 Taiwan 05/04/2012 | 394,4 5,8 67,7 2,00 gd Masculino 15,2 84,8
BQUCHO0124 Taiwén 05/04/2012 | 455,1 13,5 33,6 2,04 | gdR Femenino 11,6 88,4
BQUCHO0125 Taiwan 05/04/2012 | 550,2 10,8 50,9 2,03 | gDR Masculino 11,4 88,6
BQUCHO0126 Taiwan 30/03/2012 74,9 0,5| 148,1 1,96 | NSO Masculino 91,0 9,0
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Continuacion. Tabla I. Detalle del banco gendmico.

DO: densidad 6ptica; PG: Picogreen; Detalle: G: presencia de banda gendmica, g: leve presencia de banda

gendmica, D: alto porcentaje de degradacidn, d: leve porcentaje de degradacion, R: gran presencia de RNA,

r: leve presencia de RNA, NSO: no se observa. Todas las extracciones de ADN fueron resuspendidas en un

volumen final de 100 pL.

o ' Fecha [ADN] | [ADN] 260nm / Volumen | Volumen
Cédigo Localidad .. ng/uL, | ng/uL, | DO/PG Detalle Sexo de ADN de ADN
Extraccion 280 nm

plej PG utilizando | disponible
BQUCHO0127 Taiwan 30/03/2012 | 114,3 4,1 27,6 2,01 D Femenino 29,8 70,2
BQUCHO0128 Taiwan 05/04/2012 | 197,4 5,7 344 2,02 gb Masculino 20,4 79,6
BQUCHO0129 Taiwan 30/03/2012 | 124,6 1,9 64,8 2,07 D Masculino 36,6 63,4
BQUCHO0130 Taiwan 10/01/2011 | 338,9 4,2 81,1 1,89 d Masculino 18,1 81,9
BQUCHO0131 Taiwan 10/01/2011 | 564,8 4,7 | 120,6 2,08 d Masculino 14,9 85,1
BQUCH0132 Taiwan 10/01/2011 | 439,3 6,1 71,6 2,09 D Femenino 14,4 85,6
BQUCHO0133 Taiwan 10/01/2011 | 840,9 57| 146,5 2,18 d Masculino 12,6 87,4
BQUCHO0134 Santiago |25/11/2011| 400,4 5,7 69,8 1,94 G Femenino 15,2 84,8
BQUCHO0135 |. Pascua |07/10/2011| 226,6 20,5 11,1 1,97 G Femenino 15,3 84,7
BQUCHO0136 Pitcairn 27/09/2011 | 409,1 3,0 136,7 1,93 | NSO Femenino 19,9 80,1
BQUCHO0137 Taiwan 06/12/2011 | 1308,8 23,3 56,3 2,03 GR Masculino 7,8 92,2
BQUCHO0138 Taiwan 06/12/2011 | 1169,1 41,0 28,5 2,02 GR Masculino 7,4 92,6
BQUCHO0139 Taiwan 06/12/2011 | 1448,4 61,9 23,4 2,03 GR Femenino 6,9 93,1
BQUCHO0140 Taiwan 06/12/2011 | 981,9 59,8 16,4 2,04 GR Femenino 7,5 92,5
BQUCHO0141 Japon 02/08/2012 | 256,7 28,1 9,1 2,06 G Masculino 13,9 86,1
BQUCHO0142 Japon 02/08/2012 | 2538,0 | 301,0 8,4 2,22 GR Femenino 5,9 94,1
BQUCHO0143 Japon 02/08/2012 | 303,3 14,3 21,3 2,10 Gr Masculino 13,7 86,3
BQUCHO0144 Japon 02/08/2012 | 635,7 * * 2,19 GR Femenino 8,1 91,9
BQUCH0145 Japon 02/08/2012 | 120,4 12,3 9,8 2,00 g Femenino 24,0 76,0
BQUCHO0146 I. Pascua 21/06/2012 | 217,2 11,8 18,5 1,92 g Femenino 16,8 83,2
BQUCHO0147 I. Pascua |20/06/2012 | 307,7 26,1 11,8 1,96 G Femenino 12,6 87,4
BQUCH0148 |. Pascua |20/06/2012| 617,8 30,2 20,5 1,90 G Femenino 9,2 90,8
BQUCHO0149 | |I.Pascua |19/06/2012 | 355,3 8,9 39,8 1,61 g Femenino 14,0 86,0
BQUCHO0150 I. Pascua 19/06/2012 | 233,9 4,0 58,3 1,73 g Femenino 21,0 79,0
BQUCHO0151 I. Pascua 19/06/2012 | 156,5 9,5 16,6 1,99 GR Femenino 21,0 79,0
BQUCHO0152 I. Pascua 19/06/2012 | 687,6 29,0 23,7 1,61 Gr Femenino 8,9 91,1
BQUCHO0153 I. Pascua 19/06/2012 | 472,9 11,8 40,2 1,83 Gr Femenino 11,8 88,2
BQUCHO0154 I. Pascua 19/06/2012 | 479,2 5,4 88,2 1,88 Gr Femenino 14,7 85,3
BQUCHO0155 I. Pascua 20/06/2012 | 205,5 51 40,2 1,98 Gr Femenino 20,6 79,4
BQUCHO0156 | I.Pascua |20/06/2012| 195,8 37,4 5,2 1,97 G Femenino 16,0 84,0
BQUCHO0157 | I.Pascua |21/06/2012 | 265,4| 28,3 9,4 2,01 G Femenino 13,6 86,4
BQUCHO0158 I. Pascua |21/06/2012 | 169,4 18,1 9,4 2,01 G Femenino 18,5 81,5
BQUCHO0159 I. Pascua |21/06/2012 | 196,3 8,7 22,6 1,99 g Femenino 18,6 81,4
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Continuacion. Tabla I. Detalle del banco gendmico.

DO: densidad optica; PG: Picogreen; Detalle: G: presencia de banda gendmica, g: leve presencia de banda

gendmica, D: alto porcentaje de degradacion, d: leve porcentaje de degradacion, R: gran presencia de RNA,

r: leve presencia de RNA, NSO: no se observa. Todas las extracciones de ADN fueron resuspendidas en un

volumen final de 100 pL.

Cadigo Localidad FeCh?, r[g/D:IL], rEI;/D:t\lL], DO/PG 260 nm /| Detal Sexo \:;:LX;TV“ \;(::L/'.\n;\jn
Extraccién 280 nm le

Do PG utilizando | disponible
BQUCHO0160 I. Pascua |21/06/2012 82,0 3,6 22,5 2,01 | NSO Femenino 37,6 62,4
BQUCHO0161 Hawai 20/08/2012 | 469,0 50,2 9,3 2,15| GR Femenino 9,9 90,1
BQUCHO0162 Hawai 20/08/2012 | 181,8 4,4 41,6 2,03 g Femenino 22,9 77,1
BQUCHO0163 Hawai 20/08/2012 | 682,6 65,3 10,4 1,99 | GR Femenino 8,4 91,6
BQUCHO0164 Hawai 20/08/2012 | 1502,5 | 113,8 13,2 2,12| GR Femenino 6,6 93,4
BQUCHO0165 Hawai 20/08/2012 | 924,6 | 132,6 7,0 1,83 | GR Masculino 7,4 92,6
BQUCHO0166 Hawai 21/08/2012 | 1009,9 | 311,2 3,2 1,78 Masculino 7,1 92,9
BQUCHO0167 Hawai 20/08/2012 67,7 3,7 18,5 2,11 g Masculino 42,7 57,3
BQUCHO0168 Hawai 20/08/2012 | 300,5 36,4 8,3 2,18| GR Masculino 12,5 87,5
BQUCHO0169 Hawai 21/08/2012 | 465,0 56,7 8,2 1,92 G Masculino 9,8 90,2
BQUCHO0170 Hawai 21/08/2012 | 179,4 7,4 24,1 1,81 G Femenino 20,2 79,8
BQUCHO0171 Hawai 20/08/2012 | 1234,7 | 182,5 6,8 2,11| GR Masculino 6,8 93,2
BQUCHO0172 Hawai 20/08/2012 | 670,5 97,0 6,9 1,88 | Gr Masculino 8,3 91,7
BQUCHO0173 Hawai 20/08/2012 | 763,9 53,9 14,2 2,06 G Masculino 8,2 91,8
BQUCHO0174 Hawai 16/08/2012 | 613,5 44,5 13,8 1,95| SD Femenino 8,9 91,1
BQUCHO0176 Hawai 21/08/2012 | 871,6 80,9 10,8 1,99 G Masculino 7,7 92,3
BQUCHO177 | Hawéi | 16/08/2012 | 1942,0 | 246,8 7,9 2,03| GR | Masculino 6,2 93,8
BQUCHO0178 Hawai 21/08/2012 | 454,3 2,2 | 204,4 1,94 | NSO Femenino 22,9 77,1
BQUCHO0179 Hawai 27/08/2012 | 926,0 37,1 24,9 1,99| Gr Femenino 8,0 92,0
BQUCHO0180 Hawai 27/08/2012 | 278,3 7,9 35,4 2,07 | Gr Femenino 16,0 84,0
BQUCHO0181 Hawai 16/08/2012 | 270,0 20,9 12,9 2,05| GR Femenino 13,8 86,2
BQUCH0182 Hawai 27/08/2012 | 1162,6 28,7 40,5 2,05| GR Femenino 7,8 92,2
BQUCHO0183 Hawai 27/08/2012 | 243,8 5,2 47,2 1,97 | NSO Masculino 19,0 81,0
BQUCHO0184 Hawai 16/08/2012 | 821,5 84,2 9,8 2,05 GR Femenino 7,8 92,2
BQUCHO0185 Hawai 27/08/2012 | 165,7 8,3 19,9 1,95 g Masculino 20,7 79,3
BQUCHO0186 Hawai 27/08/2012 | 202,4 79,7 2,5 1,97 G Masculino 15,3 84,7
BQUCHO0187 Hawai 21/08/2012 | 215,4 83,5 2,6 1,92 G Femenino 14,6 85,4
BQUCHO0188 Hawai 21/08/2012 | 116,2 12,9 9,0 1,80 G Femenino 24,5 75,5
BQUCHO0189 Hawai 27/08/2012 | 321,4 24,2 13,3 1,98 G Masculino 12,5 87,5
BQUCH0190 Hawai 21/08/2012 | 278,9| 38,7 7,2 1,94| Gr Femenino 12,9 87,1
BQUCHO0191 Hawai 21/08/2012 | 153,9 7,6 20,4 2,06| Gr Masculino 22,0 78,0
BQUCH0192 Hawai 21/08/2012 | 805,2 3,1| 2574 2,12| GR Masculino 17,1 82,9
BQUCH0193 Hawai 27/08/2012 | 638,4 34,8 18,4 2,07| GR Femenino 9,0 91,0
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Continuacion. Tabla I. Detalle del banco gendmico.

DO: densidad optica; PG: Picogreen; Detalle: G: presencia de banda gendmica, g: leve presencia de banda

gendmica, D: alto porcentaje de degradacion, d: leve porcentaje de degradacion, R: gran presencia de RNA,

r: leve presencia de RNA, NSO: no se observa. Todas las extracciones de ADN fueron resuspendidas en un

volumen final de 100 pL.

o . Fecha [ADN] | [ADN] 260 nm / Volumen | Volumen
Cédigo Localidad ., ng/uL, | ng/uL, | DO/PG Detalle Sexo de ADN de ADN
Extraccién 280 nm

DO PG utilizando | disponible
BQUCH0194 Hawai |16/08/2012| 282,0| 14,3| 19,8 1,77| GR Masculino 14,2 85,8
BQUCHO0195 Hawai 16/08/2012 | 472,0 24,5 19,3 1,72 Gr Femenino 10,5 89,5
BQUCH0201 Vietnam 30/10/2012 | 453,0 7,4 61,1 1,94 Gr Masculino 13,5 86,5
BQUCH0202 Vietnam | 30/10/2012 | 1262,0 | 307,8 4,1 1,66 Gr Femenino 6,7 93,3
BQUCH0203 Vietnam 30/10/2012 | 610,5 12,2 49,9 1,94 Gr Masculino 10,7 89,3
BQUCH0204 Vietnam 30/10/2012 | 1361,0 | 167,1 8,1 1,95 Gr Masculino 6,6 93,4
BQUCHO0204d Vietnam 31/10/2012 | 1222,0 | 140,7 8,7 1,97 GR Masculino 6,8 93,2
BQUCH0205 Vietnam | 30/10/2012 | 1290,0 | 123,9 10,4 1,89 Gr Femenino 6,8 93,2
BQUCH0208 I. Pascua |03/01/2013| 517,1 70,0 7,4 2,07 GR Femenino 9,3 90,7
BQUCHO0208d | I.Pascua |04/01/2013| 518,1 81,4 6,4 2,14 GR Femenino 9,2 90,8
BQUCH0209 I. Pascua |03/01/2013 | 363,5 36,8 9,9 2,07 GR Femenino 11,3 88,7
BQUCH0210 I. Pascua |27/12/2012 91,4 3,7 24,6 1,52 g Femenino 34,9 65,1
BQUCHO0211 I. Pascua |27/12/2012| 312,4 21,4 14,6 1,94 G Femenino 12,8 87,2
BQUCH0212 I. Pascua |03/01/2013 88,6 5,2 16,9 2,00 GR Femenino 33,3 66,7
BQUCH0213 I. Pascua |03/01/2013 | 164,7 10,6 15,6 2,05 GR Femenino 20,0 80,0
BQUCH0214 I. Pascua |27/12/2012| 139,9 1,2| 121,0 1,89 | NSO Femenino 45,2 54,8
BQUCHO0215 I. Pascua |27/12/2012| 222,0 7,9 28,0 1,88 G Femenino 17,8 82,2
BQUCH0216 | |I.Pascua |19/12/2012| 182,9 8,2 22,2 1,98| GR Femenino 19,6 80,4
BQUCH0217 I. Pascua 19/12/2012 | 154,5 7,4 20,8 2,03 GR Femenino 22,0 78,0
BQUCH0218 | I.Pascua |19/12/2012| 396,4| 61,5 6,4 2,06 Gr Femenino 10,5 89,5
BQUCH0219 I. Pascua 19/12/2012 | 625,0 48,5 12,9 2,11 GR Femenino 8,8 91,2
BQUCH0220 I. Pascua 19/12/2012 | 162,9 18,4 8,9 1,92 GR Femenino 18,9 81,1
BQUCH0221 | |I.Pascua |19/12/2012| 290,7| 35,7 8,2 2,08 G Femenino 12,7 87,3
BQUCH0222 I. Pascua 19/12/2012 | 278,6 24,1 11,6 2,12 G Femenino 13,4 86,6
BQUCH0223 I. Pascua 19/12/2012 | 238,0 25,0 9,5 2,07 G Femenino 14,6 85,4
BQUCH0224 I. Pascua 19/12/2012 | 100,5 10,3 9,7 2,13 GR Femenino 27,8 72,2
BQUCH0225 I. Pascua 19/12/2012 | 228,2 16,6 13,7 2,12 G Femenino 15,6 84,4
BQUCH0226 I. Pascua |03/01/2013 | 476,8 47,9 9,9 2,05 GR Femenino 9,8 90,2
BQUCHO0233 | Marquesas | 03/01/2013 | 196,9 24,4 8,1 2,03 Gr Femenino 16,4 83,6
BQUCH0234 | Marquesas | 03/01/2013 | 841,4| 103,1 8,2 2,11| GdR Femenino 7,7 92,3
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Anexo 3. Curvas de calibracion utilizadas en la cuantificacién con Picogreen.
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Continuacidn. Curvas de calibracion utilizadas en la cuantificacién con Picogreen.

Curva de calibracién 4
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Anexo 4. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion.

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico,

: dato eliminado del andlisis estadistico.

ot | g | 27 | 3o | w0 | wots | wors | S| Sy vy | s R | vme s | S| B | oo
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | A1l | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 |A1|A2 | A1 | A2 | A1 | A2 | A1 | A2 | A1l | A2 | A1l | A2 | A1l | A2 | A1l | A2 | Al | A2

BQUCHO0O001 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 |211|245|245|229|233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|270(223 223|203 |205(199|199|196|201 112|112
BQUCHO0002 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 {245|245(229|233 | 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 |262|270(223 (223|203 (205|199 (199|196 (201|112 |112
BQUCHO0O003 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 |211|245|245|229|233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|270(223 223|203 |205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0004 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 |245|245|229(233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|270(223|223|203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0O005 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 {245|245|229|233 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 |262|270|223 (223|203 |205|199(199|196 201|112 |112
BQUCHOO006 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 |245|245|229|233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 | NA |NA |203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0O007 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 {245|245(229|233 | 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 (262|268 (223 (223|203 (205|199 (199|196 (201|112 |112
BQUCHO0O009 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 |245|245|229|233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 (223 |223|203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0010 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 {245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 (262|268 (223 (223|203 (205|199 (199|196 (201|112 |112
BQUCHO0011 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 {245|245|229|233 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 (262|268 (223 (223|203 |205|199(199|196 (201|112 |112
BQUCHO0012 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 |245|245|229|233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 (223 |223|203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0013 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 |{245|245|229|233 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 (262|268 |223 (223|203 |205|199(199|196 201|112 |112
BQUCHO0014 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 |211|245|245|229(233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 (223 |223|203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0O015 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 {245|245(229|233 168|189 | 89| 93 (151|151 (236|240 (262|268 (223 (223|203 (205|199 (199|196 (201|112 |112
BQUCHO0023 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 |211|245|245|229(233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 (223 |223|203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0024 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 |245|245|229|233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 (223 |223|203|209(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0027 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207 | 211 {245|245|229|233|168|189| 89| 93 |151|151(236|240 (262|268 (223 (223|203 |205|199(199|196 (201|112 |112
BQUCHO0028 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 |245|245|229(233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 (223 |223|203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0029 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207|211 {245|245(229|233|168|189| 89| 93 |151|151(236|240 (262|268 (223 (223|203 (205|199 (199|196 201|112 |112
BQUCHO0030 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 |211|245|245|229|233 168|189 | 89| 93|151|151(236|240|262|268 (223 |223|203|205(199|199|196|201 (112|112
BQUCHO0031 | I. Pascua 248 | 248 | 221|229 (207|211 {245|245(229|233|168|189| 89| 93 |151|151(236|240 (262|268 (223 (223|203 (205|199 (199|196 201|112 112
BQUCHO0032 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 (207|211 |{245|245|229|233|168|189| 89| 93 |151|151(236|240 (262|268 (223 (223|203 (209|199 (199|196 (201|112 |112
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Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico, : dato eliminado del analisis estadistico.

o Bropap_ | Bropap | Bropap_ | Bropap_ | Bropap_ | Bropap_ | Bropap_ | Bropap_ | Bropap_ | Bropap_
Codigode | | .. . | Bro07 | Bro08 | Brol0 | Brol3 | BrolS | " 051" | 16501 | 20939 | 20558 | 02214 | 23758 | 25444 | 26773 | 26985 | 30248

Muestra
Al | A2 | Al | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | A1 | A2 | A1 | A2 |A1|A2 | A1 | A2 | A1 | A2 | A1l | A2 | A1l | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | Al | A2 | Al | A2

BQUCHO0033 | I. Pascua 248 | 248 1221|225 |207 | 211245245229 (233|168 |189| 89| 93 |151|151|236 240|262 |268|223|223|203|205|199|199|196|201|112|112

BQUCHO0035 | I. Pascua 248 | 248|221 | 225|207 | 211 |245| 245|229 (233|168 | 189 | 89| 93 |151|151|236 240|262 |270|223|223|203|205|199|199 |196|201|112|112

BQUCHO0036 | I. Pascua 248 | 248 1221|225 |207 | 211245245229 (233|168 |189| 89| 93 |151|151|236 240|262 |268|223|223|203|209|199|199|196|201|112|112

BQUCHO0037 | I. Pascua 248 | 248 1221 |225|207 [211|245]245|229[233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262|270)|223|223|203|205)|199|199|196|201 112|112

BQUCHO0038 | I. Pascua 248 | 248 1223|227 | 207 | 211|245 245|229 (233|168 | 189 | 89| 93 |151|151|236 | 240|262 |268|223|223|203|205|199|199|196|201|112|112

BQUCHO040 | Marquesas | 248 | 248 | 2211225207 | 211245245229 |240|168|189| 89| 93 |151|151|236|240|260|268|200|223|203|205)199|199|196|201|112|112

BQUCHO041 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245 | 245|229 | 240|168 | 189 | 89| 93 | 151|151 | 236|240 | 260 | 268 | 223 | 223 | 203 | 205 | 199 | 199 | 196 | 201 | 112 | 112

BQUCHO042 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211|245 |245|229|233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262|272|223|223|203|205|199|199|196|201|112|112

BQUCHO043 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245 | 245|229 | 233|168 |189| 89| 93 | 151|151 | 236|240 | 262|268 | 223|223 |203|205|199|199 | 196|201 | 112|112

BQUCHO045 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229 | 240|168 | 189 | 89| 93 | 151|151 | 236|240 | 260|268 | 223|223 |203|205|199|199 |196|201| 112|112

BQUCHO046 | Marquesas | 248 | 248 | 2211225207 | 211245245229 |240|168|189| 89| 93 |151|151|236|240|260|268|223|223|203|205)199|199|196|201|112|112

BQUCHO047 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229 | 240|168 | 189 | 89| 93 |151|151| 236|240 | 260|268 | 223|223 |203|205|199|199 |196|201|112|112

BQUCHO048 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211|245 |245|229 (240|168 |189| 89| 93 |151|151|236|240| 260|268 | NA | NA |203|205|199|199|196|201|112|112

BQUCHO049 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245 | 245|229 | 240|168 | 189 | 89| 93 | 151|151 | 236 | 240 | 260 | 268 | 223 | 223 | 203 | 205 | 199 | 199 | 196 | 201 | 112 | 112

BQUCHO050 | Marquesas | 248 | 248 | 221 | 221 | 207 | 211 | 245245229 | 240|168 | 189 | 89| 93 |151 | 151 | NA | NA [ 260|268 | NA |NA |NA | NA | 199|199 | 196|201 | NA |NA

BQUCHO051 | Marquesas | 248 | 248 | 2211225207 | 211245245229 |233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262|268|223|223|203|205)199|199|196|201|112|112

BQUCHO0056 | Tahiti 248 | 248 1221|225 |207 [ 211 |245|245|229(233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262|272 | NA |NA |203|205|199|199|196|201|112|112
BQUCHO0058 | Tahiti 248 | 2481221 225|207 [ 211 |245]|245|229[240|168|191| 89| 93 |151|151|236|240|260|268|223|223 203 |205)|199|199|196|201 112|112
BQUCHO0059 | Hawai 248 | 250|221 | 225|207 | 211|245|245|229|233|168|191| 89| 93 |151|151|236 240|262 |268|223|223|203|205|199|199 |196|201|112|112
BQUCHOO060 | Pitcairn 248 | 248|221 | 225|207 | 211 |245|245|229|233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|260|268 | NA | NA | 203 |205|199|199|196|201|112|112
BQUCHO063 | Raiatea 248 | 248|221 | 227|207 | 211 |245|245|229 (233|168 |189| 89| 93 |151|151| 236|240 |262|268|223|223|203|205|199|199 |196|201|112|112
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Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico, : dato eliminado del analisis estadistico.
oot | gy | @7 | 00 | w0 | wons | oors | Sprm- | S S| oon | B oo | S S|
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 |Al| A2 | A1 | A2 | A1l | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1l | A2 | Al | A2
BQUCHO0064 | Hawai 279 (279|221 | 225|207 |211|239|245|232|232|158|166 | 87| 101|140 |140| 239|239 250|256 223|223 (190|217 |223|225|201|201 108|144
BQUCHO0065 | Hawai 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|240 (168|189 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|201 112|112
BQUCHO0066 | Hawai 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 | 245|245 (229|240 (168|189 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199|196|201 112|112
BQUCHO0067 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93| 151|151 |236|240|260|270 | NA |NA (203 |205|199|199|196|199 | 112|112
BQUCHO068 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93|151|151|236|240|260|270 223|223 |203|205(199|199|196|199 112|112
BQUCHO0069 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93| 151|151 |236|240|260|268 | NA |NA [NA |[NA (199|199 |196|199 | 112|112
BQUCHO074 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 (203|205(199|199 196|199 114|114
BQUCHO0075 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205|199|199|196|199 112|112
BQUCHO077 | Samoa 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93|151|151|236|240 (260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|199 112|112
BQUCHO082 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 |89 | 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|207(199|199 196|199 112|112
BQUCHO0083 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93| 151|151 |236|240 260|268 (223|223 |203|207|199|199|196|199 | 112|112
BQUCHO084 | Samoa 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 |89 | 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|207|199|199 196|199 112|112
BQUCHO0085 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|207|199|199|196|199 112|112
BQUCHO086 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93|151 (151|236 |240 | NA | NA |223|223(203|205(199|199 |196|199 |112|112
BQUCHO0087 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|191 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205|199|199|196|199 112|112
BQUCHO0088 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93| 151|151 |236|240 260|268 (223|223 |203|205|199|199|196|199 | 112|112
BQUCHO089 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 |89 | 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|199 112|112
BQUCHO0090 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 |223|223|203|205|199|199|196|199 112|112
BQUCHO091 | Samoa 248 | 248 | 221|225 | 207|211 (245|245(229|233 168|191 |89 | 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|199 112|112
BQUCH0092 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|199 112|112
BQUCHO0093 | Samoa 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 (245|245(229|233 168|191 |89 | 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|199 112|112
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Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico, : dato eliminado del analisis estadistico.
Cotose | gy | ¥ | 00 | o0 | wots | oons | o S o | o oS S| e |t
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1l | A2 | Al | A2 | A1l | A2 |A1|A2| Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | Al | A2 | Al | A2 | A1l | A2 | Al | A2 | A1 | A2
BQUCHO0094 | Samoa 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 |223|223|203|205|199 199|196 199|112 |112
BQUCHO0O095 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 (260|268 223|223 |203|205|199 199|196 201|112 112
BQUCHO0096 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 | 223|223 |203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCHO0097 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 | 223 | 223|203 |205|199 199|196 (201|112 112
BQUCHO098 | Tonga 248 | 248 | 223 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 112
BQUCHO0099 | Tonga 248 | 250 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |262|268 |223|223|203|205|199 199|196 (201|112 112
BQUCHO0100 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 [ NA | NA | 89| 93 (151|151 (236|240 (260|268 [ 223|223 |197|203|199 199|196 (201|112 112
BQUCHO0101 | Tonga 248 | 250 | 221 | 225|207 | 211 |245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 |260|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCHO0102 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 (260|268 |223|223|203 (205|199 199|196 201|112 112
BQUCHO0103 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 (151|151 (236|240 (260|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 112
BQUCHO0104 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 | 223|223 | 203 | 205|199 199|196 (201|112 112
BQUCHO0105 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151|151 (236|240 (260|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 112
BQUCHO0106 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 |223|223|203|205|199|199|196 (201|112 (112
BQUCHO0107 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|191 | 89| 93 (151|151 (236|240 (260|268 |223|223|203|205|199 201|196 201|112 112
BQUCHO0108 | Tonga 248 | 248 | 217 | 225|207 | 211 | 245245229233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 | NA | NA |203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCHO0109 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 | 223 | 223|203 |205|199 199|196 (201|112 112
BQUCHO0110 | Tonga 248 | 248 | 221|229 (207 | 211 |245|245(229|233 168|191 | 89| 93 (151|151 (236|240 (260|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 112
BQUCHO0111 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 | 223|223 |203|205|199|199|196 (201|112 (112
BQUCHO0112 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 (245|245(229|233 (168|191 | 89| 93 (151|151 (236|240 (260|268 |223|223|203 (205|199 199|196 201|112 (112
BQUCHO0113 | Tonga 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |260|268 |223|223|203|205|199 199|196 201|112 (112
BQUCHO0114 | Fiji 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 (168|191 | 89| 93 (151|151 (236|240 (260|268 | NA | NA |NA |NA | 199|199 |196 (201|112 112
BQUCHO0115 | Fiji 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|191 | 89| 93 (151|151 (236|240 (260|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 112
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Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico,

. dato eliminado del andlisis estadistico.

ot | gy | 27 | P | w0 | mots | wors | S| Semn | B | oo | oome. b | | B | v oo
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | A1 | A2
BQUCHO0116 | Fiji 248|248 [ 221 (225|207 211 |245|245|229|233 (168|191 | 89| 93 |151|151|236|240|260(|268|223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0117 | Fiji 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|191 | 89| 93| 151|151 |236 (240|260 |268|223(223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0118 | Taiwan 248|252 (211(239|207|211 (242|243 233233168 |168| 99|105|151|151|240|240 262|264 |223|223|192(192|205|215|201(201|110]110
BQUCHO0119 | Taiwan 248|248 [ 207 (231211211 |245|245|229|229 (168|168 | 105|105 (151|151 |236|236 260|266 |220|223 (194|194 |199|199 196|209 |126|126
BQUCHO0120 | Taiwan 248 | 267 | 211|211 | 207 | 211 | 242|242 (229|233 178|187 | 97|101|151|155|236|236|248 |260 | NA | NA |211|230|199 (211|196 203|108 |108
BQUCHO0121 | Taiwan 248|248 [ 213 (221|207 | 211 {245|245|229|229 (168|168 | 97|105|151|165|240|240 |248 (248 |223|223|216(222|199|211 (201|201 |112|112
BQUCHO0122 | Taiwan 248 | 257 | 219|237 | 207 | 212 | 242 | 245 (221|229 | 168|178 | 87|101| 151|151 |236 240|248 270|220 (220|222 |224|199|205|196|196 108|112
BQUCHO0123 | Taiwan 248|248 {219 (227|207 211|242 |245|233|233 (168|168 | 97101 (151|161 |236|240|246|260|220|223(192(194|199|199 196|209 112|112
BQUCHO0124 | Taiwan 248 | 251 | 219|225 (211|211 |242|245(229|229 (168|187 | 105|105 | 149|151 |240 240|248 256|223 (226|192 |217|201|213|199|201 114|114
BQUCHO0125 | Taiwan 248 | 248 | 219|221 | 207 | 211 | 242 | 245 233|233 | 168|168 | 103 | 107 | 151 | 151 | 240 | 240 | 264 | 266 | 220 | 223 | 192 | 192|199 | 201 | 201 | 203 | 125|128
BQUCHO0126 | Taiwan 248 | 250 (219 (243|211 | 211 {243 243229229 (168|168 | 97 |105 (151|151 |236|236 (246|254 | NA |NA [NA |[NA |201|215(196|209 | NA | NA
BQUCHO0127 | Taiwan 248 | 248 | 219|219 | 207 | 207 | 245|245 233|233 | 168|178 | 105|105 | 151 | 151 | 236|240 | 258 | 262 | 220 | 223 | 194 {211 | 199|199 | 201|201 | 116 | 116
BQUCHO0128 | Taiwan 248|248 | 207 | 211|207 | 207 | 245 245|233 233 (168|168 | 97| 99161 |171|236|240|262(262|220|220(192(192|201|205|196|209|110|110
BQUCHO0129 | Taiwan 248 | 265 | 211|225 (211|211 (242|245(229|229|168|168| 97| 97|151|151|240|240|252|260|NA [ NA |192|192|199|201|201|209 (110|110
BQUCHO0130 | Taiwan 250|267 (221 (235|207 | 207 [ 243 245|221 |229|168 | 189|103 |105|151|151|236|240|258 (266 |NA |NA |(192(192|215|215|196|203|110|110
BQUCHO0131 | Taiwan 248 | 248 | 225 (225|207 | 211 (242 |245|229|233 (178|189 | 89|103 |151|161|236|240 268|268 |220|223|176|196|201|215|196 (209|110 110
BQUCHO0132 | Taiwan 248 | 269 | 221 (229|208 | 211 (242 |245(229|229 (176|178 | 93|105| 151|151 |236 236|247 |247|223 (223|192 |205|203|203 196|196 102|102
BQUCHO0133 | Taiwan 248 1279|207 [ 215|207 | 211 |{245|245|229|233 (178|189 | 97| 97 |151|151|236|240 246|268 |223|223|192(226|203|203 (196|203 |102|110
BQUCHO0134 | Santiago 2321232 (215|227 | 207|209 | 246 | 246 | 224|224 | 168|172 | 87| 87|149|153|236|239|244|266|222 (223|197 |197|215|215|201|201 114|142
BQUCHO0135 | I. Pascua 248|248 [ 221 (225|207 211 (245(245|229|233 (168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262(270|223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0136 | Pitcairn 248 | 248 | 221|225 | 207|211 (245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|260 268|223 (223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0137 | Taiwan 248 | 248 | 219|231 211|211 (242|243 (229|229|168|178|101|101|151|151|236|236|260 264|220 (226|192 |194|199|201 196|209 (114|116
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Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico,

. dato eliminado del andlisis estadistico.

ot | gy | 27 | P | w0 | mots | wors | S| Semn | B | oo | oome. b | | B | v oo
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | A1 | A2

BQUCHO0138 | Taiwan 2481248 (219231211211 (242(243|229|229|168|178 101|101 |151|151|236|236|260(264|220|226|192(194|199|201 196|209 114|116
BQUCHO0139 | Taiwan 248 | 248 | 227 | 233 | 211|211 | 245|245(229|233 168|189 | 62| 97|151 151|237 240|260 (268|220 |226|192|192|199|213|196|201 112|114
BQUCHO0140 | Taiwan 2481249 (211(233|211|211{243|243|221|233(168|170| 97| 99151 |151|240|240|260|264|220|220(192(192|215|215|201(201|110]112
BQUCHO0141 | Japdn 283|283 (227 (227|207 | 207 | 241241229229 (168|168 |105|105 (161|161 |236|236|246|250|223|223|201(201|197|199 196|203 |131|167
BQUCHO0142 | Japdn 283 (283|221 (227 (207|207 |241|241(229|229|168|168| 97| 97|161|161|236|236|246|252|223(223|201|201|197|197 196|196 131|131
BQUCHO0143 | Japdn 283|283 (227 (227|207 |207 | 241241229229 (168|168 | 97|105|161|161|236|239|250(274|223|223|201(203|197|199 196|203 |119|133
BQUCHO0144 | Japén 283 (283|227 (227|207 | 207 | 241|241 (229|229 (168|168 | 97|105|161 165|236 236|246 250|223 (223|201|201|199|199 196|196 119|119
BQUCHO0145 | Japdn 200|287 (221 (227|207 | 207 [ 241241229229 |168|168| 97|105|161|161|236|236|250(250|220|223|203(203|197|199 196|203 |131|131
BQUCHO0146 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 | 245|245(229|233 (168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262 (270|223 (223|203|205|199 (199196201 112|112
BQUCHO0147 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262|268|223(223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0148 | I. Pascua NA | NA [ 221 |225|207|211|245|245|229|233 (168|189 | 89| 93 (151|151 |236|240 262|268 |223|223|203(205|199|199 196|201 |112|112
BQUCHO0149 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262|270|223|223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0150 | I. Pascua 248|248 (221 (225|207 211 (245(245|229|233 (168|189 | 89| 93151 |151|236|240|262(270|223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0151 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 | 245|245(229|233 (168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262 (270|223 (223|203|205|199 (199196201 112|112
BQUCHO0152 | I. Pascua 248|248 (221 (225|207 211 (245(245|229|233 (168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262(270|223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0153 | I. Pascua 248|248 | 221 (225|207 211 |{245|245|229|233 (168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262(270|223|223|203(205|199|199 196|201 |112]|112
BQUCHO0154 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207|211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262|270|223(223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0155 | I. Pascua 248 | 248 [ 221 (225|207 211 |245|245|229|233 (168|189 | 89| 93 |151|151|236|240 262|268 |223|223|203(205|199|199 196201112112
BQUCHO0156 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207|211 (245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262 |268|223(223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0157 | I. Pascua 248 | 248 [ 221 (225|207 | 211 {245 |245|229|233 (168|189 | 89| 93151151 | NA | NA |262 (268 |223|223|203(205|199|199 196|201 |112|112
BQUCHO0158 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207|211 |(245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262 |268|223(223|203|205|199(199 196|201 112|112
BQUCHO0159 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207|211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262|270|223(223|203|205|199|199 196|201 112|112

117




Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico,

. dato eliminado del andlisis estadistico.

ot | gy | 27 | P | w0 | mots | s | S| B | s S | v b | | B | v | oo
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 |Al| A2 | A1 | A2 | A1l | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1l | A2 | Al | A2
BQUCHO160 | I. Pascua 248|248 (221 (225|207 |211|{245|245|229|233 (168|189 | 89| 93 |151|151|236|240 (262|268 |223|223(203|205|199|199|196|201|112|112
BQUCHO0161 | Hawai 246 | 248 | 225|227 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 168|178 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199|196|199 |112|112
BQUCHO0162 | Hawai 246|248 | 225 (227|207 | 211 {245|245|229|233 (168|178 | 89| 93| 151|151 |236|240 (260|268 |223|223(203|205|199|199|196|199|112|112
BQUCHO0163 | Hawai 246|248 | 225 (227|207 | 211 |{245|245|229|233 (168|178 | 89| 93| 151|151 |236|240 (260|268 |223|223(203|205|199|199|196|199|112|112
BQUCHO0164 | Hawai 246 | 248 | 225|227 | 207 | 211 | 245|245 (229|233 168|178 | 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199|196|199 112|112
BQUCHO0165 | Hawai 279279 (221 (225|207 |211|240|245|229|232 (158|166 | 87| 99| 140|183 |239|239 (250|254 |223|223|190|217|223|223|{201|201|108|108
BQUCHO0166 | Hawai 279 (279221225 (207|211 |239|245(232|232|158|166 | 87| 101|140 (183|239 (239|250 |256 223|223 (190|217 |223|225|201|201|108|131
BQUCHO0167 | Hawai 2791279 (221 (225|207 |211{240|245|229|232 (158|166 | 87| 99|140|183|239|239 (250|254 |223|223|190|217|223|223{201|201|108|108
BQUCHO0168 | Hawai 279 (279|221 (225|207 |211|240|245(229|232|158|166 | 87| 99|140 (183|239 (239|250 |254 223|223 (190|217 |223|223|201|201|108|108
BQUCHO0169 | Hawai 279 (279|221 |225|207|211|240|245(229|232|158|166|87| 99|140|183|239|239 250|254 223|223 (190|217 |223|223|201|201|108|108
BQUCHO0170 | Hawai 246|248 | 225 (227|207 | 211 |{245|245|229|233 (168|178 | 89| 93|151|151|236|240|260|268 | NA |NA [203|205|199|199|196|199|112|112
BQUCHO0171 | Hawai 279 (279|221 |225 (207|211 |240|245(229|232|158|166|87| 99|140|183|239|239 250|254 223|223 (190|217 |223|223|201|201|108|108
BQUCHO0172 | Hawai 2791279 (221 (225|207 |211{240|245|229|232 (158|166 | 87| 99|140|183|239|239|250|254|223|223|190|217|223|223{201|201|108|108
BQUCHO0173 | Hawai 279 (279|221 (225|207 |211|240|245(229|232|158|166 | 87| 99|140|183|239|239|250|254 223|223 (203|205 |223|223|201|201|108|108
BQUCHO0174 | Hawai 246|248 | 225227207211 |{245|245|229|233 (168|178 | 89| 93|151|151|236|240 (260|268 |223|223|190|217|199|199 196|199 112|112
BQUCHO0176 | Hawai 279279 (221 (225|207 |211(239|245|232|232 (158|166 | 87| 101|140 | 183|239 239|250 |256|223|223|190|217|223|225(201|201|108|144
BQUCHO0177 | Hawai 279 (279|221 (225|207 |211|239|245|232|232|158|166| 87| 101|140 |183|239|239 250|256 223|223 (190|217 |223|225|201|201|108|144
BQUCHO0178 | Hawai NA | NA [ 221|225|207|211|245|245|229|233 (168|178 |89 | 93|151|151|236|240(260|270 | NA |NA [203|205|199 199|196 | 199|112 112
BQUCHO0179 | Hawai 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 (245|245(229|233 168|178 89| 93|151|151|236|240 260|270 223|223 |203|205(199|199 196|199 112|112
BQUCHO0180 | Hawai 248|248 (221 (225|207 211 {245|245|229|240 (168|189 | 89| 93| 151|151 |236|240 (260|268 |223|223(203|205|199|199|196|201|112|112
BQUCHO0181 | Hawai 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 (245|245(229|240|168|189|89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|201 112|112
BQUCHO0182 | Hawai 248 | 248 | 221|225 | 207 | 211 | 245|245(229|240|168|189| 89| 93|151|151|236|240 260|268 (223|223 |203|205(199|199 196|201 112|112
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Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico,

. dato eliminado del andlisis estadistico.

ot | gy | 27 | P | w0 | mots | wors | S| Semn | B | oo | oome. b | | B | v oo
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1 | A2 | A1 | A2
BQUCHO0183 | Hawai 279279 (221 (225|207 |211|239|245|232|232 (158|166 | 87|101|140|183|239|239|250(256|223|223(190(217|223|225|201(201|108|131
BQUCHO0184 | Hawai 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|240 (168|189 | 89| 93| 151|151 |236 (240|260 |268|223(223|203|205|199 (199196201 112|112
BQUCHO0185 | Hawai 2791279 (221 (225|207 |211(239|245|232|232 (158|166 | 87|101|140|183|239|239|250(256|223|223|190(217|223|225|201 201|108 | 144
BQUCHO0186 | Hawai 279|279 (221 (225|207|211|239|245|232|232 (158|166 | 87|101 (140|183 |239|239|250(256|223|223|203|205|223|225|201(201|108|131
BQUCHO0187 | Hawai 248 | 248 | 221 | 225 | 207 | 211 | 245|245 (229|240 (168|189 | 89| 93|151|151|236|240|260 |268|223(223|190|217|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0188 | Hawai 248|248 | 221 225|207 | 211 {245|245|229|240 (168|189 | 89| 93 |151|151|236|240 260|268 |223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0189 | Hawai 279 (279|221 (225|207 |211|239|245(232|232|158|166| 87|101| 140|183 |239 239|250 256|223 (223|190 |217|223|225|201|201 108|144
BQUCHO0190 | Hawai 248|248 [ 221 (225|207 211 |{245|245|229|240 (168|189 | 89| 93 (151|151 |236|240|260 (268 |223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0191 | Hawai 279 (279|221 (225|207 |211|239|245(232|232|158|166| 87|101|140 183|239 239|250 256|223 (223|190 |217|223|225|201|201 108|144
BQUCHO0192 | Hawai 279 (279 |221|225|207|211|239|245(232|232|158|166| 87|101|140|183|239|239|250 256|223 (223190217 |223|225|201|201 108|144
BQUCHO0193 | Hawai 246|248 | 225|227 | 207|211 {245|245|229|233 (168|178 | 89| 93 |151|151|236|240 260|268 |223|223|203(205|199|199 196|199 112|112
BQUCHO0194 | Hawai 279 (279 | 221|225 |207|211|240|245(229|232|158|166| 87| 99|140|183|239|239|250 254|223 (223|190|217|223|223|201|201 108|108
BQUCHO0195 | Hawai 248|248 {223 (225|207 211 |245(245|229|233 (168|191 | 89| 93 |151|151|236|240|260 (268 |223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0201 | Vietnam 2241245 | 215|215 | 206|206 | 239 |240(229|229 (168|170 | 83| 97|144 151|236 242|248 |264|220(240|195|197|201|201 203|203 163|163
BQUCHO0202 | Vietham 279|287 (213213209209 (240|245|166|168 166|168 | 74| 93 |175|181|236|236|248 (258 |220|222|226(244|201|201|201|201|118|118
BQUCHO0203 | Vietham 2931293 (213 (219|206|209|239|240|225|225|166|168| 83| 83 |151|151|239|242|239(248|220|223 (196|198 |201|201 201201122151
BQUCHO0204 | Vietnam 287 (287 | 205|213 | 206 | 209 | 239|245 (229|229 | 166|168 | 101 | 101 | 149 | 194 | 240 | 242 | 248 | 250 | 220 [ 220 | 192 | 194 | 213 | 233 | 201 | 201 | 142 | 175
BQUCHO0205 | Vietnam 287|287 (213213208209 |240(242|229|229|168|168| 97| 97 (151|151 |240|240 248|258 |220|220|196|200|201|201|201|201|153]|153
BQUCH0208 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 (245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236(240|262|270|223({223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0209 | I. Pascua 248|248 [ 221 (225|207 211 (245(245|229|233 (168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262(270|223|223|203(205|199|199 196|201 112|112
BQUCH0210 | I. Pascua 248 | 248 | 221|225 | 207|211 (245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|266|270|223(223|203|205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0211 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93|151|151|236|240|262|268|223(223|203|205|199|199 196|201 112|112
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Continuacion. Tabla Il. Detalle de alelos encontrados en la genotipificacion

*Al: alelo 1; A2: alelo 2, NA: no amplifico, : dato eliminado del analisis estadistico.
Cotose | gy | ¥ | 00 | o0 | wots | oons | o S o | o oS S| e |t
uestra

Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1l | A2 | Al | A2 | A1l | A2 |A1|A2| Al | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | Al | A2 | Al | A2 | A1l | A2 | Al | A2 | A1 | A2

BQUCHO0212 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 (262|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCHO0213 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 (262|268 (223|223 |203 (205|199 199|196 201|112 112
BQUCHO0214 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151(236|240|262|268 | NA |NA |203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCHO0215 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229233 168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |262|268 |223|223|203|205|199|199|196 (201|112 (112
BQUCHO0216 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151 (236|240 (262|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCH0217 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229233 168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |262|268 |223|223|203|205|199 199|196 (201|112 112
BQUCHO0218 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |262|270(223|223|203 (205|199 199|196 201|112 (112
BQUCHO0219 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262|270|223|223|203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCHO0220 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 (168|189 | 89| 93 (151|151 (236|240 (262|270|223|223|203 (205|199 199|196 201|112 112
BQUCHO0221 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151(236|240|266|270|223|223|203|205|199|199|196 201|112 112
BQUCHO0222 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245245229233 168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 |262|270|223|223|203|205|199 199|196 (201|112 |112
BQUCHO0223 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151(236|240|262|270|223|223|203|205|199|199|196 201|112 112
BQUCH0224 | I. Pascua 248 | 248 | 221 | 225|207 | 211 | 245|245(229|233 168|189 | 89| 93 |151|151|236|240|262|270|223|223|203|205|199|199|196 201|112 |112
BQUCHO0225 | I. Pascua 248 | 248 | 223 | 227 | 207 | 211 | 245245229233 (168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 (262|268 (223|223 |203 (205|199 199|196 201|112 112
BQUCHO0226 | I. Pascua 248 | 248 | 223 | 227 | 207 | 211 | 245245229233 (168|189 | 89| 93 |151| 151 (236|240 (262|268 |223|223|203|205|199|199|196 201|112 (112
BQUCHO0233 | Marquesas | 248|248 | 221 | 225|207 | 211|245 (245|229 (240|168 | 189 | 89| 93| 151|151 |236 240|260 (268|223 (223|203 |205|199|199 196|201 112|112
BQUCHO0234 | Marquesas | 248|248 |221|225|207 | 211|245 |245|229(240|168 (189 | 89| 93 |151|151|236 240|260 (268|223 (223|203|205|199|199 196|201 112|112
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Anexo 5. Tabla lll. Detalle del analisis de diversidad genética.

N: tamafio de muestra, Go: genotipos observados,

PLP: porcentaje de loci polimérficos, Na: nimero de

alelos, Ne: nimero de alelos efectivos, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, F,
indice de fijacidn, p: valor de significancia (* =P <0,05; ** = P <0,01; *** =P < 0,001), MM: monomorfico.

Localidad Locus N Go Na Ne Ho He F P
Bro07 19 10|10,000| 1,814| 0,474| 0,449 -0,056 | 0,818
Bro08 19 18|14,000| 8,805| 0,842 | 0,886| 0,050|0,173
Brol10 19 5| 4,000| 2,117 | 0,474| 0,528 | 0,102 | 0,345
Brol3 19 6| 3,000| 2,490| 0,579 | 0,598 | 0,032 (0,331
Brol5 19 5| 3,000| 2,278 | 0,368 | 0,561 | 0,343 |0,094
Bropap_02801 19 8| 6,000| 2,533| 0,632| 0,605|-0,043|0,775

Taiwan Bropap_16591 19 13|10,000| 5,309 | 0,632| 0,812| 0,222 0,042
Bropap_20939 19 6| 6,000| 1,483 | 0,316| 0,325| 0,030|0,458
Bropap_20558 19 4| 3,000| 2,093| 0,421| 0,522| 0,194 (0,219
Bropap_02214 19 17|12,000| 8,494| 0,789| 0,882 | 0,105 | 0,007
Bropap_25444 19 11|12,000| 3,195| 0,579 | 0,687 | 0,157 | 0,096
Bropap_26773 19 11| 7,000| 4,599| 0,632| 0,783| 0,193|0,013
Bropap_26985 19 8| 5,000| 3,557 | 0,684 | 0,719| 0,048 |0,402
Bropap_30248 19 13| 9,000| 5,597| 0,368 | 0,821| 0,551 |0,000
Bro07 5 2| 3,000| 1,515| 0,200| 0,340| 0,412 (0,111
Bro08 5 2| 2,000| 1,471| 0,400| 0,320 -0,250 | 1,000
Brol0 5 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Brol3 5 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Brol5 5 1| 1,000( 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_02801 5 1| 1,000( 1,000| 0,000| 0,000 | MM

Japon Bropap_16591 5 3| 2,000| 2,000| 0,600| 0,500 | -0,200 | 0,873
Bropap_20939 5 2| 2,000| 1,220| 0,200| 0,180 -0,111 | 0,804
Bropap_20558 5 2| 2,000| 1,220| 0,200| 0,180 -0,111 {0,804
Bropap_02214 5 4| 4,000| 2,778 | 0,800| 0,640 -0,2500,873
Bropap_25444 5 3| 2,000| 1,724| 0,200| 0,420| 0,524 (0,333
Bropap_26773 5 3| 2,000| 2,000| 0,600| 0,500 | -0,200 | 0,873
Bropap_26985 5 2| 2,000| 1,724| 0,600| 0,420 -0,429 | 1,000
Bropap_30248 5 4| 4,000| 2,778 | 0,400| 0,640| 0,375|0,143
Bro07 5 4| 5,000| 3,125| 0,400| 0,680| 0,412|0,048
Bro08 5 4| 4,000| 2,381| 0,400| 0,580| 0,310|0,111
Brol0 5 4| 3,000| 2,381| 0,600| 0,580 -0,034|0,619
Brol3 5 4| 4,000| 3,333| 1,000| 0,700 -0,429| 1,000
Brol5 5 3| 4,000| 2,381| 0,200| 0,580 | 0,655 |0,016
Bropap_02801 5 3| 3,000| 2,174| 0,800| 0,540 | -0,481 | 1,000

Vietnam Bropap_16591 5 5| 5,000| 4,167 | 0,400| 0,760 | 0,474 |0,024
Bropap_20939 5 4| 6,000| 3,333| 0,600| 0,700| 0,143|0,234
Bropap_20558 5 5| 4,000| 3,571| 0,600| 0,720| 0,167 | 0,257
Bropap_02214 5 4| 5,000| 3,125| 1,000| 0,680 -0,471| 1,000
Bropap_25444 5 5| 9,000| 8,333 | 1,000| 0,880 | -0,136 | 1,000
Bropap_26773 5 2| 3,000| 1,515| 0,200| 0,340| 0,412 |0,111
Bropap_26985 5 2| 2,000| 1,471| 0,000| 0,320| 1,000 0,111
Bropap_30248 5 5| 7,000| 6,250| 0,400| 0,840 | 0,524 |0,001
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Continuacion. Tabla Ill. Detalle del analisis de diversidad genética.

N: tamafio de muestra, Go: genotipos observados, PLP: porcentaje de loci polimdrficos, Na: nimero de
alelos, Ne: numero de alelos efectivos, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, F,
indice de fijacion, p: valor de significancia (* = P < 0,05; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001), MM: monomorfico.

Localidad Locus N Go Na Ne Ho He F P
Bro07 60 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bro08 60 3| 5000| 2,249| 1,000| 0,555 -0,801 | 0,000
Brol0 60 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,000
Brol3 60 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Brol5 60 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000|0,000
Bropap_02801 60 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000|0,000
Bropap_16591 60 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 |0,000
Isla de Pascua
Bropap_20939 60 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_20558 60 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 0,000
Bropap_02214 60 3| 4,000| 2,769| 1,000| 0,639 | -0,565 | 0,000
Bropap_25444 60 2| 3,000 2,100| 1,000| 0,524 | -0,909 |0,000
Bropap_26773 60 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_26985 60 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 0,000
Bropap_30248 60 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bro07 12 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bro08 12 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,001
Brol0 12 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,001
Brol3 12 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Brol5 12 2| 3,000| 2,462| 1,000| 0,594 | -0,684 | 0,007
Bropap_02801 12 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,001
Bropap_16591 12 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000|0,001
Marquesas
Bropap_20939 12 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_20558 12 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,001
Bropap_02214 12 3| 4,000| 2,717| 1,000| 0,632 -0,582 (0,005
Bropap_25444 12 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000|0,001
Bropap_26773 12 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_26985 12 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,001
Bropap_30248 12 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bro07 2 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bro08 2 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,157
Brol0 2 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,157
Brol3 2 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Brol5 2 2| 3,000| 2,667| 1,000| 0,625 -0,600 (0,572
Bropap_02801 2 2| 3,000| 2,667| 1,000| 0,625 -0,600 0,572
hiti Bropap_16591 2 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,157
Tahitl Bropap_20939 2 1| 1,000| 1,000] 0,000| 0,000 | MMm
Bropap_20558 2 1| 2,000 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,157
Bropap_02214 2 2| 4,000| 4,000| 1,000| 0,750|-0,333(0,423
Bropap_25444 2 1| 2,000 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,157
Bropap_26773 2 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_26985 2 1| 2,000 2,000| 1,000| 0,500 -1,000|0,157
Bropap_30248 2 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
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Continuacion. Tabla Ill. Detalle del andlisis de diversidad genética.
PLP: porcentaje de loci polimodrficos, Na: nimero de
alelos, Ne: nimero de alelos efectivos, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, F,
indice de fijacidn, p: valor de significancia (* = P < 0,05; ** = P <0,01; *** = P < 0,001). MM: monomorfico.

N: tamafio de muestra, Go: genotipos observados,

Localidad Locus N Go Na Ne Ho He F P

Bro07 2 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Bro08 2 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157
Brol10 2 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157
Brol3 2 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Brol5 2 1| 2,000| 2,000 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157
Bropap_02801 2 1| 2,000| 2,000( 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157

Pitcairn Bropap_16591 2 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,157
Bropap_20939 2 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Bropap_20558 2 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157
Bropap_02214 2 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157
Bropap_25444 2 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157
Bropap_26773 2 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Bropap_26985 2 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,157
Bropap_30248 2 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Bro07 37 4| 4,000| 2,438| 0,216| 0,590 | 0,633 |0,000
Bro08 37 3| 4,000| 2,423 | 1,000| 0,587 | -0,703 | 0,000
Brol0 37 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000
Brol3 37 3| 3,000| 1,659| 0,486| 0,397 -0,224|0,281
Brol5 37 4| 4,000 3,233| 0,730| 0,691 | -0,057 | 0,000
Bropap_02801 37 4| 6,000 4,729 | 1,000| 0,789 | -0,268 | 0,000

Hawii Bropap_16591 37 3| 5,000| 4,526| 1,000| 0,779 -0,284 | 0,000
Bropap_20939 37 3| 3,000| 2,615| 0,459| 0,618 | 0,256 | 0,000
Bropap_20558 37 2| 3,000| 2,714| 0,514| 0,631| 0,187 |0,000
Bropap_02214 37 5| 7,000| 4,812| 1,000| 0,792 -0,262 | 0,000
Bropap_25444 37 2| 4,000| 3,997 | 1,000| 0,750 -0,334 | 0,000
Bropap_26773 37 3| 3,000| 2,467 | 0,270| 0,595| 0,545 | 0,000
Bropap_26985 37 3| 3,000| 2,079| 0,514| 0,519| 0,011 0,000
Bropap_30248 37 4| 4,000| 2,514| 0,270| 0,602 | 0,551 |0,000
Bro07 17 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Bro08 17 1| 2,000| 2,000( 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000
Brol0 17 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000
Brol3 17 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Brol5 17 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_02801 17 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000

Samoa Bropap_16591 17 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_20939 17 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Bropap_20558 17 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_02214 17 2| 3,000 2,232| 1,000| 0,552 -0,812|0,001
Bropap_25444 17 2| 3,000 2,439| 1,000| 0,590 | -0,695 | 0,001
Bropap_26773 17 1| 1,000| 1,000| 0,000 | 0,000 | MM
Bropap_26985 17 1| 2,000| 2,000| 1,000 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_30248 17 2| 2,000| 1,125| 0,000| 0,111| 1,000 | 0,000
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Continuacion. Tabla Ill. Detalle del andlisis de diversidad genética.
N: tamafio de muestra, Go: genotipos observados,

PLP: porcentaje de loci polimodrficos, Na: nimero de

alelos, Ne: nimero de alelos efectivos, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, F,
indice de fijacidn, p: valor de significancia (* =P < 0,05; ** = P <0,01; *** = P <0,001). MM: monomorfico.

Localidad Locus N Go Na Ne Ho He F P

Bro07 18 2| 2,000| 1,117| 0,111 0,105 | -0,059 | 0,803
Bro08 18 4| 5,000 2,365| 1,000| 0,577 |-0,733|0,051
Bro10 18 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,000
Brol3 18 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Brol5 18 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_02801 18 2| 3,000| 2,111| 1,000| 0,526 | -0,900 | 0,000

Tonga Bropap_16591 18 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_20939 18 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_20558 18 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_02214 18 2| 3,000| 2,111 | 1,000| 0,526 | -0,900 | 0,000
Bropap_25444 18 1| 2,000| 2,000 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_26773 18 2| 2,000| 1,057| 0,056 | 0,054 | -0,029|0,904
Bropap_26985 18 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 | -1,000 | 0,000
Bropap_30248 18 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bro07 3 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bro08 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Bro10 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Brol3 3 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Brol5 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Bropap_02801 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083

Fil Bropap_16591 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Bropap_20939 3 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_20558 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Bropap_02214 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Bropap_25444 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Bropap_26773 3 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
Bropap_26985 3 1| 2,000| 2,000| 1,000| 0,500 -1,000 | 0,083
Bropap_30248 3 1| 1,000| 1,000| 0,000| 0,000 | MM
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Anexo 6. Tabla IV. Detalle analisis multilocus.

Incremento en la

Muestras con

Muestras con

Probabilidad de Identidad

combinacion de | coincidencia |genotipo

los Loci de genotipo unico Taiwan | Japén | Vietnam
Bro08 9 20| 2,3E-02 | 5,1E-01 | 2,2E-01
+ Bropap_02214 6 23| 5,7E-04| 9,7E-02 | 3,1E-02
+ Bropap_30248 2 27| 3,0E-05| 1,8E-02 | 1,4E-03
+ Bropap_16591 2 27| 1,8E-06 | 6,8E-03 | 1,4E-04
+ Bropap_25444 2 27| 2,1E-07 | 2,9E-03 | 3,7E-06
+ Bropap_26773 2 27| 1,6E-08| 1,1E-03 | 1,7E-06
+ Bro07 2 27| 4,9E-09 | 5,0E-04 | 2,4E-07
+ Bropap_26985 2 27| 6,3E-10 | 2,1E-04| 1,2E-07
+ Bropap_02801 2 27| 1,2E-10| 2,1E-04 | 3,5E-08
+ Bropap_20939 2 27| 5,8E-11 | 1,5E-04 | 4,1E-09
+Brol3 2 27| 1,4E-11| 1,5E-04 | 5,9E-10
+ Brol0 2 27| 4,3E-12 | 1,5E-04| 1,6E-10
+ Bropap_20558 2 27| 1,5E-12 | 1,0E-04 | 2,1E-11
+Brol5 2 27| 4,2E-13 | 1,0E-04 | 4,6E-12
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